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Introduction

L’impression 3D semble €tre une approche prometteuse pour proposer des produits adaptés aux
personnes atteintes de problemes masticatoires car elle permettrait de leur fournir des produits
personnalisés enrichis en protéines, dont on maitriserait la texture et la composition. Le projet
européen PERFORMANCE (Personalized Food using Rapid Manufacturing for the Nutrition
of Elderly Consumers) (2012-2015) s’est intéressé au développement de tels produits dans le
but d’améliorer la nutrition des personnes souffrant de dysphagie, néanmoins leur
développement a nécessité 1’utilisation de grandes quantités d’additifs, et en particulier des
gélifiants (Commission Européenne, 2015). Les attentes actuelles des consommateurs étant
plutét tournées vers la consommation de produits sans additifs, il est nécessaire de trouver

d’autres solutions pour texturer ces produits.

La réaction de glycation est une alternative a ’utilisation d’additifs texturants qui
pourrait constituer une solution a cette problématique. En effet, il a été montré que cette suite
de réactions complexes, initiée par la formation d’une liaison covalente entre un acide aminé et
un sucre réducteur permet d’améliorer la texture de certaines matrices (Wang et al., 2022).
Néanmoins cette réaction a tendance a former des produits indésirables au fil de son
avancement. Ces produits avanceés de glycation (ou AGE, Advanced Glycation End Products)
¢tant potentiellement a 1’origine d’effets déléteres sur la santé, il est nécessaire de limiter leur

production au maximum lors de I’utilisation de la réaction de glycation pour texturer le produit.

Dans ce contexte, le sujet initial de mon stage de 3°™ année d’école d’ingénieur et de
Master 2 Nutrition et Science des Aliments portait sur le développement de méthodes
permettant de suivre 1’avancement de la réaction de glycation au sein de gels de gélatine, et en
particulier de suivre la production d’AGE au cours de la réaction. L’objectif était de se servir
de cette réaction pour texturer des gels de gélatine qui seraient enrichis en protéines de haute
qualité nutritionnelle et imprimés en 3D afin de pouvoir adapter leur structure aux besoins de
personnes agées souffrant de problemes masticatoires. Des essais préliminaires avaient permis
de montrer que la réaction de glycation permettait d’augmenter la fermeté de gels de gélatine,
utilisée alors comme milieu modéle pour définir les parameétres réactionnels de la glycation.
Néanmoins, aprés un changement de lot de gélatine ainsi que la réalisation de plusieurs pré-
essais sur différents lots suite a mon arrivée, il s’est avéré que la réaction de glycation ne
permettait pas toujours d’augmenter la fermeté de la gélatine. A la fin de la période de pré-

essais, nous devions commencer le développement de méthodes de suivi de la réaction de



glycation, mais comme 1’effet de celle-ci était tres aléatoire sur la texturation en fonction des
gels étudiés, cela ne présentait plus vraiment de sens. Nous avons donc décidé de nous pencher
sur I’é¢tude des mécanismes associés a la variabilité de la réaction de glycation. Une approche

multi-échelle a alors été adoptée pour comprendre cette variabilité.

La premicére partie de ce rapport présentera la structure dans laquelle j’ai réalisé mon
stage. Puis, dans une seconde partie, nous nous pencherons sur I’étude des mécanismes physico-
chimiques permettant d’expliquer la variabilité de la réaction de glycation. Etant donné que le
sujet de mon stage a évolué, une synthese bibliographique a été ajoutée afin de pouvoir recentrer

I’état de I’art sur la nouvelle problématique.



Partie 1 : Présentation de I’organisme de recherche
1. INRAE

INRAE, I’'Institut national de la recherche pour 1’agriculture, I’alimentation et I’environnement,
est un organisme de recherche publique placé sous la tutelle du Ministere de 1I’Enseignement
Supérieur, de la Recherche et de I’Innovation, et du Ministére de 1I’Agriculture et de

I’ Alimentation (INRAE, 2021a).

Initialement nommé INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), cet établissement
a été crée en 1946 pour moderniser 1’agriculture et faire face a la pénurie alimentaire a laquelle
la France est confrontée a la fin de la Seconde Guerre Mondiale. Ses applications de recherche
se sont peu a peu ¢largies, ’Institut se tournant vers 1’industrie agroalimentaire, les
biotechnologies, la nutrition, la gestion et la protection des ressources naturelles, et de maniere

plus globale tout ce qui a trait au vivant (INRAE, 2021D).

Au 1* janvier 2020, 'INRA fusionne avec I’'IRSTEA (Institut National de Recherche en
Sciences et Technologies pour I’Environnement et 1’ Agriculture) et devient INRAE. L’objectif
de cette fusion est de faire de ce nouvel Etablissement Public & caractére Scientifique et
Technologique (EPST) un des leaders mondiaux de la recherche dans les domaines de
I’agriculture, de I’environnement et de I’alimentation, en s’appuyant sur la complémentarité des

disciplines de recherche et des compétences des deux instituts dont il est issu.

De par ses nombreuses collaborations avec un grand nombre de centres de recherche,
universités et industries a travers dans le monde, I’Institut posséde un fort rayonnement a
I’international. Son ambition est de contribuer au développement durable a 1’échelle de la
planéte, en fournissant des solutions innovantes pour préserver I’environnement et mettre en

place une agriculture plus durable et une alimentation plus saine (INRAE, 2021b).

2. Le centre Clermont-Auvergne-Rhone-Alpes et 1’Unité Qualité des Produits Animaux
(QuaPA)

L’institut regroupe 18 centres de recherche répartis sur tout le territoire, et compte 14
départements de recherche. Ces centres regroupent des unités, elles-mémes constituées de

différentes équipes.

Mon stage s’est déroulé au sein du centre Clermont-Auvergne-Rhone-Alpes, sur le site de Theix

(63). Ce centre et le centre Lyon-Grenoble-Auvergne-Rhéne-Alpes travaillent sur 6 grandes

3



thématiques dont les risques naturels, sanitaires et environnementaux, 1’agroécologie des

systemes d’¢levage herbagers et la nutrition humaine.

Jai travaillé au sein de I’équipe Imagerie & Transferts de 1’Unité de Recherche Qualité des
Produits Animaux (UR370 QuaPA), intégrée au département TRANSFORM. Les activités de
recherche de ce département sont tournées vers les processus de transformation des matiéres
organiques en aliments et produits bio-sourcés et sur la valorisation des résidus de 1’activité
humaine. L’UR370 QuaPA comprend 3 équipes : Biochimie et Protéines du Muscle (BPM),
Microcontaminants, Aromes et Sciences Séparatives (MASS) et I’équipe Imagerie & Transferts

(IT) ainsi que deux plateformes : AgroResonance et Protéomique (INRAE, 2022).

Les recherches de I'unit¢é QuaPA portent principalement sur les produits carnés et sur
I’anticipation des adaptations nécessaires a la transition alimentaire notamment en explorant les
différentes sources de protéines, la durabilité des systemes de production, des procédés de

fabrication et sur 1’étude des besoins spécifiques de certains consommateurs.
Ainsi, ’unité focalise ses recherches suivant deux axes majeurs :

- La conception raisonnée d’aliments carnés spécifiques. Il s’agit alors de prendre en
compte 1’accessibilité des sources protéiques et d’étudier leur devenir apres ingestion
par ’Homme

- L’amélioration de la durabilit¢ des systemes alimentaires afin de préparer la transition
alimentaire. Cela s’exprime par la limitation des pertes au cours des procédés, 1’étude
de la sécurité chimique des produits et la valorisation de la biomasse issue des

coproduits animaux

3. L’équipe Imagerie & Transferts

Les travaux de I’équipe Imagerie & Transferts sont focalisés sur le contrdle par le procédé de

la qualité des produits carnés, qu’elle soit nutritionnelle, technologique ou sanitaire.
Pour cela, I’équipe s’appuie sur 3 grands domaines de compétences :

- L’imagerie par résonance magneétique
- La microscopie et I’histologie

- L’étude du génie des procédés et la modélisation (INRAE, 2019)



Mon stage m’a amenée a travailler avec les personnes travaillant dans ces deux derniers

domaines.

J’ai également ét¢ amenée a travailler avec I’équipe BPM pour la réalisation et le traitement de
mesures en FT-IR sur des échantillons liquides, ainsi que le Centre d’Imagerie Cellulaire Santé
(CICS) de I’Université Clermont-Auvergne, pour les observations en microscopie électronique

en transmission (MET) de nos échantillons.

Partie 2 : Comment expliquer la variabilité de I’effet de la glycation sur la texture
des gels de gélatine ?

1. Travaux antérieurs

Depuis quelques temps, la réaction de glycation est beaucoup étudiée pour améliorer les
propriétés fonctionnelles des protéines, qu’elles soient d’origine animale ou végétale (cf.
rapport bibliographique). Cette réaction a ainsi été utilisée pour améliorer leur solubilité (Saeki
et Inoue, 1997 ; Xu et al., 2020), leur pouvoir émulsifiant et moussant (Achouri et al., 2005 ;
Chobert et al., 2006) ou encore leur stabilité thermique (Chobert et al., 2006). Certains auteurs
se sont également penchés sur les effets de cette réaction sur les propriétés mécaniques et la
texture de certaines matrices protéiques, notamment les films qui présentent un fort intérét pour

le développement d’emballages alimentaires biosourcés, ainsi que pour les gels.

1.1.La glycation, un moyen de renforcer les propriétés mécaniques des matrices
protéiques...

De nombreux travaux ont montré que la réaction de glycation permettait le renforcement des
propriétés mécaniques des films et des gels protéiques. De maniére générale, peu de travaux
sont publiés sur la glycation de la gélatine, raison pour laquelle nous présenterons également

des travaux et résultats obtenus sur d’autres matrices protéiques.

Pour rappel, la glycation, aussi connue sous le nom de réaction de Maillard, est une réaction de
brunissement non enzymatique faisant intervenir un sucre réducteur et un acide aminé libre ou
au sein d’une protéine (Liu et al., 2012 ; Tessier, 2019). Il s’agit d’une suite de réactions en
chaine dont la premicre étape consiste en la formation d’une liaison covalente entre le
groupement amine d’un acide aminé et le groupement carbonyle d’un sucre réducteur. En

général, cette réaction fait intervenir majoritairement les groupements amines des résidus lysine



de la protéine, mais il peut également faire intervenir d’autres acides aminés comme 1’arginine
(Liu et al., 2012). Les travaux de Fortune (2021) ont néanmoins attesté de la fixation du ribose

sur d’autres acides aminés : la sérine et la thréonine.

1.1.1. Effets de la glycation a I’échelle macroscopique

Dans un premier temps, nous nous intéresserons aux effets macroscopiques de la glycation sur
la texture des matrices protéiques. Nous entendons par « effets macroscopiques », I’ensemble
des mesures qui permettent de caractériser une matrice du point de vue mécanique et dont la

taille de I’échantillon est compatible avec celle d’un aliment.

Deux études ont montré I’effet de la glycation sur la résistance a 1’étirement de films protéiques.
D’abord, celle de Li et al. (2015), qui ont étudié la glycation de matrices a base d’isolat de
protéines de cacahuétes avec de la gomme arabique, a souligné le fait que les films glyqués
présentaient des valeurs de résistance a I’étirement plus importantes que les films non glyqués
au bout d’un temps de glycation de 3 jours (1.76 MPa pour les films glyqués contre 0.77 MPa
pour un film non glyqué). Ensuite, Liu et al. (2017) ont mis en évidence que la résistance a
I’étirement et le pourcentage d’élongation a la rupture d’un film formulé a base d’isolat de
protéines dependait de la concentration en xylose (1 a 10%). Les valeurs de ces deux paramétres
mécaniques étaient significativement plus importantes que pour le film témoin (isolat protéique
seul) et augmentaient en méme temps que la concentration en sucre. Pour une concentration
plus importante (20% de xylose), ces valeurs diminuaient légerement tout en restant toujours
supérieures a celles du témoin. L’équipe a émis 1’hypothése qu’au-dela de 10%, la matrice était
probablement saturée en sucre, et que les changements dans les valeurs relevées pouvaient étre
attribués a I’effet plastifiant du xylose. En effet, les sucres de faibles poids moléculaires sont
souvent utilisés pour plastifier des gels et des films a base de protéines, car ils permettent de
réduire leur fracturabilité. Le glycérol est souvent utilisé en tant que tel, comme par exemple
dans les travaux de Liu et al. (2017) sur les films & base de protéines de cacahuetes. Leur ajout
peut permettre de faire diminuer les forces intermoléculaires inter-chaines de polymeres, ce qui
permet d’augmenter leur mobilité, et par conséquent d’améliorer la flexibilité des films (Alee
etal., 2021).

Wang et al. (2020) ont réalisé des mesures de TPA (Texture Profil Analysis) sur des gels a base
de protéines de blanc d’ceuf glyqués, soit avec de 1’isomalto-oligosaccharide, soit avec du

fructo-oligo saccharide. lls ont remarqué une augmentation progressive de la fermeté et de



I’élasticité des gels obtenus avec différentes durées de glycation (24, 48, 72 et 96h). Au-dela de
96h de glycation, I’équipe a constaté une diminution significative de la fermeté et de 1’€lasticité
des gels (diminution de plus de 25% de la fermeté des gels glyqués a I’isomaltosaccharide, de
5% de la fermeté des gels glyqués au fructo-oligosaccahride, et de 6 et 7% respectivement de
I’élasticité des gels ; les valeurs obtenues restent toujours plus élevees que celles du témoin).
Les mécanismes a 1’origine de cette résistance mécanique permettent de mettre en évidence la
formation de liaisons covalentes entre les sucres et les protéines lors de la glycation, qui se
traduit par une augmentation du poids moléculaire des protéines contenues dans les gels glyqués
au fil du temps, ce qui n’est pas le cas dans les gels témoins. Un changement de la structure
secondaire des protéines étudiées est également observé, se traduisant par une augmentation
des feuillets-B intra et inter-chaines, et une diminution des hélices-a. Des mesures en
compression ont également permis d’apprécier le renforcement des propriétés mécaniques des
gels gréce a la glycation. Il a été observé une augmentation des valeurs de force et de
déformation a la rupture des gels glyqués avec le temps de réaction et le ratio sucre/protéines.
En 2004, Sun et al. avaient réalisé le méme type de mesures sur des gels d’ovalbumine glyqués
au glucose, au fructose et au psicose et avaient également remarqué que les gels glyqués
présentaient des valeurs de force et de déformation a la rupture plus importantes que les gels
non glyqués. Comme indiqué dans mon pré-rapport biblio, le temps de réaction est un parametre
fondamental pour la glycation, néanmoins, des temps tels que ceux utilisés dans 1’é¢tude de
Wang et al. (2020), sont incompatibles avec la transformation de produits alimentaires (risque

sanitaire).

Mastudomi et al. (2002) ont étudié les effets de la glycation de blanc d’ceuf par des
galactomannanes. De la poudre de blanc d’ceuf était mise en solution avec du galactomannane
a différents ratios, puis le mélange était lyophilisé, avant d’étre chauffé durant 3 jours a 60°C
et 65% d’humidité. I1 était enfin dilué a nouveau et chauffé 30 minutes a 90°C afin d’obtenir
un gel. Il a été constaté qu’a des ratios 1:8, 1:4, 1:2 et 1:1, les gels obtenus étaient plus fermes
que le témoin, qui avait été soumis aux mémes traitements mais sans avoir été mis en contact
avec du galactomannane. La fermeté des gels augmentait du ratio 1:8 au ratio 1:4, mais avait
tendance a diminuer au fur et a mesure que la quantité de galactomannanes augmentait (ratios
1:2 a 1:0.5) jusqu’a I’obtention de gels moins fermes que le témoin (ratio 1:0.5). Au fur et a
mesure de I’avancement du temps de chauffage, 1’équipe a constaté une diminution de la
quantité de groupements amines libres dans le mélange blanc d’ceufs-sucres tandis qu’il n’y

avait pas de changements significatifs dans la poudre de blanc d’ceufs. L’équipe a attribué cette



diminution du nombre de groupements amides libres a la fixation des sucres sur les
groupements lysine des protéines du blanc d’ceuf. Nous pouvons également supposer que cela
est dd a la fixation des sucres sur les acides aminés arginine, également présents dans le blanc
d’ceuf (Pokora et al., 2013). IIs ont également constaté une diminution du pH des mélanges,
qui peut étre expliquée par la libération de protons au cours de la réaction de Maillard. Ils en
ont conclu que I’ajout de sucre n’avait aucun effet sur I’agrégation et la dénaturation des
protéines du blanc d’ceuf, et que I’amélioration des conditions de rétention d’eau par la
glycation devait étre due a la formation d’un réseau trés fin au sein du gel. Ils ont également
supposé que les propriétés gélifiantes des matrices glyquées devaient étre dues a la grande
capacité d’hydratation des chaines de polysaccharides attachées aux protéines. La mesure des
parametres rhéologiques permet d’obtenir des informations quant a la structure du matériau. En
effet, un balayage en température a permis d’apprécier les profils de transition solide-gel de
différents mélanges. Durant la phase de chauffage, les valeurs plus importantes des modules
d’¢élasticit¢ G’ des gels glyqués par rapport aux gels non glyqués a partir de 90°C ont été
attribuées a une augmentation des interactions hydrophobes entre les chaines protéiques au
cours de la formation du gel. L’augmentation du module d’¢lasticité des gels glyqués durant la
phase de refroidissement, toujours supérieur a celui des gels non glyqueés, suggére que la
structure du gel continue de se renforcer au cours du refroidissement grace a la formation de
liaisons hydrogéne intermoléculaires, présentes en nombre plus important que dans les gels non
glyqués. D’autres analyses rhéologiques suggeérent une diminution des ponts disulfures au fur

et a mesure que les temps de glycation augmentent (Wang et al., 2020).

Zhao et al. (2016), ont pu observer que le module élastique G’ diminuait au sein de gels
contenant de I’isolat de protéines de soja glyqué avec du glucose et du maltose, ce qui suggere
que la glycation aurait tendance a fragiliser la structure du gel. L’équipe a émis [’hypothéese que
cela pourrait étre di a ’effet protecteur des sucres contre la dénaturation des protéines,
notamment contre la chaleur. Néanmoins, 1’équipe avait rajouté au sein des gels de la glucono-

d-lactone pour gélifier les protéines de soja.

Mais qu’en est-il des effets de la glycation sur la gélatine ? Bhat et Karim (2014), dont les
travaux portaient sur le renforcement des propriétés mécaniques de la gélatine de poisson par
ajout de sucres réducteurs, ont également constaté que les gels contenant du ribose présentaient
une résistance a I’étirement plus importante que ceux n’en contenant pas (4 MPa de réesistance

a I’étirement pour les gels contenant du ribose, contre 2.8 MPa pour les témoins). Ils ont



¢galement observé que le pourcentage d’¢longation a la rupture des échantillons augmentait de

maniere significative avec la hausse de la concentration en sucres (0, 1 et 2%).

Tous ces éléments indiquent clairement que la glycation permet de renforcer les propriétés
mécaniques des gels et films protéiques étudiés, qu’ils soient d’origine animale ou végétale. La
glycation permet egalement de renforcer la texture de la gélatine, ce qui justifie le choix de cette

réaction pour texturer des produits sans utiliser d’additifs.

1.1.2. Effets de la glycation a I’échelle microscopique

Les effets de la glycation sont détectables au niveau macroscopique, qu’en est-il au niveau

microscopique ?

Liu et al. (2017), dont les travaux portaient sur la glycation d’isolat de protéines de cacahuétes
avec du xylose,ont observe, par microscopie électronique a balayage (MEB), que les films a
base de protéines et de sucres avaient une structure plus dense que ceux a base de protéines
seules. Aprés 3 jours de glycation, les films présentaient une structure plus compacte et lisse
qu’avant le début de la réaction. Au fur et a mesure de I’avancement de la réaction, la structure
des gels devenait de plus en plus uniforme et lisse. Il a été observé une densification progressive
de la structure des gels avec 1’augmentation de la concentration en xylose, jusqu’a 1’obtention,
pour une concentration de xylose de 10%, d’une structure plus dense et moins hétérogéne que
dans les gels de concentration inférieure. lls attribuent les effets macroscopiques de la glycation
sur ces gels a ce changement de structure a I’échelle microscopique. Wang et al. (2020) arrivent
aux mémes conclusions par la mise en évidence, au MEB, d’un réseau plus fin, dense et
uniforme des gels glyqués que des gels contenant des protéines seules ou un mélange sucre-
protéines n’ayant pas été soumis a des conditions de glycation (chauffage a 60°C pendant 72h).
De précédents travaux menés par 1’équipe dans les mémes conditions (Wang et al., 2018)
avaient permis de montrer la formation de petits agrégats dont le diamétre diminuait avec le
degré de glycation des protéines. Ils pourraient prendre part a la formation d’un réseau

tridimensionnel plus dense, ce qui expliquerait les observations microscopiques.

La gélatine reste une matrice, semble-t-il, plus complexe. Lors de leurs observations, Stevenson
et al. (2019) ont mis en évidence une structure plus uniforme mais également plus poreuse des
gels glyqués. Ce qui est en contraction avec les observations de Liu et al. (2017) et Wang et al.

(2020) ou un réseau plus dense apparaissait apres glycation.



Il semblerait donc que la glycation induise, globalement, une densification du réseau protéique
des matrices, qui s’accompagne d’une homogénéisation et d’une uniformisation de la structure

des gels.
1.1.3. Effets de la glycation a I’échelle moléculaire

Nous avons vu que la glycation induit des changements de 1’ultrastructure des matrices
protéiques, ce qui se répercute sur leurs caractéristiques macroscopiques et en particulier leur
texture. Pour comprendre 1’origine de ces modifications, nous allons a présent nous intéresser

aux changements qu’occasionne cette réaction au niveau moléculaire.

Au fur et a mesure de I’avancement de la réaction de glycation, les sucres réducteurs viennent
se greffer sur les acides aminés des protéines, ce qui entraine une diminution du nombre de
groupements amines libres au sein des matrices, que 1’on peut doser expérimentalement
(Matsudomi et al., 2002, Sun et al., 2004, Wang et al., 2020).Une augmentation du poids
moléculaire des protéines sur lesquelles les sucres sont venus se greffer est également observée,
comme I’attestent des analyses en électrophorése SDS-PAGE (Matsudomi et al., 2002 ; Sun et
al., 2004 ; Liuetal., 2017, Wang et al., 2020). Cette formation de nouvelles liaisons covalentes
peut également étre suivie en microspectrosocopie FT-IR, comme 1’ont constaté Li et al. (2015).
IIs ont attribué la diminution progressive des absorbances associées aux groupements -OH
attribués aux polysaccharides entre 3600 et 3000 cm™ et aux liaisons -NH des différents pics
des amides | et 1 (1632 et 1537 cm™Y), & la formation de liaisons covalentes entre ces groupes
induite par la glycation. Wang et al. (2018) ont également pu suivre I’avancement de la
glycation par cette technique, mais ont observé une augmentation de 1’absorbance associée aux
groupements -OH, qu’ils ont attribuée a I’augmentation du nombre de groupements hydroxyles
des protéines suite au greffage des sucres sur ces dernieres. Bhat et Karim (2014) n’ont
néanmoins pas observé de différences entre les spectres des gels contenant des sucres et n’en

contenant pas.

Plusieurs auteurs ont montre que la fixation des sucres sur les chaines proteiques a un impact
sur la structure de celles-ci. Ainsi, Wang et al. (2020) ont constaté un changement de la structure
secondaire des protéines étudiées se traduisant par une augmentation des feuillets-f intra et
inter-chaines, et une diminution des hélices-a. Sun et al. (2004) ont également remarqué une
legére diminution de la quantité de ces deux structures dans de 1’ovalbumine glyquée avec
différents sucres (glucose, fructose et psicose). Néanmoins, ces différences n’étaient pas

significatives. Ces légers changements ont été attribués a la température de réaction (55°C), qui
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permettrait un léger déroulement de la structure secondaire de la protéine, plutot qu’a la fixation
des sucres réducteurs. En revanche, les auteurs ont pu constater un changement partiel dans la

structure tertiaire des chaines latérales des protéines glyquées, qui a été attribué a la réaction.

Beaucoup de théories se basent sur la formation de ponts disulfures au cours de la glycation
pour expliquer le renforcement de la structure des films et gels. D’aprés Lin et al. (2015), la
glycation permettrait d’augmenter le potentiel d’interaction entre les chaines protéiques et de
mettre a découvert les groupements sulfhydryles (-SH) libres et les chaines latérales
hydrophobes qui les constituent. Cette méme hypothese est reprise par Liu et al. (2017), qui
proposent un modele explicatif a I’effet texturant de la glycation. D’aprés eux, la fixation du
sucre a la protéine aurait tendance a entrainer son déroulement, ce qui aurait pour conséquence
de mettre a découvert le cceur hydrophobe de la protéine, ou se situent des groupes sulfhydryles
et d’autres groupements hydrophobes. S’en suivrait la formation de ponts disulfures et la mise
en place d’interactions hydrophobes entre les protéines de la matrice, ce qui confeére une grande
résistance au réseau. A noter que ce phénomeéne ne peut étre transposé a la gélatine qui ne

contient pas d’acides aminés soufrés (impossibilité de former des ponts disulfures).

La Figure 1 adaptée de Liu et al. (2017) explicite I’hypothése de 1’équipe sur les mécanismes a

I’origine de I’amélioration des films d’isolat de protéines de cacahuétes glyqués au xylose.

T . Formation

/ . oy Glycation du film

N f\

! s —>
\l\\ ) Xylose (X)

SH
Isolat de protéines de Isolat aprés Film glyqué au
cacahuéte avant glycation glycation xylose

Figure 1 : Mécanismes de glycation dans des films a base de protéines d'isolat de cacahuéte et de xylose (d’apres Liu et al.,
2017)

L’hypothéese émise par les auteurs est que plus le temps de réaction est important, plus il y a de
possibilité pour les sucres de se greffer aux protéines, ce qui permet aux chaines protéiques de
devenir plus mobiles et de développer le réseau du film. Cela permettrait au glycérol de se
répartir uniformément dans la matrice, affaiblissant les liaisons intermoléculaires entre les
protéines, ce qui occasionnerait une diminution de la force de résistance a 1’étirement des gels,

et une augmentation du pourcentage d’élongation des gels grace a I’augmentation de la mobilité

des chaines (Li et al., 2015).
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Les mécanismes permettant d’expliquer ce qu’il se passe au niveau microscopique dans les
matrices au cours de la glycation sont donc encore loin d’étre élucidés. Les différentes matrices
utilisées en fonction des études, ainsi que le caractére délicat de I’interprétation des spectres

peuvent expliquer les résultats parfois contradictoires obtenus dans la littérature.

1.2.... Mais qui ne permet pas toujours d’obtenir [’effet texturant escompté

En fonction de la matrice et des conditions expérimentales, I’augmentation de la résistance a
I’étirement n’est pas toujours accompagnée de celle du pourcentage d’¢élongation a la rupture.
C’est le constat qu’ont fait Li et al. (2015) en étudiant des matrices a base d’isolat de protéines
de cacahuétes glyquées avec de la gomme arabique. Les films glyqués présentaient des valeurs
de résistance a 1’étirement plus importantes que les gels non glyqués, bien que celles-ci aient
tendance a diminuer au bout de 3 jours d’incubation a 60°C a 79% d’humidité relative, mais
restaient toujours plus élevées que les valeurs relevées pour les témoins : 1.76 MPa et 1.15 MPa
a 3 et 9 jours de glycation respectivement, contre 0.77 MPa pour un film non glyqué ne
contenant pas de saccharides. Le pourcentage d’élongation a la rupture des films glyqués était
en revanche bien inférieur a celui du témoin, bien qu’elle augmente avec la durée de glycation

(37.4% et 56.2% au bout de 3 et 9 jours de glycation respectivement contre 135.7% dans un gel
non glyque).

Yang et al. (2021) ont travaillé sur la glycation du blanc d’ceuf par du D-ribose. Le sucre était
ajouté aux blancs d’ceufs frais, le mélange agité, puis chauffé a 90°C au bain-marie avant
refroidissement dans de ’eau glacée et stockage a 4°C. L’équipe a constaté que les valeurs de
fermeté, de cohésion et de masticabilité des gels glyqués étaient significativement inférieures a
celles des gels non glyqués, avec par exemple des valeurs de fermeté et de masticabilité
inférieures de 30% aux valeurs des témoins, et cela méme lorsque la concentration en ribose
augmente. L hypothese proposée par 1’équipe pour expliquer ce phénomene serait que le D-
ribose est un bien meilleur réducteur que d’autres sucres, et qu’il était susceptible de réduire les
ponts disulfures présents au sein du gel ce qui aurait pour conséquence de fragiliser la structure
du gel, ces liaisons jouant un réle important dans le maintien de sa structure. Une autre
hypothése serait que par la fixation de sucres sur les parties hydrophobes des protéines, celles-
ci deviennent plus hydrophiles, ce qui a pour conséquence la diminution des interactions

hydrophobes entre les protéines du réseau. Or, celles-ci jouent un réle important dans sa
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structure. Leur disparition entrainerait donc une perte des propriétés de résistance mécanique

du gel.

L’adhérence du produit augmente néanmoins de maniere significative avec la concentration en
ribose. Elle est en effet multipliée par deux en passant de 20 a 60 mg de ribose ajoutés dans 30
mL de blanc d’ceuf. Deux mécanismes peuvent expliquer cela : 1) le ribose peut former des
liaisons hydrogene avec I’eau contenue dans le gel, ce qui permet de la conserver dans la matrice
protéique et, 2) la formation de liaisons covalentes lors de la glycation permettrait de former un

réseau plus fin et compact qui piégerait les molécules d’eau au sein de la matrice.

Des observations en MEB permettent d’observer une structure plus poreuse, granuleuse et
hétérogéene des gels glyqués comparativement aux témoins, qui présentent une structure
beaucoup plus lisse et continue. De plus, la microstructure des gels glyqués présentait
localement des zones plus compactes au niveau de structures dont on attribue I’origine a la
formation d’agrégats fibreux. Ces observations sont contraires aux résultats précédemment
décrits dans la partie 1.1. La glycation peut donc avoir des effets antagonistes en fonction des

matrices et des conditions expérimentales.

Nous n’avons pas trouvé de publications qui s’intéressaient au fait que la glycation n’avait pas
d’effet texturant dans la gélatine. Avant d’émettre des hypothéses sur ’origine de 1’absence
d’effet structurant de la glycation sur la gélatine, il est important de comprendre les mécanismes

qui se cachent derriere ses propriétes texturales.

1.3.Caractéristiques structurales de la gélatine

1.3.1. Informations générales

La gélatine est une substance protéique obtenue par chauffage et hydrolyse du collagéne présent
dans la peau et les os de beeuf ou de porce, et dans les arétes et la peau du poisson. Le collagéne
est une protéine fibreuse dont la structure consiste en un assemblage d’hélices de
tropocollagéne, elles-mémes constituées de 3 chaines simples, appelées chaines alpha, riches
en acides aminés tels que la glycine, la proline et I’hydroxyproline, organisées en triple-hélices
(Figure 2). Cette structure est stabilisée par des liaisons hydrogene intra et intermoléculaires
(Duconseille et al., 2015).
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Figure 2 : Schéma de I'organisation d'une fibre de collagene (tiré de Tawrog, 2017)
La composition de la gélatine en acides aminés est illustrée par le Tableau I.

Tableau | : Composition en acides aminés de la gélatine de peau de porc (tiré de Duconseille et al., 2017a)

Amino acid (%) Origin
A(n=6) B (n = 6) C(n=6)

Alanine 9.3 84 89
Arginine 8.9 85 82
Aspartate 6.8 7.0 71
Glutamate 9.8 9.7 938
Glycine 235 241 231
Histidine 0.9 09 09
Hydroxyproline 9.5 9.0 9.0
Isoleucine 1.3 14 14
Leucine 35 3.7 38
Lysine 4.4 4.7 4.7
Phenylalanine 26 27 28
Proline 9.5 9.6 99
Serine 4.0 42 41
Threonine 247 231 27"
Tyrosine 0.8 09 09
Valine 28 3.0 3.0

Lors du processus d’obtention de la gélatine, le collagene perd sa conformation en fibres,
fibrilles et en triple-hélices et, est dénaturé de maniere irréversible. Les chaines protéiques se
déroulent au cours du chauffage et se trouvent sous forme de pelotes statistiques, c¢’est-a-dire
qu’elles sont déroulées de maniere totalement aléatoire. Elles ne récupérent que partiellement
leur structure en triple-hélices au cours du refroidissement : les chaines forment des domaines
de triple-hélices séparés par des zones ou les protéines sont sous forme de pelotes statistiques.
Ce faisant, il se crée un réseau protéique dans lequel des molécules d’eau sont emprisonnées,
ce qui forme un gel (Duconseille et al., 2015). L’étape d’hydrolyse, acide ou basique, selon s’il
s’agit de collagene issu de peau ou d’os (les produits en résultant sont alors qualifiés de gélatine
de type A pour I’hydrolyse acide et de type B pour I’hydrolyse basique), est également a
I’origine d’une hydrolyse des chaines-a du collagene qui conduit a la formation de petits

peptides (Duconseille et al., 2015).
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Guo et al. (2003) ont étudié la cinétique de formation de ces structures dans de la gélatine issue
d’os (origine inconnue). D’aprés eux, la formation de triple-hélices se déroule en deux étapes :
la nucléation, qui consiste en la formation d’un nucleus fait de deux chaines-o s’enroulant
ensemble pour former une double hélice, et I’enroulement, étape durant laquelle une troisiéme
chaine-a s’enroule autour du nucleus pour former une triple-hélice. En fonction de la
concentration en gélatine, les noyaux peuvent se former a partir d’'une méme chaine-a se
repliant sur elle-méme pour former une double hélice, ou de deux chaines-a différentes. Ces
replis sont qualifiés de B-turns par d’autres auteurs (Busnel et al., 1989). On distingue ainsi 3
cas de figure : 1) dans des régimes dilués, les triple-hélices sont majoritairement formées de
deux chaines-a, dont une repliée sur elle-méme, 2) dans des régimes concentrés en gelatine, les
triple-hélices sont formées de 3 chaines, et 3) dans les régimes semi-dilués, il y a un mélange

de ces deux types d’hélices.

Les mécanismes de formation des triple-hélices sont résumés dans la Figure 3 :

Boucle
intramoléculaire

ot
/
31 oy
Chaine a
5
‘--—J \
D : régime dilué ‘—’FE?\ ¥
SO : régime semi-dilué

s régime concentré

Figure 3 : Les différentes voies de formation des triple-hélices de gélatine (tiré de Portier, 2016)

Les helices de gélatine ainsi formées sont stabilisées par des liaisons hydrogéne intra et inter-
chaines, directement entre deux acides aminés ou entre deux acides aminés séparés par une
molécule d’eau.

La formation de ces hélices participe a la formation d’un réseau protéique au sein du gel de
gélatine (Djabourov et al., 1988).
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1.3.2. Interactions eau-gélatine

Il existe assez peu d’informations dans la littérature concernant la structure de la gélatine a 1’état
de poudre et ses interactions avec 1’eau. On sait que la gélatine a I’état de poudre est sous forme
semi-cristalline, ¢’est-a-dire qu’elle contient a la fois une phase amorphe, constituée de chaines
de gelatine déroulées, et une phase cristalline dans laquelle se trouvent des triple-hélices de

gélatine seules ou assemblées en paquets (Duconseille et al., 2017b).

D’aprés Kozlov et al. (1983), I’eau peut interagir de différentes maniéres avec la

gélatine lorsqu’elle est sous forme de gel :

- En se plagant a I’intérieur des hélices pour les stabiliser par formation de liaisons
hydrogene ;

- En stabilisant les triple-hélices par I’extérieur en formant des liaisons hydrogéne avec
les groupes polaires des chaines de gélatine ;

- En formant des couches dites "polymoléculaires” qui correspondent a plusieurs
épaisseurs de couches d’eau superposées ;

- Elle est également présente sous forme d’eau libre.

L’humidité de la gélatine aurait une influence sur sa structure, du fait des interactions ayant lieu
entre 1’eau et la gélatine (Duconseille et al., 2015). D’aprés Levine et Slade (1988), 1’eau joue
un réle de plastifiant dans les régions amorphes de la poudre de gélatine, ce qui apporte une
plus grande mobilité aux chaines protéiques, et interagit également avec la phase cristalline.
L’humidité de 1’air, combinée a la température ambiante, peut avoir une influence sur la
structure et la mobilité de 1’eau dans la poudre. Les travaux de Duconseille et al. (2017b), qui
portaient sur des gélatines sous forme de poudre a 12% d’humidité placées a vieillir pendant 4
semaines dans des chambres climatiques a 50°C avec une humidité de 80% environ, ont ainsi
montré que le vieillissement de la gélatine engendre une diminution de la structure cristalline
de la poudre, ce qui se traduit par une diminution de la quantité de triples hélices dans la gélatine
due a leur déroulement. L’équipe a également montré que la mobilité de 1’eau augmente suite
au vieillissement de la gélatine, ce qui serait dii soit a I’absorption d’eau par la matrice soit a
un relargage d’eau dans la phase amorphe suite a la perte d’une partie de la structure cristalline

de la gélatine.

La structure de la gélatine a également une influence sur sa capacité a absorber de 1’eau. Ainsi,

d’aprés Kozlov et Burdygina (1983), dont les travaux portaient sur des films de gélatine, plus
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les gels de gélatine contiennent d’hélices, plus ils sont capables d’absorber I’eau dans 1’air
ambiant, pour des pressions partielles de vapeur d’eau allant jusqu’a 90%. Cette quantité
d’hélices est a rattacher au Bloom des gélatines. En effet, Bigi et al. (2004) ont montré qu’il
existe une relation linéaire entre le degré Bloom des gélatines et la quantité de triple-hélices
qu’elles contiennent : plus le Bloom est important, et plus il y a de triple-hélices. Cela peut étre
expliqué par le mode d’obtention des gélatines de différents Blooms. En effet, selon Portier
(2016), le processus d’obtention de la gélatine de type A a partir du collagene consiste a faire
tremper les peaux dans différents bains acides successifs de températures croissantes comprises
entre 55 et 100°C. Ces conditions de température et d’acidité conduisent a une hydrolyse du
collagene. La gélatine extraite a 55°C contient les chaines protéiques les plus longues qui
donneront les gels les plus résistants (Bloom éelevé). Le Bloom désiré est obtenu par mélange
des différentes fractions d’extraction. Ainsi, plus le Bloom des gélatines est important, plus les
chaines protéiques présentes dans la gélatine sont longues, et plus elles seront susceptibles de
former des hélices, car il faut une longueur minimale de chaine pour que les hélices formées
soient stables d’apreés Guo et al. (2003). Les propriétes mécaniques des gels sont également a
relier directement a la quantité d’hélices qui les constitue. Ainsi, d'aprés Bigi et al. (2004), plus

un gel contient de triple-hélices, plus il est rigide/résistant.

Au cours des pré-essais que nous avons réalisés, nous avons pu constater que d’une journée a
I’autre, pour des manipulations réalisées dans les mémes conditions (lots de gélatine identiques,
pesées au centieme de gramme pres, mémes temps et température de réaction), nous obtenions
des résultats différents, avec des gels glyqués parfois plus fermes que les gels non glyquées
d’apres les mesures de TPA, et parfois moins fermes. Nous en avons donc déduit qu’il devait y
avoir un ou plusieurs facteurs environnementaux influencant nos résultats. Deux facteurs ont
été retenus : I’humidité ambiante et les UV, car entre le moment ou la gélatine était pesée et
dissoute pour former une solution, il y avait un délai d’environ 15 minutes durant lequel elle
restait sur la paillasse, a 1’air libre. Pour des raisons de temps, nous avons décidé de ne nous

concentrer que sur un seul facteur, et avons choisi I’humidité.

Le peu d’informations dont on dispose dans la littérature laisse a penser que I’humidité a une
influence sur la structure de la gélatine. On peut supposer que 1’eau, peut-étre en déroulant les
triple-hélices, ou en interagissant avec les acides aminés des chaines de gélatine, facilite ou

empéche 1’accés des sucres aux chaines de gélatine pour former des liaisons covalentes au cours
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de la réaction de glycation. En conséquence, la glycation n’occasionnerait pas toujours un

renforcement de la structure, et par conséquent des propriétés mécaniques des gels.

Il peut également étre intéressant de déterminer si le Bloom de la gélatine utilisée a un effet sur
la capacité de la glycation a texturer les gels, étant donné que ce paramétre traduit leur résistance
mécanique et est directement lié a leur structure. Ainsi, ce rapport tentera de répondre a la
question suivante : L’humidité initiale et le degré Bloom de la gélatine ont-ils un effet sur

les propriétés de texturation de la réaction de glycation ?

2. Matériel et méthodes

On suppose que le degré Bloom de la gélatine, ainsi que son humidité lorsqu’elle est sous forme
de poudre, avant sa dissolution pour former un gel, ont un effet sur la propension de la glycation
a modifier les propriétés mécaniques des gels.

L’objectif est donc de déterminer I’effet de I’humidité et du Bloom de la gélatine sur les
caractéristiques macroscopiques et microscopiques des gels étudiés, et de mettre en évidence
d’éventuelles interactions entre ces facteurs, la glycation et le Bloom. On utilisera pour cela une

approche multi-échelle.

2.1.Préparation des gels

Les gels testés sont composés de gélatine de type A provenant de peau de porc, 125 et 200-
Bloom, (Caldic Ingredients, Rognac, France), d’humidités respectives initiales 12.6% et 14%.
L’humidité de ces poudres a été déterminée en pesant environ 5 grammes de gélatine dans des
coupelles en aluminium de masse connue m¢ a I’aide d’une balance de précision (Mettler
Toledo AB204-S/FACT) et en les plagant a I’étuve a 105°C pendant 24h. Elle est déterminée

selon le calcul suivant :

M4 G avant séchage — MC+G aprés séchage

humidité (en %) = x 100

M¢4G avant séchage — Mc

AVEC M, G avant séchage 1@ Masse de la capsule et de la gélatine avant leur passage a I’étuve et
M, G apres séchage 1€Ur masse apres leur passage a I’¢tuve. Toutes les masses sont en grammes,

avec une précision de 0.1 mg.
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On se place a pH=9 en utilisant une solution de tampon TRIS (2-amino-2-

hydroxymethylpropane-1,3-diol) a 1 M (Trizma® Pret-set crystals, Sigma Aldrich).

On souhaite travailler avec des gélatines ayant des humidités significativement différentes pour
mettre en évidence un effet de ’humidité sur la glycation. On place une partie des poudres de
gélatine 125 et 200-Bloom dans des conditions desséchantes, et le reste dans des conditions
humides, en utilisant des dessiccateurs contenant respectivement du gel de silice ou une quantité
d’eau en large exces par rapport a la gélatine. Les dessiccateurs sont scellés et placés dans le
noir durant 10 jours pour éviter un quelconque biais induit par les UV. On qualifie les gélatines
placées en conditions humides de gélatines "humides" et celles placées en conditions
desséchantes de gélatines "seches". Leur taux d’humidité aprés passage dans ces conditions est
de 5% pour les gélatines "seches" et 25-30% pour les gélatines "humides™ (25% pour les
gélatines 125-Bloom et 30% pour les gélatines 200-Bloom). On considere que les gélatines a
25 et 30% d’humidité sont des conditions d’humidité comparables, car la différence d’humidité
entre ces deux gélatines est assez faible, et 25% d’humidité reste une valeur trés éloignée du

5% d’humidité des gélatines "seches".

L’expérience a été réalisée selon le plan d’expérience suivant (plan & 3 facteurs a 2 niveaux
chacun) (Tableau II). On associe un numéro de groupe a chaque condition qui facilitera la

compréhension lors du traitement des résultats dans la partie 3.3.

Tableau Il : Plan d'expérience

Catégorie | Groupe | Bloom | Humidité | Glycation
d’échantillon

B200H G Gl 200 H G
B200 H NG G2 200 H NG

B200S G G3 200 S G
B200 S NG G4 200 S NG

B125H G G5 125 H G
B125 H NG G6 125 H NG

B125S G G7 125 S G
B125 S NG G8 125 S NG

B200 : gélatine 200-Bloom ; B125 : gélatine 125-Bloom ; H : gélatine dite "humide" ; S : gélatine dite "séche" ;
G : gels glyqués ; NG : gels non glyqués.

On reéalise 3 répétitions pour chaque condition.

La teneur en eau du gel a été fixée a 3 kg d'eau/kg de matiére seche, et la concentration en D-
ribose (Sigma Aldrich, 3.7% d’humidité) a 7% de la masse totale de gélatine ajoutée. Le

récapitulatif des quantités a peser est présenté dans le Tableau IlI.
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Tableau 111 : Récapitulatif des pesées

Gélatine 200-Bloom Gélatine 125-Bloom
Humide/Seche Humide/Seche
Condition | Condition | Condition | Condition
non glyquée non glyquée
glyquée glyquée
Solution  de 19.52 21.12 19.97 21.57
TRISa1M(g)
Gélatine (g) 8 8 8 8
Ribose () 0.56

Les calculs ont été réalisés en se basant sur les humidités respectives des gélatines avant leur
placement en conditions tres desséchantes ou trés humides, car la détermination de la teneur en
matiere seche a été effectuée en méme temps que le protocole d’obtention des gels. Si nous
avions voulu obtenir ces valeurs avant de lancer la fabrication des gels, cela aurait nécessité
d’attendre une semaine supplémentaire que les gels se remettent a I’équilibre, car I’ouverture

des dessiccateurs aurait entrainé une perturbation de 1’équilibre de I’humidité des gels.
Les gels sont préparés selon le protocole suivant :

- Introduction du tampon dans des tubes en plastique de 50 mL et chauffage sous agitation
(agitateur rotatif, Tube Revolver, Thermo Scientific, Allemagne) a 50°C ;

- Ajout de la gélatine petit a petit et attente jusqu’a dissolution compléte ;

- Ajout du sucre (si nécessaire) et incubation 3h a 50°C ;

- Coulage des gels dans les moules adaptés aux mesures de rhéologie (cylindres de 40 x
1 mm), de texture (cylindres de 20 x 10 mm) et & la préparation des échantillons de
microscopie (cylindres de 10 x 20 mm). Les moules sont préalablement placés sur une

plaque refroidie avec de la glace. Une fois remplis, ils sont conserves a 4°C.

L’Annexe 1 présente un apercu des gels glyqués et non glyqués obtenus.

2.2.Microscopie électronique en transmission

La microscopie électronique en transmission consiste a bombarder un échantillon avec un
faisceau d’¢électrons et a détecter les €lectrons étant parvenu a le traverser. Cela nécessite de
réaliser des coupes ultra-fines pour que les électrons parviennent a traverser 1’échantillon. Les
résultats obtenus renseignent sur la structure de 1’échantillon et nous donnent des informations

a I’échelle du nanomeétre (Loisel, 2021).
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Les échantillons de gélatine sont d’abord fixés dans la résine via un protocole se déroulant en

5 grandes étapes :

Etape 1 : Prélévement-fixation : Les échantillons sont coupés en 4 et placés dans une solution
de glutaraldéhyde a 2.5% dans une solution de tampon cacodylate a 0.1M pH=7.4. Cette étape

permet de fixer les protéines contenues dans les échantillons.

Etape 2 : Post fixation : Les échantillons sont coupés en petits morceaux de 1 mm sur 0.5 mm
environ, rincés dans une solution de cacodylate (a 0.1M pH=7.4) puis post-fixés dans du
tétroxyde d’osmium a 1%. Cette solution permet de fixer les lipides contenus dans I’échantillon
(peu présents dans notre cas), et permet d’améliorer le contraste de 1’image observée au

microscope.

Etape 3 : Déshydratation : Cette étape consiste a remplacer progressivement 1’eau contenue
dans 1’échantillon par de 1’alcool, puis de 1’oxyde de propyléne (bains successifs dans de I’eau

pure, de 1I’éthanol a 70°, puis a 95° et a 100°, et de 1’oxyde de propyléne).

Etape 4 : Imprégnation : L’oxyde de propyléne contenu dans 1’échantillon est remplacé par
de la resine (passage de 1’échantillon dans un mélange oxyde de propyléne résine de ratio 1:1,

puis dans la résine pure).

Etape 5 : Inclusion : Les échantillons sont déposés dans des moules remplis de résine. Les

moules sont ensuite placés a I’étuve 2h a 37°C puis 48h a 60°C afin que la résine polymeérise.

Des coupes semi-fines (environ 1 pum d’épaisseur) et ultra-fines (environ 90 nm) des
échantillons sont ensuite réalisées avec un ultramicrotome (Reichert-Jung Ultracut E). On
colore les coupes semi-fines avec une solution de bleu de toluidine, capable de traverser la
résine et de mettre en évidence les protéines. Les coupes ultra-fines sont immergées dans des
solutions de contrastants (solution d’acétate d’uranyle a 7% et de nitrate de plomb et de citrate

trisodique).

Les mesures ont été réalisées au Centre d’Imagerie Cellulaire et Structural (CICS) de
I’Université Clermont-Auvergne avec un microscope électronique en transmission Hitachi

H7650 couplé a une caméra Hamamatsu.
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2.3.Spectroscopie FT-IR

La Spectroscopie en moyen Infra-Rouge a Transformée de Fourier (FT-IR) consiste a mesurer
I’absorption de certaines longueurs d’ondes du spectre (IR) par les molécules constitutives d’un
¢chantillon. Les longueurs d’ondes (A) absorbées renseignent sur la nature des liaisons
chimiques présentes au sein de ces molécules, car celles-ci convertissent 1’énergie issue de ces

longueurs d’ondes spécifiques en vibration moléculaire. Les longueurs d’ondes mesurées sont
., , _ ) _ 1 .
exprimées sous forme de nombres d’ondes ¥ (en cm™) tels que ¥ = 2 (Dalibart et Servant,

2000 ; Bruker, 2022)

Des coupes de 6 um ont été réalisées au cryotome (Leica CM1950, Leica Biosystems, Nussloch,
Allemagne) pour étre analysées en microspectroscopie IR. Des essais en spectroscopie sur des
coupes de 10 um nous avaient permis d’observer une saturation du signal due a une épaisseur

trop importante des coupes, d’ou le choix d’une épaisseur de 6 um.

Les coupes de 6 um ont été placées sur des lames BaF2 circulaires de dimensions 13x1 mm
(Crystran Limited, Poole, Royaume-Uni), adaptées aux analyses en spectroscopie IR, et laissées
a sécher a I’air libre. Elles ont ensuite été analysées en spectroscopie IR grace a un spectrometre
Nicolet iN10 (Thermo Scientific). Les acquisitions ont été réalisées avec le logiciel OMNIC
Picta (Thermo Fisher Scientific, Madison, USA). Les parameétres d’acquisition étaient les
suivants : acquisition des spectres en transmission, avec un détecteur refroidi, fenétre
d’acquisition de 30x30 pm, résolution d’acquisition de 2 cm™, sur I’intervalle 4000-675 cm™.
Pour chaque coupe, 30 spectres correspondant a 30 points différents sur la coupe ont été acquis,

avec 64 balayages par spectre. Le spectre du bruit de fond a été tracé a partir de 128 balayages.

Les prétraitements des spectres ont eté realises sur les logiciels Excel 2016 et "The
Unscrambler” (version 9.8, CAMO Software). Il s’agit des traitements suivants : correction de
ligne de base, normalisation, dérivées secondes des spectres en utilisant la méthode de

Stavitzky-Golay avec 7 points de lissage et un polyndme d’ordre 2.

Des analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées sur le logiciel "The
Unscrambler" afin de discriminer les nombres d’ondes dont les absorbances variaient d’une
modalité a I’autre. Ensuite, les valeurs moyennes des dérivées secondes des absorbances

d’intérét ont ét€¢ comparées par des tests de Student.
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2.4.Mesures des propriétés mécaniques

Pour caractériser les effets de la glycation sur les propriétés mécaniques des gels en fonction
des différentes conditions expérimentales appliquées, nous réalisons des mesures texture et de

rhéologie.

2.4.1. Mesures de texture (Texture Profile Analysis)

Pour caractériser la structure des gels, nous utilisons la méthode de Texture Profile Analysis
(TPA). Cette méthode consiste a appliquer, a deux reprises, une déformation sur un échantillon,
comme pour simuler une action de mastication. On mesure la force nécessaire a cette
déformation tout au long du procédé, et celle-ci nous permet de déterminer différents
parameétres relatifs au produit: la fermeté, 1’¢lasticité, 1’adhérence, la cohésion et la

masticabilité.

Les mesures sont réalisées sur un texturometre (EZ-Test LX, Shimadzu, Noisiel, France), dans
les conditions suivantes : échantillon cylindrique de 20 mm de diamétre, sonde de compression
de 50 mm de diameétre, détection de surface a 0.5 N, vitesse de déplacement de 20 mm/min et

double compression a 50% de la hauteur de I’échantillon.

Les échantillons de gel ont été conditionnés a 4°C pendant 2 heures pour assurer une geélification

optimale, puis placés a température ambiante 2 heures avant la réalisation des mesures.

2.4.2. Rhéologie

Le comportement rhéologique des gels obtenus est déterminé a 1’aide d’un rhéometre HAAKE
MARS iQ Air (Thermo Electron GmbH, Karlsruhe, Allemagne) équipé d’une géométrie plane
(plan-plan) striée de 35 mm de diametre, avec un entrefer de 1 mm. La température des
échantillons est régulée a 20°C £+ 1°C grace a un systéme a effet Peltier. On effectue un balayage
en déformation entre 0.1 et 1000% de deformation a une fréquence de 1 Hz. On reléve les
valeurs de contrainte de cisaillement au croisement des modules viscoélastiques (t-croisement),
la valeur du module ¢élastique dans le domaine viscoélastique linéaire (G’max) et la contrainte
de cisaillement a la fin du domaine viscoelastique linéaire (t-fin-LVR). Les correspondances
entre ces parametres et la structure des gels sont détaillées dans la partie 3.3.2.

Un algorithme a été réalisé, au sein du laboratoire, pour calculer les plateaux de LVR. On
détecte la fin de ce plateau lorsque le pourcentage de la pente varie de plus de 3%.
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2.5.Traitements statistiques

Des Analyses en Composantes Principales (ACP) ont été réalisées sur les logiciels "The
Unscrambler” (version 9.8, CAMO Software) et Statistica (version 14.0.0.15, TIBCO Software
Inc). Des tests de Student ont été effectués sur Excel (version 2016) avec un risque o de 5%.

3. Reésultats et discussion

3.1.Microscopie électronique en transmission

La Microscopie Electronique en Transmission (MET) est une méthode peu utilisée pour 1’étude
de gels de gélatine car souvent peu accessible aux laboratoires, 1’essentiel des observations se
fait donc par Microscopie Electronique & Balayage (MEB). La MEB a I’inconvénient de
permettre uniquement 1’observation de la surface de 1’échantillon alors que la MET, aprés une
préparation spécifique des échantillons destinée a préserver leur structure, permet d’accéder a
des informations sur I’ultrastructure et d’obtenir une meilleure résolution. Ceci est essentiel
dans le cas de notre étude afin de pouvoir d’une part, observer la présence ou non d’un réseau
induit par la réaction de glycation et d’autre part, de déterminer un éventuel effet de I’humidité
initiale et du Bloom de la gélatine sur son ultrastructure. Les échantillons observés ont été
compareés selon 3 modalités : le Bloom (125 ou 200), I’humidit¢ initiale de la poudre de gélatine
mesurée en amont de la préparation des gels (5 et 25%) et la présence ou non de ribose (0 ou

7%) destinée a initier une réaction de glycation.

L’Annexe 2 A, B montre une différence trés nette d’aspect du gel en fonction du Bloom de la
gélatine. L’ultrastructure du gel est trés homogene pour le Bloom 125 alors qu’un ensemble
d’agrégats ayant 1’apparence d’un réseau ou d’un maillage est visible pour le Bloom 200 en
condition initiale humide (25%) pour les gels non glyqués (sans ribose) qui correspondent a
notre condition témoin (gélatine + tampon). Etxabide et al. (2015) ont observé des structures
similaires en réalisant des observations en microscopie a force atomique sur des gels de gélatine
de poisson a des résolutions identiques a celles utilisées pour I’Annexe 2 A et B. Ils affirment
que ces structures, qu’ils qualifient de "structures fibrillaires" correspondent aux structures en
triple-hélices présentes dans la gélatine. Nous émettons donc 1’hypothése, en nous basant sur
ces données, que les agrégats observés en MET correspondent également a des triple-hélices de
gélatine. Les différences observées entre les Blooms peuvent étre expliquées par la quantité
plus importante de triple-hélices présentes dans les gels B200 que B125 en raison de leur
procédé d’extraction (Bigi et al., 2004 ; Portier, 2016).
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Lorsque la gélatine est humide (25%) et en présence de ribose, un ensemble d’agrégats ayant
I’apparence d’un réseau apparait dans la gélatine 125-Bloom (Annexe 2 C) alors que ce n’est
pas le cas en condition d’humidité basse (5%) (Annexe 2 D). En absence de ribose en condition
séche, ce phénomeéne d’agrégation n’est pas observé (Annexe 2 E) et les agrégats visibles pour
la gélatine 200-Bloom en condition initiale séche (sans ribose) sont beaucoup plus ténus voire
quasi inexistants (Annexe 2 F) par rapport a la condition initiale humide (Annexe 2 B). Une des
hypothéses pouvant étre formulée serait que le ribose est bien responsable de la formation de
liaisons intermoléculaires lors de la réaction de glycation, ce qui conduit a la formation
d’agrégats, comme I’avaient observé Etxabide et al. (2015) suite a la glycation de gélatine de
poisson avec du lactose, mais que les sites réactifs (fonctions amines de résidus d’acides
aminés) seraient plus accessibles dans le cas d’un gel a 125-Bloom humide (25%) pour 2
raisons. La premiere serait que la "densité" du gel B200 ne permettrait pas au ribose d’accéder
aux sites réactifs. En effet, Kuai et al. (2020) ont montré que des gels avec des valeurs de Bloom
élevées ont plus de structures en triple-hélices et de chaines protéiques de haut poids
moléculaire enchevétrées entre elles, ce qui limite les interactions possibles entre la gélatine et
des composeés ajoutés (polyphénols dans leur cas). La deuxiéme raison serait qu’une humidité
initiale élevée de la gélatine déroulerait les triple-hélices de gélatine, comme constaté par
Duconseille et al. (2017b) lors de leurs travaux sur de la gélatine vieillie, ce qui permettrait de
mettre a découvert les chaines latérales des acides amines polaires des chaines-o impliqués dans
la réaction de glycation, comme la lysine et I’arginine. On ne peut cependant pas affirmer que
I’humidité seule ait conduit a ces changements de structure dans les travaux de Duconseille et
al. (2017b), la gélatine en poudre ayant été chauffée a 50°C au cours de ces travaux. Si cette
deuxiéme raison semble étre applicable a la gélatine 125-Bloom, elle explique difficilement la
moindre présence d’agrégats dans la gélatine 200-Bloom en condition seche par rapport a la

condition humide. Les effets de I’humidité sur les gels dépendent peut-étre de leur Bloom.

Les comparaisons basées sur les humidités initiales des gélatines permettent de confirmer les
observations et hypothéses mentionnées ci-avant. Pour les gélatines 125-Bloom, les gels sans
ribose ne présentent pas de différences visibles quelle que soit I’humidité initiale (Annexe 2 A,
E). Par contre, en présence de ribose, 1’ultrastructure des gels est trés différente. Un ensemble
d’agrégats est nettement visible lorsque I’humidité initiale est ¢levée (Annexe 2 C) et totalement
absent lorsque I’humidité initiale est basse (Annexe 2 D). Cette observation irait dans le sens
d’une structure moins dense, ou les fonctions amines des acides aminés seraient plus accessibles

pour le ribose a des humidités élevées. Pour le gel 200-Bloom, un ensemble d’agrégats structuré
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est nettement visible en I’absence de ribose et a humidité élevée (Annexe 2 G) contrairement a
la condition seche (Annexe 2 H) confirmant ainsi que le traitement nécessaire pour obtenir un
Bloom déterminé ou le conditionnement & une humidité élevée, ont eu un effet sur son
ultrastructure. Cependant, en présence de ribose et quelle que soit I’humidité, aucun ensemble
d’agrégats structuré n’est visible dans les gels 200-Bloom (Annexe 2 1, J). Ceci va dans le sens

d’une difficulté d’accés du ribose au travers du gel 200-Bloom.

En combinant ces observations avec les résultats obtenus en FT-IR (cf. 3.2), on peut supposer
que la présence de ribose modifie les liaisons intra- et/ou intermoléculaires au sein des hélices
en entrainant la rupture de liaisons hydrogene par exemple, ce qui entrainerait une disparition
des agrégats. En effet, on sait que les triple-hélices sont stabilisées par des liaisons hydrogéne
intra et inter-chaines (cf. 1.3.1). Selon Gonzalez et Wess (2013), ces liaisons hydrogéne se
forment avec toute chaine latérale d'acides amines polaires disponibles. 1l s'agit des groupes
chargés des chaines latérales d'acides aminés tels que les lysines, arginines, glutamates et
aspartates des groupes hydroxyle des chaines latérales de la sérine, de la thréonine et de
I'hydroxylysine. Etant donné que les acides aminés principalement impliqués dans la réaction
de glycation (lysine et arginine), ainsi que ceux mis en évidence par Fortune (2021), a savoir la
sérine et la thréonine sont susceptibles de former des liaisons hydrogéne, il est possible que
pour les Blooms les plus élevés ou le réseau protéique est plus dense, le ribose entre
indirectement en compétition avec les liaisons hydrogeéne a cause d’un encombrement stérique
trop important. Ce genre de phénomene avait été mis en évidence par Kuai et al. (2020) qui
avaient observé que des groupes hydroxyles et amines de molécules de polyphénols et des
nanoparticules chargées de chitosane (polyoside) pouvaient former des liaisons hydrogene avec
les chaines de gélatine et ainsi interférer avec une structure en triple-hélices. Cette hypothése
confirmerait nos observations au MET pour la gélatine 200-Bloom, a savoir que quelle que soit
I’humidité initiale de la gélatine, on n’observe aucun ensemble d’agrégats. Il se peut que le
ribose agisse de la méme facon en perturbant la structure des triple-hélices en fonction de
I’humidité de la gélatine, a la fois a cause de ’humidité au cours de glycation (3 kgeau/kgwms)
mais également en fonction de I’humidité de la poudre de gélatine avant 1’expérimentation (5

ou 25% dans notre cas).

Une autre hypothése serait que le ribose se fixerait, de maniére covalente, sur un acide aminé
et de ce fait, empécherait le ré-enroulement des triple-hélices. Ceci maintiendrait une structure
déroulée avec une proportion plus élevée de phase amorphe, et donc une absence d’agrégats

pouvant étre observés. Si cette hypothese est en adéquation avec les observations de gélatine
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200-Bloom au MET, elle est contradictoire avec la présence d’agrégats observés dans la

gélatine 125-Bloom humide glyquée.

Nous constatons que I’observation d’agrégats dans les gels varie en fonction du grossissement
utilisé. En effet, des agrégats sont visibles sur les gels 125-Bloom non glyqués en condition
humide (Annexe 2 K) mais, uniquement a un grossissement nettement supérieur a celui de la
Annexe 2 A (x 200000 Annexe 2 K contre x 70000 sur la Annexe 2 A). La taille des agrégats

semble donc varier en fonction des conditions expérimentales.

3.2.Spectroscopie FT-IR

Une premiere Analyse en Composantes Principales (ACP) nous a permis de constater que 1’une
des répétitions de 1’échantillon de gélatine Bloom 200 glyquée était systematiquement a part,
ce qui avait tendance a tirer les résultats de I’ACP dans une direction. Nous avons supposé que
ce résultat aberrant était dd, soit & une surépaisseur de la coupe, soit a un probleme de lame
sale. Nous avons donc choisi de ne pas inclure les données issues de cette repétition dans les

traitements statistiques.

Nous réalisons une correction de ligne de base et normalisons les spectres obtenus avant de

calculer les dérivées secondes des valeurs moyennes des spectres (cf. Annexe 3 et Annexe 4).

Une seconde ACP, basee sur les valeurs obtenues, a mis en évidence des différences entre les
échantillons au niveau des pics correspondant aux sucres et aux pics des amides I et Il qui sont
associés aux protéines. Nous nous sommes donc intéressés aux différences entre les spectres
obtenus dans ces trois zones. On retient les bandes suivantes : 1200-900 cm™ pour les sucres,
1750-1600 cm™ pour 1’amide 1 et 1599-1485 cm™ pour I’amide 1II, en se basant sur les pics
majoritaires issus de la littérature, dont les bornes difféerent en fonction des études, et de nos

observations sur des spectres non transformés.

Les ACP effectuées sur ces 3 bandes permettent de mettre en évidence une séparation des
échantillons en fonction de leur caractére glyqué ou non et de I’humidité initiale de la gélatine.
Nous observons ainsi 4 groupes distincts en fonction de chaque modalité (cf. Annexe 5 et
Annexe 6). Cela indique que ’ajout de ribose induit des changements au niveau des spectres
des sucres et des amides I et II, tout comme I’humidité initiale de la gélatine. Ces premicres
indications laissent a penser que 1’ajout de sucre est détectable par FT-IR et a une incidence sur

les vibrations des fonctions chimiques des protéines du gel. L humidité, que I’on sait influencer
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la structure de la gélatine (Duconseille et al., 2017b), pourrait également avoir un effet sur la

structure des gels du fait de son impact sur les pics des protéines.

Pour veérifier la significativité de ces observations, on effectue des tests de comparaison des
moyennes (tests de Student) des dérivées secondes des absorbances correspondant a chaque

nombre d’onde des bandes. Les tests permettent de comparer les conditions opératoires 2 a 2.

Dans le cas des comparaisons entre degrés Bloom, aucune différence significative n’est
observée, ce qui signifiec que le Bloom n’affecte pas les vibrations/déformations des liaisons
chimiques présentes dans les bandes amides I et II ainsi qu’au niveau de la bande identifié¢e
comme étant propre au ribose. Cela est contradictoire avec les observations en MET ou des
différences trés nettes avaient pu étre observées. Il est possible que cela soit di a un probléme
d’échelle : la structure chimique des 2 polymeéres est la méme mais la densité de la structure a
un Bloom élevé serait visible en MET sous forme d’agrégats. A noter que des différences
significatives sont observées au niveau de valeurs d’absorbance en dehors des zones
précédemment sélectionnées, ce qui peut vouloir dire qu’il y a tout de mémes des différences
entre les Blooms, mais dans d’autres zones d’intérét. Elles ne seront néanmoins pas étudiées

dans le cadre de ce mémoire.

Les moyennes des absorbances relatives aux nombres d’ondes suivants (Tableau 1V) sont

significativement différentes lorsqu’on compare 2 a 2 les conditions opératoires.

Tableau IV : Nombres d’ondes (en cm-1) caractéristiques en fonction des différences significatives observées entre les

absorbances
Sucres Amide | Amide 11

1149 1687 1558
1120 1681 1556
1099 1662 1532
1087 1660 1456
1081 1658

1064 1639

1039 1623

1014

Toutes les correspondances entre les nombres d’ondes relevés et des groupements
caractéristiques mentionnés dans la littérature ont été recensées dans le tableau présenté en
Annexe 7. A noter que pour les nombres d’ondes qui touchent a la structure secondaire en
feuillets-p, dans le pic de I’amide I, notamment & 1623, 1630, 1687 cm™, la littérature n’est pas
unanime sur la présence de ces structures au sein de la gélatine. Pour notre part, nous
considérons que la structure de la gélatine est essentiellement composée de triple-hélices, donc

nous n’interpréterons pas les variations d’absorbance liées a ces nombres d’ondes.
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Nous avons ensuite comparé deux a deux les différentes conditions expérimentales.

Tableau V : Comparaison des nombres d’ondes (en cm-1) significativement différents en fonction des conditions
expérimentales

A B C D
Condition glyquée / Humidité GS/GH NGS/NGH
non glyquée Sucres Amides Sucres Amides Sucres Amides
Sucres Amides 1014 1456 1039 1623 1014 1456
1014 1456 1039 1556 1064 1039 1556
1039 1556 1064 1558 1081 1064 1558
1081 1558 1087 1623 1087 1087 1623
1087 1623 1099 1639 1149 1099 1658
1120 1658 1120 1687
1149 1660
1687

Comparaison conditions glyquée /non glyquée (Tableau V A) :

L’ajout de ribose induit des changements au niveau de certains nombres d’ondes :

- au niveau des sucres, pour le nombre d’ondes 1039 cm™, qui correspond a la formation
de liaisons covalentes entre le ribose et les groupements amine du collagéne (cf. Annexe 7), une
absorbance moyenne significativement différente est observée entre les deux conditions
glyquée et non glyquée ;

- le méme phénomeéne est observé a 1081 cm™, ce qui témoigne de I’accumulation de

produits de glycation dans le gel.

En se basant sur nos observations au MET, nous constatons la présence d’agrégats dans les gels
125-Bloom humides glyqués, ce qui pourrait indiquer que les différences observées seraient le

signe d’une augmentation de la quantité de liaisons covalentes avec le ribose.

La littérature indique qu’a 1556-1558 et 1623 cm-1 le collagéne natif est a la fois sous forme
d’hélices et déroulé. La gélatine étant du collagéne dénaturé, il est possible que ces pics
caractéristiques de la structure du collagene ne correspondent pas a ceux de la gélatine.
Néanmoins, si cela était le cas, les pics mentionnés étant significativement différents entre les
conditions glyquées et non glyquées, cela signifierait que la glycation induit un changement de

structure de la gélatine, ce qui confirmerait nos observations en MET.

Comparaison conditions Seche / Humide (Tableau V B) :

Nous observons une différence significative des absorbances a 1039 cm™. Nos observations au
MET pour la gélatine 125-Bloom humide glyquée montrent la formation d’agrégats. Ceci

permet de penser qu’il y a plus de liaisons covalentes dans ce gel.
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L’humidité initiale a une influence sur la structure de la gélatine comme en témoignent les
différences significatives dans la bande de I’amide I. Le nombre d’onde & 1639 cm™ correspond
a la vibration de la liaison C=0 de I’amide I. Les différences significatives aux nombres d’ondes
1556-1558 et 1623 cm™ laissent & penser que, comme pour les conditions glyquée/non glyquée,
I’humidité induit des modifications au niveau de la structure des hélices. Le nombre d’onde
1660 cm™ est caractéristique de la conformation en triple-hélices du collagéne I, qui est
majoritaire dans les gels de gélatine étudiés. Néeanmoins, cette structure est fortement perturbée
durant le procédé d’extraction de la gélatine, ainsi que lors de la préparation du gel avec les
étapes de chauffage/ refroidissement. Ces hélices se reforment de maniére partielle au cours du
refroidissement de la gélatine, si bien qu’il est difficile d’évaluer I’impact de nos conditions

opératoires sur ces structures.

Une hypothése serait que les structures en hélices seraient plus ou moins dépliees en fonction
de ’humidité.

Comparaison conditions glyquée seche / glyquée humide (GS/GH) (Tableau V C) :

Nous observons que la bande & 1623 cm™ est significativement différente entre les conditions
glyquées séche et glyquée humide. Cela confirme donc I’influence de I’humidité sur la structure
de la gélatine. Comme évoquée précédemment, ce nombre d’ondes peut étre attribué a la
structure déroulée du collagéne, mais certains auteurs évoquent aussi que cette longueur d’onde
peut étre un marqueur de la formation de liaisons hydrogéne intermoléculaires (Lefevre et
Subirade, 2000). Nos observations au MET montrent une formation d’agrégats plus importante
pour la gélatine B125 humide, ce qui tendrait a confirmer la présence accrue de liaisons

hydrogene modifiant la structure de ces gels.

Comparaison conditions non glyquée séche / non glyquée humide (NGS/NGH) (Tableau
VD) :

Nous remarquons que pour les pics des amides, il y a beaucoup plus de nombres d’ondes qui
présentent des différences d’absorbance significatives en condition non glyquée qu’en
condition glyquée, quelle que soit I’humidité. Ceci montre que la glycation a bien une influence
sur la structure. Nous observons que les pics des sucres varient également en condition non
glyquée, ce qui peut paraitre contradictoire avec ce que nous avons précédemment évoqué.

Néanmoins, nous savons que la gélatine contient des résidus de sucres, il est donc tout a fait
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possible que les variations observées en condition non glyquée soient significatives, mais a des

niveaux tres bas et qui dépendraient directement de la composition de la matrice.

3.3.Mesures des propriétés mécaniques

Une ACP globale sur ’ensemble des données issues des mesures de texture et de rhéologie
(Annexe 8) nous permet de remarquer une separation des échantillons en 8 groupes distincts en
fonction des combinaisons des différentes variables qui leur sont associées (Tableau II). 1l est
donc possible de différencier tres nettement les différentes conditions opératoires, ce qui
signifie que le protocole expérimental a été respecté et que les différentes conditions sont bien

discriminantes (taux d’humidité, Bloom, ajout de ribose ...)

3.3.1. Mesures de texture
Pour mémoire, la mesure de TPA permet de représenter un acte de mastication physiologique.

Les mesures de texture nous permettent de déterminer différents paramétres qui nous
renseignent sur les propriétés mécaniques des gels. Ils sont calculés a partir de la courbe de
suivi de la force appliquée pour déformer le gel en fonction du temps, qui a en général une
allure similaire a la courbe présentée en Annexe 9 . On s’intéresse en particulier a la fermeté,

I’¢lasticité, 1’adhérence, la cohésion et la masticabilité des gels étudiés.

Le tableau en Annexe 10 détaille les calculs réalisés pour obtenir ces paramétres, ainsi que leur

définition au niveau physique et physiologique (d’apres Civille et Szczesniak, 1973).

Le Tableau VI regroupe les moyennes de ces 5 paramétres lorsque 1’on compare les conditions
opératoires 2 a 2. Les valeurs en gras indiquent une différence significative entre les conditions

opératoires comparées.

Tableau VI : Moyennes des valeurs obtenues a I'issue des mesures de TPA pour les différentes conditions étudiées

Fermeté Adhérence Cohésion  Elasticité Masticabilité

(N) ©) (N)

B125 43,72 -0,16 0,89¢ 0,98 38,49
B200  56,1° -0,16 0,91¢ 0,98 49,79
S 62,2° -0,17 0,9° 0,98 55"
H 37,6° -0,15 0,89° 0,98 33,1"
G 45.8° -0,15 0,91f 0,98 40,71
NG 54,0° 0,17 0,89 0,98 47,41

Les valeurs mesurées sont trés faibles et n’évoluent pas en fonction des modalités testées.

L’interprétation qui peut en étre faite est que les échantillons sont déstructurés apres
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I’application d’une contrainte et incapables de reprendre leur forme d’origine. Cela est confirmé

par les valeurs d’¢lasticité qui n’évoluent pas non plus en fonction des conditions testées.

Comparaison des gels 125 et 200-Bloom :

Les valeurs de fermeté des gels de 200-Bloom sont significativement plus importantes que
celles des gels 125-Bloom, ce qui était prévisible dans la mesure ou le Bloom renseigne sur la

résistance mécanique des gels (Bigi et al., 2004).

Les valeurs de cohésion et de masticabilité des gels sont significativement plus importantes
pour les gels 200-Bloom que les gels 125-Bloom. La cohésion nous renseigne sur le fait que les
gels 200-Bloom sont plus résistants a la déformation que les 125-Bloom, car il faut leur
appliquer une plus grande déformation avant qu’ils ne se rompent (Civille et Szczesniak, 1973),
et les valeurs plus importantes de masticabilité des gels de Bloom plus forts nous montrent
qu’ils demandent plus d’énergie pour étre mastiqués. Cela parait logique et va dans le méme
sens que les observations de fermeté. Les gels 200-Bloom ont donc une plus grande résistance
mécanique que les gels 125-Bloom.

Comparaison des gels en conditions séche et humide :

Nous constatons que les gels obtenus a partir de gélatine placée en condition humide sont
significativement moins fermes que ceux obtenus a partir de géelatine placée en condition seche.
Cela pourrait étre dii a I’interaction de 1’eau avec la structure de la gélatine. Dans ce cas, comme
la résistance mécanique des gels est censée augmenter avec le nombre de triple-hélices de
gélatine présentes (Bigi et al., 2004), nous pouvons supposer que 1’interaction de 1’eau avec les
hélices de gélatine a 1’état de poudre entraine un déroulement de celles-ci. Cela confirmerait
I’hypothése formulée dans la partie 3.1. Une autre option serait que cette différence de fermeté
serait due a la différence de concentration entre les deux gels qui n’a pu étre évitée au cours de
I’expérimentation. Etant donné la faible différence de concentration entre ces gels
(concentration de 20% pour les gels fabriqués a base de gélatine "humide™ et 26% pour ceux a
base de gelatine "séche™), nous sommes partis du principe que les différences entre ces derniers

étaient essentiellement dues a I’effet de ’humidité initiale de la gélatine.

Les valeurs de cohésion et de masticabilité significativement plus importantes des gels a base
de gélatine issue d’une condition séche par rapport a ceux fabriqués a partir d’une gélatine

humide renforcent les observations précédentes et nous confirment la plus forte résistance
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mécanique des gels fabriqués a partir de gélatine dite "seche", sans pouvoir confirmer ou

infirmer les deux hypothéses émises ci-dessus.

Comparaison des gels glyqués/non glyqués: Nous observons que la fermeté et la
masticabilité des gels non glyqués sont significativement plus importantes que pour les gels
glyqués, ce qui nous indique que la glycation aurait tendance a diminuer la résistance
mécanique des gels. Ce méme constat avait été fait par Yang et al. (2021) sur des gels de blanc
d’ceuf glyqués avec du ribose. L’équipe avait attribué cette diminution a 1’action réductrice du
ribose, qui réduirait les ponts disulfures au sein du gel. Nous ne pouvons pas nous appuyer sur
cette méme hypothése car la gélatine ne contient pas d’acides aminés soufrés susceptibles de

former ce genre de liaisons (cf. Tableau I).

Les valeurs de cohésion significativement plus importantes pour les gels glyqués que les gels
non glyqués viennent néanmoins contredire notre précédente affirmation selon laquelle la
gélatine glyquée est moins résistante que la gélatine non glyquée. Autant les valeurs de
contraintes de cisaillement a la fin du domaine viscoélastique linéaire (t-fin-LVR) obtenues par
les mesures de rhéologie (cf. 3.3.2), qui traduisent la résistance du gel a la déstructuration
lorsque 1’on applique une contrainte sur celui-ci (Simoes et al., 2020), permettent de confirmer
la plus grande résistance mécanique des gels 200-Bloom et de la gélatine "séche", autant il n’est
pas possible de s’appuyer sur ces valeurs pour s’assurer du caractére moins résistant de la
gélatine glyquée qui est suggéré par les mesures de fermeté et de masticabilité, car elles ne sont

pas significativement différentes.

I1 parait donc difficile d’interpréter le paramétre cohésion.

Tableau VII : Moyennes des valeurs obtenues a l'issue des mesures de texture lorsque [’on croise les variables "Bloom™ et
"Humidité" avec la variable "Glyqué/non glyqué"

Fermeté , . . .. Masticabilité
Adhérence (J Cohésion Elasticité

N) O (N)
B125 G 39,12 -0,15 0,90¢ 0,98 34,59
NG 48,32 -0,17 0,88¢ 0,98 42,29
B200 G 52,5 -0,15 0,91¢ 0,98 46,9
NG 59,7 -0,16 0,90¢ 0,98 52,5
S G 56,9° -0,16 0,91° 0,98 50,7"
NG 67,5° -0,17 0,89° 0,98 59,3"
H G 34,7° -0,14 0,90 0,98 30,7
NG 40,5° -0,16 0,89 0,98 35,4

Le Tableau VII permet de mettre en évidence 1’effet de la glycation en fonction du Bloom ou

de I’humidité initiale des poudres de gélatine.
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Le constat est le méme que pour le Tableau VI: les gels glyqués sont significativement moins
fermes que les gels non glyqués, ils ont aussi une valeur de masticabilité moins importante. Ils
sont néanmoins plus cohésifs que les gels non glyqués. Les gels a base de gélatine seche sont
significativement plus fermes que ceux a base de gélatine humide. lls sont également plus

cohésifs et présentent des valeurs de masticabilité plus importantes.

Il est & noter qu’autant les gels 125-Bloom non glyqués sont significativement plus fermes que
les gels glyques, autant on n’observe pas de différences significatives entre la fermeté des gels
200-Bloom glyqués et non glyqués. Ceci pourrait confirmer que 1’ultrastructure de la gélatine,
notamment la longueur, la densité de ses chaines protéiques et leur capacité a interagir avec

I’eau ont bien une influence sur la capacité de fixation du ribose.

3.3.2. Rhéologie

Les mesures de rhéologie nous apportent des renseignements sur la structure des gels étudiés.
On s’intéresse a la réponse de ces derniers aux perturbations mécaniques induites par le
rhéometre au cours de la mesure, dans notre cas un balayage en déformation. On trace les
modules G’ et G", qui correspondent respectivement aux modules élastique et visqueux des
gels en fonction de la contrainte appliquée. Ces deux modules traduisent le comportement de
solides viscoélastiques des gels de gélatine lorsqu’ils sont pris en masse (Reeve, 2008). Le
domaine de viscoélasticité linéaire ou LVR (Linear Viscoelastic Region) correspond a la plage
de déformations ou de contraintes que 1’on peut appliquer sans que cela engendre de
changements au niveau de la structure du gel. Au-dela d’une certaine contrainte seuil, que nous
avons ici nommeée t-fin-LVR, le gel est déstructuré par le traitement appliqué et nous observons
une diminution des valeurs de G’ qui témoigne d’une perte de ses propriétés élastiques. Lorsque
G’=G"’ on considere que le matériau est complétement déstructuré, et lorsque 1’on applique une
contrainte supérieure a la contrainte t-Ccroisement correspondant a cette déstructuration, cela

entraine 1I’écoulement du matériau étudié (Simdes et al., 2020).

Les valeurs de module élastique (G’) obtenues en rhéologie sont systématiquement plus
importantes que les valeurs de module visqueux (G"), a I’image de I’ Annexe 11, ce qui confirme
que les gels étudiés se comportent comme des solides viscoélastiques, ce qui n’est pas

surprenant dans la mesure ou les mesures sont effectuées sur des gels pris en masse.

Le Tableau VIII regroupe les moyennes des différentes données recueillies dans le cadre des

mesures de rhéologie.
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Tableau VIII : Données issues des mesures rhéologiques

T- . ]
croisement G'max 7-fin-LVR

(Pa) (Pa) (Pa)

B125 71712 14073° 3627¢
B200 87812 17532° 4635°
S 10377 20013¢ 5484f
H 5576 11593¢ 2777"
G 7915 14097¢ 4159
NG 8037 17509¢ 4103

Comparaison des gels 125 et 200-Bloom :

Le seul parametre pour lequel nous observons une différence significative entre les valeurs de
contrainte de cisaillement au croisement des modules élastique et visqueux (t-croisement) est
le Bloom. Ce dernier renseignant sur la résistance mécanique des gels, il est logique que les
gels 200-Bloom aient une valeur de t-croisement supérieure, ce qui signifie qu’il faut leur
appliquer une contrainte plus forte que pour les gels 125-Bloom pour qu’ils soient
complétement destructurés. De plus, T-croisement renseigne sur le degré de réticulation de la
matrice. Cela indiquerait donc que les gels 200-Bloom forment un réseau plus dense que les
gels 125-Bloom. Les valeurs significativement plus importantes de t-fin-LVR indiquent une
plus forte résistance de la structure des gels glyqués a la contrainte de cisaillement avant que sa
structure ne commence a étre perturbée, ce qui confirme nos observations précédentes. Nous
constatons également que les gels 200-Bloom présentent une valeur moyenne de G’max plus
importante que celle des gels 125-Bloom. Or, les valeurs de G’ sont représentatives du caractére
¢lastique des échantillons ainsi que de la conservation de I’énergie en fin de contrainte
(Castellani, 2013). De plus, selon Rather et al. (2022), il existe un lien étroit entre le module
élastique et le nombre de triple-hélices. Plus les valeurs de G’ sont élevées et plus le nombre de
structures en triple-hélices est important. Le nombre de triple-hélices étant directement corrélé
au Bloom d’apres la littérature (Bigi et al., 2004), les valeurs de G’max que nous obtenons sont
tout a fait logiques. Ainsi, les mesures rhéologiques menées sur les gels 125 et 200-Bloom sont
en accord avec la littérature et nous permettent également de confirmer nos observations en
TPA.

Comparaison des gels glyqués/non glyqués :

La seule différence significative dans les paramétres rhéologiques étudiés pour les gels glyqués
et non glyqués est la valeur de G’max, qui indique la présence d’un nombre plus important de

triple-hélices dans la gélatine non glyquée que dans la gélatine glyquée. Cela irait dans le sens
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de notre hypothése selon laquelle la fixation du ribose sur les triple-hélices de la gélatine
empécherait le ré-enroulement de ces structures. Comme G’max est également lié au caractére
élastique des gels, cela semble indiquer une plus forte élasticité des gels non glyqués.
Néanmoins, on ne retrouve pas cette différence au niveau des mesures de TPA, ou 1’élasticité
correspond a la vitesse a laquelle un produit déformé retrouve sa forme initiale aprés la

disparition de la force de deformation qui lui était appliquée.

Comme aucune différence significative n’est observée entre les valeurs de t-croisement, cela
signifie que les résistances des gels au cisaillement sont équivalentes. Nous pouvons donc en
déduire que le nombre de triple-hélices ne suffit pas a expliquer la résistance des gels, et que

cette résistance serait plut6t due a des liaisons inter-hélices.

Comparaison des gels de gélatine en conditions humide et seche :

Les valeurs de t-fin-LVVR obtenues pour les conditions d’humidités initiales nous renseignent
sur une différence notable de structure des gels. En effet, ils restent structurés plus longtemps,
sous contrainte plus élevée, en condition séche, révélant ainsi la présence d’un réseau de
polyméres plus rigide. Cela rejoint nos observations en TPA qui montraient qu’en condition
seche, les gels présentent des propriétés de résistance mécanique plus importantes. Néanmoins,
ceci est contradictoire avec les observations réalisees en MET ou des agrégats sont
majoritairement visibles en conditions humides. Ces observations peuvent s’expliquer par une
sensibilité insuffisante des méthodes de TPA et de rhéologie pour mettre en évidence des

changements ultra-structuraux, potentiellement trés localisés, des matrices.

Comparaison des gels en croisant différents parameétres de réaction :

Nous constatons que les valeurs de G’max les plus élevées sont celles obtenues pour les gels
préparés avec de la gélatine séche, non-glyquée et a Bloom élevé (cf. Tableau VIII et Tableau
IX). Cela est cohérent avec les travaux de Bigi et al. (2004) concernant le Bloom. Néanmoins,
les résultats concernant la condition seche ne sont pas en accord avec nos observations en MET.
En effet, ces dernieres nous révelent la présence d’agrégats en condition humide uniquement.
Les résultats de Portier (2016), qui affirment qu’une humidité ¢levée favorise la formation de

triple-hélices nous incitent a prendre avec réserve les mesures de rhéologie.
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Le Tableau IX permet de comparer I’effet de la glycation sur les paramétres rhéologiques

étudiés en fonction du Bloom ou de I’humidité initiale des poudres de gélatine.

Tableau IX : Moyennes des valeurs obtenues a l'issue des traitements de TPA et de rhéologie lorsque [’on croise les variables
"Bloom" et "Humidité" avec la variable "glyqué/non glyqué”

Croisement t-croisement ., t-fin-LVR

(Pa) (Pa) G'max (Pa) (Pa)

B125 G 3977 6981 121312 3741
NG 5003 7361 160152 3513
B200 G 5906 8849 16062 4577
NG 6856 8713 19002 4693

S G 6148 10093 17796° 5363
NG 7334 10661 22229P 5605

H G 3735 5738 10397¢ 2954¢
NG 4526 5413 12788° 2600¢

Nous n’observons pas de différences entre les conditions glyquées et non glyquées pour les
gélatines 200-Bloom, ce qui signifie que la structure des gels glyqués et non glyqués de 200-
Bloom sont similaires. Cela est a relier aux observations de TPA qui indiquaient que les
propriétés mécaniques de ces gels étaient similaires. Néanmoins, cela contredit nos
observations au MET qui semblaient indiquer des différences au niveau des gels 200-Bloom
glyqués et non glyques. Il apparait de nouveau difficile de mettre en relation les résultats

obtenus en TPA et rhéologie avec les observations réalisées au MET.

En ce qui concerne la stabilité de la structure des gels (t-fin-LVR), si I’on s’en référe au Tableau
IX, elle est équivalente entre les gels fabriqués avec de la gélatine séche, qu’ils soient glyqués
ou non. Néanmoins, dans le cas des gélatines humides, une différence significative est observée
entre les conditions glyquée et non glyquée. Cette fois, le gel glyqué semble conserver sa
structure a plus forte contrainte que le gel non glyqué. L’effet de ’humidité initiale sur la
structure du gel semble donc, au vu des résultats, bien présente. Néanmoins, cela contredit les
résultats de TPA qui indiquaient une plus forte résistance mécanique des gels humides non
glyqués. Cette fois, on constate que les résultats de rhéologie et de TPA ne sont pas toujours

concordants.

Ces informations contradictoires nous amenent a dire qu’il est difficile de concilier les
interprétations issues des résultats des différentes méthodes analytiques. Ceci pourrait
s’expliquer un manque de sensibilité des méthodes de mesure des propriétés mécaniques des
gels pour détecter des changements ultra-structuraux, ou par des hétérogénéités au sein des
matrices. En effet, Duconseille et al. (2017a, b) ont montré que le taux de dissolution de la
gélatine, étroitement lié a sa structure, est tres dépendant de la composition et des conditions

environnementales.
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3.4.Synthese des résultats obtenus

La microscopie électronique en transmission nous a permis de mettre en évidence un fort effet
du degré Bloom. Par exemple, des structures nanométriques de type agrégats ont pu étre
clairement identifiées dans la condition humide glyquée 125-Bloom alors qu’elles étaient
absentes dans les mémes conditions pour une gélatine 200-Bloom. Ceci est également vrai au
niveau de I’humidité. En effet, a Bloom identique (125), en condition glyquée, des structures
en agrégats trés nettes sont visibles a humidité élevée et non visibles en conditions séches. Pour
les gélatines 200-Bloom, nous observons moins d’agrégats une fois les gels glyqués, ce qui
signifierait que le ribose entre en compétition avec d’autres types de liaisons, sans pour autant

établir de liaisons covalentes.

Les mesures en FT-IR, entre les échantillons glyqués et non glyqués, indiquent que ’ajout de
ribose induit des modifications au niveau de la bande des sucres, notamment a 1039 et 1081
cm™. Ces nombres d’ondes correspondent respectivement a la formation de liaisons covalentes
entre le ribose et les acides aminés et a I’accumulation de produits de glycation. En comparant
les conditions d’humidité, il apparait que des modifications ont lieu au niveau des bandes
amides propres aux protéines. Il semble que 1’humidité initiale ait un effet sur la structure des
protéines notamment au niveau des triple-hélices. Lorsque 1’on compare les humidités en
condition glyquée, un seul nombre d’onde caractéristique varie significativement (1623 cm™™).
Ce pic pourrait étre attribué a une modification des liaisons hydrogene au niveau de la structure

intermoléculaire des gels.

Les mesures des propriétés mécaniques des gels ont permis de valider le protocole expérimental
en fonction des parameétres experimentaux en mettant en évidence une bonne séparation des
groupes d’échantillons. Les mesures de texture montrent que la glycation, pourtant effective au
sein des matrices comme le montrent les résultats des autres méthodes, ne permet pas de
renforcer la fermeté des gels selon les conditions opératoires. Il apparait également que le degré
Bloom aurait un effet sur la capacité de la gélatine a former des liaisons avec le ribose, du fait
de la relation entre ce paramétre et la quantité de triple-hélices présentes dans le gel, et la
capacité de ces triple-hélices a interagir avec 1’eau. Les valeurs de G’max obtenues en
rhéologie, représentatives de la quantité de triple-hélices au sein du gel, ne sont pas toujours
cohérentes avec la littérature en fonction des parametres étudiés, et peuvent parfois également

étre en contradiction avec nos observations en MET. 1l semble néanmoins envisageable de dire
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que I’humidité initiale, associée a un ajout de ribose, a un effet sur la structure des gels qui peut

étre mis en evidence par la valeur correspondant a la fin du domaine viscoélastique lineaire.

Ces observations nous amenent a établir des pistes de mécanismes permettant d’expliquer les

effets du degré Bloom de la gélatine et de son humidité initiale sur la réaction de glycation.

Nous pensons tout d’abord que la "densité" des gels, c’est-a-dire le fait qu’ils contiennent une
quantité plus ou moins importante de structures en triple-hélices et de chaines protéiques de
haut poids moléculaire enchevétrées entre elles, aurait une influence sur la réaction de
glycation. Il est possible qu’une densité importante du réseau protéique a I’intérieur des gels
empéche la fixation des sucres sur les sites réactifs des protéines du fait de ’encombrement
stérique important des chaines protéiques contenues dans la matrice. Il se pourrait alors que le
ribose entre en compétition avec les liaisons hydrogéne inter et intra-chaines protéiques
présentes au sein des gels, et formées entre les acides aminés polaires de la gélatine tels que la
lysine, I’arginine, la sérine et la thréonine, qui sont impliqués dans la réaction de glycation. Cela
conduirait a un déroulement des triple-hélices et a une disparition des agrégats visibles en MET.
Cette densité dépend du Bloom de la gélatine, car plus il est élevé, plus les chaines protéiques
sont longues et forment des triple-hélices, mais elle peut également dépendre de I’humidité de
celle-ci (au cours de sa conservation et également lors de la manipulation), puisque 1’eau est
impliquée dans la formation de liaisons hydrogéne inter et intra-chaines au niveau des chaines

de gelatine.

L’humidité de la gélatine seule, pourrait également avoir un effet sur la réaction de glycation.
Nous pensons que des conditions d’humidité élevée permettraient un déroulement des triple-
hélices de gélatine, ce qui mettrait & découvert les sites de fixation du ribose, conduisant a la
formation de liaisons covalentes entre le ribose et les acides aminés réactifs de la gélatine. Cela
engendrerait la formation d’agrégats a 1’échelle microscopique. Cela laisse supposer qu’il
faudrait se placer dans des conditions ou le réseau protéique est peu dense, sous peine de
rencontrer des problemes de géne stérique et de compétition du ribose avec les liaisons

hydrogéne intra et inter-chaines protéiques, comme mentionné précédemment.
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Conclusion

Pour rappel, notre problématique est : L’humidité initiale et le degré Bloom de la gélatine

ont-ils un effet sur les propriétés de texturation de la réaction de glycation ?

A T’issue de nos travaux, nous pensons que degré Bloom et I’humidité de la gélatine ont bien
un effet sur les propriétés de texturation de la glycation. Une approche multi-échelle nous a
permis de mettre en évidence un certain nombre d’interactions entre ces parametres, et leur role
dans la structuration des gels, notamment au niveau de la "densité" de ces derniers qui peut
conduire a géner la glycation en limitant la mise en relation du ribose avec les résidus réactifs
d’acides aminés. La quantité de liaisons hydrogene présentes dans les gels, liée a ’humidité de
la gélatine et donc a ses conditions de stockage, jouerait également un role lors de la fixation
du ribose aux sites réactifs.

Les différentes méthodes que nous avons utilisées nous apportent des informations
complémentaires sur les effets de I’humidité initiale et du degré Bloom de la gélatine sur la
glycation. Elles nous permettent de constater que les mécanismes de la glycation (liaisons
covalentes) ont bien lieu au niveau chimique (FT-IR) et qu’ils ont des conséquences au niveau
ultra-structural (MET), mais sans qu’il soit possible de les détecter par des mesures
rhéologiques ou de texturales. Les résultats obtenus sont a prendre avec précaution car 1’échelle

a laquelle sont effectuées les mesures peut induire des erreurs dans I’ interprétation des résultats.

Cette étude nous fournit des pistes d’explications des mécanismes impliqués, et il sera
nécessaire d’utiliser d’autres méthodes telles que la microspectroscopie Raman ou le

dichroisme circulaire pour comprendre les phénomeénes impliques.

Cela nous amene a dire que la variabilité des gélatines, qui dépend de leurs conditions de
stockage et de préparation, ne permet pas d’appliquer de manicre généralisée la glycation a des

fins de texturation sur de telles matrices.

La gélatine est parfois considérée comme un milieu modéle car elle est simple a mettre en ceuvre
et peu colteuse mais, sa complexité structurale ainsi que son instabilité envers les conditions
environnementales en font une matrice trés complexe a étudier. Il est cependant envisageable
d’étudier la réaction de glycation pour texturer d’autres matrices alimentaires, moins sujettes
aux variations des conditions environnementales, comme la viande fraiche ou des milieux
hybrides a base de protéines animales et végétales. La glycation reste donc une alternative

intéressante a exploiter en tant que substitut a I’emploi d’additifs texturants.
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Annexes

Annexe 1 : Exemples de gels glyqués et non glyqués obtenus

Les gels non glyqués correspondent aux trois premicres colonnes a gauche de I’image, et les
gels glygués aux colonnes restantes.
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Annexe 2 : Observation de gels de gélatine en microscopie électronique en transmission

A : B125, humidité 25%, sans ribose ; B : B200, humidité 25%, sans ribose ; C :
B125, humidité 25%, avec ribose ; D : B125, humidité 5%, avec ribose ; E :
B125, humidité 5%, sans ribose ; F : B200, humidité 5%, sans ribose ; G : B200,
humidité 25%, sans ribose ; H: B200, humidité 5%, sans ribose ; | : B200,
humidité 25%, avec ribose ; J: B200, humidité 5%, avec ribose ; K : B125,
humidité 25%, sans ribose.

Grossissements : G, H: x8000; A, B,C,D, E, F, I,J: x70000 ; K : x200000
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Annexe 3 : Exemple de spectre entier obtenu apres correction de ligne de base et

Absorbance

0004 —

0002 —|

0002 —

0001

normalisation (gélatine 125-bloom glyquée en condition seche)

Amide I Amide II

Sucres

N
v
N
v

I

3999 3866 3733 3600 2467 3334 3201 3068 2035 2802 2060 2536 2402 2260 2136 2003 1870 1737 1604 1471 1333 1205 1072 939 806
1800 1600 1485 1200 900

Nombre d’onde
(ecm™")

Annexe 4 : Exemple de spectre obtenu aprés correction de ligne de base, normalisation et

Absorbance

0.00004 —
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0.00001 -

-0.00001 —

-0.00002 —

dérivation (gélatine 125-bloom glygquée en condition séche)

Amide I Amide IT
[

/ Sucres

> <€

Ll

|

il wmw = ‘\J"'%nv i JI VUWU ”‘\jl‘ W'V MR
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M99 3866 473 00 BT 334 W01 0GR O3S DHD OG0 D53 2402 206 2136 2003 870 17AT 1804 1471 133 1205 072 am 806 (1)

1800 1600 1485 1200 900
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Annexe 5 : ACP réalisée sur les dérivées secondes des bandes amides | et Il et des sucres —
Comparaison de [effet de I’humidité initiale de la gélatine

H 0
4 FC2 Scores “H H
| H
0.000002 —|
S H
i 5
S
15 s
0 &
i H
H
S H H
-0.000002 — H
S 5
- + 5
5 . fas
T v T T T v v T T v T
-0.000004 -0.000002 0 0.000002 0.000004

RESULTZ, X-expl: 35%,23%

Annexe 6 : ACP réalisée sur les dérivées secondes des bandes amides | et Il et des sucres —
Comparaison de [’effet de la glycation

NS
4 PC2 Qcores . NG NG
| NG
0.000002 —
NG MG
i NG
| NG
T NG ¢+ NG
0 NG
i G
- G
G G G
-0.000002 — G
G G
. G PC1
- : : . - - . : . - - : :
-0.000004 -0.000002 0 0.000002 0.000004

RESULTS, #-expl: 35%,23%
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Annexe 7 :

Structures chimiques attribuées aux longueurs d’ondes caractéristiques issues de

la littérature.

Nombre
d’onde Correspondances dans la littérature Source
(cm™)
Sucres

1081 |- 1080cm™et 1032cm™: accumulation des | Bridelli et al., 2017

1064 | produits de glycation dans la matrice

1039 |- 1081-1035 cm™: formation d’une liaison | Krishnakumar et al., 2017
covalente entre le ribose et les groupements amine
du collagéne

Amide |

1687 | 1690-1630 : feuillets-p Kazanci et al., 2021

1681

1662 | Structure en triple hélice du collageéne I Kazanci et al., 2021

1660

1658 | 1650 : liaison C=0O de la structure en hélice du | Huc et al., 1968
collagene

1639 | 1630 cm™: structure déroulée du collagéne Kaminska et al., 1996
1630 cm™: feuillets-B Yan et al., 2022
1642-1630 cm™: liaison C=0 de I’amide I du | Campos Vidal et al., 2019
collagene (de type I)

1623 | 1623 cm™: chaines B des feuillets-B Lefévre et Subirade, 2000
1641-1623 cm™ : feuillets-B paralléles Kaminska et al., 1996
1630 cm™ : structure déroulée du collagéne Kaminska et al., 1996

Amide Il
1556 | 1555 cm™ : forme hélicoidale du collagéne Kaminska et al., 1996
1532 | 1530 cm™ : structure déroulée de la gélatine Huc et al., 1968
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Annexe 8 : Analyse en composantes principales réalisée sur les variables de TPA et de

F2:211%

Annexe 9 :

, R
rhéologie
Projection des individus (F1xF2)
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3 Gl 6 @l
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Courbe théorique obtenue a I'issue d'une mesure de TPA (capture d'écran du
logiciel TRAPEZIUM X)

E (Mod. Young} ~|
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Annexe 10 : Définitions des différents parametres de TPA mesurés

Parametre

Correspondance
sur la courbe
théorique

Définition physique

Définition
physiologique

Fermeté

(N)

H

Force nécessaire a appliquer sur
un produit pour qu’il atteigne une
certaine déformation

Force nécessaire
pour comprimer un
solide entre les
molaires

Elasticité

T2/T1

Vitesse a laquelle un produit
déformé retrouve sa forme initiale
apres la disparition de la force de

déformation qui lui était
appliquée

A quel point un
produit retrouve sa
forme originale une

fois qu’il a été
comprimé entre les
dents

Adhérence

)

A3

Travail nécessaire pour vaincre

les forces d’attraction entre la

surface du produit et celles des
outils

Force requise pour
ouvrir la machoire
apres avoir mordu
dans I’échantillon

Cohésion

A2/A1

Point jusqu’auquel le produit peut
étre déformé avant de se rompre

Degré de
compression du
produit entre les

molaires avant qu’il
ne se rompe

Masticabilité

(N)

Fermeté X
Elasticité x
Cohésion

Energie requise pour mastiquer
un solide et le réduire dans un état
qui lui permette d’étre avalé

Durée nécessaire a
la mastication de
I’échantillon pour le
réduire dans un état
qui lui permette
d’étre avalé
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Annexe 11 : Détermination des parameétres de rhéologie, exemple de la condition 125-bloom

O w>

glyquée en condition seche

: domaine viscoélastique linéaire (déformation élastique réversible)
: seuil d’écoulement

: zone de non-linéarité (déformation plastique irréversible)

: rupture de 1’échantillon
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Title: A study of the variability of the glycation reaction in gelatin gels using a multiscale approach

Résumé : Malgré plusieurs études montrant que la réaction de glycation, ou réaction de Maillard, permettrait de texturer
des gels protéiques sans additifs, il semblerait que ce constat ne s'applique pas aux gels de gélatine. Nous avons
souhaité déterminer si 'humidité de la gélatine sous forme de poudre et son degré Bloom ont un impact sur les propriétés
de texturation de cette réaction. Pour cela, nous avons réalisé des mesures de texture et de rhéologie, des observations
en microscopie électronique en transmission et des analyses en spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier. Les
résultats obtenus suggérent que le Bloom et 'humidité de la gélatine ont bien un effet sur les propriétés de texturation
de la glycation. L’approche multi-échelle utilisée a montré leur role dans la structuration des gels, notamment au niveau
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Abstract: Despite various studies showing that the glycation reaction, also called Maillard reaction, would be effective to
texturize protein-based gels without additives, it seems that this statement does not apply to gelatin gels. We wanted to
determine whether the moisture content of gelatin powder and its Bloom index have an impact on the texturizing
properties of this reaction. To do so, we carried out texture and rheological measurements and conducted transmission
electron microscopy observations and Fourier transform infrared spectroscopy analysis. The results suggest that the
Bloom index and humidity of gelatin have indeed an effect on the texturizing properties of glycation. The multiscale
approach we used showed their role in the structuring of gels, namely regarding their "density" which can hinder glycation
by limiting the interactions between ribose and reactive amino acids. The amount of hydrogen bonds in the gels, related
to gelatin moisture content, would also play a role in the binding of ribose to reactive sites. We concluded that the
variability of gelatin does not allow for a generalized application of glycation for texturizing purposes on this kind of
matrices.
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