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Introduction

La transformation d'un animal vivant en carcasse destinée a la consommation humaine
génere a la fois des produits nobles essentiellement composés de tissus musculaires (viande)
et des coproduits divers (abats, os, déchets organiques, etc.). Ces coproduits s’averent
relativement riches en protéines (la gélatine), il semble donc intéressant d’adopter une
stratégie de récupération de ces protéines et de les utiliser notamment comme ingrédients dans

des produits alimentaires (Andrieux, 2003).

Aujourd'hui, grace au développement de la science et de la technologie, la diversification
des produits alimentaires est disponible sur le marché. En conséquence, les produits
alimentaires peuvent utiliser des composants non halals pour réduire le colt de production.
Sur le marché, la gélatine porcine est moins chére que la gélatine bovine ou autre gélatine

produit a partir de sources halal (Widyaninggar et al., 2012).

Donc, avec une production annuelle de 2528 millions de tonnes en 2008 dans I’'UE
seulement, la gélatine est devenue un produit de consommation usuelle que 1’on retrouve
pratiquement dans tous les domaines de la vie moderne. L’intérét pour cette macromolécule a
été croissant, tant les avantages sont importants dans la consommation courante : pas de
toxicité, quantité abondante de matieres premieres disponibles, choix de différentes qualités
pour chaque application, compatibilit¢é avec d’autres constituants dans de nombreuses
formulations, etc. Ses propriétés fonctionnelles uniques font de la gélatine un des ingrédients
importants de [I’industrie alimentaire, photographique, cosmétique et pharmaceutique
(Schrieber et Gareis, 2007). Ses propriétés technologiques et biopharmaceutiques uniques,
font d’elle un excipient extrémement important et polyvalent pour des applications
pharmaceutiques, notamment dans la fabrication des gélules destinées a contenir et libérer des

médicaments apres ingestion par le patient.

Notre travail est basé sur la valorisation des déchets par le traitement de 1’os bovin afin
d’extraire de la gélatine et la réalisation de différents tests affirmatifs et confirmatifs de la
qualité du produit obtenu en comparaison avec celle de la gélatine commercialisée qui ne
connaissant pas I’origine de la mati¢re premicre utilisée durant leur fabrication.

Ce document est composé de trois chapitres :
o Le premier chapitre présente les co-produits d’origine animale et explique les
différentes étapes d’extraction de la gélatine allant de I’os jusqu’au produit fini et les

différents analyses effectués.



. Le deuxiéme chapitre illustre le matériel et méthodes utilisées pour assurer le
succes de ce travail, indique le déroulement de I’expérience, les techniques et les
protocoles suivi.

o Le dernier chapitre est consacré aux résultats et discussion obtenus lors de ce

travail et enfin on termine avec une conclusion générale.



Chapitre |

L’os et la production de la gélatine

K Ce qu’il y a de plus important a étudier dans la société ce sont les

tas d’ordures >

Marcel MAUSS in SOUSTELLE Jacques — Les 4 soleils — PLON 1967.
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I.1. Les déchets d’origine animale

I.1.1. Les co-produits animaux

Le terme « coproduit » désigne tout résidu d’un procédé de production ou de
transformation qui peut étre valorisé ou que I’on souhaite valoriser. Ce terme a été choisi pour
remplacer celui de « déchet » qui a une connotation négative. On rappellera en effet que le
mot
« déchet» vient de déchoir, du latin cadere, qui signifie « tomber » (Selmane, 2010).

Les co-produits animaux doivent étre identifies et subdivisés en 3 catégories différentes en
fonction du risque pour la santé publique et la santé animale. Cette subdivision est inspirée de
la 1égislation Européenne.

* Catégorie 3: non destiné a la consommation humaine ; ce sont des déchets de préférence
conservés dans un local séparé et, s’ils ne sont pas collectés a la fin de la journée de travail,
les matériaux de catégorie 3 périssables sont toujours conserveés a une température de
maximum 7°C (Anonyme, 2003).

* Catégorie 2: non destiné a la consommation animale ; ce sont les sous-produits animaux
présentant un risque moins important pour la santé publique. Ces produits sont éliminés par
incinération ou enfouissement apres transformation et marquage ou peuvent étre valorisés en
vue de certaines utilisations autres que l’alimentation des animaux (engrais organiques,
conversion en biogaz, compostage...) (Anonyme, 2003).

 Catégorie 1: exclusivement pour élimination ; ce sont les matiéres qui présentent un
risque important pour la santé publique. Ces matiéres doivent étre collectées, transportées et
identifiées sans retard et sont pour I’essentiel détruites par incinération ou par mise en

décharge aprés transformation et marquage (Anonyme, 2003).

1.1.2. Traitement et valorisation des déchets

Environ 530 t/an de chrome rejeté dans les déchets industriels. Pour le cuivre, ce sont 44
t/an qui partent en déchets, tout comme 108 t/an d'hydrocarbures. Ces chiffres montrent a quel
point I'élimination des déchets sans valorisation peuvent se traduire par une perte conséquente
de matiere premiére (Anred, 1988). Le but de la valorisation au niveau de l'entreprise
utilisatrice de la matiére est :

» De réduire les achats de matiéres premieres neuves.

» De réaliser des économies d'énergies par la mise en ceuvre de matiére premiére

secondaire.
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» Dréviter un traitement d'élimination codteux pour le déchet. Dans les trois cas
considérés, des économies financieres peuvent étre obtenues. Elles ne sont cependant pas
certaines et de nombreux exemples montrent méme qu'il est souvent plus colteux de
récupérer une matiére premiére a partir d'un dechet que d'utiliser une matiére premiére neuve
(Navarro et al., 1994).

A. Définition du traitement des déchets
Le processus de traitement des déchets s’entend par des opérations unitaires ou
successives de broyage, compactage, digestion anaérobie, extraction de 1’eau, compostage,
incinération, etc., permettant la réduction, la transformation, la réutilisation, la mise en
décharge, le stockage et 1’élimination de déchets solides, liquides et gazeux (Bliefert et
Perraud, 2008). Traiter un déchet c’est lui permettre soit d’étre valorisé : cas de tous les tris,
récupération, transformations qui permettront de lui trouver une utilisation, soit d’étre rejeté
dans le milieu extérieur dans des conditions acceptables (Leroy, 1997).
B. Définition de la valorisation des déchets
La valorisation des déchets est toutes les opérations de réutilisation, de recyclage ou de

compostage des déchets (Miquel, 1998).

Tableau 01: Comparaison des politiques nationales de traitement des déchets (Miquel, 1998).

Etats recyclage Incinération Décharge stockage
France 12% (dont 6% compost) 40% 48%
Allemagne 18% (dont 2% compost) 34% 48%
Suéde 23% (dont 5% compost) 40% 37%
Norvége 13% (dont 1% compost) 18% 69%
Danemark 20% 60% 20%
Pays-Bas 43% (dont 20% compost) | 26% 31%
Canada 30% 4% 66%
Belgique (Flandre, 35% 29%-31% 36%-58%
Wallonie)

Royaume-Uni 25% 5% 70%
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Etats-Unis 24% 15% 61%
Japon 11% (dont 6% compost) 74% 15%
Italie 9% (dont 6% compost) 6% 85%
Suisse 39% 47% 14%
1.2. Les os

Les os constituent une structure rigide qui sert de support d'ancrage a tous les organes
mous de notre corps. Ils jouent un role basique de soutien et de protection (Landais, 1997).

Actuellement, les os sont essentiellement destinés a la fabrication de gélatine et de
farine destinée a la supplémentation en minéraux pour l'alimentation animale. L'os frais
comporte en moyenne 49% d'eau, 16% de lipides (en particulier des phospholipides qui jouent
un réle dans la minéralisation et le métabolisme des 0s), 12% de protéines et 23% de sels

minéraux (Linder, 1996).

I.2.1. Composition chimique de I’os

La matrice extracellulaire de ’os comporte une partie minérale et une partie
organique.
a. La matrice minérale : La partie minérale du tissu osseux est principalement constituée de
cristaux d’hydroxyapatite phosphocalcique (figure 02). Une formule chimique de cette phase
a été proposée a partir d’analyses structurales et chimiques de la partie minérale de 1’os
périostique animal (comparable a 1’os cortical). Ces cristaux se présentent sous forme de
petites aiguilles de 20 a 40 nm de longueur qui conférent a ’os sa solidité. Les ions Ca®" et
PO4* situés en surface de ces cristaux participent & des échanges rapides avec le liquide
interstitiel et donc avec le sang. L’os contenant 98% du calcium de I’organisme, représente un
réservoir de calcium et joue un rdle primordial dans le métabolisme phosphocalcique (Palard,
2007).
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Figure 01: Arrangement des atomes dans la structure cristalline hexagonale de
I’hydroxyapatite (Bahlali, 2014).

b. La matrice organique : le constituant principal de cette partie est le collagéne de type |
(90% de la matrice organique) qui est une glycoprotéine fibreuse rigide en forme de tresse a
trois brins d’une longueur de 300 nm et d’un diamétre de 5 nm. Il est organisé en fibres
paralleles au sein de couches superposées. L’alternance de I’orientation des fibres de

collagéne confere au tissu osseux son aspect lamellaire (Figure 03) (Palard, 2007).

PSS sr— s~
capillaire —
wWoeinnce =
Noeuarochh bre
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.

Figure 02 : Orientation des fibres de collagene (Palard, 2007).
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Les autres protéines formant la matrice organique sont des protéines non collagéniques telles
que ’ostéopontine (qui relie la matrice minérale aux cellules osseuses), 1’ostéonectine (a
I’origine de la liaison matrice minérale — collagéne) et 1’ostéocalcine (marqueur des
ostéoblastes, intervenant dans la minéralisation). Ces protéines apparaissent comme des

inhibiteurs de minéralisation (Palard, 2007).

1.3. Le collagene

Le collagene est la substance proteique la plus abondante chez les vertébrés (soit 30 a
35 % en masse des protéines de 1’organisme chez les mammiféres). Le terme collagéne est
utilisé comme terme geneérique pour les protéines formant une triple hélice composée de trois
chaines associées de polypeptides (Ricard-Blum et al., 2005). La super famille des
collagénes présente une remarquable diversité tant au niveau de 1’organisation moléculaire
que supramoléculaire. Plus d’une vingtaine de types de collagene est dénombrée a ce jour, qui
sont classés en plusieurs sous familles déterminées en fonction de leur homologie de
séquence, de leur similitude au niveau de I’architecture de chaine et de leur assemblage
supramoléculaire. Dans la grande famille des collagénes, on distingue les
collagenes fibrillaires, les collagéenes associés aux fibrilles, les collagénes non fibrillaires et
les collagénes transmembranaires. De par sa capacité a former des fibres, le collagene est une
protéine résistant aux forces mécaniques ; il apporte la solidité aux tissus.
1/ Structure primaire : les trois chaines qui constituent les collagénes possedent 1050 a 1060
acides aminés, avec environ un tiers de résidus glycine et un quart de résidus proline et
d’hydroxy-proline (Bateman et al., 1996).
2/ Structure secondaire : chaque chaine polypeptidique de la molécule de collagéne forme
une hélice de type polyproline Il gauche étirée, stabilisée par une teneur en amino-acide
élevée. La présence de glycine tous les trois résidus permet a la chaine dans sa région centrale
de se replier de facon heélicoidale (Ottani et al., 2002).
3/ Structure tertiaire : la structure tertiaire (molécule de tropocollagene) est formée par
I’enroulement de trois chaines a en une superhélice droite avec un pas de 8,6 nm (Nimni et

al., 1988).
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8,5 nim

0,87 nm

Figure 03: Triple Hélice du collagéne : assemblage des trois chaines o (Nimni et al., 1988).
4/ Structure quaternaire: le tropocollagene est une molécule hautement réactive qui subit
facilement une fibrillogénése spontanée conduite par un processus entropique pour créer des
structures supramoléculaires. 1l faut noter que ces structures sont stabilisées initialement par
des interactions polaires, hydrophobes et d’autres interactions non-covalentes (Ottani et al.,
2002).

1.4. Gélatine

1.4.1. Structure et Composition

a. La structure primaire : est semblable a celle du collagéne. L’analyse de la variation de la
composition en acides aminés des gélatines en fonction du prétraitement (Tableau 03), montre
d’une maniere générale, que le prétraitement acide modifie peu la composition en acides
aminés de la gélatine par rapport au collagene dont elle dérive et que le prétraitement alcalin
transforme les résidus asparagine et glutamine en acides aspartique et glutamique (Rbii,
2010).

Tableau 02 : Comparaison des compositions types en acides aminés des gélatines de type A,
de type B et du collagene ; exprimées en résidus pour 1000 résidus d'acides aminés (Rbii,
2010).

Classe d’acides | Acides aminés | Gélatine type | Gélatine type | Collagene
aminés A B (type )
Alanine 112 117 114
Hydroxyproline 91 93 104
10
11
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Isoleucine 24 24,3 11
) 3,6
R Leucine 3,9 24
o 14
Hydrophobe Methionine 14 5,7
) 132
Phénylalanine 124 13
Proline ) - 115
26
Tryptophane 22 -
Valine 22
Glycine 330 335 332
Asparagine 16 0 16
Glutamine 25 0 25
R polaire non Seérine 35 33 35
chargé o
Thréonine 18 18 17
Cystéine - - -
Tyrosine 2,6 1,2 4,4
Arginine 49 48 51
R chargé >0 Histidine 4 4,2 4,4
Hydroxylysine 6,4 4,3 54
Lysine 27 28 28
R chargé <0 Acide 29 46 29
aspartique
Partd 48 72 48
Acide
glutamique
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On peut constater que la gélatine est composée d’un certain nombre d’acides aminés

hydrophobes (proline, leucine) et hydrophiles (sérine, arginine, etc), qui lui conférent un
caractere amphiphile (Rbii, 2010).
b. La structure secondaire: selon I’origine de la matiére premiére et le type de traitement qui
lui est applique, la dénaturation du tropocollagene en gélatine peut fournir trois types de
molécules. Les chaines al et a2, les chaines B qui sont issues de I’association entre une chaine
al et une chaine o2 (B11 ; B12) ; et des chaines vy, oligoméres de 3 chaines a (y112). Les
chaines a, B et y se différencient par leurs masses moléculaires moyennes respectives de 100
000, 200 000 et 300 000 g.mol-1 (Figure 05). Ceci donne lieu a un mélange de fragments de
différents poids moléculaires (Rbii, 2010).

m-

=25 @J Jéi;ﬁ%%

plliarrees

Figure 04: Produits de la dépolymérisation du collagene (Rbii, 2010).

1.4.2. Propriétés technologiques et caractéristiques de la gélatine

Le comportement physico-chimique de la gélatine est principalement déterminé par la
séquence en acides aminés de la molécule, par sa structure spatiale, sa distribution en masses
moléculaires, ainsi que par les conditions du milieu (pH, force ionique et la réaction avec
d’autres composés). Les propriétés de la gélatine peuvent étre divisées en deux groupes. Le
premier associe aux propriétés geélifiantes de la gélatine (force en gel, viscosité, etc.) et le
second plutdt lié aux propriétés de surface de la gélatine.

» Les propriétés associées a la gélification sont principalement la formation du gel, la
texturation, et I’effet épaississant. Ces propriétés sont reliées principalement a la viscosité, a
la structure, a la masse moléculaire et a la température du systéme. Le refroidissement d’une

solution de gélatine conduit a la formation d’un gel réversible. Cette réversibilité
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théoriquement illimitée du processus de gélification est de loin la plus importante propriété
technologique de la gélatine.

» Les propriétés de surface sont basées sur le fait que les chaines latérales de la
gélatine, comme celles de toutes les protéines, ont des groupements chargés et que certaines
parties des séquences aminés de la molécule, contiennent des acides amines hydrophiles ou
hydrophobes. Les deux parties hydrophile et hydrophobe ont tendance a migrer vers la
surface, ce qui réduit la tension superficielle de la solution aqueuse.

Dans le méme temps, la gélatine a plusieurs propriétés qui protegent et stabilisent la surface
formée. Cette propriété multifonctionnelle de la gélatine est utilisée dans la production et la

stabilisation des mousses et emulsions (Rbii, 2010).

1.4.3. La fabrication de la gélatine

La conversion du collagéne en gélatine a été longuement étudiée, elle se réalise en
deux étapes: la solubilisation du collagene soit en milieu acide, soit en milieu basique et sa
conversion en gélatine. Cette derniere est le résultat de la dénaturation de la structure tertiaire
de la triple hélice de tropocollagene. Les chaines se dissocient et adoptent alors une
configuration pelote statistique (Jones, 1987). La fabrication industrielle de la gélatine
consiste principalement a controler I’hydrolyse du collagéne et a convertir le produit en un
mateériel soluble avec des propriétés physico-chimiques souhaitées, telles que la force en gel,
la viscosité, le point isoélectrique, etc.

Il existe essentiellement trois procédés pour la fabrication de la gélatine :
Le procéde enzymatique : est relativement nouveau et présente des avantages par rapport au
traitement alcalin : le processus est rapide, le rendement est pratiquement de 100 %, la
gélatine est plus pure et les propriétés physiques de la gélatine obtenue sont meilleures (Foret,
2003).
Le procédé acide : s’applique surtout sur des matériaux peu réticulés comme le collagéne de
la peau de porc. C’est un procédé peu couteux et rapide (2 jours), utilisé principalement pour
I’industrie alimentaire (Foret, 2003).
Le procédé alcalin : méthode longue (45 a 90 jours) et plus colteuse, principalement utilisé
pour des collagénes plus complexes comme ceux provenant des os et peaux de bovins. Son
objectif est de détruire les liaisons chimiques encore présentes dans le collagéne. Ce procédé
permet de fabriquer de la gélatine principalement utilisées dans 1’industrie pharmaceutique

(capsules), photographique (films) et alimentaire (Foret, 2003).
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Le processus de fabrication de la gélatine peut étre schématisé de la fagon suivante
(Figure 06) :

Matiéres premuéres osseuses

Y

Eaun > BROYAGE, LTAVAGE, » (Graisses, viandes
PRESSAGE
¥
HC1 > DEMINERALISATION » Phosphate bicalcique
Y
Osséine

Y

Aride sulfimque, phosphorigue TEAITEMENT ACIDE ou
ou chlorhydrique ou Chaux BASIQUE

A 4

Y
NEUTRALISATION

Y

Eau » CUISSON, EXTRACTION,
LAVAGES

Y

FILTRATION, SEPARATION Particules coagulées, graisses
CENTRIFUGE résidnelles

Y

Y
CONCENTRATION

h 4

Eau

Y

STERILISATION,
GELIFICATION, SECHAGE

Y
Gélating

Figure 05: Schéma général de fabrication de gélatine (Foret, 2011).

1. Déminéralisation des os et préparation de D’osséine : I’étape de déminéralisation
intervient dans le cas d’utilisation d’os comme matiére premiere. Les os dégraissés doivent
étre debarrassé de leur support minéral (hydroxyapatite). Cette opération est réalisée par un
trempage de quelques semaines en milieu acide (HCI 5%). La déminéralisation ne modifie pas
la composition en acides aminés mais certaines liaisons peptidiques ou intermoléculaires
peuvent étre hydrolysées. Les phosphates sont séparés du surnageant sous la forme de

phosphate bicalcique, par précipitation a I’aide d’un lait de chaux (sous-produit de 1’industrie
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de la gélatine). Toutefois, la matiere organique a conservé sa forme mais est devenue
élastique : c’est I’osséine (Rbii, 2010).

2. Prétraitement : le procédé de prétraitement a pour objectifs le gonflement et le
ramollissement des peaux et de 1’osséine, en préparation a la dénaturation et a I’extraction de
la gélatine. Durant cette étape, des peptides et des liaisons intermoléculaires sont rompus, la
température de fusion du gel diminue par interaction avec le solvant, certaines impuretés sont
éliminées. Cependant, un gonflement trop intense peut conduire a une dégradation excessive
de la matiére premiere (Rbii, 2010).

Il existe deux variantes majeures du prétraitement : le procédé alcalin (chaulage) et le
procéde acide. Le prétraitement chaulé se distingue du prétraitement acide, notamment en ce
qui concerne les modifications apportees a la matiére premiére. Ainsi, le prétraitement acide
conduit a une réorganisation physique de la structure du collagéne alors que le prétraitement
chaulé¢ engendre des modifications chimiques importantes, notamment 1’augmentation du
nombre de carboxyles libres par transformation des résidus asparagine et glutamine en acides
aspartique et glutamique (Veis, 1964).

» Traitement alcalin : la peau et 1’os sont traités par du lait de chaux (pH 12) pendant
6 a 12 semaines, afin d’épurer le collageéne et de casser les liaisons covalentes pour le rendre
soluble & 60°C. Cette étape est contrdlée en température entre 18-20°C. Le procédé de
chaulage se développe dans une cuve avec un systeme d’agitation a air comprimé et la
température est controlée grace a la température d’entrée du lait chaux. Le lavage, consiste
ensuite a éliminer le lait de chaux. Pour ce faire, 1’0sséine passe sur un tapis vibrant ou elle est
rincée a I’eau. Puis, 12 h avant la cuisson, un bain d’acide phosphorique permet de ramener le
pH a 7 (Rbii, 2010).

» Traitement acide : le traitement acide du collagéne est particuliérement approprié
aux matériaux moins réticulés, tels que la peau de porc et les os de jeunes bovins. Ce
traitement permet une réduction des colts, en raison des temps courts de préparation de la
matiere premiére. La matiere premiere est lavée et trempeée dans les solutions acides minérales
diluées, dont la concentration ne doit pas excéder 5% et dont le pH doit se situer autour de 3,5
et 4,5. Les acides minéraux utilisés peuvent étre I’acide chlorhydrique, ’acide sulfurique ou
I’acide phosphorique. Ce traitement a ’acide continue jusqu’a ce que la matiére premicre soit
entierement acidifiée et atteigne un maximum du gonflement. La température du traitement
est habituellement la température ambiante de 1’usine, environ 15 a 20°C. La durée du
traitement dépend de la nature de la matiére premiere, de la température et de la concentration
de I’acide, varie entre 10 et 48 h (Rbii, 2010).
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Les gélatines issues d’un traitement alcalin sont couramment désignées sous
I’appellation « gélatine type B » tandis que les gélatines issues d’un traitement acide sont
appelées « gélatine type A » (Rbii, 2010).

3. Extraction de la gélatine : c¢’est 1’étape du procédé appelée « cuisson ». On y parle
de bouillon, de durée de cuisson, de température, d’égouttage, etc.

Pour obtenir de la gélatine, on solubilise, ce qui reste de I’os ou de la peau, apres I’avoir
déminéralisé par acidification et épuré par chaulage et lavage, ou ce qui reste de la peau. Ce«
jus » de gélatine va étre successivement filtré, déminéralisé, concentré, refiltré, puis le pH
sera ajusté a la demande du client (Rbii, 2010).

» Cuisson : elle consiste a faire passer la gélatine en solution dans de I’eau chaude
acidulée, de température croissante d’une extraction a I’autre. La matiére subit ainsi une suite
de 5 a 6 extractions, chaque étapes durant plusieurs heures, la température variant de 55°C a
95°C voir 100°C pour la derniére. On obtient alors ce qu’on appelle un « Bouillon » ou
extraits avec des propriétés différentes afin d’obtenir un « bouillon de gélatine ». Les
solutions obtenues ou bouillons de gélatine ont une concentration approximative de 5% pour
la premiéere extraction, a la plus basse température (55°C) (Rbii, 2010).

» Pasteurisation et filtration : la pasteurisation a pour but de détruire un maximum de
germes sur un échangeur a plaques, chauffé a la vapeur a 125°C et refroidi ensuite a I’eau a
60°C. La filtration permet ensuite de clarifier les « jus » de gélatine (Rbii, 2010).

» Deéminéralisation de la gélatine : ceci a pour but d’éliminer dans un bouillon de
gélatine les cations et anions. Le bouillon de gélatine passe a travers deux colonnes cationique
et anionique (Rbii, 2010).

» Concentration : le but est d’augmenter la teneur en gélatine, en évaporant 1’eau, et
ainsi obtenir un bouillon qui gélifie a 30°C. Le bouillon arrive a 1’étape de concentration a 7%
de gélatine et ressort avec une concentration en gélatine de I’ordre de 45% (Rbii, 2010).

» Séchage : le but étant d’abaisser le pourcentage d’humidité de la gélatine, le gel est
extrudé sous forme de filaments ou de « nouilles » pour augmenter sa surface d’échange et
favoriser ainsi son séchage en continu, sous courant d’air filtré (Figure 07). Les « nouilles »
séchées (10-15% d’humidité) sont ensuite broyées avant de subir des contrdles au laboratoire
(Rbii, 2010).
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Figure 06: Nouilles de gélatine (Rbii, 2010).

1.4.4. Utilisations de la gelatine
La gélatine est un aliment naturel qui joue un role trés important dans I’industrie
alimentaire moderne. Elle est également utilisée dans d’autres secteurs tels que 1’industrie
pharmaceutique et photographique. Le papier utilisé pour les imprimantes a jet d’encre doit sa
haute qualité a la gélatine et aux propriétés qu’elle confere a sa surface. La gélatine sert
également a filtrer les petites particules pour clarifier certaines boissons comme le vin, le
cidre et de nombreuses variétés de biére. En somme, la gélatine est présente dans tout produit
nécessitant ’emploi de gélifiant, de stabilisateur, d’émulsifiant, d’agent moussant ou
d’épaississant (Anonyme, 2001).
a. Dans ’'industrie pharmaceutique
Dans I’industrie pharmaceutique, la gélatine est utilisée pour la fabrication des gélules
et des capsules. Elle protége les médicaments des effets néfastes de la lumiere et de
I’oxygene. Les gélules sont essentiellement employées pour les médicaments liquides, alors
que les capsules sont utilisées pour les poudres. La gélatine permet de lier les principes actifs
du médicament et de prolonger leur durée de conservation. Grace a une sélection et un dosage
rigoureux, la gélatine peut méme influer sur la vitesse de libération des principes actifs, soit
en l’accélérant, soit en la ralentissant (effet retard). Les comprimés enrobés de gélatine
représentent un nouveau progres technologique, I’enrobage de gélatine facilitant 1’ingestion

du comprimé par les patients (Anonyme, 2001).
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Figure 07 : Les comprimés enrobés de gélatine (Anonyme, 2001).

b. Dans I’industrie alimentaire

Dans la production alimentaire moderne, la gélatine est utilisée de la maniére la plus
diverse. La raison principale est sa capacité unique a réagir a la chaleur: la gélatine fond a 37°
C, la température du corps, puis redevient ferme en refroidissant. Sa texture agréable et son
fondant en bouche en font un ingrédient irremplagable dans 1’industrie alimentaire. De
nombreux produits allégés, réduits ou pauvres en matiéres grasses n’existeraient pas sans la
gélatine. Elle est ainsi présente par exemple dans la margarine ou le beurre allégé, les pates a
tartiner ou les fromages a taux réduits en matiéres grasses. La gélatine est sans godt, lie de
grandes quantités d’eau, forme des gels et procure une formidable sensation en bouche. La
gélatine alimentaire est indispensable dans de nombreuses confiseries, telles que les bonbons
gélifiés (oursons, gommes), les caramels mous, les guimauves et les marshmallows, les
meringues, les réglisses, les tétes de negre, etc. Elle leur confere une grande élasticité, une
consistance optimale pour la mastication et améliore leur durée de conservation. C’est la
gélatine qui donne aux terrines et aux aspics leur apparence si appétissante. De nombreuses
variétés ou de saucissons au poivre sont protégées contre le desséchement par un film de
gélatine. En poissonnerie, la gélatine est surtout employée pour la fabrication de produits en
gelée. Outre ses fonctions esthetiques, la gélatine protége de la lumicre et de I’oxygeéne. Sa
capacité a fondre a la temperature du corps en fait un substitut indispensable aux matieres

grasses dans les aliments allégés (Anonyme, 2001).
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Figure 8: Des bonbons gélifiés (Anonyme, 2001).

c. Dans I’industrie photographique moderne

Les produits photographiques a base de sel d’argent sont constitués de plusieurs
couches de gélatine (jusqu’a 15) qui sont coulées sur film ou sur papier. La gélatine est
utilisée comme liant pour les sels d’argent hautement photosensibles. Son pouvoir gonflant
permet aux produits de développement de pénétrer dans les couches sensibles et d’en étre
éliminés par lavage. La gélatine constitue un élément important dans le procédé complexe de
la technique des couches. Elle présente la particularité de pouvoir entrer en solution au
réchauffement et de former un gel en refroidissant, gel que 1’élimination de 1’eau permet de
rendre permanent. Les propriétés de la gélatine sont a la base de la production de films
photographiques ultrasensibles, en particulier pour atteindre sur les films couleur et
radiographiques le haut degré de sensibilité requise. La gélatine est également indispensable
pour la photographie numérique. Les papiers pour imprimantes jet d’encre enduits de gélatine
assurent la brillance des couleurs et la netteté des contours, permettant des impressions

d’excellente qualité (Anonyme, 2001).
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Figure 9: Des films photographiques ultrasensibles (Anonyme, 2001).

d. Divers autres utilisation de la gélatine

» Utilisés comme agents actifs dans les lessives et les nettoyants, les hydrolysats et les
tensioactifs de collagéne a base de gélatine présentent une bonne compatibilité
dermatologique et sont entiérement biodégradables. Ajoutés aux produits de vaisselle, ils
garantissent une bonne tolérance cutanée et protégent la peau de I’effet agressif des
tensioactifs. Utilisés comme protéines pour la protection des fibres, ils ont un effet
appréciable dans les lessives spéciales pour la laine, la soie et les autres textiles délicats.

» Les propriétés moussantes et liantes de la gélatine la rendent indispensable pour la
fixation des tétes d’allumettes.

» On utilise également la gélatine dans la papeterie. Elle améliore la résistance a
I’humidité et accroit la solidité du papier (pour les billets de banque, par exemple).

» Ajoutée aux bains électrolytiques, la gélatine permet le nettoyage du zinc et du
cadmium. Elle est utilisée dans la séparation des impuretés, ce qui permet de produire des

métaux tres purs. (Anonyme, 2001).

1.4.5. Analyses sur la géelatine

Outre les analyses de qualités prescrites par les autorités, les fabricants de gélatine
effectuent de nombreux tests supplémentaires sur le produit final. Ces tests servent a verifier
les parametres technologiques du produit. Plusieurs de ces méthodes d'analyse sont décrites
ci-dessous :

» La force en gel (Bloom) : la premiére propriété de la gélatine utilisée par 1’industrie est
son effet gélifiant. Traditionnellement, ce paramétre détermine principalement le prix d'un
type particulier de gélatine. La force en gel est donc, une des caractéristiques les plus
importantes. La force en gel, ou Bloom, exprimée en gramme, est liée a 1’¢lasticité mécanique
du gel de gélatine. Elle permet la classification des gélatines. La mesure standardisée, faite
grace a un gélomeétre, consiste a déterminer la force nécessaire pour enfoncer un piston (12.7
mm de diamétre) dans un gel de gélatine (de concentration 6.67% P/V) d’une profondeur de 4
mm. Le gel est gardé préalablement pendant 18 h & 10°C. Les gélatines commerciales ont un
Bloom situé¢ entre 50 et 300g. Quelques exemples d’applications industrielles, selon les

blooms, sont donnés dans le tableau (Rbii, 2010).
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Tableau 03: Exemples de Blooms par application (Rbii, 2010).

Applications Bloom (g)
Guimauves 75-125
Nougats 100-125
Desserts 150-250
Capsules molles 120-200
Capsules dures 150-280
Photographie 200-300

> Dosage de I'azote totale : le dosage de I'azote total est effectué a I'aide de la méthode de
kjeldahl, selon le codex cenologique international, I'azote total doit étre supérieur a
14% du poids de gélatine séche (Rbii, 2010).
> Les critéres bactériologiques : la gélatine doit correspondre a des critéres tres précis.
En effet elle ne doit pas contenir des germes pathogénes ou toxinogénes (Rbii, 2010).
La gélatine est un excellent milieu de croissance pour les bactéries. Par conséquent, des
pratiques sanitaires strictes doit étre suivie pendant la fabrication afin d'assurer un produit
propre et sain. Les gélatines de qualité alimentaire contiennent généralement moins de
3000 bactéries par gramme, mais les gélatines pharmaceutiques sont limitées a des
comptages de plaques aérobies de 1000 par gramme. Le formulaire national et la
monographie du Codex sur les produits gélatine requierent tous deux que les especes
Salmonella et Escherichia coli soient absentes (Street et al, 2012). La molécule de
gélatine est non seulement thermiquement labile, mais peut également étre dégradée plutot
rapidement par certaines bactéries, en diminuant a la fois la résistance du gel et la
viscosité. Par conséquent, il faut prendre soin de contamination pendant l'utilisation.
Comme une poudre seche, la gélatine est tres stable, et peut étre stocké dans des
conteneurs hermétiques pendant des années avec aucune perte de qualité (Street et al.,

2012). La gélatine en solution ou le trempage dans I'eau ne doit étre laissée dans cet état
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que si elle est maintenue trés froide ou assez chaude pour détruire ou inhibent la
croissance bactérienne (Street et al., 2012).

La nature des organismes qui poussent dans des solutions de gélatine et des gels
dépend d'un certain nombre de facteurs. Le pH a une influence trés importante. Pour des
valeurs de pH inférieures a 4, la croissance bactérienne est supprimée, tandis que les
levures et les moisissures poussent abondamment. Au-dessus du pH 5, les bactéries
protéolytiques peuvent devenir actives (Street et al., 2012).

La dégradation des solutions de gélatine et des gels par les bacteéries, les levures et les
moisissures peut étre inhibée par ['utilisation de conservateurs. La sélection du
conservateur dépend de la question de savoir si I'application du produit est comestible,
topique ou technique. Les gels de gélatine nécessitent généralement une plus grande
concentration de conservateur que les solutions de gélatine diluée. L'addition d'autres
nutriments a la gélatine peuvent également augmenter la quantité de conservateur requis
(Street et al ., 2012).
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Chapitre Tl .. Matériel et méthodes.

Ce travail est réalis€ au niveau de laboratoire d’analyses physicochimiques et le
laboratoire d’analyses microbiologiques au sein de la faculté des sciences de la nature et de la
vie et des sciences de la terre et de I’univers, département de sciences biologiques, université

de Bordj Bou Arreridj.

I1.1. Prélévement des échantillons de la gélatine pour I’analyse
Les gélatines utilisées dans ces analyses sont :
> La gélatine commercialisée extrait a partir de 1’0s bovin, fabriquée en Egypte, la durée
de conservation est 24 mois.
» La gélatine extraite dans notre laboratoire d’analyses physicochimiques par des
méthodes appropriées.
11.2. L’extraction de la gélatine
L'extraction de la gélatine s'effectue en plusieurs étapes a partir des peaux et des os.
Le principe genéral consiste a transformer le collagéne insoluble en gélatine soluble est
largement décrit dans la littérature (Veis, 1964; Courts, 1980; Ledward, 1986).

11.2.1. Echantillon étudié
Os : fémur de bovin (6,6 Kg).

11.2.2. Appareillages

- Agitateur magnétique. - Agitateur va et vient.
- Etuve. - Broyeur.

- Tamis. - Récipients.

- Bec bunsen. - Balance analytique.
11.2.3. Réactifs

- Acide chlorhydrique (Hcl 5%).
- Hydroxyde de sodium (NaOH).
- Acide phosphorigue concentré.
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11.2.4. Protocole de travail

1. Déminéralisation des os et préparation de I’osséine

b } 4 |
- Nettoyage et dégraissage
d’os bovin avec de I’eau

chaude.

- Découpage d’os afin de
faciliter le débarrassage
de la matiére minérale

(hydroxyapatite).

- Trempage d’os en milieu
acide (Hcl 5%) pendant 45

jours.

Figure 10 : Les étapes de la déminéralisation d’os et préparation de 1’osséine (originale,
2017).
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2. Prétraitement

> Traitement alcalin

- Traitement d’os par I’'NaOH (pH 12) |

pendant 6 a 12 semaines a température

entre 18-20°C.

Lavage, consiste ensuite a éliminer I’NaOH.
Pour ce faire, 1’osséine passe sur un tamis

ou elle est rincée a I’eau.

L’ajout de 2 ml d’acide phosphorique
concentré 12 h avant la cuisson pour

permettre de ramener le pH a 7.

Figure 11 : Traitement alcalin (originale, 2017).
3. Extraction de la gélatine

» Cuisson
- Passage de la solution obtenue dans I’eau chaude

acidulée en température croissante variant de
55°et 95°C a 100°C, pendant plusieurs heures.

- L’obtention de ce qu’on appelle un « Bouillon »

ou extraits avec des propriétés différentes.

Figure 12 : Etapes de Cuisson (originale, 2017).
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» Pasteurisation et filtration

- Chauffage de bouillon & la vapeur.

- Refroidissement a 1’eau froide.

- Filtration de bouillon afin de clarifier les

« jus » de gélatine.

Figure 13 : Filtration (originale, 2017).
» Séchage
- A l’aide de I’étuve, on fait le séchage du jus obtenu jusqu'a obtention de la gélatine poudre

(179).

BN Il o

Figure 14: Séchage de la gélatine extraite (originale, 2017).

11.3. Les analyses physico-chimiques
Le contrdle physico—chimique permet d’évaluer la stabilité et la consistance du produit
en ce qui concerne ses caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques, parmi ces analyses
nous citons :
» Détermination de la teneur en azote totale : Protéine.
» Détermination de la teneur en eau: Humidité.

» Détermination du pouvoir de gélification.

11.3.1.Détermination de la teneur en azote totale : Protéine
La méthode de Kjeldahl est une méthode de référence pour la détermination de la teneur
en protéines contenues dans un produit, a partir du dosage de 1’azote total (Williams et al.,

1998). Selon (Keys, 1939), Les différentes étapes de la méthode de Kjeldahl sont:
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e 1° étape : minéralisation; Quand I’azote est sous forme organique, il faut d’abord

procéder a la minéralisation pour passer a 1’azote minéral (Nozawa, 2005).

Matiere organique+H;SO4.H,0—>S0O4 (NH4),+CO2+H,0.
2éme

étape : distillation; La distillation a froide de I'ammonium par I'ajout d’un exceés de

Soude. Le but est de transformer I'ammonium sous sa forme volatile, I'ammoniac.

SO4 (NH4)2+2NAOH—Na,SO4+2NH3+2H,0.
3ome étape : le titrage; le titrage colorimétrique direct de I'ammoniac complexé avec de

I’acide borique par une solution titrante d'acide sulfurique.
NH4OH+H3BO3—H,BO3NH4+H,0.
A. Appareillages
- Minéralisateur de Kjeldahl.
- Matras de 300 ml.
- Balance de précision.
- Distillateur.
- Systéme de titrage.
B. Réactifs
- Acide sulfurique concentré ; d=1,84 (H,SOy).
- Oxalate de potassium.
- Sulfate de potassium,
- Hydroxyde de potassium.
- Hydroxyde de sodium ; d=1,33 (NaOH).
- Acide borique 40% (H3BOg).
- Solution alcoolique de rouge de méthyle 0,05%.
- Acide sulfurique (0,1N).
C. Protocole de travail
Etape 1 : Minéralisation de I’échantillon
Dans chague matras, on introduit :
e Igde I’échantillon.

e 15 a20 ml d’acide sulfurique concentré (H»SOy).

e 2¢g d’oxalate de potassium.

e 10g de sulfate de potassium pour augmenter le point d’ébullition d’acide sulfurique.

25



Chapitre Tl ... Matériel et méthodes.

e Agiter les matras.

e Placer les matras dans le minéralisateur puis 1’allumer.

e Suivre I’expérience jusqu’a I’obtention d’une solution limpide environ 3 heures avec une
température de 390°C, attendre 30 minute puis éteindre ’appareil et laisser refroidir
pendant 15 minute.

Pendant I’étape de la minéralisation, la molécule organique est détruite par oxydation lors
d’une ébullition dans l'acide sulfurique (H,SO4) concentré, en présence de catalyseur ;
(’oxalate de potassium) le carbone s‘élimine sous forme de dioxyde de carbone (CO,),
’hydrogéne sous forme d'eau et 1’azote reste en solution sous forme d'ion ammonium (NHz").
La dégradation de la matiere organique azotée se fait a l'aide d'un catalyseur et de I'acide
sulfurique a haute température.

Remarque

» La minéralisation est effectuée sous une hotte munie d’un systéme permettant de capter
les vapeurs acides (voir figure 17).
> Le sulfate de potassium est ajouté pour augmenter la température d’ébullition de I’acide

sulfurique.

> Le pH acide permet au sel d'ammonium d'apparaitre sous sa forme acide de I'ammonium
(NHZ).

Figure 15: La minéralisation sous la hotte (originale, 2017).

Etape 2 : Distillation de I’ammoniac
Le but de cette étape est de transformer I'ammonium sous sa forme volatile ;
ammoniac. La soude est ajoutée en exces afin de changer le pH acide en un pH basique, ce
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qui a pour effet d'obtenir de I'ammoniac. L'ammoniac NH3 est entrainé par la vapeur d'eau

pendant la distillation puis piégé dans 15ml d’une solution (1000 ml d’acide borique 4%

mélangeait avec 10 ml de rouge de méthyle 0,05%). L’ammoniac réagit avec 1’acide borique

formé des sels borates d’ammonium (voir figure 18).

Figure 16: Distillation de I'ammoniac dans le distillateur (originale, 2017).

Remarque : L’acide borique est un acide faible qui ne réagit pas avec I’ammoniac, il sert

simplement a piéger I’ammoniac.

Etape 3 : Titrage de ’ammonium
On effectue un dosage acido-basique direct, c’est le dosage de I'ammoniac par une
solution titrée d'acide sulfurique. L'équivalence est marquée par une coloration rose due au

rouge de méthyle (voir figure 19).

— = —
= .

Figure 17: Dosage de I’ammoniac (originale, 2017).
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Calcul du % de protéines dans les échantillons

La teneur en azote, exprimée comme suite : N=1,4 (V-V ) XT/m

V' : volume d’acide versé pour le blanc.
V : volume d’acide versé pour I’échantillon.
m : prise d’essai de I’échantillon.
N : teneur totale en azote en %.
La teneur en protéines brutes du produit est obtenue en multipliant la valeur obtenue

lors de la détermination de la teneur en azote par le facteur conventionnel K= 6,25.
P%=NXK.

11.3.2. Détermination de la teneur en eau : Humidité
C'est la perte en masse subite par I'échantillon aprés chauffage a 105°C exprimée en
pourcentage de masse. Il consiste a provoquer le départ d'eau par chauffage d'une quantité
connue de gélatine jusqu'a élimination compléte de I'eau (ISO N° 934, 1980).
A. Appareillages
- Balance de précision.
- Etuve.
- Becher.
- Dessiccateur.

B. Mode opératoire

Peser dans un bécher, préalablement taré, un poids exactement connu de gélatine (10g).

Porter le bécher a I’étuvé pendant 1 heure.

Retirer le bécher a 1’étuve et le laisser refroidir dans un dessiccateur pendant 10 min.
- Peser.
- Répéter le travail jusqu’a I’obtention de poids constant de 1’échantillon.

C. La formule de I’humidité est comme suite :

. _ mhi — msi

Mp; : la masse d’échantillon avant le séchage.
Mg - la masse d’échantillon séche.

Hi : Phumidité de 1’échantillon.
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11.3.3. Détermination du pouvoir de gélification
La gélatine est relativement insoluble dans 1’eau froide. Lorsque ses grains sont
ajoutés a I’eau froide (température ambiante), ils absorbent de 1’eau jusqu’a 100 fois leur
poids initial et se gonflent rapidement, mais elle devient rapidement soluble dans I’cau chaude
(Le Hir A., 2001).
1. Appareillages
- Bain marie.
- Réfrigérateur. -
- Récipients.
- Balance analytique.
- Agitateur magnétique.
2. Réactifs
- Gélatine.
- Eau froide.
3. Mode opératoire
- Introduire 1g de gélatine dans 7ml d’eau froide.
- Laisser hydrater pendant 12 heures.
- Faire fondre la masse & 55°C.
- Laisser bloquer au froid minimum 1h.

- Introduire la masse de gélatine gonflée dans le liquide chaud de dissolution en agitant.

I1.4. Les analyses microbiologiques
L’examen microbiologique est un outil incontournable d’évaluation du niveau de
contamination des denrées alimentaires et de la nature de leur microflore. Parmi ces analyses
nous citons :
» Larecherche de la flore aérobie totale mésophile.

» Larecherche des spores anaérobies sulfito-réducteurs.

11.4.1. La recherche de la flore aérobie totale

La flore mésophile aérobie totale est I'ensemble des micro-organismes aptes a se
multiplier a l'air aux températures moyennes, plus précisément ceux dont la température
optimale de croissance est 37°C. lls peuvent étre des micro-organismes pathogénes ou

d'altération (Bougeois et Leveau, 1996).
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A. Appareillages

- Etuve. - Micropipette. - Plaque chauffante.
- Boites de Pétri. - Bec Bunsen. - Agitateur.

- Pipette Pasteur. - Compteur des colonies. - Autoclave.

B. Réactifs

- Milieu de culture gélose PCA.
- L’eau peptonée.
- L’eau distillée.
C. Protocole de travail
1. Préparation des dilutions

La dilution mére: introduire aseptiqguement dans un flacon stérile en verre 1 g de
gélatine, ajusté avec 1’eau physiologique jusqu'a 10 ml.

Les dilutions décimales : introduire aseptiqguement a l'aide d'une pipette stérile 1ml
de la dilution mére dans un tube stérile contenant au préalable 9ml du diluant (I’eau
physiologique), on obtient donc la dilution 107,

A l'aide d'une autre pipette stérile introduire 1 ml de la dilution 10 obtenue dans un
tube stérile contenant au préalable 9 ml du diluant, on obtient la dilution 10°°.
2. Préparation du milieu de culture

e Lors de la reconstitution de milieu, une quantité de 5g de milieu de culture PCA est
mélangée au volume d'eau peptonée préalablement préparé par le mélange de 6g de ce dernier
avec 400 ml d’eau distillée.

e Homogénéisation puis dissolution totale par chauffage a travers 1’agitateur et la plaque
chauffante.

o Apres refroidissement a 50-60°C, le milieu est distribué dans les tubes a essais en vue
d'étre sterilisé par autoclavage de 15-20 minutes pendant 120°C.

e Les milieux sont ensuite laissés a refroidir jusqu'a 50°C dans l'autoclave.

e Enfin, il est distribué en boite de pétri pour la réalisation de I’ensemencement.
Remarque : I’intérét de 1’autoclavage c’est pour tuer les spores (forme de résistance).
Remarque : ne pas sortir les milieux de culture avant car la différence de températures
provoquerait une dépression au sein des tubes.

3. La technique d'ensemencement : I'ensemencement par 0,1 ml de chaque dilution (10,10
2 10'3) s'effectue a la surface sur le milieu PCA puis a 1’aide d’une pipette Pasteur on fait des
stries.

4. L’incubation : les boites sont incubées dans 1’étuve a 37 °C pendant 72h.
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Remarque : deux témoins sont toujours réalisés, lI'un pour le milieu PCA, l'autre pour le

diluant (I’eau peptonée), l'incubation des boites est réalisée a 37 °C pendant 72h.

11.4.2. La recherche des spores de bactéries anaérobies sulfito-réducteurs

Les spores de bactéries anaérobies sulfito-réducteurs sont des formes de résistance de
micro-organismes se développant en anaérobiose a 46°C £+ 1 en 24h et ou 48h en gélose
viande foie et donnant des colonies typiques réduisant le sulfite de sodium (Guiraud, 2003).
A. Appareillages
- Etuve. - Tubes a culture.
- Micropipette. - Plaque chauffante.
- Bec Bunsen.
- Agitateur.
- Autoclave.
B. Réactifs
- Milieu de culture viande foie.
- Alun de fer.
- Sulfite de sodium.
C. Protocole de travail
1. Préparation des dilutions

La dilution mére: Introduire aseptiquement dans un flacon stérile en verre 1 g de
gélatine, ajuster avec 1’eau distillée jusqu'a 10 ml.
Les dilutions décimales : Introduire aseptiquement a l'aide d'une pipette stérile 1ml de la
dilution mere dans un tube stérile contenant au préalable 9ml du diluant (I’eau distillé), on
obtient donc la dilution 107.
A l'aide d'une autre pipette stérile introduire 1 ml de la dilution 10 obtenue dans un

tube stérile contenant au préalable 9 ml du diluant, on obtient la dilution 107>
2. Préparation de milieu de culture

eLors de la préparation de milieu, une quantite de 3g de viande foie déshydraté est
mélangé a un volume de 60 ml d’eau peptonée et porté lentement le milieu a €bullition sous
agitation constante et I’y maintenir durant le temps nécessaire a sa dissolution.

eRéparti la solution en tubes a vis et stérilis¢ dans I’autoclave a 121°C pendant 15

minutes.
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e Apres refroidissement dans un bain d’eau a 45°C, ajouté 0,Iml d’alun de fer et 0,5ml
de sulfite de sodium, mélangé et maintenu au bain marie ou dans [’étuve a 45°C jusqu’au
moment de 1’utilisation.

1. La technique d’ensemencement

Les tubes contenant les dilutions sont soumis :

- d’abord a un chauffage a 80°C pendant 8 a 10 minutes.
- Puis, un refroidissement immeédiat sous 1’eau de robinet.

A partir de ces dilutions, verser aseptiquement 1 ml de chaque dilution dans un tube

contenant 10ml de milieu de culture. Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes.

2. Incubation : ces tubes sont incubés a 46°C pendant 24h.
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Chapitre L. ... e e Résultats et discussion.

111.1. Résultats

I11.1.1. L’extraction de la gélatine

Tableau 04 : Rendement de I’extraction de la gélatine.

Echantillons

Gélatine extraite

Gélatine commercialisée

Rendement

1Kg — 2g

6,6Kg de I’os — 0,017Kg de gélatine

1000kg d’os — 65kg de gélatine

lkg — 65¢g

111.1.2. Les analyses physico-chimiques

Tableau 05 : Résultats de la détermination des parameétres physico-chimiques.

Echantillons Gélatine extraite Gélatine commercialisée
Teneur en protéines g/kg 146,4 £ 9,6 665,58 + 1,01
L’humidité % 1,4 16,5+2,12
Pouvoir de gélification Gélifiante apres ébullition suivi | Gélifiante  juste  apreés

d’un refroidissement

refroidissement

111.1.3. Les analyses microbiologiques

Tableau 06 : Résultats des analyses microbiologiques.

Echantillons Gélatine extraite Gélatine commercialisée
La flore aérobie totale | 481 UFC. 196363 UFC.
mesophile.

Les bactéries anaérobies | Absence. Absence.

sulfito-réducteurs.
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111.2. Discussion

I11.2.1. L’extraction de la gélatine

La voie chimique (Traitement alcalin) est un procédé d’extraction protéique long (6 a 12

semaines). La gélatine extraite d’os bovin est représentée ci-dessous (figure 20).
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Figur

e 18 : La gélatine extraite a partir de I’os (originale, 2017).

Le rendement de gélatine obtenu dans cet expérience est faible (1kg d’os bovine — 2g de
gélatine poudre) par rapport aux travaux réalisés par LIEFFROY (lkg d’os bovin — 65g).
Cette différence est due a :

- La concentration d’HCL; la faible concentration d’HCL empéche la dissolution
compléte de la partie minérale (lieffroy, 2007), donc une partie important de
phosphate de calcium reste fixé avec la partie organique ce qui géne la dissolution de
cette derniére dans I’NaOH.

- La durée de I’étape de prétraitement; selon Rbii les os sont traites par du lait de chaux
pendent 6 a 12 semaines. Les travaux réalisées par francais Hérissant prend une
période de 4 moins pour cela, il a obtenu une grande quantité, mais dans ce travail,
cette étape prend 6 semaines seulement donc, on constate que la gélatine reste fixé a
I’0s.

A la fin de I’expérience, 1’os est peu rigide ce qui affirme la présence d’une quantité
minérale et par conséquence une partie de collagéne reste intacte. La couleur de la gélatine
extraite est apparait peu foncé (marron) a la gélatine commercialisée (jaune). Ce dernier due
aux procédures de la fabrication ; la gélatine extraite (couleur marron) a subit un traitement

alcalin par contre la gélatine commercialisée (couleur jaune) a subit un traitement acide.
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111.2.2. Les analyses physico—chimiques

111.2.2.1. La détermination de la teneur en protéines

Protéines
800
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I
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o
o

Protéines g/kg
w B u
o o
o o

200
100

B Gélatine commercialisée B Gélatine extraite

Figure 19: La teneur en protéines des échantillons de la gélatine extraite et commercialisée
(originale, 2017).

La gélatine est une protéine hautement purifiée dérivée du collagéne, un tissu
conjonctif abondant dans les os et les peaux d'animaux (Liu et al., 2015). Elle contient des
pourcentages massiques de: 26,4 a 30,5% de glycine ; 14,8 a 18% de proline ; 13,3 a 14,5%
d’hydroxyproline ; 11,1 a 11,7% d’acide glutamique ; et 8,6 a 11,3% d’alanine. Les autres
acides aminés sont en faibles pourcentages comme la tyrosine avec un pourcentage de 0,2%
seulement (Keenan, 1998). La teneur en protéines difféere d’un type de gélatine a un autre
selon la durée de traitement de 1’0os qui permet soit une destruction partielle ou totale de
collagene et par conséquence I’augmentation du taux de protéines.

Dans notre travail nous avons trouvé une grande différence entre les 2 échantillons
analysés et ¢a peut référer a 1’ajout des autre ingrédients a la gélatine commercialisée car
jusqu’a ce temps, la gélatinerie cache plusieurs secrets et la méthodologie de fabrication pose

plusieurs questions.
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111.2.2.2. Détermination de Phumidité

L'humidité
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Figure 20 : Les résultats de détermination de I’humidité des échantillons de la gélatine
extraite et commercialisée (originale, 2017).

La détermination de la teneur en eau est trés importante, puis qu’elle conditionne
d’une part la précision des divers résultats analytiques rapportés a la matiére séche et d’autre
part celle de la mise en ceuvre des tests technologiques. Le taux de I’humidité permet de
conserver 1’échantillon (Calvel, 1984). L’humidité des gélatines analysées est de 1,4% pour
la gélatine extraite et environ 16,5% pour la gélatine commercialisée. Selon le codex
cenologique international le taux d’humidité de la gélatine ne doit pas dépasser 15%. La
gélatine extraite est bien séchée dans I’étuve afin de garantir la fiabilité des résultats obtenus
par la methode de Kjeldahl. Par contre, pour des raisons commerciales, la gélatine
commercialisée contient un taux €levé d’humidité dans le but d’augmenter le poids et ¢a agit

sur la qualité marchande ce que favorise la croissance des microorganismes.
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111.2.2.3. Détermination du pouvoir de gélification
> La gélatine extraite.

Figure 21 : La détermination du pouvoir de geélification pour la gélatine extraite (originale,

2017).
» La gélatine commercialisée.
.
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Figure 22 : La détermination de la pouvoir de gélification pour la gélatine commercialisée
(originale, 2017).

C’est 'une des caractéristiques les plus importantes des gels. Il peut étre expliqué par la
pénétration graduelle de 1’eau dans les particules solides, suivie par la plastification et ensuite
le gonflement (Fushini, 2001), parce que la gélatine a une grande affinité pour 1’eau. Le
pouvoir gélifiant rend possible le passage d’un produit d’une structure liquide a une structure
« gel ». Le gel obtenu avec la gélatine est thermoréversible. Ceci constitue sans aucun doute
la propriété la plus intéressante. Quand on refroidit une solution de gélatine, la viscosité
augmente progressivement et 1’on passe de la forme « sol » a la forme « gel ». Inversement, si
I’on réchauffe ce gel, il se dissout et retourne a 1’état de solution.

Remarque 01: La mesure du gonflement devient difficile grace a ’absence d’appareillages.
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Remarque 02: Selon les procédés de la fabrication, on obtient des gélatines gélifiantes (juste
apres refroidissement) et des gélatines hydrolysées non gélifiants aprés refroidissement mais

qui se gélifier apres ébullition suivi d’un refroidissement.

111.2.3. Les analyses microbiologiques

111.2.3.1. La recherche et le dénombrement de la flore aérobie totale mésophile
» La gélatine commercialisée
Tableau 07 : Résultats de dénombrement de la flore aérobie totale mésophile.
Dilutions Témoin Témoin 10" 10 102  10% 10°® 10°®
(PCA) L’eau
peptonée

Boite Stérile Stérile indénombrable indénombrable 215 217

Photos
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» La gélatine extraite.
Tableau 08 : Résultats de denombrement de la flore aérobie totale.
Dilutions Témoin Témoin 10" 100  10° 107 10° 10°
(PCA) L’eau
peptonée
Boite Stérile Stérile 50 56 <30 <30 <30 <30

Photos

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile sur le milieu gélose montre que
N=196363UFC pour la gélatine commercialisée et pour la gélatine extraite N=481UFC.

Selon le codex cenologique international, le nombre de FTAM doit étre inferieur a
1000 germes par gramme. Parce que les FTAM sont des indicateurs d’hygiéne important, on
peut dire que la qualité de la gélatine commercialisée est hors normes tandis que la gélatine

synthétisée est de bonne qualité hygiénique.
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1VV.2.3.2. La recherche des spores des bactéries anaérobies sulfito-réducteurs
» La gélatine commercialisée

Tableau 09 : Résultats de la recherche des spores des bactéries anaérobies sulfito-réducteurs.

Dilutions Témoin Témoin 10? 101 107 107 10°  10°
(PCA) L’eau
peptonée
Boite Stérile Stérile Absence Absence Absence
Photos

» La gélatine extraite

Tableau 10 : Résultats de la recherche des spores anaérobies sulfito-réducteurs.

Dilutions Témoin Témoin 10 10t 107 102 103 103
(PCA) L’eau
peptonée

Boite Stérile Stérile Absence Absence Absence

Photos g
R E FIR R FERFE B

Ce sont des formes résistantes d’organismes anaérobies. Les anaérobies sulfito-
réducteurs (total des bactéries sporogenes réductrices) donnent aprés 18 a 24 heures des
colonies noires par réduction du sulfite et production de sulfure de fer.
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Dans nos échantillons il y a absence total des colonies noirs, donc il n y’a pas des spores.
Selon le codex cenologique international, les spores d’anaérobie sulfito-réducteurs doivent

étre absentes sur un échantillon de 1 g.
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Conclusion

La source des gélatines importées et commercialisées est souvent inconnue car la
gélatinerie cache plusieurs secrets et la méthodologie de fabrication pose plusieurs questions
concernant 1’origine de la matiére premiere utilisée. Il est également important de souligner
que méme lorsque les matieres premicres émanent d’animaux sains, les étapes de préparation
de la gélatine a partir de I’animal passant par 1’abattage jusqu’a la fabrication et le

conditionnement de la gélatine reste trop difficile.

L’objectif de notre travail est d’une part de traiter I’os bovin par un traitement alcalin
pendant une période de 2 mois afin d’extraire la gélatine de type B passant par différentes
méthodes allant de : la cuisson, la pasteurisation, la filtration jusqu’au séchage et obtention de
la matiére séche en poudre, et d’autre part, nous intéressons a I’évaluation de la qualité
technologique a partir du dosage des protéines, la détermination de I’humidité et a la qualité
sanitaire par la recherche et le dénombrement de la flore totale aérobie et les spores sulfito-
réducteurs.

Le rendement obtenu est relativement faible (17g) par rapport a certains travaux
effectués récemment par Francois hérissant. L obtention de la faible taux peut €tre expliquer
par la faible concentration de 1’acide utilisée et la durée de 1’expérience (lieffroy, 2007).

Nos résultats présentent une différence en matiere de la teneur en protéines par rapport a
la gélatine commercialisée (665,58 g/kg + 1,01). Les deux échantillons sont conformes aux
normes en vigueur (le codex cenologique international). La différence observée peut étre due
aux méthodes d’extraction ou le collagéne n’est pas compleétement hydrolysé.

Concernant le taux d’humidité les résultats obtenus pour la gélatine extraite (1,4%) est
conforme aux normes, néanmoins la gélatine commercialisée (16,5%) est Iégérement élevée
par rapport aux normes ce qui favorise la multiplication bactérienne.

Pour le pouvoir de la gélification, les deux échantillons sont gélifiées a des conditions
différentes, cependant la gélatine commercialisée se gélifie dans I’eau froide tandis que la
gélatine extraite nécessite un chauffage suivi d’un refroidissement, les deux sont aux normes.

Les analyses microbiologiques révelent une absence totale des spores sulfito-reducteurs
dans les deux échantillons. Le dénombrement de la flore aérobie dépasse les normes (196363
UFC) dans I’échantillon commercialisé, contrairement a notre gélatine extraite qui présente
des résultats dans les normes (481 UFC).

En perspective notre travail pourrait étre développé et orienté vers certains points
importants tels que :

» Elargir I’étude sur une gamme plus large d’échantillons (poisson, I’os de chameau).
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> Deévelopper la gamme des tests réalisés afin de déterminer 1’innocuité et la salubrité

de la gélatine traitée.
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Etuve. Balance analytique.

Dessiccateur. Bain marie.
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Distillateur. Minéralisateur.
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Résumé

Avec le déeveloppement du mode de vie actuelle, le monde subit plusieurs changements
dans les habitudes alimentaires, ce qui conduit a une production élevée de déchets qui
nécessitent soit une élimination est par conséquence perte économique ou un traitement et
valorisation afin de protéger I’environnement et donner naissance a des nouveaux produits
alimentaires destinés a 1’utilisation humaine dans le domaine alimentaire, médicale ou
photographique.

La gélatine c’est I’un de ces produits qui extraite apartir de 1’os bovine par différents
méthodes : prétraitement, traitement alcalin et extraction qui inclut ; la cuisson, la filtration, la
pasteurisation et enfin le séchage.

La gélatine obtenue dite de type B contient un taux de protéine eégale a 146,4 g /kg +9,6
et d’humidité égale a 1 ,4% avec un pouvoir de gélification aprés chauffage élevé.

La qualité sanitaire de la gélatine est conforme aux normes grace a 1’absence totale des
spores sulfito-réducteurs et le faible nombre des FTAM.
Mots clés : Déchets, gélatine, proteines, pouvoir de gélification.
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Abstract

With the development of the current way of life, the world is undergoing several
changes in eating habits, which leads to a high production of waste that require either
elimination is consequently economic loss or treatment and upgrading in order to protect the
environment and Give rise to new food products intended for human use in the food, medical
or photographic field.

Gelatin is one of those products which are extracted from bovine bone by various
methods: pretreatment, alkaline treatment and extraction which includes; Cooking, filtration,
pasteurization and finally drying.

The gelatin obtained, said type B, contains a protein level equal to 146, 4 g/kg + 9,6
And a moisture equal to 1,4% With a high gelling power after heating.

The sanitary quality of the gelatin conforms to the standards due to the total absence of
the  sulfito-reducing  spores and the low number of the FTAMs.
Keywords: waste, gelatin, proteins, gelling power.



