IV.CONCLUSIONS



L'étude du pouvoir moussant de la gélatine trouve son origine dans un probléme
industriel important, non résolu jusqu'a présent : le choix des lots de gélatine en fonction
des applications (par exemple : les gelées sucrées ou salées ainsi que les gommes
nécessitent pour leur fabrication des gélatines peu moussantes ; les produits foisonnés et

" N P . N . , ’
les "lards" requitrent des gélatines & pouvoir moussant €élevé). Pour ce faire, quatre
objectifs ont été définis :

- la caractérisation du pouvoir moussant de la gélatine,

- 1a mise en évidence des parameétres influencant les propriétés moussantes,

- la maitrise de la formation non contrlée de mousse spontanée dans les
solutions de gélatine,

- 1a définition du process a appliquer a la matiére premiére pour l'obtention de
gélatine de pouvoir moussant souhaité.

Dans le cadre de ce travail, seuls les deux premiers objectifs ont €té entierement
réalisés.

1. Mise au point d'une méthode de mesure de la capacité moussante de
la gélatine et de la stabilité de la mousse

La méthode développée utilise une colonne 2 mousse (type colonne de Rudin).
Ses principaux avantages par rapport aux techniques couramment utilisées sont :

- sa sensibilité de mesure du pouvoir moussant,

- la possibilité d'étudier la capacit€ moussante et la stabilité de la mousse de
microfractions de gélatine (microcolonne & mousse) obtenues aprés séparation
par ultrafiltration, dialyse, chromatographie de perméation sur gel,
électrofoclisation sur colonne ou sur Rotofor par exemple ou

- la possibilité de récolter des fractions de la mousse qui pourraient permettre de
mieux étudier les molécules responsables des criteres de stabilité de la mousse.

Cependant, le nettoyage rigoureux de l'appareillage est déterminant pour
I'obtention de mesures fiables ; une attention particuliére a donc été apportée a
J'élaboration d'un mode de nettoyage efficace (ringage de la colonne & I'cau chaude et
aspiration d'eau milli-Q chaude 2 travers le fritté entre chaque mesure, changement de
fritté pour chaque nouvel échantillon, nettoyage quotidien de I'appareillage au mélange
sulfochromique, et nettoyage fréquent des frittés a la papaine lorsque ces derniers sont

122



bouchés par la gélatine) et & la vérification systématique de la propreté de la colonne et du
fritté par une solution témoin de sérum albumine bovine.

2. Classification des gélatines industrielles sur base de leurs
propriétés moussantes

La discrémination des échantillons industriels sur base de leurs propriétés
moussantes en fonction de la matidre premiére et des procédés de fabrication
(prétraitement) n'a été possible que suite 2 I'analyse d'une centaine d'échantillons
(n=126) : toutes les gélatines de type chaulé se sont avérées former des mousses
instables alors que les gélatines de type acide ont montré une grande variabilité dans leur
comportement moussant, avec une distribution presque continue du critére "stable" au
critére "instable".

La classification des gélatines ainsi établie a I'avantage d'étre conforme aux
observations industrielles en matiere de caractéristiques moussantes. La méthode de
mesures mise au point constitue donc une bonne méthode de prédiction du pouvoir
moussant d'un lot donné de gélatine.

3. Mise en évidence des paramétres influengant les propriétés
moussantes

Le probleéme a été abordé selon trois approches :

- I'étude des relations existant entre le comportement moussant et les
caractéristiques protéiques de la gélatine (distribution de masses
moléculaires et distribution de points iso€lectriques),

- I'étude des relations existant entre le comportement moussant et les
composants non protéiques de la gélatine (impuretés, en particulier les
lipides totaux et les phospholipides) et

- l'influence du milieu (pH, teneur en cations) sur la mousse.
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3.a. Etude de l'influence des caractéristiques protéiques (distribution de masses
moléculaires et de points isoélectriques) sur a stabilité de la mousse

- La distribution de masses moléculaires (D.M.M.) par SDS-PAGE.

Bien que cette technique soit des plus courantes, nous avons été confrontés au
probléme de fixation et de coloration des fragments protéiques de la gélatine car aucune
méthode "classique" ne permet de réaliser ces deux étapes de manidre efficace. En effet,
contrairement aux autres protéines, la gélatine a la propriété de diffuser dans le gel et de
présenter certains effets métachromatiques lors de la coloration au bleu de Coomassie et
au nitrate d'argent. Un protocole original basé sur la fixation de la gélatine par la
formaldéhyde et sa coloration au nitrate d'argent a t€ mis au point.

Les résultats obtenus montrent que pour les gélatines extraites de couenne de porc
acide (catégorie oll le comportement moussant est le plus variable), les fragments
protéiques de petite taille (< ou = 26 kdaltons) influencent positivement la stabilité de ia
mousse. Ils ont également permis de confirmer ceux de certains auteurs selon qui la
D.M.M. est conditionnée par le prétraitement (acide ou basique) imposé 2 la matiere
premidre : les gélatines de type chaulé sont peu dénaturées et présentent une D.M.M.
s'étalant de 100 2 plus de 300 kdaltons alors que les gélatines de type acide, plus
dénaturées, présentent une D.M.M. comprise entre ~ 10 et plus de 300 kdaltons. De
plus, la viscosité et/ou la force en gelée sont des fonctions décroissantes de la masse
moléculaire.

- La distribution de points isoélectriques sur gel de polyacrylamide et par
ROTOFOR

Comme pour la D.M.M,, les étapes de fixation et de coloration des gels de
polyacrylamide ont nécessité une mise au point délicate, compliquée dans ce cas-ci par la
nécessité d'éliminer les ampholytes avant la coloration, tout en évitant la diffusion de la
gélatine. La fixation pendant une heure dans du TCA permet I'élimination des
ampholytes avant I'étape de coloration au bleu de Coomassie coloidal et fixation
complémentaire dans du sulfate d'ammonium. Le protocole utilisé ne nécessite pas
d'étape de décoloration.

La résolution obtenue pour les gels d'électrofocalisation ne permet pas de
différencier les gélatines extraites de couenne de porc acide sur base de leur
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comportement moussant. Néanmoins, I'électrofocalisation de gélatines issues des
prétraitements acide et chaulé confirme les résultats rencontrés dans la littérature : les pl
des gélatines chaulées s'étalent entre 4,5 et 5,9 alors que ceux des gélatines acides
s'étalent entre 6,5 et 10.

Par ailleurs, la méthode d'électrofocalisation en phase liquide (Rotofor) a €té
appliquée pour une premiére fois pour séparer et récolter les fractions de différents pl.
Les résulats obtenus sont prometteurs dans la mesure ol ils laissent entrevoir la
possibilité de séparer et de concentrer des fractions de pl acides et basiques pour les
gélatines isues d'un prétraitement acide. Ceci devrait permettre par la suite de tester le
pouvoir moussant de fractions et de mélanges de fractions aprés concentration (cf.
Perspectives).

3. b. Etude de l'influence des impuretés lipidiques contenues dans la gélatine sur

ses propriétés moussantes

Le dosage des lipides totaux et des phospholipides a nécessité la résolution du
probléme d'extraction (gélification de la gélatine) par une prédigestion originale de la
gélatine qui n'altére pas les lipides : avant I'étape d'extraction des lipides, les protéines
sont hydrolysées par la papaine.

Les lipides totaux ont été dosés sous la forme d'esters méthylés d'acides gras par
chromatographie en phase gazeuse. Les gélatines extraites de peaux (de porcs ou de
bovins) sont apparues moins riches (respectivement 0-60 et 120-150 pg/g gélatine) en
acides gras totaux que les gélatines extraites d'os (0-850 pg/g gélatine). Pour les
gélatines issues d'un prétraitement chaulé, aucun effet de la teneur en lipides sur la
stabilité de la mousse n'a été observé. Par contre, pour les gélatines extraites d'os acide,
la stabilité de la mousse décroit avec la teneur en lipides totaux. Quant aux gélatines
extraites de couenne de porc acide, leur teneur en lipides totaux est trop faible (< 60 p.g/g
gélatine) pour influencer la stabilité de la mousse. L'ajout d'un agent anti-mousse tel que
l'acide stéarique 2 des concentrations minimales de 600 2 700 pLg/g gélatine déstabilise la
mousse de maniére spectaculaire.

En ce qui concerne le dosage des phospholipides, il a €té réalis€ par une méthode

colorimétrique dérivée de la méthode de Bartlett. Par cette méthode, aucune relation
directe entre la teneur en phospholipides et la stabilité de la mouse (de quatre types de

125



gélatines analysées) n'a pu étre dégagée. Ces résultats corroborent les récentes études
réalisées sur la mousse de biére.

3.c. Etude de l'influence des propriété€s du milieu sur les propriétés moussantes
de la gélatine

Pour étudier 1'impact des propriétés du milieu sur les qualités moussantes de la
gélatine, I'effet du pH puis celui des cations ont €t€ analysés.

Le pH influence la stabilité de la mousse de gélatine de la catégorie "mousse
stable" (stabilité maximale & pH "naturel) mais n'améliore pas la stabilité de la mousse de

gélatine de la catégorie "mousse instable".

Quant A I'influence des cations, aucune relation n'a pu étre mise en évidence entre
la teneur en cations contaminants de la gélatine (dosage des cations totaux par absorption
atomique) et la stabilité de la mousse. Par contre, 1'étude de l'influence de 'ajout de sels
(NaCl, CaCl,, CuClp) a fournis des résultats intéressants. Les résultats obtenus ont
montré que le mécanisme de stabilisation de la mousse par des ions bivalents ne résulte
pas en des interactions électrostatiques comme on pourrait le supposer a priori (pas
d'effet stabilisant du calcium) mais ferait plutdt intervenir un mécanisme de complexation

(effet stabilisant marqué du cuivre).
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V. PERSPECTIVES



Si les premiers objectifs fixés pour I'étude du pouvoir moussant de la gélatine ont
pu étre rencontrés, & I'heure actuelle, la définition du process a appliquer a la mati¢re
premiére pour l'obtention de gélatine de pouvoir moussant donné n'a toujours pas €té
établie. On peut tout au plus choisir un lot quelconque de gélatine issue d'un
prétraitement chaulé si I'application ne nécessite pas la production de mousse. Mais la
grande variabilité dans le comportement moussant des gélatines issues d'un prétraitement
acide liée 2 l'inhomogénéité de leur composition rend le probléme trés complexe. Sa
résolution ne peut s'envisager de maniére réaliste et efficace qu'en ayant recours a la
planification expérimentale. Cette démarche a pour avantage d'aborder les problémes
complexes dans leur globalité et non plus de maniére séquentielle, en minimisant le
nombre d'expériences 2 réaliser. Elle se justifie surtout pour un nombre élevé de
variables explicatives, indépendantes ou non, définissant le modéle.

Pour avoir entamé l'analyse des facteurs contribuant au classement d'un
échantillon de gélatine dans une des deux populations "mousse stable” ou "mousse
instable" par la méthodologie propre & la planification expérimentale, force est de
contaster que ce probléme est loin d'étre trivial. En effet, 6 échantillons de gélatine
extraite de couenne de porc acide sélectionnés sur base de leur force en gelée et de leur
viscosité équivalentes (cf. § 3.3.2.2-3°) ont servi de point de départ & une premiére étude
menée A I'Institut de Statistique de I'UCL (Prof. J. Paris). De l'analyse de la stabilité de
la mousse et de ses variables explicatives (masse moléculaire, teneur en lipides totaux et
teneur en cations), on se trouve confronté a deux problémes :

- un probléme conflictuel lié & une grande variance des variables explicatives (n=6)
qui n'est pas forcément réduite si le nombre d'échantillon n augmente. Des lors,
comment choisir correctement les premiers échantillons pour qu'ils soient représentatifs
du domaine couvert par chaque variable explicative ?

- toutes les variables explicatives nécessaires a la définition de la population ne
sont pas encore toutes connues, tant du point de vue de leur influence sur la stabilit€ de la
mousse que du point de vue de leur domaine de variation. De plus, il existe des
phénomenes de synergie et d'antagonisme mal définis entre ces différentes variables.

Pour les raisons qui viennent d'étre évoquées, il serait sage de vérifier l'influence
de 1a distribution de masses moléculaires et de points isoélectriques sur la stabilit€ de la
mousse, d'étudier les interactions existant entre les cations bivalents et la stabilité et
d'étudier l'influence d'une nouvelle variable également supposée influencer la stabilité, la
teneur en hydrates de carbone.

127



- Fractionnement de gélatine en fonction de la masse moléculaire

Apres la séparation de fractions de masses inférieures a 50 et & 25 kdaltons par
dialyse ou ultrafiltration, des essais de stabilité de mousse pourraient étre réalisés avec les
fractions séparées (<25, <50 et > 50 kdaltons) dans une premiére étape puis en mélanges
en différentes proportions dans une seconde étape.

- Formation de la mousse avec des mélanges de gélatines acides et basiques

Si des essais d'amélioration de la stabilité de la mousse en mélangeant des
gélatines acides et chaulées s'avéraient concluants, les méthodes d'électrofocalisation et
de fractionnement de la gélatine sur Rotofor (ou sur colonne) mériteraient d'étre
optimalisées afin de séparéer les fractions acides des fractions basiques, et de vérifier leur

influence sur la stabilité de 1a mousse. En effet, selon Poole et coll. (1984), 1a stabilité

d'une mousse peut étre améliorée par Y'ajout de faibles concentrations (0,01-0,10 % p/v)
de lysozyme (pI 10,7) ou de clupéine (pl 12) 4 une solution de protéines acides (pI 4,7-
6,0) (0,5 % p/v), méme en présence de lipides.

- Interaction entre cations bivalents et la stabilité de la gélatine

Suite aux résultats trés intéressants obtenus en ajoutant des ions cuivriques 2 une
solution de gélatine de la catégorie "mousse instable" (stabilisateur de la mousse), il serait
judicieux de différencier la prépondérance des cations contaminants libres et 1iés dans la
gélatine (par absorption atomique et par RPE) et d'étudier le ou les modes d'interaction de
ces cations avec la gélatine (par RPE).

- Influence des hydrates de carbone sur la stabilité de la mousse

A T'heure actuelle, l'influence des hydrates de carbone sur la stabilité de la mousse
n'a été approchée que de maniere bibliographique. Par analogie avec la stabilisation de la
mousse de bitre, on peut s'attendre & un effet stabilisateur des hydrates de carbone sur la
mousse de gélatine. 11 serait donc intéressant de doser les hydrates de carbone contenus
dans la gélatine afin d'évaluer leur contribution a la stabilité de la mousse.
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concentration de gélatines extraites d'os chaulé, de peau chaulée, d'os acide et
de couenne de porc acide (de forces en gelée équivalentes: 160 g Bloom).
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Annexe 3 : Relation entre la capacité moussante (hauteur de mousse) et de la
concentration de gélatines extraites d'os chaulé, de peau chaulée, d'os acide et
de couenne de porc acide (de forces en gelée équivalentes: 240 g Bloom).
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Annexe 4 : Relation entre la stabilité de la mousse (t1/2) et la capacité moussante (hauteur
de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau chaulée,
d'os acide et de couenne de porc acide) a la concentration de 0,5 % p/ V.
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Anrnexe 5 : Relation entre la stabilité de la mousse (t1/2) et 1a capacité moussante (hauteur
de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau chaulée,
d'os acide et de couenne de porc acide) a la concentration de 1 % p/v.
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Annexe 6 : Relation entre la stabilité de la mousse (t1/2) et la capacité moussante (hauteur
de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau chaulée,
d'os acide et de couenne de porc acide) a la concentration de 2,5 % p/v.
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Annexe 7 : Relation entre la stabilité de la mousse (t1/2) et la capacité moussante (hauteur
de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau chaulée,
d'os acide et de couenne de porc acide) a la concentration de 5 % p/v.
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Annexe 8 : Relation entre la stabilité de 1a mousse (t1/2) et 1a capacité moussante (hauteur
de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau chaulée,
d'os acide et de couenne de porc acide) a la concentration de 7.5 % plv.
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Annexe 9 : Relation entre la stabilité de 1a mousse (t1/2) et la capacité moussante (hauteur
de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau chaulée,
d'os acide et de couenne de porc acide) & la concentration de 10 % p/v.
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Annexe 10 : Relation entre la stabilité de la mousse (t1/2) et la capacité moussante
(hauteur de mousse) de solutions de gélatines (extraites d'os chaulé, de peau
chaulée, d'os acide et de couenne de porc acide) 4 la concentration de 15 %

p/v.
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