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Résumé 
 

Les applications des liposomes dans l’industrie agro-alimentaire sont nombreuses en 

raison notamment du nombre important de molécules bioactives sensibles qui y sont utilisées. 

Cependant, le coût des matières premières actuellement utilisées pour leur formation et les 

techniques de production peu adaptées à cette application constituent un frein important à leur 

développement au sein de ce secteur.  

Le présent travail vise à investiguer la faisabilité d’une production de liposomes à 

partir d’un sous-produit riche en phospholipides et abondant dans l’industrie agro-alimentaire, 

les babeurres, ainsi que d’une méthode de production physique adaptable à grande échelle et 

sans danger pour le consommateur, la microfluidisation.  

Pour ce faire, la formation de liposomes a été testée sur deux babeurres et sur de la 

MFGM ainsi que sur les lipides totaux et polaires de ces trois matières premières. Avant de 

procéder à la formation de liposomes par microfluidisation, celle-ci a d’abord été effectuée au 

moyen de la méthode thin-film hydration.  

Des vésicules de tailles moyennes comprises entre 130 et 450 nm ont pu être formées 

à partir de toutes les matières premières par cette technique et une influence de la composition 

en lipides et de la concentration en phospholipides a été démontrée. Des vésicules d’une taille 

moyenne comprise entre 100 et 200 nm ont ensuite été obtenues par microfluidisation des 

babeurres bruts et de certaines de leurs fractions. Les fractions enrichies en lipides polaires 

ont permis l’obtention des particules de plus petite taille, démontrant une influence de la 

concentration en phospolipides des matières premières sur la taille des vésicules formées. 

L’impact des paramètres de microfluidisation tels que la pression, le nombre de passages et la 

géométrie de la chambre a également été démontré. Le potentiel ζ des suspensions a aussi été 

étudié, mettant en lumière un éventuel problème de stabilité pour la plupart des suspensions 

formées.  

Mots-clés : liposome, microfluidisation, babeurre, MFGM, thin-film hydration, phospholipide 

 

Abstract 
 

Liposomes have many applications in the food industry, not only because of the large 

number of sensitive bioactive molecules used. However, the cost of the raw materials 

currently used to form them and the ill-suited production techniques are major obstacles to 

their development in this sector. 

The aim of this work is to investigate the feasibility of producing liposomes from a by-

product rich in phospholipids and abundant in the food industry : buttermilk, and a physical 

production method that can be adapted on a large scale and is safe for the consumer : 

microfluidisation. 



Vesicles with average sizes of between 130 and 450nm were formed from all the raw 

materials using this technique, and an influence of lipid composition and phospholipid 

concentration was demonstrated. Vesicles with an average size of between 100 and 200 nm 

were then obtained by microfluidisation of the raw buttermilks and some of their fractions. 

Fractions enriched with polar lipids produced smaller particles, demonstrating the influence of 

the concentration of phospolipids in the raw materials on the size of the vesicles formed. The 

impact of microfluidisation parameters such as pressure, number of passages and chamber 

geometry was also demonstrated. The ζ potential of the suspensions was also studied, 

highlighting a possible stability issue for most of the suspensions formed. 

 

Keywords : liposome, microfluidisation, buttermilk, MFGM, thin-film hydration, 

phospholipid 
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1. Introduction 
 

L’utilisation grandissante de composés bioactifs sensibles au sein de l’industrie agro-

alimentaire, en réponse aux demandes du marché pour des produits plus nutritifs et plus 

naturels, pose deux questions majeures : comment protéger ces composés du début du procédé 

de fabrication jusqu’à leur objectif technologique ou nutritionnel et comment les rendre 

disponibles au moment opportun ? 

Une solution réside dans la conception de systèmes physico-chimiques tels que les 

liposomes. En effet, ces vésicules composées de phospholipides et pouvant emprisonner des 

molécules de type hydrophile ou hydrophobe grâce à leur(s) bicouche(s) phospholipidique(s) 

et leur cœur aqueux sont utilisées depuis de nombreuses années dans les secteurs 

pharmaceutique et cosmétique pour répondre aux mêmes problématiques.  

Cependant, ces industries utilisent traditionnellement des phospholipides purifiés 

provenant du soja ou de l’œuf et des procédés peu adaptés à l’industrie agro-alimentaire1. 

D’autres matières premières riches en phospholipides produites en grandes quantités 

par l’industrie agro-alimentaire sont les babeurres. En effet, ces sous-produits de la fabrication 

du beurre sont riches en fractions de la membrane du globule gras du lait (MFGM), elle-

même riche en phospholipides. Couplée à une méthode de production adaptée telle que la 

microfluidisation, la production de liposomes à partir de ces babeurres ou de fractions 

enrichies de ceux-ci pourrait rendre leur utilisation plus rentable dans le secteur agro-

alimentaire et accélérer leur développement. 

L’objectif de ce travail est d’évaluer la faisabilité d’une production de liposomes à 

partir de babeurres industriels par microfluidisation, un procédé physique applicable à 

l’échelle industrielle. Pour atteindre cet objectif, la formation de liposomes sera au préalable 

testée à l’échelle laboratoire par la méthode conventionnelle de production thin-film 

hydration. Les tests seront d’abord menés sur la MFGM puis sur des fractions de moins en 

moins pures des babeurres afin d’évaluer la nécessité d’une purification préalable de ce sous-

produit. 
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2. Etat de l’art 
 

2.1. La membrane du globule gras du lait (MFGM) 

2.1.1. Origine et structure 

La membrane du globule gras du lait ou « Milk fat globule membrane » (MFGM) se 

définit comme une triple couche constituée de lipides polaires et de protéines entourant les 

globules gras présents dans le lait. Les rôles de la MFGM sont nombreux. Elle joue le rôle 

d’émulsifiant et de stabilisant des globules gras dans la phase aqueuse. Elle empêche de ce 

fait leur floculation et leur coalescence mais elle empêche également leur dégradation par les 

lipases2–4. Outre ces propriétés physico-chimiques, la MFGM possède également des 

propriétés anti-inflammatoires, anticancérigènes et favorise le développement du cerveau des 

nouveaux nés grâce à sa composition spécifique en phospholipides1,5–7 

La triple couche de la MFGM trouve son origine lors de la formation des globules 

gras. La première couche, dite couche interne, se forme à la surface des gouttelettes de 

triglycérides formées dans le cytoplasme et provenant du réticulum endoplasmique. Elle est 

composée de lipides polaires et de protéines dites « à électrons denses »8. La deuxième 

couche se forme lors du bourgeonnement de ces gouttelettes hors des cellules sécrétrices des 

glandes mammaires. Cette deuxième membrane est en réalité une bicouche ayant la même 

composition et structure que la membrane plasmique apicale des cellules sécrétrices dont elle 

est issue3. Entre ces deux couches se trouve un espace de 10 à 20 nm rempli de matériel 

« électron-dense » 2,4,9. 

La structure de la MFGM a été étudiée en détail, notamment par Danthine et al2, 

Evers10, Vanderghem et al11 et Dewettinck et al.12. 
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Figure 1. Structure de la MFGM selon Vanderghem et al.9. La partie non colorée de la membrane 

représente un morceau de la bicouche qui se détache du globule gras. Abréviations: ADPH, 

adipophiline; XDH/XO, xanthine déshydrogénase/oxydase; FABP, protéine de liaison aux acide gras; 

PP3, protéose-peptone (fraction 3); CD36, cluster de différenciation 36; MUC 1, mucine 1; MUC 15, 

mucine 15. 

La proportion de MFGM au sein d’un lait est majoritairement dépendante du taux de 

graisse et du diamètre des globules gras qui varie de 0,1 à 20 µm avec une moyenne de 4 µm 
2. Ces deux paramètres varient en fonction du stade de lactation, de la saison, de la nutrition, 

de l’état de santé et de la race des vaches utilisées. La MFGM représente 2 à 6 % de la masse 

totale de globules gras3. 

 

2.1.2. Composition 

La composition générale de la MFGM a également été le sujet de nombreuses 

publications. Celle-ci est fortement dépendante de la méthode d’extraction et des paramètres 

de production du lait cités dans le point 2.1.1. Elle est cependant majoritairement composée 

d’un mélange complexe d’environ 50 % de protéines et 50 % de lipides3,5,8 qui représentent à 

eux deux plus de 90 % de la masse sèche2. Le reste de la matière sèche est notamment 

composé de carbohydrates13.  

 

2.1.2.1. Protéines 

Les protéines représentent 25 à 60 % de la masse sèche2. La composition en protéines 

de la MFGM est très spécifique et les protéines qui la composent ne représentent que 1 à 2% 
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des protéines du lait. Parmi les protéines majoritaires, on peut citer la xanthine oxydase, la 

butyrophiline, l’adipophiline ou des acides périodiques de Schiff 6/7 comme la 

lactadhérine14,15. Elles peuvent être transmembranaires ou non8. 

Quelques publications se sont focalisées sur les protéines de la MFGM parmi 

lesquelles figurent celles de Mather14 et Vanderghem et al.9,15. 

 

2.1.2.2. Lipides 

La répartition des lipides de la MFGM est la suivante: 15 à 42,6 % de lipides polaires, 

56 à 80 % de lipides neutres et 0,6 à 6,3 % d’acides gras libres2,4,8,16. 

Les lipides neutres sont composés de mono-, di- et triglycérides, de cholestérol et 

d’esters de cholestérols. Le pourcentage de lipides neutres dépend fortement de la méthode 

d’isolation de la MFGM3,12.  

Les lipides polaires sont composés de phospholipides qui peuvent être classés en deux 

groupes : les glycérophospholipides et les sphingolipides. Environ 65 % des phospholipides 

du lait se trouvent dans la MFGM1. 

Les glycérophospholipides majeurs sont la phosphatidylcholine (PC) et la 

phosphatidyléthanolamine (PE). La phosphatidylinositol (PI) et la phosphatidylsérine (PS) 

sont présents en plus faible quantité. Les sphingolipides majeurs sont la sphingomyéline 

(SM). Les lactosylcéramides et glucosylcéramides suivent ensuite1,3,5,11–13,17,18. 

 

Lipides polaires 
Pourcentage des lipides 

totaux2,4,12,17,19–22 

Phosphatidyléthanolamine (PE) 22 - 36,5 

Phosphatidylcholine (PC) 24,6 - 42 

Sphingomyéline (SM) 17,3 - 22 

Phosphatidylinositol (PI) 5 - 11 

Phosphatidylsérine (PS) 3 – 7,28 

Tableau 1. Composition en lipides polaires principaux de la MFGM selon la littérature. 

Les phospholipides de la MFGM se différencient de ceux présents dans le soja, 

historiquement utilisés pour la formation de liposomes, par leur composition en acides gras. 

En effet, ils sont majoritairement composés d’acides gras à longues chaines, saturés, mono- 

ou di-insaturés comme l’acide palmitique (16:0), stéarique (18:0), tricosylique (23:0), 

myristique (C14:0), oléique (C18:1) et linoléique (C18:2)3,23,24. Cela leur confère une 

température de transition plus élevée25,26.  

 

2.1.3. Méthodes d’extraction 

Une grande partie de l’hétérogénéité dans la composition de la MFGM à travers la 

littérature est due à sa méthode d’isolation27. Les méthodes d’extraction classiques sont 
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composées de 5 étapes: la séparation de la crème du reste des composants du lait par 

centrifugation, le lavage de cette dernière afin d’éliminer les derniers éléments provenant du 

lait écrémé comme le lactose, la maturation de la crème, la déstabilisation de l’émulsion et la 

récupération de la membrane2,27. Ce procédé est semblable à celui utilisé pour la production 

de beurre à l’exception des étapes de lavage. Les deux étapes dont les protocoles varient le 

plus sont le lavage et la récupération de la membrane. 

Une alternative à l’utilisation de crème comme matière première, particulièrement 

intéressante à l’échelle industrielle, est l’utilisation de babeurres. En effet, avec une 

production mondiale de beurres et ghees de 12,5.106 tonnes et de babeurres en poudre de 

6,6.105 tonnes en 202028, il s’agit d’une ressource en phospholipides particulièrement 

abondante et relativement bon marché29. En effet, lors du barattage, les éléments de la MFGM 

solubles en phase aqueuse tels que les phospholipides se concentrent dans le babeurre4. La 

concentration en phospholipides des babeurres est jusqu’à 15 fois plus élevée que dans le lait 

entier30. 

 

2.2. Les babeurres 

2.2.1. Définition, types et caractéristiques  

Le babeurre se définit comme la phase aqueuse relâchée par la masse de beurre lors du 

processus de barattage de la crème11,31. Il existe plusieurs types de babeurres en fonction de la 

crème utilisée. On distingue le babeurre doux, le babeurre acide et le babeurre de lactosérum. 

Les deux premiers sont issus de la production de beurre. Le babeurre acide est obtenu à partir 

de crème acidifiée par des ferments avant le barattage alors que le babeurre doux est obtenu 

lors de la production de beurre sans acidification préalable de la crème par le procédé NIZO. 

Le babeurre de lactosérum est, lui, issu du procédé de fabrication du fromage6,11. En effet, le 

lactosérum résultant du procédé de coagulation de la caséine est centrifugé après récupération 

du caillé et la crème de lactosérum est ensuite baratée pour former le babeurre de lactosérum. 

A la différence des deux premiers babeurres, il ne contient presque plus de micelles de 

caséines et a une teneur en lipides et en phospholipides supérieure6,32. 

Un quatrième produit classé dans les babeurres est le sérum résultant de la production 

de matière grasse laitière anhydre par centrifugation du beurre. Il a une composition 

semblable aux babeurres classiques avec une proportion de lipides jusqu’à 4,5 % plus élevée 

et une proportion de lipides polaires également bien plus élevée5. 

Le tableau 2 reprend les compositions des babeurres rencontrées dans la littérature.  

 

Produit 
Lipides 

totaux 

Lipides 

polaires 
Protéines Lactose Cendres 

Babeurre doux 4,6 - 14,5 0,79a - 2,1 25 - 36,5 48,1 - 57,2 5,6 - 8,4 

Babeurre acide 22,3 1,15 27,8 43,7 6,2 

Babeurre de 

lactosérum 

14,21b - 28,9 1,3 – 2,17b 13,2 - 26,91b 52,1 - 63,4 5,8 - 7,48b 

Sérum 23,9 11,5 - - - 
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Tableau 2. Composition des babeurres selon la littérature exprimée en % de matière sèche. Données 

issues du tableau 1 de Vanderghem et al.11 et mises à jour avec les données de Barry et al.30 (a) et 

Costa et al32 (b). 

Les babeurres sont principalement utilisés pour leurs propriétés stabilisantes et 

émulsifiantes que leur procurent les phospholipides et les protéines issues de la MFGM. Ils 

sont destinés à des secteurs comme l’industrie laitière, boulangère ou d’autres secteurs 

alimentaires comme pour la fabrication de sauces, chips et chocolats. Dans l’industrie laitière, 

ils peuvent servir à la fabrication de fromage, de yaourt, de glaces, de laits, beurres et crèmes 

recombinées6. Une faible proportion de babeurres est également consommée en boissons. Il 

existe seulement quelques entreprises produisant des fractions riches en phospholipides à 

partir de babeurres de façon industrielle telle que la coopérative Fonterra (Nouvelle-

Zélande)25. 

 

2.2.2. Enrichissement en phospholipides issus de la MFGM 

En raison des possibilités de valorisation de plus en plus nombreuses des 

phospholipides de la MFGM, il s’avère aujourd’hui intéressant de pouvoir les concentrer ou 

les isoler dans des fractions laitières riches en phospholipides32. De nombreuses méthodes 

d’enrichissement des babeurres et sérums en composants issus de la MFGM ont déjà fait 

l’objet de publications mais se basent la plupart du temps sur une ou plusieurs méthode(s) de 

filtration31. 

L’ultrafiltration18,30,32–34, la microfiltration5,13,18,31 et la diafiltration32,35 figurent parmi 

les méthodes utilisées pour concentrer les phospholipides dans les babeurres. Elles peuvent 

être utilisées seules ou en combinaison. Cependant, les micelles de caséines et les 

phospholipides de la MFGM ont des tailles relativement similaires, ce qui empêche leur 

bonne séparation par membrane3,5,30–32,36. 

Il existe plusieurs procédés permettant d’éliminer les micelles de caséine ou les réduire 

en peptides de plus petite taille avant les étapes de filtration. Parmi ceux-ci, on peut citer le 

lavage de la crème avant barattage, la séparation par coagulation et précipitation, la 

dissociation des micelles par ajout de citrate ou d’éthanol ou l’hydrolyse enzymatique5,30,33. 

Barry et al. ont démontré que l’hydrolyse permettait un taux de reconversion des 

phospholipides beaucoup plus élevé que les autres méthodes30.  

Une autre solution est l’utilisation de babeurres contenant peu de caséine comme le 

babeurre de lactosérum qui est plus riche en MFGM et plus pauvre en caséine que les 

babeurres classiques6,33. 

Après ces étapes d’enrichissement par filtration, une extraction des lipides non-

polaires au CO2 supercritique peut permettre d’augmenter la concentration en lipides 

polaires13,32,34. Afin d’obtenir une fraction très pure, une deuxième extraction avec de 

l’éthanol comme co-solvant permet d’extraire les lipides polaires de la fraction enrichie34. 
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2.3. Les liposomes 

2.3.1. Définition 

Un liposome se définit comme une vésicule formée par une ou plusieurs bicouche(s) 

de phospholipides enfermant un cœur aqueux37–40. Les bicouches ont une épaisseur d’environ 

4nm qui varie selon les matières premières utilisées41. 

La formation de ces structures est rendue possible par le caractère amphiphile des 

phospholipides dont la tête hydrophile est orientée vers les phases aqueuses externes et 

internes au liposome, tandis que les queues hydrophobes se font face au sein des 

membranes38.  

Grâce à ces caractéristiques, des composés hydrophiles peuvent être introduits dans le 

cœur aqueux du liposome et des composés hydrophobes au sein de la bicouche 

phospholipidique39. 

 

2.3.2. Structures 
Les liposomes sont classés en trois grandes catégories en fonction de leur structure et 

de leur taille. On distingue d’abord les vésicules multi-lamellaires (MLVs) et les vésicules 

uni-lamellaires (ULVs). Les premières sont composées de plusieurs bicouches membranaires 

au contraire des secondes. Parmi les ULVs, il existe trois sous-catégories en fonction de la 

taille des liposomes, les petites vésicules uni-lamellaires (SUVs), les grandes vésicules uni-

lamellaires (LUVs) et les vésicules uni-lamellaires géantes (GUVs). Pour finir, la dernière 

grande catégorie reprend les vésicules multivésiculaires (MVVs) qui sont un cas particulier de 

LUVs enfermant d’autres ULVs de plus petite taille38,39,41,42.  

 

 

Figure 2. Structure des liposomes, illustration tirée de la publication de Jash et al.41. 
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Chaque type de structure possède des propriétés différentes notamment en terme de 

stabilité, de capacité d’emprisonnement et de relargage de composés38,42. 

 

Tailles des différentes catégories de liposomes selon la littérature38,39,41,42 

Catégorie Taille (nm) 

MLVs > 100 / > 400 

SUVs < 100 / < 80 

LUVs 80/100 – 1000 

GUVs > 1000 

MVVs > 1000 

Tableau 3. Tailles des catégories de liposomes selon la littérature. 

Il est à noter que le terme « nano liposomes » parfois utilisé dans la littérature fait 

simplement référence à des liposomes dont la taille se situe généralement sous les 100nm38. 

 

2.3.3. Matières premières 

Les phospholipides majoritairement utilisés pour la production de liposomes sont les 

phospholipides de soja, d’œufs, du lait et la lécithine marine42. 

Du cholestérol est régulièrement ajouté aux phospholipides lors de la formation des 

liposomes afin de rapprocher les phospholipides composant les bicouches, de réduire la 

perméabilité de celle-ci, de la rigidifier et d’empêcher l’agrégation des vésicules. Cela permet 

donc de modifier la stabilité des liposomes et le relargage des molécules emprisonnées43. 

Des composés tels que le chitosan peuvent également être ajoutés autour des 

liposomes afin de les protéger de l’oxydation et des dégradations dues aux acides et aux 

enzymes dans le système digestif. Il peuvent également masquer un éventuel goût apporté par 

d’autres composants du liposome44. 

 

2.3.4. Méthodes de production 

Les caractéristiques des liposomes telles que leur taille, leur « lamellarité » et leur 

efficacité d’emprisonnement dépendent fortement de la méthode de production choisie et de 

l’apport d’énergie de celle-ci38. Il est donc important de choisir un procédé formant des 

liposomes adaptés à une utilisation spécifique40.  

Les méthodes de production sont la plupart du temps classées en méthodes 

conventionnelles et en méthodes innovantes reprenant les procédés les plus récents. Les 

principaux problèmes posés par les méthodes conventionnelles sont l’utilisation de solvants 

dont des résidus peuvent demeurer dans les suspensions, la difficulté à transposer ces 

techniques à l’échelle industrielle et le manque d’uniformité des liposomes produits. 
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2.3.4.1. Méthodes conventionnelles 

2.3.4.1.1. Thin-film hydration 

La méthode « thin-film hydration » ou méthode par réhydratation est la première 

méthode de formation des liposomes ayant été mise au point par Bangham et al38,45. Cette 

technique est composée de trois étapes. Premièrement, les phospholipides sont dissous dans 

un solvant organique tel que du chloroforme ou un mélange de chloroforme et de méthanol 

(2:1). Les molécules hydrophobes à incorporer dans les bicouches des liposomes sont 

également ajoutées à cette étape. Deuxièmement, le solvant est évaporé à l’aide d’un 

évaporateur rotatif sous vide à une température de 40 à 60 °C afin de former un film fin de 

phospholipides sur les parois du ballon. Troisièmement, après évaporation des résidus de 

solvant sous vide, de l’eau ou un tampon est ajouté et le film est hydraté à une température 

supérieure à la température de transition moyenne des phospholipides. En effet, au-dessus de 

cette température, les phospholipides sont en phase liquide crystalline permettant la formation 

des liposomes. Sous cette température,  ils forment un gel dans lequel les queues hydrophobes 

des phospholipides sont trop serrées pour permettre la formation de liposomes 42. Le ballon 

est ensuite agité à la main, vortexé ou soniqué afin de former les liposomes. Les liposomes 

produits par ce procédé sont de type MLVs et de taille hétérogène. En outre, cette méthode, 

comme la plupart des méthodes conventionnelles, est difficilement transposable à l’échelle 

industrielle et les liposomes formés peuvent contenir des résidus de solvants42. 

 

2.3.4.1.2. Autres méthodes 

Les principales autres méthodes conventionnelles sont la méthode par chauffage, par 

évaporation en phase inverse, par épuisement de détergent et par injection. 

Dans la méthode de production de liposomes par chauffage (heating method), les 

phospholipides sont introduits dans un milieu aqueux afin d’être hydratés. La solution est 

ensuite chauffée à 60 ou 120°C en présence d’un agent d’hydratation, la plupart du temps du 

glycérol1,38,42,46.  

La méthode d’évaporation en phase inverse (reverse-phase evaporation method) est un 

procédé durant lequel un solvant contenant les lipides nécessaires à la formation des 

liposomes est ajouté à une phase aqueuse et évaporé de celle-ci par la suite pour former des 

vésicules38.  

La méthode par épuisement de détergent consiste à ajouter un détergent dans un 

solvant contenant les phospholipides afin de former des micelles. Le solvant est ensuite 

enlevé et les micelles forment des liposomes42,47. 

La méthode d’injection d’éther ou d’éthanol durant laquelle les phospholipides sont 

dissous dans de l’éther ou de l’éthanol qui est ensuite injecté par gouttes dans une solution 

aqueuse47. 
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2.3.4.1.3. Procédés secondaires 

La plupart des méthodes conventionnelles telles que la méthode thin-film hydration 

produisent des liposomes de type MLVs ou LMVs de tailles assez hétérogènes39. Ce type de 

liposome n’a que très peu de potentiel d’encapsulation en comparaison au ULVs48. Afin 

d’obtenir des LUVs et des SUVs à partir de MLVs et de réduire leur répartition de taille, il 

existe quelques techniques couramment utilisées. 

La sonication est un procédé durant lequel la suspension conteant les liposomes est 

sonifiée au moyen d’un bain ou d’une sonde à ultrasons. L’apport d’énergie lié au phénomène 

de cavitation permet d’obtenir des vésicules uni-lamellaires de plus petite taille (LUVs et 

SUVs). Le temps de traitement et l’intensité des ultrasons sont des paramètres clés dans la 

réduction de la taille des liposomes42,48. 

Le freeze-thawing consiste à passer la suspension de liposomes successivement dans 

un bain d’azote, puis à température ambiante ou dans un bain d’eau chaude en répétant 

plusieurs cycles de congélation/décongélation afin de réduire la taille des liposomes38. 

L’extrusion permet d’uniformiser la taille des liposomes par passages successifs de la 

suspension sous pression au travers d’une membrane en polycarbonate dont le diamètre des 

pores est choisi. Elle doit se faire à une température supérieure à la température de transition 

des phospholipides. La taille des liposomes sera dépendante de la taille des pores, du nombre 

de passages et de la pression appliquée42,48. Un freeze-thawing est souvent pratiqué avant une 

extrusion47. 

 

2.3.4.2. Méthodes innovantes 

2.3.4.2.1. Microfluidisation 

Un microfluidiseur est un appareil permettant d’appliquer des forces de cisaillement 

intenses combinées à un phénomène de cavitation à des fluides soumis à une haute pression42. 

En pratique, le liquide à traiter est mis sous pression dans un circuit de quelques dizaines de 

microns de diamètre passant par une chambre de collision dont la géométrie est fixée42. Pour 

la formation de liposomes, une chambre en Y séparant le flux en deux avant de le collisionner 

est généralement utilisée1,1,25,40,49 bien que des exemples de formation de liposomes avec une 

chambre en Z existent également50. Ce procédé offre l’avantage de produire des liposomes de 

type LUVs ou SUVs de petite taille (50 à 200 nm) avec une faible distribution de tailles sans 

utilisation de solvants et en une seule étape, sans besoin de procédé secondaire de traitement 

et directement à partir d’une dispersion contenant jusqu’à 20 % de phospholipides38,42. Ce 

procédé offre également une grande reproductibilité et est facilement applicable à grande 

échelle42.  

 

2.3.4.2.2. Autres méthodes innovantes 

Parmi les techniques de pointe de production de liposomes, on retrouve plusieurs 

méthodes basées sur les fluides supercritiques et plus particulièrement le CO2 supercritique. 
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Celui-ci permet de se passer des solvants traditionnellement utilisés dans les méthodes 

conventionnelles. Il peut être utilisé comme solvant, co-solvant, anti-solvant ou agent 

dispersant41.  Parmi les techniques utilisées figurent la méthode SAS (Supercritical Anti-

Solvent method), SCRPE (Supercritical Reverse Phase Evaporation method)47ou encore 

RESS ou Vent-RESS (Venturi-based Rapid Expansion of Supercritical Solution)51. 

Outre la microfluidisation et les fluides supercritiques, d’autres méthodes moins 

répandues ont fait leur apparition telles que la DAC (Dual Asymmetric Centrifugation) et 

l’ultrasonication42. 

 

2.3.5. Stabilité 

Les liposomes ne sont pas thermodynamiquement stables. Ils ont tendance à s’agréger, 

fusionner ou précipiter au cours de leur conservation38. Cela peut provoquer un relargage des 

composés emprisonnés dans la solution. Ces problèmes de stabilité physique sont également 

influencés par la stbilité chimique des lipides qui les composent. En effet, une dégradation des 

lipides par hydrolyse ou oxydation peut mener à une réduction de la stabilité physique37 des 

suspensions. 

Le potentiel zêta, influencé par le pH et la force ionique, ainsi que la lumière, 

l’oxygène dissous, la composition des bicouches et les substances encapsulées sont autant de 

paramètres qui peuvent influencer la stabilité de la suspension. La stabilité des liposomes est 

également fortement dépendante du procédé de production utilisé42. 

Les conditions de stockage idéales seraient donc à l’abri de la lumière, à un pH ne 

favorisant pas le taux d’hydrolyse (pH 6,5) mais ne diminuant pas non plus les forces de 

répulsion et sans électrolytes dans le milieu qui diminuent les forces de répulsion entre 

particules et peuvent agir comme catalyseurs d’oxydation38. Une température de 4°C est 

également préconisée dans de nombreux cas52. 

L’ajout d’anti-oxydants au sein des liposomes permet également de ralentir leur 

dégradation38. 

 

2.3.6. Liposomes formés à partir de la MFGM  

Bien qu’ils restent minoritaires25, les phospholipides de la MFGM ont été utilisés à de 

nombreuses reprises dans des publications pour la formation de liposomes, sous forme 

purifiée ou bien en fractions enrichies. La composition spécifique de ces phospholipides 

donne des propriétés aussi spécifiques aux liposomes. En effet, le taux de saturation plus 

élevé des acides gras des phospholipides de la MFGM procure aux liposomes une plus grande 

résistance à l’oxydation ainsi qu’à l’hydrolyse et la présence de sphingomyéline stabilise la 

dispersion et augmente la perméabilité de la membrane. En plus d’augmenter la stabilité lors 

du stockage de la solution à des températures de 4 à 35°C, la sphingomyéline rend également 

la dispersion plus stable face à des stress tels que des traitements thermiques1,52. 

Les liposomes formés à partir de MFGM sont également plus résistants à la 

digestion53. 
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Le tableau 4 présente une liste non-exhaustive de publications sur les liposomes 

formés à partir de MFGM. 

 

Procédé Substance 

emprisonnée 
Titre de la publication Référence 

Primaire Secondaire 

Microfluidisation / / Physical Stability of 

Liposomes Prepared from 

Milk Fat Globule Membrane 

and Soya Phospholipids 

52 

Microfluidisation / / Comparison of the Structure 

and Properties of Liposomes 

Prepared from Milk Fat 

Globule Membrane and Soy 

Phospholipids 

25 

Microfluidisation / / Preparation of Liposomes from 

Milk Fat Globule Membrane 

Phospholipids Using a 

Microfluidizer 

1 

Microfluidisation  

Thin-film hydration 

Heating 

/ / The properties of liposomes 

produced from milk fat 

globule membrane material 

using different techniques 

40 

Microfluidisation / Bêta-carotène, 

chromate de 

potassium 

Comparison of hydrophobic 

and hydrophilic encapsulation 

using liposomes prepared from 

milk fat globule-derived 

phospholipids and soya 

phospholipids 

49 

Microfluidisation / Acide 

ascorbique 

Encapsulation of ascorbic acid 

in liposomes prepared with 

milk fat globule membrane-

derived phospholipids 

54 

Thin-film hydration Microfluidisation / Structure and integrity of 

liposomes prepared from milk- 

or soybean-derived 

phospholipids during in vitro 

digestion 

53 

Thin-film hydration Extrusion / Milk membrane lipid vesicle 

structures studied with Cryo-

TEM 

55 

Thin-film hydration Extrusion / Characterization of milk and 

soy phospholipid liposomes 

and inflammation in 3T3-L1 

adipocytes 

56 

Thin-film hydration Sonication Lactoferrine Stability during in vitro 

digestion of lactoferrin-loaded 

liposomes prepared from milk 

fat globule membrane-derived 

phospholipids 

57 

Thin-film hydration Sonication Curcumine Curcumin liposomes prepared 

with milk fat globule 

membrane phospholipids and 

soybean lecithin 

37 
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Heating Homogénéisation 

sous pression 

Hydrolysats de 

protéines de 

saumon 

Encapsulation of bioactive 

salmon protein hydrolysates 

with chitosan-coated 

liposomes. 

44 

CO2 supercritique / Vitamine C et 

E 

Synthesis of multivitamin-

loaded heat stable liposomes 

from milk fat globule 

membrane phospholipids by 

using a supercritical-CO2 

based system 

58 

Tableau 4. Liste de publications sur la production de liposomes à partir de MFGM. 

2.3.7. Utilisations dans l’industrie agro-alimentaire 

En raison de leur capacité à augmenter la biodisponibilité et la stabilité de composés 

hydrophiles et hydrophobes38 ainsi que des possibilités de relargage contrôlé42 graduel ou 

instantané, les liposomes offrent de nombreuses possibilités d’applications dans l’industrie 

alimentaire. Plusieurs revues proposent des listes d’applications abordées dans la littérature 

parmi lesquelles figurent celles de Liu et al.38, Ajeeshkumar et al.42, Subramani et 

Ganapathyswamy59 ou encore Lakkis et al.60. 

Un premier domaine d’application est celui des antioxydants. L’utilisation de ces 

composés est grandissante en raison de leurs propriétés techno-fonctionnelles et bénéfiques 

pour la santé. Ce sont des molécules sensibles dont l’incorporation dans des liposomes permet 

d’augmenter la stabilité et la biodisponibilité. Les polyphénols dérivés du thé comme la 

catéchine et l’épigallocatéchine gallate ont par exemple été étudiés pour cette application42. 

D’autres molécules très sensibles régulièrement ajoutées dans les produits alimentaires 

sont les vitamines. Grâce aux propriétés des liposomes, il est possible de protéger des 

vitamines hydrophiles et hydrophobes. Les vitamines A, B, C, D et E ont notamment fait 

l’objet de publications38,54,58. 

L’incorporation de colorants tels que les caroténoïdes, la bétanine,  la curcumine et 

l’anthocyanines dans des liposomes permet également d’augmenter leur stabilité ainsi que 

leur solubilité dans l’eau37,42,61. 

Les protéines et enzymes sont également des composés sensibles. Les procédés de 

production et l’appareil digestif peuvent provoquer leur dégradation. L’utilisation de 

liposomes pour la protection d’enzymes est par exemple très intéressante dans l’industrie 

fromagère où l’incorporation de lipases, peptidases et protéases dans des liposomes permet de 

réduire la durée d’affinage et la quantité d’enzymes utilisées38. Toujours dans le secteur laitier, 

la production de liposomes de lactoferrine et de béta-galactosidase ont également fait l’objet 

de publications38. 

Les conservateurs et bactériocines, qui sont des peptides antimicrobiens synthétisés 

par des bactéries telles que les bactéries lactiques, peuvent aussi être emprisonnés dans des 

liposomes. Cette inclusion permet d’augmenter leur stabilité face à la protéolyse et de 

diminuer leurs interactions avec d’autres composants comme les graisses et les protéines, ce 

qui réduit leur efficacité. Cela permet également de pouvoir les incorporer au début des 

processus de fabrication sans les dégrader. La bactériocine la plus étudiée dans ce domaine est 
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la nisine, active notamment contre Listeria monocytogenes. Son incursion dans des liposomes 

permet entre autre de lutter contre les bactéries durant l’affinage des fromages grâce à une 

libération progressive de la nisine située à la fois dans le cœur aqueux et dans la membrane du 

liposome39. 

Et enfin, ce système physico-chimique est également utile pour protéger les huiles 

essentielles, les arômes et les acides gras essentiels comme les oméga-3 qui sont des 

composés sensibles à l’oxydation38,39,42.  
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3. Objectif et stratégie expérimentale 
 

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer la faisabilité d’une production de 

liposomes à partir de babeurres industriels, de fractions plus ou moins purifiées de ceux-ci ou 

de MFGM par microfluidisation. 

Afin d’atteindre cet objectif, deux objectifs secondaires majeurs ont été préalablement 

définis.  

Premièrement, les matières premières doivent être extraites et leurs caractéristiques 

physico-chimiques doivent être déterminées afin de pouvoir mesurer l’impact de celles-ci sur 

la formation de vésicules. 

Deuxièmement, afin de ne pas dépenser de moyens inutiles dans la production de 

vésicules à l’échelle pilote par microfluidisation, celle-ci doit d’abord être testée en 

laboratoire à petite échelle via la méthode thin-film hydration largement utilisée utilisée dans 

la littérature. 

L’objectif final peut alors être atteint par la microfluidisation de matières premières 

dont les résultats lors des tests en laboratoire sont prometteurs. 

La stratégie expérimentale a été construite parallèlement aux objectifs fixés. La 

MFGM a été extraite et des fractions contenant les lipides totaux et polaires ont ensuite été 

extraites de la MFGM et de deux babeurres industriels. Ces matières premières ont été 

caractérisées par leur teneur en protéines, en lipides totaux, polaires et neutres ainsi qu’en 

acides gras libres. Leurs propriétés interfaciales ont également été analysées au moyen 

d’isothermes de compression de films monocouches. 

La production de liposomes a ensuite été testée à partir de ces matières par la méthode 

thin-film hydration à des concentrations de 1 et 8 mg/mL avant d’être testée sur certaines 

matières premières par microfluidisation. Cette dernière a été effectuée au moyen de deux 

microfluidiseurs différents (M110-EH et 110T) afin de mesurer l’impact des paramètres de 

microfluidisation sur les vésicules formées. 

La taille moyenne, la répartition des tailles et le potentiel ζ des vésicules ont ensuite 

été mesurés afin de pouvoir mesurer l’impact des différentes matières premières et des 

différents procédés sur la formation de potentiels liposomes. L’analyse de ces données 

permettra de pouvoir répondre à l’objectif principal de ce travail. 
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4. Matériel et méthodes 
 

4.1. Matières premières 

Les babeurres SM2 et SM3, appelés SM2 et SM3 dans les figures et tableaux de ce 

travail, ont été fournis par l’entreprise S.A. Corman (Belgique). Ils sont produits par séchage 

du sérum résultant du barattage de la crème produite lors de la fabrication de matière grasse 

laitière anhydre (MGLA) à partir de beurre. 

La crème utilisée pour l’extraction de la MFGM a été fournie par la ferme Notre Dame 

de Ligny (Belgique) possédant des vaches de race jersiaise. Elle est obtenue par centrifugation 

à 2500g du lait entier à la ferme et est utilisée le jour de sa production sans aucun traitement 

thermique. 

Les phospholipides de soja purifiés ont été fournis par Sigma-Aldrich (produit P3644) 

et contiennent au moins 30 % de L-alpha-phosphatidylcholine. 

Les solvants utilisés (chloroforme, méthanol, éther diéthylique, propan-2-ol, n-hexane) 

sont de grade technique et ont été fournis par VWR Chemicals. Les autres composés sont de 

grade analytique. L’acide acétique (99 – 100 %), l’acide sulfurique (95 %), l’acide nitrique 

(65 %) et le peroxyde d’hydrogène (30 %) ont également été fournis par VWR Chemicals. Le 

NaCl, le Na2HPO4, le NaH2PO4, le molybdate d’ammonium (VI), le vanadate d’ammonium 

(V) et l’imidazole ont été fourni par Merck. Le dihydrogénophosphate de potassium a été 

fourni par UCB. L’azoture de sodium et le rouge Congo ont été fournis par Sigma-Aldrich. 

 

4.2. Extraction de la MFGM et calcul du rendement 

d’extraction 
 

Une méthode dite classique d’extraction en 5 étapes a été utilisée2. Celle-ci est tirée de 

la publication de Malik et al.22. 

La crème est d’abord lavée pour la débarrasser d’un maximum de protéines et de 

lactose. Pour cela, 1kg de crème est mélangé à 2 L d’un tampon à pH 7,2 composé de 

Na2HPO4/NaH2PO4 (0,01 M) et de NaCl (0,9 %). Après centrifugation à 4500g et 4 °C durant 

10 minutes, la phase aqueuse est éliminée. Une masse de tampon équivalente à la masse de 

crème résultante de cette première étape est rajoutée et la manipulation est réitérée une 

seconde fois. L’opération est répétée une troisième fois en remplaçant le tampon par de l’eau 

distillée à raison de 2,5 fois la masse de crème. Après ajustement de la masse de crème à 1 kg 

par ajout d’eau distillée, celle-ci est laissée en maturation à 4 °C durant 20 heures. Elle est 

ensuite barattée à l’aide d’un robot ménager (Kenwood 255). 

La phase grasse est mélangée à masse égale avec de l’eau et placée dans un bain marie 

à 45 °C durant 30 minutes tout comme le sérum. Les deux phases sont ensuite centrifugées à 

5000g et 4 °C durant 15 minutes. Les sérums sont collectés, mélangés et lyophilisés. La 

MFGM est ensuite mise sous vide et conservée à -50 °C. 
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Le rendement d’extraction de la MFGM est exprimé en grammes de masse sèche de 

MFGM par 100 g de matière grasse2. 

 

4.3. Caractérisation des matières premières 

4.3.1. Extraction et quantification des lipides totaux 
 

La méthode de Folch62 a été choisie car elle permet un meilleur taux d’extraction des 

phospholipides et une faible dégradation de ceux-ci en comparaison avec des méthodes 

d’extraction à chaud comme celle de Röse Gottlieb4,21. Le protocole présenté par Rodríguez-

Alcalá et Fontecha21 a été adapté à des échantillons de 0,5 g. Ce protocole composé d’une 

étape d’extraction classique suivie d’un rinçage de la phase eau/méthanol par du chloroforme 

est particulièrement adapté aux lipides de la MFGM4. 

L’échantillon est solubilisé dans 15 mL d’un mélange chloroforme:méthanol (2:1) et 2 

mL d’eau milli-Q puis le tout est vortexé durant 1 minute et agité à 4 °C pendant 1 heure. 

Après une étape de centrifugation à 4 °C et 5000 rpm pendant 5 minutes, la phase inférieure 

contenant majoritérement du chloroforme est récupérée et 10 mL de chloroforme sont ajoutés 

à la phase supérieure eau/méthanol. Après une deuxième étape d’agitation et de 

centrifugation, l’opération est renouvelée et les deux phases « chloroforme » sont évaporées 

avec un évaporateur rotatif (Buchi R-210) à 45° C. 

Pour les extractions servant aux tests pilotes sur les microfluidiseurs, la masse 

d’échantillon est augmentée à 6 g par tube et les volumes de solvants adaptés en conséquence. 

Les lipides sont stockés sous vide jusqu’à leur utilisation. 

Pour la quantification des lipides totaux matières premières, un triplicat a été réalisé. 

 

4.3.2. Fractionnement et quantification des lipides polaires, 

neutres et des acides gras libres 
 

Les lipides totaux ont été fractionnés en trois classes de lipides au moyen de colonnes 

de silice liée à des groupes aminopropyles HF Mega BE-NH2 (Agilent Technologies) d’un 

volume de12 mL chargés par 2 g de sorbant. Ce fractionnement a été réalisé selon le protocole 

décrit par Malik et al.22. 

Les colonnes sont préalablement conditionnées avec deux fois 8mL de n-hexane. 70 

mg de lipides totaux sont déposés en tête de colonne dans 2 mL d’une solution à 35 mg/mL. 

Une première fraction composée de lipides neutres est ensuite éluée par 18 mL d’un mélange 

chloroforme:propan-2-ol (2:1). Les deuxièmes et troisièmes fractions sont composées des 

acides gras libres et des lipides polaires. Elles sont obtenues respectivement par élution de 18 

mL d’éther diéthylique contenant 2 % (v/v) d’acide acétique et de méthanol. 

Les fractions sont collectées dans des ballons de 50 mL préalablement disposés dans 

un dessiccateur durant 24h et tarés. Les solvants sont évaporés au moyen d’un évaporateur 

rotatif (Buchi R-210) à 45°C. Les éventuels résidus de solvant sont évaporés par un passage 
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sous un flux d’azote et les ballons sont ensuite placés une nuit dans un dessiccateur sous vide 

avant pesée. 

L’efficacité de la méthode a été validée en analysant les différentes fractions par 

chromatographie sur couche mince (CCM). 

Pour la détermination de la composition lipidique des matières premières, des 

duplicats ont été réalisés. 

Cette méthode a également été utilisée pour la préparation de lipides polaires 

précédant les tests de formation de liposomes. Dans ce cas, les lipides polaires sont stockés 

sous vide jusqu’à leur utilisation. Dans le cas des échantillons destinés à la microfluidisation, 

des colonnes HyperSep NH2 (Thermo Fisher Scientifics) de 60 mL contenant 10 g de sorbant 

ont été utilisées. 

 

4.3.3. Quantification des phospholipides 

La quantification des phospholipides est effectuée via le dosage colorimétrique du 

phosphore par la méthode de Misson. Le protocole publié par Kuzdal-Savoie63, adapté aux 

échantillons laitiers a été suivi. 

Brièvement, 30 mg de lipides totaux sont solubilisés dans du chloroforme et 

quantitativement disposés dans des fioles jaugées de 50 mL. Le solvant est évaporé et les 

fioles sont placées pendant 1h dans un dessiccateur avant pesée pour connaître la prise d’essai 

exacte. 

L’échantillon est ensuite minéralisé.  2 mL d’un mélange d’acide nitrique et d’acide 

sulfurique (1:1) sont ajoutés à l’échantillon et le tout est chauffé jusqu’à disparition du 

dégagement de vapeurs brunes. 7 gouttes d’acide nitrique sont ajoutées, suivies par 25 gouttes 

de peroxyde d’hydrogène. La fiole est laissée sur une plaque chauffante pendant 20 minutes 

puis refroidie à température ambiante et mise au trait avec de l’eau milli-Q. 

Des volumes équivalents de cette solution et de réactif vanadomolybdique sont 

mélangés dans une cuvette. Ce dernier est une solution composée de 20 g/L de molybdate 

d’ammonium tétrahydraté (VI), 0,47 g/L de vanadate d’ammonium (V) et 13,5 % d’acide 

nitrique64. Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance de la solution est mesurée au 

spectrophotomètre (Hitachi U-2900) à 420 nm. 

Le calcul de la concentration en phosphore se fait au moyen d’une droite d’étalonnage 

réalisée avec du KH2PO4. La concentration en phospholipides correspond à la concentration 

en phosphore multipliée par un facteur de 25 tenant compte de la masse molaire moyenne des 

phospholipides65. 

Ces mesures ont été réalisées en triplicats pour chaque échantillon. 

 

 



19 

 

4.3.4. Quantification des protéines 
 

La teneur en azote des matière premières est déterminée sur des échantillons de 200 

mg par la méthode de Dumas au moyen d’un Rapid N cube (Elementar Analysensysteme 

GmbH). La valeur obtenue est multipliée par 6,38 afin d’obtenir la teneur en protéines. Ce 

facteur est celui utilisé par la norme iso 14891:2002 pour la détermination de la teneur en 

protéines des produits laitiers66. 

Cette mesure a été réalisée en duplicat pour chaque matière première. 

 

4.3.5. Caractérisation des propriétés interfaciales 

Les isothermes de compression ont été réalisées à l’aide d’une balance à film Liquid-

liquid Langmuir through (KSV NIMA instruments Ltd). Les mesures ont été réalisées à 

l’interface air/eau. 120 mL d’eau Milli-Q ont été dispersés dans la cuvette prévue à cet effet. 

Les échantillons de lipides totaux et polaires sont dispersés dans de l’hexane à raison de 1 %. 

Les échantillons de babeurres et de MFGM bruts ont été dispersés dans de l’eau Milli-Q à 

raison de 3 % et hydratés durant une nuit avant analyse. 

40 à 60 µL de ces solutions sont disposés à la surface de l’eau, le volume est ajusté 

afin que la surface par mg de matière en début de compression soit la plus proche possible du 

point A0 correspondant au début de l’isotherme. La compression est ensuite lancée après 15 

minutes de formation du film. Un taux de compression de 40 mm/min et une température de 

25 ± 0,5 °C ont été appliqués22. 

La surface A0 marquant le passage à un film liquide expensé ainsi que les surfaces et 

pressions des points de transitions (A1, A2, π1, π2) sont déterminés graphiquement à partir des 

variations dans la pente de la droite. L’élasticité est calculée au moyen de la formule suivante: 

élasticité = -A(dπ/ dA) 67. 

Un duplicat a été effectué pour chaque mesure. 

 

4.4. Formation des liposomes par la méthode thin-film 

hydration 
 

Une masse connue d’échantillon est dissous dans du chloroforme et le volume 

correspondant à la quantité désirée (10 ou 80 mg)57 est transféré dans un ballon de 50 mL. Le 

chloroforme est évaporé au moyen d’un évaporateur rotatif (Buchi R-210) à 45 °C afin de 

former un film fin régulier sur les parois du ballon. Ce dernier est placé sous un flux d’azote 

afin d’évaporer la majorité des résidus de solvant et est ensuite laissé dans un dessiccateur 

sous vide pendant 24 heures afin de garantir l’absence totale de solvant. 

10 mL de tampon imidazole composé de 20 mmol/L d’imidazole, de 50 mmol/L de 

NaCl et de 0,02 % d’azoture de sodium1,25,40,52,54 sont ensuite disposés dans le ballon 

contenant le film qui est immédiatement placé dans un bain marie à agitation à 60 °C40. Cette 
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température a été choisie car elle est supérieure à la température de transition moyenne des 

lipides présents dans les échantillons. Les ballons sont laissés durant 1h dans ce bain et 

vortexés toutes les 10 minutes durant 1 heure. 

Les échantillons sont conservés à 4 °C à l'abri de la lumière jusqu’à analyse. Chaque 

solution a été réalisée en duplicat. 

 

4.5. Formation des liposomes par microfluidisation 

Une dispersion à 1 %1 est préparée dans le même tampon imidazole que pour la 

méthode thin-film hydration. Le tampon est ajouté à l’échantillon et celui-ci est porté à 60 °C 

dans un bain marie. Lorsque la température cible est atteinte, l’échantillon est dispersé durant 

10 minutes à l’aide d’un Ultra-Turrax (Ultra Turax T25, IKA) à une vitesse de 11.000 

tours/min. 

Cette solution est ensuite traitée par microfluidisation. Deux microfluidiseurs 

différents ont été utilisés dans le cadre de ce travail. 

Premièrement, le Microfluidizer processor M-110EH (Microfluidics) équipé d’une 

chambre de type Z de 100 µm de diamètre (H10Z 100 µm ceramic) a été utilisé à une pression 

de 1500 bar. Afin d’éviter une montée en température trop importante de la suspension qui 

pourrait entrainer la dégradation des liposomes, des phospholipides mais également de 

l’appareil, un groupe froid réglé sur 10 °C est raccordé à la chambre de microfluidisation. 5 

passages sont effectués et un échantillon est prélevé à la fin de chaque passage. 

Deuxièmement, le Microfluidizer 110T (Microfluidics) équipé d’une chambre de type 

Y a été utilisé à une pression de 350 bar. Comme pour le premier, celui-ci a été refroidi mais 

au moyen de glace disposée sur les différents circuits du système. 

Etant donné les quantités de matière demandées par ces tests et la grande 

reproductibilité du procédé à pression constante, chaque suspension n’a été produite qu’une 

fois pour chacun des microfluidiseurs. 

 

4.6. Sonication 

La sonication des suspensions produites à partir de 8 mg/mL de matière par la 

méthode thin-film hydration a été effectuée dans un bain à ultrasons (ZETA SONIC) 

possédant une puissance de 360 W et une fréquence de 40 kHz durant 10 minutes57 à 60 °C. 

 

4.7. Caractérisation des liposomes 

4.7.1. Taille moyenne des particules et répartition de tailles 
 

La taille moyenne des particules a été analysée par diffusion dynamique de la lumière 

(DLS) au moyen du Delsa Nano C particle analyser (Beckman Coulter). Les mesures ont été 

effectuées à une température de 25 °C, avec un angle de diffusion de 165 °, un indice de 
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réfraction de 1,3328 et de l’eau milli-Q comme diluant. Cette mesure a été réalisée en 

quintuplet pour chaque échantillon. 

 

4.7.2. Potentiel ζ 

La mesure du potentiel ζ a été réalisée par diffusion électrophorétique de la lumière 

(ELS) au moyen du Delsa Nano C particle analyser (Beckman Coulter). Les mesures ont été 

effectuées à 20 °C avec un angle de diffusion de 15 ° et un champ électrique moyen de -15,5 

V/cm. La valeur du potentiel ζ est obtenue à partir des données collectées sur 10 mesures de 

400 µs par l’équation de Smoluchowski. Cette mesure a été réalisée en duplicat pour chaque 

échantillon. 

 

4.7.3. Microscopie optique 

Afin de pouvoir observer l’aspect général des suspensions, deux microscopes optiques 

ont été utilisés: le Nikon Eclipse E400 et le Nikon Eclipse Ti2. Les images ont été traitées à 

l’aide du logiciel NIS-Element Viewer. 

 

4.8. Traitement statistique des données 

Afin de pouvoir comparer certaines moyennes entre elles et de pouvoir déterminer si 

elles sont statistiquement différentes, des tests des étendues de Tukey ont été réalisés avec des 

ANOVA de type AV1. Un niveau de confiance de 95 % a été choisi et ces tests ont été 

effectués sur le logiciel R (version 4.3.1). 
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5. Résultats et discussion 
 

5.1. Caractérisation des matières premières 

5.1.1. Composition générale 
 

Composition (%) MFMG SM2 SM3 

Protéines 22,48 ± 0,16 31,57 ± 0,24 47,48 ± 0,04 

Lipides 57,97 ± 3,74 14,00 ± 1,21  23,52 ± 1,62 

Tableau 5. Composition générale des matières premières. Abréviations: SM2, babeurre SM2; SM3, 

babeurre SM3. 

La MFGM a été extraite avec un rendement de 1,52 g/100g de matière grasse. Cela est 

légèrement plus faible que le rendement de 1,7 g/100g de matière grasse obtenu par 

Vanderghem et al.15 avec un procédé similaire. 

La teneur en protéines de la MFGM extraite est légèrement plus faible que les teneurs 

les plus faibles recensées dans la littérature. La teneur en lipides est, elle, légèrement plus 

élevée que celles habituellement rencontrées1. Selon la littérature, les 20 % restants sont 

composés de lactose, d’eau et de cendres. Une analyse de la teneur en lactose n’a pas été 

effectuée mais Malik et al.22 ont fait état d’un taux de lactose de 11 % de la masse sèche en 

utilisant la même méthode d’extraction. 

La teneur en lipides du babeurre SM3 correspond à ce qui est référencé dans la 

littérature (Tableau 2) pour les sérums de beurre tandis que celle du babeurre SM2 se 

rapproche plutôt d’un babeurre doux. En ce qui concerne les protéines, aucune valeur n’a pu 

être trouvée pour les sérums de beurre dans la littérature mais le babeurre SM2 possède 

également une teneur proche de celle du babeurre doux. Le babeurre SM3 possède, lui, une 

teneur en protéines plus élevée que celles rencontrées pour tous les babeurres de la littérature. 

Sur base de cette composition, on pourrait donc assimiler le babeurre SM2 à un 

babeurre doux et SM3 à un sérum de beurre. Le babeurre SM3 est plus riche en lipides et 

protéines que le babeurre SM2.  

Selon les données fournies par l’entreprise Corman S.A., les pourcentages restants 

seraient, comme dans le cas de la MFGM, principalement composés de lactose ainsi que de 

cendres (5 – 8 %) et d’eau (0 – 5 %) dans une moindre mesure. Le babeurre SM2 (45 – 49 %) 

contiendrait au moins deux fois plus de lactose que le babeurre SM3 (12 – 24 %). Le babeurre 

SM3 peut donc être considéré comme une version à teneur réduite en lactose du babeurre 

SM2. 

La MFGM extraite possède une teneur en lipides beaucoup plus élevée que les 

babeurres, une teneur en protéines plus faible et une teneur en lactose estimée plus faible. Ce 

résultat est logique puisque les étapes de lavage de la crème préalables à l’extraction de la 

MFGM ont pour but d’enlever le lactose et les protéines non membranaires présentes dans la 

crème22. 
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5.1.2. Composition lipidique 

Les tableaux 6 et 7 présentent la composition en lipides des différentes matières 

premières. 

Composition (%) MFMG SM2 SM3 

Phospholipides 12,95 ± 0,73 5,61 ± 0,00 10,13 ± 1,02 

Lipides neutres 39,41 ± 0,85 5,12 ± 0,09 10,47 ± 0,77 

Acides gras libres 4,06 ± 0,24 0,25 ± 0,01 0,61 ± 0,60 

Lipides polaires 14,49 ± 0,62 8,64 ± 0,07 12,45 ± 0,09 

Tableau 6. Composition lipidique des matières premières. Abréviations: SM2, babeurre SM2; SM3, 

babeurre SM3. 

Composition des 

lipides totaux (%) 

MFGM SM2 SM3 

Phospholipides 22,34 ± 1,26 40,06 ± 0,00 43,07 ± 4,34 

Lipides neutres 67,99 ± 1,47 37,02 ± 0,65 44,51 ± 3,29 

Acides gras libres 7,01 ± 0,41 1,72 ± 0,05 2,58 ± 2,53 

Lipides polaires 25,00 ± 1,07 61,26 ± 0,6 52,91 ± 0,38 

Tableau 7. Composition lipidique des matières premières rapportées aux lipides totaux. Abréviations: 

SM2, babeurre SM2; SM3, babeurre SM3.. 

La composition lipidique de la MFGM extraite est comprise dans les gammes de 

valeurs rencontrées dans la littérature à l’exception du taux d’acides gras libres qui est plus 

élevé2,4,8,16. Outre une composition initiale de la crème plus élevée que la moyenne en acides 

gras libres, cette valeur pourrait également être expliquée par un fort taux d’hydrolyse des 

triglycérides lors des différentes étapes d’extraction de la MFGM68. Le protocole pourrait 

dans ce cas être modifié pour limiter l’action de ces enzymes, par exemple en réduisant la 

durée des différentes étapes et en traitant la crème le plus vite possible après sa production. 

Une désactivation des enzymes pourrait également être envisagée mais toutes ces 

modifications ne doivent pas influencer le rendement et les caractéristiques de la MFGM 

extraite.  

Les babeurres SM2 et SM3 contiennent, comme indiqué dans la littérature, des teneurs 

en lipides polaires et en phospholipides bien plus importants que les babeurres classiques 

(Tableau 2). La teneur obtenue pour le babeurre SM2 est inférieure à celle du babeurre SM3. 

Ce dernier se rapproche le plus des taux présentés dans le tableau 2. De plus, le taux de lipides 

polaires et de phospholipides du babeurre SM3 n’est que 2 % inférieur à celui de la MFGM 

extraite, ce qui en fait une excellente alternative pour la formation de liposomes.  

Si l’on considère uniquement les fractions contenant les lipides totaux, alors les 

babeurres ont une plus haute teneur en lipides polaires et phospholipides que la MFGM qui 

contient beaucoup plus de lipides neutres.  

En conclusion, des différences de composition existent entre les différentes matières 

premières et leurs fractions respectives. Grâce à celles-ci, il sera possible de lier ou non les 

caractéristiques des vésicules formées à celles de la matière première utilisée. 
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Une autre conclusion est également qu’en se référant uniquement à la teneur en 

phospholipides, la MFGM serait la matière première brute la plus adaptée à la formation de 

liposomes car elle en contient plus, alors que dans le cas d’une utilisation des lipides totaux, 

les babeurres seraient plus appropriés. Cependant, cela reste purement théorique et d’autres 

facteurs comme la composition en phopholipides et les interactions avec les autres 

composants entrent en compte. 

 

5.1.3. Propriétés interfaciales 

Afin de caractériser les propriétés interfaciales des différentes matières premières 

brutes et de leurs fractions, les isothermes de compression de films monocouches formés à 

partir de ces matières ont été mesurés au moyen d’une balance à film.  

 

Figure 3. Isothermes de compression des films monocouches des lipides polaires à 25 ± 0,5 °C. 

Abréviations : PL Soja, phospholipides de soja; LP MFGM, lipides polaires de la MFGM; LP SM3, 

lipides polaires du babeurre SM3; LP SM2, lipides polaires du babeurre SM2. 

Pour les fractions contenant les lipides polaires et pour les phospholipides de soja, une 

seule transition est observée. Elle se produit à 45,5 mN/m pour les lipides polaires de la 

MFGM et du babeurre SM2 et à 46,5 mN/m pour les lipides polaires du babeurre SM3 ainsi 

que pour les phospholipides de soja. Elle correspond à la transition d’un film liquide expansé 

à un film liquide condensé22,69. Il n’existe donc aucune différence significative entre les 

différentes fractions. Ces valeurs correspondent à celles obtenues par Malik et al.22 pour les 

lipides polaires de la MFGM qui avaient obtenu une transition à 45mN/m en utilisant les 

mêmes protocoles d’extraction. 
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Figure 4. Isothermes de compression des films monocouches des lipides totaux à 25 ± 0,5 °C. 

Abréviations : LT MFGM, lipides totaux de la MFGM; LT SM3, lipides totaux du babeurre SM3; LT 

SM2, lipides totaux du babeurre SM2. 

Dans le cas des fractions contenant les lipides totaux, on observe toujours bien la 

transition due aux lipides polaires aux alentours de 46 mN/M pour les deux babeurres. Celle-

ci est moins marquée et légèrement inférieure (43,5 mN/m) pour la MFGM. Le fait qu’elle 

soit moins marquée est certainement dû à la teneur en lipides polaires de seulement 25 % dans 

la fraction des lipides totaux de cette dernière contre 61,26 et 52,91 % pour les babeurres SM2 

et SM3. 

C’est certainement pour cette même raison qu’une autre transition à 24 mN/m est 

clairement visible dans le cas de la MFGM et est moins marquée dans le cas des babeurres à 

26 et 29 mN/m. En effet, comme les lipides totaux des babeurres sont composés à plus de 50 

% de lipides polaires, il est possible que l’impact des lipides neutres soit moins bien perçu. 

Dans tous les cas, la deuxième transition observée est due à la présence des lipides neutres et 

correspond encore une fois aux données obtenues par Malik et al.22 avec un léger décalage 

puisque une  transition avait été observée à 20 mN/m. Dans ce cas, la transition à la pression 

la plus faible serait celle marquant le passage d’un film liquide expansé à condensé et celle se 

produisant à la pression la plus élevée marquerait le passage d’un film liquide condensé à un 

film solide22,69. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

P
re

ss
io

n
 d

e 
su

rf
ac

e 
(m

N
/m

)

Surface (m²/mg)

LT MFGM

LT SM3

LT SM2



26 

 

 

Figure 5. Isothermes de compression des films monocouches des matières premières brutes à 

25 ± 0,5 °C. Abréviations : SM2, babeurre SM2; SM3, babeurre SM3. 

Les isothermes obtenus pour les matières premières brutes sont relativement différents 

de ceux obtenus pour les lipides et sont beaucoup moins étendus avec des valeurs de surface 

par mg plus faibles, témoignant d’une moins grande concentration en lipides. En outre, la 

différence entre les babeurres et la MFGM est beaucoup plus marquée pour ceux-ci. La 

MFGM possède une transition à 47 mN/m et une transition moins marquée à 26 mN/m 

comme pour les lipides totaux. Cela n’est pas surprenant étant donné qu’elle est composée à 

57,97 % de ceux-ci. Danthine et Blecker69 ainsi que Malik et al.22 ont fait état d’isothermes 

similaires.  

En revanche, les babeurres SM2 et SM3 possèdent une transition à 16 mN/m. Les 

diagrammes obtenus pour ces deux matières premières sont les mêmes que ceux obtenus par 

Malik et al.22 pour des fractions dégraissées de la MFGM. Cela voudrait donc dire que la 

quantité de lipides présents dans ces babeurres (23 et 52 %) n’est pas suffisante pour 

influencer significativement le comportement du film face à la compression. L’isotherme 

résulte donc majoritairement des propriétés des protéines étant donné que le lactose se 

solubilise dans l’eau. La transition correspond au réarrangement des molécules du film sous 

l’effet de la compression. Le fait que des pressions plus faibles soient atteintes est expliqué 

par l’occupation de l’espace plus importante des protéines22. 

Points 

caractéristiques 
LP 

MFGM 
LP 

SM2 
LP 

SM3 
PL 

Soja 
LT 

MFGM 
LT 

SM2 
LT 

SM3 
MFGM SM2 SM3 

A0 (m²/mg) 0,48 0,79 0,62 0,91 0,96 0,88 0,77 0,36 0,19 0,26 

A1 (m²/mg) 0,21 0,33 0,29 0,42 0,52 0,5 0,4 0,15 0,08 0,12 

π1 (mN/m) 45,5 45,5 46,5 46,5 24 26 29 26 16 16 

A2 (m²/mg) - - - - 0,28 0,34 0,26 0,07 - - 

π2 (mN/m) - - - - 43,5 46 46 47 - - 
Elasticité de 

surface (mN/m) 
64 69 70 66 34 54 43 29 10 10 

Tableau 8. Points caractéristiques des isothermes de compression et élasticités. Abréviation: LP, 

lipides polaires; LT, lipides totaux; PL, phospholipides; SM2, babeurre SM2; SM3, babeurre SM3; A0, 

surface marquant le début de l’isotherme de compression; A1, surface de la première transition; A2, 
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surface de la deuxième transition; π1, pression de surface à la première transition; π2, pression de 

surface à la deuxième transition. 

L’élasticité des différentes matières premières a également été calculée en réalisant la 

moyenne de l’élasticité des points mesurés de 20 mN/m à la première transition pour les 

lipides polaires et totaux, de la première transition à la fin du diagramme pour les babeurres 

bruts et jusqu’à la deuxième transition pour la MFGM. L’élasticité des lipides polaires est la 

plus élevée, suivie par celle des lipides totaux et enfin celle des matières premières brutes. 

Une valeur élevée d’élasticité est significative d’un film possédant une grande cohésion et 

résistance aux contraintes mécaniques22. Cela confirme que les lipides polaires sont les plus 

adaptés à la formation et à la stabilisation de systèmes vésiculaires tels que les liposomes. 

 

5.2. Taille moyenne des particules 

5.2.1. Méthode thin-film hydration 

5.2.1.1. Tests préliminaires 

Les protocoles de production de liposomes sont nombreux dans la littérature et sont 

adaptés à chaque matière première, application et procédé secondaire. Différents protocoles 

trouvés dans la littérature ont donc été testés avant de trouver une méthode permettant 

l’obtention de particules dont la taille correspond à celle des liposomes. En effet, la principale 

difficulté rencontrée lors de ces tests préliminaires est la mauvaise hydratation du film de 

phospholipides, résultant en des particules de grande taille, dont la répartition de taille était 

également large et dont les résultats sont peu reproductibles. La figure 6 illustre ce 

phénomène. L’échantillon utilisé sur celle-ci a été coloré avec du rouge Congo afin de mieux 

percevoir les dirrérentes particules. Ce dernier est censé colorer la solution aqueuse mais pas 

les lipides, bien que cela ne soit pas son utilisation optimale. Pour une étude plus approfondie, 

l’utilisation de rouge Soudan permettant une coloration des lipides serait plus approrpiée. 
 

 

Figure 6. Image d’un échantillon formé à partir de MFGM lors des tests préliminaires et illustrant 

l’inefficacité du protocole testé. Photo prise par le microscope Eclipse E400 (objectif x20). 
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Le tableau 9 résume les différentes méthodes testées et la taille moyenne ainsi que 

l’indice de polydispersité des particules des suspensions formées à partir de celles-ci. 

 

Méthode Taille 

moyenne 

des 

particules 

(nm) 

Indice de 

polydispersité Température 

(°C) 

Durée 

d’hydratation 

(heures) 

Agitation Matière 

première 

Concentration 

(mg/mL) 

20 2 Vortex, 

1fois 

SM3 20 946,9 ± 

184,9 

0,380 ± 0,057 

20 2 Vortex, 

1fois 

MFGM 20 1868,2 ± 

71,0 

0,483 ± 0,063 

20 2 Vortex, 

1fois 

LP SM3 20 11025,1 ± 

1217,6 

1 

20 24 Vortex, 

1fois 

LP SM3 20 7353,4 ± 

276,8 

1 

20 24 Agitation 

continue 

LP SM3 20 701,5 ± 

133,2 

0,333 ± 0,047 

60 1 Vortex, 

1fois 

LP SM3 20 1690,6 ± 

234,5 

0,452 ± 0,068 

Tableau 9. Résultats des principaux tests préliminaires de la méthode thin-film hydration. 

Abréviations : SM3, babeurre SM3; LP SM3, lipides polaires du babeurre SM3. 

Après avoir testé un protocole de base sur des matières premières brutes, il a été 

décidé de se focaliser sur une des fractions contenant des lipides polaires d’un babeurre car le 

potentiel de formation de liposomes était plus élevé pour celles-ci. La fraction issue du 

babeurre SM3 a été sélectionnée dans ce but. 

Ces tests ont montré que l’agitation et la température durant la période d’hydratation 

sont des facteurs clés dans la préparation de liposomes par la méthode thin-film hydration. En 

effet, pour une même matière première, le passage d’une agitation au vortex pendant 1 minute 

à une agitation continue a significativement réduit la taille moyenne des particules, la faisant 

passer sous les 1000 nm. Cela a également permis de réduire la largeur de la répartition des 

tailles. L’augmentation de la température a eu le même effet. Cela est dû au fait que la 

formation de liposomes ne peut se faire que si la température est supérieure à la température 

de transition moyenne des phospholipides. En-dessous de cette température, les lipides se 

trouvent à l’état de gel qui ne favorise pas la formation d’une membrane continue70. La 

température de travail utilisée dans la plupart des protocoles est située entre 55 et 60 °C afin 

d’être certain de se situer au-dessus de cette température de transition lorsqu’elle n’est pas 

précisément connue pour les phospholipides utilisés50,70,71. La température de 60 °C a donc été 

sélectionnée pour le protocole final, même si les deux phospholipides majeurs de la MFGM, 

la sphingomyéline et la phosphatidylcholine, ont une température de transition inférieure à 37 

°C 54. 

Afin d’optimiser l’agitation lors de l’hydratation par rapport au protocole initialement 

testé, celle-ci est effectuée dans un bain-marie à agitation et les ballons sont vortexés durant 1 

minute toutes les 10 minutes. Afin de réduire la dégradation des lipides dans de telles 

conditions, le temps d’hydratation est réduit à 1heure. 
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Un autre point qui a été modifié dans le protocole final est la concentration et donc la 

quantité de matière introduite dans les ballons. En effet, tous les tests ont été effectués dans 

des ballons de 50 mL afin que le film présent dans celui-ci puisse facilement être hydraté au 

moyen d’une agitation par vortex. Cependant, la concentration de 20 mg/mL utilisée dans les 

tests ne permettait pas la formation d’un film uniforme dans un ballon de si petite taille. La 

quantité de matière introduite a donc été diminuée ainsi que la concentration afin de garder un 

volume de solvant permettant une bonne hydratation du film fin obtenu. Les concentrations de 

1 et 8 mg/mL permettent l’obtention d’un film régulier sur les parois du ballon. 

Le protocole sélectionné à la suite de ces tests permet donc d’obtenir un film fin qui 

est ensuite hydraté efficacement à 60 °C grâce à des cycles de vortex. Les tailles de particules 

résultantes de ce protocole sont toutes situées sous les 500 nm, ce qui correspond aux tailles 

attendues pour des liposomes bruts de type MLVs formés par la méthode thin-film hydration. 

 

5.2.1.2. Validation de la méthode 

Afin de valider la méthode choisie à la suite des tests préliminaires, celle-ci a été testée 

avec des phospholipides de soja contenant au moins 30 % de L-alpha-phosphatidylcholine. Ce 

type de phospholipides est régulièrement utilisé pour la formation de liposomes et son 

efficacité pour cette application a été prouvée25,70. Cette démarche a pour but de valider 

l’efficacité de la méthode avec un matériel de référence dont l’efficacité a été démontrée. 

Les liposomes formés à partir des solutions à 1 mg/mL et 8 mg/mL ont des tailles 

moyennes respectives de 118,6 ± 1,2 nm et 226,1 ± 0,8 nm. Cela correspond aux gammes de 

tailles pouvant être obtenues pour des MLVs formés par cette méthode41. 

Les indices de polydispersités liés à ces tailles moyennes sont de 0,308 ± 0,004 et 

0,286 ± 0,032. Ceux-ci indiquent une distribution de taille relativement large37. Cela est 

normal pour cette méthode qui nécessite un procédé secondaire pour standardiser la taille des 

vésicules obtenues. 

A partir de ces résultats, il est possible d’affirmer que la méthode utilisée permet 

l’obtention de vésicules dont les tailles correspondent à celles de liposomes. 
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5.2.1.3. Impact de la concentration 
 

 

Figure 7. Tailles moyennes des particules obtenues par la méthode thin-film hydration. Abréviations : 

SM2, babeurre SM2; SM3, babeurre SM3; LT, lipides totaux; LP, lipides polaires; PL, phospholipides 

La taille moyenne des particules est significativement supérieure lorsque la 

concentration des suspensions augmente pour toutes les matières premières, sauf les babeurres 

bruts SM2 et SM3. Cette augmentation de la taille proportionnelle à la concentration en 

matière a déjà été démontrée dans la littérature72. Elle pourrait être due à l’augmentation de la 

viscosité de la solution proportionnelle à la concentration en lipides. Cette augmentation de la 

viscosité provoque une augmentation de la stabilité des vésicules formées face aux étapes 

d’homogénéisation (le vortex dans ce cas)73. Le fait qu’une différence significative n’existe 

pas pour les babeurres industriels bruts pourrait être lié à leur plus faible proportion en 

phospholipides. Celle-ci ne diffère pourtant que de 2 % entre la MFGM et le babeurre SM3. 

Cette hypothèse ne se vérifie donc pas dans le cas de la MFGM. 

Il est également constaté que plus la matière première utilisée est concentrée en 

phospholipides, plus l’écart de taille moyenne est élevé entre les deux concentrations. En 

effet, les écarts entre les moyennes des lipides polaires sont les plus grands, suivis par ceux 

des moyennes des lipides totaux puis par les matières premières brutes. Cela confirme que 

l’augmentation de la concentration en phospholipides provoque une augmentation 

proportionnelle de la taille des particules pour la méthode thin-film hydration. 

 

5.2.1.4. Impact de la matière première 

En ce qui concerne les matières premières brutes, les liposomes de plus petite taille 

sont obtenus à partir de la MFGM pour la concentration 1 mg/mL et à partir du babeurre SM2 

pour la concentration 8 mg/mL.  
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D’un point de vue statistique, si on considère les matières premières brutes, les 

particules formées à partir du babeurre SM3 sont significativement plus grandes pour la 

concentration la plus faible tandis que les particules formées à partir du babeurre SM2 sont 

significativement plus petites que les autres pour les suspensions à 8 mg/mL.  

Ce schéma ne se répète pas pour les lipides totaux pour lesquels les particules sont 

significativement plus grandes pour la MFGM, quelle que soit la concentration. Cela pourrait 

signifier qu’une grande proportion de lipides neutres mène à des tailles de particules plus 

grandes. 

Si on compare les suspensions formées à partir des lipides polaires et des 

phospholipides pour une concentration de 1 mg/mL, on constate qu’aucune différence 

significative n’existe pour les fractions contenant les lipides polaires laitiers au sein d’une 

même concentration. Cela parait plutôt logique en raison de la composition en phospholipides 

qui est assez similaire dans ces échantillons. En revanche, les particules formées à partir des 

phospholipides de soja sont significativement plus petites. La même observation est effectuée 

pour les suspensions à 8 mg/mL avec cependant une taille moyenne des particules 

significativement supérieure pour les lipides polaires du babeurre SM3. 

Enfin, en ce qui concerne l’impact de la purification en phospholipides des différentes 

matières premières, si une même matière première est considérée, il n’existe pas de différence 

significative entre l’échantillon brut et les lipides totaux pour les suspensions à 8 mg/mL. Par 

contre, les tailles obtenues pour les lipides polaires sont significativement plus élevées que 

celles obtenues pour les lipides totaux. Cela est certainement lié à l’augmentation importante 

de la concentration en phospholipides pour ces échantillons. La même observation est faite 

pour la MFGM à 1 mg/mL mais pas pour les babeurres pour lesquels la taille moyenne 

obtenue dans le cas des lipides totaux est significativement inférieure aux échantillons bruts et 

aux lipides polaires. 

En conclusion, globalement, il est constaté que les éléments les plus déterminants pour 

la taille moyenne des particules sont la concentration en phospholipides ainsi que la 

composition en lipides totaux et en lipides polaires. Afin d’investiguer en profondeur l’impact 

de la concentration en phospholipides sur la taille des vésicules formées, la réalisation de 

suspensions à partir des différentes matières premières à concentrations égales en 

phospholipides et non en matière totale devrait être envisagée. 

 

5.2.1.5. Impact de la sonication sur la taille moyenne des particules 

Selon la littérature, la sonication des suspensions de liposomes après formation par la 

méthode thin-film hydration permet d’obtenir des particules de type ULVs mais également de 

réduire leur taille 42. 

La sonication par bain a donc été testée sur les solutions à 8 mg/mL car les tailles 

moyennes pour cette concentration étaient globalement plus élevées et présentaient donc plus 

d’intérêt à être réduites. Le tableau 10 présente les taux de réduction des tailles moyennes des 

particules pour ces échantillons. 
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Matière première 
Taux de réduction de la taille moyenne des 

particules (%) 

MFGM 16,72 

Lipides totaux de la MFGM -10,50 

Lipides polaires de la MFGM 1,57 

Babeurre SM2 -0,14 

Lipides totaux du babeurreSM2 34,63 

Lipides polaires du babeurre SM2 7,58 

Babeurre SM3 10,04 

Lipides totaux du babeurreSM3 -11,09 

Lipides polaires du babeurre SM3 1,46 

Phospholipides de Soja 1,37 

Tableau 10. Taux de réduction de la taille moyenne des particules après sonication des suspensions à 

8 mg/mL formées par la méthodes thin-film hydration.Un taux négatif est significatif d’une 

augmentation de la taille des particules. 

L’impact de la sonication sur la taille des particules est très variable selon l’échantillon 

considéré. Il est observé que la taille moyenne des particules a augmenté au lieu de diminuer 

dans le cas des babeurres bruts SM2 et SM3 et des lipides totaux de la MFGM. Elle n’a 

également eu que très peu d’impact sur les particules formées à partir du babeurre SM2, des 

phospholipides de soja et des lipides polaires de SM3. Cependant, d’un point de vue 

statistique, une différence significative entre la taille moyenne avant et après sonication 

n’existe que pour les échantillons MFGM et LT SM2. 

En conclusion, la sonication n’a eu que très peu d’impact sur la taille moyenne des 

particules mais elle a peut-être tout de même eu un impact sur la structure de celles-ci. Il 

serait donc nécessaire d’analyser les échantillons en microscopie électronique de type Cryo-

TEM par exemple pour le déterminer.  

Il est à noter que la sonication n’a pas été effectuée directement après la formation des 

vésicules comme cela est souvent pratiqué dans la littérature70,74. Cela a pu avoir un impact sur 

l’efficacité du procédé. De plus, comme pour la méthode thin-film hydration, de nombreux 

procédés existent avec des températures, des durées et des puissances différentes. Dans ce cas, 

la sonication a été effectuée durant 10 minutes à la température de formation des liposomes74 

et à une puissance de 360 W et une fréquence de 40 kHz. Ces deux derniers paramètres ont 

été imposés par le matériel disponible au laboratoire.  

 

5.2.2. Formation de liposomes par microfluidisation 

En raison des résultats prometteurs obtenus via la méthode thin-film hydration avec les 

différentes fractions issues des babeurres industriels SM2 et SM3 ainsi que des contraintes 

liées à la production de MFGM à plus grande échelle, la formation de vésicules par 

microfluidisation a uniquement été testée sur ces deux premiers.  

Des tests ont donc été effectués avec les deux babeurres mais également avec les 

lipides totaux et polaires du babeurre SM3. Celui-ci a également été choisi en raison des 

contraintes liées aux méthodes d’extraction et de fractionnement qui, même si elles sont 
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adaptables à plus grande échelle, nécessitent une quantité importante de solvants. Le babeurre 

SM3 possédant une teneur en matière grasse plus élevée que le babeurre SM2 a donc été 

choisi afin de réduire les volumes de solvants nécessaires à l’extraction des lipides totaux. 

 

5.2.2.1. Validation de la méthode 

Comme pour la méthode thin-film hydration, la méthode de production de liposomes 

utilisée pour les deux microfluidiseurs a été testée avec les phospholipides de soja utilisés par 

Thompson et al.25,52 afin de comparer les résultats obtenus avec ceux de l’article et de repérer 

un éventuel impact du matériel sur la taille et les caractéristiques des liposomes formés. En 

effet, le matériel de dispersion (Ultra-Turrax) ainsi que la géométrie des chambres de 

microfluidisation et la pression de travail diffèrent. Il n’est également pas précisé dans les 

articles si un groupe froid ou un autre moyen de contrôle de la température est utilisé durant la 

microfluidisation.  

Le tableau 10 présente les résultats de tailles de particules obtenus par Thompson et 

al.25 et ceux obtenus avec les deux microfluidiseurs à partir de la même fraction de 

phospholipides de soja contenant au moins 30 % de L-alpha-phosphatidylcholine. La 

formation de liposomes avait été démontrée au moyen de la microscopie électronique (cryo-

FESEM et negative staining TEM) par ces mêmes auteurs. 

Méthode 
Nombre de 

passages 

Tailles des 

particules (nm) 

Indice de 

polydispersité 

Thompson et al.25 5 81 ± 5 ≃ 0,5 

Microfluidiseur M-

110EH 5 60,1 ± 0,5 0,24 ± 0,007 

Microfluidiseur 110T 5 117,7 ± 2,7 0,261 ± 0,035 

Microfluidiseur 110T 10 107,3 ± 1,9 0,219 ± 0,021 

Tableau 11. Comparaison avec la littérature des tailles moyennes et des répartitions de tailles 

des particules formées par microfluidisation des phospholipides de soja. 

La taille moyenne des particules obtenues à l’aide du microfluidiseur M-110EH est 

inférieure à celle obtenue par Thompson et al. Outre l’impact de la géométrie de la chambre 

qui est en Z dans ce modèle et en Y dans le modèle utilisé par Thompson et al., la différence 

pourrait s’expliquer par la concentration en phospholipides dix fois moins élevée que dans la 

publication de Thompson et al. (10 %)1. 

La taille moyenne des particules obtenues au moyen du microfluidiseur 110T est, elle, 

supérieure à celle obtenue par Thompson et al. Cela pourrait s’expliquer par la pression de 

travail largement inférieure sur ce type de modèle ainsi qu’au diamètre de la chambre. 

L’augmentation du nombre de passages de 5 à 10 permet de se rapprocher de la valeur 

obtenue par Thompson et al. mais pas de l’atteindre. 

En conclusion, on pourrait donc affirmer que toutes les méthodes testées permettent la 

formation de particules dont la taille correspond à celles de liposomes. On peut également 

souligner que le paramètre déterminant majoritairement la taille moyenne des particules est la 

pression de travail même si la géométrie de la chambre de microfluidisation et la 
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concentration de la dispersion influencent certainement cette valeur dans une moindre mesure. 

Dans le cas des phospholipides de soja, la méthode utilisée avec le microfluidiseur M-110EH 

permet une meilleure réduction de la taille des particules que la méthode de Thompson et al. 

alors que le microfluidiseur 110T permet une moins bonne réduction de la taille moyenne des 

particules. 

Dans tous les cas, l’indice de polydispersité obtenu est environ deux fois moins élevé, 

ce qui témoigne d’une distribution de tailles moins large. L’indice obtenu se trouve parmi les 

plus faibles repris dans la littérature pour les liposomes formés par microfluidisation75. 

Enfin, il convient tout de même de rappeler que l’obtention de tailles moyennes des 

particules situées dans la même gamme de valeurs que celles de liposomes ne confirme en 

rien leur existence même si dans ce cas, la probabilité que des liposomes aient été formés est 

assez élevée car cette matière première avait permis de créer des liposomes dans des 

conditions de formation relativement proches.  

 

5.2.2.2. Influence du nombre de passages 

 

Figure 8. Evolution de la taille moyenne des particules en fonction du nombre de passages dans le 

microfluidiseur M-110EH. Abréviations : LT SM3, lipides totaux du babeurre SM3; LP SM3, lipides 

polaires du babeurre SM3; PL Soja, phospholipides de soja. 

Pour toutes les matières premières et les deux microfluidiseurs, la plus grande 

réduction de la taille moyenne des particules est constatée lors du premier passage. Les autres 

passages provoquent une réduction beaucoup plus faible de la taille des particules. Il est 

globalement observé que la réduction de la taille est de plus en plus faible lorsque le nombre 

de passages augmente jusqu’à devenir progressivement non significative. Ce phénomène est 

également observable à l’œil nu (figure 9), particulièrement pour les dispersions ne contenant 

que des lipides polaires. Cela s’explique par une diminution de la dispersion de la lumière 
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lorsque la taille des particules diminue. Ce phénomène se traduit visuellement par une 

diminution de l’opacité de la solution. Cela a déjà été constaté dans plusieurs publications 

dont celle de Takahashi et al.50. 

 

Figure 9. Evolution de l’aspect d’une suspension de lipides polaires du babeurre SM3 en fonction du 

nombre de passages dans le microfluidiseur M-110EH. La première cuvette en partant de la gauche 

correspond à 0 passages et la cuvette la plus à droite à 5 passages.  

Le même phénomène avait été observé par Thompson et al. avec une diminution plus 

progressive après le deuxième passage 1,25,40,76.  

Il est à noter que la fraction des lipides polaires du babeurre SM3 présente une 

réduction de la taille moyenne des particules beaucoup plus progressive que les autres 

matières premières dans le cas du microfluidiseur 110T. Cela pourrait être expliqué par la 

taille des particules initiales beaucoup plus élevée après l’étape de dispersion à l’Ultra-Turrax. 

Une durée de dispersion plus élevée permettrait de réduire la taille initiale des particules avant 

microfluidisation50. Le fait que ce phénomène n’apparaisse pas avec le microfluidiseur M-

110EH pourrait démontrer une moins bonne efficacité du procédé lorsque la pression est plus 

faible et la taille initiale des particules élevée. Le fait que la réduction de taille reste graduelle 

même à des tailles plus faibles est certainement dû au refroidissement de la suspension suite à 

ses passages successifs dans le microfluidiseur qui rend la réduction moins efficace. Cela 

pourrait se démontrer en utilisant une suspension avec des tailles initiales de particules 

inférieures à 350 nm à une température inférieure. 

 



36 

 

 

Figure 10. Evolution de la taille moyenne des particules en fonction du nombre de passages dans le 

microfluidiseur 110T. Abréviations : LT SM3, lipides totaux du babeurre SM3; LP SM3, lipides 

polaires du babeurre SM3, PL Soja, phospholipides de soja. 

5.2.2.3. Influence de la matière première 

 

Figure 11. Comparaison des tailles moyennes obtenues pour le microfluidiseur M110-EH et le 

microfluidiseur 110T après, respectivement, 5 et 10 passages. Abréviations : PL Soja, phospholipides 

de soja; SM2, babeurre SM2; SM3, babeurre SM3; LT SM3, lipides totaux du babeurre SM3; LP SM3, 

lipides polaires du babeurre SM3. 

Les particules obtenues après 5 et 10 passages avec les matières premières d’origine 

laitière sont toujours significativement plus grandes que celles obtenues à partir des 
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phospholipides de soja pour un même microfluidiseur. Thompson et al. avaient également fait 

cette observation. Cependant, la différence n’était que de 14 nm entre les deux moyennes, ce 

qui est moins important que les différences obtenues pour toutes les matières premières25. 

Les tailles moyennes obtenues pour les babeurres SM2 et SM3 bruts sont proches 

même si la taille moyenne des particules formées à partir de SM3 est significativement 

supérieure à celles formées à partir de SM2 dans le cas du microfluidiseur M-110EH. Cette 

légère différence pourrait être due à la différence entre les tailles moyennes des particules 

avant microfluidisation. Cette observation avait également été faite pour la méthode thin-film 

hydration bien que les tailles des particules soient toujours plus élevées pour cette dernière. 

La même hypothèse peut donc être formulée dans ce cas. 

Ensuite, en ce qui concerne les suspensions réalisées à partir des fractions de SM3, il 

est observable que plus la fraction est enrichie en lipides polaires, plus la taille moyenne des 

particules est faible lorsque la microfluidisation est effectuée sur le microfluidieur M-110EH. 

Cela n’est cependant pas le cas pour le microfluidiseur 110T. En effet, la taille moyenne des 

particules obtenues après 10 passages est plus élevée pour la fraction contenant les lipides 

polaires que pour les lipides totaux et n’est pas significativement différente de celle de SM3 

brut. Cela pourrait être expliqué par une taille des particules initiale plus élevée pour cette 

fraction ou par le fait qu’une concentration en phospholipides plus élevée est à l’origine de 

liposomes de plus grande taille mais dans ce cas, cela aurait également dû se produire sur 

l’autre microfluidiseur. Une théorie pourrait être que, comme les résultats du microfluidiseur 

M-110EH le montrent, plus la suspension est pure et plus des liposomes de petite taille 

peuvent être formés, mais que la pression imposée doit être suffisante pour atteindre ces 

tailles. De plus, une augmentation de la teneur en phospholipides provoque une augmentation 

de la viscosité de la suspension à cause de la gélatinisation des lipides à une température 

inférieure à 60 °C 70 et cela rend la réduction de taille plus compliquée50. 

 

5.2.2.4. Comparaison des deux microfluidiseurs utilisés 

Il est observable sur la figure 11 que la taille moyenne des particules obtenues via le 

microfluidiseur M-110EH est significativement inférieure à celle obtenue via le 

microfluidiseur 110T pour toutes les matières premières et fractions. Comme indiqué dans le 

point 5.2.2.1., cela peut être expliqué par la pression et par conséquent la quantité d’énergie 

transmise, beaucoup plus élevée dans le microfluidiseur M-110EH. En effet, la pression de 

travail de ce dernier est de 1500 bar contre 350 bar pour le microfluidiseur 110T.  

En considérant les résultats des deux microfluidiseurs pour toutes les matières 

premières, il apparait clairement que seule la suspension contenant les lipides polaires de SM3 

permet d’obtenir des particules de taille moyenne similaire à celles obtenues à partir de 

fractions enrichies en phospholipides. En effet, les tailles moyennes obtenues avec ce genre de 

fractions se situent toujours aux alentours des 90 à 100 nm à la concentration utilisée (1 %), 

ce qui est très proche des 103,5 nm obtenus 1,25,40,49,52. 
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5.2.3. Comparaison des résultats obtenus par la méthode thin-

film hydration et par microfluidisation 
 

 

Figure 12. Comparaison des tailles moyennes obtenues pour l’ensemble des méthodes. Abréviations : 

TFH, méthode thin-film hydration; LT, lipides totaux; LP, lipides polaires; PL, phospholipides; SM2, 

babeurre SM2; SM3, babeurre SM3. 

Pour conclure cette discussion sur la taille des particules, il est constaté que les tailles 

moyennes obtenues par microfluidisation après 5 et 10 passages sont toujours 

significativement inférieures à celles obtenues pour la méthode thin-film hydration, même si 

la concentration en matière première est plus élevée pour la première technique. Cela 

s’explique par la quantité d’énergie plus importante apportée par la microfluidisation et par le 

type de liposomes potentiellement formés. En effet, les ULVs en principe formés par la 

microfluidisation sont censés être de taille inférieure aux MLVs formés par la méthode thin-

film hydration.  

Il est également constaté que quelle que soit la méthode utilisée, les particules formées 

à partir des phospholipides de soja sont toujours de taille inférieure. 

D’autres différences significatives entre certains échantillons sont observées pour les 

deux techniques comme, par exemple, une diminution de la taille moyenne des particules 

lorsqu’elles sont formées à partir des lipides totaux du babeurre SM3 par rapport à la taille 

obtenue pour ce babeurre brut. Une autre similitude constatée entre la méthode thin-film 

hydration (8mg/mL) et le microfluidiseur 110T est l’augmentation significative de la taille des 

particules lorsque les lipides polaires du babeurre SM3 sont utilisés en comparaison avec le 

babeurre brut. 

Pour finir, la méthode la plus efficace pour obtenir des particules de faible taille 

semble être la microfluidisation par le microfluidiseur M110-EH. Le microfluidiseur 110T 

possède cependant l’avantage de réagir de façon similaire à la méthode thin-film hydration 

face aux changements dans la composition des échantillons. Son utilisation pourrait donc 
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faciliter la mise au point de vésicules aux caractéristiques spécifiques par la combinaison des 

deux méthodes. 

 

5.2.4. Indices de polydispersité et répartition de la taille des 

particules 
 

 

Figure 13. Comparaison des indices de polydispersité obtenus pour l’ensemble des résultats. 

Abréviations : TFH, méthode thin-film hydration; LT, lipides totaux; LP, lipides polaires; PL, 

phospholipides; SM2, babeurre SM2; SM3, babeurre SM3. 

Tous les indices de polydispersité se situent sous 0,3 sauf pour les suspensions formées 

à partir des babeurres bruts SM2 et SM3 et des phospholipides de soja pour la méthode thin-

film hydration à 1 mg/mL ainsi que pour les lipides polaires du babeurre SM2 pour la 

concentration 8 mg/mL. Tous les autres échantillons sont donc considérés comme ayant une 

répartition de tailles étroite.  

L’indice de polydispersité est significativement plus faible pour les échantillons 

microfluidisés que pour les échantillons issus de la méthode thin-film hydration. Sauf dans le 

cas des lipides totaux et des lipides polaires du babeurre SM3, pour lesquels certains indices 

sont non significativement différents entre les deux techniques. Cela signifie donc que dans la 

majorité des cas, la microfluidisation permet de réduire la largeur de la distribution de la taille 

des particules par rapport à la méthode thin-film hydration. Cette conclusion rejoint celle de 

Thompson et al.40 qui avaient cependant obtenu une valeur de 1, soit la valeur maximum pour 

la méthode thin-film hydration. Le protocole utilisé différait cependant de celui utilisé dans ce 

travail qui semble donc fournir une répartition de tailles plus étroite. 
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5.3. Potentiel ζ et stabilité 
 

 

Figure 14. Comparaison des potentiels ζ des suspensions. Abréviations: TFH, méthode thin-film 

hydration; LT, lipides totaux; LP, lipides polaires; PL, phospholipides; SM2, babeurre SM2; SM3, 

babeurre SM3. 

Pour toutes les matières premières laitières, les potentiels ζ les plus élevés, en valeur 

absolue, sont atteints dans les solutions formées à partir des fractions contenant les lipides 

totaux (-23,91 à -36,05 mV). Ce sont d’ailleurs les seules valeurs à se trouver en-dessus des -

20 mV. 

Les potentiels ζ des fractions contenant les lipides polaires des babeurres et de la 

MFGM sont particulièrement peu négatifs pour les suspensions issues de la microfluidisation 

et de la méthode thin-film hydration à une concentration de 8mg/mL. Après investigation, il 

semblerait que des résidus d’acide acétique utilisé lors du fractionnement des lipides totaux 

dans les colonnes aminopropyles entrainent une diminution du pH et rendent donc le potentiel 

ζ de ces suspensions moins négatif25,52. Cela impacte moins les suspensions à 1 mg/mL car la 

quantité de matière première, et donc d’acide acétique, est moins élevée pour un même 

volume et a moins d’impact sur le pH du tampon. Une amélioration du protocole consisterait 

donc à ajuster le pH de ces suspensions à 7 avant la formation des liposomes par l’ajout de 

NaOH. Toutes les valeurs obtenues pour les suspensions formées à partir des fractions 

contenant les lipides polaires sont dès lors à utiliser avec précaution car le potentiel ζ de ces 

dernières aurait certainement été plus négatif à pH 7. 

Si on compare les matières premières laitières brutes entre elles, il n’existe pas de 

différence significative au niveau statistique même si l’on constate une valeur légèrement plus 

négative (-17,21 mV) pour le babeurre SM3 dans le cas de la méthode thin-film hydration à 1 

mg/mL. 

En ce qui concerne les lipides totaux, les potentiels ζ obtenus pour la MFGM sont 

significativement plus négatifs que ceux des babeurres SM2 et SM3. La différence majeure 
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entre ces échantillons est le taux de lipides neutres et d’acides gras libres plus élevé et donc le 

taux de lipides polaires moins élevé pour les lipides de la MFGM. 

Il n’existe pas de différence significative pour les potentiels ζ obtenus pour les lipides 

polaires laitiers. Cependant, les potentiels obtenus pour les phospholipides de soja sont 

toujours significativement plus négatifs que pour les fractions contenant les lipides polaires 

des babeurres et de la MFGM. Cela correspond aux données de Kosmerl et al.56 qui avaient 

obtenu un potentiel ζ de -27,71 mV pour les liposomes formés à partir de phospholipides de 

soja et -15,63 mV pour les liposomes formés à partir d’une fraction riche en phospholipides 

de la MFGM. Thompson et al. sont arrivés à la même conclusion mais avec des valeurs 

beaucoup plus négatives de -65 mV pour la fraction riche en lipides de la MFGM et -80 mV 

pour les lipides de soja. 

Cette différence entre les deux sources de phospholipides est due à la composition en 

phospholipides qui influence la charge à la surface des particules1,56. En effet, la charge 

négative dans la gamme de pH utilisée est due à la présence des phospholipides anioniques 

(phosphatidylinositol et phosphatidylsérine) ainsi que des phospholipides zwitterioniques 

(phosphatidylcholine, phosphatidyléthanolamine et sphingomyéline)77.  

Etant donné que le potentiel ζ est aussi dépendant de la force ionique d’une solution, la  

comparaison avec des résultats issus de tests réalisés avec des tampons ayant une composition 

différente ne serait pas vraiment exacte. La comparaison des valeurs obtenues avec celles de 

Thompson et al.52 a donc plus de sens même si ces dernières sont moins proches des valeurs 

obtenues que celles de Kosmerl et al.56. Un tel écart entre les résultats obtenus et ceux de 

Thompson et al.52 est difficilement explicable par une différence de composition en 

phospholipides pour la MFGM et n’est pas explicable pour les phospholipides de soja car la 

même matière première a été utilisée. Cependant, Thompson et al. avaient déjà mentionné le 

fait que les potentiels qu’ils avaient obtenus étaient plus négatifs que ceux présents dans la 

littérature à l’époque.  

Il pourrait tout de même s’avérer intéressant de comparer les résultats avec la valeur 

obtenue par Kosmerl et al.56 pour les phospholipides de la MFGM car les valeurs données 

pour les phospholipides de soja sont très proches de celles obtenues. On constate que le 

potentiel ζ donné pour les phospholipides de la MFGM est proche des valeurs observées pour 

les matières premières brutes et pour les fractions contenant les lipides polaires mais 

seulement pour la méthode thin-film hydration à 1 mg/mL. Ce dernier élément confirme 

l’influence du pH plus faible sur la valeur obtenue pour les autres méthodes. 

Le fait que les valeurs soient plus négatives pour les fractions contenant les lipides 

totaux que pour les autres peut s’expliquer par une autre hypothèse. En effet, les matières 

première brutes contiennent des protéines à l’inverse des fractions lipidiques. Or, la présence 

de protéines laitières (du lactosérum ou de caséine) à la surface des membranes résulte en un 

potentiel ζ moins négatif78. Il est dès lors logique que la suspension formée avec les lipides 

totaux ait un potentiel ζ plus négatif. Cela devrait également être le cas pour les lipides 

polaires mais encore une fois, à pH 7, cela resterait certainement possible. Cette théorie est 

renforcée par le fait que les potentiels ζ obtenus pour les matières premières brutes sont en 

réalité très proches de ceux trouvés pour la MFGM brute dans certaines sources78. 
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Ces valeurs de potentiels ζ, faibles en comparaison avec celles trouvées dans certaines 

sources, ont un effet sur la stabilité. En effet, selon la théorie DLVO, la charge de surface des 

particules, et donc le potentiel ζ, influence la stabilité d’une suspension. Il est généralement 

assumé qu’un potentiel ζ inférieur à 30 mV (en valeur absolue) mène à une instabilité de la 

suspension37,79. Cependant, ce n’est pas le seul mécanisme à intervenir, la répulsion stérique et 

les forces d’hydratation participent également à la stabilité de la suspension79. Cette dernière 

peut donc tout de même rester stable avec un potentiel inférieur à 30 mV (en valeur absolue). 

Un phénomène d’instabilité couramment rencontré pour les liposomes est l’agrégation. 

La figure 15 illustre ce phénomène. Celui-ci est réversible par agitation ou chauffage de 

l’échantillon contrairement à la fusion des liposomes. Les liposomes formés à partir de 

MFGM sont cependant moins sujets à ces phénomènes que ceux formés à partir de 

phospholipides de soja52,54. 

 

Figure 15. Image de l’échantillon SM2 prise au moyen du microscope Eclipse Ti2 (objectif x100, 

immersion dans l’huile) illustrant le phénomène d’agrégation des particules. 
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6. Contribution personnelle 
 

Tout d’abord, l’étudiant s’est informé sur les connaissances actuelles liées au domaine 

d’étude de ce travail à travers la littérature. 

L’étudiant a ensuite mis en place un plan expérimental adapté à la réalisation des 

objectifs de ce travail et l’a fait évoluer en fonction des besoins, des contraintes matérielles et 

temporelles ainsi que des résultats collectés. 

L’étudiant a sélectionné des méthodes d’analyse des matières premières et des 

liposomes, ainsi que des méthodes de production de liposomes adaptées aux moyens 

disponibles parmi celles présentes dans la littérature. Il les a ensuite adaptées aux matières 

premières utilisées. 

Il a caractérisé les matières premières, formé des vésicules par la méthode thin-film 

hydration et la microfluidisation, pour ensuite analyser les caractéristiques physico-chimiques 

de celles-ci. 

Enfin, l’étudiant a traité et interprété les données résultantes de ces analyses. 
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7. Conclusion et perspectives 
 

Les différents résultats obtenus au cours de ce travail montrent qu’il est possible de former 

des particules ayant la taille de liposomes à partir de MFGM, de babeurres industriels et des 

lipides totaux ou polaires de ceux-ci, et cela par la technique thin-film hydration et par 

microfluidisation.  

Des particules avec une taille moyenne comprise entre 138,4 et 444,3 nm ont été obtenues par 

la première méthode et entre 103,5 et 191,9 nm par la seconde méthode. Ces gammes de 

tailles sont représentatives de ce qui peut être trouvé dans la littérature pour la méthode thin-

fim hydration. Pour la microfluidisation, le meilleur résultat (103,5 nm), comparable avec les 

tailles moyennes obtenues pour des fractions industrielles enrichies en phosholipides, a été 

obtenu avec les lipides polaires extraits du babeurre SM3. Bien que légèrement plus grandes, 

les valeurs obtenues pour les autres fractions ainsi que pour la MFGM et les babeurres bruts 

pourraient également correspondre à des liposomes formés par microfluidisation38,42. Il 

apparait également clairement que la microfluidisation permet d’obtenir des vésicules dont la 

répartition des tailles moyennes est plus étroite. 

Il a été démontré que le procédé, ainsi que la concentration et la composition des lipides 

utilisés, sont des paramètres clés pour la formation de vésicules par la méthode thin-film 

hydration. Dans le cas de la microfluidisation, l’influence de paramètres tels que la pression, 

le nombre de passages, la température et le pourcentage de phospholipides dans la matière 

première a été constatée. 

Ensuite, la mesure du potentiel ζ des suspensions formées pourrait indiquer un manque de 

stabilité physique de celles-ci. En effet, toutes les suspensions formées présentent un potentiel 

inférieur en valeur absolue à -30 mV, à l’exception de celles formées à partir de la fraction 

contenant les lipides totaux de la MFGM et du babeurre SM3.  

Enfin, un autre point démontré par les résultats de ce travail est l’utilité de la méthode thin-

film hydration lors des premiers tests réalisés sur une matière première. En effet, son 

application peut permettre d’éviter l’utilisation de grandes quantités de matière première si la 

formation de liposomes à partir de celle-ci est impossible. Cependant, les caractéristiques des 

particules formées par les deux techniques sont différentes et il semblerait difficile d’utiliser 

la méthode thin-film hydration à d’autres fins. 

Tous ces résultats prouvent qu’il est possible d’obtenir des particules de taille similaire à la 

taille de liposomes par la méthode thin-film hydration et la microfluidisation à partir de 

babeurres industriels. Cependant, pour confirmer la nature de ces particules et donc affirmer 

avec certitude que cette méthode de production est envisageable à partir de matières premières 

brutes, il est nécessaire de les observer. Cela est possible au moyen de la microscopie 

électronique dans les gammes de tailles rencontrées. Les microscopies de type TEM, plus 

particulièrement cryo-TEM et negative staining TEM, sont par exemple largement répandues 

pour cet usage dans la littérature1,25,40,52,53,55,61. Avant d’envisager la suite de ce projet, passer 

par cette étape semble donc indispensable. 

Par la suite, l’impact des différents paramètres de microfluidisation sur la taille des particules 

devrait être investigué en détail. En effet, au vu du temps imparti pour ce travail, l’impact de 
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chaque paramètre n’a pas pu être analysé en détail. Les résultats obtenus montrent cependant 

qu’il pourrait être assez facile de contrôler la taille des liposomes en fonction de la pression 

appliquée, du nombre de passages et probablement de la température d’entrée de la solution 

ainsi que de la température de la chambre de microfluidisation. Etudier l’impact de 

l’ensemble de ces paramètres sur les particules formées serait donc certainement la clé 

permettant le contrôle de la taille des potentiels liposomes formés. De nombreuses 

publications l’affirment d’ailleurs pour la formation de liposomes à partir d’autres matières 

premières. 

Un autre point qu’il serait utile d’aborder dans le futur est la stabilité chimique et physique 

des vésicules formées. Il serait par exemple possible de jouer sur la force ionique et le pH du 

tampon, ou encore sur l’ajout de composés à la surface des particules pour augmenter la 

valeur absolue du potentiel ζ et donc la stabilité physique. 

Enfin, une fois le procédé de production totalement maitrisé, l’encapsulation de composés tels 

que les enzymes et les vitamines pourraient être testée afin d’identifier les applications de ces 

vésicules dans l’industrie agro-alimentaire. 
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