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Avant-Propos

Les travaux de cette thése font partie d'un projet de recherche intitulé « Appui au
développement d'aliments enrichis en protéines et fibres » qui s’inscrit dans le volet
« Recherche appliquée » du programme Innov’Action agroalimentaire, financé par le
Ministére de I‘Agriculture, des Pécheries et de I'Alimentation du Québec (MAPAQ).

Cette thése comporte quatre chapitres. La revue de littérature de cette thése constitue le
chapitre 1. Elle met en contexte I'importance nutritionnelle et technologique des fibres et
des protéines dans les aliments fonctionnels actuels et les défis d'enrichissement
rencontrés par les industriels. Elle décrit ensuite les comportements des systemes mixtes
protéine-polysaccharide (P-PS) ainsi que les connaissances actuelles sur la formation de
complexes P-PS, leurs propriétés fonctionnelles et leurs applications alimentaires. Une
emphase est mise sur les systémes protéines de lactosérum-pectine, les deux molécules
a l'étude dans cette thése. Enfin, une présentation des fruits et plus spécifiqguement du
bleuet comme sources intéressantes et modulables de fibres et de pectine permettra de
mieux appréhender l'originalité de ce projet de doctorat face aux études de la littérature
sur les complexes P-PS. Ces éléments conduisent a la présentation de 'hypothése de
recherche, du but général du projet et des objectifs spécifiques. Les trois chapitres
suivants présentent les résultats des travaux de cette these. Rédigés sous forme d'articles
scientifiques, ils présentent les expérimentations réalisées, les résultats obtenus avec leur
discussion, ainsi qu’une conclusion spécifique. Le matériel supplémentaire de chaque
article est présenté a la section Annexe de cette these.

Le chapitre 2 présente le premier article tel que publié en ao(t 2017 dans Journal of Food
Science sous le titre « Low-temperature blanching as a tool to modulate the structure
of pectin in blueberry purees ». Il caractérise le bleuet en tant que source de fibres et de
pectine et met en évidence que la structure de cette derniere peut étre modulée par
traitement thermique afin de favoriser la complexation ultérieure avec des protéines. Le
chapitre 3 a été soumis pour publication dans Food Hydrocolloids sous le titre « Study of
interactions between pectin in a blueberry puree and whey proteins: functionality
and application ». Il permet de mieux comprendre le comportement des systemes mixtes
« protéines-fruits » et I'impact des interactions protéine-pectine sur une application modeéle
de boissons. Le chapitre 4 sera également soumis pour publication dans Journal of Food
Science sous le titre « Use of blueberry puree interacting with whey proteins in high-

protein bar development ». Il compléte I'étude de la fonctionnalité et de I'application des



complexes protéine-pectine a travers cette fois-ci un aliment solide, a savoir des barres de
collation riches en fibres et protéines.

Les auteurs de ces trois articles sont Laura M. Chevalier, Laurie-Eve Rioux, Paul Angers
et Sylvie L. Turgeon, lesquels sont membres de I'Institut sur la Nutrition et les Aliments
Fonctionnels (INAF), département de Sciences et Technologie des Aliments, Université
Laval, Québec, QC, Canada. Jai contribué a ce travail en planifiant et réalisant la totalité
des expériences au laboratoire, en analysant les résultats et en rédigeant entierement les
articles. Jai également effectué les analyses statistiques, avec I'aide de Laurie-Eve Rioux.
Laurie-Eve Rioux, Paul Angers et Sylvie Turgeon m’ont apporté leur soutien et critique
scientifigue dans la conception et les décisions expérimentales et lors de la rédaction et
révision des articles. Pour la mise au point des formulations des smoothies et des barres
ainsi que pour la réalisation de leurs analyses dans le temps, jai bénéficié de l'aide de
Mara-Hannan Desjardins, étudiante au baccalauréat en Nutrition.

Cette these se finit par une conclusion générale qui présente une synthése des

principaux résultats, met en avant leur contribution a 'avancée scientifique et discute de la
portée des découvertes et des retombées du projet. Les limites et les perspectives des
travaux y sont également présentées.
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Introduction générale

Limpact de [lalimentation sur la santé est au cceur des préoccupations des
consommateurs daujourd’hui, allant des jeunes adultes aux personnes agées, qui
désirent vivre plus longtemps, mieux, et en santé (AAC 2011; Bigliardi and Galati 2013).
Compte tenu du vieilissement de la population, de I'allongement de 'espérance de vie, de
laccroissement de la prévalence de [Iobésité, du diabéte, et des maladies
cardiovasculaires, ils recherchent non seulement des aliments qui comblent leurs besoins
physiologiques, mais qui contribuent également a leur qualité de vie et leur bien-étre
(Bigliardi and Galati 2013). Pres d’'un tiers des consommateurs canadiens sont préts a
payer plus cher pour des produits favorisant une meilleure santé (Banque de
Développement du Canada 2013).

Originaire du Japon, le concept des « aliments fonctionnels » est apparu aux Etats-Unis et
en Europe dans les années 1990 et n'a cessé de croitre parallélement avec l'intérét de la
population envers la nutrition (Nielsen 2016). Santé Canada définit un aliment fonctionnel
comme «semblable en apparence aux aliments conventionnels, faisant partie de
l'alimentation normale et procurant des bienfaits physiologiques démontrés et/ou réduisant
le risque de maladie chronique au-dela des fonctions nutritionnelles de base » (Santé
Canada 1998). Les aliments fonctionnels représentent un domaine majeur de recherche et
d’innovation dans l'industrie alimentaire (Bigliardi and Galati 2013; Siro et al. 2008) et
connaissent une forte croissance internationale (AAC 2016c¢; Grand View Research 2016).
En 2015, le marché mondial des aliments fonctionnels a généré des revenus de pres de
130 milliards de dollars US, dont 28% étaient générés par 'Amérique du Nord (Grand
View Research 2016). Ces revenus devraient doubler d’'ici 2024 (Grand View Research
2016). Au Canada, le secteur des aliments fonctionnels et des produits de santé naturels
est un marché encore jeune et représente le segment de lindustrie agricole et

agroalimentaire connaissant la croissance la plus rapide (AAC 2016c¢).

En raison de leurs effets physiologiques importants dans le contrdle du poids corporel et la
prévention de maladies chroniques (Anderson and Moore 2004; Anderson et al. 2009;
Veldhorst et al. 2008), les fibres et les protéines sont les deux ingrédients les plus utilisés
dans les aliments fonctionnels et les plus recherchés par les consommateurs (AAC 2016c;
IFIC Foundation 2016; 2017a; Bizzozero 2017). Cependant, les enrichissements en fibres
et en protéines sont associés a des altérations des propriétés organoleptiques des

aliments, comme une augmentation de la viscosité des boissons et un durcissement des



barres de collation, ce qui diminue I'appréciation globale des produits enrichis (Soukoulis
et al. 2009; Sun-Waterhouse et al. 2010a; Tiziani and Vodovotz 2005; Hogan et al. 2012;
Lu et al. 2016; Grigor et al. 2016).

Certaines fibres, dont la pectine, présente naturellement dans les produits végétaux, sont
des polysaccharides chargés qui peuvent interagir avec les protéines et former des
complexes par interactions électrostatiques associatives (Syrbe et al. 1998; Tolstoguzov
1991; 1997). Ces interactions protéine-polysaccharide (P-PS) engendrent des propriétés
fonctionnelles variées capables de modifier la texture et la structure des systémes mixtes
(Schmitt et al. 1998; Turgeon and Laneuville 2009). Par exemple, les stabilités colloidale
et thermique des protéines peuvent étre augmentées par leur complexation avec les
polysaccharides et la viscosité des systemes peut parfois étre réduite. Les complexes P-
PS pourraient donc étre un outil intéressant pour aider a la formulation d’aliments
fonctionnels de qualité, tout en permettant de les enrichir en protéines et en fibres. Les
travaux antérieurs de notre laboratoire ont permis de mieux appréhender le comportement
des systemes mixtes et la formation de complexes P-PS ainsi que d’améliorer la
compréhension des propriétés rhéologiques et gélifiantes résultantes (Bertrand 2008;
Girard et al. 2004; Girard et al. 2002; Laneuville et al. 2000). Toutefois, ces études sont
restées tres fondamentales et concernaient des milieux et conditions éloignés de la réalité
industrielle et des matrices alimentaires. A ce jour, aucune étude publiée ne traite de
Iapplication des complexes P-PS dans des produits alimentaires avec des concentrations

dignes d’'un enrichissement a la fois en protéines et en fibres.

En plus de la qualité organoleptique et nutritionnelle des aliments, les consommateurs
d’aujourd’hui désirent des produits composés d’ingrédients simples et naturels. Or, les
polysaccharides utilisés dans les études sur les complexes P-PS sont des molécules
extraites et purifiées chimiquement. Les fruits représentent des sources naturelles de
fibres et contiennent de la pectine pouvant interagir avec les protéines. La structure de
cette pectine peut étre modifiée au sein du fruit a l'aide de traitements thermiques
(Christiaens et al. 2014; Sila et al. 2009b), ce qui pourrait favoriser les interactions
protéine-pectine et la formation de complexes. Au Canada, le bleuet est le fruit le plus
important en termes de production, de valeur générée et de volume d’exportation (AAC
2016b). Sa consommation et son utilisation dans les produits alimentaires ne cessent de
croitre, notamment grace a ses propriétés antioxydantes (AAC 2010; MAPAQ 2016). De

plus, il contient plus de 2% de fibres. Le bleuet s’avére donc étre une matrice de choix



pour étudier les interactions protéine-pectine et qui peut étre facilement incorporée dans

des applications alimentaires.

Ainsi, ce projet de doctorat a pour but général de développer un nouvel ingrédient
fonctionnel basé sur la formation de complexes entre des protéines de lactosérum et la
pectine de bleuets afin de formuler des aliments et boissons riches en protéines et en
fibres et d’étudier en quoi ces complexes peuvent améliorer leurs propriétés rhéologiques
et texturales. Ces travaux seront un appui réel et novateur au développement de produits
alimentaires fonctionnels sains et nutritifs, enrichis a la fois en protéines et en fibres. lls
présentent une grande dimension appliqguée dans laquelle les industriels du secteur de
I'agro-alimentaire pourront y trouver un intérét concret, en pleine adéquation avec 'essor

des aliments fonctionnels.






Chapitre 1. Revue de littérature

1.1. L’enrichissement en fibres et en protéines

Les fibres et les protéines sont les deux familles de molécules a I'étude dans cette thése.
Ce sont deux types de nutriments dont les effets bénéfiqgues pour la santé humaine sont
bien connus. Leur incorporation dans les produits alimentaires est tres recherchée sur le
marché mais représente des défis de formulation pour les industriels afin de satisfaire les

attentes des consommateurs.
1.1.1. Les fibres alimentaires

1.1.1.1. Définition et généralités

Les fibres alimentaires sont des polyméres glucidiqgues dont la définition précise varie
selon les pays et les organismes scientifiques (Phillips 2013). La tendance internationale
consiste a préciser les caractéristiques chimiques de base des fibres alimentaires ainsi
gue leur résistance a la digestion, de méme qu’a exiger qu’elles procurent des effets
physiologiques. La définition la plus récente retenue par Santé Canada (Santé Canada

2012b) est la suivante :

« Les fibres alimentaires sont :
1) les glucides ayant un degré de polymérisation ou nombre d’'unités de saccharides
de 3 ou plus naturellement présents dans les aliments d’origine végétale et n’étant
ni digérés ni absorbés dans l'intestin gréle ;

et 2) les fibres nouvelles acceptées. »

Les fibres nouvelles comprennent notamment « les substances tirées de sous-produits
agricoles et de matieres végétales brutes, les substances d'origine animale ou
bactérienne, les substances chimiquement modifiées et les produits de synthése, qui n‘ont
habituellement pas d'antécédents d'utilisation en tant que sources de fibres alimentaires »
(Santé Canada 2012b). La plupart des fibres alimentaires proviennent de la paroi cellulaire
des fruits, des légumes, des noix, des graines de céréales et des graines oléagineuses
(Cui et al. 2011). Les fibres sont classées en deux catégories basées sur leur solubilité
dans l'eau: les fibres solubles et les fibres insolubles (Davidson and McDonald 1998;
Dikeman and Fahey 2006; Roberfroid 1993). Les fibres insolubles, principalement

constituées de cellulose, d’hémicellulose et de lignine, servent essentiellement d’agents
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gonflants, ce qui réduit le temps de transit et augmente le poids des selles. Ces fibres sont
particulierement retrouvées dans les céréales a grains entiers et le pain complet. Les
fibres solubles, telles que les pectines, les gommes et certaines hémicelluloses, sont
caractérisées par leur capacité a augmenter la viscosité du bolus alimentaire, réduisant les
concentrations sanguines de glucose et de cholestérol. Contrairement aux fibres
insolubles, les fibres solubles sont fermentées par la microflore du célon, ce qui aboutit a
la libération d’acides gras a chaines courtes jouant un réle important dans 'lhoméostasie

de 'organisme (Davidson and McDonald 1998).

1.1.1.2. Les intéréts nutritionnels des fibres alimentaires

Les intéréts nutritionnels des fibres alimentaires sur la santé humaine ont été intensément
étudiés depuis les années 1970 et sont désormais bien connus et explicités. Les effets
physiologiques des fibres alimentaires reconnus par Santé Canada (Santé Canada 2012b)
sont :

- larégularisation de la fonction intestinale en augmentant le volume des selles ;

- la réduction des taux sériques de cholestérol total et/ou de cholestérol des

lipoprotéines de faible densité ;
- ladiminution de la glycémie et/ou de l'insulinémie postprandiales ;

- la procuration des métabolites énergétiques par la fermentation colique.

L’augmentation de la consommation d’aliments riches en fibres ou des suppléments de
fibres réduit la concentration sanguine lipidique, abaisse la tension artérielle, améliore la
maitrise de la glycémie chez les personnes diabétiques, favorise la régulation intestinale,
facilite la perte et le contrble de poids et semble améliorer la fonction immunitaire
(Anderson et al. 2009). Les personnes qui consomment de généreuses quantités de fibres
alimentaires, comparativement a celles qui ont un apport en fibres minime, présentent
moins de risques de développer des maladies cardiovasculaires, des accidents
vasculaires cérébraux, de l'hypertension, du diabéte, de l'obésité, certains problémes
gastro-intestinaux et certains cancers comme celui du colon (Anderson et al. 2009;
Jenkins et al. 2000; Kendall et al. 2010; Mann and Cummings 2009).

1.1.1.3. Les besoins en fibres

L’Enquéte sur la santé dans les collectivités canadiennes (ESCC 2.2), réalisée en 2004,
fournit les données les plus récentes sur la consommation alimentaire et I'apport

nutritionnel des Canadiens de tous ages (Santé Canada and Statistique Canada 2004).



L’apport suffisant (AS) en fibres a été fixé & 14 g/1000 kcal/j chez tous les groupes d’age
d'un an et plus (IOM 2005). L’AS correspond a l'apport quotidien moyen recommandé
estimé par rapport a I'apport nutritionnel chez un ou plusieurs groupes de personnes
apparemment en bonne santé qui semblent conserver un statut nutritionnel adéquat. Le
tableau 1-1 ci-dessous indique la quantité approximative correspondante de fibres selon

I'age et le sexe.

Tableau 1-1. Apport suffisant quotidien en fibres chez les adultes

19-50ans 50 ans et plus
Homme 3849 3049

Femme 259 219

Chez tous ces groupes d’age et de sexe, d’apres lESCC 2.2, 'apport moyen en fibres
était inférieur a 'AS (Santé Canada 2012a). Plus précisément pour la région du Québec,
les apports habituels moyens en fibres des femmes se chiffraient & pres de 16 g/j et ceux
des hommes étaient de I'ordre de 18 g/j (Institut National de Santé Publigue du Québec
2009). I a donc été postulé que la majorité des adultes québécois et canadiens ont
probablement des apports insuffisants en fibres alimentaires. Plus récemment, des
apports similaires ont été rapportés chez la population américaine, malgré une
augmentation de la quantité de fibres consommée entre 2001 et 2010 (McGill et al. 2015).
Le gouvernement canadien continue donc de promouvoir I'importance d’'un apport en

fibres adéquat aupres de la population.
1.1.2. Les protéines

1.1.2.1. Généralités

Les protéines sont des biopolymeéres naturellement présents dans les aliments,
représentant une classe majeure de nutriments essentiels. Ces macromolécules sont des
composeés organiques constitués d’un enchainement linéaire d'acides aminés reliés par
des liaisons peptidiques (structure primaire). Sous l'effet de multiples liaisons hydrogene
qui s'établissent entre les groupements -CO et -NH des acides aminés, la chaine
polypeptidique s’agence en une ou plusieurs conformations répétées, appelées hélice a et
feuillet B (structure secondaire). D’autres liaisons intramoléculaires, telles que des ponts
disulfures, des liaisons hydrogéne, hydrophobes et/ou ioniques, donnent une conformation



tridimensionnelle (structure tertiaire) aux protéines qui détermine la forme globale des
protéines natives. Cette conformation, renforcée parfois par I'association de plusieurs
chaines polypeptidiques (structure quaternaire), permet de former des « domaines »
indépendants déterminant leur fonction biologique, comme par exemple la formation de
sites actifs dans le cas des enzymes. La figure 1-1 schématise la structure des protéines
a I'échelle moléculaire.

Acides
aminés Structure
primaire

Feuilletp —
. \ Structure
- secondaire
N7 SN

Feuillet B
Structure
tertiaire

Hélices a

N 4

Structure

quaternaire

Figure 1-1. Structure générale des protéines
(adaptée de OpenStax Biology's)

Au sein d’'une matrice alimentaire, plusieurs molécules de protéines s’agencent entre elles
et/ou avec d’autres composés pour former des plus grosses structures colloidales, comme
par exemple des agrégats de protéines, des complexes avec d'autres polymeéres, des
réseaux gélifies, etc. La formation et la stabilisation de ces « mésostructures », qui
découlent généralement des procédés de transformation des aliments, déterminent les
propriétés fonctionnelles des protéines et par extension les propriétés texturales et

rhéologiques des aliments (Foegeding 2015).



1.1.2.2. Les intéréts nutritionnels des protéines

Tout comme les fibres, les protéines ont également des effets bénéfiques sur la santé
démontrés et reconnus. Les aliments a haute teneur en protéines aident au contréle du
poids corporel. En effet, les protéines ont un pouvoir satiétogene plus fort que les glucides
et les lipides, lié notamment a une forte thermogénese, a une augmentation de la
libération d’hormones anorexigénes (incrétines), et a une meilleure régulation de la
glycémie (Anderson and Moore 2004; Veldhorst et al. 2008; Westerterp-Plantenga et al.
2012; Westerterp-Plantenga et al. 2009). La consommation de protéines est aussi
associée au développement de la masse musculaire maigre (Westerterp-Plantenga et al.
2012) et peut également contribuer & une meilleure santé osseuse (Bonjour 2005).

La valeur nutritive des protéines alimentaires dépend de leur composition en acides
aminés, de leur digestibilité et des réactions de détérioration qu'elles peuvent subir au
cours des processus de transformation et d’entreposage (Friedman 1996). La composition
en acides aminés varie selon lorigine des protéines. Globalement, les protéines
végétales, bien que complémentaires et indispensables, contiennent moins d’acides
aminés essentiels que les protéines animales (Friedman 1996). Les acides aminés
essentiels ne peuvent étre synthétisés par l'organisme et doivent nécessairement étre
apportés par lalimentation. Les protéines laitieres, plus précisément les protéines de
lactosérum, ont une excellente valeur biologique et sont une source riche d’acides aminés
essentiels, en particulier la leucine qui a un réle majeur dans la stimulation de la synthese
de protéines musculaires (Ha and Zemel 2003; Smithers 2008). Ces atouts spécifiques
font de ces protéines un ingrédient de choix pour les sportifs (Smithers 2008). De plus, les
protéines de lactosérum sont riches aussi en acides aminés a chaines ramifiees (leucine,
isoleucine et valine) qui sont rapidement digérés et absorbés (Boirie et al. 1997; Abou-
Samra et al. 2011), ce qui diminue la concentration de glucose sanguin postprandial,
favorise la sécrétion d’incrétines, et ainsi améliore le contréle de la glycémie et du poids
corporel (Akhavan et al. 2010; Nilsson et al. 2004; Abou-Samra et al. 2011). Les protéines
de lactosérum seront davantage présentées dans la section 1.2.4.1 de ce chapitre.

1.1.2.3. Les besoins en protéines

Contrairement aux fibres, les Canadiens consomment suffisamment de protéines, d’aprés
FESCC 2.2 (Santé Canada 2012a). En effet, prés de 100% des Canadiens adultes
consomment une quantité de protéines respectant I'étendue des valeurs acceptables pour
les macronutriments (EVAM) (Santé Canada 2012a). LEVAM est un intervalle d'apports



établi pour une source d'énergie précise, qui est associé a un risque réduit de maladies
chroniques et qui permet des apports suffisants en nutriments essentiels. Toutefois, pour
les consommateurs a la recherche d’aliments rassasiants, pouvant aider au contréle du
poids corporel et au développement musculaire, les protéines sont un ingrédient treés prisé
sur le marché actuel (section 1.1.3.1). Par ailleurs, I'apport nutritionnel recommandé
(ANR) en protéines a été établi & 0,8 g/kg de poids corporel/j pour les adultes (IOM 2005),
soit environ 56 g/j pour les hommes et 46 g/j pour les femmes. L’ANR est |'apport
nutritionnel quotidien moyen permettant de répondre aux besoins nutritionnels de la quasi-
totalité (97 a 98%) des sujets en bonne santé appartenant a un groupe donné établi en
fonction de I'étape de la vie et du sexe. Néanmoins, certains groupes de consommateurs,
tels que les végans, les sportifs et les personnes agées peuvent avoir des apports
insuffisants en raison de leurs choix de régime alimentaire, de leur activité physique
accrue ou encore de leur difficulté a absorber les protéines (Molyneaux 2015). Un apport
en protéines supérieur a 'ANR est souvent conseillé pour les athlétes, selon le type
d’exercice, son intensité, sa durée et sa fréquence. De plus, il est rapporté que 'ANR 0,8 g
de protéines/kg de poids corporel/j n’est pas suffisant pour les personnes agées (Kurpad
and Vaz 2000; Campbell et al. 2001) ; un apport plus élevé en protéines pourrait améliorer
leur masse et force musculaires, leur état immunitaire, la cicatrisation des plaies, la
pression artérielle et la santé des os (Wolfe et al. 2008; Gaffney-Stomberg et al. 2009).

1.1.3. Les défis d’enrichissement en fibres et protéines

1.1.3.1. Lademande des consommateurs

Ces dernieres années, les consommateurs sont de plus en plus soucieux de leur santé a
court et long terme (Nielsen 2016). lls désirent des aliments « naturels », c’est-a-dire avec
des ingrédients simples et naturels, peu transformés, sans additifs (IFIC Foundation 2016;
Sloan 2015). De ce fait, ils prétent un intérét particulier aux composés présents dans leur
alimentation. Les protéines et les fibres sont les deux ingrédients les plus demandés et
incorporés dans les collations (Bizzozero 2017; Ohr 2014; Bartelme 2015). Les aliments
riches en protéines et en fibres connaissent une forte croissance sur le marché alimentaire
mondial. Ces aliments fonctionnels sont en effet trés recherchés par les consommateurs
qui souhaitent de plus en plus contrdler et/ou perdre du poids, avoir une meilleure forme
physique, plus d’énergie, une bonne santé cardiovasculaire et digestive, et vieillir en
bonne santé (IFIC Foundation 2016; 2017a; Ohr 2014; Sloan 2015). En 2016, 64% des

Américains ont essayé de consommer davantage de protéines et 60%, davantage de
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fibores (IFIC Foundation 2016). Outre la valeur nutritionnelle, les consommateurs
recherchent des produits de commodité, pratiques, rapides a préparer et/ou consommer,
comme par exemple les boissons nutritives, les barres et les substituts de repas (IFIC
Foundation 2017a; Kuhn 2015). En plus de désirer des aliments sains et pratiques, les
consommateurs veulent des produits de qualité, notamment en termes de texture et de
godt (MAPAQ 2017). Le défi majeur de l'industrie alimentaire est donc de concilier toutes
ces demandes.

1.1.3.2. Le développement de nouveaux produits enrichis

Les bienfaits des fibres et des protéines sur la santé, les apports insuffisants en fibres et la
demande accrue pour la consommation de protéines encouragent les industries
alimentaires a développer des produits riches en protéines et en fibres, sans
compromettre leur qualité. Au cours des dernieres années, un large éventail de
suppléments et de nouveaux produits enrichis en protéines a vu le jour, incluant
notamment des barres énergétiques et des boissons (Molyneaux 2015). Bien que les
protéines veégétales soient de plus en plus utilisées, les protéines de lactosérum
demeurent les plus fréquemment retrouvées dans les formulations d’aliments enrichis en
protéines, pour leur excellente valeur nutritive, leur fonctionnalité variée (texture,
émulsification, stabilisation), leur solubilité a travers une large plage de pH et leur goQt
neutre (Bartelme 2015; Ohr 2014; Nachay 2015a). L’enrichissement en fibres, initialement
rencontré dans les produits de boulangerie, les collations et les céréales, s’est étendu vers
d’autres catégories de produits comme les produits laitiers et les boissons (Niba 2012).
Les fibres les plus couramment retrouvées dans les aliments proviennent des céréales
telles que le son de blé, d’'avoine ou de riz (Elleuch et al. 2011). Toutefois, les fruits sont
également de bonnes sources de fibres (section 1.3) dont la consommation et
I'incorporation dans les produits alimentaires sont croissantes ces derniéres années
(Nachay 2015b; Ohr 2014). Les produits enrichis a la fois en fibres et en protéines
demeurent plus rares. Pourtant, ce double enrichissement est intéressant puisqu’il

permettrait tres probablement de combiner les effets bénéfiqgues de ces deux nutriments.

Au Canada, la teneur en fibres alimentaires doit étre inscrite dans le tableau de la valeur
nutritive des aliments. Les allégations indiquant « source de fibres », « source élevée de
fibres » et « source trés élevée de fibres » peuvent étre formulées pour des aliments
contenant respectivement 2, 4 et 6 g de fibores au minimum par quantité de référence et
par portion déterminée (Réglement sur les aliments et drogues, articles 41 a 43 du tableau
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suivant l'article B.01.513) (ACIA 2014a). Pour les protéines, un aliment est considéré
comme «source élevée de protéines » ou « excellente source de protéines » quand il
posséde une cote protéique de 20 et 40 respectivement par ration quotidienne raisonnable
((Réglement sur les aliments et drogues, articles 8 et 9 du tableau suivant l'article
B.01.513) (ACIA 2014b). La cote protéiqgue est obtenue en multipliant la teneur en
protéines d'une ration quotidienne normale de laliment par le coefficient d'efficacité
protéique de l'aliment.

Néanmoins, les quantités requises en fibres et en protéines pour atteindre ces allégations
entrainent de véritables défis de formulation pour les fabricants de produits alimentaires.
L’augmentation de la concentration en fibres et protéines dans les aliments se traduit
souvent par une détérioration de la qualité organoleptique de ces derniers. En effet, les
fibres et les protéines sont deux macromolécules qui contribuent a la structure et a la
texture des aliments grace a leurs propriétés fonctionnelles respectives (Cui et al. 2011,
Kinsella and Melachouris 1976; Tolstoguzov 1991; Elleuch et al. 2011; Foegeding 2015).
Or, la texture des aliments a un effet considérable sur I'appréciation sensorielle générale
des produits par les consommateurs (Wilkinson et al. 2000).

Le principal défi rencontré lors de I'enrichissement en fibres est lié a la maniére dont les
fibres interagissent avec I'eau et les autres composants de I'aliment (Cui et al. 2011). Ces
propriétés d’hydratation peuvent servir a améliorer la texture, la viscosité, ou encore la
durée de vie des aliments, mais limitent également la quantité de fibres pouvant étre
incorporée dans les aliments (Elleuch et al. 2011; Cui et al. 2011; Foschia et al. 2013). De
maniére genérale, I'enrichissement en fibres des produits céréaliers tels que les muffins, le
pain et les biscuits entraine une diminution de I'acceptabilité globale, sensorielle et visuelle
de ces produits (Grigor et al. 2016). En raison de leur fort pouvoir hygroscopique, les
fibres retiennent I'eau au détriment des autres ingrédients, ce qui provoque une diminution
du volume et une augmentation de la fermeté de ces aliments (Foschia et al. 2013).
Concernant l'enrichissement en protéines, le défi est de taille également. Les hautes
teneurs en protéines sont parfois accompagnées de saveurs non-désirées comme
lastringence ou I'amertume, de sensations d’épaisseur et de « farineux » en bouche,
réduisant I'appréciation générale des produits (Beecher et al. 2008; Drake et al. 2000). La
principale difficulté reste néanmoins la texture et la faible stabilité des produits riches en
protéines, due a l'agrégation des protéines entre elles au cours des procédés de
transformation des aliments et de leur entreposage (Purwanti et al. 2010). Cela peut
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engendrer des problemes de déphasage dans les boissons et conduire au développement
de produits plus denses et durs, comme par exemple des gels, des yogourts (Drake et al.
2000; Mieko 1999) ou encore des barres de collation. Dans le cadre de ce projet, nous
nous sommes intéressés plus particulierement aux problémes rencontrés dans deux types
de produits distincts en forte demande sur le marché actuel et dans lesquels les
enrichissements en fibres ou en protéines sont trés courants : les boissons et les barres
de collation.

1.1.3.3. Les boissons

La fabrication de boissons est la quatrieme industrie de transformation des aliments au
Canada en termes de ventes (10,4 milliards de dollars en 2014) (AAC 2016a). Les jus
réfrigérés et les smoothies faisaient partie des collations santé ayant la plus forte
croissance en 2013 (Sloan 2015). Les smoothies sont apparus dans les années 1990 et
sont devenus de plus en plus tendance au cours de cette derniére décennie, grace a leur
praticité et leur valeur nutritive (Nielsen 2016). En effet, ils sont un moyen facile et rapide
de consommer des fruits qui sont des ingrédients désirés dans les collations pour pres de
la moitié (47%) des consommateurs américains (Sloan 2015). En outre, bien que les effets
sur la santé soient encore débattus entre les jus et les smoothies, les smoothies,
composés majoritairement de fruits broyés, conservent davantage les fibres de ces
derniers, les composés antioxydants et la vitamine C (Ruxton et al. 2006; Ruxton 2008).

Toutefois, la présence et/ou l'addition de fibres dans les boissons n'est pas sans
conséquences. En raison des nombreux groupements hydroxyles sur les chaines de
polysaccharides, les fibres ont une grande capacité d’absorption d’'eau déterminée par leur
structure chimique, leur poids moléculaire, leur morphologie et la taille des particules (Cui
et al. 2011). La flaveur, la texture et 'acceptation générale de smoothies sont altérées
avec l'augmentation de la concentration en fibres (Sun-Waterhouse et al. 2010a). Les
fibres favorisent l'augmentation de la viscosité en raison de leur taille, de leur
enchevétrement, de leur gonflement et de leur forte rétention d’eau qui conduisent a la
formation d'un réseau de fibres hydratées limitant I'écoulement (Soukoulis et al. 2009;
Sun-Waterhouse et al. 2010a; Dikeman and Fahey 2006; Cui et al. 2011). Femenia et al.
(1997) ont montré néanmoins que I'augmentation de la viscosité dans des sauces peut
étre réduite en incorporant les fibres seulement a la fin de la préparation de la sauce, ce

qui diminue la possibilité d’interactions avec la matrice.

13



Les boissons sont également une des applications majeures dans lesquelles sont ajoutées
des protéines. La encore, I'enrichissement en protéines pose également des difficultés en
termes de viscosité et de stabilité. En effet, 'ajout de protéines peut augmenter la viscosité
(Takada and Nelson 1983; Thakur et al. 1996; Tiziani and Vodovotz 2005), ce qui n'est
pas toujours souhaité et peut réduire I'appréciation générale des boissons, leur palatabilité
et leur commodité (Deshpande et al. 2005; Folkenberg et al. 1999). D’autre part, les
boissons enrichies en protéines peuvent étre considérées commes des suspensions dans
lesquelles la phase solide dispersée correspond aux particules/aggrégats de protéines
(Foegeding 2015). La stabilit¢ dans le temps de cette phase colloidale contribue a la
qualité et la durée de vie d’une boisson. L’agrégation des protéines peut conduire a leur
précipitation résultant en une séparation de phases. Ce probleme est particulierement
rencontré dans les boissons a base de fruits dont l'acidité naturelle diminue la solubilité
des protéines et favorise les interactions associatives protéine-protéine (Méric 2012). De
plus, les traitements thermiques appliqués pour assurer linnocuité des boissons
engendrent la dénaturation irréversible des protéines qui favorise leur agrégation et en
modifie leur fonctionnalité (De Wit 1998). Les caractéristiques des particules/aggrégats
résultants dépendent du pH, de la force ionique, de la concentration en protéines, et de la
présence d’autres molécules (Nicolai and Durand 2013). L'ampleur de la séparation de
phases dépend aussi de la taille des particules/aggrégats et de leur quantité, de la
difference de densité entre ces particules et la phase continue (Foegeding 2015;
Foegeding et al. 2017). En général, une plus petite taille de particules favorise une

meilleure stabilité.

1.1.3.4. Les barres de collation

Les barres de collation représentent une autre application ou les enrichissements en fibres
et protéines sont retrouvés. Les ventes des barres de collation aux Etats-Unis en 2014
s’élevaient a 5,5 milliards de dollars et devraient atteindre 6,2 milliards en 2018 (Bartelme
2015). Cette croissance, trés certainement similaire au Canada, est notamment due a la
demande croissante des barres nutritives riches en protéines. En 2014, prés de 45% des
barres portaient une allégation mettant en avant leur teneur en protéines, comparé a 24%
en 2011 (Bartelme 2015). Pourtant, si l'enrichissement en fibres des barres est

relativement facile, l'incorporation de hautes quantités de protéines demeure un défi.

En effet, de fortes concentrations de protéines provoquent habituellement le durcissement

des barres qui commence juste aprés leur production, méme en 'absence de traitement
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thermique, et continue durant le stockage, ce qui peut altérer les qualités sensorielles et
Iappréciation des consommateurs. Le mécanisme exact de durcissement n’est encore pas
clairement élucidé et résulte de la combinaison de plusieurs phénomenes chimiques,
physiques et thermodynamiques (Banach et al. 2014; Hogan et al. 2012). McMahon et al.
(2009) proposent une séparation de phases dont une phase riche en protéines résultant
des fortes interactions protéine-protéine qui conduisent a leur agrégation et le
durcissement des barres. I a été suggéré que l'agrégation des protéines est
principalement due a la formation de liaisons disulfures intermoléculaires et, dans une
moindre importance, a des liaisons non-covalentes (zZhou et al. 2008b; a; Liu et al. 2011).
D’autre part, une migration d’eau des protéines vers les molécules a faible poids
moléculaire (sucres et polyols) peut également favoriser agrégation des protéines et la
séparation de phases (Loveday et al. 2009; Loveday et al. 2010). Hogan et al. (2012) ont
suggéré que le durcissement résulte en partie des différences de potentiel osmotique et
d’activité de I'eau (aw) des composants individuels ou des micro-régions des barres. Cela
entraine une compétition pour I'eau disponible et des transferts d’eau des domaines a
haute aw vers ceux a plus faible aw (Hogan et al. 2012; Labuza and Hyman 1998). De plus,
ces auteurs ont démontré gue les interactions protéine-protéine contribuent a la diminution
de zones remplies d’air dans le réseau matriciel formé, ce qui est aussi a l'origine du
durcissement des barres (Hogan et al. 2012). Plus récemment, Lu et al. (2016) ont
également montré que la migration d’eau contribue au durcissement, accompagnée de la
migration des molécules de faibles poids moléculaires en particulier les sucres. Selon ces
auteurs, cette migration a lieu en direction des protéines. Les interactions des petites
molécules (eau et sucres) avec les protéines diminuent alors la mobilité des petites
molécules, ce qui cause des changements de microstructure et par conséquent de texture

(Lu et al. 2016).

Le développement de produits enrichis en protéines ou en fibres, stables et satisfaisant les
attentes des consommateurs, est donc rempli de défis qui sont principalement dus a
'agrégation des protéines et au fort pouvoir hygroscopique des fibres. Un enjeu important
pour l'enrichissement de produits alimentaires en protéines et en fibres consiste a
contrller les interactions de ces macromolécules avec le solvant (eau) mais également
entre elles. Ces interactions intermoléculaires font I'objet de la partie suivante de ce

chapitre.

15



1.2. Les systémes mixtes protéine-polysaccharide

Les protéines (P) et certaines fibres (polysaccharides PS), comme la pectine, sont deux
biopolyméres porteurs de charges leur permettant d'interagir quand ils sont mélangés
ensemble en milieu aqueux (systémes mixtes). Cette section montrera en quoi le contréle
de ces interactions apparait étre I'élément-clé pour le développement de nouveaux

produits alimentaires de qualité.
1.2.1. Les interactions protéine-polysaccharide (P-PS)

1.2.1.1. Le comportement des systemes mixtes P-PS

Dans les systemes mixtes P-PS, la nature ionique et polymérique des protéines et de
certains polysaccharides est a l'origine de deux phénomenes majeurs : la complexation
(interactions associatives) et 'incompatibilité (interactions répulsives) (Tolstoguzov 1997;
Syrbe et al. 1998) (Figure 1-2). Ces comportements résultent de I'équilibre entre les
différentes interactions possibles dans un mélange protéine-polysaccharide-solvant et sont
gouvernés par différents facteurs (section 1.2.1.2).

Mélange
protéines + polysaccharides

000 ¥ P

Interactions
répulsives

Interactions
associatives

COMPLEXATION INCOMPATIBILITE

Oet é‘ charges opposées O et @' charges similaires
@)

#| | 0 002
4 °° o
Complexes Complexes insolubles Séparation de
solubles -> séparation de phases ségrégative

phases associative

Figure 1-2. Comportement des systemes mixtes protéine-polysaccharide en
solution

(adaptée de Syrbe et al. (1998) et Tolstoguzov (1991))
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La complexation résulte des interactions associatives entre des molécules de charges
opposées et produit des complexes solubles ou insolubles. La solubilisation des
complexes a lieu lorsque les charges opposées portées par les protéines et les
polysaccharides sont non-équivalentes. Quand la concentration en biopolyméres
augmente et que la charge résultante devient nulle (neutralisation), les complexes
deviennent insolubles et une séparation de phases associative se produit. Les complexes
se retrouvent dans la phase inférieure tandis que le solvant (eau) demeure

majoritairement dans la phase supérieure.

L'incompatibilité¢ survient quand les protéines et les polysaccharides portent une charge
nette de méme signe et résulte en une séparation de phases ségrégative : le systéme se
sépare en deux phases aqueuses dans lesquelles chacun des biopolymeres se retrouve
concentré séparément.

Dans le cadre de ce projet, notre intérét s’est porté sur les systemes mixtes P-PS en
conditions associatives car la complexation pourrait étre une solution face aux défis
d’enrichissement en protéines et en fibres, comme il va en étre en discuté dans les
sections suivantes (1.2.2 et 1.2.3). Afin de favoriser la formation de complexes, il est
important de comprendre les facteurs influencant les interactions protéine-polysaccharide
(P-PS).

1.2.1.2. Les facteurs influencant les interactions P-PS

Les interactions P-PS sont majoritairement des interactions électrostatiques qui
s’établissent entre les charges portées par les protéines et les polysaccharides. Les
liaisons hydrogéne et les interactions hydrophobes interviennent également mais de fagon
moindre (Doublier et al. 2000; Schmitt et al. 1998; Girard et al. 2002). Les parametres
physico-chimiques environnementaux tels que le pH, la force ionique, le ratio P:PS et la
concentration en biopolymeres influencent ces interactions et donc affectent la formation

de complexes (Schmitt et al. 1998; Tolstoguzov 1997; Turgeon and Laneuville 2009).
1.2.1.2. a) Le pH

Le pH est un facteur clé dans le comportement des systémes mixtes car il régit la nature
et le nombre de charges portées par les groupements ionisables des biopolyméres
(carboxylique, amine, sulfaté, hydroxyle, etc). A un pH inférieur & leur point isoélectrique
(pl), les protéines portent une charge nette positive, alors qu'a un pH supérieur au pl, leur

charge nette est négative. Les polysaccharides se comportent comme des acides faibles :
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ils sont chargés positivement a un pH inférieur a leur pKa, et négativement a un pH
supérieur. Ainsi, les interactions associatives surviennent dans une gamme de pH située
entre le pKa des polysaccharides et le pl des protéines car les deux biopolymeres ont
alors des charges opposées (Syrbe et al. 1998; Tolstoguzov 1997). Toutefois, la formation
de complexes P-PS est possible a un pH supérieur au pl en raison de I'inhomogénéité de
la distribution des charges et la présence de zones (« patches ») positives sur les
protéines (Schmitt et al. 1998; Doublier et al. 2000). La formation de complexes P-PS
débute par la création de complexes solubles a une valeur de pH appelée pH: qui dépend
de la nature des macromolécules complexées (Mattison et al. 1995; Turgeon et al. 2003;
Weinbreck et al. 2003). Lorsque le pH diminue, ces complexes interagissent entre eux
menant & une séparation de phases associative. Le pH auquel se forment des complexes
interpolymériques, qui varie selon la force ionique et le ratio P:PS, est défini comme le pHe
(Mattison et al. 1995).

1.2.1.2. b) La force ionique

La force ionique a également une grande influence sur les interactions électrostatiques P-
PS puisqu’elle fait varier le degré d’ionisation des biopolyméres. Les faibles concentrations
en sels peuvent renforcer les interactions associatives en bloquant les sites de répulsion
intrapolymérique. En revanche, a de plus fortes concentrations, le sel les affaiblit et induit
lagrégation des protéines entre elles, une caractéristique de l'effet « salting-out » des
protéines (Wang et al. 2007). Généralement, une force ionique élevée (> 0,3 M) favorise

lincompatibilité entre les protéines et les polysaccharides (Tolstoguzov 2003; 1997).

1.2.1.2. c) Le ratio protéine:polysaccharide et la concentration en

biopolymeres

Le ratio protéine:polysaccharide affecte le type d’'interactions privilégiées (P-P, PS-PS ou
P-PS) : un ratio élevé favorise les interactions protéine-protéine au détriment des
interactions P-PS (Tolstoguzov 1997). Le ratio joue aussi un rble important sur les
caractéristiques des complexes formés, notamment leur taille et leur composition (Turgeon
and Laneuville 2009). Globalement, 'augmentation du ratio conduit a la formation de
complexes interpolymériques de plus grande taille. D’autre part, la formation de
complexes peut se faire a partir de tres faibles concentrations en biopolymeéres (0,001%)
si la force ionique est suffisamment faible (< 0,2 M) (Tolstoguzov 2003; Turgeon et al.

2003). Cependant, a des concentrations élevées (> 3-12% selon la nature des systéemes),
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la compétition pour le solvant entre les macromolécules favorise la séparation de phases
(Schmitt et al. 1998; Turgeon and Laneuville 2009; Tolstoguzov 2003).

1.2.1.2. d) Autres facteurs

Les interactions P-PS sont aussi guidées par des facteurs intrinséques tels que la nature
des groupements chargés, la densité et la distribution de charges, le poids moléculaire, la
conformation et la flexibilité des biopolymeres. Par exemple, une densité de charges plus
élevée renforce les interactions électrostatiques entre deux biopolyméres de charges
opposées (Girard et al. 2002). La température, 'homogénéisation, la force de cisaillement
et la pression peuvent aussi influencer la force des interactions, la formation, la
morphologie et la stabilité des complexes (Schmitt et al. 1998; Turgeon and Laneuville
2009). De tels facteurs peuvent induire des changements de conformation des protéines
et/ou des polysaccharides et des modifications des interactions avec le solvant. La figure
1-3 synthétise les différents facteurs influencant la formation de complexes P-PS. Lors de
la fabrication industrielle des produits alimentaires, bien que le contréle simultané de tous
ces différents facteurs intrinséques et extrinséques soit trés difficile, il est quand méme
possible de maitriser certains de ces parameétres pour moduler le comportement entre les
protéines et les polysaccharides et par conséquent la texture et la structure des systéemes

alimentaires (Tolstoguzov 1997).

Force
ionique

pH
Densité de
charges des
biopolymeres

Ratio des
biopolymeres

Conformation
et flexibilité des
biopolymeres

Concentration
en biopolymeres

Pression
Cisaillement Poids moléculaire
Homogénéisation Température des biopolymeres

Figure 1-3. Ensemble des facteurs influencant les interactions protéine-
polysaccharide et laformation de complexes

(adaptée de Schmitt and Turgeon (2011))

Limage centrale représente la structure microscopique de complexes protéines de
lactosérum-pectine, observée par microscopie a contraste de phases (Bédié et al. 2008).
La barre déchelle représente 100 um.
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1.2.2. Les propriétés fonctionnelles des complexes P-PS

Les interactions des systemes mixtes P-PS gouvernent la stabilité et la solubilité des
biopolyméres ainsi que leur aptitude a former des solutions visqueuses et/ou des gels
pouvant affecter les propriétés rhéologiques et texturales des systémes mixtes

(Tolstoguzov and McClements 2007).

1.2.2.1. Stabilité et solubilité des protéines

La complexation P-PS peut réduire l'agrégation et la précipitation des protéines en
solution rencontrée au pl ou lors dune élévation de température entrainant leur
dénaturation. En effet, les polysaccharides bloquent par encombrement stérique les sites
réactifs des protéines tels que les groupements hydrophobes et sulfhydryles, réduisant les
interactions protéine-protéine (Schmitt et al. 1998). Ibanoglu (2005) a observé que la plus
grande stabilité thermique d’un isolat de protéines de lactosérum avait lieu en présence de
pectine (vs. gomme de guar et carraghénane). L’'augmentation de la viscosité provoquée
par la présence de polysaccharides peut également contribuer a diminuer la précipitation
des protéines (Ye 2008). Cette amélioration de la stabilité des protéines peut étre
intéressante lors des traitements thermiques utilisés dans les procédés de transformation
des aliments et lors de lincorporation de protéines dans des produits dont le pH est

proche de leur pl.

1.2.2.2. Viscosité des systemes mixtes

La complexation P-PS présente des effets synergiques ou antagonistes sur les propriétés
rhéologiques des systémes mixtes selon les différents régimes de concentration, la nature
des systémes et la force des interactions P-PS (Turgeon and Laneuville 2009; Schmitt and
Turgeon 2011). Généralement, laugmentation de la taille des particules due a la
complexation accroit la viscosité des systemes comparativement aux biopolyméres
individuels. En revanche, de fortes interactions P-PS peuvent au contraire résulter en des
complexes plus petits et compacts, moins hydrophiles et ayant une viscosité réduite
(Turgeon and Laneuville 2009; Wagoner and Foegeding 2017). Le ratio P:PS et I'état
d’agrégation des protéines affecte la taille des complexes et par conséquent la viscosité
des systémes mixtes. Dans le cas par exemple d’'un systéeme mixte B-lactoglobuline-
xanthane, une forte teneur en protéines (ratio massique > 20:1) entraine une
augmentation de la viscosité aprés complexation, causée par I'agrégation plus importante

des protéines entre elles et a la surface des complexes (Laneuville et al. 2000). Le
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comportement rhéologique de systémes mixtes constitués de protéines de lactosérum et
de pectine faiblement méthylée a été étudié dans des travaux antérieurs de notre
laboratoire (Bertrand 2008) : les ratios P:PS élevés (= 20:1) favorisent les interactions
protéine-protéine au détriment des interactions P-PS, menant alors a un régime
d’écoulement similaire aux protéines seules. En revanche, a plus faibles ratios (< 16:1) et
a plus hautes concentrations en solides totaux, la formation de complexes protéine-
pectine et le plus haut volume moléculaire associé contrélent le comportement
rhéologique en augmentant la viscosité. En jouant sur les facteurs influencant les
interactions P-PS mentionnés dans la section précédente, il apparait donc possible
d’augmenter ou de diminuer la viscosité des systémes mixtes, selon la fonctionnalité finale

désirée du produit.

1.2.2.3. Gélification des systemes mixtes

Dans les systemes mixtes P-PS, si un des biopolymeéres, ou les deux, est dans des
conditions de gélification (ex : protéine dénaturée par chauffage), plusieurs types de gels
mixtes peuvent étre produits. Lorsque les deux biopolyméres participent a la formation
d’'un méme réseau par interactions associatives intermoléculaires, les gels mixtes sont dits
« couplés » (Turgeon and Laneuville 2009). Le ratio, la concentration en solides totaux, le
pH et la force ionique sont les principaux facteurs influencant la structure et les propriétés
de ces gels. Leur principale propriété est leur trés forte capacité de rétention d'eau,
comparativement aux protéines seules (Le et al. 2017). Ces gels peuvent étre utilisés par
exemple pour stabiliser des émulsions, augmenter la fermeté et limiter la synérése de
certaines matrices, comme par exemple les yogourts, ou encore pour encapsuler des
composeés bioactifs (Le et al. 2017). Toutefois, la formation de ces gels mixtes nécessite
de trés faibles concentrations en biopolymeéres (< 1%) ainsi qu’'une acidification lente et
sans agitation, qui sont des conditions bien éloignées de celles rencontrées dans
lindustrie alimentaire. Dans le cadre de ce projet, ne travaillant pas avec des matrices en

conditions de gélification, cet aspect des interactions P-PS ne sera pas traité davantage.

Les propriétés fonctionnelles spécifiques des complexes P-PS décrites dans cette section
permettent donc d’envisager ces derniers comme un nouveau type de biopolymere.
L’amélioration générale de la fonctionnalité des complexes, comparativement a celle des
biopolyméres isolés, pourrait faciliter l'incorporation simultanée des protéines et des

polysaccharides dans des produits alimentaires.
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1.2.3. Quelques applications alimentaires basées sur les complexes P-PS

1.2.3.1. Agent de texture

L'utilisation de complexes P-PS en tant qu’ingrédient alimentaire s’est développée a partir
des années 1980 pour produire des substituts de viande ou de graisses (Schmitt et al.
1998; Chen and Soucie 1985; Weng-Sherng et al. 1989). La texture de viande mince ou
fibreuse peut étre obtenue avec I'utilisation de tels complexes (Lefebvre and Thebaudin
1992) ainsi que la texture douce, crémeuse et onctueuse de la matiére grasse (Giese
1996). La substitution de la matiére grasse par lincorporation de complexes a été par
exemple utilisée dans du glacage pour gateaux (Laneuville et al. 2005), de la mayonnaise
(Liu et al. 2007) et des yogourts (Krzeminski et al. 2014a). Dans les yogourts, les
complexes composés de protéines de lactosérum et de pectine empéchent I'agrégation
des protéines de lactosérum durant la fabrication des yogourts, sans affecter la fermeté
des yogourts et leurs propriétés d’écoulement apportées par ces protéines (Krzeminski et
al. 2014a).

1.2.3.2. Agent stabilisant

Une autre application courante des interactions associatives P-PS consiste en I'addition
de pectine en tant qu'agent stabilisant dans les boissons laitiéres acidifiées comme les
yogourts a boire ou les jus de fruits meélangés a du lait (Brejnholt 2010; Syrbe et al. 1998).
La pectine s’adsorbe a la surface des micelles de caséines chargées positivement,
permettant une stabilisation stérique et électrostatique des caséines, ce qui les empéche
de précipiter a un pH inférieur a 4,6, le pl des caséines (Tromp et al. 2004; Pereyra et al.
1997; Maroziene and De Kruif 2000). Pereyra et al. (1997) ont suggéré que 'augmentation
de la viscosité de la phase continue due a la pectine non liée favorise également la
stabilisation de la boisson. Cependant, dans ces études, la pectine est toujours utilisée
davantage comme additif, soit en faible quantité (< 1%), et ne peut donc pas étre
considérée comme une source d’enrichissement en fibres. Toujours dans le domaine des
boissons, il a été montré récemment que les purées de fruits et les jus de fruit non clarifiés
permettent une bonne stabilisation des protéines (Méric 2012). En effet, la décantation de
protéines de lactosérum (6% p/v) dans des boissons a base de purée de fruits (pomme,
poire et framboise) était considérablement réduite comparée a un mélange avec de l'eau,
et ce sans différence significative de la viscosité. Ces auteurs ont attribué cet effet a la

pectine naturellement présente dans les fruits. Cette stabilisation était plus importante
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avec des isolats de protéines plutdt que des hydrolysats dont les interactions
électrostatiques possibles avec les polysaccharides sont plus limitées en raison de la plus
petite taille des peptides. De plus, dans cette étude, la stabilisation des protéines n’était
pas affectée par la pasteurisation des boissons et la matrice de fruits semblait méme

limiter la gélification thermique des protéines (Méric 2012).

Les ingrédients basés sur les complexes P-PS présentent donc un véritable potentiel pour
moduler la stabilité et les propriétés rhéologiques et texturales d’aliments et de boissons.
Dans une perspective d’applications, les protéines de lactosérum ont été choisies pour ce
projet de doctorat comme ingrédient protéique en raison de leur large éventail d’utilisation
dans les produits alimentaires et de leur solubilit¢é sur une large gamme de pH. La
structure de ces protéines, leurs propriétés et leur comportement en systemes mixtes sont
trées bien documentés. D’un autre cété, la pectine présente naturellement dans les fruits
semble étre une fibre trés prometteuse pour interagir avec les protéines et former des
boissons fonctionnelles stables. La section suivante présente plus en détails ces deux

biopolyméres ainsi que leur comportement en systemes mixtes.
1.2.4. Les systémes mixtes protéines de lactosérum-pectine

1.2.4.1. Les protéines de lactosérum

Les protéines de lactosérum sont les protéines solubles du lait bovin. Elles sont riches en
acides aminés essentiels tels que la cystéine et la lysine. Les protéines de lactosérum
sont un coproduit de la fabrication fromagere et sont principalement commercialisées sous
deux formes : les concentrés contenant entre 35 et 80% de protéines et les isolats en
contenant plus de 90% (Smithers 2008). Les protéines de lactosérum présentent des
structures secondaire, tertiaire et quaternaire bien développées, une bonne solubilité mais
une faible stabilité thermique car elles sont dénaturées a partir de 75°C (Pritchard and
Kailasapathy 2011). La dénaturation commence par un dépliement de la structure
tridimensionnelle des protéines (= 70°C) qui expose leurs groupements hydrophobes et
sulfhydryles entrainant leur agrégation (De Wit 1998; Edwards et al. 2008). Les deux
protéines de lactosérum principales sont la B-lactoglobuline (B-lg) (= 50-60% en masse) et
la-lactalbumine (= 20%) (Edwards et al. 2008; Pritchard and Kailasapathy 2011).

La B-lactoglobuline (162 acides aminés, 18,3 kDa) est la plus importante des protéines du
lactosérum. Il s’agit d’'une protéine globulaire dont I'état d’association dépend de 'équilibre

entre les interactions hydrophobes, électrostatiques et les liaisons hydrogene, elles-
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mémes influencées par le pH, la température et les conditions ioniques. Au pH
physiologique (= 6,8-7,0), la 3-lg est présente sous forme de dimére. Pour des valeurs de
pH entre 2 et 3, sa forme monomérique est prédominante, alors que pour des valeurs
intermédiaires, la B-lg est sous forme d’octameéres (Gottschalk et al. 2003). Sa structure
secondaire présente 15% d'hélice a et 50% de feuillets B, le reste étant une structure
désordonnée. Les résidus hydrophobes de cette protéine sont enfouis au cceur de la
molécule. Son point isoélectrique (pl) se situe a pH 5,35 (Edwards et al. 2008).

L’a-lactalbumine (123 acides aminés, 14 kDa) est également une protéine globulaire
capable de lier du calcium et d’'autres ions métalliques. Son pl est 4,80 (Edwards et al.
2008; Pritchard and Kailasapathy 2011). D’autres protéines sont également retrouvées
parmi les protéines de lactosérum mais en plus faibles proportions, a savoir les
immunoglobulines (= 10-14%), 'albumine de sérum bovin (= 3-7%) et la lactoferrine (<
1%) (De Wit 1998; Edwards et al. 2008). La B-lg étant le principal constituant des
protéines de lactosérum, il a été montré que c’est essentiellement elle qui intervient et
régit les interactions entre les polysaccharides et les isolats de protéines de lactosérum
(Weinbreck et al. 2003; Kazmierski et al. 2003).

1.2.4.2. Lapectine

La pectine est un constituant naturel des tissus végétaux qui joue un réle important dans
la structure cellulaire et le développement des plantes (Brejnholt 2010; Pérez and Mazeau
2005). La pectine commerciale provient principalement des écorces de citron ou des
résidus de la fabrication du jus de pommes. Elle est principalement obtenue par extraction
en milieu aqueux acide suivie d'une précipitation dans un solvant organique (éthanol,
meéthanol ou isopropanol) (Brejnholt 2010). La pectine est trés utilisée en tant qu’agent
gélifiant, épaississant et stabilisant dans les confitures, les produits laitiers, les boissons,

les confiseries et d’'autres produits divers comme les sauces et les tartinades.

Les molécules de pectine sont des polysaccharides hétérogénes constitués
majoritairement d’acide galacturonique (= 60-80%) et dont le poids moléculaire moyen
varie généralement entre 100 et 200 kDa. Deux principaux domaines composent la
pectine (Figure 1-4) : les chaines homogalacturonanes ou « zones lisses », et les chaines
rhamnogalacturonanes ou « zones hérissées » (Mohnen 2008; Brejnholt 2010; Willats et
al. 2001).
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Figure 1-4. lllustration simplifiée des trois principaux domaines des molécules de
pectine
(adaptée de Brejnholt (2010))

HG : homogalacturonane ; RG-I : rhamnogalacturonane | ; RG-Il : rhamnogalacturonane Il

Les homogalacturonanes sont des enchainements linéaires composés d'une centaine de
molécules d’acide D-galacturonique reliées en a(1—4). Ces chaines représentent environ
60 a 70% de la pectine. Les rhamnogalacturonanes sont des parties ramifiées de la
pectine, composées de sucres neutres, notamment le rhamnose, le galactose et
larabinose. Il existe deux types de rhamnogalacturonanes (I et Il) qui se distinguent par

leur mode de ramification.

Les groupements carboxyligues (-COOH) des acides galacturoniqgues des chaines
homogalacturonanes peuvent étre méthyl-estérifiés (-COOCHs) en position C-6 (Figure 1-
5).

OH o COOH o OH o COOH o OH o COOCH03
1
o] o OH O o OH ©O o OH O
COOCH; COOCH,4 COOCH;

Figure 1-5. Section d’une chaine de a(1—4)-D-galacturonane partiellement méthylée
en position C-6
(Brejnholt 2010)

Cette particularité est a l'origine d’une caractéristique fondamentale de la pectine : son
degré de méthylation (DM). Le DM de la pectine correspond au pourcentage d’acides
galacturoniques méthylés par rapport au nombre total d'unités d’acides galacturoniques.

La pectine ayant un DM de plus de 50% est dite « hautement méthylée » (HM), tandis que
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celle avec un DM inférieur a 50% est dite « faiblement méthylée » (LM). Le DM de la
pectine varie selon I'espéce et la variété du végétal d'origine, son développement et sa
maturité, ainsi que lors du stockage et des traitements de transformation post-récolte, et
ce par réactions enzymatiques et/ou non enzymatiques (Sila et al. 2009b) (section 1.3.4).
Le DM dicte les propriétés fonctionnelles de la pectine, notamment son mode de
gélification, et définit sa densité de charges globale. Un faible DM correspond a une
pectine ayant une haute densité de charges, portées par ses groupements carboxyliques
non méthylés. En solution aqueuse, la pectine se comporte comme un acide faible dont le
pKa s’étend de 2,9 a 3,3, proche du pKa de I'acide galacturonique qui est de 3,5 (Brejnholt
2010). Dans la tres grande majorité des végeétaux et des aliments, le pH est supérieur au
pKa de la pectine qui est alors chargée négativement (-COO"). La pectine est donc un
biopolymére dit « anionique » qui peut interagir électrostatiquement avec d’autres

polymeres chargés, en particulier les protéines.

1.2.4.3. Les interactions protéines de lactosérum-pectine

Ces dernieres années, les systemes mixtes protéines de lactosérum-pectine ont fait I'objet
de nombreuses études fondamentales permettant de mieux comprendre et caractériser
les parameétres influencant la formation de complexes et leurs propriétés. Les complexes
entre la B-lg et les pectines LM et HM sont formés principalement par interactions
électrostatiqgues. Des liaisons hydrogene sont également impliquées mais dans une
importance moindre (Girard et al. 2002). Les complexes se forment a des valeurs de pH
inférieures ou égales a 6. Par exemple, en présence de B-lg uniquement, le pH: (pH de
I'apparition de complexes solubles) a été observé a pH 6,0-6,4 et 5,0-5,5 avec la pectine
LM et HM respectivement (Girard et al. 2002; Girard et al. 2004). Bien que ces valeurs
soient supérieures au pl de la B-lg, la complexation est possible grace a la présence de
domaines chargés positivement a la surface de la B-lg (Girard et al. 2004). En présence
d’isolat de protéines de lactosérum (IPL), le pHc: a été observé a pH 5,0, indépendamment
du degré de méthylation de la pectine (Salminen and Weiss 2014). Les interactions entre
les protéines et la pectine deviennent de plus en plus nombreuses avec la diminution du
pH du systeme qui s’accompagne de 'augmentation de la charge positive des protéines.
Jones et al. (2009) ont retenu que des valeurs de pH entre 4,5 et 5,5 conviennent bien
pour la formation de complexes entre la B-lg et la pectine de betterave. Toutefois, les
complexes formés a pH 4,5 étaient plus larges (= 10 ym) que ceux obtenus a pH 5,5 (=
200 nm) (Jones et al. 2009). La figure 1-6 récapitule schématiquement 'ensemble de ces
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résultats dans le but de donner un apergu de l'importance du pH dans la formation de
complexes protéines de lactosérum-pectine.

| pH > pl
pl des Présence de
pKa de la protéines de domaines
pectine lactosérum positifs sur les
2,9-3,3 =50 protéines
L] ’ L] pH
| I Références
: — (Girard et al. 2002; Girard et al. 2004)
I B-lg-pectine LM
! pH, : 6,0-6,4
—) (Girard et al. 2002; Girard et al. 2004)
B-lg-pectine HM
pH. : 5,0-5,5
¢ (Salminen and Weiss 2014)
IPL-pectines
pH.: 5,0
— (Jones et al. 2009)

Formation de complexes
B-lg-pectine de betterave
4,0-5,5

Figure 1-6. Importance du pH dans la formation des complexes protéines de
lactosérum-pectine

Le ratio massique protéine:pectine optimal pour maximiser la formation de complexes
dépend du pH du systeme, de la force ionique et du DM de la pectine, mais se situe
généralement entre 5:1 et 2:1 (Bédié et al. 2008; Jones et al. 2009; Jones et al. 2010b;
Girard et al. 2002; Girard et al. 2004). Le degré de méthylation (DM) de la pectine joue un
réle important dans le comportement des systémes mixtes. La B-lg se complexe
davantage avec la pectine LM qui présente plus de groupements carboxyliques chargés
que la pectine HM (Girard et al. 2002; Jones et al. 2010b). A pH 4, environ 13 et 23
molécules de B-lg sont complexées avec une molécule de pectine HM et LM
respectivement (Girard et al. 2003). Pour des pH inférieurs au pl de la B-lg et pour des
forces ioniques < 0,5 M, la pectine LM forme des complexes insolubles avec la 3-Ig, tandis
gu’une dispersion stable et homogéne est observée avec la pectine HM (Wang and Qvist
2000). Des résultats similaires quant a la meilleure stabilité colloidale de la pectine HM ont
également été observés par Jones et al. (2010b). Cependant, les complexes avec la
pectine HM sont plus sensibles a l'effet du « salting-out » des protéines entrainant la

précipitation des protéines (Wang and Qvist 2000). En effet, ces auteurs ont montré que
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cette précipitation apparait en présence de forces ioniques plus faibles comparativement
aux complexes avec la pectine LM. Enfin, la densité de charges locale de la pectine,
identifiée par la distribution des groupes carboxyliques le long de la chaine, influence aussi
les interactions avec les protéines. Un arrangement par blocs de ces groupes,
contrairement a une distribution aléatoire, présente une haute densité de charges locale. I
a été trouveé que, parmi plusieurs pectines HM ayant le méme DM, celles ayant la plus
haute densité de charges locale interagissaient davantage avec la 3-lg (Kazmierski et al.
2003) et étaient capables de former des complexes sous une plus haute force ionique (98
mM vs. 56 mM) (Sperber et al. 2009).

La structure de la pectine, plus précisément sa densité de charges, le ratio
protéine:pectine, la force ionique et le pH font varier le comportement des systémes
mixtes protéines de lactosérum-pectine. En effet, ces paramétres influencent fortement la
formation, la morphologie et la stabilité des complexes. Toutefois, les systemes mixtes
étudiés sont des milieux aqueux trés dilués, avec bien souvent moins de 1% de
biopolyméres. lls sont donc trés éloignés et peu représentatifs des conditions hétérogenes
et complexes rencontrées dans les matrices alimentaires et lors des procédés de
transformation des aliments (ex: pH, force ionique, température, cisaillement). De plus,
dans les systemes mixtes étudiés, les biopolymeres sont toujours des molécules isolées et
purifiées. Or, les aliments sont constitués d’'une grande diversité de composés pouvant
s’influencer les uns les autres. Pour l'industrie alimentaire, ces molécules purifiées sont
considérées comme des additifs alimentaires, généralement peu appréciés des
consommateurs. La partie suivante de ce chapitre met en lumiéere le potentiel des fruits

comme source naturelle de fibres et de pectine.

1.3. Lesfibres des fruits comme source intéressante de pectine

Les aliments naturels, peu transformés et sans additifs sont désirés par les
consommateurs d’aujourd’hui. En paralléle, ces derniers cherchent a manger davantage
de fruits. En 2013, plus d’un tiers (36%) des nouveaux aliments/boissons les mieux
vendus aux Etats-Unis portaient une allégation proclamant la présence de fruits et/ou de
bénéfices santé dus aux fruits (Sloan 2015). Les fruits sont des sources naturelles de
fibores de plus en plus valorisées : ils apparaissent donc comme des ingrédients

intéressants et pertinents a incorporer dans les formulations de nouveaux produits

alimentaires afin d’augmenter leur teneur en fibres.
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1.3.1. Lacomposition générale des fruits

Les fruits sont une matrice riche et complexe qui contient une grande variété de
constituants, dont une haute teneur en eau et en sucres (Figure 1-7). Les glucides sont
les principaux composants, représentant plus de 90% de la matiére séche du fruit (Lozano
2006). lls comprennent des sucres simples, dont les principaux sont le glucose, le fructose
et le sucrose, des polysaccharides de réserve (amidon) et plusieurs polysaccharides de
structure retrouvés au niveau de la paroi cellulaire et qui constituent les fibres alimentaires.
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Figure 1-7. Principaux composants des fruits
(adaptée de Lozano (2006))

1.3.2. Les polysaccharides de la paroi cellulaire végétale

Les fibres alimentaires sont les polysaccharides de la paroi cellulaire végétale. Celle-ci est
composée d’une paroi primaire, d'une lamelle moyenne, d'eau et de solutés et parfois
d’une paroi secondaire constituée essentiellement de lignine (O’Neill and York 2003). La
lamelle médiane, située entre les parois des cellules adjacentes, est essentiellement
composée de molécules de pectine, souvent rattachées entre elles par des ponts
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calciques. La paroi primaire est organisée en feuillets de microfibriles de cellulose
enchassées dans une matrice complexe de pectines, dhémicelluloses et de
glycoprotéines (Figure 1-8) (Pérez and Mazeau 2005). Cette structure confere a la paroi
primaire une résistance élastique lors de la turgescence et qui lui permet d’absorber les
chocs, les compressions et autres stress physiques. De la lignine, des esters phénoliques,
des enzymes, des minéraux et divers oligosaccharides sont également présents en faibles
guantités dans la paroi (< 10% du poids sec de la paroi) (O’Neill and York 2003).

\
A\/AE_Q_ Cytoplasme B o T
g \'
' N N Lamelle g g S
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Paroi Pectine

. primaire

1 Espace
— inter- Cellulose
1 cellulaire
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Figure 1-8. Représentation schématique d’une cellule végétale (A) et de sa paroi
cellulaire (B)
(adaptée de Van Buggenhout et al. (2009))

La figure 1-9 présente plus en détail 'enchevétrement des différents polysaccharides. Les
microfibrilles de cellulose (20-30%) sont des faisceaux de longs polyméres linéaires de
glucose associés par des liaisons glycosidiques B(1—4) (Pérez and Mazeau 2005). Les
molécules d’hémicellulose (20%), constituées d'une grande variété de polysaccharides
ramifiés, en particulier les xyloglucanes et les xylanes, sont liées par des liaisons
hydrogéne aux microfibrilles de cellulose. La pectine constitue le principal composé de la
paroi cellulaire, en particulier dans les fruits et Iegumes (environ 35%). Les molécules de
pectine interagissent entre elles et avec les autres composants de la paroi cellulaire, en
particulier la cellulose, en formant de nombreux liens transversaux via des liaisons
covalentes et non covalentes telles que les liaisons ioniques, les liaisons hydrogéne, les
interactions hydrophobes (Sila et al. 2009b). Outre sa fonction de structure et son réle
dans le développement de la plante, la pectine est responsable de la capacité d’échange
d’'ions de la paroi et du contréle de I'environnement ionique et du pH de l'intérieur de la

cellule (Pérez and Mazeau 2005).
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Figure 1-9. Réseau des polysaccharides de la paroi cellulaire végétale
(adaptée de Padayachee et al. (2015))

1.3.3. Le potentiel nutritionnel et fonctionnel des fibres de fruits

Les fibres de fruits présentent plusieurs avantages. Tout d’abord, comparativement aux
céréales qui contiennent principalement des fibres insolubles (cellulose et hémicellulose),
leur meilleur équilibore entre les fibres solubles et insolubles convient bien pour la
production d’aliments enrichis en fibres car il procure une meilleure fonctionnalité et valeur
nutritionnelle (Grigelmo-Miguel and Martin-Belloso 1999; Sun-Waterhouse et al. 2010b).
De plus, les fibres des fruits sont associées a d’'autres substances intéressantes présentes
dans les fruits comme des pigments, des composés antioxydants, des vitamines et des
minéraux (Figure 1-7) (Ayala-Zavala et al. 2011; Lozano 2006). Enfin, 'aspect naturel des
fibres de fruits les favorise auprés des consommateurs qui craignent le potentiel toxique
de composés synthétigues (Ayala-Zavala et al. 2011; Sun-Waterhouse 2011). Ces
dernieres années, les fibres de fruits sont de plus en plus étudiées et valorisées, en
particulier celles issues des coproduits obtenus a partir de la transformation des fruits,
comme par exemple lors la fabrication de jus (Ayala-Zavala et al. 2011; O'Shea et al.
2012; Schieber et al. 2001). Sun-Waterhouse et al. (2010b) ont réussi a confectionner des
barres avec des fibres de pommes qui contenaient au moins 4,5 g de fibres totales par

portion et dont la texture n'était pas affectée par rapport aux barres sans fibres. Ces
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barres avaient une meilleure consistance et étaient plus faciles a mouler que les barres
non enrichies. Plus récemment, Marques et al. (2014) ont formulé des barres de céréales
contenant environ 45% de fibres totales, grace a l'utilisation de farine de résidus d’acérola.
Bien qu'une augmentation de leur résistance au cisaillement et de leur fermeté ait été
observée, ces barres ont été de maniere générale acceptées par le panel de dégustation.
Les fibres des fruits s’avérent donc étre une bonne source d’enrichissement en fibres et

leur application dans les aliments peut étre menée avec succes.

1.3.4. L’effet des procédés de transformation alimentaire sur la pectine des

fruits

Dans le contexte de ce projet visant la formation de complexes P-PS, la pectine est la fibre
ciblée pour interagir avec des protéines. En effet, contrairement aux autres
polysaccharides de la paroi cellulaire, la pectine est la seule fibore composée de molécules
glucidiques porteuses de charges (groupements carboxyliques des acides
galacturoniques). La pectine est également la fibre dont la structure est la plus affectée
par les procédés de transformation alimentaire. La figure 1-10 schématise les principales

réactions expliquées ci-apres.
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Figure 1-10. Représentation schématique des principales réactions enzymatiques et
non-enzymatiqgues de la pectine
(adaptée de Sila et al. (2009b))

PME : pectine méthyl-estérase ; PG : polygalacturonase ; T : température ; R1 et Rz:
fragment initial et terminal de la chaine de pectine (homogalacturonane) ; Ca?':
interactions ionigques avec les ions calcium
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1.3.4.1. Les réactions non-enzymatiques

De nombreux procédés de transformation requierent des étapes de traitements
thermiques pour blanchir, pasteuriser, ou encore stériliser les produits. Ces procédés
servent généralement a assurer l'innocuité des aliments mais peuvent dégrader les fibres,
plus précisément la pectine. Les deux principales réactions de dégradation de la pectine
sont la B-élimination et I'hydrolyse acide. Ces réactions dépolymérisant la pectine sont
dépendantes du pH de la plante et sont favorisées par 'augmentation de température
(Diaz et al. 2007; Fraeye et al. 2007a; Krall and McFeeters 1998). Elles deviennent
considérables pour des températures supérieures a 85°C et contribuent a la solubilisation
de la pectine, menant a une perte de texture ou de viscosité selon le type de produits
alimentaires (De Roeck et al. 2008; Sila et al. 2009a; Van Buggenhout et al. 2009). Il a été
montré que la cuisson prolongée (85°C, 15 min) de pommes pour la fabrication de
compote entraine une augmentation de la teneur en fibres solubles, résultant de la
dépolymérisation et de la solubilisation de la pectine (Colin-Henrion et al. 2009). Des
résultats similaires ont été observés sur des suspensions de fibres de pommes et de
carottes exposées a différents traitements de chaleur (Bengtsson et al. 2011). Néanmoins,
la sensibilité a la chaleur differe selon la maturité des fruits a la récolte et la structure
initiale de la pectine (Colin-Henrion et al. 2009). De plus, les réactions de dépolymérisation
de la pectine s’effectuent davantage sur la pectine hautement méthylée (Diaz et al. 2007;
Fraeye et al. 2007a). Par ailleurs, I'élévation de la température peut également catalyser la
dé-méthylation chimigue de la pectine, notamment en milieu neutre ou alcalin (Krall and
McFeeters 1998; Sila et al. 2009b).

1.3.4.2. Les réactions enzymatiques

La pectine peut aussi étre affectée par des réactions enzymatiques. En effet, les tissus
végétaux contiennent naturellement des enzymes qui modifient la structure des fibres au
cours de la croissance des fruits. Les principales enzymes sont des pectinases. La pectine
méthyl-estérase (PME) hydrolyse les groupements méthylés des acides galacturoniques,
ce qui diminue le degré de méthylation de la pectine. Contrairement a une hydrolyse
chimique, la dé-méthylation enzymatique de la pectine se fait par blocs, créant de longues
séquences d’acides galacturoniques non méthylés (Christiaens et al. 2014). Ainsi, cette
dé-méthylation augmente la densité de charges locale de la pectine, ce qui favorise les
interactions avec les ions calcium présents dans les tissus végétaux (Lutz et al. 2009b;
Ralet et al. 2001) et également avec la B-Ig (Kazmierski et al. 2003). La polygalacturonase
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(PG) dépolymérise la pectine en coupant les liaisons glycosidiques entre les molécules
d’acides galacturoniques. Cette enzyme agit surtout sur la pectine faiblement méthylée
(Duvetter et al. 2009). La pectate lyase et la pectine lyase dépolymérisent également les
chaines linéaires d’acides galacturoniques via le mécanisme de B-élimination. Cependant,
ces enzymes sont surtout rencontrées dans les micro-organismes et sont moins
fréquentes dans les plantes (Christiaens et al. 2014). Enfin, la B-galactosidase et la a-
arabinofuranosidase hydrolysent les résidus de galactose et d’'arabinose terminaux
respectivement. Ces deux enzymes « débranchantes » sont toutefois trés sensibles a la
chaleur et leur activité est significativement réduite dés 45-50°C (Houben et al. 2013), des
températures largement dépassées dans les procédés courants de transformation des

aliments.

Bien que toutes ces enzymes soient surtout actives pendant le développement de la
plante jusqu'a latteinte de sa maturité, les traitements thermiques utilisés dans la
transformation industrielle des fruits peuvent modifier leur activité. Généralement, les
hautes températures appliquées lors des traitements de pasteurisation ou de stérilisation
inhibent ces enzymes (Christiaens et al. 2014). Toutefois, certains traitements peuvent
modifier inteligemment la structure de la pectine et par conséquent ses propriétés
fonctionnelles, grace a lactivation judicieuse de certaines enzymes (Christiaens et al.
2014). Plusieurs études sur les légumes, tels la carotte (Ng and Waldron 1997; Ni et al.
2005; Sila et al. 2006a; Sila et al. 2006b; Sila et al. 2005; Smout et al. 2005; Stanley et al.
1995), le brocoli (Christiaens et al. 2012a; Christiaens et al. 2011; Ni et al. 2005), le chou
(Ni et al. 2005) et les pois (Stanley et al. 1995), ont montré qu’'un blanchiment & basse
température permet de préserver la texture des légumes. En effet, ce type de traitement
thermique consiste a immerger les légumes dans de I'eau (directement ou a travers un
contenant) maintenue entre 50 et 70°C. Ces températures correspondent aux
températures optimales de lactivité¢ de la PME (Duvetter et al. 2009). Les nouveaux
groupements carboxyliques dé-méthylés de la pectine peuvent alors facilement interagir
avec les ions calcium des tissus végétaux, augmentant ainsi 'adhésion des cellules et la
fermeté des légumes. De plus, cela diminue la dépolymérisation (B-élimination) et la
solubilisation de la pectine, ce qui limite le ramollissement des tissus engendrés par les

procédés thermiques ultérieurs, tels que la pasteurisation ou stérilisation.

La solubilité de la pectine et sa structure, notamment son degré de méthylation, sont deux
parameétres pouvant étre modifiés par réactions enzymatiques et/ou non-enzymatiques. La
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deuxieme partie de ce chapitre a mis en évidence que ce degré joue un role important
dans les possibilités d’interactions entre la pectine et les protéines. La solubilité de la
pectine peut probablement aussi affecter la disponibilité de pectine envers les protéines.
Le choix du traitement thermique des fruits est donc crucial dans une optique de
développement de produits alimentaires fonctionnels a I'aide des interactions protéine-

pectine. De plus, une bonne caractérisation de ces deux parametres est fondamentale.

1.3.5. Techniques de caractérisation de la pectine des fruits

1.3.5.1. Les teneurs en fibres et en pectine

La méthode officielle pour mesurer les fibres alimentaires totales, solubles et insolubles
est celle de I'Official Analytical Chemists International (AOAC, méthode 991.43) (Lee et al.
1992). Cette méthode enzymatique-gravimétriqgue repose sur la définition conservatrice
des fibres alimentaires en tant que glucides non digestibles. Elle permet de déterminer les
guantités de fibres solubles et insolubles mais ne permet pas d’obtenir de détails sur la
quantité de pectine. Une autre maniére d’estimer la quantité de fibres totales consiste a
les extraire des fruits par précipitation a I'éthanol (Selvedran and Ryden 1990). En effet,
les polysaccharides de la paroi cellulaire sont insolubles dans l'alcool, contrairement aux
autres composeés des fruits tels que les sucres, les polyphénoals, et les acides organiques.
Un résidu dit « insoluble dans lalcool » (AIR : alcohol-insoluble residue) est alors obtenu.
En réalité, sa quantité donne une surestimation de la quantité de fibres qui ne
représentent gqu’environ 90% du matériel extrait. En effet, de la lignine, des esters
phénoliques (1-2%), des protéines (5-10%) et des minéraux sont co-précipités avec les
fibores (Renard 2005; O’Neill and York 2003; Nunan et al. 1998). Cette extraction a
I'éthanol simple et rapide est trés fréquemment retrouvée dans la littérature pour isoler le
matériel de la paroi cellulaire de fruits ou de légumes en préservant lintégrité et la
structure de ses composés. Pour mesurer la teneur en pectine totale, il suffit alors
d’hydrolyser ce résidu (AIR) en présence d’acide sulfurique concentré (Ahmed and
Labavitch 1978) puis de déterminer la teneur en acide galacturonique par colorimétrie a
laide de m-hydroxydiphényle (3-phénylphénol) (Blumenkrantz and Asboe-Hansen 1973;
Filisetti-Cozzi and Carpita 1991).

1.3.5.2. Fractionnement de la pectine

L’AIR est une matrice intéressante car elle permet de caractériser la pectine quelle

contient. En effet, Selvedran and Ryden (1990) ont mis au point une séquence
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d’extractions successives permettant d’isoler des fractions riches en pectine selon la
solubilité de celle-ci et sa distribution au sein de la paroi cellulaire. En effet, la pectine est
majoritairement retrouvée sous trois formes :
- la pectine soluble (dans l'eau) qui est faiblement liée aux polysaccharides de la
paroi cellulaire (WSP : water-soluble pectin) ;
- la pectine chélatée avec les ions calcium présents naturellement dans les tissus
végétaux sous différentes teneurs dépendamment de la nature de la plante (CSP :
chelator-soluble pectin) ;
- la pectine fortement liée et enchevétrée avec les polysaccharides de la paroi

cellulaire (NSP : sodium-soluble pectin).
Les deux derniéres fractions correspondent a la pectine insoluble.

Bien que chaque laboratoire effectue sa propre procédure en adaptant la température, les
temps d’extraction, les quantités de solvant, le pH et/ou la force ionique, le principe du
fractionnement reste le méme. Brievement, cela consiste a mélanger successivement
AR dans différentes solutions aqueuses pendant plusieurs heures. Les parties solubles
(aprés filtration ou centrifugation) sont récupérées, dialysées et lyophilisées. Elles
correspondent aux trois fractions de pectine présentées ci-dessus. La figure 1-11

schématise le protocole utilisé dans cette these.

Dialyse pectine soluble

AIR + eau Surnageant —
9 (eau) (WSP)
Centrifugation
Culot
Agitation 20°C/16 h + 50 mM
CDTA Surnageant Dialyse Pectine
(pH 6,5) N (0,1M NaCl + eau) Chélatée (CSP)

Centrifugation

Culot
Agitation 20°C/8 h
+ 50 mM Na,CO, Neutralisation  Pectine liée
20 MM NaBH, Surnageant ———
+ dialyse (eau) (NSP)

Centrifugation

Agitation 4°C/16 h + 20°C/3 h

Figure 1-11. Schéma du fractionnement de la pectine
(protocole adapté de Selvedran and Ryden (1990) et Vicente et al. (2007))
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A partir de chaque fraction lyophilisée, la teneur en pectine est estimée a partir de la
quantité d’acide galacturonique, déterminée par hydrolyse et colorimétrie comme décrit
avec 'AIR.

1.3.5.3. Détermination du degré de méthylation

Le degré de méthylation (DM) est une caractéristique incontournable de la pectine. Non
seulement il dicte les propriétés fonctionnelles de la pectine, mais il définit sa densité de
charges globale, un parametre important dans les interactions avec les protéines. Le

degré de méthylation est exprimé en pourcentage du ratio suivant :

DM (%) = nombre de moles de méthanol 100
)~ nombre de moles d'acide galacturonique anhydre

_ 176 y teneur en méthanol (% p/p) 100
~ 32 7 teneur en acide galacturonique anhydre (% p/p)

ou 176 et 32 sont les poids moléculaires respectifs de I'acide galacturonique anhydre et du
méthanol. Depuis les années 1960, beaucoup de scientifiques ont développé et adapté
des techniques pour mesurer le DM de la pectine, chacune ayant des avantages et des
limites a prendre en considération lors du choix d’'une méthode particuliere. Les niveaux
de précision et de sensibilité recherchés, la reproductibilité et répétabilité, le temps alloué
pour la mise au point de la méthode et sa réalisation ainsi que le type de matrice initiale de
I'échantillon sont des critéres importants également, sans oublier les contraintes de prix et
les appareils et les ressources (technigues et humaines) disponibles. Dans notre cas, la
teneur en acide galacturonique est déterminée par colorimétrie, comme expliqué dans la
section précédente. Il faut donc ensuite quantifier séparément la teneur en méthanol. La
méthode par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) a espace de téte proposée a l'origine par Savary and Nufiez (2003) est une
méthode récente, simple, rapide, reproductible, sensible, spécifique et efficace, et qui a
été adaptée avec des pectines de fruits non purifiées (Kosmala et al. 2010; Kosmala et al.
2009; Kosmala et al. 2013; Renard and Ginies 2009). Cette méthode consiste a dé-
méthyler par saponification alcaline un échantillon de pectine dont la teneur en acide
galacturonique est connue (ex : AIR ou une fraction riche en pectine) (Figure 1-12). Cette

étape se fait dans un vial fermé spécial.
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Figure 1-12. Saponification alcaline de la pectine (acide galacturonique) et libération
du méthanol
(adaptée de Melton and Smith (2001b))

Le méthanol libéré est ensuite vaporisé par chauffage de ce vial puis injecté dans le
chromatographe. A laide d'un standard interne et d'une gamme de calibration de
meéthanol, et par sélection des ions appropriés par le spectrométre de masse, il est alors
possible de déterminer la quantité précise de méthanol. Aprés avoir mis au point cette
méthode dans notre laboratoire, c’est ainsi que le degré de méthylation de la pectine
contenue dans I'AIR et dans les différentes fractions de pectine a été mesuré. Notons
toutefois qu’il N’est pas possible d’analyser ce degré pour la fraction de pectine fortement
liee (NSP) puisque son extraction se fait en conditions alcalines, ce qui dé-méthyle la
pectine.

Les fruits constituent une source de fibres et de pectine intéressante nutritionnellement et
technologiqguement. lls offrent l'opportunité de moduler la structure et la solubilité de leur
pectine, ce qui peut étre un atout dans l'optique d’améliorer les interactions protéine-
pectine. Parmi les fruits disponibles au Canada, le bleuet a été choisi pour ce projet pour

plusieurs raisons décrites dans la partie suivante.

1.4. Le potentiel du bleuet comme source de fibres et de pectine

Le bleuet est un fruit trés populaire en Amériqgue du Nord ou sa production et sa
consommation ne cessent de croitre. Cette petite baie bleue est une source de fibres et de

pectine naturelle qui est pertinente a exploiter.

1.4.1. Présentation générale du bleuet

Le bleuet appartient a la famille des Ericaceae, au genre Vaccinium et sous genre
Cyanococcus. Le genre Vaccinium comprend d’'autres nombreuses baies dont les
canneberges (Oxycoccus) et les myrtilles (Myrtillus) (Retamales and Hancock 2012). Le
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bleuet pousse sur des sols acides et humides et tolére bien les hivers froids (Retamales
and Hancock 2012), typiques du climat canadien. Il existe trois espéces préedominantes de
bleuets : le bleuet en corymbe (V. corymbosum L.), le bleuet nain (V. angustifolium L.) et

le bleuet rabbiteye (V. ashei L.). Les deux premiéres sont les plus répandues au Canada
(AAC 2010) (Figure 1-13).

Figure 1-13. Photographies des deux grandes espéces de bleuets au Canada

A gauche : Bleuets en corymbe (cultivés) (photo tirée de http://mww.agr.gc.ca)
A droite : Bleuets nains (sauvages) (photo tirée de http://bleuets-mistassini.com)

Les bleuets en corymbe (highbush blueberry) sont des bleuets cultivés qui mesurent 3 a
20 mm de diametre selon la variété. lls se développent par petites grappes sur de larges
buissons. Il existe de nombreux cultivars de bleuets en corymbe, dont le "Patriot" qui est le
plus produit au Québec (AAC 2012). Les bleuets nains (lowbush blueberry) ou « bleuets
sauvages », principalement produits dans I'Est de '’Amérique du Nord, sont appelés ainsi
en raison de leur plus petite taille (2 & 12 mm de diamétre). Contrairement aux bleuets
cultivés, ils ne sont pas plantés ; les producteurs gerent des peuplements sauvages qui se
propagent naturellement grace a des rhizomes souterrains. lls sont plus périssables et
conviennent moins bien a I'expédition vers les marchés de détail sous forme fraiche (AAC
2010). La grande majorité des bleuets en corymbe produits au Canada est cultivée en
Colombie-Britannique, alors que les bleuets sauvages sont retrouvés davantage dans I'Est
du Canada, en particulier au Québec (MAPAQ 2011). Originaires d’Amérique du Nord, les
bleuets sont désormais produits dans le monde entier (Retamales and Hancock 2012;
MAPAQ 2016).
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1.4.2. Laproduction et laconsommation du bleuet

Le bleuet connait une production et une consommation croissantes mondiales depuis 20
ans. Le Canada est le deuxiéme producteur mondial de bleuets aprés les Etats-Unis
(MAPAQ 2016). Sous toutes ses formes, le bleuet constitue de loin l'industrie fruitiére la
plus importante au Canada. En 2015, la production de bleuets (sauvages et en corymbe)
représentait 60% de la superficie de 'ensemble des fruits cultivés au Canada et 29% de la
valeur générée par le marché des fruits. C’est également le fruit générant la plus grande
valeur et le plus gros volume des exportations de fruits frais au Canada (AAC 2016b). Le
Québec est la province du Canada produisant le plus de bleuets (sauvages et en
corymbe) (AAC 2012).

La popularité des bleuets a connu une forte croissance expliquée par une sensibilisation
grandissante a I'égard des bienfaits pour la santé associés a leur consommation (AAC
2010; MAPAQ 2016). En effet, les bleuets sont connus pour leur haute teneur en
polyphénols et leurs propriétés antioxydantes (Routray and Orsat 2011). De nombreuses
études ont montré que ces composeés, notamment les anthocyanes, présentent également
des propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes et contribuent a préserver la santé
cardiovasculaire, a réduire les dommages cellulaires pouvant mener a un cancer, ainsi
gu’a ralentir le processus de vieilissement et l'affaiblissement des fonctions cognitives
(AAC 2010; Kalt 2016; Ohr 2015a; Routray and Orsat 2011; Szajdek and Borowska 2008;
Paredes-Lopez et al. 2010). Ces petits fruits sont vus par les consommateurs comme un
ingrédient naturel a valeur ajoutée, en lien avec la santé cardiovasculaire, la prévention de
cancers, l'amélioration de la vue et de la mémoire et ayant des propriétés anti-
vieilissement (Ohr 2015b; Payne 2010). Les consommateurs sont préts a payer plus cher
pour avoir des produits contenant de réels bleuets (Payne 2010). L'importance de la santé
et le besoin de produits pratiques ont favorisé la demande des consommateurs pour
utiliser les bleuets sous formes diverses et variées : frais, congelés, séchés, en purée, en
poudre. lls sont retrouvés dans des patisseries, des gateaux, des barres, des céréales
pour petit-déjeuner, des yogourts, des cremes glacées, des gaufres, des smoothies, etc.
(Ohr 2014). En 2014, les Canadiens ont consommé 3 kg de bleuets frais et transformés
par personne, ce qui représente une croissance de 78% par rapport a 2010,
majoritairement due a la progression de la consommation des bleuets congelés (MAPAQ
2016).
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1.4.3. Lacomposition en fibres du bleuet

Le bleuet est une petite baie acide (pH = 3,3-3,5 (Gundlz et al. 2015)) qui Se compose en
moyenne de 84% d'eau, 14,5% de glucides, 0,7% de protéines, 0,3% de lipides, 2,4% de
fibres alimentaires, 10% de sucres totaux notamment du glucose et du fructose, ainsi
qu’'une teneur relativement élevée en vitamine C (10 mg/100 g) (USDA 2017). Il contient
aussi des sels minéraux avec une forte teneur en potassium (77 mg/100 g) mais une faible
teneur en calcium (0-6 mg/100 g) et magnésium (4-6 mg/100 g) (De Souza et al. 2014,
USDA 2017). Le bleuet est particulierement riche en composés phénoliques (environ 200-
400 mg/100 g) (Moyer et al. 2002; Prior et al. 1998; Gundiz et al. 2015). Ces composés a
la capacité antioxydante trés élevée ont fait la renommée mondiale du bleuet et seront
davantage décrits dans la section suivante (1.4.4). La trés grande majorité des études sur
le bleuet s’intéressent a ses composés phénoliques et a leurs propriétés antioxydantes.
En revanche, les recherches sur la caractérisation des fibres alimentaires du bleuet et sa
pectine sont trés rares. Pourtant, le bleuet fait partie des fruits communs ayant une

relativement haute teneur en fibres, comme le montre le tableau 1-2.

Tableau 1-2. Teneurs en fibres totales de fruits communs (USDA 2017)

Fruits (crus) Teneur en fibres totales (g/100g de fruit)
Bleuet 24
Pomme 1,9 (avec pelure) - 1,3 (sans pelure)
Poire 3,0 (sans pelure)
Fraise 2,2
Framboise 6,5
Banane 1,7
Citron 4,7 (avec pelure) 2,8 (sans pelure)
Orange 4.5 (avec pelure) - (sans pelure non fourni)
Raisins 12
Péche 1,9
Abricot 2,0
Cerise 2,1

Le tableau 1-3 regroupe les travaux effectués sur les fibres du bleuet trouvés dans la

littérature.
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Tableau 1-3. Caractérisation des fibres du bleuet

Teneur en AR Teneur en
W fibres totales pectine* Autres fibres A
Variétés de bleuet (9/100 g de (g/100_g (g/100 g de (g/100 g de fruit) Références
q de fruit) .
fruit) fruit)
Bleuets en corymbe 19 ) i i (De Souza et
du Brésil ’ al.2014)
Bleuets en
. Vicente et al.
corymbe : cultivar - 2,58 0,8° - (
yrr?'Duke" 2007)
Bleuets . Hémicellulose :
rabbiteye des Etats- 0.87¢ ’
U.r."S : (?lIrITI]aX', 3,55¢ - 0,537 Cellulose : 1,04¢
P Lignine : 1,104
"Tifblue" gnine - L, (Silva et al.
Hémicellulose : )
Bleuets en corymbe 0.249
d?s Etats-U"nls : 1,98¢ - 0,511 Cellulose : 0,51¢
Elvzerer & Lignine : 0,72¢
"Jersey’ 9 T
Bleuets nains des e e (Chen and
Etats-Unis 367-5,04 ) 0.27-0,54 i Camire 1997)
Bleuets en corymbe
des Etats-Unis : - 1,5-22 0,5-0,72 - (e End

"Bluetta” Peng 1989)

AR : alcohol-insoluble residue = résidu solide insoluble dans I'alcool
* estimée en tant qu’acide galacturonique

@ valeurs correspondant a la maturité optimale des fruits pour la récolte
b Valeur estimée par rapport a la quantité dans 'AIR

¢ Somme des teneurs en pectine, hémicellulose, cellulose, lignine

4 valeurs moyennes des cultivars, rapportées en g/100 g de fruit

€ Variabilité due a la préparation de la purée et a la méthode d’extraction

Le contenu en fibres du bleuet varie selon les variétés de bleuets mais aussi selon les
différents cultivars (Silva et al. 2005). Cette variabilité entre les cultivars a aussi été
soulignée pour d’'autres fruits comme par exemple la datte (Mrabet et al. 2012) et la
grenade (Hasnaoui et al. 2014). Par ailleurs, la composition et la teneur en fibres peuvent
varier selon les différents tissus d'un méme fruit. En général, la peau des fruits a une
teneur en fibres plus élevée que la pulpe (Gorinstein et al. 2001a; Gorinstein et al. 2001b).
De plus, pour la myrtille et le cassis, la peau et la pulpe contiennent une plus grande
guantité de pectine comparativement aux pépins qui semblent contenir davantage
d’hémicellulose et de cellulose (Hilz et al. 2005). Dans le cas du raisin, les tissus de la
peau sont la source majeure de pectine, par rapport a la pulpe, mais la pectine est plus

fermement liée a la matrice de la paroi cellulaire de la peau que celle de la pulpe (Vidal et

42



al. 2001). Ces résultats peuvent étre expliqués par des différences dans le volume
cellulaire ou dans I'épaisseur de la paroi cellulaire de la peau et de la pulpe (Vidal et al.
2001). L’avantage du bleuet par rapport a certains fruits comme par exemple I'orange, la
banane ou la pomme, est qu’il se consomme dans son intégralité (peau, pulpe, et pépins),

maximisant la teneur en fibres et en pectine.

La grande disponibilité du bleuet au Canada et au Québec, sa popularité aupres des
consommateurs, la reconnaissance de ses bienfaits pour la santé, sa versatilité
d’utilisation, son golt et sa couleur, font du bleuet une source de fibres de choix a
valoriser qui suscite un grand intérét aupres des industriels pour l'incorporer dans leurs
produits. Les teneurs en fibres totales et en pectine du bleuet sont relativement connues,
mais elles présentent des différences selon les variétés et les cultivars de bleuets. De
plus, les quantités de fibres solubles et insolubles du bleuet n'ont pas été clairement
déterminées, or ce sont leurs proportions qui régissent les propriétés fonctionnelles des
fibres. Aussi, le degré de méthylation de la pectine du bleuet a trés peu été considéré.
Chen and Camire (1997) ont montré qu'il variait de 66 a 77% pour le bleuet nain alors que
Lin et al. (2016) ont trouvé des valeurs inférieures a 50% sur des fractions de pectines
extraites de bleuet en corymbe. Dans le cadre de ce doctorat, les bleuets en corymbe
(cultivés) seront a I'étude, permettant ainsi de travailler avec plusieurs cultivars produits au
Québec et d’exploiter leur potentiel de valorisation. La détermination de la composition en
fibres solubles et insolubles de différents cultivars de bleuets apparait nécessaire afin
d’évaluer le potentiel du bleuet comme source de fibres. En outre, la caractérisation de la
pectine est primordiale puisque cette fibre intervient dans les interactions avec les
protéines, I'élément clé de ce projet.

1.4.4. L’importance des composés phénoliques du bleuet

Au-dela des interactions entre les protéines et la pectine, les composés phénoliques

présents dans le bleuet peuvent aussi interagir avec ces deux types de molécules.

1.4.4.1. Lacomposition des composés phénoliques du bleuet

Les composés phénoliques font partie des métabolites secondaires jouant un role
protecteur important dans la croissance et la reproduction des plantes. lls sont
caractérisés par une structure composée d’au moins un cycle aromatique hydrocarboné
possédant un ou plusieurs groupes hydroxyles. Le terme « polyphénols » est

généralement employé pour parler des composés phénoliques d’une plante qui possédent
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plus d’'un groupe hydroxyle (Padayachee et al. 2015; Balasundram et al. 2006). Les
polyphénols sont divisés en plusieurs groupes selon leur structure chimique, allant du
simple acide phénolique (ex : acide caféique, férulique, etc.) jusqu’aux tannins hautement
polymérisés. La figure 1-14 présente les principales classes de polyphénols retrouvées
dans les baies. Les flavonoides constituent le plus important groupe de polyphénols et
comprennent les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les anthocyanines
(anthocyanidines glycosylées) et les flavanols (Ozdal et al. 2013; Balasundram et al.
2006). Les tannins constituent un autre groupe important des polyphénols. Les tannins
hydrolysables sont des polyméres d’acide gallique associé a un noyau glycosidique tandis
gue les tannins non-hydrolysables, dits « tannins condensés », sont des oligomeres et
polymeres de flavan-3-ols a haut poids moléculaire, appelés également les
proanthocyanidines (Balasundram et al. 2006; Gu et al. 2004).

Phenolic acids Tannins
Hidroxy-cinnamic Hidroxv=benzoic Proanthocyanidins Ellagitannins
acids acids X Hydrolyzable
. R, Condensed tannins tannins
1 o} .
Classification of " " o
R o] Ry = " HO
2 \ \, berry fruits L 3 " on
. o) " HO .
% phenolic components : K oH
OH 3 i ol
Caffelc Gallic O : o S o 4 OH
Ferulic Vanillie o>-TV"
P-Coumaric Protocatechuic HO. c/g)/u
o
oM
HO oM
oM
Stilbenes Flavonoids Lignans
CH10 OH
OH
Anthocyanins HO
Flavanols
Flavonols v (Catechins) OCHs
OH HO_7 q 3 OH OH
Resveratrol OH HO, O,
Prerostilbene HO. o5
Piceatannol OH oM ~OH
R -~ OH
OH O Cyanidin Catechin

o Pelargonidin
Quercetin Delphinidin

Epicatechin
Gallocatechin
Epigallocatechin

Myricetin
Kaempferol

Peonidin
Malvidin

Figure 1-14. Classification des principales classes de polyphénols des baies, selon
leurs structures chimiques
(tirée de Paredes-L6pez et al. (2010))

Le bleuet est 'un des fruits les plus riches en polyphénols (Balasundram et al. 2006) dont

les anthocyanines, caractéristiques de la coloration bleue, et les proanthocyanidines sont
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les plus importants (Rodriguez-Mateos et al. 2012). Ces dernieres molécules sont
étroitement liées a la pectine et aux protéines pariétales (Saura-Calixto 2012). Bien que le
contenu en polyphénols varie en fonction des cultivars et du mode d’extraction, le tableau
1-4 donne un ordre de grandeur des teneurs des principaux polyphénols du bleuet en

corymbe (résultats moyennés par étude).

Tableau 1-4. Teneurs en polyphénols dans le bleuet en corymbe (non-exhaustives)

pi%r:cﬂ?cqsf:s Anthocyanines Proanthocyanidines Références
totaux (mg/100 g) g E) (oY)
- 163 182 (USDA 2017)
180 (Gu et al. 2004)
400 84 - (Sellappan et al. 2002)
260 129 - (Prior etal. 1998)
305 30 - (De Souza etal. 2014)
235 170 - (You etal.2011)
444 208 - (Moyer etal. 2002)
177 92 - (Kaltetal.2001)

Bien que certains polyphénols soient liés aux polysaccharides de la paroi cellulaire, les
composés phénoliques sont principalement retrouvés dans la vacuole de la cellule
vegétale. Durant certains procédeés de transformation des aliments, comme par exemple la
confection d’'une purée, les tissus végétaux sont broyés et les composés phénoliques se
retrouvent en présence d'autres molécules extracellulaires avec lesquelles ils peuvent
alors interagir (Le Bourvellec et al. 2009; Padayachee et al. 2015).

1.4.4.2. Les interactions protéine-polysaccharide-polyphénol

Les polyphénols peuvent se lier avec les protéines et les polysaccharides et former des
complexes solubles ou insolubles, causant notamment 'apparition de troubles dans les jus
et vins et la sensation d’astringence (Le Bourvellec and Renard 2012; Siebert 1999). Les
proanthocyanidines sont le type de polyphénols le plus impliqué dans ces interactions
(Naczk et al. 2006; Renard et al. 2001). Que ce soit avec les protéines ou les
polysaccharides, les interactions avec les polyphénols sont majoritairement des liaisons
hydrogéne et des interactions hydrophobes (Le Bourvellec et al. 2004; Le Bourvellec and
Renard 2012; Renard et al. 2001; Renard et al. 2017; Siebert 1999). Des liaisons ioniques

peuvent avoir lieu avec certains acides aminés, si bien que la formation de complexes
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protéine-polyphénol dépend du pH : les protéines globulaires ayant un point isoélectrique
(pl) acide, comme lalbumine de sérum bovin (BSA), précipitent davantage avec les
polyphénols a un pH proche ou légérement inférieur a leur pl (Hagerman and Butler 1981;
Naczk et al. 1996). Il a été montré que les interactions polysaccharide-proanthocyanidine
ne sont pas dépendantes du pH (Le Bourvellec et al. 2004; Renard et al. 2001). Toutefois,
le pH a une action sur lionisation des groupements hydroxyles et peut influer sur la
capacité des proanthocyanidines a former des liaisons hydrogene avec les
polysaccharides (Hanlin et al. 2010). Par ailleurs, Lin et al. (2016) ont montré récemment
gue les liaisons entre de la pectine et des anthocyanines de bleuet étaient plus fortes a pH
2,0-3,6 qu'a pH 4,5. Ces liaisons étaient attribuées notamment a des interactions ioniques
entre les groupements carboxyliques de la pectine et la forme cationique flavylium des
anthocyanines qui est plus majoritaire a faible pH (Lin et al. 2016).

Tout comme les interactions protéine-polysaccharide, les interactions avec les
polyphénols dépendent non seulement du pH mais aussi de la force ionique et de la
température. L’élévation de la température diminue les liaisons avec les polysaccharides
en affaiblissant les liaisons hydrogene (Le Bourvellec et al. 2004). Avec les protéines, elle
peut augmenter ou diminuer les interactions selon la température appliqguée et la nature
des systéemes (Ozdal et al. 2013). En effet, le type de protéines, de polysaccharides et de
polyphénols, leur conformation, leur structure, leur poids moléculaire et leur concentration
affectent également [affinité entre ces macromolécules et leur complexation (Le
Bourvellec and Renard 2012; Ozdal et al. 2013; Siebert 1999; Renard et al. 2017). Par
exemple, les protéines riches en proline et ayant une structure flexible et ouverte, comme
la gélatine, présentent plus d’affinité avec les polyphénols (Hagerman and Butler 1981;
Naczk et al. 1996). En effet; ce type de protéines favorise la formation de liaisons
hydrogéne et d’interactions hydrophobes avec les polyphénols. Parmi les fibres de la paroi
cellulaire, la pectine (>> xyloglucane > cellulose) posséde une plus forte affinité avec les
proanthocyanidines notamment grace a sa capacité a pouvoir former un réseau gélifié
encapsulant les proanthocyanidines (Le Bourvellec et al. 2005). De plus, il a été montré
gue diminuer le poids moléculaire réduit la stabilité des complexes polyphénol-pectine
(Ben-Shalom et al. 1984). De méme, les proanthocyanidines ayant un plus haut poids
moléculaire interagissent davantage avec les polysaccharides et les protéines puisque le
nombre de sites potentiels pouvant former des liaisons hydrogene est plus important (Le
Bourvellec and Renard 2012; 2005). D’autre part, le ratio polyphénol:protéine joue un réle
important dans la solubilité des complexes (Le Bourvellec and Renard 2012) : a des ratios
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élevés, les polyphénols liés aux protéines servent de ligands entre les protéines seules ou
deéja liees, créant de larges agrégats intermoléculaires insolubles. En revanche, a faibles
ratios, plusieurs molécules de polyphénols peuvent se lier sur une méme molécule de
protéine, formant des complexes solubles.

Enfin, plusieurs auteurs ont mis en lumiére la possibilité d’'interactions triples menant a des
complexes ternaires protéine-polysaccharide-polyphénol pouvant réduire la précipitation
des protéines avec les polyphénols (Bordenave et al. 2013; De Freitas et al. 2003;
Thongkaew et al. 2014). Les possibilités d’interactions au sein de la matrice complexe
quest le bleuet sont donc nombreuses. Toutefois, c’est cette complexité qui fait la
richesse et la pertinence de ce petit fruit, dans un contexte ou les ingrédients naturels et
bons pour la santé sont tres prisés. Ce projet de doctorat constitue une premiere
exploration de I'enrichissement en protéines de cette matrice, de sa fonctionnalité et de

son utilisation dans la formulation d’aliments modéles.
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1.5. Problématique, hypothése, but et objectifs de recherche

1.5.1. Problématique

La revue de littérature a mis en évidence que la conception d’aliments fonctionnels
enrichis en protéines et en fibres est un Vvéritable défi technologique concernant en
particulier leur stabilité et leur texture. Il a été montré que, en systemes mixtes, les
complexes entre les protéines et certaines fibres, en particulier la pectine, peuvent générer
des propriétés fonctionnelles différentes de celles obtenues individuellement. Toutefois,
les fibres qui sont utilisées dans ces systemes mixtes jouent plutdt un role fonctionnel et
technologique, et n'atteignent pas des quantités suffisantes pour parler d’enrichissement
en fibres. De plus, les systemes mixtes sont étudiés dans des conditions tres éloignées
des matrices alimentaires et sont principalement liquides ou semi-liquides. L’utilisation de
tels systémes dans des aliments solides tels que les barres de collation n’a pas encore été
explorée. Comment lincorporation de complexes pourrait-elle modifier les propriétés
texturales et rhéologiques d’aliments et de boissons modéles, tout en les enrichissant a la
fois en fibres et en protéines ? Enfin, le bleuet est une source naturelle de fibres et de
pectine dont la structure peut étre modulée par des traitements thermiques. Ce petit fruit
semble étre une matrice pertinente au sein de laquelle I'ajout de protéines pourrait
permettre la formation de complexes protéine-pectine. Ainsi, ce nouvel ingrédient naturel
riche en fibres et en protéines pourrait facilement étre incorporé dans la formulation
d’aliments ou de boissons. Dans quelles mesures la complexation protéine-pectine
pourrait-elle réduire les problémes d'instabilité, de durcissement et de viscosité provoqués

par I'enrichissement en fibres et en protéines ?

1.5.2. Hypothése
L’hypothése de recherche de ce projet de doctorat est la suivante :

« La formation de complexes entre des protéines de lactosérum et de la pectine de
bleuets permet d’enrichir des aliments et boissons en protéines et en fibres tout en aidant
a structurer et stabiliser ces matrices alimentaires et a controler leur texture et leur

viscosité. »

1.5.3. But général

Le but de ce projet est de développer un ingrédient basé sur la formation de complexes

entre des protéines de lactosérum et de la pectine naturellement présente au sein d'une
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purée de bleuets afin de formuler des aliments et boissons enrichis en protéines et en
fibres et d’aider a la résolution des problémes de stabilité et de texture habituellement

rencontrés.

1.5.4. Objectifs

Dans ce but et afin de répondre a I'hypothése de recherche, trois objectifs spécifiques
constituent ce projet :

Objectif 1: Caractériser la composition en fibres et en pectine de plusieurs cultivars de

bleuets et étudier l'effet de traitements thermiques sur la structure de la pectine au sein

d’une purée de bleuets (chapitre 2).

Objectif 2: Etudier la formation (ou non) de complexes entre un isolat de protéines de

lactosérum et la purée de bleuets et évaluer I'impact sur la fonctionnalité (viscosité, texture
et stabilité) des mixtures résultantes, seules ou incorporées dans une boisson modéle de
type smoothie (chapitre 3).

Objectif 3 : Etudier Iimpact des complexes protéine-pectine sur la texture de barres de
collation modeles au cours du temps, en lien avec leurs propriétés d’hydratation (chapitre
4).

Ces trois objectifs correspondent aux chapitres 2, 3 et 4 de cette thése respectivement. lls

sont traités sous forme d'articles, séparés d’une transition contextuelle aidant a la

compréhension du cheminement du projet.
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Chapitre 2. Application d’un blanchiment a
basse température pour moduler la
structuredelapectineau sein de purées de
bleuets

Transition contextuelle

Le fil conducteur de ce projet reposait sur la formation et 'étude de complexes protéines-
fibres, plus particulierement protéine-pectine. L’élément-clé et inédit de ces travaux
consistait a utiliser le bleuet au complet (sous forme de purée) comme source de fibres et
de pectine, plutdt que de travailler avec de la pectine commerciale purifiée. Ainsi, la
premiere phase de ce projet (objectif 1) se concentrait sur la purée de bleuets afin de

mieux I'appréhender en tant que « matrice fibreuse » pour la suite des travaux.

La premiére étape était de caractériser la composition de plusieurs cultivars de bleuets en
corymbe du Québec, avec une attention particuliere posée sur leurs teneurs en fibres et
en pectine. La deuxieme étape était de « préparer » cette matrice afin d’améliorer son
aptitude a interagir ultérieurement avec des protéines. En effet, la littérature montre que la
formation de complexes protéine-pectine est, entre autres, influencée par la structure de la
pectine. Plus précisément, le degré de méthylation (DM) de la pectine est important
puisqu’il correspond a sa densité de charges globale. Plus la pectine a un faible DM, plus
elle contient de groupements carboxyliques non-estérifiés et donc porteurs de charge,
élevant sa densité de charges globale. Il a été souligné dans le chapitre 1 de cette these
qu'une haute densité de charges globale (faible DM) privilégie les interactions avec les
protéines, ce qui nous apparait bénéfique dans l'optique de former des complexes
protéine-pectine. D’autre part, la littérature montre que le DM de la pectine peut étre
diminué par l'activité de la pectine méthyl-estérase présente dans les fruits et légumes.
Cette activité est elle-méme favorisée par l'application de températures spécifiques.
L’objectif présenté dans ce chapitre était d’étudier le potentiel d'un blanchiment a basse
température sur des purées de bleuets comme procédé simple et efficace pour diminuer le
DM de la pectine au sein des purées, et ce, dans l'optique d’'améliorer I'affinité de la

pectine envers les protéines.
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Ce chapitre 2 fait I'objet d’'un article publié en 2017 dans Journal of Food Science et
intitulé « Low-temperature blanching as a tool to modulate the structure of pectin in
blueberry purees ». Les auteurs sont Laura M. Chevalier, Laurie-Eve Rioux, Paul Angers
et Sylvie L. Turgeon.
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Résumeé

La composition de six cultivars de bleuets a été caractérisée. lls contiennent une bonne
guantité de fibres alimentaires (10-20%) et de pectine (4-7%) dont le degré de méthylation
(DM) est sensible aux procédés de transformation alimentaire. Un blanchiment a basse
température (LTB : 60°C/1 h) a été appligué sur des purées de bleuets pour diminuer le
DM de la pectine, afin de moduler les propriétés et la fonctionnalité de la purée (ex:
viscosité et stabilité) et d’'améliorer I'affinité de la pectine envers les autres composés des
matrices alimentaires. La teneur en fibres, la viscosité, la solubilité de la pectine, son DM
et la composition en monosaccharides ont été déterminés pour les purées pasteurisées et
blanchies + pasteurisées. Les résultats ont montré que ni la quantité de fibres, ni la
viscosité n’étaient affectées par le blanchiment (LTB), indiquant que ce traitement
n'entrainait pas de dépolymérisation et de dégradation significatives de la pectine. Le
blanchiment a provoqué une diminution a la fois du DM de la pectine de 58-67% a 45-47%
et de la quantité de la fraction de pectine soluble dans I'eau, cette derniére demeurant la
fraction majeure de la pectine totale (52-57%). Le blanchiment a basse température (LTB)
est un procédé simple et doux pour produire des purées de bleuets ayant de la pectine
majoritairement soluble et faiblement méthylée, afin d'élargir la fonctionnalité et les

opportunités d’interactions avec les autres ingrédients alimentaires.

Mots-clés : Bleuet ; Degré de méthylation ; Fibres ; Blanchiment a basse température ;

Pectine.

Application pratique : Des produits alimentaires naturellement structurés et fonctionnels
peuvent étre congus a laide d'un procédé thermique appliqué sur la matiére végétale
brute. Dans cette étude, I'application d’'un blanchiment a basse température a modifié la
structure de la pectine in situ de purées de bleuets. Ces modifications peuvent faciliter
I'incorporation de la purée parmi d’autres ingrédients, afin de développer de nouveaux
aliments fonctionnels.
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Abstract

Blueberry composition was characterized for six cultivars. It contains a good amount of
dietary fiber (10-20%) and pectin (4-7%) whose degree of methylation (DM) is sensitive to
food processing. Low-temperature blanching (LTB: 60°C/1 h) was applied on blueberry
purees to decrease pectin DM, in order to modulate puree properties and functionalities
(i.e. viscosity and stability), and to enhance pectin affinity towards other components within
food matrices. Fiber content, viscosity, pectin solubilty, DM, and monosaccharide
composition were determined for both pasteurized and LTB+pasteurized blueberry purees.
The results showed that neither the amount of fiber, nor the viscosity were affected by
LTB, indicating that this treatment did not result in any significant pectin depolymerization
and degradation. LTB caused a decrease both in pectin DM from 58-67% to 45-47% and
in the amount of water-soluble pectin fraction, the latter remaining the major fraction of
total pectin at 52-57%. LTB is a simple and mild process to produce blueberry purees with
mostly soluble and low-methylated pectin in order to extend functionality and opportunities
for interactions with other food ingredients.

Keywords: Blueberry; Degree of methylation; Fiber; Low-temperature blanching; Pectin.

Practical application: Naturally structured and functional food products may be designed
using a thermal process on raw plant material. In this study, the application of a low-
temperature blanching modified in situ pectin structure in blueberry purees. These
modifications may facilitate puree incorporation among other ingredients, in order to
develop new functional foods.
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2.1. Introduction

Native from North America, highbush blueberry (Vaccinium corymbosum L.) is a very
popular fruit in Canada, which is the world’s second largest producer of blueberry, with
163,000 metric tonnes produced in 2014 (FCC 2016). Blueberry is very rich in phenolic
compounds and presents a high antioxidant activity (Moyer et al. 2002), making it very
appealing to health-conscious consumers. Moreover, blueberry contains a substantial
amount of dietary fiber (DF > 2%) (USDA 2017). Blueberry purees are thus natural and

healthy food ingredients which can be incorporated into high DF functional foods.

Fruit DF are polysaccharides from plant cell walls that consist of cellulose, hemicellulose
and pectin. Pectin is a heterogeneous polysaccharide, mainly composed of galacturonic
acid (GalA). Its structure and properties are affected by food processing, especially heat
treatments such as pasteurization and blanching that cause partial pectin depolymerization
through B-elimination and acid hydrolysis (Sila et al. 2009b; Van Buggenhout et al. 2009).
Pectin depolymerization is pH- and temperature-dependent, and typically results in the
softening of plant tissues and a loss in viscosity. Heat treatments also affect the pectin
degree of methylation (DM) which corresponds to the percentage of GalA that is methyl-
esterified at C-6. The DM is an indicator of the global charge density of pectin, and it
governs its functional properties, especially its gelling mode. Charge density is a significant
characteristic for interactions with other charged molecules like proteins or divalent ions, in
particular calcium. Pectin DM varies depending on its source (plant type and species), as
well as during ripening, post-harvest storage and processing (Sila et al. 2009b). Upon
plant growth, the DM decreases as a result of pectin methyl-esterase (PME) activity, an
endogenous enzyme naturally found in plant tissues, that hydrolyzes methyl ester groups
on GalA. PME activity is temperature-dependent: a rise in temperature increases PME
activity, resulting in lower DM. PME activity is optimal between 50-70°C and is inhibited at
higher temperatures (Duvetter et al. 2009). Several works performed on vegetables and
reviewed by Christiaens et al. (2014) have shown that a low-temperature blanching (LTB),
typically 10-60 min at 50-70°C, is an efficient treatment to reduce tissue softening during
subsequent high thermal processing. Indeed, such a blanching enhances endogenous
PME activity, resulting in pectin de-methylation. The free carboxylic groups on GalA thus
produced, indeed promote pectin ability to interact with divalent ions like calcium, resulting
in lower pectin solubility and increased intercellular adhesion. Pectin seems to behave
differently between fruits and vegetables, as well as the fruit type. Bengtsson et al. (2011)

applied a LTB on apple suspensions and observed a decrease of the soluble pectin
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content. However, neither the pectin chemical structure nor the DM were characterized.
After an exogenous PME addition to strawberry samples, Fraeye et al. (2009) reported a
drop in DM without any loss of pectin solubility. Besides, Fraeye et al. (2007b) obtained a
very different DM after a prolonged enzymatic de-methylation depending on fruit type: DM
of apple pectin was reduced from a value of 79% to 7%, whereas that of strawberry pectin

reached 32%, from an initial value of 94%.

Heat processes are a relatively simple method to optimize pectin structure and properties,
especially its solubility. To our best knowledge, the effect of heat treatments on blueberry
fiber composition and pectin structure has never been reported. The objective of this work
was to use heat treatments currently applied in the food industry to modulate blueberry
pectin structure. We hypothesized that a LTB could activate PME activity and thus
decrease the pectin DM. For this purpose, composition of different blueberry cultivars was
characterized, and the impact of both heat treatments on fiber content and viscosity of

blueberry purees, as well as on pectin solubility and structure, was investigated.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Chemicals

MeOH (certified ACS, Fisher Chemical, Fair Lawn, NJ, USA), 3-phenylphenol (Sigma-
Aldrich Inc., Milwaukee, WI), NazCOs (Fisher Science Education, Rochester, NY, USA),
NaBH: (Fluka, St-Louis, MO), CDTA (trans-1,2-diaminocyclohexane-N,N,N’,N-tetraacetic
acid monohydrate, Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA), potassium acetate (EMD Chemicals
Inc., Gibbstown, NJ), and deuterated MeOH (ds-MeOH, CDN Isotopes, Pointe-Claire, QC,
Canada) were acquired.

2.2.2. Plant material

Highbush blueberries (Vaccinium corymbosum L.) were obtained from Agridor (Beaumont,
QC, Canada). Six cultivars ("Blueray", "Duke"”, "Northland", "Patriot", "Polaris", and "Reka")
were harvested at their physiological maturity (July/August 2014), frozen at -18°C,
vacuum-packed, and stored at -30°C until analysis (April 2015). After the characterization
of these six cultivars, two were selected, Patriot (Pa) and Polaris (Po), to study the effects
of heat treatments. They were harvested from the same location (July/August 2015),
frozen at -30°C, vacuum-packed, and stored at -30°C until being pureed and heat treated
(September/October 2015).
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2.2.3. Characterization of purees from six blueberry cultivars

2.2.3.1. Composition and physicochemical characterization

Blueberries (200 g) from each cultivar were thawed at 4°C overnight then mixed for 1 min
using a kitchen blender (Magic Bullet, Homeland Housewares, Los Angeles, CA) to obtain
homogeneous purees. The pH (Symphony SB20 pH-meter, VWR, Radnor, PA) and the
moisture content (72°C for 24 h) were determined (Silva et al. 2005). Titratable acidity (TA)
(method 942.15), soluble solids (SS) (932.12), ash (525°C overnight, 940.26), protein
(Kjeldahl, conversion factor of 6.25), lipid (Soxhlet extraction for 8 h, 945.16), and dietary
fiber (991.43) analyses were made according to AOAC official methods (AOAC 2012). The
ratio SS/TA was calculated as an indicator of overall sweetness (Retamales and Hancock
2012). Dietary fiber content was analyzed using a commercial assay kit (K-TDFR Kkit,
Megazyme International, Bray, Co. Wicklow, Ireland). Briefly, samples were enzymatically
digested to remove starch and proteins. Then, insoluble dietary fiber (IDF) and soluble
fiber (SDF) were obtained after filtration, and after precipitation with EtOH, respectively.
Proteins (Kjeldahl) and ashes (500°C for 5 h) were subtracted from each residue to obtain
the final IDF or SDF quantities. Total dietary fiber (TDF) was the sum of IDF and SDF. All

analyses were conducted at least in duplicate.

2.2.3.2. Extraction of alcohol-insoluble residue (AIR)

Cell wall material was isolated as AIR as described by Deng et al. (2014), with slight
modifications. Blueberry puree (25 g) was stirred in 95% EtOH (150 mL) to extract low
molecular weight solutes, and boiled under reflux with continuous stirring for 30 min to
inactivate endogenous enzymes. The suspension was cooled to 23°C then filtered (GF/D,
Whatman, Buckinghamshire, UK). The residue was sequentially washed with 85% EtOH
(3 x 150 mL), chloroform/MeOH (1:1 v/v; 3 x 250 mL), and acetone (3 x 250 mL), yielding
the crude cell wall extract (AIR). AIR was dried overnight at 37°C in an air oven, weighed
and expressed as g per 100 g of dry weight of fruit. AIR was ground in liquid nitrogen using
a mortar and pestle and stored at -18°C until analysis.

2.2.3.3. Pectin content

The pectin content in AIR was estimated as galacturonic acid content (GalA), the main
constituent of pectin, according to Melton and Smith (2001a). AIR was hydrolyzed in

duplicate in concentrated sulfuric acid, followed by a colorimetric assay with 3-
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phenylphenol reagent, in order to reduce interferences from neutral sugars. Absorbance

was measured at 525 nm against a standard curve of galacturonic acid (75-180 pg.mL™?).

2.2.3.4. Degree of methylation

The degree of methylation (DM) of pectin was calculated for each AIR sample as the molar
ratio of methanol (MeOH) to GalA. MeOH was determined after saponification using
headspace gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) based on the method
described by Kosmala et al. (2010). Samples (10 mg, in triplicate) were suspended in
deionized water (0.5 mL) and saponified with NaOH (0.5 M; 1 mL) for at least 1 h at 23°C.
ds-MeOH (10 pmol.mL?; 1 mL) was used as internal standard. A calibration curve was
prepared with 0.5 mL of deionized water, 1 mL of MeOH (0.5-10 pmol.mL?) and 1 mL of
ds-MeOH (10 pmol.mL1).

Analysis was performed by GC-MS (Hewlett-Packard model 6890 Series Il gas
chromatograph attached to an Agilent model 5973N selective quadrupole mass detector;
Palo Alto, CA) under an ionization voltage of 70 eV at 230°C, and equipped with an Agilent
ChemStation software. Samples contained in sealed vials were heat treated (70°C for 15
min) in order to vaporize the MeOH released after saponification treatment of pectin. The
headspace vapors (1 mL) were then injected, in split mode (2:1), using a headspace
system (Agilent Technologies, model G1888 network headspace sampler), at 250°C. GLC
separation was performed on a DB-wax capillary column (Agilent Technologies, 60 m x
0.25 mm i.d., 0.25 ym film thickness) with a specific temperature program (40°C for 8 min
then to 250°C at 30°C.min?). Helium was used as the carrier gas under constant flow
(2 mL.min?). Data were collected using selected ions (m/z 29; 30; 31; 33; 35). The plot of
the peak area ratio (normal to deuterated forms) for ion pairs (m/z 31/354) over a range of
concentration ratios (MeOH/ds-MeOH) allowed determination of MeOH concentrations in
the samples. The ion at m/z 354 is the molecular ion for ds-MeOH. The ion at m/z 31 was
selected for MeOH instead of the molecular ion at m/z 32 in order to distinguish it from the

molecular ion of ambient dioxygen.

2.2.4. Heat treatments and analysis

A schematic overview of the experimental setup is given in Figure 2-1.
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Figure 2-1. Schematic overview of the experimental setup

Pa: Patriot; Po: Polaris; P: 90-95°C/5 min; LTB+P: 60°C/1 h + 90-95°C/5 min; AIR: alcohol-
insoluble residue; WSP: water-soluble pectin; CSP: chelator-soluble pectin; NSP: sodium
carbonate-soluble pectin.

2.2.4.1. Heat treatments

Patriot and Polaris blueberry cultivars were thawed (4°C overnight) then homogeneous
purees were obtained as described previously (section 2.2.3.1), except that they were
mixed for 2 min. For each of the following two treatments, puree samples (320 g) were
heated in semi-sealed erlenmeyer flasks (500 mL) in which the temperature was
monitored by inserting a thermocouple (VWR, Radnor, PA). The first treatment (P)
corresponded to a pasteurization to inactivate endogenous enzymes (90-95°C for 5 min).
Pasteurized samples were used as reference. The second treatment corresponded to a
low-temperature blanching followed by a pasteurization (LTB+P): samples were
maintained at 60°C for 1 h in order to favor PME activity and then pasteurized to stop it
(90-95°C for 5 min). All puree samples were stirred during treatment, then cooled to 20°C
in ice bath. The analyses described in sections 2.2.4.2 to 2.2.4.7 were performed.

61



2.2.4.2. Fiber characterization

Fibers were characterized as total, insoluble, and soluble fiber, as described in section
2.2.3.1, except that the time-consuming filtration, performed after enzymatic digestion, was
replaced by a centrifugation (5,000 g x 15 min at 23°C). Moreover, ashes content was not

measured because values previously determined were negligible or zero. AIR was
extracted from each puree as described in section 2.2.3.2 with slight modifications. An
aliquot of puree (100 g) was stirred in 95% EtOH (500 mL) but the suspension was not
boiled because enzymes had already been inactivated by previous pasteurization
treatments. After filtration, the residue was sequentially washed with 85% EtOH (4 x 250
mL) and acetone (4 x 200 mL). The step with chloroform/MeOH was not performed in
order to ensure the absence of exogenous methanol in AIR, which could otherwise affect
the measured DM values. Pectin content was estimated as GalA measured from AIR, as
described in section 2.2.3.3. All the results were expressed as g/100 g of puree, on a dry

weight basis. The moisture content was determined by drying 3 g of puree (102°C for 18
h).

2.2.4.3. Viscosity

Puree viscosity was measured in duplicate at 20°C using a rheometer (ARES G2, TA
Instruments, New Castle, DE), equipped with a four-blade vane geometry (diameter
27.637 mm, height 41.507 mm, gap 5.849 mm) under steady state measurements. A pre-
shear of 50 s* was applied for 1 min then the shear rate was increased from 1 to 200 s.
The Herschel-Bulkley model was used to describe the flow behavior (R? > 0.999).

2.2.4.4. Particle size

The mean particle size of the purees was determined using a laser diffraction analyzer
(Master Sizer 3000, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) from diluted samples in

deionized water, stirred at 2,500 rpm.

2.2.4.5. Extraction of pectin-rich fractions

In order to extract pectin-rich fractions and minimize pectin degradation, AIR was
fractionated according to a protocol adapted from Vicente et al. (2007). An aliquot of AIR
(1.5 g) was suspended in deionized water (130 mL) and stirred for 16 h at 23°C. The
suspension was centrifuged (10,000 g x 10 min) at 23°C and the pellet was washed twice
with water (2 x 10 mL). The supernatant and its water washings were pooled, filtered
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(Whatman GF/C), and were designated as the water-soluble pectin (WSP) fraction. The
residue was mixed and stirred with 130 mL of 50 mM CDTA in 50 mM potassium acetate
buffer, at pH 6.5, for 8 h at 23°C. The mixture was then centrifuged and washed as
described above and the combined filtrate was designated as the chelator-soluble pectin
(CSP) fraction. The residue was suspended and stirred in 130 mL of 50 mM Na2COs in 20
mM NaBH:a solution for 16 h at 4°C then for 3 h at 23°C. The suspension was centrifuged
and washed as above. The combined filtrate was designated as the sodium carbonate-
soluble pectin (NSP) fraction. The pH of the NSP fraction was adjusted to pH 6-6.5 with
glacial acetic acid. The CSP fraction was dialyzed against 0.1 M NaCl for 24 h at 4°C. The
three fractions were then dialyzed against deionized water for 3 days at 4°C to remove salt
residues (Mw 15 kDa cut-off, Spectra/Por® 6, Spectrum Laboratory Inc., Rancho
Dominguez, CA). One serial extraction was performed by AIR sample. GalA content was
estimated from each fraction as described in section 2.2.3.3. Degree of methylation was
determined for the AIR, WSP and CSP fractions, as described in section 2.2.3.4.

2.2.4.6. Monosaccharide composition

Neutral monosaccharides and galacturonic acid were identified as trimethylsilyl derivatives
after acidic methanolysis of the polysaccharides from each pectin-rich fractions and
subsequent GC analysis (Montreuil et al. 1986; Kamerling et al. 1975). Methanolysis was
performed in 3 M MeOH-HCI for 4 h at 100°C and the methyl glycosides were then
converted to the corresponding per-O-trimethylsilylated derivatives. Separation and
quantification were achieved using a GC 2010 Plus System (Shimadzu Corporation,
Mandel Scientific Co. Inc. Guelph, ON, Canada) equipped with an FID detector and a CP-
Sil-5CB fused silica column (Chrompack, Varian, Mississauga, ON, Canada; 60 m x
0.32 mm i.d., 0.25 pum film thickness) in a split/splittess mode using helium at a flow of 1.5
mL.min?t as the carrier gas. Monosaccharides were identified according to their retention
times and quantified using an internal standard method involving myo-inositol. All analyses

were performed in triplicates.

2.2.4.7. Total phenolic content

Total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method (Singleton and
Rossi 1965) adapted for microplate measurement, after extractions with 80% MeOH (2 x
20 mL, 20 min at 37°C) on lyophilized puree samples (0.2 g). The results are expressed as
g of gallic acid equivalents/100 g of dried blueberry puree.
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2.2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with SAS® 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Analysis
of variance (ANOVA) using the GLM procedure was executed. For the characterization of
cultivars, all dependent variables were analyzed using a one-way ANOVA and significance
of the differences between the cultivars were determined using Tukey’'s multiple
comparisons test (a = 0.05). For heat-treatments, twelve purees were produced (2
cultivars x 2 heat treatments x 3 repetitions) with a complete randomized design. Two-way
ANOVAs were used according to a factorial experiment 2 x 2, considering the effects
“cultivar" (Cult) and "heat treatment" (HT). For significant interaction (P < 0.05), the means
of the treatments and cultivars were individually compared with the Tukey’s multiple
comparisons test (a = 0.05). For significant individual effect(s), the two means per cultivars
or per heat treatments were compared with the same test and represented by bars with
letters.

2.3. Results and discussion

2.3.1. Characterization of purees from six blueberry cultivars

The physicochemical characteristics and the composition of the six blueberry cultivars of
2014 are given in Table 2-1. The pH values ranged from 2.8 (Patriot) to 3.3 (Blueray). The
SS/TA ratio (sugar/acid ratio) varied between 13.3 (Duke) and 19.6 (Blueray) meaning that
Duke was the most acidic cultivar and Blueray the sweetest. Polaris tended to have the
highest TDF content (19.0%), whereas Patriot had the lowest (13.6%). These values are in
agreement with other studies on highbush blueberry: the USDA value is 15.2% (USDA
2017), and by summing lignin, cellulose, hemicellulose and pectin, Silva et al. (2005)
measured 13.0% of dietary fiber. TDF content may also be estimated by measuring the
AIR content. AIR is mainly composed of cell wall polysaccharides (fiber) with low amounts
of co-precipitated soluble proteins (about 3-5%), lignin, salts of organic acids, and phenolic
compounds. The AIR contents, similar on fresh weight to that of Vicente et al. (2007),
confirmed the highest fiber content of Polaris. For the six cultivars, dietary fiber consisted
of IDF and SDF in a ratio of approximately of 4:1, except Blueray (2.5:1). IDF is mainly
composed of cellulose, hemicellulose, and a minor part of insoluble pectin, whereas SDF
consists predominantly of pectin. Galacturonic acid (GalA) content was used to estimate
pectin content since GalA is the main monosaccharide of pectin. Results showed the
highest GalA content for Polaris (7.4%), while Reka had the lowest (4.7%). Values for the
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other four cultivars were not significantly different, with values ranging from 5.1 to 5.9%.
Values for GalA contents are in the range of the reported value of 3.4% in highbush
blueberry (Silva et al. 2005). Pectin DM values ranged from 22%, for Polaris, to 41%, for
Blueray: all cultivars had therefore a low-methylated pectin (DM < 50%). Based on these
results, two cultivars were selected for the subsequent work with heat treatments. Polaris
was selected for its higher dietary fiber and pectin (GalA) contents, while Patriot was
chosen since it is the most popular and the most produced highbush blueberry cultivar in
the province of Quebec (AAC 2012), and is representative of the other cultivars for the

fiber and pectin contents.

Table 2-1. Physicochemical characteristics and composition (g/100 g dry weight) of
highbush blueberry cultivars in 2014

Blueray Duke Northland Patriot Polaris Reka

Physicochemical characteristics
pH 3.3+0.02 3.1+0.1° 3.0+ 0.0° 2.8 +£0.0° 3.3+0.12 3.1+0.0°
SS/TA 196+0.1 13.3+£0.1 16.3+£0.1 134+0.1 17.7+0.1 156 +£0.1

Composition
Moisture 845+0.0° 858+0.1° 859+0.1> 87.3+0.0% 86.4+02% 86.0+0.8°
Protein 22+0.3° 3.6+0.12 2.4+0.2° 2.7+0.2% 3.1+0.4% 25+0.1b
Lipid 0.10+0.03% 0.16 £0.00® 0.14+0.02%2 0.12+0.042 0.18+0.00% 0.16+0.012
Ash 1.1+0.02 1.1+0.0% 1.0 +£0.0° 1.0+0.0° 1.1+0.02 1.1 +£0.0%®
TDF 149+0.1° 16.0+09%® 156+05® 13.6 £0.2° 19.0+2.02 16.00.1%®
IDF 10.6+0.0° 129+12% 128+04%® 10.9+0.3° 155+1.92 13.6+0.3%
SDF 43+0.12 3.1+0.4 2.8+0.1% 2.7+0.1% 3.6+0.1® 24 +0.5¢
AIR 17.8 £ ND 18.5+£ND 17.1 £ ND 169+0.2 20.5=ND 17.7 £ ND
GalAt 59+00% 53+03® 51+0.9%® 591+0.7® 7.4+0.723 47109

DM (%) 41 + 32 32 + 4% 32 +5® 30 + 5 22+ 2P 31+ 7®

Mean value + standard deviation. Means within a line followed by the same letter (a—c)
were not significantly different according to the Tukey's test (a = 0.05). SS/TA represents
the sugar/acid ratio. TA: Titratable acidity (% citric acid). SS: Soluble solids (°Brix). TDF:
Total dietary fiber. IDF: Insoluble dietary fiber. SDF: Soluble dietary fiber. AIR: Alcohol-
insoluble residue. DM: Degree of methylation from AIR. ND: not determined. 1
Galacturonic acid from AIR, as an estimate of pectin content.

In 2015, the selected two cultivars, Polaris and Patriot, were harvested and their
physicochemical characteristics and composition were determined (Annex 1-1). Globally,
both cultivars were significantly less acidic and sweeter compared to 2014, with higher pH
values of 3.1 and 3.6 for Patriot and Polaris, respectively. Polaris still had higher contents
in dietary fiber, in AIR, and in pectin (GalA) than Patriot and these values were not

significantly different than those from the previous year. However, the TDF and IDF
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contents of Patriot in 2015 significantly differed from that of 2014; IDF content was lower in
2015, at 9.0%, compared to a value of 10.9% in 2014, resulting in a lower TDF content
(11.8% in 2015 vs. 13.6% in 2014). GalA content were also significantly lower in 2015
(3.7% in 2015 vs. 5.9% in 2014). Various factors such as growing conditions, climate and
storage time, may cause variations in the physicochemical characteristics from season to
season (Retamales and Hancock 2012). It is likely that such parameters also have
affected fiber composition from one year to the next. DM values of both cultivars were
similar and significantly higher than values in 2014 (44 and 41% in 2015 vs. 30 and 22% in
2014 for Patriot and Polaris respectively). Cultivars harvested in 2015 were frozen at -30°C
and analyzed a few weeks after their freezing, whereas cultivars harvested in 2014 were
frozen and stored at -18°C for 4 months before being transferred at -30°C for 2 months
then analyzed. It is likely that pectin was partially de-methylated during the slower freezing
process and over storage time, since PME was likely not completely inactivated by the
freezing (Van Buggenhout et al. 2009). Reports on DM of blueberry pectin are scarce but

Lin et al. (2016) also measured DM values lower than 50%.

2.3.2. Influence of heat treatment on the purees

The present results showed that only the cultivar had a significant effect on the fiber

amount after the heat treatment (Table 2-2).

Table 2-2. AIR, fiber and pectin contents (g/100 g dry weight) and total phenolic
content (g gallic acid equivalent/100 g dry weight) of the heat-treated purees

Purees AIR TDF IDE SDF GalAl Total phenolic
content

PaP 16.5+0.7 13.2+0.7 10.1+04 3.1+0.3 32+05 1.39+0.03
PaLTB+P  16.3+1.0 125+0.2 9.6+0.3 28+0.1 4007 1.31+£0.06
PoP 28.8+0.8 21.8+04 17.6+0.5 42+0.1 49+0.2 1.36 £ 0.03
PoLTB+P  28.5+0.7 21.3+14 171+1.3 43+0.2 58+1.2 1.32+0.02
Cult * * * * * n.s

HT n.s n.s n.s n.s n.s n.s

Cult *HT n.s n.s n.s n.s n.s n.s

Mean value + standard deviation. Results of the two-way ANOVAs (cultivar (Cult) and heat
treatment effects (HT), with interaction); n.s: not significant (P > 0.05). Pa: Patriot. Po:
Polaris. P: pasteurization. LTB+P: low-temperature blanching + pasteurization. TDF: Total
dietary fiber. IDF: Insoluble dietary fiber. SDF: Soluble dietary fiber. AIR: Alcohol-insoluble
residue. ! Galacturonic acid from AIR, as an estimate of pectin content.
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The Polaris purees had higher AIR, fiber and pectin (GalA) contents than the Patriot
purees, as observed in the previous characterization realized on the raw purees (Table 2-
1). There was no significant effect of LTB+P on the fiber and GalA amounts, compared to
P. Yet, according to the literature, pectin is the fiber that is the most affected by heat
treatments. The pH of blueberry purees and the moderated temperature (60°C) of the
blanching appear to have prevented any fiber degradation. Indeed, the pH of blueberry
purees was 3.1 and 3.6 for Patriot and Polaris cultivars, respectively (Annex 1-1). These
values are in the pH range where pectin is generally very stable because this is near its
pKa value (2.9-3.3). Furthermore, these pH values were too acidic to induce substantial 3-
elimination and not acidic enough to allow fast acid hydrolysis, the two main pectin
degradation mechanisms leading to pectin depolymerization and solubilization (Fraeye et
al. 2009; Diaz et al. 2007) and an increase of SDF and TDF (Colin-Henrion et al. 2009).
Indeed, B-elimination occurs mainly at neutral or weakly acidic pH (pH > 4.5) and for
temperature superior to 85°C, whereas acid hydrolysis is promoted only at pH < 3 (Sila et
al. 2009b; Fraeye et al. 2007a). On the other hand, the presence of polygalacturonase has
been found in blueberry (Deng et al. 2014). This enzyme, which hydrolyzes glycosidic links
between GalA molecules of pectin, is inactivated by pasteurization, but similarly to PME, it
is more active at temperatures around 50-60°C (Duvetter et al. 2009). Its activity lowered
the pectin amount in tomato paste samples during the concentration process performed at
around 65°C (Anthon et al. 2008). In blueberry purees, the polygalacturonase activity was
likely minimal or inhibited at 60°C, since no decrease in pectin content was perceived with
LTB+P treatment when compared to P treatment. Furthermore, the other endogenous
enzymes affecting pectin structure, such as (-galactosidase and a-arabinofuranosidase,
are thermo-labile and were inactivated at 60°C in tomato (Houben et al. 2013).

The viscosity of the heat-treated purees confirmed the limited effect of heat-treatment on
fiber content and the significant effect of cultivar (Annex 1-2). For both Polaris and Patriot
cultivars, the viscosity was not affected by LTB+P, reflecting the absence of significant
pectin depolymerization. Moreover, regardless of the heat treatment, the Polaris purees
had a higher viscosity (3.2 + 0.2 Pa.s) than the Patriot purees (1.1 = 0.1 Pa.s) that can be
attributed to a higher fiber content (Table 2-2). Indeed, fiber amount and molecular weight

are known for their capacity to increase the viscosity but the latter was not tested in this

study. The viscosity was not affected by the mean particle size of purees since it was
similar after both heat treatments (Annex 1-2).
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Because of beneficial health effects of phenolic compounds, especially for their antioxidant
capacity, the Folin assay was performed to get a global measure of total phenolic content
(Table 2-2). Values for total phenolic contents were similar after both heat treatments and
were in the range of reported values for unheated blueberry (Moyer et al. 2002),
suggesting that the heat treatments performed in the present study did not degrade
blueberry phenolic compounds. Nonetheless, beyond the phenolic amounts, heat
treatments may affect the interactions between phenolic compounds and proteins or
polysaccharides, which can modify their antioxidant activity (Le Bourvellec and Renard

2012). These interactions will be assessed in an upcoming study.

2.3.3. Influence of heat treatment on the pectin structure and solubility

2.3.3.1. Degree of methylation of pectin in AIR

DM of pectin found in AIR is presented in Figure 2-2.

80 - a H PaP
O PaLTB+P
70 1 B PoP
601 POLTB+P
e\o, 0 1 a
= 40 - bb
© 3 - 2
20 A
10 A
O _
CSP
Cult n.s n.s
HT * n.s
Cult* HT n.s n.s *

Figure 2-2. Degree of methylation of AIR and the water- and chelator-soluble pectin
fractions (WSP and CSP) from the heat-treated purees

Mean value + standard deviation. Results of the two-way ANOVAs (cultivar (Cult) and heat
treatment effects (HT), with interaction); n.s: not significant (P > 0.05). Means within a
same series followed by the same letter (a—b) were not significantly different according to
Tukey's test (a = 0.05). For AIR, the mean of pasteurized cultivars (PaP + PoP) is
significantly different from the mean of blanched cultivars (PaLTB+P + PoLTB+P). Pa:
Patriot. Po: Polaris. P: pasteurization. LTB+P: low-temperature blanching + pasteurization.
AIR: Alcohol-insoluble residue.
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LTB+P treatment had a significant effect on DM of pectin in AIR. For both cultivars, DM
decreased with LTB+P treatment in comparison to P treatment: the high-methylated pectin
(DM > 50%) became low-methylated pectin (DM < 50%). This decrease likely reflected the
enzymatic de-methylation. Indeed, PME activity is enhanced at temperatures ranging
between 50 and 65°C (Duvetter et al. 2009). With high temperature, pectin can also be de-
methylated by chemical hydrolysis. However, the extent of the reaction is significant only
under alkaline or near neutral conditions (Sila et al. 2009b). Therefore, in the present
study, chemical de-methylation of the blueberry purees was unlikely or limited because of
their low pH values of 3.1-3.6 (Annex 1-1) (Diaz et al. 2007).

For the raw purees, DM of both Patriot and Polaris cultivars were higher (> 50%) after P
treatment than DM determined for the cultivar characterization (< 50%). Yet, a short and
high heat treatment like P is too fast to significantly change the DM (Sila et al. 2005), or it
may result in slightly decreased DM because of a slight PME activity occurring before
reaching 90°C (Christiaens et al. 2012a; Sila et al. 2006b). In the present study, the AIR
extraction procedure was not exactly the same for the cultivar characterization and for the
heat-treated puree analyzes. In the first case, blueberry purees were mixed with boiling
EtOH in order to inactivate the enzymes, which could result in a decrease of DM before

the inactivation temperature was reached throughout the purees.

2.3.3.2. Pectin solubility and distribution of the pectin-rich fractions

To investigate the pectin modifications that may have been induced by the heat
treatments, pectin found in AIR was successively extracted into three pectin-rich fractions,
depending on the pectin solubility. WSP fraction contains pectin that is weakly bound to
cell walls, CSP fraction contains pectin with ionic cross-links, and NSP fraction contains
pectin that is strongly bound to cell walls by covalent ester linkages. The relative amounts
of each pectin-rich fractions in the different purees are presented in Figure 2-3. For both
cultivars, most of the pectin was water-soluble, the WSP fraction accounting for over 50%
of total pectin, in agreement with reported results for highbush blueberry (Vicente et al.
2007). Polaris purees contained a higher and lower proportions of pectin from NSP and
CSP fractions, respectively, compared to Patriot purees. LTB+P treatment had a
significant effect on the WSP amount compared to P treatment. Indeed, WSP amount
decreased with LTB+P for both cultivars, whereas CSP amount tended to increase. No
significant effect on NSP amount was observed due to LTB+P treatment. A reduction in
content of water-soluble pectin (WSP) and a rise in insoluble pectin (CSP and NSP) were
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also reported after a similar heat treatment (60°C/40 min) for carrot (Sila et al. 2006b) and
broccoli (Christiaens et al. 2011; Christiaens et al. 2012a). The conversion from WSP to
CSP was attributed to a de-methylation of water-soluble pectin that increased pectin
overall charge and its ability to form ionic bounds, especially with endogenous calcium.
Nevertheless, for both cultivars, the WSP fraction remained the major fraction (> 50%)
even after the low-temperature blanching (LTB+P), unlike the reported data for vegetables
for which the WSP fraction became lower than that of the combined insoluble fractions
(Christiaens et al. 2012a; Christiaens et al. 2012b; Christiaens et al. 2011; Sila et al.
2006b).
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Figure 2-3. Relative amount of pectin-rich fractions

Mean value + standard deviation. GalA in the fraction/sum of the GalA amount of each
fraction x 100. For WSP, only the HT effect is represented: the mean of pasteurized
cultivars (PaP + PoP) is significantly different from the mean of blanched cultivars
(PaLTB+P + PoLTB+P). For CSP, the mean of Patriot cultivar (PaP + PaLTB+P) is
significantly different from the mean of Polaris cultivars (PoP + PoLTB+P). Pa: Patriot. Po:
Polaris. P: pasteurization. LTB+P: low-temperature blanching + pasteurization.

In contrast to vegetables, the changes in the proportion of pectin-rich fractions after a
treatment enhancing PME activity were not very pronounced. Fraeye et al. (2009) also

reported no significant pectin modifications in strawberry samples subjected to the activity
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of an exogenous PME. According to these authors, these differences compared to
vegetables might be explained by a lower ratio of endogenous calcium to pectin level that
could limit the ionic cross-linkage formation, despite a lowered DM. Indeed, they observed
a noticeable decrease of WSP amount and an increase of CSP amount after calcium
addition during the activation of an exogenous PME, whereas no clear changes in relative
pectin-rich fractions were noticed without calcium addition (Fraeye et al. 2009). Like
strawberry, blueberry also has a very low content in calcium: 0.06 mg/g (USDA 2017),
while fresh carrot contains 0.64 mg/g (Sila et al. 2005) and raw broccoli 0.32 mg/g
(Christiaens et al. 2011). In addition to endogenous calcium content, the cross-linkage of
pectin with divalent ions, particularly calcium, also depends on calcium location and pectin
structure (Christiaens et al. 2014), which are highly source-dependent (Houben et al.
2011). For instance, a too low linearity in pectin structure might hinder the ionic cross-
linkage (Houben et al. 2011). Furthermore, beyond the calcium amount, PME activity also
plays a role in pectin cross-linkage related to firmness of fruits and vegetables (Javeri et al.
1991; Degraeve et al. 2003). For example, fruits usually have a lower pH than vegetables,
which may reduce PME activity (Duvetter et al. 2009), but this was not measured in this
study. All this confirms the importance and relevance of studying many types of fruits and

vegetables, even several cultivars.

2.3.3.3. Monosaccharide composition of the pectin-rich fractions

Monosaccharide composition of each pectin-rich fraction was determined to better
understand pectin behavior in relation to its solubilty and DM. Polysaccharide
methanolysis followed by trimethylsilyl derivatization and GC analysis is a fast and
convenient method for pectin characterization, because it degrades monosaccharides to a
lower extent than acid hydrolysis, and allows for the quantification of both neutral
monosaccharides and GalA (Sundberg et al. 1996). Pectin is mainly composed of linear
chains of GalA (55-90% in this study, Annex 1-3), known as homogalacturonan (HG).
Rhamnose (Rha), accounting for about around 1%, is occasionally inserted into the chain
forming "hairy" regions called rhamnogalacturonan (RG). The latter is branched with
neutral monosaccharide side chains composed mainly of arabinose (Ara) (3-16%) and
galactose (Gal) (4-23%). Similar proportions of arabinose and galactose were reported for
apple and strawberry pectins (Fraeye et al. 2007b).

To better visualize the structure of each pectin-rich fraction, the ratio of GalA to neutral
monosaccharides was calculated as a measure of the pectin linearity (Fig. 2-4). A high
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ratio implies large amounts of HG and consequently low amounts of branched RG regions.
For both Patriot and Polaris cultivars, WSP fraction and NSP fraction showed the lowest
ratios of GalA to neutral monosaccharides, whereas CSP fraction presented the highest
ratio, indicating that pectin in the CSP fraction was more linear (higher in HG). Patriot
purees contained more arabinose and galactose than Polaris in WSP and CSP fractions,
resulting in lower ratios. Patriot pectin was therefore globally more branched than Polaris

pectin.
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Figure 2-4. Ratio of GalAto neutral monosaccharides in pectin-rich fractions

Mean value + standard deviation. All monosaccharides were measured as trimethylsilyl
derivatives after acidic methanolysis and subsequent GC analysis. For NSP, the mean of
pasteurized cultivars is significantly different from the mean of blanched cultivars, and the
mean of Patriot cultivar (PaP + PaLTB+P) is significantly different from the mean of Polaris
cultivars (PoP + PoLTB+P): not represented to avoid clutter. Rhamnose (Rha), arabinose
(Ara), and galactose (Gal) were the neutral monosaccharides considered. Pa: Patriot. Po:
Polaris. P: pasteurization. LTB+P: low-temperature blanching + pasteurization.

Compared with the P treatment, the LTB+P_treatment had no significant effect on the ratio

of GalA to neutral monosaccharides for [both cultivarg. Yet, Christiaens et al. (2011)

reported a decrease of WSP ratio and an increase of CSP ratio from broccoli samples
treated by a low-temperature blanching compared to raw broccoli samples. This
observation indicated that it was mainly the HG-rich pectin that forms new ionic cross-links
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(CSP) following de-methylation. However, as discussed in the previous section, blueberry
contains less endogenous calcium than broccoli. In addition, for all cultivars and heat
treatments, our values of CSP ratio were higher than for broccoli (5-10 vs. 2 for broccoli),
meaning higher pectin linearity and GalA proportion in blueberry. Therefore, most of
endogenous calcium was likely already cross-linked with the GalA molecules, leaving no
or limited calcium to form new ionic cross-links following the de-methylation. This would
confirm that the available calcium amount has a role on converting the water-soluble
pectin into cross-linked pectin, as described in 2.3.3.2. This suggestion is also supported
by the results of Christiaens et al. (2011) who observed a larger CSP ratio increase in the
presence of added calcium. Therefore, the high pectin linearity and the low endogenous
calcium content of blueberry would allow for a reduction of pectin DM without substantial
loss the pectin solubility.

2.3.3.4. Degree of methylation in the pectin-rich fractions

Values of DM for pectin in WSP and CSP fractions is given in Figure 2-2. For both
cultivars and treatments, pectin found in WSP fraction was high-methylated with a DM
ranging from 53 to 63%, whereas DM of pectin in CSP fraction was low-methylated, at 31
to 43%. DM of pectin found in AIR, which consists of the three pectin-rich fractions,
globally had intermediate values. These observations are consistent with the literature
data for other fruits and vegetables (Christiaens et al. 2012a; Fraeye et al. 2009; Houben
et al. 2011; Sila et al. 2006b). DM in NSP fraction could not be measured since the
extraction of this fraction occurred in alkaline conditions which alter ester linkages.

Globally, DM values of the pectin-rich fractions did not significantly differ between the heat
treatments. Christiaens et al. (2012b) and Sila et al. (2006b) also noticed no changes of
DM in pectin-rich fractions from broccoli and carrot purees, respectively, after a low-
temperature blanching (equivalent to LTB+P) compared with a high-temperature blanching
(equivalent to P), despite a diminution of DM in AIR. As LTB+P modified pectin-rich
fraction proportion, the pectin in AIR globally consisted in less high-methylated pectin
(WSP) and more low-methylated pectin (CSP): this might explain the decrease of DM in
AIR, although there was no significant changes of DM in fractions.

As no studies had been reported on blueberry fiber, the combination time/temperature of
LTB was chosen according to the literature and preliminary tests. A temperature of 60°C is
the most used to blanch vegetables and to activate endogenous PME (Christiaens et al.
2014). Since PME activity also depends on the pH, it would be relevant to test other
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temperatures to find optimal conditions for PME activation in blueberry purees. Indeed, as
seen previously, the pH of blueberry is lower than that of most vegetables. Moreover,
reported LTB for vegetables typically lasts between 10 and 60 min (Christiaens et al.
2014). Pectin de-methylation seemed to continue beyond 60 min, since our preliminary
tests showed that the charge density (Zeta-potential) of AIR samples decreased (60 min: -
15.7 mV; 120 min: -17.3 mV; unpublished data). However, a long time heat process is not
convenient for the food industries and could lead to the degradation of some bioactive
molecules such as phenolic compounds. In addition, a too low DM could result in a higher
reduction in pectin solubility through the conversion into CSP, as studied in the present
work, and also through the depolymerization by the polygalacturonase. Indeed, this
enzyme shows increasing activity with low-methylated pectin (Duvetter et al. 2009). Yet, in
order to incorporate the purees into food products, soluble pectin is preferred because it
contains more available free carboxylic groups enhancing its anionic nature and promoting
interactions with other macromolecules wearing positive charges such as proteins.
Interactions between pectin and proteins may provide useful functionalities for the
development of food products, including rheological and textural properties (Turgeon and
Laneuville 2009). For example, pectin interactions with proteins may protect them against
thermal aggregation (lbanoglu 2005) or may be used as a fat-replacer ingredient, in
yoghurt for instance (Krzeminski et al. 2014a). Finally, with a LTB lasting 60 min, the
pectin found in the AIR of both Polaris and Patriot cultivars reached a DM < 50% that was
sufficient to consider the pectin as low-methylated, while keeping most of the pectin
soluble (high WSP). Compared to high-methylated pectin, low-methylated pectin carries
more charges, through its free carboxylic groups, promoting even more the interactions
with other ingredients, as explained previously, which could also help the development of

food products.

2.4. Conclusion

The potential of a low-temperature blanching as a tool to modulate the pectin structure
was investigated in blueberry. The present study showed that fiber content and
composition of blueberry were cultivar-dependent and were not affected by neither a
pasteurization nor a low-temperature blanching followed by a pasteurization. Rheological
properties depended also on the cultivar and remained constant between both heat
treatments, as well as the monosaccharide composition of pectin. However, pectin DM and

solubility were modulated when using a low-temperature blanching treatment before
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pasteurization. Such a treatment decreased DM values and the amount of the water-
soluble pectin, possibly attributed to the enhanced PME activity. A LTB treatment is a
relevant and simple process to generate a blueberry puree with a low-methylated pectin,
while keeping the pectin mostly soluble and preserving the fiber level and the bioactive
compounds (phenolic content). An upcoming study will investigate the impact of LTB+P
compared to unheated blueberry purees studying pectin modifications and interactions
with proteins. Indeed, these modifications may enhance the affinity of pectin towards other
ingredients in order to facilitate the formulation of new functional foods. Further
investigations of blueberry puree functionality will be conducted to provide more

information in the food engineering field and the development of new applications.
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Chapitre 3. Etude des interactions entre la
pectine d’une purée de bleuets et des
protéines de lactoserum : fonctionnalité et
application

Transition contextuelle

Les travaux présentés dans le chapitre 2 ont permis de retenir deux cultivars de bleuets
pour la suite du projet : Polaris, pour sa plus haute teneur en fibres et en pectine, et
Patriot, en raison de sa plus large production au Québec. L’objectif qui était de diminuer le
DM de la pectine afin d'augmenter ses sites d’interactions avec les protéines, a été atteint

grace a l'application d’'un blanchiment a basse température sur les purées de bleuets.

Le chapitre 3 présente la deuxieme phase du projet (objectif 2) dans laquelle des
protéines de lactosérum, sous forme d’isolat, ont été ajoutées a la purée de bleuets dans
le but de former des complexes entre elles et la pectine du bleuet. Ce chapitre se décline
en deux parties : I'étude des mixtures protéines-purée seules puis l'application de ces
mixtures dans une boisson modéle.

La premiére partie consistait a étudier la formation de complexes protéine-pectine au sein
d’une purée de bleuets, en fonction du cultivar et du type de traitement (chauffage ou non)
de la purée. En effet, pour évaluer si une plus haute teneur en pectine (Polaris) avait une
influence sur la formation de complexes, nous avons continué a travailler avec les deux
cultivars de bleuets (Patriot et Polaris). De plus, la purée ayant subi le blanchiment a
basse température étudiée dans le chapitre 2 a été comparée a de la purée non traitée
thermiquement afin d’étudier 'impact du DM de la pectine sur la formation de complexes.
La purée non chauffée a été choisie comme comparaison car, dans une visée industrielle,
il peut étre plus intéressant d'utiliser de la purée non traitée thermiquement. En effet, cela
évite une étape de chauffage qui nécessiterait davantage de temps et d’argent pour une
entreprise. Finalement, limpact de la formation de complexes sur les propriétés
rhéologiques et texturales des mixtures résultantes était aussi a I'étude.

Dans la deuxiéme partie, ces mixtures ont été utilisées pour la fabrication de smoothies

modeles dont la viscosité et la stabilité dans le temps ont été mesurées. En effet, il a été
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montré dans le chapitre 1 de cette thése que ce sont les deux principales problématiques
rencontrées dans la formulation de boissons riches en fibres et en protéines. Les
smoothies ne sont pas des aliments normalisés dans le Réglement sur les aliments et
drogues de Santé Canada. Généralement, ce sont des produits a base de fruits ayant une
consistance semi-liquide et douce (« smooth ») qui sont préparés en mélangeant dans des
proportions adéquates du jus et des purées de fruits (Teleszko and Wojdylo 2014; Ruxton
2008). Dans le cadre de ce projet de doctorat, le choix du smoothie comme application
alimentaire a été donc décidé pour commencer, puisqu'il s’agissait d’un type de boisson
tout a fait adapté a l'incorporation directe d’'une purée de bleuets. De plus, cela permettait
de pouvoir faire relativement aisément un lien avec les propriétés observées des mixtures

seules.

Ce chapitre 3 permet donc de mieux comprendre les systemes mixtes « protéines-fruits »
et mieux appréhender leurs possibles applications dans le domaine alimentaire. Il fait
'objet d'un article qui a été soumis dans Food Hydrocolloids sous le titre « Study of
interactions between pectin in a blueberry puree and whey proteins: functionality
and application ». Les auteurs sont Laura M. Chevalier, Laurie-Eve Rioux, Paul Angers
et Sylvie L. Turgeon.
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Résumeé

Les protéines et les fibres, spécifiquement la pectine, sont connues pour former des
complexes a pH acide, principalement par interactions électrostatiques entre ces deux
macromolécules lorsqu’elles portent des charges opposées. Les complexes protéine-
pectine pourraient améliorer la fonctionnalité des aliments, tout en les enrichissant a la fois
en protéines et en fibres. Les études sur ces complexes dans des conditions telles que
retrouvées dans les aliments sont rares. Le but de ces travaux était d'étudier les
interactions entre des protéines de lactosérum et de la purée de bleuets, en particulier sa
pectine, et d’évaluer I'impact sur la fonctionnalité de la purée seule ou incorporée dans
une boisson modele. Aprés lincorporation d’'un isolat de protéines de lactosérum (IPL)
dans des purées a pH 3,5 et 6,5, les teneurs en pectine et protéines solubles ainsi que la
viscosité des mixtures résultantes ont été déterminées. La diminution de la solubilité de la
pectine et des protéines traduisait la formation de complexes protéine-pectine par
interactions électrostatiques a pH 3,5, contribuant & augmenter la viscosité des mixtures.
Le chauffage de la purée réalisé avant I'ajout de I'lPL augmentait la solubilité de la pectine
et réduisait a la fois la formation de complexes insolubles et laugmentation de la viscosité.
Finalement, la purée non chauffée et enrichie avec I'lPL a été utilisée pour préparer des
smoothies. La complexation protéine-pectine, probablement renforcée par Ila
pasteurisation finale des smoothies, contribuait a réduire la viscosité des smoothies et
peut étre expliquée notamment par des particules de plus petites tailles. Bien que la
stabilité des smoothies puisse étre améliorée, les interactions entre la pectine dans une
purée de bleuets et les protéines de lactosérum ont permis de former un nouvel ingrédient

fonctionnel pouvant étre utile dans la formulation de boissons riches en fibres et protéines.

Mots-clés : Bleuet ; Fonctionnalité ; Boisson ; Pectine ; Interactions protéine-pectine ;
Protéines de lactosérum.
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Abstract

Protein and fiber, especially pectin, are known to form complexes at acidic pH, mostly due
to electrostatic interactions between these two oppositely charged macromolecules.
Protein-pectin complexes could improve the functionality of foods, while enriching the latter
with both protein and fiber. Studies on these complexes under actual food conditions are
scarce. The aim of this work was to study interactions between whey proteins and
blueberry puree, in particular its pectin, and to evaluate the impact on the functionality of
the puree alone or incorporated into a model beverage. After the addition of a whey protein
isolate (WPI) into purees at pH 3.5 or 6.5, the soluble pectin and protein contents and the
viscosity of the resulting mixtures were determined. The decrease in the solubility of pectin
and proteins indicated the formation of protein-pectin complexes by electrostatic
interactions at pH 3.5, contributing to increase the mixture viscosity. Heating the puree
prior to the WPI addition increased the pectin solubility and reduced both the formation of
insoluble complexes and the viscosity increase. Finally, the non-heated puree enriched in
WPI was used to prepare smoothies. This time, the protein-pectin complexation, probably
reinforced by the final pasteurization of the smoothies, contributed to reduce the smoothie
viscosity and can be explained in particular by particles of smaller sizes. Although the
smoothie stability can be improved, the interactions between blueberry pectin in a puree
and whey proteins allowed to design a novel functional ingredient that may be helpful in
formulating beverages rich in fiber and protein.

Keywords: Blueberry; Functionality; Beverage; Pectin; Protein-pectin interactions; Whey

proteins.
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Graphical abstract
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3.1. Introduction

Protein and fiber are two food constituents of growing interest to health-conscious
consumers. In recent years, the molecular interactions between these two
macromolecules and the behavior of mixed systems have received increasing research
attention in order to extend their food applications (Turgeon and Laneuville 2009). Indeed,
some fiber present in plants, in particular pectin, are anionic polysaccharides which can
form complexes with proteins, most often through electrostatic interactions when both
have opposite charges. In addition to their nutritional contribution, protein-polysaccharide
(P-PS) complexes have shown interesting functional properties, such as decreased
aggregation and precipitation of proteins, improved thermal stability of proteins, and
modification of the viscosity of mixed systems (Schmitt and Turgeon 2011; Turgeon and
Laneuville 2009). These properties could favor the incorporation of both macromolecules
into food products to develop new functional foods, high in fiber and protein. However, P-
PS interactions depend on the molecular characteristics of the two macromolecules (e.g.
charge density, structural characteristics, and molecular weight), their concentration and
ratios, as well as the environmental conditions (e.g. pH, temperature, ionic strength, and
the presence of other molecules). All these factors may affect the properties of the P-PS

complex and limit their use in food formulations.

Although there is a significant amount of publications on P-PS mixed systems, studies
have generally been conducted in diluted and aqueous systems, using purified
macromolecules, far from the complex conditions of a real food matrix. The present study
focused on the formation of complexes between proteins from a whey protein isolate (W PI)
and a blueberry puree, a matrix that can easily be incorporated into a food product. Whey
proteins are a mixture of globular proteins of which B-lactoglobulin is the most abundant
and has been thoroughly studied for P-PS complexation. Whey proteins are soluble at
acidic pH and have an isoelectric point (IEP) around pH 5.0-5.2 (Pritchard and
Kailasapathy 2011; Edwards et al. 2008; Ju and Kilara 1998). Blueberry, a very popular
fruit in Canada, contains more than 2% fiber and about 0.5% pectin (Chevalier et al.
2017a). Pectin is an anionic polysaccharide and is the only fiber in fruit that carries
charges. Its structure consists mainly of linear chains of galacturonic acid. Its pKa is in the
range of 2.9-3.3 (Brejnholt 2010), and therefore pectin is typically negatively charged in
most food systems. The global charge density of pectin is governed by the amount of
methyl-esterified carboxylic groups, referred as the degree of methylation (DM). Recently,

it has been shown that a low-temperature blanching (1 h at 60°C) resulted in decreased
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pectin DM in a blueberry puree, likely due to increased endogenous pectin methyl-
esterase activity (Chevalier et al. 2017a). A lower DM value results in a higher global
charge density, which enhances the interactions of pectin with proteins (Girard et al.
2002). Therefore, we hypothesized that pectin within a blueberry puree can form
complexes in the presence of added WPI, and the application of such a heat treatment on
the puree, prior to the addition of WPI, could improve protein-pectin complexation.

On the other hand, other components in blueberry may interfere in protein-pectin complex
formation. Indeed, blueberry is rich in phenolic compounds (0.2-0.3%) (Prior et al. 1998;
Chevalier et al. 2017a) that can interact with proteins and polysaccharides mainly due to
hydrogen bonding and hydrophobic interactions. For example, protein-polyphenol
interactions are well known, particularly for their contribution to astringent perception and
haze formation in juices and wines. These polymers may form insoluble complexes, and
several recent reviews have described these interactions in more detail (Le Bourvellec and
Renard 2012; Ozdal et al. 2013).

The aim of the present work was to study the interactions and the formation of complexes
between added whey proteins and pectin present in blueberry purees. The effect of a pre-
heating step of the puree and the effect of the pH have been studied. The impact of
complexes on the viscosity of the resulting mixtures was also assessed. Then, the whey
protein-blueberry puree mixture containing complexes was incorporated into a model
smoothie to demonstrate the potential of these complexes to enrich beverages in both
fiber and protein.

3.2. Materials and methods

3.2.1. Chemicals

MeOH (certified ACS) was purchased from Fisher Chemicals (Fair Lawn, NJ), 3-
phenylphenol and Folin & Ciocalteu’s phenol reagent were obtained from Sigma-Aldrich
Inc. (Milwaukee, WI), and deuterated MeOH (d3-MeOH) was from CDN Isotopes (Pointe-
Claire, QC, Canada).

3.2.2. Material

Highbush blueberries (Vaccinium corymbosum L.) were obtained from Agridor (Beaumont,
QC, Canada). Two cultivars, "Patriot" and "Polaris”, were harvested at their physiological

maturity (July/August 2015), frozen at -30°C, vacuum-packed, and stored at -30°C until
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being pureed and heat treated or not (March 2017). Whey protein isolate (WPI) was
obtained from Davisco Foods International Inc. (BIPRO®, Le Sueur, MN).

3.2.3. Blueberry puree preparation and characterization

Blueberries from each cultivar were thawed at 4°C overnight then mashed with a food
processor for 15 min at speed 6 (Thermomix TM31, Vorwerk, Germany) to obtain a puree.
Then, for each cultivar, half of the puree was heated at 60°C for 1 h directly in the same
food processor, under gentle stirring (speed 3), then pasteurized at 90-95°C for 5 min, and
finally cooled at 20°C by transferring the puree in an ice bath. This puree was referred as
the "heated" puree. The "non-heated" puree was obtained with the other half of the puree,
stirred at the same speed, in the same food processor, and for the same total time as the
heated puree, but at 4°C to prevent enzymatic activity. At the end of both treatments
(heated or not), the purees were aliquoted, frozen and stored at -30°C.

Moisture content of the purees was determined by drying samples (3 g) at 102°C for 24 h
in an air oven. The alcohol-insoluble residue (AIR) was extracted from purees as follows:
puree sample (10 g) was mixed with 95% EtOH (30 mL) for 30 min then centrifuged (6,000
g for 10 min). The pellet was washed thrice with 75% EtOH (20 mL) then once with
acetone (20 mL). Pellet was transferred in aluminum dishes and dried overnight at 37°C in
an air oven. The AIR was then ground using a mortar and pestle then used for total pectin
content determination. The total pectin content was estimated as galacturonic acid content
(GalA) by colorimetric assay with 3-phenylphenol reagent (Blumenkrantz and Asboe-
Hansen 1973), after acid hydrolysis of the AIR (Melton and Smith 2001a). The degree of
methylation (DM) of pectin in AIR was determined by headspace GC-MS after
saponification of AIR as described by Chevalier et al. (2017a). The results were expressed
as the molar ratio of methanol to GalA (%). Puree samples were freeze-dried to determine
protein content by the Dumas method (IDF standards 185:2002) (N x 6.25) using a LECO
FP-528 (LECO Corporation, Saint Joseph, MI) and total phenolic content by Folin-
Ciocalteu method as described by Chevalier et al. (2017a). Phenolic compounds will be
referred as polyphenols for the rest of this article. The composition of these initial purees is
presented in Table 3-1.
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Table 3-1. Moisture, protein, pectin, and polyphenol contents (g/100 g dry weight),
and pectin degree of methylation of the initial purees

Purees Moisture Protein GalA! Polyphenols? DM (%)
PaNH 88.2+0.1 34+00 24+03 1.5+0.04 54+5
PaH 88.2+0.1 34+01 23+0.2 1.7+0.01 73+1
PoNH 89.4+0.2 52+03 3.3£0.6 1.8+0.02 59+5
PoH 89.2+0.1 51+00 31+04 1.7+0.02 72+5

Mean value + standard deviation. Pa: Patriot. Po: Polaris. NH: non-heated. H: heated. DM:
degree of methylation. 'Galacturonic acid from AIR, as an estimate of pectin content.
2Total phenolic compounds, as gallic acid equivalent.

3.2.4. WPI-blueberry mixture preparation and analysis

Aliquots from blueberry purees were thawed at 4°C overnight. The pH of the puree was
adjusted with the addition of droplets of appropriate solutions of HCl and NaOH to reach
pH 3.5 (corresponding to the mean pH of blueberry) or 6.5, in order to be in associative or
dissociative conditions, respectively. Then, WPI powder (0, 0.5, or 5%, w/w) was added
into the puree and the mixture was stirred at 20°C under moderate magnetic agitation. The
WPI concentration of 0.5% was chosen to have a whey protein:pectin ratio of about 1:1,
since the total amount of pectin in the blueberry purees was reported to be about 0.5 g/100
g (wet basis) (Chevalier et al. 2017a). The concentration of 5% was used to study the
effect of WPI concentration. After 1 h of stirring, the pH of the mixture was re-adjusted at
pH 3.5 or 6.5. The total number of HCI or NaOH droplets was counted and if necessary,
droplets of water were added to the mixture to equalize. After stirring for 2 h, the pH was
again adjusted if necessary, then the moisture content of mixture was determined (3 g
samples, at 102°C for 24 h). Mixture (45 g) was weighed into a 50-mL tube, centrifuged
(3,000 g for 30 min at 20°C) and the soluble phase (supernatant) was further analyzed
(section 3.2.4.1). The rest of the mixture was used for viscosity and firmness

measurements (section 3.2.4.2).

3.2.4.1. Soluble pectin, whey proteins, and polyphenols

To determine the pectin content in the supernatant, the alcohol-insoluble residue (AIR)
was first extracted from the supernatant as described in section 3.2.3, except for the last
acetone wash which was replaced by a dilution of the pellet in 10 mL of distilled water. The
pectin content in this diluted AIR was estimated as galacturonic acid content (GalA) by
colorimetric assay with 3-phenylphenol reagent (Blumenkrantz and Asboe-Hansen 1973).
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The protein amount in the supernatant was measured by the Dumas method (IDF
standards 185:2002) (N x 6.38) with a LECO FP-528 (LECO Corporation, Saint Joseph,
Ml). The amount of soluble whey proteins (in the supernatant) was calculated by
subtracting the amount of soluble blueberry proteins measured in the mixtures without WPI
addition. The polyphenol content in the supernatant was determined by the Folin-Ciocalteu
method as previously described for the initial puree (section 3.2.3), except that no
extraction was carried out, only a dilution of the supernatant (1:20 with distilled water) was
performed. Absorbance of the supernatant was measured at 765 nm against a standard
curve of gallic acid. Interference with proteins was removed by subtracting the absorbance
of aqueous solutions of WPI corresponding to the measured protein content in the

supernatant.

In order to present pectin, whey protein, and polyphenol solubility respectively, all results
were expressed in percentage of soluble pectin, whey proteins, and polyphenols (amounts
in the supernatant) relative to their respective contents of total pectin, whey proteins, and
polyphenols (amounts in the mixture before centrifugation), on dry weight. The amounts in
the mixture before centrifugation were calculated using the pectin and polyphenol contents
of the initial puree (determined in section 3.2.3) and the protein content of WPI (also

determined by Dumas method).

3.2.4.2. Viscosity and consistency measurements

Mixture viscosity (sample of 17 mL) was measured at 20°C using a rheometer (R/S+,
Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro, MA), equipped with coaxial cylindrical
geometry (cone and plate at the bottom, angle cone of 120°, bob-cup gap of 1.06 mm). A
controlled shear rate of 45 s was applied for 2 min: 1 min for pre-shear + 1 min for
apparent viscosity record. The results corresponded to the average of the 20 points
recorded during the second minute. The shear rate of 45 s was chosen to represent the

shear rate range (40-50 s*) of food processed in the mouth (Wood and Goff 1973).

Mixture consistency was determined on samples (30 mL) allowed to stand overnight at
20°C in 50-mL beakers (diameter of 40 mm). A penetrometry test using a texture analyzer
(TA-XT2, Texture Technologies Corp, Scarsdale, NY) equipped with a 5-kg load cell was
performed at a speed of 2 mm.s™* with a 12-mm stainless steel cylindrical probe. Firmness

was measured as the maximum load recorded during penetration of 15-mm.
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3.2.5. Smoothie preparation and analysis

Three smoothie formulations were prepared with varying WPI concentration, in order to
study the effect of protein addition and concentration on the stability of the beverage: SO,
S0.5, S5 (0, 0.5, and 5% of WPI respectively). The description of the 3 formulations is
presented in Annex 2-1. Firstly, raw blueberry puree was obtained by mixing the thawed
fruits (50:50 w/w mix of Patriot and Polaris cultivars) with a food processor for 15 min at
speed 6 (Thermomix TM31, Vorwerk, Germany). WPI (0.5 and 5%) was gradually added
into the puree under agitation and then the mixture was stirred at speed 3 for 2 h at room
temperature in order to disperse proteins in the purees and favor their solubilization.
Blueberry puree without added WPI was also stirred for 2 h to obtain a smoothie without
WPI (S0). After stirring for 2 h, the purees with WPI were acidified to the pH value of the
puree without WPI (pH 3.2-3.3) using a 50% citric acid solution. Then apple juice was
added and mixed until homogenization. The amount of apple juice was adjusted to match
the amount of citric acid solution added. Smoothies were then pasteurized using a tubular
heat exchanger (UHT/HTST Lab-25 HV, MicroThermic Inc., Raleigh, NC) at 72°C for 20 s,
cooled at 20°C and immediately filled up into sterile 50-mL graduated plastic tubes. All
smoothie samples were stored at 4°C until analyses. The mean particle size of smoothies
was analyzed one day after the manufacturing (day 1), while viscosity, and visual stability
were measured at day 1, 7, 14, 21, and 28. The stability was followed for 48 h after the
manufacturing using the Turbiscan technique and the global Turbiscan stability index (TSI)
(described below).

Global composition (moisture, protein, ash, lipid, and total fiber) of the smoothies was
determined as mentioned by Chevalier et al. (2017a). Carbohydrate content was
calculated by difference (total solids - (protein + lipid + ash + fiber)). The determination of
energy value was performed using the following coefficients: carbohydrate = 4.0 kcal/g,
lipid = 9.0 kcal/g, protein = 4.0 kcal/g, and fiber = 2.0 kcal/g. The pH of the smoothies was
measured using a pH-meter (Symphony SB20, VWR, Radnor, PA).

The mean particle size (D[4,3]) of the smoothies was determined the day after their
manufacturing, using a laser diffraction analyzer (Master Sizer 3000, Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, UK). Samples were diluted in distilled water acidified to pH 3.5 with
HCI to avoid complex dissociation due to pH change. Measurements were analyzed in

triplicate, while stirring at 1,500 rpm with an obscuration of 10-17%.

The viscosity of the smoothies during the storage time was measured in duplicate at 4°C
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using a rheometer (ARES G2, TA Instruments, New Castle, DE), equipped with a four-
blade vane geometry (diameter 27.637 mm, height 41.507 mm, gap 5.849 mm) under
steady state measurements. A pre-shear of 50 s was applied for 1 min then the shear
rate was increased from 1 to 200 s. The results showed the viscosity values recorded at
45 s, as explained in the section 3.2.4.2.

The stability of the smoothies was followed by visual observation of the resting smoothie
samples in the 50-mL tubes at 4°C. The development of a phase separation with the
apparition of a clear serum layer was recorded as an indication of instability. However, the
phase was generally observed in the lower part of the tubes and could not be collected.
Stability was also followed over time using a Turbiscan Lab apparatus (Formulaction,
L’'Union, France). Smoothies were manually shaken before being transferred (= 22 mL)
into specific glass cylindrical tubes. Tubes were closed and scanned every 15 min for 6 h,
and then every hour until 48 h. As the Turbiscan Lab could not cool the samples, analyses
were performed at room temperature. The Turbiscan technique is a tool for monitoring the
destabilization kinetic of a system and assessing the extent of eventual phase separation.
The global Turbiscan total stability index (TSI) is a relative number without unit that allows
for measurement and comparison of the relative stability of different samples based from
the variations in the rate of backscattering/transmission intensity of the sample over time
(Kaombe et al. 2013). Calculation of the TSI values was done using the software
TurbiSoft.

3.2.6. Statistical analysis
Statistical analysis was conducted with SAS® 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

For the study of interactions, three repetitions of WPI-blueberry mixtures were prepared for
each condition (puree heat treatment, pH, and WPI concentration). Viscosity and firmness
measurements were performed in replicate for each mixture repetition. Analysis of
variance (ANOVA) using the GLM procedure was executed. Two-way ANOVAs were used
according to a factorial experiment 2 x 2 x 2 x 3, considering the effect of cultivar, puree
heat treatment, pH, and WPI concentration. For significant interactions (P < 0.01), means

were compared with the Tukey’s multiple comparisons test.

For the study of smoothies, each formulation was repeated three times. Two-way ANOVAs
were performed using the mixed procedure and according to a factorial experiment 3 x 2,

considering the effect of WPI concentration and storage time (repeated measure). For
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significant effect(s) or interaction (P < 0.05), means were compared with the Tukey’s
multiple comparisons test.

3.3. Results and discussion

3.3.1. Pectin and whey protein solubility

Figures 3-1A and 3-1B show the pectin and whey protein solubility respectively. For whey
protein and pectin solubility, means of the two cultivars were pooled and presented
depending on puree heat treatment, pH of the mixtures, and WPI concentration (triple
interaction significant (P < 0.01)). The triple interaction between cultivar, puree heat
treatment, and pH was also significant for pectin solubility, but was not presented since the
behavior of the two cultivars showed the same trend: the effect of cultivars was only due to

their different pectin contents (Chevalier et al. 2017a).

3.3.1.1. Behavior in the mixtures without WPI addition

For both non-heated and heated purees without WPI addition (0%), pectin solubility varied
significantly depending on the pH of the mixtures and the puree heat treatment (Fig. 3-
1A). Pectin was less soluble at pH 3.5 (6%) than at pH 6.5 (24%). Some pectin
depolymerization by B-elimination could occur during the 2 hours at pH 6.5, contributing in
part to its increased solubility at this pH (Albersheim et al. 1960). In addition, at pH 3.5,
pectin may strongly interact with other blueberry components to coprecipitate in the pellet,
limiting its solubility. These other components were not blueberry proteins whose solubility
remained constant for both pH values, at about 45% of total blueberry proteins (data not
shown). However, polysaccharides, especially pectin, may interact with polyphenols
depending on the pH (Renard et al. 2017; Lin et al. 2016), which could explain the lower
pectin solubility at more acidic pH. Pectin-polyphenol interactions will be discussed in the
section 3.3.2. Regarding the puree heat treatment (performed prior to pH adjustment and
WPI addition), it contributed to increase pectin solubility. The amount of soluble pectin was
significantly increased compared to the non-heated purees, due to the thermosolubilization
of pectin. Indeed, elevated temperatures may 1) change the interactions between pectin
and cell wall components promoting pectin dissociation and leaching, and 2) promote
pectin depolymerization by B-elimination and acid hydrolysis, releasing some smaller
soluble pectin molecules from the cell wall network (Christiaens et al. 2012a; Colin-
Henrion et al. 2009; Sila et al. 2009b).
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Figure 3-1. Pectin (A), whey protein (B), and polyphenol (C) solubility in the WPI-
blueberry mixtures

Means (+ standard error). Bars with the same letter were not significantly different
according to Tukey’s test (a = 0.01). 0%: mixture without WPI. 0.5%: mixture with 0.5% of
WPI. 5%: mixture with 5% of WPI. NH: non-heated puree. H: heated puree.
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3.3.1.2. Behavior in the mixtures with WPI addition

When 0.5% of WPI was added to the non-heated purees, the pH of the mixtures had a
significant effect on pectin and whey protein solubility. For non-heated purees, at pH 3.5,
the pectin solubility with 0.5% of WPI significantly decreased compared to 0% of WPI (Fig.
3-1A). At pH 6.5, such a decrease was not observed, meaning that the addition of WPI
reduced the pectin solubility only at acidic pH. The whey protein solubility behavior showed
a similar trend (Fig. 3-1B). For non-heated purees, whey proteins added in the mixtures
with 0.5% of WPI had a very low solubility at pH 3.5 (3%), whereas at pH 6.5 about 60% of
whey proteins were soluble. In aqueous solution, under the same centrifugation conditions,
whey proteins from WPI are highly soluble at both pH 3.5 and 6.5 (> 95%, data not shown)
and do not form aggregates (Ju and Kilara 1998). The global lower solubility of whey
proteins in blueberry puree, as compared to aqueous solution, might be explained by a
difference in ionic strengths of the solutions, and the presence of minerals, salts, other
macromolecules, etc. that could modulate protein conformation, interactions, and hydration
properties. However, a remarkable result is the low solubility of whey proteins in the
mixtures at pH 3.5 compared to pH 6.5. This concurrent pH-dependent behavior for both
pectin and whey proteins is consistent with the formation of complexes between these two
macromolecules bearing oppositely charged functional groups (De Vries and Cohen Stuart
2006). Indeed, at pH 3.5, which is higher than the apparent pKa of pectin (pH = 2.9-3.3
(Brejnholt 2010)) but at the same time lower than the IEP of whey proteins (pH = 5.0-5.2
(Edwards et al. 2008; Pritchard and Kailasapathy 2011; Ju and Kilara 1998)). Under these
pH conditions, pectin was negatively charged whereas proteins carried positive charges
(Jones et al. 2010b; Lutz et al. 2009b), which resulted in electrostatic associative
interactions between these two biopolymers and in the formation of protein-pectin
complexes (Tolstoguzov 1997; Thongkaew et al. 2015). These complexes sedimented in
the pellet during the centrifugation, resulting in a loss of whey protein and pectin solubility
at pH 3.5. At pH 6.5, both whey proteins and pectin were globally negatively charged,
which prevented protein-pectin complexation and loss of solubility. Some authors reported
that complexes can be formed onto some positive patches of proteins above IEP (Schmitt
et al. 1998; Doublier et al. 2000; Park et al. 1992; Grymonpré et al. 2001; Lutz et al.
2009a). However, this complexation occurred at pH values closer to the IEP of proteins
(pH = 5.5-6.0), meaning that, in the present study, the protein-pectin complexation at pH
6.5 was likely minor.
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When more WPI was added (5%) in non-heated purees, pectin and whey protein solubility
were again lower at pH 3.5 than at pH 6.5, meaning that protein-pectin complexes were
formed at pH 3.5. However, at this pH, the pectin solubility was similar to the value as
obtained when 0.5% of WPI was added (Fig. 3-1A). This observation may suggest that it
was not possible for more proteins to complex with pectin. This is in agreement with the
higher amount of soluble whey proteins at pH 3.5, at 44% for 5% of added WPI compared
to 3% for 0.5% of added WPI (Fig. 3-1B). Assuming that all the pectin and whey protein
solubility difference between pH 3.5 and 6.5 resulted from a whey protein-pectin
complexation, the results suggest that for the mixtures with 0.5% of WPI, 94% of total
whey proteins were complexed with about 80% of soluble pectin. This ratio corresponds to
21 g of whey proteins that complexed with 1 g of pectin. Reported optimal mass ratio for
protein:pectin to form complexes is between 2:1 and 5:1 (Bédié et al. 2008; Jones et al.
2009; Jones et al. 2010b; Girard et al. 2002; Girard et al. 2004), with higher ratios resulting
in over-aggregation of proteins onto the complexes and a protein self-aggregation. In the
mixtures with 5% of WPI, only 40% of total whey proteins were complexed, which
corresponds to 102 g of whey proteins complexed with 1 g of pectin. It was likely that a
part of the decrease in protein solubility resulted from protein-protein interactions and over-
aggregation onto the complexes. It was also possible that whey proteins interacted and
coprecipitated with other blueberry constituents such as polyphenols (discussed in section
3.3.2). Besides, for both blueberry cultivars, for similar conditions, such as a given pH,
either 3.5 or 6.5, and WPI concentration, either 0.5 or 5%, similar amounts of whey
proteins sedimented (data not shown). Although the Polaris cultivar is higher in total pectin
than the Patriot cultivar (Table 3-1), the two cultivars had the same amount (in weight) of
soluble pectin in mixtures without WPI (data not shown). These results suggest that some
of Polaris pectin could have precipitated with some Polaris proteins, also higher in this
cultivar. In addition, the higher amount of total fiber of the Polaris cultivar (Chevalier et al.
2017a) might have entrapped and retained more pectin. All these observations highlight
that the amount of soluble pectin and the presence of other fruit constituents are important
factors governing the protein complexation yield.

In addition to the pH of the mixtures, the puree heat treatment (prior to WPI addition) had
also a significant effect on pectin and whey protein solubility. Heating the puree

contributed to increase the amount of soluble pectin in the mixture without added proteins,
as explained in the previous section (3.3.1.1) and also in the mixtures with added proteins.

Indeed, for both pH values and for heated purees, pectin solubility remained similar at both
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0.5% and 5% of WPI compared to the heated puree with 0% of WPI (Fig. 3-1A).
Moreover, whey proteins were more soluble for heated purees than non-heated purees at
pH 3.5 for both 0.5% and 5% of WPI respectively (Fig. 3-1B). Therefore, when purees
were heated before protein addition, less sedimentable (insoluble) protein-pectin
complexes were formed compared to mixtures with non-heated purees. A few insoluble
protein-pectin complexes could be formed at pH 3.5 for heated purees with 0.5% of WPI
since only 23% of whey proteins were soluble (Fig. 3-1B). However, less pectin might
have been involved in complex formation and thus no pectin solubility decrease could be
detected. Therefore, although more pectin was solubilized after puree heat treatment
(thermosolubilization), this soluble pectin seemed to interact to a lesser extent with
proteins. The lower affinity of the thermosolubilized pectin toward proteins might support
this behavior. Indeed, the thermosolubilization of pectin was shown to preferably occur on
linear and high-methylated pectin (Heutink 1986; Ouden and Vliet 2002; Massiot et al.
1996; Christiaens et al. 2012a; Sila et al. 2009b). The high-methylated pectin contained
less available free carboxylic groups able to interact with proteins and is saturated with
proteins faster than low-methylated pectin (Girard et al. 2002). The characterization of the
initial purees (Table 3-1) confirmed these observations since the pectin DM of heated
purees was higher (72%) than that of non-heated purees (56%). This DM increase was
quite surprising because Chevalier et al. (2017a) showed that a low-temperature blanching
(60°C/1 h) decreased the pectin DM of blueberry purees (heated in an Erlenmeyer flask in
a water bath using a rotary movement). Indeed, the specific temperature of 60°C usually
promotes the pectin methyl-esterase activity that decreases the pectin DM (Christiaens et
al. 2014). However, in the present study, as larger amounts of puree were required, the
heating was applied directly in the food processor (Thermomix) equipped with sharp
blades for the stirring. This continuous and hot shearing, followed by a longer cooling time
(at least 30 min), may have promoted cell wall disruption and thermosolubilization of pectin
to a greater extent than PME activity.

Another explanation to the higher solubility of pectin and whey proteins in heated purees is
that the protein-pectin complexes formed resulted in less sedimentable particles that
remained in the supernatant. Indeed, it was found that high-methylated pectin forms more
stable complexes with soy proteins than low-methylated pectin (Lam et al. 2007). This
result was also reported for casein dispersions (Pereyra et al. 1997). As higher methylated
pectin contains a lesser amount of electrostatic interactive sites, fewer protein molecules
can bind, leading to more stable complexes. In addition, some portion of the high-
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methylated pectin chains may remain free and available for solvent interactions, forming
dispersions resistant to centrifugal sedimentation (Pereyra et al. 1997). Furthermore, as
the soluble pectin concentration was largely increased with the puree heat treatment,
some unbound pectin remained in solution, probably increasing the serum viscosity and
thus preventing complex precipitation (Pereyra et al. 1997). In the present study, the
viscosity of the supernatants (serum) was not measured, but the viscosity of the mixtures
was characterized (section 3.3.3). Further assays and investigations could be conducted
to study the formation of protein-pectin soluble complexes. Measurement of the particle
size in the supernatants was performed using a Zetasizer Nano-ZS but samples were too
polydisperse to provide good quality data (data not shown). However, only the puree heat
treatment seemed to have an effect on the average diameter size that tended to increase
for all heated purees, while the WPI concentration appeared to have no effect. Other
analyses could be performed, such as increasing the centrifugation force, determining the
turbidity of supernatants, or increasing the ionic strength to destabilize and precipitate the
potential soluble complexes, but these tests were not performed in the present study.
Nevertheless, the qualitative visual observation of some mixture samples let to rest at
20°C overnight was coherent with the solubility measurements and the complex formation
(data not shown). Indeed, the non-heated purees with added WPI showed at pH 3.5 a
phase separation, with an upper layer of clear serum of about 5 mL compared to a total
puree volume of 30 mL, whereas no phase separation was observed at pH 6.5. The phase
separation can be a consequence of the formation of protein-polysaccharide complexes
which are present in the lower phase (Tolstoguzov 1997). For all heated purees, no phase

separation was observed, confirming that few or no insoluble complexes were formed.

3.3.2. Polyphenol solubility

Figure 3-1C presents the solubility of polyphenols as affected by the pH of the mixtures
and the puree heat treatment. Cultivar had a significant effect, regardless of the puree
treatment and pH. Indeed, Polaris cultivar had slightly less soluble polyphenols than
Patriot cultivar (data not shown). The cultivar effect was not presented since it was
certainly only due to the higher fiber content of the Polaris cultivar (Chevalier et al. 2017a)
that entrapped and retained more polyphenols (Padayachee et al. 2015). In the context of
the present study, this section focuses on the interaction between the puree heat

treatment and the pH which was significant (P < 0.01).
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For both non-heated and heated purees, a higher polyphenol solubility was observed at
pH 6.5 compared to pH 3.5. A similar pH-dependent behavior was observed for pectin,
with lower solubility at pH 3.5 than at pH 6.5 regardless of WPI addition (Fig. 3-1A), as
explained in the section 3.3.1.1. This common lower solubility at pH 3.5 supported a pectin
interaction with polyphenols, resulting in their respective decrease in solubility. It is known
that polyphenols may interact with polysaccharides (Renard et al. 2017), especially pectin
(Le Bourvellec et al. 2005). Renard et al. (2001) and Le Bourvellec et al. (2004) found that
proanthocyanidins are the kind of polyphenols that are the most bound to cell wall
polysaccharides, by a combination of hydrogen bonds and hydrophobic interactions.
However, no significant effect of pH in the range of 2.5 to 7 on the complex formation
between apple cell walls and procyanidins was reported by Renard et al. (2001) who,
unlike the present study, have worked on isolated cell wall material and polyphenols,
whose conformation and structure might have been modified during the extraction
procedure. Such characteristics can affect the extent of interactions between polyphenols
and cell walls (Renard et al. 2017). Furthermore, in blueberry puree, other components
can influence these interactions. For instance, minerals can modify the ionic strength,
whereas vitamins and sugars may affect the hydrophobic interactions or hydrogen bonds.
Lin et al. (2016) pointed out some ionic interactions between anthocyanins and blueberry
pectin, depending on pH. Indeed, at acidic pH, anthocyanins present a flavylium cation
form able to interact with the free carboxyl groups of pectin (Lin et al. 2016). Further
investigations on the impact of pH and other environmental conditions on blueberry
components would contribute to better understand the pectin-polyphenol interactions in a

real fruit matrix.

For heated purees, the polyphenol solubility was higher at pH 3.5 compared to non-heated
purees (Fig. 3-1C). This result suggests that lower amounts of insoluble complexes
between pectin and polyphenols were formed in heated purees or that the interactions
were weakened, increasing the polyphenol solubility. Indeed, high temperatures weaken
hydrogen bonds and it has been reported that they decrease association between apple
cell walls and procyanidins (Le Bourvellec et al. 2004). Moreover, heating may have
modified the conformation and structure of pectin and/or polyphenols, which can result in
weaker interactions (Renard et al. 2017). For example, pectin and polyphenols might have
been partially depolymerized, especially since blueberry puree is an acidic matrix. It was
observed that decreasing the size of pectin polymer reduces the stability of pectin-
polyphenol complexes (Ben-Shalom et al. 1984). In addition, decreasing the molecular
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weight of proanthocyanidins may reduce their apparent affinity for apple cell wall material
(Le Bourvellec and Renard 2005; Renard et al. 2017). Besides, the solubilized pectin after
heat treatment can develop a gel-like network capturing polyphenols and preventing their
self-precipitation, stabilizing them in the supernatant (Le Bourvellec et al. 2005; Le
Bourvellec and Renard 2012).

Interestingly, for each pH and each puree treatment, the addition of WPI had no impact on
the polyphenol solubility since the polyphenol solubility was similar for mixtures with 0%,
0.5%, and 5% of WPI (data not shown). This means that there was no or few whey
protein-polyphenol interactions. These limited interactions could be explained by several
reasons. Firstly, protein interacts mostly with condensed tannins (proanthocyanidins) (Le
Bourvellec and Renard 2012; Naczk et al. 2006). The Folin assay used in this study allows
to measure the total phenolic compounds and might not be able to detect a small decrease
associated with one type of polyphenols. Moreover, the proanthocyanidins have also been
shown to be the polyphenol type the most strongly bound and entrapped with the cell wall
polysaccharides (Guyot et al. 2003; Le Bourvellec et al. 2011), reducing their availability to
interact with added whey proteins. It is therefore possible that all the polyphenols able to
bind with proteins were already complexed with blueberry polysaccharides. Further works
on specific extraction and measurement of total and soluble proanthocyanidins could
complete our results. Besides, some authors showed that the proteins strongly associated
with polyphenols are rich in proline, with open and flexible structure, as gelatin (Le
Bourvellec and Renard 2012; Naczk et al. 2006). Whey proteins have a globular and
compact structure with a low proline content (Pritchard and Kailasapathy 2011), which may
hinder hydrogen bonds and hydrophobic interactions with polyphenols. On the other hand,
it is possible that some whey protein-polyphenol interactions occur but form stable and
non-sedimentable complexes. Indeed, some authors reported that an excess of proteins
may prevent polyphenol precipitation with proteins: at low polyphenol:protein ratio, several
polyphenols can bind to the same protein molecules, resulting in soluble complexes (Le
Bourvellec and Renard 2012; Naczk et al. 1996).

3.3.3. Rheological and textural properties of the WPI-blueberry mixtures

In order to study the impact of whey protein-blueberry pectin interactions on the mixture
functionality, apparent viscosity and consistency (firmness) were measured (Fig. 3-2A and

3-2B). Means were pooled by cultivar and presented depending on puree heat treatment,

pH of the mixtures, and WPI concentration (significant triple interaction (P < 0.01)).
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Figure 3-2. Viscosity (A) and firmness (B) of the WPI-blueberry mixtures

Means (x standard error). Bars with the same letter were not significantly different
according to Tukey's test (a = 0.01). Dotted bars @ and® ) were means obtained with the
Patriot cultivar only (not considered in the Tukey's test). 0%: mixture without WPI. 0.5%:
mixture with 0.5% of WPI. 5%: mixture with 5% of WPI. NH: non-heated puree. H: heated
puree.

For Polaris non-heated purees, aggregates of pulp appeared when purees were thawed
overnight. At pH 3.5, after the addition of 0.5 and 5% of WPI, aggregates were larger and
not suitable for the viscosity measurement performed with a cone and plate geometry.
Therefore, the corresponding data were not used for statistical analysis. Only the data
obtained for Patriot cultivar in these conditions (Fig. 3-2A, NT, pH 3.5, 0.5 and 5%) were

presented but not considered in the Tukey’s test. However, in a qualitative way, it could be
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affirmed that the WPI addition increased the viscosity of the non-heated purees at pH 3.5.
This observation was supported by the results of consistency showing a higher firmness
for the non-heated purees at pH 3.5 with 0.5 and 5% of WPI (Fig. 3-2B). Similarly, the
addition of soy proteins and bovine serum albumin was shown to increase the viscosity
and consistency of tomato products (for pH values of 4.2-4.8) (Takada and Nelson 1983;
Thakur et al. 1996; Tiziani and Vodovotz 2005). The increase observed in the present
study at pH 3.5 was not only due to protein addition, but rather to protein-pectin complex
formation. At pH 6.5, where no or few complexes were formed, the viscosity and
consistency did not increase, despite the WPI addition. This increase was also observed
for heated purees at pH 3.5, but to a very smaller extent and only for the mixtures with 5%
of WPI. This result was in agreement with the minor protein-pectin insoluble complexes
found previously in the heated purees (section 3.3.1.2).

In the literature, both synergistic and antagonistic effects on the viscosity of protein-
polysaccharide mixed systems have been reported, depending on the different
concentration regimes, the type of biopolymers, and the food environment (reviewed by
Turgeon and Laneuville (2009) and Schmitt and Turgeon (2011)). The strength of protein-
polysaccharide interactions and the protein:polysaccharide ratio play a major role on
viscosity, especially by affecting the complex size. Bertrand (2008) found that, at mass
ratios < 16:1 (whey protein:low-methylated pectin), formation of protein-pectin complexes
and a higher molecular volume controlled the rheological behavior by increasing the
viscosity. Higher ratios (= 20:1) promoted protein-protein interactions at the expense of
protein-polysaccharide interactions, leading to a flow behavior similar to protein alone. In
this study, at pH 3.5 in non-heated purees, the mass ratios of added whey proteins to
soluble pectin (measured as galacturonic acid in the supernatant at 0% of WPI) were
estimated at about 25:1 and 190:1 at 0.5 and 5% of WPI respectively. These ratios could
not be directly compared to the one established by Bertrand (2008) because the present
system was not a diluted aqueous solution, but a fruit puree, with a different ionic strength,
and the presence of many other components that may have interacted. To our knowledge,
no studies have presented the impact of protein-polysaccharide complexes on the
viscosity of real and complex food systems as a fruit puree. Nevertheless, the increase of
viscosity observed in the presence of WPI at pH 3.5 likely resulted from both protein-pectin
complexes, protein-protein aggregates, and/or over-aggregation of proteins onto the
complexes (Laneuville et al. 2000). All these structures may have contributed to increase
the molecular volume and size of particles, resulting in increased viscosity.
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On the other hand, regardless of the WPI addition, the viscosity of heated purees was
higher than that of non-heated purees, despite a small mean particle size of the former
(data not shown). This higher viscosity was likely related to the increase in soluble pectin
amount caused by the heating treatment, as discussed previously (section 3.3.1). Several
studies on fruit or vegetable suspensions highlighted that an increase in the soluble pectin
amount due to thermal treatments leads to an increase in viscosity of the serum that
contributes to increase the consistency and viscosity of the whole suspensions (Osorio et
al. 2008; Castro et al. 2013; 2012; Moelants et al. 2013; Bengtsson et al. 2011; Espinosa-
Mufioz et al. 2013). Espinosa-Muiioz et al. (2013) reported that the consistency of apple
purees can be increased by addition of pectin that plays a lubricating role and thickens the
serum. In the present study, the contribution of the soluble pectin to increase the viscosity
was also observed in non-heated purees at pH 6.5. Indeed, these purees were more
viscous since they contained more soluble pectin than purees at pH 3.5.

The stabilization of whey proteins and the viscosity monitoring appeared to be improved
due to the solubilization of pectin after a heat treatment of the purees. However, in the
food industry, it is more convenient to apply heat treatments (ex: such as pasteurization) at
the end of the food process to ensure microbiological quality and shelf stability.

3.3.4. Case study: Application of WPI-blueberry mixture in the smoothies

As an example of the convenient application for the WPI-blueberry mixture, smoothies
were prepared in conditions promoting protein-pectin complexation, i.e. with non-heated
purees at acidic pH. Only the WPI concentration varied. As no major effect of the cultivar
was observed in the first part of this study, a mix 50:50 (w/w) of both Patriot and Polaris
cultivar was used in the formulation. The global composition of the three smoothies was
provided in Annex 2-2. All smoothies were considered, based on Canadian standards, as
"high in fiber" since one portion of 250 mL of smoothie (= 250 g) provided at least 4 g of
fiber (CFIA 2016a). Besides, one portion of the smoothie with 5% of WPI contained 10 g of
protein, which is the usual content of protein-rich beverages found on the market.

3.3.4.1. Viscosity and particle size of the smoothies

The viscosity of the smoothies was stable over storage time (Fig. 3-3). However, the
addition of WPI decreased significantly the viscosity compared to the smoothie without
WPI (S0). Indeed, S0.5 and S5 had a mean viscosity of 162 + 4 and 204 + 5 mPa.s,

respectively, significantly smaller than SO (258 + 6 mPa.s). This viscosity decrease can be
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related to the mean particle size (D[4,3]) of the smoothies (Fig. 3-3, Annex 2-3). The
mean particle size of S0.5 and S5 were 448 + 44 and 367 = 22 pm, respectively,
significantly smaller than that of SO (682 + 47 um). The higher viscosity measured in S5
compared to S0.5 was attributed to the higher total solid content due to the higher WPI
amount (11.5% in S0.5 vs. 14.8% in S5, data not shown). This decrease in viscosity upon
the addition of WPl was very promising since the protein fortification of beverages is
usually associated with an increase of consistency/viscosity, which may reduce the
beverage palatability and convenience, as well as the appreciation by consumers
(Deshpande et al. 2005; Folkenberg et al. 1999).

Mean Mean
viscosity  particle
300 (mPa.s) size (um)
SO 2582 +6 6822 +47
250
S5 204> +5 367° £ 22
200 A

805 I 2 T T

Apparent viscosity (mPa.s)

100
—0—50
——
5 . S0.5
—e—5S5
0 T T T T
0 7 14 21 28

Time (days at 4°C)

Figure 3-3. Apparent viscosity of the smoothies at 45 s over storage time and mean
particle size depending on the WPI concentration

Means (+ standard deviation). Means with the same letter were not significantly different
according to Tukey's test (a = 0.05). SO: smoothie without WPI. S0.5: smoothie with 0.5%
of WPI. S5: smoothie with 5% of WPI.

The first part of this study showed that the addition of WPI in a non-heated puree at acidic
pH formed whey protein-pectin complexes that contributed to increase the viscosity. In the
preparation of smoothies, WPI was also added to a non-heated puree, at a pH of about
3.3, suggesting that the formation of whey protein-pectin complexes certainly occurred.
However, the major difference with the first part was the final smoothie pasteurization
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(72°C/20 s). This heating step may have enhanced and/or strengthened the protein-pectin
interactions, forming compact and smaller complexes, which contributed to reduce the
mean particle size and the viscosity (Laneuville et al. 2000; Tolstoguzov 1996; Gentes et
al. 2010; Krzeminski et al. 2014b; Jones et al. 2009; 2010a; Wagoner and Foegeding
2017). The mechanism is still not well understood but could be due to the complex internal
restructuring associated to partial protein denaturation and unfolding in response to heat
(Gentes et al. 2010; Wagoner and Foegeding 2017). These conformational changes
expose charged groups of the protein side chains, thereby maximizing the interactions
between protein and pectin and favoring a smaller hydrodynamic size. In addition to the
strengthening of complexes and the decrease of mean particle size, pasteurization
probably promoted partial pectin solubilization. As proposed in the first part of this study,
the higher soluble pectin amount could play a lubricating role (Espinosa-Mufioz et al.
2013) and reduce the contribution of protein-pectin complexes to the viscosity increase.

3.3.4.2. Stability of the smoothies

In addition to having an adequate viscosity, the other challenge in the formulation of
protein-rich beverages is the stability over time which may be dependent on the protein
addition, precipitation, and aggregation. The smoothie without WPI (S0) showed no visual
instability over storage time (28 days) (Annex 2-4). For S0.5, a small phase separation
appeared after a few days, mostly in the middle or the top of the tubes, and increased over
time. For S5, the phase separation began at day 1, in the bottom of the tubes. This
separation increased over time, notably during the first two weeks of storage.

The global Turbiscan stability index (TSI) results confirmed this instability, increasing with
the WPI concentration. Indeed, S5 had the highest TSI, meaning the higher instability and
phase separation, followed by S0.5, whereas SO kept a low TSI (Fig. 3-4).
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Figure 3-4. Global Turbiscan stability index of the smoothies over time (20°C)
depending on the WPI concentration

TSI Turbiscan stability index. SO: smoothie without WPI. S0.5: smoothie with 0.5% of
WPI. S5: smoothie with 5% of WPI.

Further work should be done to enhance the stability of the smoothies with WPI. For
instance, it was shown that increasing the heating temperature from 70 to 90°C decreases
the size of B-lactoglobulin-pectin particles and protein aggregates in solution due to a
faster protein unfolding, enhancing their stability (Jones and McClements 2010).
Kazmierski et al. (2003) also obtained a better stability of whey protein-fortified orange
juice at 85°C, compared to 65 and 75°C, explained by the formation of soluble aggregates
(protein-protein and protein-pectin complexes). The authors proposed that the pectin of
orange juice as well as other components such as organic/polyphenols and salt provided
an increased protective effect at elevated temperature. Finally, a step of homogenization
could be considered. Indeed, Jaramillo et al. (2011) found that the homogenization of a
model soy beverage enhanced the solubility of soy protein-pectin complexes, increasing
the stability of the beverage. Nevertheless, in the present study, phase separation was
eliminated by a gentle shaking of the smoothie. In a view of food development and
commercialization, the use of an opaque packaging could be an easy solution.
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3.4. Conclusion

This work opened new avenues on the study of protein-polysaccharide interactions, with
fruit ingredients as natural sources of polysaccharide, instead of purified molecules. The
first part of this study consisted in evaluating the formation of interactions between added
whey proteins and components of blueberry purees from two cultivars, in particular pectin.
The low solubility of blueberry pectin and whey proteins at acidic pH showed that insoluble
protein-pectin complexes were formed in a non-heated puree, mainly by associative
interactions. This behavior was similar for both blueberry cultivars and the amount of
soluble pectin in blueberry limited the formation of complexes. These complexes
contributed to increase the viscosity of the mixture. Although whey proteins did not alter
the blueberry polyphenols, it would be interesting to study more thoroughly the effect of
some polyphenols, in particular proanthocyanidins, on protein-pectin interactions. The
application of a heat treatment on the puree before WPI addition led to high-methylated
pectin solubilization that could limit the formation of insoluble aggregates (protein-pectin
complexes or protein-protein aggregates) and stabilize the mixture. In the future, this
stabilization could be promising to facilitate the incorporation of other types of protein that
usually precipitate at acidic pH. Further investigations could provide more information

about the possible formation of soluble complexes.

In the second part of this study, the mixture containing protein-pectin complexes was used
in a smoothie formulation. The complexation, likely strengthened by the final pasteurization
step, contributed to reduce the viscosity of the smoothies, an important parameter to
consider in the development of beverage rich in proteins. The partial pectin solubilization
due to the elevated temperature upon pasteurization could also play a dominant role in the
viscosity monitoring. Although some work should be done to improve the stability of the
smoothies with WPI, this study showed that the interactions between whey proteins and
pectin play an important role in the food structure and functionality. Protein-pectin
complexes in a blueberry puree contribute to form a new functional food ingredient,
helping to formulate beverages rich in fiber and protein. An upcoming study will investigate
the impact of these interactions in a solid food model, in order to broaden the potential of

this functional ingredient over the food engineering and innovation fields.
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Chapitre 4. Utilisation de la purée de bleuets
en interaction avec des protéines de
lactoserum pour développer des barres
riches en protéines

Transition contextuelle

Les travaux présentés dans le chapitre 3 ont mis en évidence la formation de complexes
insolubles entre les protéines de lactosérum et la pectine du bleuet a un pH acide similaire
a celui du bleuet. Ces complexes se formaient lorsque la purée était non traitée
thermiquement. lls ont permis de produire des boissons riches en fibres et en protéines

sans hausse de la viscosité.

La derniere phase du projet est présentée dans le chapitre 4. Elle avait pour but d’aller
encore plus loin dans [lutilisation des complexes en tant qu'aide au développement
d’aliments fonctionnels et correspond au troisieme objectif de ce projet. Cette fois-ci, les
complexes étudiés au chapitre précédent ont été incorporés, sous forme lyophilisée, au
sein d’'un autre aliment : les barres de collation. Dans la littérature, les complexes ont été
étudiés et mis en application uniquement a travers des matrices liquides ou semi-liquides
comme les boissons ou les yogourts. A notre connaissance, ce type de matrice de nature
solide n'a encore jamais été exploré dans le cadre de [l'utilisation des complexes. Les
barres nutritives sont des collations en forte demande sur le marché. Pourtant, leur
enrichissement en protéines, bien que recherché des consommateurs, s’accompagne d’'un
durcissement des barres au cours du temps, comme décrit dans le chapitre 1 de cette
thése. Cela peut réduire I'appréciation générale des consommateurs. Depuis quelques
années, les barres nutritives enrichies en protéines font I'objet de plusieurs recherches
visant a mieux comprendre ce phénomene de durcissement et essayant de le limiter via
I'utilisation de protéines de différentes natures, de différents types d’ingrédients protéiques
(isolat, hydrolysat, protéines extrudées, etc.) (Banach et al. 2014; Hogan et al. 2012;
Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016; McMahon et al. 2009) ou encore via l'incorporation
d’agents liants ou de stabilisants (sirop de fructose, sorbitol) (McMahon et al. 2009). Ces

recherches ont mis en évidence que les propriétés d’hydratation des protéines et leurs
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interactions entre elles et avec la matrice jouent un rble important dans la texture des
barres. Le dernier objectif de ce projet visait donc a étudier en quoi la complexation des
protéines avec la pectine du bleuet peut influencer la texture des barres riches en fibres et
protéines. Les barres modeles ont été préparées avec de la pate de dattes servant d’agent

sucrant et de liant naturel.

Ce chapitre 4 fait 'objet d’'un article qui sera soumis prochainement dans Journal of Food
Science, intitulé « Use of blueberry puree interacting with whey proteins in high-
protein bar development ». Les auteurs sont Laura M. Chevalier, Laurie-Eve Rioux, Paul

Angers et Sylvie L. Turgeon.
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Résumeé

Les barres riches en protéines et en fibres sont des produits alimentaires trés populaires
sur le marché actuel. Cependant, I'addition de protéines entraine généralement le
durcissement des barres au cours du temps, attribué a 'agrégation des protéines et a la
migration de l'eau entre les composants des barres. Les protéines sont des
macromolécules chargées qui peuvent former des complexes en présence de certaines
fibres possédant des charges opposées, comme la pectine présente naturellement dans
les fruits. Cette étude visait a étudier 'impact des complexes. protéine-pectine, formés en
mélangeant un isolat de protéines de lactosérum (IPL) dans de la purée de bleuets, sur le
durcissement de barres modéles. Ces complexes, en diminuant la solubilité des protéines
et l'activité de l'eau (aw) de la poudre résultante, contribuaient a augmenter la dureté
initiale des barres. Néanmoins, la vitesse de durcissement des barres au cours du temps
était liée a l'augmentation de l'aw des barres, indiquant qu'une migration d'eau était
impliqguée dans les changements de texture. Plus spécifiquement, les barres avec les
complexes présentaient une aw plus stable au cours du temps, participant a réduire
lampleur du durcissement. Ces travaux démontrent le potentiel d'un mélange IPL-bleuet,
sous forme complexée, pour moduler les changements de texture des barres et a

participer a la conception d’aliments fonctionnels riches en protéines et en fibres.

Mots-clés : Bleuet, Durete, Barres riches en protéines, Propriétés d’hydratation;

Interactions protéines de lactosérum-pectine.

Application pratique : Un ingrédient naturel et pratique a été développé en utilisant des
protéines de lactosérum et de la purée de bleuets comme source de fibres. Il peut étre
facilement incorporé dans des formulations alimentaires pour obtenir des produits riches
en protéines et en fibres, comme par exemple des barres. De plus, les interactions entre
les protéines et la pectine de bleuet contribuent a la texture et a la stabilité des aliments,
aidant a formuler des produits sains et de qualité.
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Abstract

High-protein and high-fiber bars are food products very popular in the current market.
However, the protein addition usually leads to bar hardening over time, especially
attributed to protein aggregation and water migration within the bar components. Proteins
are charged macromolecules which can form complexes in presence of some oppositely
charged fiber, such as pectin, naturally present in fruit. This study aimed to study the
impact of protein-pectin complexes, formed by mixing whey protein isolate (WPI) into
blueberry puree, on the hardening of model bars. These complexes, by decreasing protein
solubility and water activity (aw) of resulting powder, contributed to increase the initial bar
hardness. Nevertheless, the rate of bar hardening over time was related with the bar aw
increase, indicating that water migration was involved in textural changes. More
specifically, bars with complexes presented a more stable aw over time, contributing to
reduce the extent of hardening. This work demonstrated the potential of WPI-blueberry
mixture, under complexed form, to modulate the textural changes of bars and design

functional foods rich in proteins and fiber.

Keywords: Blueberry; Hardness; High-protein bars; Hydration properties; Whey protein-

pectin interactions.

Practical Application: A natural and convenient ingredient was developed using whey
proteins and blueberry puree as source of fiber. It can be easily incorporated in food
formulations to get high-protein and high-fiber products, for example bars. Furthermore,
the interactions between proteins and blueberry pectin may contribute to the texture and
stability of foods, helping to formulate healthy food products.
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4.1. Introduction

In recent years, functional foods rich in protein and fiber are in high and in growing
demand on the global food market for weight loss/management, more energy,
cardiovascular and digestive health, and healthy aging (IFIC Foundation 2017b). Snack
bars present a relevant opportunity to offer foods fortified in both protein and fiber to
health-conscious consumers, seeking out natural ingredients and convenience products
(Stones 2016; Wyers 2016). Fruit bars are popular because the fruit natural nutrients as
dietary fiber, vitamins, and minerals are concentrated in the bar (Orrego et al. 2014). High-
protein bars, composed mainly of protein (10 g or more per reference amount customarily
consumed, often dairy protein), fat, and carbohydrates, are also trendy foods that are no
longer intended only for athletes but also for a large proportion of the population (Wyers
2016). However, incorporation of high levels of protein may harden bars over time which
limits their shelf-life and acceptability.

Several mechanisms responsible for bar hardening have been proposed such as protein
aggregation mainly through intermolecular disulfide bonds (Zhou et al. 2008a; b), phase
separation between proteins and carbohydrates (sugars and polyols) (Loveday et al. 2010;
McMahon et al. 2009), Maillard reactions (Zhou et al. 2013), and moisture migration
(Loveday et al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016; Hogan et al. 2012). Hogan et al.
(2012) and Lu et al. (2016) highlighted the importance of the hydration behavior of
individual components and of the bar preparation mode in moisture migration and
contribution to textural changes. As discussed by Hogan et al. (2012), hardening is not
caused by one single mechanism but results from many different chemical, physical,
thermodynamic and process related factors. Protein-water-carbohydrate systems are
hence in thermodynamic equilibrium whose stability depends on affinity and strength of
molecular interactions between the proteins, solvent, and co-solvent molecules.
Controlling these interactions may be a relevant strategy to influence the textural
properties and stability of bars.

Only low molecular weight carbohydrates and/or polyol have been used in high-protein
bars (Loveday et al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016; Hogan et al. 2012;
McMahon et al. 2009). Yet, some high molecular weight carbohydrates, more specifically
polysaccharides like fruit pectin, may interact with proteins. These associative interactions
induce protein-polysaccharide complex formation. These complexes have different

functional properties compared to each individual component and this may modify food
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structure and texture (Schmitt et al. 1998; Tolstoguzov 1997; Turgeon and Laneuville
2009). For instance, whey protein-pectin complexes show a lower water retention capacity
compared to individual ingredients (Bertrand 2008). Besides, pectin interactions with
proteins at acidic pH has been reported to limit heat induced protein aggregation (lbanoglu
2005). In acidified milk drinks, pectin is used to stabilize casein micelles by steric repulsion
and prevent their aggregation (Tromp et al. 2004). Complexation between proteins and
pectin, a fiber naturally found in fruit puree, is proposed as a new approach to prepare
high-protein and high-fiber bars. Recently, it was shown that complexes can be formed at
acidic pH through the mixing of whey protein isolate (WPI) within a raw blueberry puree
that naturally contains pectin (Chevalier et al. 2017b). Indeed, when the pH of the system
is between the pKa of pectin (= 3) and the IEP of proteins (= 5 for whey proteins), these
two macromolecules carry opposite charges enabling electrostatic association (Girard et
al. 2002; Jones et al. 2009). The functionality of these complexes has never been tested in
a solid food model. The objective of this work was to use a blueberry puree fortified with
WPI to develop bars with a high content in fiber and protein, while studying the impact of
protein-pectin complexes on bar texture and hardening in relationship with their hydration
properties.

4.2. Materials and methods

4.2.1. Ingredients

Highbush blueberries (Vaccinium corymbosum L.) from "Patriot" cultivar, selected because
of its dominant production in Quebec, were harvested in 2015 (Beaumont, QC, Canada).
They were stored at -18°C until their use. The protein ingredient was a whey protein
isolate (WPI) (BIPRO®, Davisco Foods International Inc., Le Sueur, MN), chosen for its
high protein content (95%, dry basis) and its high solubility and stability at low pH. Fresh
"Moshkan" dates and whole almonds were purchased from a local supermarket. Citric acid
monohydrate was obtained from Elnova Ltd (Rougemont, QC, Canada).

4.2.2. WPI-blueberry preparation and bar manufacturing

Two types of bar were prepared, designed as the "complexed" and the "non-complexed"
bars (C and NC bars). The formulation was the same (Annex 3-1) between the two types
but the WPI incorporation mode was different (Fig. 4-1). Firstly, raw blueberry puree was
prepared by mixing thawed fruits using a food processor for 15 min at speed 6 (Thermomix
TM31, Vorwerk, Germany). In one batch of puree (C bars), WPI powder was gradually
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added into the puree and the mixture was stirred at speed 3 for 2 h at 20°C in order to let
the proteins hydrate and solubilize. This step was called the "complexation step”, since the
acidic blueberry pH (around 3.0) allows proteins to electrostatically interact with blueberry
pectin, forming WPI-pectin complexes (Chevalier et al. 2017b). The addition of WPI rose
the pH at about pH 4.3 but this remained lower than the IEP of whey proteins. Then, the
WPI-blueberry mixture was freeze-dried and ground in powder using a rolling pin to get the
C powder. The other batch of puree (NC bars) was also stirred for 2 h at 20°C, freeze-
dried, and then WPI was manually mixed in the puree powder using a large spoon until a

uniform powder is obtained, called the NC powder.

Blueberry fruit (pH = 3.0) _ o
Complexation step (stirring
/\ 2h/ 20°C)
Blueberry puree Blueberry puree < WPI
Manual Freeze-drying Freeze-drying
mixing d v
WPI »1  NC powder (50%) C powder (50%)
Crushed
in reDt?ilents | @monds [ in rggents
A\ 4 A\ 4
Date paste
Bardough [*q acidified o = Bardough
pH 4.0
l (45%) l
Bar formation
A\ 4 A\ 4
Bar packaging
A\ 4 A\ 4
Bar storage (20°C)

Figure 4-1. Flow chart illustrating the preparation of NC (hnon-complexed) and C
(complexed) powders and bars

Values in brackets are the amounts used in the formulation (% = g/100 g).
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In order to create palatable and tasty bars, representative of the commercial bars found on
the market, almonds and dates were added. Aimonds were crushed with a food processor
for 5 x 5 s at speed 5 (Thermomix TM31, Vorwerk, Germany) and mixed with C or NC
powder in a kitchen stand mixer equipped with a spiral dough hook (KitchenAid, Whirlpool
Corporation, Benton Harbor, MI). Separately, fresh dates were pitted, crushed for 3 x 1
min at speed 10 with the same food processor (Thermomix TM31), and then acidified to
pH 4 with a 50% citric acid solution to maintain the WPI-blueberry complexation. This date
paste was gradually incorporated and thoroughly mixed with the dry ingredients using the
kitchen stand mixer (KitchenAid) at speed 4 until obtaining an homogeneous mass (about
3 min). In the NC bar formulation, 4 g of water were added to reach the same moisture
content as the C bars (based on powder moisture measurements). After mixing, the dough
was flatten using a rolling pin and then cut in bars of approximately 55 g (4 x 8.5 x 1.2 cm).
The bars were individually packed in an aluminum foil, sealed in a Ziploc® plastic bag, and
stored at room temperature (20°C) for 28 days. Bar texture, moisture content, water
activity, color, pH, and °Brix were analyzed during storage at day 1, 3, 7, 14, and 28
(section 4.2.3).

4.2.3. Bar analysis

4.2.3.1. Bar composition

Composition (moisture, protein, ash, lipid, and total fiber) of the bars was determined
according to the AOAC official methods as described by Chevalier et al. (2017a). For
protein, lipid, and total fiber, bar sample was stirred in distilled water (1:10 w/v) for 30 min,
then mixed for 1 min using a kitchen blender (Magic Bullet, Homeland Housewares, Los
Angeles, CA) prior to be freeze-dried for analysis. Carbohydrate content was obtained by
difference (total solids - (protein + lipid + ash + fiber)). The energy value was determined
using the following coefficients: carbohydrate = 4.0 kcal/g, lipid = 9.0 kcal/g, protein = 4.0
kcal/g, and fiber = 2.0 kcal/g.

4.2.3.2. Bar physico-chemical characteristics

A bar sample was dissolved and homogenized in distilled water (1:10 w/v). The pH of this
mixture was measured using a pH-meter (Symphony SB20, VWR, Radnor, PA) while
soluble solids (SS) were determined with a digital refractometer (AR200, Reichert

Technologies, Depew, NY) and expressed in °Brix.
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4.2.3.3. Bar color

Color changes during storage of the bars were evaluated using a colorimeter (Minolta CR-
300, Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan). The bars were removed from their
package and 3 measurements were made at different locations. The results were

expressed as L*(lightness), a*(red-greenness) and b*(blue-yellowness) readings.

4.2.3.4. Bar texture

Hardness of the bars was measured at different storage intervals according to Hogan and
others (2012), using a texture analyzer (TA-XT2, Texture Technologies Corp, Scarsdale,
NY) with 5-kg load cell. Hardness was measured at 20°C as the maximum load recorded
during 6-mm penetration of a stainless steel cylindrical probe (5-mm diameter) at 1 mm.s™.
The hardness test was performed at 6 locations per bar. One bar was tested per analysis
day.

4.2.3.5. Bar water activity and moisture content

Water activity (aw) and moisture content of the bars were analyzed at different storage
times. Measurements of aw were performed using an aw-meter (Aqualab, Series 3 TE,
Decagon Devices Inc., Pullman, WA). Moisture content was determined by drying samples
(2 g) at 102°C for 24 h in an air oven.

4.2.4. WPI-blueberry powder characterization

Free moisture content and aw measurements of C and NC powders were performed as
described in the section 4.2.3.5.

Protein solubility was determined based on the protocol of Banach et al. (2013): powder
samples (C powder, WPI, or freeze-dried blueberry puree) were weighted and dissolved in
40 mL distilled water in a 50-mL centrifuge tube to reach a protein content of 1% (w/v).
The protein content of each ingredients was determined by the Dumas method (IDF
standards 185:2002) (N x 6.38) with a LECO FP-528 (LECO Corporation, Saint Joseph,
Ml). The pH of dispersions was adjusted to the pH value of bars (4.26 = 0.02) using
appropriate solutions of HClI and NaOH. The dispersions were stirred for 1 h then
centrifuged at 10,000 g for 10 min. Protein in the supernatant was determined by the
Dumas method. Solubility was expressed as the percentage of the protein content in the

supernatant divided by total protein content in the dispersion.
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Global solubility determination was adapted from Banach et al. (2013) and Robertson et al.
(2000): sample (2 g) was weighed into a 50-mL centrifuge tube and 20 mL of distilled
water was added. After adjusting the pH to 4.26 and stirring for 1 h, tubes were centrifuged
at 6,000 g for 15 min. Supernatants were collected in aluminum weigh dishes, dried at
105°C overnight in an air oven, then weighted to get the total soluble solids. Global

solubility was expressed as follows:

o total soluble solids (g)
(o) —_
Global solubility (%) = nitial dry s ) x100

As the determination of protein and global solubility required hydration of powder samples
for 1 h at pH 4.26, NC powder could not tested. Indeed, this hydration step could favor the
formation of new WPI-blueberry pectin complexes which were not initially present in NC
powder and which could skew the solubility results. Therefore, for NC powder, the assays
were performed on WPI and freeze-dried blueberry puree separately, and the results were
estimated by summing the contribution of both individual ingredients.

To confirm the formation of protein-pectin complexes, mostly due to electrostatic
interactions, solubility tests of C powder were performed again but the pH was adjusted to
6.5, with NaOH droplets in order to be in dissociative conditions. Indeed, pH 6.5 is superior
to the IEP of whey proteins, limiting the complex formation between proteins and pectin
found in blueberry puree (Chevalier et al. 2017b). The corresponding results were

presented under the name of C6.5 powder.

4.2.5. Statistical analysis

Bars were prepared in three batches. One new bar was used for each analyzed storage
time. For powder characterization, one batch of WPI-blueberry powder was prepared. All
analyses were done in triplicate. Statistical analysis was conducted with SAS® 9.4 (SAS
Institute Inc., Cary, NC). Analysis of variance (ANOVA) using the mixed procedure was
executed. For bar analysis, two-way ANOVAs (P < 0.05) were used according to a factorial
2 x 2 experiment, considering the effect of bar type and storage time. Storage time was
considered as a repeated measure. For powder characterization, means were compared

with the Tukey’s multiple comparisons test (a = 0.05).
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4.3. Results and discussion

4.3.1. Bar composition

Table 4-1 presents bar compositions and the calculated energy values. Both bar types had
similar composition. Each bar (55 g) provided a similar energy value and contained at least
10 g of protein and 4 g of fiber, which means that these bars can be considered in Canada
as "high in protein” and "high in fiber". Indeed, a food product is considered as "high in
protein” when the food has a protein rating of 20 or more (CFIA 2016b). The protein rating
is equal to the protein in a Reasonable Daily Intake (RDI) multiplied by the Protein
Efficiency Ratio (PER). Whey proteins generally have a PER of 3.2 (Falvo and Hoffman
2004). Although there is no RDI specified for snack bars in the Food and Drug Regulations
of Canada, RDI is considered to be one average serving of the food. Therefore, for one
bar of 55 g, the protein rating is at least 32 (= 10 g x 3.2). Regarding a dietary fiber claim, a
food product is considered as "high in fiber" when the food contains 4 g or more of fiber
per serving of stated size (55 g) (CFIA 2016a).

Table 4-1. Bar composition (g/serving of 55 g, wet basis) and energy value

NC bar C bar

Moisture 12.50 + 0.12* 12.07 £ 0.02
Protein 10.42 £0.20 11.15+0.50
Total fiber 474+0.21 451+0.12
Ash 0.86 £ 0.01* 0.89+0.01
Lipid 1.04 £0.08 0.85+0.17
Carbohydrate 25.53+0.80 25.44 +0.50
Energy value 163 kcal 162 kcal

Means * standard deviation. Means within a line followed by * were significantly different
(P < 0.05). Carbohydrate = total solids - (protein + lipid + ash + fiber). Energy value:
carbohydrate = 4.0 kcal/g, lipid = 9.0 kcal/g, protein = 4.0 kcal/g, and fiber = 2.0 kcal/g.
NC: non-complexed. C: complexed.

4.3.2. Bar physico-chemical and color characteristics

Globally, the pH and °Brix remained stable for 28 days for both bar types (Table 4-2).
Similar stability was reported by Vidhya and Narain (2011) in fruit bars prepared with milk
powder and apple wood pulp and stored for 90 days. This low pH (4.26 + 0.01) allowed the
complexation maintenance between whey proteins and blueberry pectin and is effective for

microbiologic conservation.
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Table 4-2. Bar physico-chemical characteristics and color changes over time

Bar Storage time at 20°C (days)
type 1 3 7 14 28
°Brix c 6.332 6.09° 6.342 6.07° 6.072
NC
pH c 426 £0.01
NC B
L* C 28.99%¢ 27.00¢ 27.99b¢ 29.35® 29.242
NC 34.46W%* 31.98v* 31.74Y* 33.239¥* 34.92w*
- C 7.47
NC 10.96 *
b C 0.88% 0.82¢ 1.21%¢ 1.90% 2.272
NC 1.25% 0.72Y 1.18% 1.69% 3.05w*

For a same storage time, means followed by * were significantly different (P < 0.05)
between the two bar types. For a same bar type, means followed by the same letter (a-c
for C bar or w-y for NC bar) were not significantly different (P > 0.05). When the bar type
had no significant effect all along the storage, results of each bar type were averaged. For
the pH, neither bar type nor time significant effect was observed. NC: non-complexed. C:
complexed.

Table 4-2 presents the L* a* b* values of bars over time. The NC bars were lighter (L*
superior) and slightly redder (a* superior) than C bars. These differences were also
visually observed for the powders prior to their incorporation in the bar formulation. When
the WPI was incorporated into the fresh puree (C bars), the WPI particles were more
hydrated and coated by the puree: the obtained mixture resulted in a powder and bars with
a global darker purple color than the NC bars. For both bars, no significant changes over
storage time were observed for L* and a* values. Regarding the parameter b*, values
increased with storage time for both bars. This brown color development may reflect
Maillard browning reactions and has also been reported on high-protein bars prepared with
dairy proteins (Banach et al. 2014; McMahon et al. 2009). Maillard browning in high-
protein bars has been related to free amine amount (Banach et al. 2014). It is possible that
the complexation step in C bars limited the amount of free amine available to participate in
Maillard reactions, that might explain the lower b* values measured in C bar at day 28,

compared to NC bars.

4.3.3. Bar texture and changes over time

Hardening is the main texture change usually happening in high-protein bars (Loveday et
al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016; Hogan et al. 2012; McMahon et al. 2009;
Banach et al. 2014). Figure 4-2 shows the evolution of hardness of C and NC bars during
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storage. Two phenomena were observed, an initial difference in hardness between the two
bar types and an increasing of hardness over time. These two observations will be
individually discussed in the following sections (sections 4.3.3.1 and 4.3.3.2).
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Storage time at 20°C (days)
Figure 4-2. Bar hardness changes over time

Means + standard error. For a same storage time, means with * were significantly different
(P < 0.05) between the two bar types. For a same bar type, means followed by the same
letter (a-c for C bar or w-y for NC bar) were not significantly different (P > 0.05). NC: non-
complexed. C: complexed.

4.3.3.1. Initial bar hardness related to the hydration properties of

ingredient powders

The initial bar hardness was different between the two bar types. Over the first week, NC
bars were softer than C bars, and this difference was significant for the 3 first days. Then,
from day 7, NC and C bars showed similar hardness (Fig. 4-2). Therefore, conditions
allowing complex formation of proteins with the pectin of the puree had an effect on initial
hardening after the bar manufacturing. Hogan et al. (2012) found that the powder particle
size affected the hardening process: bigger particles were more densely packed and
provided harder bars. It is possible that the protein-pectin complexes formed in C bars had
increased molecular size, promoting the hardening in the early hours of storage. Some
authors used scanning electron microscopy or confocal laser scanning microscopy to get
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more information on particle morphology. However, microscopy analysis was not
performed since the present bars had heterogeneous structure and composition due to the
incorporation of crushed almonds, blueberry puree, and date paste in the formulation.
These fruit preparations are colored, contain some seeds, pieces of fruit skin, etc. This

complexity probably would interfere with an accurate image analysis.

Besides, the hydration properties of proteins may be an important factor for bar hardness.
For example, whey protein hydrolysate appears to provide a softer texture than intact WPI
(Hogan et al. 2012; McMahon et al. 2009; Hogan et al. 2016). McMahon et al. (2009)
suggested that, owing to the higher hydrophilicity of peptides and amino acids, hydrolyzed
whey proteins were more solvated than intact proteins, which promoted their interaction
with sugar/polyol co-solvent molecules. This prevented the phase separation of proteins
from these low molecular weight carbohydrates, proposed as the main factor of bar
hardening and subsequent protein aggregation. The softer texture of bars containing
hydrolyzed proteins has also been attributed to their lower glass transition temperature (Tg)
that increases their hygroscopicity and promotes powder solubilization and plasticization
(Hogan et al. 2016; Zhou and Labuza 2007). In the present study, the same protein
ingredient (WPI) was used in both C and NC bars. However, its incorporation mode was
different, which likely affected its hydration properties. Some of these properties were
evaluated.

Figure 4-3 presents the protein solubility (A) and global solubility (B), respectively.
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powder powder

Figure 4-3. Protein solubility (A) and global solubility (B) of powders

Means (+ standard deviation) followed by the same letter (a-c) were not significantly
different (P > 0.05). NC: non-complexed. C: complexed. C6.5: powder adjusted at pH 6.5.
Blueberry puree was under freeze-dried form.
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Our results show that both protein and global solubilities are significantly reduced in C
powder compared to NC powder. It confirmed the formation of insoluble protein-pectin
complexes that were found in the pellet after centrifugation. This complex formation at
acidic pH was in agreement with our previous results studying the interactions between
whey proteins and pectin into blueberry puree (Chevalier et al. 2017b). The difference in
global solubility between the two powders is mainly attributed to the difference in protein
solubility. The complex formation was confirmed by the solubility results of C6.5 powder.
Indeed, protein and global solubilities were enhanced compared to C powder, which
means that the complexation in C powder was mostly governed by electrostatic
interactions, as expected. However, some proteins remained probably complexed because
only 65% of total protein were soluble (Fig. 4-3A). It is likely that 1 h at pH 6.5 (time for
powder hydration) was not long enough to break all the protein-pectin complexes.
Regarding the lower solubility of C powder compared to NC powder related to the bar
hardening, the complexation of C powder may have formed larger particles contributing to
increase the initial bar texture. Besides, being less soluble, their hydration and dissolution
within date paste were likely slower, whereas the best solubility of NC powder may allow
for a more rapid plasticization and uniformity of bars (Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016).
The importance of protein ingredient solubility in the bar hardness is consistent with
previous studies on high-protein bars. Indeed, several authors reported that whey protein
ingredients provide softer texture and more uniform bar microstructure than caseinate
ingredients (Hogan et al. 2012; Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016). This difference was
attributed to the best relative solubility of whey protein powders. In high-protein bars
prepared with calcium caseinate or WPI, Loveday et al. (2010) observed that calcium
caseinate powders remained undissolved, whereas WPI powders were almost completely
dissolved in bars from the first day after the bar manufacturing. Thus, bars with calcium
caseinate were harder than bars with WPI that acted as a plasticizer of the bar matrix. Lu
et al. (2016) reported similar observations regarding bar microstructure: WPI bars showed
a more uniform structure with most protein particles hydrated, which was not the case for
bars made with sodium caseinate. In the present study, complexes found in C powder
probably hydrated gradually over storage time, explaining why the hardness difference

between both bar types decreased during storage.

In addition to the solubility of C and NC powders, their moisture content and water activity
(aw) were determined to better understand their contribution to the initial bar hardness. C
and NC powder had the same moisture content (9.75%, data not shown). However, C
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powder presented an aw value of 0.062, significantly lower than NC powder (0.170) (data
not shown). This lower aw may be another explanation of the harder texture of C bars at
the early stage of storage. Indeed, hardening resulted from moisture migration from areas
of high to low aw (Hogan et al. 2012; Labuza and Hyman 1998). Reducing discontinuities in
vapor pressure of water between food ingredients or micro-regions allows to stabilize
osmotic equilibrium into food matrix, decreasing the rate of moisture transfer. Therefore,
reducing aw differences between ingredients (powder vs. liquid phase) could help to
maintain bar stability. For instance, by increasing the aw of WPI powder from 0.151 to
0.707, it was shown that initial bar hardness at day 1 passed from about 20 to 2 N, and the
extent of hardening over storage time was reduced (Hogan et al. 2012). As the date paste
is a humid ingredient (high aw), the aw difference is smaller with NC powder. Thus, the
higher aw of NC powder could contribute to reduce the initial hardening in the first few
days. Furthermore, the higher aw of NC powder may allow more water to plasticize the
proteins and carbohydrates, also contributing to an initial softer bar texture. However, the
use of C powder could be more relevant in other food products having an aw value
between the aw values of the two powders, i.e. about 0.10, such as crackers or biscuits,
since it would be further balanced with the food system.

In the present study, the lower aw of C powder, compared to NC powder, could be
attributed by the capacity of whey proteins to form a surface film around the fruit particles
upon drying (Bhusari et al. 2014; Adhikari et al. 2009; Correia et al. 2017; Bazaria and
Kumar 2016). This reduces the hygroscopicity of C powder particles and might initially
slow their plasticization and solubilization in the bar matrix. Nonetheless, this drying
envelop may decrease the stickiness of freeze-dried blueberry particles due to the high
proportion of low molecular weight blueberry components such as fructose, glucose, and
organic acids. This may thus prevent the development of paste-like structure instead of
powder. Therefore, the C powder would be more suitable for handling and storage before
being used in food preparation, a major asset in the food industry. In order to investigate
whether the aw reduction of C powder was only due to the freeze-drying of the WPI within
the puree, or also due to the protein-pectin complexation, the following test was
performed. A sample of fresh blueberry puree was prepared and its pH was adjusted at
6.5. WPI was then added. At this higher pH, complexation should be limited (Chevalier et
al. 2017b). Then, the WPI-blueberry mixture was freeze-dried. The aw of this resulting
powder was an intermediate value between the aw values of both NC and C powder (0.13,
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data not shown). Therefore, the complexation seemed to promote the drying carrier role of

WPIand could be further investigated as a tool to produce low hygroscopic powders.

4.3.3.2. Bar hardening over time related to the hydration properties of
bars

For both bar types, bar hardness increased over storage time but the extent of hardening
occurred mainly during the first two weeks. Indeed, the rate of hardening slowed down
from day 14 and reached a force of 49 N at day 28 (Fig. 4-2). In addition, the extent of
hardening varied depending on the bar type. NC bars presented the strongest hardness
increase between day 3 and day 14, whereas the hardness increase for C bars was more
gradual. It was reported that the protein usual hydration during bar storage may lead to
moisture induced inter-molecular interactions, leading to protein aggregation that also
contributes to bar hardening (Lu et al. 2016; Zhou et al. 2008b). In C bars, the formation of
molecular interactions between whey proteins and pectin (Chevalier et al. 2017b), likely
hindered or slowed the protein aggregation, explaining why the hardening increase of C

bars over storage was slower than that of NC bars.

Maillard reactions have been suggested as a potential mechanism causing high-protein
bar hardening, due to a decrease in protein solubility and their consequent aggregation
(zZhou et al. 2013). As discussed in section 4.3.2, an increase in browning was observed
over storage time for both bar types. However, it did not explain their different extent of
hardening since the browning development (b* value, Table 4-2) was similar between the
two bar types until day 14. Furthermore, at day 28, although NC bars had a higher b* value
compared to C bars, the two bar types had the same hardness. McMahon et al. (2009)
also reported both an increase in browning and hardening during a 34-day storage at 32°C
but the extent of the browning was not correlated with the hardness: the bars with an
excessive browning were the softer bars. These authors concluded that Maillard browning
was not a significant factor in high-protein bar hardening. Similar observations were done
by Hogan et al. (2012).

Water migration has been shown to be an important factor in texture changes (Loveday et
al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu et al. 2016; Hogan et al. 2012). Hogan et al. (2012) found
the migration of moisture from areas of high to low aw contributes to the bar hardening. In
the present study, whey proteins were under dry state (freeze-dried) when they were
incorporated to the date paste. The latter being fully hydrated, a water migration certainly
occurred over time from the date paste, in particular its carbohydrates, to whey proteins as
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reported by Lu et al. (2016). Interaction of small molecules (water and low molecular
weight carbohydrates) with proteins lowered the mobility of the former and caused further
bar hardening. However, the accurate water movements and mobility changes are not so
clear in our bars. Indeed, there could have had a competition of water attraction between
whey proteins and carbohydrates from blueberry powder since the latter have a higher
hygroscopicity than proteins. In parallel, fiber molecules present in blueberry puree also
have strong hygroscopicity and water-holding capacity. The literature on high-protein food
models shows that only low molecular weight carbohydrates such as glucose, fructose, or
polyol are incorporated in such models. Therefore, our novel bar model brought an
additional challenge to elucidate the mechanism of hardening of high-protein bars. The bar
moisture and aw changes over time of both bar types were measured to try to better
understand the thermodynamic changes, especially water movements, related to bar
hardening over time.

Table 4-3. Bar hydration characteristics over time

Bar Storage time at 20°C (days)
type 1 3 7 14 28
Moisture C 21.952 21.29°b 21.612 21.38 20.71°
(%0 NC 22.72V* 22.34W* 22.18%* 21.28Y 21.56Y*
ay C 0.576bcd 0.573¢ 0.577% 0.587° 0.6022
NC 0.578% 0.579%* 0.585Y* 0.603** 0.619%*
Aa, C - -0.004°¢ 0.001°¢ 0.010° 0.0262
= (aw — aw) NC - 0.0017 0.007Yy* 0.024** 0.041w*

For a same storage time, means followed by * were significantly different (P < 0.05)
between the two bar types. For a same bar type, means followed by the same letter (a-d
for C bar or w-z for NC bar) were not significantly different (P > 0.05). NC: non-complexed.
C: complexed. aw: water activity. awi: water activity at day 1.

The first day after manufacturing, C and NC bar moisture contents were 21.9% and 22.7%,
respectively (Table 4-3). This slight difference can be due to rounding in the calculations of
ingredient weights. The moisture content of both bar types decreased over storage time,
from 21.9 to 20.7% (day 28) for C bars, and from 22.7 to 21.6% for NC bars. Although bars
were packed in aluminum foil and stored in plastic Ziploc® bags, these latter were likely
not hermetically sealed: a moisture loss was therefore possible. However, the slight
moisture decrease over time was likely not responsible of the rate and extent of hardening
over the storage. Indeed, Banach et al. (2014) observed hardening of high-protein bars
stored at room temperature for 42 days, although the moisture content of these bars
increased over time, likely due to higher relative humidity of ambient air. They also showed
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that, despite of having the same moisture content, bar hardness and the extent of
hardening over time were significantly different depending on the protein ingredient used in
the bar formulation. McMahon et al. (2009) and Hogan et al. (2012) reported the moisture
availability, represented by aw, was a more critical factor contributing to thermodynamic

changes in non-equilibrium food matrices such as high-protein bars.

The aw of both bar types increased over time (Table 4-3), but remained inferior to 0.65 in
all bars, which inhibited microbial growth and ensured a good shelf life and stability
(Loveday et al. 2009). The first day after the bar manufacturing, the aw was similar in the
both bar types (0.577), then the aw of NC bars become significantly higher from day 3 until
the end of the storage (day 28). Several previous studies observed that the high-protein
bar hardening was related to an aw increase (Banach et al. 2014; Hogan et al. 2012;
McMahon et al. 2009). An increase in aw indicates an increase in water mobility, leading to
bar hardening. Indeed, water molecules, initially bound to other constituent molecules, are
released into the bulk phase, enhancing water migration phenomenon. It is likely than
complexes formed in C bars retained more bound water, which also acts as a plasticizer
and maintains protein flexibility. Beyond individual aw values, the extent of variation in aw
during the course of storage, i.e. Aaw = aw— awinitia Was calculated, with aw inital = awa = aw at
day 1 (Table 4-3). A bigger Aaw means more osmotic instability, allowing more water
migration and thermodynamic changes. From day 7, Aaw was significantly higher for NC
bars than for C bars, indicating more instability in NC bars. This is consistent with the
stronger hardness increase for NC bars. McMahon et al. (2009) also reported that bars
whose aw at the end of storage (34 days at 32°C) was significantly different from aw at day
1 hardened in a higher extent than bars whose aw was stable. Hogan et al. (2012) found a
correlation between Aaw and hardness for bars with several WPI powders, as well as for
bars with different dairy protein ingredient. For the WPI bars, the correlation between Aaw
and hardness was strong until the end of storage ((R? = 0.95 after a 12-day storage). For
the other bars, the bigger Aaw occurred during the first 24 h (between day O and day 1)
and corresponded to the higher hardness increase. In the present study, no analyses were
performed on the day of the bar manufacturing. However, Hogan et al. (2012) stored their
bars at 37°C to accelerate thermodynamic changes. As the present bars were stored at
room temperature (20°C), it was assumed that variations in aw and hardness between day
0 and day 1 were less pronounced. A NMR analysis would give further information on
moisture transfer and molecular interactions (Loveday et al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu
et al. 2016).
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4.4. Conclusion

The objective of this work was to study the potential of a freeze-dried WPI-blueberry
mixture in the development of high-protein and high-fiber bars, especially regarding the
monitoring of bar hardening. The parameter that was investigated was the incorporation
mode of WPI in bar formulation: either WPIwas mixed in the acidic blueberry puree before
freeze-drying, in order to form whey protein-blueberry pectin complexes, or WPI was
added in the freeze-dried blueberry puree, forming thus a dry ingredient without
complexes. The lower solubility and aw of WPI-blueberry complexed powder compared to
the non-complexed powder delayed the plasticization and solubilization of powder, making
complexed bars initially harder. Nevertheless, it could be relevant to study the use of
complexed powder in food products having a low aw, in which water migration are very
limited, such as biscuits or crackers for instance. Over time, both bar types hardened,
correlated to an aw increase, enhancing possible water migration. The complexation may
retain more bound water and decrease the protein aggregation over time, which can
reduce the bar hardening extent over storage.

No formal sensorial analysis has been performed on the bar yet, but some preliminary
taste tests made with in-house people revealed that complexed bars had a less powdery
taste due to the high protein content. Although a real sensorial analysis should be
required, this protein incorporation mode could open new opportunities to incorporate
more proteins in food products, without loss of gustatory quality.

It has also been found in this study that the interactions between proteins and blueberry
components before freeze-drying seems to reinforce the drying aid from proteins. This
promising result would require more specific investigations, since it could become an
interesting process to prepare nutritional and non-sticky fruit powders, facilitating their
handling and storage. Based on these results, the freeze-dried WPI-blueberry (or other
fruits) mixture should be further studied in developing a natural and convenient ingredient
helping to formulate high-protein and high-fiber healthy foods.
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Conclusion génerale

Les travaux inédits et appligués de cette thése s’inscrivent parmi I'ensemble des
recherches effectuées sur les complexes protéine-polysaccharide. L'objectif général de
cette thése visait & montrer que la complexation entre les protéines et les fibres de fruits
peut étre une approche pertinente et fructueuse pour enrichir davantage les aliments en
ces deux nutriments a la fois. Ce projet de doctorat proposait de créer un nouvel
ingrédient fonctionnel a base originale d’'une purée de bleuets comme source de fibres, en
interaction avec des protéines de lactosérum. L’hypothése générale était que la formation
de complexes entre des protéines de lactosérum et de la pectine de bleuets permettrait
d’enrichir des aliments et boissons en protéines et en fibres tout en aidant a structurer et
stabiliser ces matrices alimentaires et a contréler leur texture et leur viscosité. Cette
hypothése a été validée. En effet, la formation de complexes protéine-pectine a été
démontrée dans de la purée de bleuets. En outre, il a été montré que ces complexes
contribuent a diminuer la viscosité des boissons qui est souvent trop grande lors de tels
enrichissements. Dans les barres, bien qu’ils nN"'empéchent pas leur durcissement au cours
du temps, ils influencent quand méme la texture initiale et son évolution au cours des
premieres semaines d’entreposage. Finalement, basé sur leur composition, ces produits
alimentaires pouvaient étre considéres comme « source élevée de fibres » et contenaient

au moins 10 g de protéines par portion.

Principaux résultats et apports scientifiques

Chapitre 2: L'originalité et la force de ce projet reposait sur la « matrice fibreuse », a
savoir la purée de bleuets, utilisée pour I'étude et I'application des interactions protéine-
polysaccharide (P-PS). La caractérisation et I'étude de cette matrice en fonction du cultivar
de bleuets et du traitement thermique de la purée ont fait 'objet du premier objectif de
cette thése. Si la composition du bleuet était déja globalement connue, sa proportion en
fibores solubles et insolubles selon la méthode d'analyse officielle des fibres (AOAC
991.43) ne l'était pas. De plus, cette caractérisation a mis en évidence l'effet du cultivar
sur les teneurs en fibres et en pectine. Le degré de méthylation de la pectine du bleuet en
corymbe n’avait encore jamais été rapporté dans la littérature. Pour le laboratoire, ce
projet a été I'opportunité de mettre au point une méthode par CG-MS a espace de téte afin
de déterminer ce degré. D’autre part, les travaux appliquant des traitements thermiques

sur le bleuet se sont toujours intéressés a ses polyphénols et leurs propriétés
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antioxydantes, mais jamais a ses teneurs en fibres et en pectine, et encore moins a la
structure méme de cette derniére. Ce premier objectif a montré que ni une pasteurisation
ni un blanchiment a basse température ne modifiaient les quantités de fibres totales,
solubles et insolubles du bleuet ainsi que la quantité de pectine. En revanche, le
blanchiment & basse température diminuait le degré de méthylation de la pectine,
probablement en favorisant lactivité de la pectine méthyl-estérase endogéne. Cette
diminution s’accompagnait d’une réduction de la solubilité de la pectine. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de la littérature effectuant le méme type de traitement sur les
légumes (revus par Sila et al. (2009a) et Christiaens et al. (2014)). Toutefois, une
découverte a été apportée par nos travaux dans le cas du bleuet. En effet, contrairement
aux légumes, la réduction de la solubilité de la pectine demeurait limitée, si bien que la
pectine soluble restait majoritaire par rapport a la pectine insoluble. Ce résultat peut
s’expliquer par la faible quantité de calcium dans le bleuet et par la forte linéarité de la
pectine du bleuet, ce qui limite les possibilités de chélation de la pectine. Le fil conducteur
du projet étant I'étude et I'application des complexes P-PS, nous n’avons pas entrepris
davantage de travaux afin de valider ces hypotheses. De méme, il pourrait étre intéressant
de poursuivre les recherches pour optimiser le bareme temps/température du blanchiment
afin d’étudier plus profondément les possibilités de modulation du degré de méthylation de
la pectine. Le cas échéant, une attention particuliere devrait étre portée sur les
polyphénols du bleuet et leur capacité antioxydante qui est sensible aux températures

élevées.

Chapitre 3: La deuxiéme phase de ce projet avait pour objectif d’étudier la formation de
complexes entre un isolat de protéines de lactosérum et la purée de bleuets et également
d’évaluer limpact sur la fonctionnalité (viscosité, texture et stabilit€) des mixtures

résultantes seules ou incorporées dans une boisson modéle de type smoothie.

Dans un premier temps, les résultats de solubilité aprés centrifugation ont démontré la
formation de complexes entre les protéines de lactosérum et la pectine du bleuet. Ces
complexes étaient de nature majoritairement électrostatique puisqu’ils étaient observés a
pH 3,5, soit le pH moyen naturel du bleuet, et non a pH 6,5, un pH ou les protéines et la
pectine sont chargées négativement. Grace a son faible pH, le bleuet s’avere donc un fruit
bien approprié pour la formation de complexes. Cependant, ces complexes insolubles
contribuaient a augmenter la viscosité des mixtures résultantes, ce qui a premiere vue

pourrait étre un frein a leur utilisation dans les boissons par exemple. L’'augmentation de la

132



concentration en protéines ne permettait pas de former davantage de complexes, due a la
guantité limitée de pectine disponible dans le bleuet. Le cultivar n’influencait pas la
formation de complexes. En revanche, le traitement thermique de la purée avant I'ajout de
protéines avait un effet significatif. Des complexes insolubles étaient formés avec de la
purée non chauffée, alors qu’ils étaient absents ou demeuraient solubles avec de la purée
chauffée (blanchiment a basse température + pasteurisation). Contrairement a ce que
nous attendions au vu des résultats obtenus dans le premier objectif, le blanchiment a
basse température réalisé dans cette deuxiéme phase n'a pas diminué le degré de
méthylation de la pectine. Les hautes températures accompagnées du cisaillement de la
purée ont entrainé la solubilisation de la pectine hautement méthylée. Ce résultat a mis en
lumiere le fait que le volume de purée a traiter, son mode de chauffage et le type
d’appareil utilisé jouent un rdéle fondamental dans les propriétés de la purée et le
comportement de la pectine (degré de méthylation et solubilité). La plus haute quantité de
pectine soluble et son haut degré de méthylation (> 70%) semblaient stabiliser les
complexes les rendant ainsi peu sédimentables. Ces résultats concernant I'impact du
chauffage de la purée sur la structure et la solubilité de la pectine et par conséquent sur la
formation et la stabilisation des complexes sont inédits et prometteurs. En effet, cette
stabilisation ainsi que la haute quantité de pectine soluble limitaient 'augmentation de la
viscosité des mixtures. Cela pourrait aider a controler les propriétés rhéologiques des
boissons enrichies en fibres et protéines. Toutefois, ces résultats nécessiteraient d’étre
complétés par des travaux supplémentaires visant a valider la formation de complexes
solubles et a caractériser leur structure, composition, taille et morphologie. La stabilisation
des complexes pourrait aussi aider a incorporer d’autres types de protéines dans les
aliments qui, seules, sont peu solubles en milieu pH acide, comme les protéines végétales

par exemple.

Dans un second temps, ce deuxiéme objectif consistait en une mise en application directe
des mixtures dans lesquelles la formation de complexes, bien qu’insolubles, venait d’étre
démontrée. Des smoothies ont donc été développés en incorporant les mixtures obtenues
avec de la purée non chauffée au préalable. II a été montré que les complexes
permettaient de diminuer la viscosité des smoothies. Cela était trés probablement di a
I'étape finale de pasteurisation, typique de la fabrication industrielle des smoothies, qui
renforcait les interactions protéine-pectine, produisant ainsi des particules de plus petite
taille. Ce résultat contribue grandement a I'avancée scientifique en termes d’application

industrielle des complexes puisquil démontre que les interactions protéine-pectine
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permettent de contrdler la viscosité des boissons, un défi majeur de l'industrie alimentaire.
Néanmoins, il pourrait étre pertinent de faire la méme étude mais dans des conditions
dissociantes (pH 6,5) afin de confirmer que la diminution de viscosité des smoothies est
due uniquement a la complexation maximisée par la pasteurisation ou bien également a

d’autres phénoménes, comme la solubilisation de la pectine par exemple.

Chapitre 4: La troisiéme et derniére phase de ce projet a permis d’élargir le potentiel
d’applications des complexes formés au sein d’une purée de bleuets, tout en contribuant a
lavancée des connaissances quant a lI'impact des protéines sur la texture d’aliments
solides. Comme pour les smoothies, des barres modeles riches en fibres et en protéines
ont été développées en incorporant les mixtures présentant des complexes démontrés,
c’est-a-dire celles obtenues avec de la purée non chauffée. En revanche, ces mixtures
étaient lyophilisées avant d’étre mélangées aux amandes et a la pate de dattes, les deux
autres ingrédients utilisés dans la formulation des barres. Les résultats de ces barres dites
« complexées » ont été comparés a ceux de barres « non-complexées » dans lesquelles
la purée de bleuets était lyophilisée seule puis mélangée a la poudre de protéines de
lactosérum. Deux principaux et nouveaux résultats ont été démontrés.

D’une part, la complexation des protéines avec la pectine du bleuet n’a pas empéché les
barres de durcir au cours du temps. Aprés un mois d’entreposage a température piéce, les
deux types de barres avaient la méme dureté (49 Newtons), similaire néanmoins a
certaines barres commerciales riches en protéines (résultat non montré). Cependant, la
cinétique de durcissement des barres « complexées » était plus lente au cours des deux
premiéres semaines que celle des barres « non-complexées ». Cela était expliqué par une
meilleure stabilité de l'activité de 'eau (aw) des barres « complexées » dont l'influence sur
le durcissement a été mise en évidence. Il se pourrait aussi que la complexation des
protéines avec la pectine limite 'agrégation des protéines et I'accroissement conséquent
de la dureté. D’autres analyses sur les barres au cours du temps aideraient & valider cette
hypothese et a mieux comprendre les mécanismes de durcissement des barres. Par
exemple, limagerie par résonance magnétique nucléaire (RMN) permettrait de mieux
évaluer les phénoménes de migration d’eau et migration moléculaire suggérés comme
responsables du durcissement des barres (Loveday et al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu et
al. 2016). L'observation de la microstructure des barres par microscopie confocale a
balayage laser pourrait peut-étre aider a visualiser les complexes et/ou les agrégats de

protéines, ainsi que d’éventuelles séparations de phases pouvant aussi contribuer au
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changement de la texture (Hogan et al. 2012; Loveday et al. 2009; Loveday et al. 2010; Lu
et al. 2016; McMahon et al. 2009). Toutefois, il est important de rappeler que
’'hétérogénéité et la complexité des ingrédients utilisés dans la formulation des barres
(purée de bleuets, amandes, pate de dattes) peut limiter la qualité et l'interprétation des

images observées.

D’autre part, la complexation des protéines avec la pectine a montré un effet significatif sur
la texture initiale des barres : les barres « complexées » étaient plus dures que les barres
«non complexées ». La comparaison des propriétés d’hydratation de la poudre dite
« complexée » (obtenue apres lyophilisation de la mixture protéines-purée) avec celles de
la poudre «non complexée » (obtenue par mélange des protéines avec la purée
lyophilisée) ont permis d’expliquer cette différence de texture. En effet, cette différence est
due a la complexation des protéines qui diminuait leur solubilité. Cette faible solubilité
retardait la solubilisation et la plastification des protéines au sein de barre, rendant cette
derniére plus dure au cours des premiers jours d’entreposage. Un autre résultat inédit a
été démontré : la poudre « complexée » présentait une valeur d’aw plus faible que la
poudre «non complexée », probablement en raison de la capacité des protéines a
diminuer l'hygroscopicité des sucres et des fibres du bleuet lors du séchage
(Iyophilisation). Cette plus faible aw, plus éloignée de I'aw élevée de la pate de dattes, a
certainement aussi contribué a la texture initiale plus dure des barres « complexées ».
Bien que les complexes n’aient pas permis de contrer les phénomeénes de durcissement
des barres, ces travaux ont souligné l'importance des propriétés d’hydratation des
protéines vis-a-vis de la texture des aliments solides. lls ont mis en évidence que les
complexes ont bien un impact sur la texture de ce type d’aliment : ils augmentent la dureté
initiale mais ralentissent la cinétique de durcissement au cours du temps. En plus de ces
conclusions, la fonction d’agent séchant des protéines, trés certainement renforcée par
leur complexation, ouvre de nouvelles voies d'exploration pour produire des poudres

alimentaires fonctionnelles, riches en fibres et protéines.

Portée des découvertes et retombées du projet

Ces travaux constituent une approche inédite et novatrice qui cherchait a répondre de
maniere concréte et appliquée a des problématiques industrielles réelles. lls contribuent a
lavancement des connaissances scientifiques en améliorant la compréhension du
comportement des systemes mixtes P-PS dans des milieux concentrés, semi-liquides et

solides, non purs, et sous des conditions environnantes complexes et représentatives des
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produits alimentaires. Les interactions P-PS et les propriétés fonctionnelles résultantes ont
toujours été étudiées a partir d’'ingrédients purifiés et en milieux peu concentrés. Ces
travaux se distinguent par le fait quils se rapprochent de la réalité et des conditions
industrielles. L'utilisation d’'une matrice complexe malgré les contraintes pour I'application
de certaines méthodes analytiques est plus représentative de la complexité des aliments

formulés avec plusieurs ingrédients.

Il a été démontré que des complexes entre des protéines ajoutées et de la pectine d’une
purée de bleuets peuvent bel et bien se former dans des mixtures protéines-purée. Le pH
acide du fruit, supérieur au pKa de la pectine et inférieur au pl des protéines, est optimal
pour favoriser les interactions électrostatiques. L'’ensemble de ces travaux a révélé
limportance des propriétés de la pectine in situ, plus précisément son degré de
méthylation et sa solubilité, vis-a-vis de la formation, de la stabilité et solubilité des
complexes. Les résultats étant similaires pour deux cultivars de bleuets dont les teneurs
en fibres et en pectine sont différentes, il serait possible de généraliser ces conclusions a
lensemble des cultivars de bleuets en corymbe, et probablement méme a des bleuets
nains (sauvages) qui sont davantage produits au Québec et utilisés dans la transformation
alimentaire (MAPAQ 2016). Sous réserve de valider cette supposition, cette généralisation
permettrait d’élargir la portée de ces découvertes a toute lindustrie du bleuet, l'industrie
fruitiere la plus importante au Canada. D’autre part, de maniére concréete et appliquée, il a
été mis en évidence que ces complexes sont un outil pour moduler la structure et les
propriétés texturales et rhéologiques de différentes matrices alimentaires. lls contribuent a
réduire la viscosité des boissons pasteurisées, a augmenter la dureté initiale des barres
de collation et a ralentir la cinétique de durcissement de ces barres au cours du temps.
Ces resultats ouvrent de nouvelles voies de travail et d’exploration des complexes sous un
angle a la fois nutritionnel et technologique, aussi bien dans le domaine de la recherche

que dans celui de l'industrie.

Par ailleurs, I'exploitation du bleuet comme source de fibres pour enrichir des aliments est
inédite et appropriée au vu de la grande production et de la popularité de ce fruit en
Amérique du Nord. En termes de perspectives industrielles potentielles, I'utilisation directe
d'une purée de bleuets dans la formulation d’aliments ou de boissons sera pertinente et
attrayante autant pour les consommateurs que pour les industriels. En effet, en termes de
perspectives industrielles potentielles, elle sera appréciée par les consommateurs qui

préféerent des listes simples d’ingrédients sur les étiquettes et valorisent les ingrédients
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« naturels » et peu transformés, plutét que I'ajout d’additifs par exemple. L'incorporation
de la purée plutdt que de pectine isolée permettra de conserver les vitamines, minéraux et
antioxydants naturels du bleuet. Cela pourra aussi probablement permettre de limiter
I'ajout de sucres ou d’agents liants et procurer une saveur agréable et fruitée. De plus, les
producteurs de bleuets, nombreux dans la région du Québec et au Canada pourront y voir
une nouvelle plus-value de l'utilisation de ce petit fruit et le développement d’un ingrédient

local sera un atout pour l'industrie alimentaire québécoise et canadienne.

Limites des travaux

La « matrice fibreuse » qu’est la purée de bleuets constituait I'élément de base du projet
qui en faisait son originalité et sa distinction par rapport aux études de la littérature sur les
complexes P-PS. Pourtant, la principale limite rencontrée au long de ce projet était due a
la complexité de cette matrice. En premier lieu, il s’agit d’'un milieu composé d’environ 10-
12% de solides totaux de nature diverse (polysaccharides, polyphénols, sucres, minéraux,
protéines, etc.). Dans le cadre de ce projet visant I'étude des complexes P-PS, nous nous
sommes intéressés aux protéines, a la pectine et aux polyphénols totaux, qui sont les trois
composés connus pour interagir les uns avec les autres. Il faut garder a I'esprit que
d’autres interactions intra- et intermoléculaires ont pu contribuer aux résultats observes.
Une déconstruction de la matrice par extractions par solvant et/ou par systeme de résines
échangeuses d’ions (Sankaran et al. 2015) pourrait permettre de mieux appréhender
I'importance et la contribution des différents composés du bleuet. Toutefois, les résultats
pourraient s’avérer délicats a interpréter et peu représentatifs de la réalité, puisqu’une telle
déconstruction entrainerait par exemple une modification de la force ionique et des
réseaux et interactions intermoléculaires. En second lieu, la purée de bleuets est une
matrice hétérogéne (pépins, pulpe, morceaux de peau) et trés colorée. Cela limite
fortement l'utilisation de certaines analyses couramment employées dans la littérature
pour caractériser la formation et la stabilité des complexes P-PS qui doivent étre réalisées
dans des milieux extrémement dilués, comme par exemple la turbidimétrie. La mesure de
la taille des complexes et celle de la charge (Zéta-potentiel) sont d’autres exemples
d’analyses dont linterprétation peut étre faussée par la présence de particules
hétérogénes au sein de la purée. C’est pourquoi nous avons décidé d’étudier la formation
de complexes via la solubilité des protéines et de la pectine respectivement aprés
centrifugation. La force et le temps de centrifugation ont été choisis d’aprés la littérature et

des tests préliminaires, de fagcon a ce que la pulpe (culot) et le sérum (surnageant) des
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purées soient facilement séparés tout en minimisant la précipitation des protéines seules.
Ainsi, cette méthode supposait que les complexes, en raison de leur plus haut volume
moléculaire, étaient retenus dans le culot. Ces complexes étaient alors qualifiés
d’insolubles. La comparaison des résultats avec ceux obtenus dans des conditions
dissociantes (pH 6,5 > pl) apportait la validation de la présence d’interactions
électrostatigues. Néanmoins, cette méthode ne permettait pas de détecter la formation de
complexes solubles, c’est-a-dire qui demeuraient suffisant stables pour ne pas précipiter
avec le culot. Augmenter la force de centrifugation, mesurer la turbidité et la taille de
particules des surnageants ou encore augmenter la force ionique pour déstabiliser les
éventuels complexes pourrait aider a valider la formation et la stabilité des complexes

solubles.

Concernant les applications des complexes dans les barres et les smoothies, travailler
également dans des conditions dissociantes (pH 6,5) permettrait de valider 'importance et
la contribution des complexes dans les comportements et propriétés observeés.
Cependant, contrairement aux systemes modeles utilisés dans les travaux de la littérature
sur les complexes, l'objectif de ce projet était d’étudier les complexes dans de véritables
aliments et boissons, qui auraient pu faire I'objet d’'une analyse sensorielle. Ainsi, tous les
ingrédients devaient étre de grade alimentaire, or il est difficile d’augmenter le pH des
aliments sans l'utilisation de solutions basiques. Par ailleurs, dans le cadre de ce doctorat,
aucune analyse sensorielle formelle des produits n'a pu étre réalisée. Or, il a été souligné
dans la revue de littérature de cette thése que l'enrichissement en protéines entraine
parfois des saveurs et des sensations désagréables en bouche. Une analyse sensorielle
permettrait d’évaluer la qualité gustative des produits et pourrait révéler, dans le cas des
barres, dans quelles mesures la complexation des protéines limite (ou non) ces
désagréments. Notons toutefois qu’'un suivi microbiologique des produits serait a effectuer

si une telle analyse devait avoir lieu.

Finalement, pour I'étude sur les barres, encore une fois la complexité et 'hétérogénéité
des ingrédients choisis ont limité les possibilités d’analyses effectuées dans le temps. Afin
de compléter ces travaux, il pourrait étre intéressant de développer un systéme modéle
plus simple, sans pate de dattes, pour tenter de mieux caractériser et comprendre les
meécanismes de durcissement. En outre, une mesure de la cinétique et de la capacité
d’adsorption d’eau des ingrédients par approche gravimétrique et contréle de 'humidité
relative (Mamaliga et al. 2004; Mir and Nath 1995) pourrait améliorer la compréhension
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des propriétés d’hydratation des complexes et celle de leur impact sur les changements

de texture des barres.
Perspectives

Dans le but d’enrichir les travaux de cette thése et d'élargir la portée des résultats,
plusieurs voies de recherche pourraient étre envisagées.

Tester dautres conditions de complexation pourrait apporter des informations
supplémentaires quant a la formation, la composition, la stabilité et les propriétés des
complexes. Par exemple, modifier la force ionique par 'ajout de sels ou encore moduler la
température des mixtures permettrait d’étudier la contribution des interactions
hydrophobes et des liaisons hydrogene. Accroitre le temps d’agitation des protéines au
sein de la purée avant l'utilisation des mixtures dans les applications alimentaires pourrait
laisser plus de temps aux protéines pour s’hydrater et interagir avec la pectine, ce qui
pourrait modifier 'arrangement intra- et intermoléculaire des biopolymeres et la structure
des complexes. En outre, ces travaux ont montré que la complexation des protéines
ajoutées était limitée par la quantité de pectine soluble dans le bleuet. Travailler avec des
fruits plus riches en pectine comme les pommes et les agrumes (Baker 1997) pourrait étre
judicieux afin de réduire le ratio protéine:pectine et ainsi pouvoir ajouter davantage de
protéines. Plus largement, il pourrait étre intéressant de réaliser des travaux similaires
avec d’autres fruits dans le but de généraliser ces résultats et ainsi d’offrir un plus large
éventail de possibilités pour les producteurs fruitiers et les fabricants de produits
alimentaires. Dans une perspective de développement durable, travailler non pas avec
des purées de fruits mais avec des marcs de fruits, coproduits de la fabrication de jus,
davantage concentrés en fibres, pourrait étre une approche pertinente.

Concernant les applications alimentaires, d’autres aliments pourraient étre développés en
y incorporant les mixtures protéines-purée présentant des complexes. Cela permettrait de
compléter le panel d’applications des complexes et surtout de mieux comprendre les effets
de ces complexes sur les propriétés et la fonctionnalité des aliments. Par exemple, la
faible av des poudres « complexées » révélée dans I'étude sur les barres (chapitre 4)
pourrait étre un atout dans la fabrication d’aliments a faible aw globale comme les biscuits
ou les craquelins. De méme, la réduction de I'hygroscopicité de ces poudres pourrait
s’avérer utile pour enrichir les produits de boulangerie en fibres et protéines tout en

limitant la rétention d’eau des fibres responsable de la diminution du volume et de
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augmentation de la fermeté de ces aliments (Foschia et al. 2013).

Enfin, pour compléter les différents aspects de I'étude de complexes, il serait important
d’étudier si la complexation des protéines avec la pectine modifie la bioaccessibilité et la
biodisponibilité de ces deux nutriments. A premiére vue, comme les interactions P-PS sont
majoritairement de nature électrostatique, elles devraient étre dissociées au niveau de
Iintestin ou le pH devient neutre (= 6-8) et n'altéreraient pas I'absorption des protéines ni
celles de la pectine. Cependant, la viscosité des fibres entraine souvent une réduction de
Fabsorption des nutriments (Dikeman and Fahey 2006; Schneeman and Gallaher 1985).
Dans le cas des smoothies, la diminution de viscosité observée en présence de
complexes pourrait aider a limiter cette réduction. D’autre part, la protéolyse et la vitesse
de digestion des protéines peuvent étre ralenties par la formation de complexes P-PS qui
entraine une géne stérique et limite 'accés des enzymes digestives aux sites de clivage
des protéines (Mouécoucou et al. 2003; Peyron et al. 2006). Cela pourrait affecter la
bioaccessibilité et la biodisponibilité des acides aminés et ralentir la sensation de satiété
(Koopman et al. 2009; Abou-Samra et al. 2011; Nilsson et al. 2004). Toutefois, il a été
montré que l'effet de la pectine sur la digestibilité des protéines dépend de son degré de
méthylation et de sa concentration (Mouécoucou et al. 2003; Peyron et al. 2006). Dans
certains cas, la protéolyse peut étre au contraire accélérée par la complexation qui limite
lagrégation des protéines, rendant ces derniere plus solubles et accessibles pour les
enzymes digestives (Mouécoucou et al. 2004b). Afin de valider ou invalider ces
hypothéses et résultats, une étude de digestibilité in vitro des barres et smoothies est
prévue pour la suite de ce projet. Enfin, toujours par rapport aux effets physiologiques des
complexes, des travaux ont révélé que les interactions P-PS peuvent diminuer les
propriétés allergénes de certaines protéines (protéines des cacahuetes, du lait ou des
ceufs) par effet de « masquage » des épitopes de ces dernieres ou bien en diminuant
laccessibilité des épitopes en raison des changements de conformation des peptides
(Mouécoucou et al. 2004a; Peyron et al. 2006). Ces résultats contribuent a favoriser
l'utilisation des complexes dans les aliments et peuvent étre une piste intéressante a

continuer d’investiguer.
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Annexes

Annexe 1. Matériel supplémentairepour le chapitre 2

Annex 1-1. Physicochemical characteristics and composition (g/100 g dry weight) of
highbush blueberry cultivarsin 2015

Patriot Polaris

Physicochemical characteristics

pH 3.1+0.1b 3.6+ 0.0
ST/TA 146+£0.1 24.1+0.1
Composition
Moisture 87.4+0.0° 88.8 +0.02
Protein 2.4+0.0° 4.2 +0.02
Lipid 0.53 +£0.02b 1.40+0.012
Ash 0.9+0.0° 1.1+0.02
TDF 11.8+0.1b 20.6 £0.02
IDF 9.0+0.1° 16.5+0.32
SDF 2.8+0.2° 4.0+£0.32
AIR 14.0 £ ND 239+ ND
GalA? 3.7+0.2P 5.9+0.02
DM (%) 44 + 22 41 + 42

Mean value + standard deviation. Means within a line followed by the same letter (a—b)
were not significantly different according to the Tukey's test (a = 0.05). SS/TA represents
the sugar/acid ratio. TA: Titratable acidity (% citric acid). SS: Soluble solids (°Brix). TDF:
Total dietary fiber. IDF: Insoluble dietary fiber. SDF: Soluble dietary fiber. AIR: Alcohol-
insoluble residue. DM: Degree of methylation from AIR. ND: not determined.

! Galacturonic acid from AIR, as an estimate of pectin content.
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Annex 1-2. Rheological properties and mean particle size (D[4,3]) of the heat-treated

purees
Purees Yield stress (Pa)  Viscosity (Pa.s) Rate index D[4,3] (um)
PaP 28+0.3 1.2+0.0 0.52 +0.00 535 + 37
PaLTB+P 25+0.2 11+0.1 0.54+0.01 541 + 49
PoP 51+04 3.3+0.2 0.48 £0.01 703 + 58
PoLTB+P 49+04 3.1+£05 0.48 £0.02 697 + 44
cult * * * *
HT n.s n.s n.s n.s
Cult *HT n.s n.s n.s n.s

Mean value + standard deviation. Results of the two-way ANOVAs (cultivar (Cult) and heat
treatment effects (HT), with interaction); n.s: not significant (P > 0.05). Yield stress,
viscosity, and rate index were obtained from the Herschel-Bulkley modelling of the up flow
sweep. The D[4,3] corresponded to the volume mean diameter. Pa: Patriot. Po: Polaris. P:

pasteurization. LTB+P: low-temperature blanching + pasteurization.
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Annex 1-3. Abundant pectin-associated monosaccharide composition (%) of the
pectin-rich fractions (WSP, CSP, and NSP), measured as trimethylsilyl derivatives

after acidic methanolysis and subsequent GC analysis

GalA
Purees Rha Ara Gal GalA RhatAra+Gal
WSP
PaP 13+0.1 156+0.3 227+19 549+20 14+01
PaLTB+P 13+0.1 158+1.4 21.0+14 56.7+ 0.4 15+0.0
PoP 13+0.2 11.1+18 9.3+0.7 741+15 34+0.3
PoLTB+P 13+0.1 11.2+0.6 106+1.2 723122 3204
Cult n.s * * % *
HT n.s n.s n.s n.s n.s
Cult *HT n.s n.s n.s n.s n.s
CSP
PaP 09+0.1 53+1.1 99+1.1 814+23 51+0.8
PaLTB+P 09+0.1 56+05 10.3+0.6 80.3+1.0 48+0.3
PoP 08+0.1 3.7+0.8 49+1.1 879+1.1 95+15
PoLTB+P 0.8+0.2 3410 3.7+0.1 899+1.3 11.7+2.0
Cult n.s * 4 * *
HT n.s n.s n.s n.s n.s
Cult *HT n.s n.s n.s n.s n.s
NSP
PaP 13+0.1 96+1.1 18.0 + 1.5° 64.4 +2.9b 23+0.3
PaLTB+P 14+0.2 109+2.0 225+0.72 56.6 +1.2¢ 16+0.1
PoP 15+0.2 8420 175+0.8° 68.5 + 2.5 25+0.3
PoLTB+P 15+0.3 81+15 18.0+1.1P 68.8+0.72 25+0.1
Cult n.s n.s *
HT n.s n.s *
Cult *HT n.s n.s * * n.s

Mean value + standard deviation. Results of the two-way ANOVAs (cultivar (Cult) and heat
treatment effects (HT), with interaction); n.s: not significant (P > 0.05). When interaction is
significant (*), means within a column, for the same fraction, followed by the same letter
(a—c) were not significantly different according to Tukey's test (a = 0.05). WSP: water-
soluble fraction. CSP: chelator-soluble pectin. NSP: sodium carbonate-soluble pectin. Pa:
Patriot. Po: Polaris. P: pasteurization. LTB+P: low-temperature blanching + pasteurization.
Rha: Rhamnose. Ara: Arabinose. Gal: Galactose. GalA: Galacturonic acid.
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Annexe 2. Matériel supplémentairepour le chapitre 3

Annex 2-1. Smoothie formulations

) Smoothies
Ingredients (g/100 g) so S05 S5
Blueberry puree 90 89.5 85
WPI 0 0.5 5
Apple juice 10 9.9 7.9
Acid citric 0 0.1 21

S0: smoothie without WPI. S0.5: smoothie with 0.5% of WPI. S5: smoothie with 5% of
WPI.
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Annex 2-2. Smoothie composition (g/serving of 250 g) and energy value

SO S0.5 S5
Protein 0.8+0.0¢ 1.8+0.1° 10.6 £ 0.22
Total fiber 55+042 57+0.32 5.4 +0.5%
Ash 0.3+0.0° 0.4 +0.0° 0.6 £0.02
Lipid 0.1+0.0° 0.2+0.0%® 0.2+0.02
Carbohydrate 19.6+05 19.2+04 19.2+0.7
Energy value 94 kcal 97 kcal 132 kcal

Means * standard deviation. Means within a line followed by the same letter (a—c) were
not significantly different according to the Tukey’s test (a = 0.05). Carbohydrate = total
solids - (protein + lipid + ash + fiber). Energy value: carbohydrate = 4.0 kcal/g, lipid = 9.0
kcal/g, protein = 4.0 kcal/g, and fiber = 2.0 kcal/g. SO: smoothie without WPI. S0.5:
smoothie with 0.5% of WPI. S5: smoothie with 5% of WPI.
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Annex 2-3. Particle size distribution of the smoothies measured using a laser
diffraction analyzer
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S0: smoothie without WPI. S0.5: smoothie with 0.5% of WPI. S5: smoothie with 5% of
WPI.
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Annex 2-4. Visual observation of the smoothies over storage time (days at 4°C)

LR s WY Day 14 i A
S0.5 S5 SO S0.5 S5

av3 & 83 B 8 8

Bav21 g
S0

o3 3 SRasa

S0: smoothie without WPI. S0.5: smoothie with 0.5% of WPI. S5: smoothie with 5% of
WPI. Day 2: two days after the smoothie manufacturing.
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Annexe 3. Matériel supplémentairepour le chapitre 4

Annex 3-1. Bar formulations

Ingredients Bars
(9/100 g) NC C
WPI 19
50
Blueberry powder 30
Crushed dates 45 45
Almonds 5 5
Water 1 0

NC: non-complexed. C: complexed.

166


http://www.rapport-gratuit.com/

