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RESUME

La recherche de substituts aux antioxydants alimentaires synthétiques (sulfites, BHA: di-tertio-
butylhydroxyanisol et BHT : di-tertio-butyl-hydroxytoluene) utilisés contre I'oxydation des phénols et des
lipides est actuellement trés active en raison des effets allergenes et toxiques de ces additifs.

Il 'a été montré que les produits de la réaction de Maillard (PRM) formés lors du chauffage de la cystéine
et du glucose en milieu acide, sont de tres puissants inhibiteurs du brunissement enzymatique des fruits
et légumes du a l'oxydation des phénols catalysée par les polyphénoloxydases (PPO) en présence
d’'oxygene. Afin de pouvoir caractériser les composés inhibiteurs des PRM, ces systemes modeles ont
été simplifiés en un mélange de composés néoformés a partir de la réaction entre le HMF et la cystéine
chauffée ou le sulfure dammonium. Ce mélange s’est révélé étre environ trois fois plus efficace que les
PRM pour inactiver la PPO de différentes origines végétales. La réaction de formation des composés
inhibiteurs a été étudiée et une comparaison des pouvoirs antioxydants (tests AAPH® et DPPH®) et
chélateurs du cuivre (test TMM) a été réalisée. Aux concentrations suffisantes pour prévenir le
brunissement de purées de fruits et de légumes mesuré par des tests colorimétriques (L*, a*, b*), les
produits néoformés, plus efficaces que les sulfites, n'ont montré aucun effet mutagéne d’apres les tests
d’Ames réalisés sur les souches TA 98 et TA 102.

Les lipoxygénases (LOX) catalysent I'oxydation des acides gras poly-insaturés. La méthodologie des
plans d’expériences a permis la détermination des PRM ayant le plus fort pouvoir inhibiteur (Pl) de
lactivité LOX extraites du soja et de la farine de féve : les PRM issus du chauffage de la lysine et du
glucose a 120 °C pendant 15 h montrent une inhibition non-compétitive irréversible de la LOX. De plus,
ces PRM sont particulierement stables au cours du temps de stockage : congelés, le pouvoir inhibiteur

de ces PRM ne montre pas d’évolution significative au cours des deux premiers mois de conservation.

Mots clés: Réaction de Maillard, brunissement enzymatique, oxydation enzymatique des lipides,

antioxydant, test d’Ames.
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ABSTRACT

In recent years, synthesis of « natural » and safe antioxidants attracted attention due to the allergenicity
or toxic effects induced by the synthetic additives currently used (sulfites, BHA: tert-butyl-4-
hydroxyanisole and BHT: 2,6-di-tert-butyl-hydroxytoluene) to prevent phenol and lipid oxidation.

Maillard reaction products (MRP) made from cysteine and glucose were proven to be very powerful
inhibitors of enzymatic browning catalysed by polyphenoloxidase (PPO) in the presence of oxygen and
detrimental to the quality of fresh and minimally processed fruits and vegetables. Because Maillard
reaction is a complex whole of reactions between amino and aldehydic or ketonic compounds, a simple
model reaction from heated thiol with carbonyl compounds was studied. Determination of the inhibitory
constants and colorimetric measurements (L', a’, b") showed that neoformed products from heated
cysteine or ammonium sulphide mixed with 5-hydroxymethylfurfural (HMF) elicited a stronger inhibitory
potency toward enzymatic browning of potato, eggplant, apple and mushroom than MRP. This strong
inhibitory potency was linked to an inactivation of the enzyme. A comparison of the antioxidant (AAPH®
and DPPH° tests) and copper-chelating properties (TMM test) between the MRP and the neoformed
products was drawn. Before considering the potential application of such anti-browning model mixtures,
their toxicological effects were studied in Ames test on TA 98 and TA102 strains to determine the best
process conditions to produce safe antioxidant compounds.

Lipoxygenases (LOX) are iron-containing enzymes that catalyse the dioxygenation of polyunsaturated
fatty acids. Optimal conditions to obtain Maillard reaction products (MRP) with a maximal inhibitory
potency (IP) toward lipoxygenase activity were determined using the surface response methodology:
MRP from lysine heated at 120 °C for 15 h with glucose showed almost irreversible non-competitive
inhibition of LOX extracted from soja and horsebean flour. These MRP were stable for at least 3 months

when frozen.

Keywords: Maillard reaction, enzymatic browning, enzymatic lipid oxidation, antioxidant, Ames test
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INTRODUCTION

Les réactions d’oxydation observées dans les produits alimentaires, qu'elles soient catalysées ou non
par des enzymes, nuisent fréquemment a leurs qualités organoleptiques et nutritionnelles. Par exemple,
l'oxydation enzymatique des phénols, catalysée par les polyphénoloxydases (PPO) et autrement
appelée « brunissement enzymatique » fait suite a I'altération des fruits ou légumes lors de traitements
mécaniques (récolte, manutention lors du transport et du stockage, pelage, découpe) ou technologiques
(conservation au froid, congélation-décongélation, irradiation) ou encore naturels (infection fongique).
Non seulement ce phénomene entraine des pertes économiques pour tous les acteurs de cette filiere,
mais c’est également un frein au développement de fruits et Iégumes pré-découpés préts-a-consommer
qui pourraient encourager la consommation de fruits et Iégumes et faciliter 'application du Programme
National Nutrition Santé (2001 — 2005). D’autres phénomenes oxydatifs ont également des effets
déléteres sur la qualité des produits, et notamment 'oxydation des lipides des aliments riches en acides
gras polyinsaturés. Ce phénomene est alors responsable de I'apparition de flaveurs désagréables
(rancidité), de perte de couleur et une diminution de la teneur en acide gras essentiels. Cette oxydation
des lipides peut étre catalysée par voie enzymatique. La lipoxygénase est, par exemple, responsable
de l'apparition de flaveurs désagréables lors du maltage et du stockage de la biere.

Actuellement, en plus des procédés technologiques traditionnels (décoloration, congélation, emballage
offrant une protection vis-a-vis de la lumiére) ou innovant (champ électrique pulsé, emballage sous
atmosphere contrélée), des antioxydants synthétiques sont utilisés pour prévenir ces altérations : les
sulfites dans le cas du brunissement enzymatique, le BHA ou le BHT (composés phénoliques ; BHA :
di-tertio-butylhydroxyanisol ; BHT : di-tertio-butyl-hydroxytoluéne) dans le cas de I'oxydation lipidique.
Cependant, bien que ces additifs soient efficaces, leur innocuité est remise en cause par les autorités
sanitaires (Madhavi et Salukhe, 1996). Par ailleurs, ils ne répondent pas a la demande actuelle des
consommateurs qui se tournent de plus en plus vers une alimentation naturelle dépourvue d’additifs
synthétiques. Des additifs naturels tels que la vitamine C, lacide citrique contre le brunissement
enzymatique ou des tocophérols contre I'oxydation des lipides peuvent également étre mis en ceuvre

mais les quantités a utiliser pour prévenir efficacement ces phénoménes d’oxydation et le colt de ces




composeés en font des traitements onéreux pour des produits a faible valeur ajoutée. C’est pourquoi, de
nombreuses recherches actuelles visent a découvrir ou inventer des moyens de prévention de ces
oxydations, qui seraient efficaces, faciles a mettre en ceuvre, nécessitant peu d’investissement et peu
chers a l'utilisation tout en étant dépourvus d’effets préjudiciables sur les propriétés organoleptiques

des produits alimentaires et sains.

Récemment, le laboratoire de biochimie industrielle et agro-alimentaire du Cnam a montré que les
produits de la réaction de Maillard (PRM) a base de composés thiolés (cystéine et glutathion) sont
efficaces pour inhiber 'activité polyphénoloxydase (Billaud et al., 2003 ; Roux et al., 2003 ; Billaud et
al., 2004 ; Brun-Mérimée et al., 2004). La réaction de Maillard est un ensemble complexe de réactions
se produisant lors du chauffage et initiée par 'addition d’'une fonction amine sur une fonction carbonyle.
Cet ensemble de réactions, appelé encore « brunissement non-enzymatique », conduit a la formation
d’'une multitude de composés aux propriétés aromatiques et colorantes. Ce phénomene, influencé par
la teneur en eau, le pH, la concentration des réactifs, la température et le temps de chauffage peut avoir
des effets néfastes comme par exemple le brunissement et la perte des qualités nutritionnelles des laits
infantiles au cours de leur stockage (Henry et al., 1946). Cette réaction peut également étre recherchée
dans le cadre de la formation de composés aromatiques et colorés au cours de la cuisson des aliments
ou lors des procédes de transformation comme lors de la torréfaction des grains de café. D’autres effets
bénéfiques des produits de la réaction de Maillard résident aussi dans leurs propriétés antioxydantes
mises en évidence des les années 1980 (Lingnert et Eriksson, 1980 ; Lingnert et Waller, 1983 ;
Kahn, 1985) et encore actuellement a 'étude (Maillard et al., 2007).

Ce travail de these s'inscrit dans cette volonté de trouver des composés antioxydants pouvant étre
spontanément formés au cours du traitement thermique des aliments, en vue du remplacement des
additifs synthétiques utilisés actuellement. Le travail envisagé se propose d'atteindre ces objectifs :
- la purification et la caractérisation des systémes enzymatiques catalysant les processus
oxydatifs des lipides et des phénols
- la détermination des conditions optimales de synthese des produits de la réaction de Maillard
inhibiteurs des systemes enzymatiques étudiés
- le fractionnement et la détermination des familles de PRM actives (pouvoir inhibiteur vis & vis
de la polyphénoloxydase et de la lipoxygénase),
- I'étude des mécanismes et du mode d’action des familles de PRM
- l'application technologique dans la lutte contre le brunissement enzymatique de préparations de

fruits et légumes faiblement transformés (tranches, broyats et jus).



Dans une premiére partie bibliographique, aprés une synthése sur la réaction de Maillard, les
oxydations enzymatiques des phénols et celle des lipides sont présentées. Cette premiere partie
s'attache a passer en revue les propriétés des PRM, l'intérét de leur éventuelle utilisation pour prévenir
les problémes d’oxydation rencontrés dans l'industrie agro-alimentaire restant, a 'heure actuelle encore

a prouver.

Aprés les matériels et méthodes objet de la deuxiéme partie, 'exposé des résultats débute par la
caractérisation des enzymes (polyphénoloxydase et lipoxygénase). Il se poursuit par la détermination
de conditions physico-chimiques optimales de la réaction de Maillard pour inhiber le brunissement
enzymatique. Les produits de la réaction de Maillard (PRM) ainsi que leurs propriétés inhibitrices sont
caractérisés. Le systeme modele ayant le plus fort pouvoir inhibiteur est progressivement simplifié afin
de faciliter son analyse. Par la suite, tout en tentant d’élucider le mécanisme d'inhibition de ces produits,
leur pouvoir antioxydant et mutagene est évalué. Par ailleurs, lefficacité des différents systemes
modeles est testée dans des conditions proches des applications technologiques de transformation des
fruits et légumes. La troisieme partie des résultats porte sur l'analyse de linhibition de I'oxydation
enzymatique des lipides par les produits de la réaction de Maillard. Celle-ci est menée avec un plan
comparable au précédent : détermination des conditions de formation des produits de la réaction de
Maillard entrainant le plus fort pouvoir inhibiteur, puis études des cinétiques et mécanismes d’inhibition.

Pour terminer, un bilan des résultats issus des différentes études menées au cours de cette thése et les

perspectives amenées par ce travail sont présentés.



TRAVAUX ANTERIEURS

1. LAREACTION DE MAILLARD

La réaction de Maillard se manifeste deés lors que des sucres réducteurs (fonction carbonyle libre) sont en

présence de protéines, peptides ou acides aminés (fonction amine libre), et d’autant plus facilement a

température élevée, basse activité de 'eau et sur des temps longs. Cette réaction a pour conséquences :

I'apparition de pigments bruns, appelés mélanoidines qui contiennent des taux variables d’azote et
ont des masses moléculaires et des propriétés de solubilités dans I'eau variables. La structure de ces
composés bruns est peu connue,

la formation de composés volatils qui sont souvent des composés d’ardmes. La réaction de Maillard a
un impact fort sur la formation des arémes agréables lors de la cuisson, du rétissage ou de la friture
des aliments, mais peut également altérer la flaveur des aliments au cours de leur conservation (lait,
biere...),

la génération de composés tres réactifs (réductones) qui peuvent participer a la stabilisation des
aliments contre les oxydations,

la perte en acides aminés essentiels (lysine, arginine, méthionine) et en vitamines C et K,

la formation de composés potentiellement mutagénes ou anti-mutagenes,

I'apparition de molécules susceptibles de modifier la structure des protéines conduisant a une

altération de leurs propriétés biologiques.
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[ Glucide réducteur + Amine €«<—
(C=0 libre) (protéine, acide aminé)

Condensation de Maillard lT - H0

Glycosylamine
(Cétosylamines et Aldosylamines N-substitués)

Réarrangement d'’Amadori ou de He

\2
Cétosamine / Aldosamine
1-amino,2-déoxy,2-cétoses et 2-amino,2déoxy-1-aklps

Formation de composés carbonylés réactifs

Scission Déshydratatio
modéré
Enolisation 2 Enolisation 1,
Produits de scission furfural
(pyruvaldéhyde, diacét, Réductones «—»  Déhydroréductones 5-hydroxyméthylfurfural

> éthanal, ...)
acidesa-aminés
Rétroaldolisation

Dégradation de Strecker

Composés-dicarbonylés Aldéhydes
et et
< Composés carbonylés-hydroxylés a-aminocétones
Aldols
Aldimines e ————
Cétimines

Hétérocyclisatiol Condensation aldolique
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Arémes spécifiques Mélanoidines (polyméres bruns)
K (pyrazines Produits de scissions volatils et odorants

Figure 1 : Schéma simplifié de la réaction de Maillard (adapté de Hodge, 1953)

1.1. Découverte et redécouverte de la réaction de M aillard

C’est en travaillant sur la synthése des protéines que Louis Camille Maillard fut amené a chauffer des acides
aminés libres avec du glycérol puis a travailler sur les interactions entre les acides aminés et d'autres poly-
alcools possédant une fonction carbonyle (Maillard, 1912). Il fournit des détails, confirmés par la suite, sur les
mécanismes réactionnels (décarboxylation de 'acide aminé, formation de doubles liaisons et peut-étre de
cycles par déshydratation des sucres), la formation de pigments bruns (substances polycycliques pouvant
contenir de I'azote), le degré de réactivité des sucres et des acides aminés (les pentoses sont plus réactifs
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que les hexoses, les monosaccharides plus que les disaccharides ; I'alanine est plus réactive que les autres
acides aminés). Il émit également 'hypothése que ces réactions puissent avoir lieu a 37 °C. Ce n’est que
beaucoup plus tard que la réaction de Maillard fut évoquée dans des applications alimentaires (Weast et
Mackinney, 1941 ; Patron, 1950) et plus spécialement dans les produits laitiers (Greaves et al., 1938 ; Doob
et al., 1942 ; Henry et al., 1946)

Hodge (1953) propose dans une revue sur les réactions de brunissement non enzymatiques un schéma des
voies réactionnelles impliquées dans la réaction de Maillard. Depuis, de nombreux chimistes, aromaticiens,
technologues, physiologistes, toxicologues menent des recherches sur cet ensemble complexe de réactions
pour en déterminer les voies de synthéses et les structures des multiples produits de la réaction de Maillard
(PRM) en fonction des conditions de réaction, des propriétés antioxydantes, des effets sur les organismes, de

leurs voies métaboliques etc.

1.2. Chimie de la réaction de Maillard

Le schéma de la réaction de Maillard (figure 1) proposé par Hodge (1953) reste encore tres utilisé.
Cependant, compte tenu de la complexité des réactions, certains auteurs (Yaylayan, 1997 ; Jousse et al.,
2002) ont développé une approche conceptuelle de la réaction ou les PRM sont formés en groupes pouvant
interagir comme le présente la figure 2. Dans cette représentation, les auteurs ont souhaité mettre en

évidence les groupes interessants de produits issus de la réaction de Maillard et leurs interactions.
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Figure 2 : Représentation conceptuelle de la réaction de Maillard : form

l
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« groupes » chimiques (adapté de Yaylayan, 1997 )

1.2.1.Les étapes de la réaction de Maillard

La condensation de Maillard

ation et interaction des

La premiére réaction du processus correspond principalement a I'addition nucléophile d’'une fonction amine

libre (ex : acide aminé, protéine, peptide) sur la fonction carbonylée d’un glucide réducteur (ou autre composé

a fonction carbonyle libre) (figure 3). La base de Schiff, sisomérise rapidement en glycosylamine

N-substituée (aldosylamine ou cétosylamine) ou peut également aboutir a la formation d’un oxoacide et d’'une

osamine non réductrice par transamination. Les glycosylamines issues d’amines et de protéines sont

relativement stables, tandis que celles issues d’acides aminés subissent rapidement un réarrangement dit

d’Amadori. La formation de glycosylamine est réversible : le glucide réducteur et I'acide aminé peuvent étre

régénérés intégralement en milieu acide par exemple.
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NHR  oH NR
N~ =
o CcH HC™”
He”
H—F—OH H——OH
H———OH + RNH, -H,0 isomérisation
HO——H HO——H \
HO———H CHwNHR
H———OH H—1——OH
H—F—OH
H—F—OH H——OH
H——OH
CH,OH CH,OH
CH,OH .
Base de Schiff (instable) Glucosylamine
D-glucose
Figure 3 : Addition nucléophile d’'une fonction amine sur la fonction carbonyle d'un sucre réducteur

(D-glucose) lors de la premiére étape de la réaction de Mailla  rd

Le réarrangement d’Amadori

Les aldosylamines formés précédemment donnent en milieu acide, des cétosamines en équilibre céto-
énolique : c'est le réarrangement d’Amadori (figure 4). Les cétosylamines donnent quant a elles des
aldosamines par le réarrangement de Heyns. Ces réactions sont catalysées par la fonction carbonyle des
acides aminés et produisent des molécules spécifiques de la réaction de Maillard (Chuyen et al., 1998). On

note par ailleurs que I'acidité du milieu n’est pas modifiée par ce réarrangement.

L’analyse de PRM issus de systemes modeles a partir d’aldose d’'une part et de cétose d’autre part, a montré
I'existence de composés communs. Les phénomenes évoqués sont la transformation de cétose (fructose) en
aldose (glucose) (Shibamoto et Bernhard, 1977), et des interconversions entre les composés de Heyns et
d’Amadori (Nishibori et Kawakishi, 1994).

i H
H——N"—R i H
H——HN—F H_EN_R H——N—p H——HM—~R
- —QH
OH " oH . JTOH
i u OH——H equilibre
HO H +H '7: oH— 44 q oH—— 44 OH
H——on =~ H——0H =—= N . H——0H
’ H——OH  céto-énoligue H——0H
1 ——0OH -
H OH H—1—0H H—1—0H H=—0H
1 H——0H
H——0H H——OH H——OH H——OH
H H H H
H
Base de Schiff 1.2-énaminol cétosamine MN-substituée 2 3-énediol
{(1-amino-1-déoxycétose)
Produit d'Amadori
Figure 4 : Schéma de la formation du composé d’Amadori dans la réaction de Ma illard entre le

glucose et un composé aminé (d'aprés Chuyen et al., 1998)
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Les réactions de déshydratation

Les réactions de déshydratation se déroulent plus ou moins simultanément et engendrent des molécules
réductrices :
- furfural et ses dérivés en cas de déshydratation forte,
- réductones, ayant une structure dicétonique (R-CO-CO-R’) lors de déshydratation modérée. Ces
molécules déclenchent un mécanisme propre a la réaction de Maillard, nécessitant des acides aminés

intacts : la dégradation de Strecker.

Déshydratation forte

Lors du chauffage en milieu acide, par énolisation 1,2 et libération de I'acide aminég, il y a formation de
3-déoxyosone puis de composés a-dicarbonylés insaturés (figure 5). Ainsi les cétosamines, par chauffage
poussé en milieu acide, peuvent générer des substances de type furaldéhyde ou déshydrofuraldéhyde, en
particulier le 5-hydroxyméthylfurfural qui absorbe dans UV & 285 nm (Ames et al., 1999)

NHR NHR HC=—NH—R —0 —0

o OH OH 0 © c—¢

OH énolisation —OH 4+ H,0 H  +H,0, - RNH,’ H -H:0 " -HO C//\ >\C

OH OH =———= OH =——= OH . ° \o

oH OH OH on o v

o on o oH OH 5-hydroxyméthylfurfural
Produit d'’Amadori 1,2-&naminol

3-déoxyosone
Cétosamine N-substituée

Figure 5 : Schéma de la réaction de déshydratation forte conduisant a la for mation de composés

a-dicarbonylés.

Déshydratation modérée

Lors de cette déshydratation, les composés d’Amadori ou de Heyns sont dégradés par énolisation 2,3 : il y a
libération de lacide aminé et formation de 1-déoxyosone et 4-déoxyosone instables. Ces composés
a-dicarbonylés résultant de la décomposition des cétosamines sont capables de réagir de nouveau, avec un
acide aminé et entrainer sa dégradation (dégradation de Strecker). Cette réaction se manifeste concrétement

par un dégagement d’anhydride carbonique et par 'apparition d’'un aldéhyde correspondant a l'acide aminé
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ayant subi cette décarboxylation oxydative. Elle se caractérise également par une intensification du

brunissement sans acidification du milieu.

On peut souligner le caractere auto-catalytique de la dégradation de Strecker. En effet, les aldéhydes formés
lors de cette réaction peuvent s’additionner par condensation de Maillard & d’autres acides aminés. Les
réductones ou déshydroréductones produites lors de la déshydratation peuvent étre régénérées et provoquer

une nouvelle dégradation de Strecker.

Les composés aminés porteurs d’un groupement thiol (cystéine, homocystéine, glutathion) voient une
augmentation de leur réactivité avec les composés intermédiaires (3-déoxyhexosulose par exemple). D'apres
Edwards et Wedzicha (1992), il y aurait d’abord une réaction initiale rapide entre le composé thiol et le
3-déoxyhexosulose, puis une libération progressive d’'un composé thiol, probablement une thiazolidine. Dans
le cas de la cystéine et de 'homocystéine, les auteurs suggérent que I'étape suivante est une réaction lente
de dégradation de Strecker (figure 6). Ceci n’est pas le cas pour le glutathion : d’apres Zheng et al. (1997), le
groupe aminé du résidu cystéinyl du glutathion (y-glu-cys-gly) étant impliqué dans la liaison peptidique, il ne
peut pas participer a la réaction de Strecker avec un composé dicarbonylé. Ainsi, selon ces auteurs, les
mécanismes réactionnels du brunissement non enzymatique seraient différents pour la cystéine et le

glutathion.
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Figure 6 : Décomposition de la cystéine par le mécanisme de la dégradati on de Strecker : formation

du sulfure d’hydrogéene (I) et du 2-mercaptoéthanal (Il) (d’apres Beli tz et al., 2004)

Les réactions de scission

Une coupure des cétosamines et des aldosamines obtenus lors du réarrangement d’Amadori ou de Heyns,
peut conduire a la formation de molécules carbonylées ou acides de plus faibles poids moléculaires, qui, par
condensation aldolique, donnent les polymeres et composés d’ardmes qui ne relévent pas spécifiquement de
la réaction de Maillard puisqu'ils apparaissent également dans les réactions de caramélisation.

Les réactions de polymérisation

Les réactions de polymérisation font principalement intervenir des condensations aldoliques entre les produits
intermédiaires issus des réactions précédentes et aboutissent a la formation de composés colorés de masse

moléculaire élevée : entre 5 000 et 50 000 Daltons. La structure et les mécanismes de formation des
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mélanoidines ne sont pas encore treés bien connus. Il y a trois principales propositions de structures des
mélanoidines. Il a ét¢ d’abord pensé que les mélanoidines étaient exclusivement obtenues par
polycondensations de molécules de faible masse moléculaire et consistaient en la condensation d’unités
répétitives de dérivés pyrroles et / ou furannes formés lors des premiéres étapes de la réaction de Maillard
(Tressl et al., 1998). Cette derniére proposition est contredite par Cammerer et al. (2002) qui ont identifié des
structures glucidiques intactes par hydrolyse acide de mélanoidines. Ceci indique que les glucides peuvent ne
pas étre dégradés en hétérocycles (furannes et pyrroles) et former des mélanoidines. La condensation de
deux aminocétones, produits secondaires de la réaction de Strecker, donne des pyrazines, composés
d’arébmes trés actifs. Elles sont trés présentes dans les produits alimentaires auxquels elles donnent des
arémes particuliers plus ou moins désirables. D'apres Bailey et al. (2000), les réductones donnent également,
par réaction avec des acides a-aminés puis de multiples réactions intramoléculaires, des composés tres

colorés.

Hofmann (1998), en chauffant des solutions aqueuses de glucose et d’acides aminés, a détecté la présence
de composés de masse moléculaire inférieure a 3 000 Daltons capable de se lier aux protéines via les
groupes €-aminés de la lysine ou de l'arginine et produire ainsi des mélanoidines de masse moléculaire

élevée (supérieure a 100 000 Daltons) (figure 7).

] i R! o R
ane Lawe
i G
NH 0 -::|+H2

N
HaM N
H My
HN)\NHE 2 \H)LH 3 R-CHO H* m \.:N
, R
- - 7RG L

Hahl NH - 3Hz0 -2 Hz0 CH;
O CHy
NH ,H\)L H
':IFHE 1 H n
¢H, R 0 R
HJ ,g(u
TR T T
Figure 7 : Schéma de synthése de mélanoidines a partir de réductones et de résidus d’arginine

(d’aprés Hofmann, 1998)
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Yaylayan et Kaminsky (1998) identifient deux types de polymeres dont la masse molaire est comprise entre
10 000 et 20 000 Daltons, issus de la réaction de mélanges équimolaires de glycine et de glucose :
- des polymeres azotés linéaires de formule brute (C7H11N104)n dont la pyrolyse génere des composés
typiques des produits du réarrangement d’Amadori et de ses dérivés (pyrazines, pyrroles...),
- des polymeres branchés non azotés de formule brute (C1H201) n qui pourraient dériver par plusieurs
glycosylations successives du glucosone et / ou du 3- ou 1-déoxyglucosone.
Ainsi, pour ces auteurs, les mélanoidines peuvent aussi étre formées a partir des produits de dégradation des
glucides formés lors des premieres étapes de la réaction de Maillard, polymérisés par des condensations de

type aldol, et qui peuvent étre ou non, reliés a des composés aminés tels que les acides aminés.

L'importance accordée a la structure de ces composés colorés est due au fait que l'intensité et la cinétique de
la réaction de Maillard peuvent étre suivies par la coloration du milieu réactionnel (absorbance a 420 nm,
couleur complémentaire de 'orange-brun, caractéristique des PRM : plus cette coloration est importante, plus
la réaction est avancée). Pour mieux définir le lien entre la coloration du milieu et 'avancement de la réaction,
Martins et Van Boekel (2003) ont mesuré le coefficient d’extinction molaire de ces composés bruns a 470
nm. Ainsi les mélanoidines obtenues par chauffage de systeme modéles glucose / glycine montrent des
coefficients d’extinction molaire de 0,65, 0,66 et 0,62 (+ 0,02) L.mmol'.cm'* & 120 °C pH 6,8, 100 °C pH 6,8
et 100 °C pH 5,5 respectivement.

L’avancement de la réaction de Maillard peut également étre mesurée en dosant les réactants encore
présents en fin de réaction (glucides réducteurs, acides aminés résiduels). Grace a ces parametres,
permettant de caractériser I'avancement et lintensité de la réaction de Maillard, des études ont montré
linfluence de certains facteurs sur la cinétique de la réaction de Maillard (Renn et Sathe, 1997 ; Ajandouz et
Puigserver, 1999). En effet, en faisant varier le pH, la durée et la température de chauffage, ainsi que les

réactants mis en ceuvre, l'intensité de la réaction et les produits formés ne sont pas les mémes.
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1.2.2.Les facteurs influencant la réaction de Maillard

Les facteurs réactionnels

L’activité de I'eau

La réaction de brunissement non enzymatique se développe de fagon intense lorsque la teneur en eau est
faible avec un maximum pour des activités de 'eau comprises entre 0,55 et 0,75. En effet, aux fortes teneurs
en eau, de fait de la loi d’action des masses, la premiere étape de réaction étant une déshydratation, I'effet de
dilution des réactants entraine une limitation de la réaction. Aux faibles teneurs en eau, les milieux

réactionnels sont pateux et la solubilité des réactants est réduite.

La température et la durée de chauffage

La température de chauffage est un parametre qui influence la cinétique de réaction et le type de produits
formés. Les énergies d’activation des différentes étapes du brunissement non enzymatique varient selon les
auteurs en fonction des gammes de températures mises en ceuvre et la fagon de mesurer lintensité de la
réaction de Maillard. Ainsi, pour Barbenti et al. (1990) la vitesse de réaction est multipliée par deux et par
cing lorsque la température d'un mélange équimolaire de glucose / glycine est augmentée de 10 et 20 °C
respectivement dans une plage de température comprise entre 70 et 90 °C. Alais et Linden (1987) indiquent
que la vitesse de disparition de 'azote est multipliée par 20 000 lorsque la température passe de 0 a 70 °C.
Anese et al. (1998), en mesurant le dégagement de CO; et 'absorbance (294 nm et a 420 nm) ont confirmé

que la réaction de Maillard s’intensifie lorsque la température et la durée de chauffage augmentent.

Des mesures de l'intensité de la réaction de Maillard (mesures spectrophotométriques ou dosages d’acides
aminés résiduels) ont montré que la réaction de Maillard n'est pas totalement stoppée aux basses
températures (inférieures a 40 °C) et se produit in vivo. Les recherches actuelles sur la réaction de Maillard in

vivo tendent & comprendre les pathologies liées au vieillissement (Gerrard, 2006).
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Le pH du milieu réactionnel

Plusieurs études montrent une acidification au cours de la réaction de Maillard. Ceci s’explique par la
formation de composés aminés de pKa plus faibles et par la transformation d’oses en dérivés acides au cours
du brunissement non enzymatique (Apriyantono et Ames, 1990 ; Renn et Sathe, 1997).

La réaction de Maillard est favorisée par des milieux alcalins, avec un optimum a pH 10 (Ajandouz et
Puigserver, 1999). L'étude de Renn et Sathe (1997) montre que le taux de réaction du glucose augmente
lorsque le pH augmente. La protonation de la fonction amine, a pH inférieur au pKa du composé aminé est
souvent évoquée pour expliquer I'effet du pH sur la vitesse de réaction : la nucléophilie de la fonction amine
est diminuée par la protonation. Mais cet effet du pH sur la vitesse de réaction dépend également des autres

parameétres réactionnels (Clotet et al., 1994).

En plus de modifier la vitesse de réaction, le pH modifie également le profil des composés formés. Par
exemple, la réaction de Maillard en milieu alcalin entraine la formation de pyrazines 1a ou des pH bas
favorisent la formation de furfural, de 5-hydroxyméthylfurfural ou de methional (Yaylayan, 1990). En effet, les
milieux alcalins favorisent I'énolisation 2,3 formant des pyrazines aprés condensation des aminocétones
issues de la réaction de Strecker alors que les pH acides favorisent I'énolisation 1,2 et la formation de

composes tels que le furfural et ses dérivés.

Les réactants

Nature des sucres réducteurs

Buera et al. (1987) ont établi une premiére classification des oses selon leur réactivité dans la réaction de
Maillard. En chauffant des systemes équimolaires ose / glycine a 55 °C et en mesurant 'absorbance a 420 nm
des différents systémes modeles aprés chauffage, il apparait que les pentoses sont plus réactifs que les
hexoses, eux-mémes plus réactifs que les diholosides. Le saccharose, bien qu’étant un sucre non réducteur,
subit également la réaction de Maillard. En effet, il est hydrolysé lors du chauffage. Le glucose et le fructose

ainsi libérés peuvent ensuite intervenir dans la réaction de Maillard.
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Si cette classification de réactivité des oses est généralement admise et vérifiée, d’autres parametres peuvent

influencer ce classement comme notamment le pH et la température (Lievonen et al., 2002)

Nature de 'acide aminé

Lorsque la source aminée est de nature protidique, les glucides réducteurs ne peuvent réagir que sur les
fonctions aminées libres, c’est-a-dire 'acide aminé N-terminal et / ou les fonctions amines latérales des acides
aminés basiques (lysine, arginine, histidine). Cependant, les fonctions €-aminés sont moins réactives que les

o-aminés (Adrian, 1999).

Ashoor et Zent (1984) classent les acides aminés en trois groupes selon lintensité du brunissement de
modeles systemes équimolaires glucose / acide aminé. Le groupe d’acide aminé provocant un brunissement
intense lors de la réaction de Maillard est celui des acides aminés basiques auxquels s’ajoute la tyrosine. Les
systemes modeles a base de thréonine, d’acide aspartique et glutamique, et de cystéine sont ceux qui
montrent la plus faible intensité de brunissement. Ajandouz et Puigserver (1999) en utilisant huit acides

aminés essentiels ont montré que la lysine et le tryptophane entrainent un brunissement tres intense.

II parait difficile de dresser une relation structure / réactivité des acides aminés : des acides aminés basiques
peuvent avoir des réactivités tres différentes. Par ailleurs, en considérant la vitesse de disparition de I'acide
aminé, Ajandouz et Puigserver (1999) ont montré que la thréonine qui développe un faible brunissement est
I'acide aminé le plus réactif apres la lysine. Ces mémes auteurs ont également souligné 'influence du pH sur
la réactivité de l'acide aminé : cette derniere est élevée lorsque le pH réactionnel est proche du pKa du

groupement aminé. Ainsi a pH 9, lysine, arginine et thréonine ont une réactivité comparable.

Influence du ratio ose / acide aminé

Barbenti et al. (1990) ont déterminé par colorimétrie, les valeurs des constantes de vitesse de réaction de
systemes glucose / glycine chauffés a 70, 80 et 90 °C. En faisant varier la concentration totale en réactants
(20, 30, 40 %) et le ratio molaire glucose / glycine (1:1; 2:1; 5:1), ces auteurs montrent que la constante de
vitesse de la réaction augmente lorsque la concentration totale augmente mais diminue lorsque I'exces de
glucose augmente. De méme, Renn et Sathe (1997) ont observé un brunissement plus rapide des PRM

lorsque les systemes modeles présentaient un exces d’acide aminé.
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1.3. Les produits de chauffage du glucose seul et d e la cystéine

seule

Lors de la réaction de Maillard, les réactifs initiaux, composés aminés et sucres réducteurs interagissent pour
former des composés spécifiques du brunissement non enzymatique. Mais, on observe également, au cours
de la réaction de Maillard, la formation de produits issus directement de la dégradation thermique des

composés aminés ou des sucres seuls.

1.3.1.La caramélisation : les produits formés et leurs propriétés

La caramélisation est un terme qui englobe toutes les réactions de dégradations thermiques des sucres, en
particulier le mono- et disaccharides réducteurs. On peut distinguer plusieurs étapes dans les réactions de
caramélisation (Kroh, 1994). La premiere étape de la plupart des réactions de caramélisation comporte des
réarrangements internes des sucres (énolisations). La deuxieme étape consiste en la perte d’une molécule
d’eau et est suivie de différentes réactions selon le type de sucre, les conditions de pH et de température.
C'est dans ces étapes intermédiaires que sont formés les composés volatils associés au godt du caramel.
L’apparition de la couleur du caramel est due a des réactions de polymérisations radicalaires et constitue
I'étape finale de la caramélisation. Les produits de la caramélisation ont des propriétés aromatisantes et

colorantes qui en font des additifs tres utilisés en agro-alimentaire.

En milieu alcalin, la dégradation thermique des oses conduit & la formation de pyruvaldéhyde et d’acide
lactique et est utilisée pour la formation des caramels colorants (E 150) dont la dose journaliére admissible a
été fixée a 200 mg / kg de masse corporelle pour les caramels dont les promoteurs de caramélisation sont le
suffite de sodium (E 150 b), lammoniaque (E 150 c) et le sulfite d'ammonium (E 150 d). Le caramel E 150 a,
dont le promoteur de caramélisation est la soude n'est quant a lui pas soumis & une dose journaliere
admissible (DJA). En milieu acide, les réactions d’énolisation et de déshydratation sont suivies de cyclisation
conduisant a des produits intermédiaires tels que le HMF, le 2(-2-hydroxyacétyl)-furanne et le maltol. Les
caramels utilisés pour les ardmes sont produits par chauffage de sucres en milieu acide (acides
carboxyliques) (Belitz et al., 2004).

Cependant des études anciennes et récentes discutent toujours actuellement de la possible toxicité de ces
produits. Kitts et al. (2006) ont récemment montré que les composés de bas poids moléculaires non volatils
issus du chauffage acide de solutions de saccharose peuvent étre mutagenes et clastogenes (modification de
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la structure des chromosomes). Le HMF est au coeur de ce débat: sa toxicité, sa mutagénicité et sa
carcinogénicité sont toujours controversées (Michail et al., 2007). Ulbricht et al. (1984) déterminent une dose
létale 50 (DL50) a 3,1 g.kg'' de masse corporelle chez les chiens et les rats et notent que des doses
supérieures a 75 mg. kg entrainent une augmentation des activités détoxifiantes du foie. Ceci s’oppose
clairement aux travaux de Kim et al. (1987) qui montrent au contraire un effet dismutagene du HMF. De fagon
plus surprenante, l'utilisation du HMF pour inhiber I'expression du facteur de nécrose des tumeurs (TNF.alpha)
et de l'interleukine-1.béta — dont la surexpression serait liée & de multiples pathologies : maladie de Crohn,

SIDA, cancer, asthme, psoriasis... — fait I'objet d’'un brevet (Ying et al., 2005).

1.3.2.Les produits de chauffage de la cystéine seule

Il existe peu d’articles traitant des composés formés au cours du chauffage de la cystéine. De plus, ces
articles parus depuis au moins 20 ans, traitent uniquement de la fraction volatile des produits de chauffage de
la cystéine avec comme intérét la formation de composés aromatiques lors du chauffage des produits carnés.
Mecchi et al. (1964) montrerent que la cystéine des protéines de muscle est un précurseur du sulfure

d’hydrogene lors du chauffage de la viande pendant des temps longs.

En procédant a une photolyse de la cystéine en milieu aqueux, Obata et al. (1965) ont identifié les composés
volatils primaires de la dégradation de la cystéine : HoS, NHs, CO, et acétaldéhyde. C’est a partir de ces
composés que Shu et al. (1985) puis Zhang et al. (1988) émettent des hypotheses sur les voies

réactionnelles de formation de composé plus complexes.

D’apres les travaux de Shu et al. (1985) le pH de la solution de cystéine, influence la quantité et la nature des
composeés volatils formés. Ainsi en milieu acide (pH = 2,2), le rendement de formation des composés volatils
au cours du chauffage est de 7,7 %0 (masse de composés volatils / masse de cystéine introduite). Les
composés formés présentent des formes cyclisées telles que celles du 1,2,3-trithia-5-cyclohepténe. Le
composé majoritairement formé a pH acide lors du chauffage de la cystéine est le 2-thiophenethiol
représentant 14 % de la masse totale des composés volatils collectés. Lorsque la cystéine est chauffée a un
pH voisin de son point isoélectrique (pl = 5,1) le rendement massique de formation des composés volatils
s'éleve a 32,5 %o indiquant une forte dégradation de la cystéine lors d’'un chauffage proche de son point
isoélectrique. De fagon surprenante, le composé volatil majeur issu de cette dégradation est 'acétone. Le 3,5-
diméthyl-1,2,4-trithiolane est également formé en quantité significative. A un pH supérieur au pl de la cystéine,

le taux de production de composés volatils redescend a 2,9 %.. Ce faible rendement témoigne de la
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dégradation douce de la cystéine qui se produit a pH 7,1. Les composés formés dans ces conditions sont tous
cyclisés sauf la méthyléthylcétone, les composés majoritaires étant le 3,5-diméthyl-1,2 4-trithiolane, le 2-

thiazolyl-éthyl-cétone et le 3-méthyl-1,2-trithiane.

Zhang et al. (1988) en chauffant a 180 °C pendant 1 h des solutions aqueuses de cystéine dont le pH est
ajusté a 7,5 mettent également en évidence la présence d’hétérocycles soufrés complexes parmi les
composés volatils formés. Ces auteurs notent que la dégradation de la cystéine conduit a la formation d’'une
grande quantité de produits d'interaction entre I'H.S et le NHs tels que 2,4,6-trimethylperhydro-1,3,5-
thiadiazine et 2,4,6-trimethylperhydro-1,3,5-dithiazine. Ces deux composés représentant 71 % des composés
volatils totaux issus du chauffage de la cystéine dans ces conditions, sont des produits typiques de la réaction

de l'acétaldéhyde, de I'hydrogéne sulfureux et de 'ammoniac.
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1.4. Formation d’arbmes par la réaction de Maillard

Bien que ces aspects de la réaction de Maillard semblent éloignés de ce travail de thése, il nous semble utile
d’aborder ce sujet compte tenu de leur importance, au niveau historique de la réaction de Maillard mais
surtout d’un point de vue technologique. En effet, la réaction de Maillard est de la plus haute importance pour
la qualité des aliments et plus particulierement pour les aliments chauffés. Elle induit de nombreuses
transformations des propriétés organoleptiques en modifiant la couleur et la texture des aliments. Elle a
également un effet sur leur valeur nutritionnelle et entraine une grande variété de composés d’'arémes. La
dégradation de Strecker notamment, permet la formation de molécules spécifiques aromatiques (aldéhyde
dérivé de l'acide aminé) qui valorisent grandement la valeur organoleptique des produits grillés (crolte du
pain, biscotte, biscuit, arachide, cacao etc.)

La formation d’aréme par la réaction de Maillard est en partie décrite par la directive 88/388/CEE du Conseil
européen du 22 juin 1988, relative au rapprochement des Iégislations des Etats membres dans le domaine
des ardbmes destinés a étre employés dans les denrées alimentaires et des matériaux de base pour leur
production, appliquée en France par le Décret 91-366. Selon cette directive, peut étre appelé « arémes » : tout
produit ou substance qui, étant destiné a étre ajouté a des denrées alimentaires pour leur donner une odeur,
un goQt ou une odeur et un godt, entre dans 'une des six catégories suivantes a I'exception des substances
ayant exclusivement un godt sucré, acide ou salé :

1) Substances aromatisantes naturelles

2) Substances aromatisantes identiques aux substances aromatisantes naturelles

3) Substances aromatisantes artificielles

)
)
4) Préparations aromatisantes
5) Ardbmes de transformation

6) Aréme de fumée

La cinquieme catégorie est définie de fagon précise : un aréme de transformation AT, ou APMT (aromatisants
produits par la méthode thermique) est « un produit obtenu dans le respect des bonnes pratiques de
fabrication par un chauffage a une température non supérieure a 180 °C, pendant une période n’excédant pas
15 minutes, d’'un mélange d'ingrédients qui ne possedent pas nécessairement eux-mémes des propriétés
aromatisantes et dont au moins un contient de I'azote (aminé) et un autre est un sucre réducteur ». Cette

définition peut correspondre aux substances aromatisantes obtenues par la réaction de Maillard et peut, a
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condition de respecter les baremes de chauffage prévus par la réglementation, permettre leur introduction

dans un aliment.

Pendant les trente dernieres années, plusieurs centaines de brevets ont été accordées dans le monde entier,
pour des procédes et des produits de réaction basés sur la technologie du brunissement non enzymatique. La
majorité des brevets basés sur le principe de la réaction de Maillard pour produire notamment des arémes de
viande, utilisent des solutions aqueuses de mélanges d’acides aminés et des pentoses réactifs tels que le
xylose et le ribose (Mottram et al., 1998). Cependant, la formation de composés aromatiques par la réaction
de Maillard met en jeu un ensemble complexe de réactions et de parametres physico-chimiques. Les voies
réactionnelles menant a certaines catégories de composés sont plus ou moins connues mais on ne sait
actuellement pas orienter spécifiquement la réaction de Maillard pour former les ardbmes agréables (van
Boekel, 2006).

D’apres Jousse et al. (2002), la formation des composés d’ardmes par la réaction de Maillard au cours du
chauffage des aliments dépend :
- de leurteneur en eau et du baréme temps-température appliqué ;

- dutype de sucre, d'acide aminé et du pH de 'aliment chauffé.

Tandis que le premier type de parametres affecte plutét leur cinétique de formation, en général, le second
influence le type d’'arbmes formés. Par exemple, les ardmes de viande sont principalement des composés
aromatiques soufrés issus du chauffage de la cystéine et du ribose, alors que la proline méne a la formation
de composés a l'ardbme typique de pain, de riz ou de pop-corn. Le tableau 1 présente les ardbmes
généralement associés a différentes classes de composés ainsi que les aliments dans lesquels ils peuvent

étre trouvés.

Tableau 1 : Vue d’ensemble de quelques classes de composés aromatiques issus de la réaction de
Maillard (van Boekel, 2006).

Famille chimique Aréme ou flaveur associé Exemple d'aliment
Pyrazines cuit, roti, toasté, céréales cuites aliments chauffés en général
Alkylpyrazines noix, roti café

Alkylpyridines vert, amer, astringent, br(lé café, orge, malte
Acylpyridines cracker produits céréaliers

Pyrroles céréales céréales, café

Furannes, furanones, pyranones sucré-doux, brdlé, acre, caramel aliments chauffés en général
Oxazoles vert, noix, sucré-doux cacao, café, viande
Thiophénes viande viande cuite
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Par ailleurs, il faut préciser que la plupart des travaux publiés portent sur des milieux modeles et non pas sur
des aliments. Les effets des matrices alimentaires (milieux complexes) ainsi que ceux du pH, de la teneur en

eau et de la présence les catalyseurs spécifiques restent a I'neure actuelle encore largement méconnus.

1.5.Propriétés anti-oxydantes des produits de la r eaction de
Maillard (PRM)

Les propriétés antioxydantes des PRM qui permettent de stabiliser les produits alimentaires sont reconnues a
I'heure actuelle. Différentes réactions d’oxydation se trouvent ainsi inhibées par les propriétés réductrices,
chélatrices ou piégeurs de radicaux libres de certains PRM. La peroxydation lipidique est une des causes
principales d’altération des produits alimentaires au cours de leur stockage en présence d'oxygene. Cette
oxydation peut étre catalysée par des enzymes, des métaux ou étre induite photo-chimiquement (Morales et
Jimenez-Perez, 2001). Cette oxydation fait apparaitre des radicaux libres (peroxyle, alkoxyle, hydroxyle) et
forme des composés aldéhydiques affectant les propriétés organoleptiques des aliments. Des antioxydants
synthétiques tels que le BHA et le BHT sont actuellement utilisés pour prévenir ce phénoméne mais la remise

en question de leur sécurité pour la santé humaine a favorisé la recherche d’antioxydants « naturels ».

1.5.1.Piégeage par les PRM des especes réactives de I'oxygene (hydroxyles

et peroxyles)

La plupart des études sur I'activité antioxydante des PRM ont été conduites en utilisant des systémes modeles
comprenant des PRM et des lipides sans toutefois parvenir a élucider la nature exacte des composés
antioxydants utilisés. Les produits de haut poids moléculaire (HMW), comme les mélanoidines, ont longtemps
été considérés comme les composés antioxydants majeurs formés lors des réactions de brunissement non
enzymatique. Lingnert et Eriksson (1980) étudierent les parametres physico-chimiques de la réaction de
Maillard (durée et température de chauffage, pH, concentration et nature des réactants) et leur influence sur le
pouvoir antioxydant des produits de réaction. Dans le cadre de cette étude, I'effet antioxydant (EA) de I'ajout
de PRM vis-a-vis de 'oxydation enzymatique est mesuré respectivement par des méthodes polarographiques
(consommation d’'oxygene — tableau 2, colonne A) lorsque la catalyse est effectuée sous l'action d'un

composé héminique et chromatographiques (production de composés volatils) lorsque I'oxydation est
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catalysée par la peroxydase de raifort (tableau 2, colonnes B). D’aprés ces mesures, les mélanges
réactionnels arginine / xylose et lysine / xylose sont les plus antioxydants lorsque l'effet est mesuré par
chromatographie. De fagon plus générale, les acides aminés basiques permettent d’obtenir des composés

avec de meilleurs pouvoirs antioxydants que ceux issus de I'acide glutamique, de la valine et de la cystéine.

Tableau 2 : Effets antioxydants (Mesures polarographiques — colonne A) de PRM issus de différentes
combinaisons acide aminé / ose réducteur et leur influence sur la f ormation de composés volatils et
des dienes conjugués (Mesures chromatographiques — colonnes B) issus de I’ acide linoléique aprés

25 h (Adapté de Lingnert et Eriksson, 1980).

Réactifs B
Acide n-Pentanal n-Hexanal n-Hept-trans-2-énal AA234nm, 25h
aminé Ose A @ (ppb) ) @
Témoin (sans ajout) 46 1512 101 1,2
Glucose 0,7 44 1303 102 1,2
Arginine Fructose 0,4 39 1142 96 11
Xylose 5,6 4 39 5 0,1
Glucose 0,2
Cystéine  Fructose 0,3 76 1349 151 1,4
Xylose 0,2 28 848 78 1,2
Glucose 0 58 2542 117 0,9
Acide Fructose 0
glutamique XYlose 0.3
Glucose 0,9 2 29 6 0,2
Histidine  Fructose 0,7 2 25 4 0,1
Xylose 0,9 2 21 3 0,1
Glucose 1,3 7 85 13 0,3
Lysine Fructose 0,8 16 19 22 0,5
Xylose 3,9 10 72 13 0,2
Glucose 0,5 27 706 78 1,1
Valine Fructose 0,3 31 1172 94 1,1
Xylose 0,4 38 1060 84 11

Les produits de la réaction de Maillard sont obtenus par chauffage a reflux de 5 mmol d’acide aminé et de 10 mmol d’ose dans 5 mL

de solution tampon phosphate (0,1 M) a pH 7,0.

(A) Effet antioxydant EA = (Ta - Tc) / Tc, Ta et Tc étant les temps nécessaires & I'oxydation de 50 % de 'oxygéne dissous dans
I'émulsion d’acide linoléique en présence et en 'absence de PRM respectivement. L'oxydation de I'acide linoléique est alors
catalysée par un composé héminique.

(B) Effet antioxydant mesuré par chromatographie lorsque l'oxydation de I'acide linoléique est catalysée par la peroxydase de
raifort.

(1) Valeurs exprimées en unités arbitraires.

(2) AA2sam, 25n: Augmentation de I'absorbance a 234 nm aprés 25 heures d’oxydation de I'acide linoléique.
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Lingnert et Waller (1983) étudierent également la stabilité de ce pouvoir antioxydant au cours des procédés
de purification visant a isoler les composés responsables des propriétés antioxydantes des PRM. lls mirent
alors en évidence le pouvoir piégeur des radicaux oxygenes libres par les PRM.

Hayase et al. (1989) attribuent aux mélanoidines le pouvoir antiradicalaire des PRM. De méme, Monti et al.
(1999) montrent que ce sont les PRM de hautes masses moléculaires (> 10 kDa) de systémes lactose-lysine
qui sont principalement responsables du pouvoir piégeur de radicaux peroxyles libres. Jing et Kitts (2004),
ont montré que les PRM issus de systémes modéles de lysine et trois sucres différents (ribose, glucose et
fructose) ont des capacités antioxydantes tres semblables (piégeage des radicaux libres issus de I' H2O2 et de
AAPH°). De plus, ces auteurs indiquent que ce sont les PRM de hauts poids moléculaires qui sont
responsables des propriétés antioxydantes de ces PRM.

Cependant, la distribution du pouvoir anti-radicalaire des PRM est largement discutée. Morales et Babbel
(2002) observent que si les mélanoidines issues de glycine et de cystéine ont un pouvoir antiradicalaire plus
élevé que les PRM issus d’autres acides aminés, cette capacité reste faible comparée a celles du café ou de
composés phénoliques. La méme année, Wagner et al. (2002) ont montré que les PRM formés a partir de
glucose-glycine a 120 °C ont d’excellentes capacités antioxydantes dans les matrices hydrophiles telles que
des jus de fruits ou en milieu tamponné. Bien que la fraction insoluble des PRM montrent un pouvoir
antioxydant, la fraction de bas poids moléculaire (< 12 400 Da) se montre la plus efficace pour piéger les

radicaux peroxyles, propriété mesurée par la méthode ABTS®.

Plus récemment, Yilmaz et Toledo (2005) en utilisant le test ORACpg, ont montré le pouvoir piégeur de
radicaux peroxyles libres par des PRM issus de mélange histidine-glucose. Les auteurs évoquent non plus les
produits finaux de la réaction de Maillard (mélanoidines) mais plutdt des composés issus des premieres
étapes de la réaction de Maillard : un chauffage des mélanges a 120 °C pendant plus de 30 minutes réduit les
capacités de piégeages des radicaux peroxyles libres des PRM. Ceci confirme les propriétés antioxydantes
attribuées aux produits primaires de la réaction de Maillard par Murakami et al. (2002).

1.5.2.Propriétés chélatrices

O’Brien et Morrissey (1997) par des expériences de potentiométrie ont étudié Iinteraction entre des ions
métalliques et des PRM (glucose-glutamate). Les déplacements de protons observés suggerent qu'il se forme
des complexes entre les PRM et les ions métalliques. Le classement de l'intensité des liaisons entre les PRM
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et les ions métalliques est la suivante : Mg2+ > Cu?+ = Ca2+> Zn?+. Cet ordre différe de ce qui est généralement
attendu pour un systeme mononucléaire binaire et suggére la présence d’au moins deux ligands distincts dans
les PRM.

L’'année suivante, Wijewickreme et Kitts (1998) ont étudié l'effet des différents parameétres (temps et
température de chauffage, activité de I'eau et pH initial) sur les propriétés antioxydantes — et notamment
chélatrices du cuivre — de systemes modeles glucose-lysine et fructose-lysine. Ces auteurs mettent en
évidence le pouvoir chélateur du cuivre des PRM étudiés et déterminent que le nombre de moles de cuivre
fixées parmg de PRM varie de 0,031 a 1,574 et de 0,016 a 2,267 pour les systemes glucose-lysine et

fructose-lysine respectivement selon les conditions réactionnelles.

Seifert et al. (2004) ont étudié plus spécifiquement les complexes de cuivre et de zinc pouvant se former
entre la N-fructosylysine et la L-carboxyméthyllysine dont la fonction de coordination du groupe a-aminé a été
bloquée par l'acide hippurique. Selon ces auteurs, la N-Hippuryl-N-fructosylysine forme des complexes
modérés avec le Cu(ll) (logio K1 = 5,8 ; logio K2 = 4,0) mais ne forme aucun complexe avec le Zn(ll). La N-
Hippuryl-N-carboxyméthyllysine forme des complexes plus forts avec le Cu(ll) (logio K1 = 7,3 ; logio Kz = 6,3),

mais la encore, aucune complexation avec le Zn(ll) n’a été observée.

Plus récemment, Morales et al. (2005) ont étudié in vitro les capacités chélatrices du fer de fractions solubles
de hauts poids moléculaires isolés de 22 PRM issus de systemes modeles ou de matrices alimentaires. Les
mélanoidines ont été classées en trois groupes selon le nombre de sites de coordination pour le fer. Les
mélanoidines de café (torréfaction moyenne), de différentes bieres et de vin moelleux (Pedro Ximenez)
montrent un faible effet chélateur du fer en comparaison des mélanoidines issues des systemes modeles. Le
type de sucre a un effet significatif sur la capacité des PRM a complexer le fer : les PRM préparés avec du
glucose sont plus efficaces que ceux issus du lactose. Les auteurs ajoutent par ailleurs, qu’ils n'ont pas
observé de relation entre l'intensité de coloration et les propriétés chélatrices des mélanoidines issues des
systemes modeles : les résidus chromophores dans la structure des mélanoidines ne seraient donc pas les

principaux sites de co-ordination pour la complexation du fer.

Cependant, le mécanisme d’action antioxydante (antiradicalaire / chélation des métaux) des PRM n’est pas
toujours clairement identifiable. Ainsi, Yoshimura et al. (1997), en étudiant des PRM issus de mélanges
glucose-glycine ont évoqué différents mécanismes pour expliquer le pouvoir antioxydant des PRM. Selon ces
auteurs, les expériences de résonance paramagnétique électronique (RPE) montrent clairement que ces PRM

piegent plus de 90 % des radicaux hydroperoxyles en captant directement les radicaux libres mais également
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en chélatant les ions ferreux impliqués dans la réaction de Fenton (Fez+ +H20, = Fe3 + OH- +OH°). Il en
résulte que les propriétés antioxydantes des PRM peuvent étre attribuées a la combinaison de leurs effets
réducteurs, donneurs d’atomes d’hydrogene, antiradicalaires et chélateurs.

1.5.3.Propriétés inhibitrices de systemes enzymatigues

Les recherches sur les propriétés inhibitrices de systemes enzymatiques par les composés issus de la
réaction de Maillard portent sur des applications tres variées. Par exemple, les recherches sur les effets de la
réaction de Maillard in vivo sont multiples et mettent en évidence les effets des PRM sur le métabolisme ou
sur le vieillissement. Par ailleurs, on peut noter que des applications pharmacologiques de [linhibition
d’enzymes par les produits de la réaction de Maillard ont été montrées (Painter, 2003). Cependant, nous ne
traiterons ici que des applications liées a I'alimentation. Bruins et al. (2003) ont observé lors du chauffage du
lactose a des températures de 60 et 80 °C pendant 0 & 50 heures, I'apparition de pigments bruns
responsables de l'inactivation rapide de la -galactosidase de Pyrococcus furiosus utilisée pour la production

d’oligosaccharides en raison de sa thermostabilité.

Cependant, les PRM apportés par I'alimentation peuvent également, du fait de leur pouvoir inhibiteur d’activité
enzymatique, avoir des effets bénéfiques. del Castillo et al. (2007) ont obtenu, en chauffant du gluten avec
du glucose, des PRM issus de la crolte de pain dotés deffets inhibiteurs sur I'enzyme convertissant
I'angiotensine-I et impliquée dans la régulation de I'hypertension.

Les recherches sur les effets des PRM apportés par lalimentation et notamment leur digestibilité sont
actuellement en plein développement. Toutefois, les recherches sur l'utilisation des PRM en tant qu’additifs
conservateurs (augmentation de la date limite de conservation) ou encore comme antioxydant (inhibiteur des
oxydations responsables de la détérioration des qualités organoleptiques des produits) sont également en
effervescence sous l'effet de la demande croissante des consommateurs de produits naturels et le rejet des

conservateurs synthétiques.

Des 1995, Tan et Harris, ont évalué les effets des produits de la réaction de Maillard issus de différents
systemes modeles sur la polyphénoloxydase (PPO) de pomme par spectrophotométrie a 400 nm. Les effets
inhibiteurs des PRM issus du chauffage pendant 7 h a 90 °C de mélange de différents acides aminés avec du
glucose suit I'ordre suivant : arginine = histidine > cysteine > lysine. Par ailleurs, les PRM synthétisés aux pH
acides sont des inhibiteurs plus efficaces de la PPO que les PRM formés a des pH plus élevés. Les auteurs
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notent également, qu'il n’y pas de corrélation entre 'effet inhibiteur et l'intensité du brunissement des PRM, et
émettent I'hypothese que le groupement thiol de la cystéine et imidazole de I'histidine peuvent, en plus des
mélanoidines formées, jouer un réle dans linhibition de l'activité polyphénoloxydasique. Compte tenu du
pouvoir antioxydant des composés thiols, ces auteurs ont poursuivi 'étude des mélanges glucose-cystéine et
ont montré que ces solutions chauffées, sont de meilleurs inhibiteurs du brunissement enzymatique que les
solutions de cystéine-glucose non chauffées et que les solutions de cystéine seule, mais que ce pouvoir
inhibiteur diminue apres trois heures de chauffage. lls ont montré également que le pouvoir inhibiteur des
PRM synthétisés a pH 3 et 5 est supérieur a celui des PRM synthétisés a pH 11. Selon ces auteurs, I'effet du
pH sur l'inhibition enzymatique peut étre expliqué par une inhibition de 'enzyme dans des conditions acides
(réduction du cuivre du site actif de la PPO et limitation de 'oxydation du substrat), mais aussi par la nature
des produits formés en milieu acide favorisant I'énolisation 1,2 et conduisant a la formation de composés a

structure pyrrolique dont le fort effet piégeur d’oxygéne a été démontré.

Plus récemment, des études (Roux et al., 2003 ; Brun-Mérimée et al., 2004) mettant en ceuvre différents
systemes ose (glucose ou fructose) / composé aminé (cystéine ou glutathion) ont montré des taux variables
d’inhibition de la PPO de pomme dont I'activité est mesurée par la méthode polarographique (consommation
en oxygene). Billaud et al. (2003) ont étudié les effets des PRM synthétisés a partir de mélange équimolaires
glucose ou fructose / L-cystéine (1 M), en faisant varier la durée et la température de chauffage, sur l'activité
de la PPO de pomme. Dans le cadre de cette étude, I'absorbance a 350 nm, utilisée comme indicateur du
développement de la réaction de Maillard, apparait linéairement liée au pouvoir inhibiteur pour les systemes
glucose/cystéine chauffés entre 80 et 120 °C et des temps de chauffage compris entre 0 et 48 heures (figure
8). Par ailleurs, la méme équipe (Billaud et al., 2004) a également établi que des préparations de PRM qui
ont un pH initial acide montrent un plus fort pouvoir inhibiteur de la PPO, que l'inhibition est maximale pour un
chauffage a 103 °C pendant 14 heures et que les systemes issus de la réaction avec le glucose sont plus

inhibiteurs que ceux issus de la réaction avec le fructose, toutes choses égales par ailleurs.
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Figure 8 : Relation entre I'absorbance (350 nm) et le pouvoir inhibiteur de la PPO pomme de PRM

dérivés de systemes modeles fructose/cystéine (o) et de glucose/cystéine ( m) au cours du temps de
chauffage (0 — 48 h) a 90 € (d'aprés Billaud et al. 2003)

Les recherches sur l'inhibition du brunissement enzymatique par des composés issus de brunissement non-
enzymatique que ce soit dans les crevettes (Matmaroh et al., 2006) ou dans les fruits et [égumes (Lee, 2007)
sont toujours en cours sans que ne soient élucidées les structures des composés impliqués. Concernant le
mécanisme d’inhibition, les PPO étant des enzymes a cuivre, les propriétés chélatrices des PRM sont souvent

évoquées pour expliquer, au moins en partie, leurs pouvoirs inhibiteurs (Maillard et al., 2007).
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1.6. Effets immunologiqgues et toxicologigues des pr oduits de
la réaction de Maillard (PRM)

L’aspect négatif de la réaction de Maillard le plus souvent évoqué est la diminution de la biodisponibilité des
acides aminés, et notamment des acides aminés essentiels. Il existe d’autres phénomenes ayant des
conséquences physiologiques néfastes dues a l'apport exogene de PRM par lalimentation ou a la

modification des protéines par la réaction de Maillard.

1.6.1.Effets sur les propriétés allergisantes des protéines

Les préoccupations des consommateurs vis-a-vis des allergies alimentaires sont grandissantes. Des
recherches sur les cacahuétes ont montré que le grillage augmente leurs caractéres allergénes en conférant
aux protéines allergisantes une plus grande résistance a la digestion (Maleki et al., 2000 ; Maleki et Yamaki,
2007).

Cependant, I'effet inverse a également été constaté dés 1990 pour les protéines de soja par Oste et al. (1990)
qui suggerent que les sites responsables de réponses allergenes puissent étre modifiés par des chauffages
modérés en présence de sucres. Plus récemment, Gruber et al. (2004) ont montré que le chauffage de la
protéine rPru av 1 — allergéne majeur des cerises — avec du glucose ou du ribose, et de fagon plus marquée
avec du glycéraldéhyde ou du glyoxal induit une forte diminution de son pouvoir allergene en raison sans
doute d’'un changement de conformation de I'épitope par la réaction de Maillard. Plus précisément, Hayase et
al. (2006) mettent cause des mélanoidines issues du chauffage de mélange xylose-lysine pour expliquer la
suppression de réactions allergiques. Cet effet anti-allergisant de la réaction de Maillard a également été
étudié par van de Lagemaat et al. (2007) en glycatant des protéines de soja avec du fructose ou des fructo-
oligosaccharides : jusqu’a 90 % de I'antigénicité des protéines est réduite du fait de leur glycation.

1.6.2.Effets mutagenes

Les études de la génotoxicité des PRM mettent en ceuvre des tests utilisant des bactéries (Salmonella
thyphimurium, Escherichia coli), des levures (Saccharomyces cerevisiae), des insectes (Drosophila

melanogaster) et des cellules de mammiferes in vitro (cellules ovariennes de Hamster chinois) et des
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mammiféres in vivo (souris). Les systémes de test de la mutagénicité sont basés sur 'observation des
altérations de 'ADN a plusieurs niveaux : les mutations ponctuelles, c’est-a-dire des changements au niveau
de 'ADN touchant un a trois nucléotides, les effets chromosomiques (ruptures, délétions et translocations) et
les transformations cellulaires (développement de tumeurs). Depuis le début des études sur la mutagénicité
des composés, les chercheurs se sont tournés vers la réaction de Maillard avec des résultats aussi variés que

peuvent I'étre la nature des PRM et les conditions dans lesquelles se développe la réaction de Maillard.

L’étude de Spingarn et al. (1983), utilisant la souche de salmonelles TA 98, porte sur la mutagénicité de PRM
issus du chauffage sous reflux pendant 3 h de systemes modeles ainsi que sur les produits de chauffage des
acides aminés seuls. Les résultats obtenus montrent que le ratio acide aminé / glucose formant le plus de
colonies revertantes varie beaucoup d’un acide aminé a l'autre (tableau 3). Ceci suggére que les acides
aminés ne sont pas seulement des sources d’azote mais ont leur propre réactivité avec le glucose. De plus,
les acides aminés chauffés sous reflux seuls sont également mutagenes. L'effet mutagene de la cystéine est
confirmé sur la souche TA100 (Glatt et Protic-Sabljic, 1983 ; Glatt et Oesch, 1985 ; Glatt et al., 1990).

Tableau 3 : Mutagénicité des PRM issus de systemes modeles acide aminé — glucose chauffés

(adapté de Spingarn et al., 1983).

Mutagénicité °
revertants / mmol

Acide aminé Stoechiométrie® / réactants / acide / glucose Acide aminé
alanine 9:1 160 190 1300 0,0
arginine 15:1 30 60 70 0,3
cystéine 1:1 50 100 110 0,5

acide glutamique 6:1 50 60 440 0,4
glycine 6:1 650 810 4200 0,0
histidine 1:1 10 20 20 0,0

lysine 15:1 15 20 30 0,5

phénylalanine 4:1 170 250 1000 4,0

proline 6:1 120 150 900 0,5

sérine 3:1 360 500 1500 0,3
thréonine 3:1 750 1400 3800 0,1
tryptophane 9:1 20 20 200 2,0
valine 3:1 100 140 430 0,5

a : Ratio molaire acide aminé : glucose qui entraine la plus haute mutagénicité par mole de réactant

b : Mutagénicité observée a la stoechiométrie optimale en présence de S9 exprimée en nombre de colonies revertantes par mmol de
réactants (acide aminé + glucose), d'acide aminé et de glucose

La concentration totale en réactants est fixée a 2,0 M. Les mélanges sont ajustés a pH 10,5 (NHsOH) avant leur dilution dans un
volume final de 100 mL et le chauffage a reflux pendant 3 h.

¢ : chauffage a reflux de 0,2 mol d'acide aminé dans 100 mL de NH4OH, pH 10,5, pendant 3 h.
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Cette propriété mutagéne est discutée par Powrie et al. (1986) : les produits primaires de la réaction de
Maillard et de la caramélisation ont des effets mutagenes alors que la fraction insoluble des cafés lyophilisés
ou les mélanoidines des systemes modéles auraient des propriétés antimutagenes en inhibant la mutagénicité
de composés mutagenes reconnus (aflatoxines, nitrosoguanidine et benzo(a)pyréne). En 1993, Kitts et al.,
ont étudié plus particulierement la mutagenicité sur des cellules bactériennes et mammaliennes de différentes
fractions de PRM issus du chauffage d’'un mélange glucose-lysine. Les fractions acides et neutres de bas
poids moléculaires ainsi que les mélanoidines, donnent des réponses positives dans les deux types de tests.
Les auteurs notent également que linduction de la mutagénicité et des aberrations chromosomiques par les
différentes fractions de PRM est largement réduite apres incubation en présence d'un systéme d’oxydation

métabolique composé d’extrait de foie de rat et de cofacteurs.

Yen et al. (1992) ont observé des effets contradictoires des PRM. Ces auteurs étudient le pouvoir anti-
mutagéne par le test d’Ames de PRM préparés par chauffage de trois oses (fructose, glucose ou xylose) avec
quatre acides aminés (arginine, glycine, lysine et tryptophane) a 100 °C pendant 10 h. Aucun effet mutagene
ou toxique des différents PRM n'a été observé sur la souche TA98 en présence de S9. Certains PRM
(fructose-glycine ou fructose-arginine) augmentent la mutagénicité de certains composés. Au contraire, les
PRM issus du tryptophane ou ceux issus du xylose inhibent fortement la mutagénicité de différents composés
mutageénes en présence de d'activation métabolique (S9). Les auteurs notent par ailleurs une corrélation entre
I'effet antimutagéne et le pouvoir antioxydant et réducteur des PRM. Ces recherches conférent aux PRM des

propriétés co-mutagenes ou antimutagénes selon les conditions de la réaction de Maillard.

Les études récentes modulent également les propriétés anti-/pro- mutagenes des PRM en considérant les
concentrations pour lesquelles apparait un pouvoir mutagene. Ainsi une étude sur des PRM issus du
chauffage de glutathion ou de cystéine avec du fructose ou du glucose montre qu'aucun effet mutagéne n’a
été observé pour la souche TA98 et que seuls les PRM chauffés pendant des temps courts et aux plus fortes
concentrations (> 5 %) ont montré un pouvoir mutagéne chez la souche TA102 (Wagner et al., 2007).

Les furannes et leurs dérivés, en particulier le furfural, sont parmi les premiers composés hétérocycliques
identifiés dans les PRM. Ceux-ci ont montré un faible pouvoir mutagéne en comparaison avec le
benzo(a)pyrene. Le furfural, 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) et le 5-méthylfurfural sont mutagenes chez S.
typhimurium TA100 et possedent la capacité de rompre 'ADN en présence de cuivre (Il) (Yamashita et al.,
1998). Ces composés font actuellement I'objet d’observations par 'US Food and Drug Administration
(2006). Cependant, bien qu’ayant des activités cytotoxiques, génotoxiques et tumorigenes, le HMF, utilisé

comme agent aromatisant, ne semble pas poser de problémes de santé méme si les concentrations élevées
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en HMF (1000 ppm) de certains aliments (fruits secs, caramels...) approchent les concentrations pour

lesquelles il a été observé des effets biologiques dans les systemes cellulaires (Janzowski et al., 2000).

Dés sa découverte en 1912, Louis Camille Maillard comprit la complexité de cette réaction et en imagina
toutes les implications en physiologie humaine, en physiologie des plantes, en agronomie et en chimie
analytique. Les publications récentes montrent que I'histoire de la réaction de Maillard est loin d’étre terminée,
mais les travaux de recherche s'orientent désormais plutét sur les implications de la réaction de Maillard in
vivo. En effet, comme le démontrent les travaux présentés lors du huitiéme symposium international sur la
réaction de Maillard (Baynes et al., 2004), I'étendue du réle de cette réaction dans les pathologies liées au
vieillissement (l'arthrite, I'athérosclérose, les diabétes et les maladies neuro-dégénératives) est devenue un

axe majeur de la recherche médicale.

Beaucoup de recherches devront donc étre menées pour savoir quels sont les risques et les bénéfices
associés a la consommation de PRM, pour connaitre les voies métaboliques des PRM exogenes au niveau
cellulaire puis au niveau de I'organisme tout en étudiant les voies de formation et les effets des PRM in vivo.
La réaction de Maillard, que ce soit en sciences alimentaires ou en sciences médicales restera donc

certainement un domaine de recherche trés actif et riche de découvertes dans les années a venir.
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2.LE  BRUNISSEMENT ENZYMATIQUE DES
FRUITS ET LEGUMES

Parmi les caractéristiques organoleptiques des aliments, la couleur est I'une des propriétés principales pour
évaluer la qualité des aliments par les consommateurs. Le brunissement enzymatique est 'une des réactions
qui affecte le plus la couleur des fruits et des légumes. Mais ce phénomene peut également se produire lors
de la transformation et le stockage de certains fruits de mer. Il ne sera ici question que du brunissement
enzymatique des fruits et Iégumes catalysé par la polyphénoloxydase (1,2 benzenediol; oxygene
oxydoréductase, EC.1.10.3.1) notée PPO. Cette appellation regroupe également les termes de

phénoloxydase, phénolase, monophénoloxydase, diphénoloxydase et tyrosinase.

2.1. Aspects économigues du brunissement enzymatiqu e

Le brunissement enzymatique peut parfois étre trés bénéfique a Iacceptabilité du produit par le
consommateur. En effet, que ce soit pour le thé noir, oolong ou vert, le brunissement enzymatique est
nécessaire au développement de leur couleur et flaveur au cours du procédé de fabrication. De méme,
I'apparition de la couleur du cacao est facilitée par le brunissement enzymatique lors de la fermentation et le
séchage des feves. Les polyphénoloxydases sont par ailleurs responsables de la couleur dorée
caractéristique des fruits secs (raisins, prunes, dates et figues). Or, le thé, le café et le chocolat sont des
marchandises essentielles a 'économie de certains pays émergeants tels que I'Inde, la Chine, le Sri Lanka ou

le Kenya (Ensminger et al., 1995).

Cependant, le brunissement enzymatique est aussi une réaction trés néfaste pour le marché des fruits et
légumes. Mal contrélé, ce phénomene est responsable de plus de la moitié des pertes économiques dans ce
secteur (Whitaker et Lee, 1995). Ces lourdes pertes ont suscité un intérét considérable dans la
compréhension et le controle de lactivité polyphénoloxydase dans les aliments. Les salades et autres
légumes feuillus, les pommes de terres et autres tubercules riches en amidon tels que les patates douces,
ligname, de méme que les champignons, les pommes, les bananes, les péches et encore beaucoup d’autres
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fruits ou légumes sont sensibles au brunissement enzymatique. lls peuvent donc étre l'objet de pertes
économiques pour tous les acteurs du secteur de la transformation des fruits et légumes. Ces pertes sont
d’autant plus grandes que la détérioration des produits a lieu en fin de chaine de production, peu de temps
avant I'achat par le consommateur alors que des colts (stockage, manutention, de transport) ont déja été
engendrés. Il est donc primordial de contrdler le brunissement enzymatique depuis la récolte jusqu’a 'achat

par le consommateur afin de minimiser les pertes et maintenir la valeur économique du produit.

2.2.Role physiologigue des polyphénoloxydases (PPO )

Les PPO ont été découvertes dans les champignons et sont largement distribuées dans la nature. Elles sont
majoritairement présentes dans les plastides des plantes, mais il y en a également abondamment dans le
cytoplasme des fruits murs (Vaughn et Duke, 1984). Selon Walker et Ferrar (1995), la localisation spécifique
des formes actives des PPO laisse supposer que cette enzyme intervient directement dans la photosynthése
et / ou dans la régulation de la concentration en oxygene actif dans les chloroplastes (Kuwabara et Katoh,
1999). En support a cette hypothése, Lax et Vaughn (1991) ont montré que la PPO était structuralement

associée au photosysteme Il dans la feve (Vicia faba).

Dans les plantes, les PPO jouent également un réle de résistance contre les infections microbiennes, virales
et contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez et Whitaker, 1995). Les mécanismes de défense
des végétaux impliquant les PPO sont cependant largement controversés (Vaughn et al., 1988 ; Mayer et
Harel, 1991 ; Walker et Ferrar, 1998) et plusieurs hypothéses sont émises. Les polyphénols, ont des
propriétés anti-fongiques (Friedman, 1997). La polyphénoloxydase catalyse I'oxydation de ces composés
phénoliques en quinones, elles-mémes bactéricides et fongicides (Zinkernagel, 1986), qui se polymérisent
ensuite pour former des polymeres bruns insolubles. Ces derniers forment une barriére, et grace a leurs
propriétés anti-microbiennes, limitent la prolifération de linfection et l'altération des tissus de la plante
(Zawistowski et al., 1991). Selon Craft et Audia (1962), ces barrieres de protection ont été observées dans
les patates douces, les carottes, les betteraves, les courges, les navets et les pommes de terre.

Travaux antérieurs 2. Le brunissement enzymatique des fruits et légumes 34



2.3. Caractéristiques réactionnelles et structurale s des

polyphénoloxydases

La classe des polyphénoloxydases est divisée en deux sous-groupes en fonction du substrat dont elles
catalysent l'oxydation :
- hydroxylation en position ortho d’un substrat monophénolique (activité monophénoloxydase,
crésolase ou tyrosinase)
- oxydation d’'un diphénol en benzoquinone (activité diphénoloxydase, également appelée laccase, et
spécifiquement catécholase lorsqu'il s'agit o-diphénol).
Ces deux réactions utilisent I'oxygene moléculaire comme co-substrat. Lorsque ces deux activités
enzymatiques sont simultanément observées dans les plantes, le ratio activit¢ monophénoloxydase sur
diphénoloxydase est généralement de 1/10 et peut aller jusqu’a 1/40 (Nicolas et al., 1994). Les différentes
affinités relatives pour les substrats mono- et di- phénoliques observées pour une méme enzyme est attribué a
I'existence de sous-unités dont les propriétés chimiques, physiques et cinétiques varient et peuvent ainsi

conférer a une méme enzyme des activités mono- et diphénoloxydase.

2.3.1.Les différents sous-groupes de PPO

2.3.1.1. Activité monophénoloxydase (EC 1.14.18.1)

Les monophénoloxydases ou monoxygénases catalysent I'nydroxylation des monophénols en o-diphénols.
Cette enzyme est également appelée tyrosinase car la L-tyrosine est le substrat monophénolique majeur dans
le regne animal. Cette enzyme est également appelée crésolase en raison de sa capacité a utiliser le crésol
comme substrat. L'activité monophénoloxydase est généralement peu étudiée dans les plantes car la réaction
d’hydroxylation est beaucoup plus lente que la réaction d’oxydation formant les quinones et initiant les
réactions de brunissement. Elle est cependant connue depuis longtemps dans les champignons (Varoquaux,

1978), et un peu plus récemment dans la pomme (Nicolas et al., 1994).
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2.3.1.2. Activité catécholoxydase (EC 1.10.3.1)

L’oxydation des substrats o-diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygene est catalysée par l'activité o-
diphénoloxydase également appelée catécholase ou catécholoxydase. Cette deriére a été l'objet de
nombreuses recherches en raison de son haut pouvoir catalytique dont découle la formation des quinones
puis la production des polymeres bruns appelés mélanoidines comme le montrent les figures 9 et 10. La
figure 10 montre plus spécifiquement comment lactivité tyrosinase, évoquée précédemment, englobe

Iactivité monophénoloxydase et catécholoxydase.
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Figure 10 : Formation des mélanoidines a partir de la tyrosine (adapté de Ler ner, 1953).
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2.3.1.3. Activité laccase (E.C. 1.10.3.2)

La laccase se caractérise par son activité p-diphénoloxydase qui s'ajoute a lactivité o-diphénoloxydase.
L’oxydation des substrats phénoliques par la laccase génére la formation d'un radical semi-quinone et
s'accompagne par la réduction de l'oxygene en eau par un mécanisme ping-pong (Reinhammar et
Malmstrém, 1981). Les laccases sont présentes dans de nombreux champignons phyto-pathogenes et dans
certaines plantes mais on ne trouve pas de laccase dans les fruits et légumes a part dans les péches (Harel
et al., 1970) et les abricots (Dijkstra et Walker, 1991).

On peut distinguer les o- des p- diphénoloxydases en fonction de leurs spécificités de substrats et
d’inhibiteurs. Un taux d’oxydation différent pour le cuivre du site actif ainsi que les différences des
mécanismes réactionnels de catalyse enzymatique peuvent en partie expliquer les taux différents d'inhibition
de ces deux enzymes pour un méme inhibiteur. Par exemple, la laccase n’est pas inhibée par le monoxyde de
carbone, la phénylhydrazine ou le 2,3-naphtalénediol qui sont de puissants inhibiteurs de la catécholoxydase
(Keilin et Mann, 1940).

Un résumé de ces différentes activités PPO est présenté en figure 11. Dans un souci de simplification, le
terme PPO sera utilisé pour toutes les activités enzymatiques décrites ci-dessus.

OH OH Q
OH . _°
l/2 0, | X 1,0, R +H,0
R - R—|l — >
crésolase = catécholase
ou laccase
OH e}
1/2 02
R o +H,0
laccase R
OH 0O

Figure 11 : Schéma des différentes réactions catalysées par les polyphé noloxydases
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2.3.2.Mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique

Les mécanismes réactionnels de la catalyse enzymatique sont principalement décrits pour les tyrosinases
d’origines fongiques. D’aprés Sanchez-Ferrer et al. (1995), le site actif des tyrosinases peut exister sous trois
formes selon la valence du cuivre et la liaison avec 'oxygéne moléculaire : deoxy (Cul-Cu'), oxy (Cul-O2-Cul)
et met (Cu'-Cul"). La forme met est convertie en forme deoxy par double réduction électronique, et la forme
deoxy résultante est capable de fixer réversiblement 'oxygéne moléculaire pour donner la forme oxy (figure
12). In vivo, la forme majoritaire de I'enzyme est la forme met, incapable de fixer I'oxygéne moléculaire
(Lerch, 1981). Cette forme prédominante n’agit pas sur les monophénols bien qu’elle ait une forte affinité pour
les fixer. Il en résulte une phase de latence décrite par Cabanes et al. (2002). Bien que le mécanisme exact
des réactions catalysées par les tyrosinases soit partiellement incertain, il est généralement admis que
I'oxydation des o-diphénols catalysée par les tyrosinases suit une cinétique de Michaelis-Menten, tandis que
Ihydroxylation des monophénols est caractérisée par une phase de latence (Sanchez-Ferrer et al., 1995).
Cette phase de latence peut étre supprimée par un faible ajout d’o-diphénols (Espin et Wichers, 1999)

Le modéle des mécanismes réactionnels des tyrosinases incluant I'activité catécholase (figure 12, cycle A) et
crésolase (figure 12, cycle B) est basé sur des informations quant a la structure électronique et géométrique
du complexe de cuivre binucléaire et sur I'étude des modifications du site actif par différents anions et ligands
(Lerch, 1995). Les formes oxy peuvent réagir avec les mono- et les di- phénols tandis que la forme met ne
peut réagir qu'avec les diphénols. Les deux cycles (crésolase et catécholase) produisent des o-quinones qui

se réarrangent spontanément en pigments polymériques (Rodriguez-Lopez et al., 1992)

Chez les végétaux supérieurs, un mécanisme réactionnel similaire est proposé. Cependant, la forme oxy
semble beaucoup plus instable que dans le cas des tyrosinases, ce qui réduit fortement I'affinité des PPO pour
les mono-phénols (Eicken et al., 1999). L'oxygéne se fixe sur 'enzyme avant le substrat phénolique selon un
mécanisme séquentiel ordonné (Janovitz-Klapp et al., 1989). Pour les laccases, le mécanisme est différent
puisqu’il s’agit d’un mécanisme ping-pong avec formation de radicaux semi-quinones et d’eau. Par la suite, il y
a dimérisation de deux semi-quinones pour donner une quinone et le phénol dorigine ou un dimere

phénolique.
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2.3.3.Caractéristigues du site actif

La structure cristallographique des PPO n’a pas été élucidée. Cependant, on peut supposer que les
tyrosinases, les hémocyanines (protéine oligomérique servant au transport de l'oxygéene chez les invertébrés,
dont le site actif contient du cuivre) et les catécholoxydases possédent des sites actifs de structures
comparables. En effet, ces protéines montrent des changements de valence et de conformation comparables
lors de la fixation de 'oxygene (Della Longa et al., 1996). Elles possedent des propriétés spectroscopiques et
chimiques comparables (Himmelwright et al., 1980), et des similitudes de séquence primaires (Van Gelder
et al., 1997). Par ailleurs, les hémocyanines montrent une activité catécholoxydase apres traitement au SDS

ou par une protéase (Jaenicke et Decker, 2004).

Garcia-Borron et Solano (2002) décrivent le site actif de la tyrosinase comme une sphere hydrophile
délimitée par 4 hélices a contenant 6 résidus imidazole. Cette sphére hydrophile est située dans une poche
hydrophobe formée par des résidus aromatiques. La configuration du site actif des tyrosinases est maintenue
par des forces électrostatiques ou par des interactions ioniques.

Une autre caractéristique du site actif des tyrosinases est la liaison covalente thio-éther entre une cystéine et
un des résidus histidyl lié au cuivre du site actif (Lerch, 1982). Une telle liaison covalente cystéine-histidine
est également raportée dans la catécholoxydase de patate douce (lpomea batatas - Klabunde et al., 1998).
Selon ces auteurs, cette structure optimise le potentiel redox du cuivre pour 'oxydation des o-diphénols et

permet ainsi un rapide transfert d’électrons lors des phénomenes redox.

2.3.4.Substrats phénoliques et spécificité enzymatigue

Les substrats phénoliques qui participent a la couleur, I'astringence, 'amertume et au golt des fruits et
légumes, comportent un noyau aromatique porteur d'un ou plusieurs groupe(s) hydroxyle. La composition en
polyphénols dans les végétaux varie selon I'espece, le cultivar, la maturité, les conditions de culture et de
stockage. La figure 13 présente les structures des composés phénoliques substrats les plus courants des
PPO. Les dérivés de l'acide caféique, tels que l'acide chlorogénique, sont souvent cités comme étant les
composés o-diphénols majoritaires dans les végétaux ou ils sont présents sous forme glycosylés. Il faut alors
noté que les monophénols tels que I'acide sinapique ou I'acide syringique forment alors des semi-quinones.
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L’acide chlorogénique, dont la biosynthese est effectuée a partir de la phénylalanine (Villegas et Kojima,
1986) représente environ 90 % de la teneur en phénols des tubercules de pomme de terre. D’apres le schéma
de la coupe longitudinale d’un tubercule de pomme de terre selon Reeve et al. (1969) les composés
phénoliques sont majoritairement distribués entre le cortex et la peau (figure 14). Environ 50 % des composés
phénoliques sont localisés dans la peau et les tissus proches tandis que leur concentration décroit depuis

I'extérieur vers l'intérieur des tubercules de pomme de terre (Hasegawa et al., 1966).
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Figure 14 : Coupe longitudinale de tubercule de pomme de terre (adapté de Reeve et al., 1969)

La spécificité de substrat des PPO varie selon la source végétale de la PPO. Les composés phénoliques
endogenes sont responsables des réactions de brunissement enzymatique des fruits et légumes lors de leurs
transformations. La relation entre le brunissement et la teneur en composés phénoliques et I'activité PPO a
été établie dans différents fruits tels que les pommes (Coseteng et Lee, 1987), les raisins (Lee et Jaworski,
1988) et les peches (Lee et al., 1990). Le tableau 4 présente les substrats phénoliques de quelques PPO de

différentes origines végétales.
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Tableau 4 : Substrats phénoliques de PPO de différentes origines végétales

Source Substrats phénoliques
Aubergine Acides chlorogénique, caféique, coumarique et dérivés de I'acide cinnamique
Pomme Acide chlorogénique, catéchol, catéchine, acide caféique, DOPA, acide 3,4-

dihydroxybenzoique, p-crésol, acide p-coumarique

Pomme de terre Acides chlorogénique et caféique, catéchol, DOPA, p-crésol, acides p-

hydroxyphénylpropionique et p-hydroxyphénylpyruvique, m-crésol

Champignon Tyrosine, catéchol, DOPA, dopamine, adrénaline, noradrénaline
Salade Tyrosine, acide caféique et dérivés de I'acide chlorogénique
Café Acides chlorogénique et caféique

Si certains composés phénoliques sont des substrats de la PPO, d’autres peuvent étre des inhibiteurs de cette
méme enzyme. Différents acides cinnamiques sont des analogues de substrats et ainsi de bons inhibiteurs
compétitifs de la PPO de pomme. Leur pouvoir inhibiteur décroit dans le sens suivant : acide cinnamique >
acide p-coumarique > acide férulique > acide benzoique (Janovitz-Klapp et al., 1990 ; Walker et Ferrar,
1995).

2.4. Prévention du brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique ne se produit que lorsque les tissus sont endommagés par la coupe, le
tranchage ou le broyage : les vacuoles contenant les substrats phénoliques sont rompues et ces derniers sont
ainsi mis en contact avec la PPO cytoplasmique. Le taux de brunissement enzymatique dépend de la quantité
de PPO active dans les tissus, de la teneur en polyphénols, du pH, de la température et de la disponibilité en

oxygene.
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Beaucoup d’études ont eu pour but d’inhiber le brunissement enzymatique et plusieurs techniques essayant
d’éliminer les composés responsables de ce brunissement (oxygene, enzyme, cuivre, substrat), ont été
développées :

- L'élimination de l'oxygene a la surface des fruits et Iégumes retarde le brunissement enzymatique.
Cependant, le brunissement reprend rapidement au moment de I'exposition a 'oxygéne. L’exclusion
de I'oxygene est possible par immersion dans I'eau, du sirop, ou par traitement sous -vide.

- Le groupe prosthéetique des PPO est indispensable a la catalyse enzymatique. Certains agents
chélateurs sont efficaces pour piéger le cuivre et le rendre inutilisable pour la catalyse.

- Llinactivation de la PPO par des traitements thermiques (tel que la décoloration) est effectivement
appliquée pour contréler le brunissement des fruits et Iégumes de conserves ou surgelés. Cependant,
les traitements thermiques ne peuvent étre utilisés pour la commercialisation des fruits et légumes
frais.

- La modification des substrats phénoliques de la PPO peut également empécher le brunissement

enzymatique.
D’autres techniques plus récentes comme par exemple les « killer enzymes » ou les radiations ionisantes ont

été proposées comme traitement alternatif aux traitements thermiques et aux traitements chimiques (Nicolas
et Billaud, 2006).

2.4.1.Movyens physiques de contrble du brunissement enzymatique

2.4.1.1. Le chauffage

Les traitements thermiques sont les plus utilisés pour stabiliser les aliments en raison de leur efficacité pour la
destruction des micro-organismes et I'inactivation des enzymes. Le blanchiment est 'une des méthodes les
plus efficaces et des plus appliquées pour contréler le brunissement enzymatique. Cependant, cette méthode

ne peut étre utilisée dans les procédés de transformation des fruits et Iégumes frais.

Les températures appliquées lors du blanchiment varient considérablement en fonction du végétal a traiter et
des enzymes a inactiver. En général, une exposition des PPO a des températures de l'ordre de 70-90 °C
entraine la destruction de leur activité catalytique (Vamos-Vigyazo, 1981). Les profils d'inactivation thermique

d’enzymes importantes des fruits et légumes suivent une cinétique d’ordre un. Un exemple de ces profils est
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présenté en figure 15 pour la fraction thermostable d’enzymes de pomme de terre. De cette figure, il apparait
qua des températures faibles, des temps longs sont nécessaires pour réduire de 90 % les activités
enzymatiques. Le temps nécessaire a l'inactivation complete de PPO varient considérablement selon le
végétal a traiter, mais souvent un blanchiment a 100 °C pendant 3 min ou & 94 °C pendant 5 min apparait

suffisant pour limiter le brunissement enzymatique des végétaux (Ma et al., 1992).
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Figure 15 : Inactivation thermique de la fraction thermostable de la lipas e, lipoxygénase,
polyphénoloxydase et peroxydase de pomme de terre (d’aprés Svensson, 19 77)

Bien que tres efficaces, le blanchiment nuit & la qualité des produits en provoquant des pertes en vitamines,

arébmes, couleurs, texture, sucres et autres composés hydrosolubles.

2.4.1.2. La congélation

Des températures inférieures a — 18 °C sont utilisées pour la conservation longue durée des aliments. Les
mécanismes d’inactivation des enzymes par la congélation peuvent étre expliqués par différentes
hypotheses : augmentation de la concentration en inhibiteurs du fait de la diminution de la quantité d'eau
disponible a I'état liquide (Tappel, 1966), de modifications du pH ou encore des groupements thiols

(Fennema, 1975). De la méme fagon que pour l'inactivation des enzymes par chauffage, ce procédé présente
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des inconvénients et provoque notamment des changements de texture. De plus, la congélation fragilise les
structures membranaires des cellules et facilite ainsi le brunissement enzymatique lors de la décongélation

des produits.

2.4.1.3. La déshydratation

La teneur en eau influence tres fortement les activités enzymatiques : celles-ci diminuent généralement avec
un abaissement de l'activité de I'eau. La déshydratation a des effets variés sur les enzymes en raison des
réponses différentes en fonction de la concentration des solutés. Les sucres et les protéines ont en général un

effet protecteur contre l'inactivation enzymatique.

La lyophilisation permet d’éliminer 'eau d’un produit congelé. Ainsi, ce procédé inhibe les réactions chimiques
et biochimiques indésirables tout en minimisant la perte en composés aromatiques. La congélation rapide

minimise le brunissement enzymatique et produit des aliments de bonne qualité (Fang et Chiang, 1975).

2.4.1.4. Autres traitements utilisés pour contréler le brunissement enzymatique

Lirradiation est de plus en plus reconnue comme une méthode pour diminuer les pertes apres récolte tout en
assurant une bonne qualité hygiénique des aliments et facilitant leur commercialisation a large échelle. Le
brunissement des tubercules de pomme de terre et de fruits tropicaux apreés irradiation aux rayons gamma a
été largement étudié par Thomas (1984 ; 1986). Ces rayons inhibent la germination des tubercules de pomme
de terre et ont un effet sur les substrats phénoliques (Pendharkar et Nair, 1987). Cependant une irradiation
trop forte des produits peut entrainer la rupture des membranes et la libération de PPO. Par ailleurs, les
radicaux libres produits par des radiations ionisantes peuvent réagir avec d’autres composés alimentaires et
entrainer des effets secondaires tels que le brunissement des tissus, 'oxydation des lipides et des pertes

vitaminiques.

Les traitements par hautes pressions peuvent induire des inactivations réversibles ou irréversibles des
activités enzymatiques. La perte en activité catalytique du fait des hautes pressions varie selon 'enzyme, la
nature des hautes pressions, la température et la durée du traitement (Cheftel, 1992). Cependant, la PPO est
relativement résistante aux traitements par les hautes pressions: des pressions de 5 et 7 kbar sont

nécessaires a l'inactivation de la PPO de pomme a pH 4,5 et 5,4 respectivement (Nicoli et al., 1994).
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Les traitements au dioxyde de carbone supercritique se sont montrés efficaces pour inactiver les PPO. Par
exemple, la PPO de pomme de terre présente une perte d’activité dépendante du temps de traitement a 43 °C
avec du dioxyde de carbone a 58 atm (Chen et al., 1992).

L'ultrafiltration pour contréler le brunissement enzymatique en remplacement des sulfites a été étudiée plus

particulierement en vinification par les équipes de Sims (1989 ; 1990) et de Goodwin et Morris (1991).

La combinaison des traitements thermiques avec des ultrasons peut également contribuer & l'inactivation
enzymatique. Lorsqu'il est appliqué en milieu liquide, le traitement par ultrasons entraine la formation de bulles
dont les interfaces changent continuellement de forme et de taille. Les ondes acoustiques peuvent affecter les

structures enzymatiques et ainsi promouvoir la dénaturation des enzymes (El'piner et al., 1965).

2.4.2.Moyens chimiques de controle du brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique peut étre inhibé en ciblant 'enzyme, les substrats (oxygene et polyphénols) ou
les produits de la réaction. L'utilisation d’inhibiteurs du brunissement enzymatique ne peut se concevoir que
s'ils n'ont aucun effet toxique et ne modifient pas le goGt ni la couleur des produits, et évidemment si le
surcodt économique est supportable. Mc Evily et al. (1992) classent les inhibiteurs de la PPO en six
catégories (tableau 5) : les agents réducteurs, les acidifiants, les agents chélateurs, les agents complexants,

les inhibiteurs d’enzyme, les traitements enzymatiques.

Tableau 5 : Inhibiteurs du brunissement enzymatique (adapté de McEvily etal., 1992)

Agents réducteurs sulfites et dérivés
acide ascorbique et analogues
cystéine et glutathion

Agents chélateurs phosphates
EDTA
acides organiques

Acidifiants acide citrique
acide phosphorique

Inhibiteurs d’enzyme acides carboxyliqgues aromatiques
alcools aliphatiques

anions

peptides

résorcinols substitués

Traitements enzymatiques oxygénases
o-méthyltransférase
protéases

Agents complexants cyclodextrines
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2.4.2.1. Inhibition ciblant 'enzyme

Mayer et Harrel (1979) ont classé les inhibiteurs qui agissent directement sur la PPO en deux groupes. Le
premier groupe est celui des agents chélateurs de métaux, tels que les ions azoture, cyanure, halogénés et la
tropolone. Le chlore (CI) est un inhibiteur non compétitif de la PPO de pomme alors que d’autres composés
halogénés ont montré une inhibition compétitive. Le second groupe d'inhibiteurs consiste en analogues de
substrats : ces acides carboxyliques de la série des acides benzoique et cinnamique sont des inhibiteurs
compétitifs de la PPO (Janovitz-Klapp et al., 1990).

2.4.2.2. Inhibition ciblant les substrats

L’élimination de I'oxygene est sans doute le moyen le plus efficace pour prévenir I'oxydation des polyphénols
par la PPO. Cependant, la suppression totale de 'oxygene favorise le métabolisme anaérobie entrainant
I'apparition d’arriere-goQt (Ballantyne et al., 1988). L'emballage sous vide d’'air de pommes de terre pelées
augmente leur date limite de consommation. Cependant, le brunissement enzymatique se produit rapidement

des I'exposition a 'oxygeéne lors de I'ouverture de 'emballage (Langdon, 1987).

Certains adsorbants, qui se complexent avec les substrats phénoliques peuvent également étre utilisés pour
I'élimination des substrats phénoliques des aliments. L'utilisation des cyclodextrines a cet effet fait I'objet d’un
brevet (Hicks et al., 1990) : les cyclodextrines possedent une cavité hydrophobe capable de complexer les
polyphénols (Sapers et al., 1989). Cependant, la capacité de piégeage des cyclodextrines dépend de la
nature des cyclodextrines et de celle des polyphénols (Fayad et al., 1997)

Les modifications enzymatiques des substrats peuvent également servir pour inhiber le brunissement
enzymatique. Par exemple, I'o-méthyltransférase convertit les o-dihydroxyphénols en leurs dérivés méthoxy
correspondants qui ne peuvent étre utilisés comme substrats par la PPO (Finkle et Nelson, 1963). De la
méme fagon, la protocatéchuate-3,4-dioxygénase purifiée de Pseudomonas aeruginosa empéche le
brunissement enzymatique du jus de pomme en modifiant le substrat phénolique (Kelly et Finkle, 1969).

Cependant, I'utilisation de ces enzymes n’est pas envisageable au niveau industriel en raison de leur co(t.
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2.4.2.3. Inhibition ciblant les produits de réactio  n.

Les produits d’oxydation des diphénols, les quinones, réagissent entre eux et forment des diméres
phénoliques. Ces dimeres s’oxydent a nouveau et forment des polymeres plus ou moins bruns. L'acide
ascorbique (Hsu et al., 1988), les composés thiolés (Henze, 1956), les sulfites (Sayavedra-Soto et
Montgomery, 1986) et les acides aminés (Kahn, 1985) sont capables d'inhiber la formation de ces dimeres

en réduisant les quinones en phénols ou en formant des produits d’addition incolores par exemple.

Les sulfites

Les sulfites (E 220 a 228) sont les inhibiteurs de brunissement enzymatique les plus utilisés. Le terme
« sulfites » comprend l'oxyde de soufre (SO) et différentes formes inorganiques libérant de I'anhydride

sulfureux ou dioxyde de soufre (SO2 - E 220) : sulfite (SO57), bisulfite (HSO3), métabisulfite (S20s™). D’aprés
Madero et Finne (1982), les sulfites ont un effet inhibiteur compétitif sur la PPO en se liant a un groupement
sulthydryl du site actif. Par ailleurs, Ferrer et al. (1989) suggerent que linhibition du brunissement
enzymatique par les sulfites est due a la réaction des sulfites sur les quinones, formant ainsi des

sulfoquinones, inhibiteurs irréversibles de la PPO et provoquant ainsi son inactivation.

Bien que les sulfites soient tres efficaces, ils sont soumis a des restrictions d’utilisation en raison de leur effet
toxique. Plusieurs rapports (Prenner et Stevens, 1976 ; Maria et al., 1989 ; Papazian, 1996) décrivent des
réactions allergiques chez des personnes asthmatiques suite a la consommation de produits traités avec des
sulfites. Le JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives) de la WHO (World Health Organization) et de
la FAO (Food and Agriculture Organization) ainsi que la réglementation européenne recommandent une dose
journaliere admissible ne devant pas dépasser 0,7 mg / kg de masse corporelle de sulfite (équivalent dioxyde
de soufre, SO»). Les sulfites, actuellement utilisés sur les pommes de terre, les champignons, les pommes et
autres fruits et légumes, ne sont plus dans la liste des additifs « GRAS » (Generally Recognized As Safe)
depuis 1986, et sont soumis a étiquetage si la concentration dans le produit final excede 10 mg.kg' ou 10
mg/L-". Depuis 1996, les traitements aux sulfites sont interdits sur les fruits et légumes vendus frais aux
consommateurs. Les produits pouvant étre sulfités font I'objet d’une liste positive ou est précisée la teneur
maximale en équivalent SO2 dans le produit finit. Le tableau 6 présente les quantités maximales de sulfites
autorisées dans les aliments a base de fruits et de légumes.
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Tableau 6 : Quantités maximales de sulfites autorisées dans les alim ents a base

Iégumes (Dehove et al., 1998)

de fruits et de

Quantité maximale
(mg.kg™ ou mg.L™)
exprimée en SO,

Pommes de terre nelées 50
Pommes de terre transformées (v comnris les nonmmes de terre connelées et siirneléeg) 100
I &ni1imes hlancs séchés 400
I Aniimes hlanes transformés (v comnris les léniimes hlanecs conaelés et siirneléq) 50
Chamninnans transfarmés (v comnris les chamninnons connelég) 50
Chamninnons séchés 100
Friits séchés -
- abricots, péches, raisins, prunes et figues 2000
- bananes 1000
- pommes et poires 600
- autres (y compris fruits a coque) 500
s d'oranne de namnlemaniisse de nonmme et d'ananas 50
i< de limette et de citron R0
Alitres concentrés A hase de itis de friiits a1 de friits hrovés 250
Cidre noniré hnissnns fermentées a hase de friiita nétillantes ni1 non 200

Depuis la limitation de leur utilisation et I'obligation d'étiquetage, de nombreuses recherches tendent a trouver

un inhibiteur du brunissement enzymatique qui soit sain, aussi efficace et peu cher que les sulfites.

L’acide ascorbique

L’acide ascorbique est un agent réducteur, tres hydrosoluble et dont les sels neutres sont également

considérés comme sains pour inhiber le brunissement enzymatique ou d’autres réactions d’oxydation

(Bauernfeind et Pinkert, 1970). L'acide ascorbique est également un piégeur d’oxygéne libre. L'inhibition du

brunissement enzymatique par l'acide ascorbique a été attribuée a la réduction des quinones en phénols

initiaux. Cependant, I'acide ascorbique est alors irréversiblement transformé en acide déhydroxy-ascorbique :

le brunissement enzymatique est bloqué jusqu’a ce qu'il n’y ait plus d’acide ascorbique.

Par ailleurs, des

propriétés de chélation de cuivre prosthétique de la PPO sont également attribuées a l'acide ascorbique

(Whitaker, 1972). Ce dernier est en général utilisé en association avec I'acide citrique.
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Les acides aminés, peptides et protéines

Les acides aminés, peptides et protéines peuvent inhiber le brunissement enzymatique soit en inhibant
directement I'enzyme, soit en réagissant avec les quinones (McEvily et al., 1992). Ces composés peuvent
former des complexes stables avec le cuivre Cu2+ du site actif de la PPO (O’Sullivan, 1969). Kahn (1985)
compare les effets de protéines, dhydrolysats protéiques et dacides aminés sur [activité
o-dihydroxyphénolase de champignon, d’avocat et de banane par spectrophotométrie. La L-cystéine est

I'acide aminé qui montre le plus fort pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique.

Le miel a également montré un pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique de tranches de pomme, de
jus de raisins et de systemes modeles (Oszmianski et Lee, 1990). Le brunissement des tranches de pomme
est tres largement inhibé par une solution a 10 % de miel. D’aprés les expériences de purification du composé
du miel responsable de cette inhibition, il s’agit d'un peptide de 600 Da. Le mode d’action de ce peptide
résiderait dans la formation de complexe stable avec le Cu2+ du site actif de la PPO. Le pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique du miel dépend largement du type de miel mais I'addition de différents miels a des
broyats de pomme de terre entraine jusqu’a 50 % de réduction de I'activité PPO et une diminution de I'indice
de brunissement (Chen et al., 1998).

La cystéine est un inhibiteur du brunissement enzymatique dont I'efficacité rivalise avec celle du métabisulfite
de sodium (Kahn, 1985). Cependant, les concentrations en cystéine et autres composés thiolés pour
lesquelles les produits sont acceptables d’'un point de vue de leur couleur, sont inacceptables en raison de
I'amertume de ces produits. L'inhibition du brunissement enzymatique par la cystéine est due a la formation de
composés d'addition incolores dont Richard-Forget et al. (1992) ont proposé le mécanisme d’action (figure
16). Les adduits cystéine-quinone sont par ailleurs des inhibiteurs compétitifs de la PPO. Les composés
thiolés tels que la N-acétyl-cystéine et le glutathion (sous forme réduite) sont également de bons inhibiteurs du

brunissement enzymatique de la purée de pomme de terre (Friedman et al., 1992).
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Figure 16 : Effets de la cystéine (Cy-SH) sur I'oxydation enzymatique d’ o-diphénols (d’aprés Richard-
Forget et al., 1992)

Grace aux nouvelles techniques de caractérisation des protéines, les connaissances des polyphénoloxydases,
de leurs propriétés et des mécanismes de la catalyse enzymatique du brunissement enzymatique ont pu
progresser. En revanche, malgré la multitude des traitements chimiques ou thermiques agissant contre le
brunissement enzymatique, aucun substitut aux sulfites suffisamment efficace, peu cher, pratique et sans effet
néfaste sur les propriétés organoleptiques du produit alimentaire n’a pu étre trouvé pour servir d’alternative a

ce produit dont 'innocuité est largement remise en question.
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3. LOXYDATION ENZYMATIQUE DES LIPIDES

L’oxydation des matiéres grasses est une réaction considérée comme néfaste a la qualité des aliments dans
la majorité des cas. Elle se produit en présence d’oxygene, sans lumiere (auto-oxydation), en présence de
lumiére (photo-oxydation) et peut étre catalysée enzymatiquement (oxydation enzymatique). C’est ce dernier

aspect qui a retenu notre attention.

Les lipides sont oxydés a la suite de multiples réactions enzymatiques avec tout d’abord la libération des
acides gras par l'action de lipases, phospholipases, et lipide-acyl-hydrolases. Les acides gras libérés par la
lipolyse peuvent ensuite étre oxydés par la LOX et former des hydroperoxydes d’acide gras. Ces composés
tres réactifs sont ensuite transformés en aldéhydes, acides aldéhydiques et acides gras oxygénés. Un
exemple de cette cascade de réactions enzymatiques est schématisé pour les acides linoléique et linolénique
dans les céréales (figure 17, d’apres Gardner, 1988)

Glycérides, glycolipides, phospholipides

Acide linoléique et linolénique

0, lLigoxygénases

Hydroperoxydes d’acides linoléique et linolénique

/ Hydroperoxyde- Hydroperoxyde- . .
Hydroperoxyde-lyases isomérase cvolase \lsomerase des farines
Aldéhydes H>O
Acides aldéhydique
Acides gras Acide 12 Oxo- H>O
a ety cétol phytodiénoique o,
Acide jasmonique l Acides gras
= trihydroxyénes
.COOH
Figure 17 : Cascade de réactions enzymatiques impliquées dans I'oxydation des lipides (adapté de

Gardner, 1988)
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3.1.Les étapes de I'oxydation aérobie des lipides catalysée par

la lipoxygénase (LOX)

La lipoxygénase (linoléate-oxygene oxydoréductase EC 1.13.11.12 - LOX) est présente dans beaucoup de
plantes ainsi que chez les animaux mais c’est la LOX de soja qui a été particulierement étudiée. La LOX
catalyse l'oxydation par I'oxygene moléculaire des acides gras polyinsaturés (AGPI) porteurs de doubles
liaisons non conjuguées cis-cis, 1-4 pentadiéne avec le groupement méthylene en position w 8, c’est-a-dire
les acides gras essentiels dont les acides linoléique et linoléique sont les plus abondants. Les
monohydroperoxydes ainsi formés ont la méme structure que ceux obtenus lors de l'autoxydation de ces
acides gras mais contrairement a la réaction d’autoxydation, les réactions catalysées par la LOX ont toutes les
caractéristiques de la catalyse enzymatique : spécificité du substrat, peroxydation sélective, existence d’'un pH
optimum de réaction, sensibilité du processus oxydatif aux traitements thermiques et des taux de réaction
élevés pour des températures comprises entre 0 et 50 °C. De plus, les énergies d’activation pour 'oxydation
de l'acide linoléique sont réduites a 17-40 kd.mole! lors de la catalyse enzymatique (Nicolas et Drapron,
1981) par rapport a 'autoxydation (273 kJ.mole ")

Les voies catalytiques suivent les étapes suivantes représentées pour I'acide linolénique en figure 18 :
- élimination stéréospécifique d’'un atome d’hydrogene sur le groupe méthyléne en position w8 du
substrat,
- réarrangement du radical pentadienyl formé et lié a 'enzyme en systéme diene conjugué cis-trans,
- fixation d’un biradical oxygene sur le carbone w6 ou w 10 (selon la spécificité de la LOX) et formation
du radical peroxy,
- réduction du radical peroxy par 'enzyme et fixation d’'un atome d’hydrogene.
L’hydroperoxyde ainsi formé est ensuite libéré par 'enzyme. Il est important de noter que la formation des
hydroperoxydes et des radicaux libres au cours de l'oxydation enzymatique des lipides peuvent initier et

favoriser 'auto-oxydation des lipides (German et Kinsella, 1985).
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Figure 18 : Schéma des voies catalytiques de I'oxydation de I'acide linolé nigue en 13-hydroperoxyde
et / ou 9-hydroperoxyde par la LOX

3.2.Le site actif et la spécificité d’oxydation de la LOX

3.2.1.LaLOX : une enzyme a fer

Une molécule de LOX comporte un atome de fer non-hémique au site actif. Les études menées sur la LOX de
soja ont permis de déterminer la structure et les caractéristiques du site actif (figure 19). Le fer est coordonné
par le N° de trois résidus histidine et le groupe carboxyle de I'extrémité C-terminale de I'isoleucine. De plus, la
chaine latérale d'un résidu asparagine est liée faiblement au fer. Ainsi, le nombre de coordinations du fer est
soit 5 soit 6 avec un ligand de type eau ou hydroxyle. Le réle du fer dans le mécanisme de catalyse est
discuté. La forme native de LOX, porte un atome de Fe(ll) devant étre oxydé en Fe(lll) par les produits de

réactions (hydroperoxydes lipidiques ou peroxyde d’hydrogéne) pour permettre la catalyse de la réaction.
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Figure 19 : Schéma et caractéristiques de la structure du groupement prosthé tique de la LOX de soja

(adapté de Skrzypczak-Jankun etal., 1997)

Selon Gardner (1988), 'enzyme activée arrache I'hydrogéne du groupe méthylene de 'AGPI avec réduction
du fer. En milieu aérobie, suit alors I'étape d’oxydation par 'oxygene moléculaire, puis le transfert d’électron
de Fe(ll) pour former 'hydroperoxyde apres dissociation de I'enzyme et protonation (figure 20). Tejero et al.
(2004) décrivent le mécanisme d’arrachage de I'hydrogéne comme un processus en une étape de transfert

concerté d’électron et de proton entre le substrat et 'atome de fer (figure 21).
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Figure 20 : Voies réactionnelles de l'oxydation des lipides catalysée par la LOX en milieu aérobie

(adapté de Gardner, 1988)
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Figure 21 : Mécanisme de I'oxydation de I'acide linoléique par la LOX — Im plication du fer du site actif

(d’aprés Tejero et al., 2004)
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3.2.2.Le site actif et la spécificité de la LOX

Les structures tridimensionnelles de différentes isoformes de la LOX de soja sont connues (Skrzypczak-
Jankun et al., 1997 ; Minor et al., 1996 ; Youn et al., 2006). L’ extrémité N-terminale porte un domaine de 8
chaines peptidiques antiparalleles en feuillets 3. L'extrémité C-terminale, contenant le site actif, consiste en
hélices a et en deux feuillets 3. Les deux hélices centrales se croisent au site actif et lui apportent les ligands
histidine du fer. Deux cavités (cavités | et Il) dans la LOX-1 de soja se prolongent a la surface du site actif. La
cavité |, en forme d’entonnoir, pourrait jouer le réle de piégeur de dioxygéne tandis que la cavité Il, plus
longue, serait le lieu de fixation du substrat lipidique. Dans la LOX-3 de soja, il existe une troisieme cavité
allant du fer du site actif a l'interface entre les feuillets 3 et le domaine catalytique. La cavité lIl, le fer et la

cavité Il forment un passage continu a travers la protéine (Skrzypczak-Jankun et al., 1997)

Les deux étapes de la catalyse enzymatique sont indépendamment spécifiques (formation de 9 ou 13
hydroperoxydes a partir de 'acide linoléique par exemple). La suppression d’'un hydrogéne des AGPI se fait
sélectivement, de méme que linsertion de 'oxygene sur le radical d’acide gras. Par conséquent, lors de
larrachage de 'hydrogéne en position C11 sur l'acide linoléique, 'oxygéne moléculaire peut étre introduit en
position (+2) ou (-2) entrainant l'insertion du dioxygene en Ci3 ou Co. L'orientation du substrat est une étape
déterminante dans la position de l'insertion du dioxygene qui conduit a des régio-spécificités variables des
différentes isoenzymes. D’aprés Gardner (1991), dans le cas des 13-LOX, le substrat entre dans la cavité I
par son extrémité méthylée, alors que le substrat est en position inverse dans la 9-LOX. A ce modéle s'ajoute
Ihypothése « spatiale » selon laquelle le positionnement spécifique de I'oxygéne dépend de la profondeur de
la poche du site actif. Ces deux modeéles se completent pour expliquer la régiospécificité de I'oxydation,
I'orientation du substrat étant déterminée par 'espace disponible au site actif (Liavonchanka et Feussner,
2006).

Pour une meilleure compréhension du positionnement spécifique de I'oxydation de I'acide linoléique par les
lipoxygénases végétales, des expériences de modélisation des sites actifs ont été réalisées plus
particulierement sur les LOX de soja (Minor et al., 1996 ; Skrzypczak-Jankun et al., 1997 ; Skrzypczak-
Jankun et al., 2001). Ces études montrent que le résidu arginine situé au voisinage du site actif pourrait
interagir avec le groupe carboxyle du substrat dans le cas d’une inversion du substrat dans le site actif (9-
LOX). Par ailleurs dans les 13-LOX, des résidus phénylalanine et histidine pourraient faire écran a la charge
positive de l'arginine et permettraient au substrat d’entrer dans le site actif par son extrémité méthylée. En

résumé, I'espace au sein du site actif et I'orientation du substrat dans le site actif sont déterminants de la
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position d'insertion de I'oxygéne dans le cas des LOX végétales. Ces paramétres sont modifiés par des
facteurs additionnels tels que la concentration en substrat lipidique (Kiihn et al., 1990), I'état physico-
chimique du substrat (Began et al., 1999), la concentration en oxygene, la température et le pH du milieu

(Nicolas et Drapron, 1981).

3.3.La spécificité de substrat de la LOX et les ré actions

enzymatiques catalysées

En plus des AGPI contenant un systeme (1Z,4Z)-pentadienyl, les LOX peuvent catalyser I'oxydation d’autres
substrats tels que les cétones porteuses d'un groupe allyle. Par exemple, le dérivé cétonique de I'acide
ricinoléique : le 12-(céto)-9Z-octadécénoate de méthyle, qui ne contient pas de systéeme 1,4-pentadiene est un
substrat de la LOX de soja pouvant aboutir a la formation d’acides gras insaturés dicétoniques ou a la

formation d’acides gras C-13 w-cétoniques correspondants (Kiihn et al., 1991).
Des études montrent également que, outre les acides gras libres, les LOX peuvent oxyder des esters d’acides

gras tels que les phospholipides (Brash et al., 1987), des triglycérides (Holtman et al., 1997) et méme des

structures plus complexes contenues dans les membranes cellulaires (Maccarrone et al., 1994)

3.4.Rb6les physiologiques de I'oxydation lipidigue catalysée

par la LOX dans les végétaux

3.4.1.R06le de I'oxydation des lipides lors de la germination des graines

La germination induite par des modifications des propriétés physico-chimiques des graines, accroit la valeur
nutritionnelle et la disponibilité des substances alimentaires. Lors de la germination, les lipides de stockage,
principalement sous forme de triacylglycérols, sont transportés vers les glyoxysomes, ou ils sont dégradés par
le systeme de [B-oxydation pour former I'acétyl-CoA. Cependant, une alternative a ce métabolisme peut étre
proposée en impliquant la LOX (Roshal, 1996). Ces mécanismes ont été étudiés sur des glyoxysomes de
cotylédon de tournesol et de concombre (Gerhardt et al., 2005). Aprés la rupture des membranes de

I'oléosome, la LOX exprimée au cours des premiéres étapes de la germination, catalyse I'oxydation des

Travaux antérieurs 3. L’'oxydation enzymatique des lipides 59



acides linoléiques portés par les triglycérides. Par la suite, ces acides gras oxygénés sont libérés et peuvent
ensuite étre dégradés par —oxydation dans les glyoxysomes. Cependant, la présence d’oxygene sur le
carbone 13 de l'acide gras empéche I'oxydation d’étre compleéte : la B-oxydation est réduite a deux cycles et

entraine la formation de 2 moles d’acétyl-CoA par mole d’acide gras oxygéné.

3.4.2.R0le de I'oxydation des lipides dans les mécanismes de défense contre

les agents pathogenes

Il'y a plusieurs éléments montrant 'implication de la LOX dans les mécanismes de défense des végétaux. Par
exemple, la suppression du gene codant pour la LOX de la feuille de tabac entraine la perte de résistance de
cette plante vis-a-vis du parasite Phytophthora parasitica var. nicotiana (Rancé et al., 1998). Les composés
issus de l'oxydation enzymatique des acides gras sont évoqués pour expliquer ces phénoménes de résistance
aux pathogenes végétaux. Ainsi, les hydroperoxydes d’acides gras sont les précurseurs de diverses
molécules telles que les cétodienes observés dans des feuilles d’Arabidopsis infectées (Vollenweider et al.,
2000) ou d’aldéhydes produits lors de I'attaque de feuilles de haricot vert par Pseudomonas (Croft et al.,
1993). Ces composes, issus de I'oxydation enzymatique des lipides, sont suspectés d’agir comme des agents
antipathogenes du fait de leur trés haute réactivité (Almeras et al., 2003) et auraient des activités proches des

phytoalexines (Weber et al., 1999).

3.4.3.L'oxydation des lipides, production d’acide jasmonique et la

sénescence cellulaire

Si limplication de la LOX dans la régulation de la sénescence cellulaire via la biosynthése de l'acide
jasmonique n’a pas encore été démontrée, plusieurs études (Croft et al., 1993 ; He et al., 2002) montrent que
ce produit ainsi que d’'autres produits issus de l'oxydation enzymatique des lipides jouent un réle dans
linduction de la sénescence cellulaire (Op den Camp et al., 2003).

Une autre hypothese suggére I'action directe de la LOX lors des étapes finales de la mort cellulaire par une
action de la 13-LOX de type 2 sur les membranes plastidiques (Feussner et Wasternack, 1998). De plus, il a
été démontré que le niveau d’expression de certaines LOX est plus élevé dans les feuilles sénescentes
d’Arabidopsis (He et al., 2002).
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3.5.Effets de l'oxydation enzymatique des lipides dans les

aliments

3.5.1.Production de composés d’ardbmes désagréables

Que ce soit dans des pains supplémentés en farine de féve ou de soja (Gardner, 1988), dans les fruits et
légumes (Perez-Gilabert et al., , 2001) ou lors du maltage et du stockage de la biere (Billaud et al., 1997),
I'oxydation des lipides entraine la formation de composés d’ardbmes (hexanol, pentanol, hexanal, trans-2-
octénal, trans-2-nonénal, 2,4-décadiénal) dont certains sont responsables du go(t de « carton ».

13-hydroperoxyde

d'acide linaléigue d'acide linolénique
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Figure 22 : Ruptures des chaines des 13- et 9- hydroperoxydes d'acide linoléi gue et linolénique
catalysées par I'hydroperoxyde-lyase

La formation de ces composés aldéhydiques peut étre catalysée par I'hydroperoxyde-lyase qui coupe
Ihydroperoxyde d’acide gras en aldéhyde et acide aldéhydique (figure 22). Les aldéhydes possédant une
double liaison cis-3 sont ensuite isomérisés en aldéhydes avec une insaturation frans-2. Ces deux types
d’aldéhydes peuvent ensuite étre réduits par I'alcool deshydrogénase. Par exemple, 'hexanal ou 'hexenal
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issus des 13-hydroperoxydes des acides linoléiques et linoléniques respectivement, possedent une forte
odeur d’herbe ou de pois. Le nonenal ou le nonadienal issus des 9-hydroperoxydes de l'acide linoléique et
linolénique ont été décrits comme ayant une odeur fruitée ou de papier carton (frans-2-nonénal et acide

trihydoxyoctadécanoique) dans la biére (Hirota et al., 2006).

L’altération aromatique d’aliments d’origine animale, tels que les poissons et notamment des poissons gras,
peut également étre liée a I'action de la LOX. Ces poissons, riches en lipides, contiennent des enzymes (LOX
et cyclo-oxygénase) catalysant I'oxydation des lipides et dégradant ainsi la qualité organoleptique du produit

en provoquant 'apparition de composés responsables de 'aréme rance (Decker et Xu, 1998).

3.5.2.Effets rhéologiques de I'activité de la lipoxygénase dans les pates lors

de la fabrication du pain

L’oxydation enzymatique des lipides dans les pates entraine la modification de leurs propriétés rhéologiques
se traduisant par une augmentation du volume des pains et une amélioration de leur texture (Grosch et
Schwarz, 1980). De plus, l'action de la LOX entraine une résistance des pates au sur-pétrissage. Cette
caractéristique correspond a la capacité des pates a supporter un pétrissage prolongé sans qu'il y ait des
agrégations du réseau glutineux (« dough break down») et se traduit par des pétes plus fermes qui
retiendront mieux les bulles de gaz carbonique lors de la fermentation des patons et lors de leur cuisson. Le
mécanisme d’action de la LOX dans les pates impliquerait la co-oxydation des composés thiols du gluten et la

formation de ponts disulfures (Shidu et al., 1980) et une libération de lipides (Frazier, 1979).

3.5.3.Effets de l'activité LOX sur les pigments

La LOX en présence de substrat peut entrainer la co-oxydation de nombreux composés tels que les
caroténoides ou les chlorophylles. Ce phénomeéne se traduit par un changement de couleur ou une
décoloration des produits. Les co-oxydations seraient le résultat de la génération de composés radicalaires au
cours de I'oxydation des acides gras (Weber et al., 1973).
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3.5.3.1. Cooxydation des caroténoides dans le pain et les pates

Bien que la LOX endogéne a la farine de blé soit capable de dégrader partiellement les caroténoides dans les
pates, la supplémentation avec de la farine de feve (Vicia faba) ou de soja (Glycine max) est plus efficace
pour blanchir la mie des pains. Cette supplémentation est autorisée a hauteur de 2 % et 0,5 % respectivement
dans les « pains de tradition francaise » (article 2 du Décret n° 93-1074 du 13 septembre 1993 pris pour
I'application de la loi du 1er aodt 1905). Le pétrissage intensif entraine une co-oxydation et un blanchiment
des pigments plus intenses tandis que les antioxydants (BHT) et les inhibiteurs de la LOX (acide ascorbique,

peroxyde d’hydrogene) diminuent la destruction des pigments (Nicolas et al., 1978).

Alors que les effets de la LOX sur le blanchiment des pains sont recherchés, la co-oxydation des caroténoides
dans les pates alimentaires est nuisible car la couleur jaune due aux caroténoides est un facteur de qualité
des pates. Barone et al. (1999) ont montré que la LOX de blé (Triticum turgidum var. durum Desf) est

responsable de la décoloration des pates alimentaires et des semoules de blé par 'oxydation de la lutéine.

3.5.3.2. Cooxydation des caroténoides dans les frui  ts et légumes

Sila LOX est un additif alimentaire dans les procédés de panification, son activité est préjudiciable a la qualité
des fruits et légumes. En effet, I'activité lipoxygénase de tomate (Cabibel et Nicolas, 1991) ou d’aubergine
(Perez-Gilabert et al., 2001) par exemple, entraine de la méme fagon que dans les pates et le pain, la co-
oxydation des pigments caroténoides. Ce phénomeéne entraine, d'une part la diminution de la qualité
nutritionnelle des produits par la perte en précurseurs de la vitamine A, et une diminution des qualités
organoleptiques visuelles (perte de couleur) et gustatives (apparition d’arriéres golts désagréables) d’'autre
part.

Ainsi, 'oxydation enzymatique des lipides peut avoir différents aspects néfastes sur les produits alimentaires,
et notamment :

- des détériorations organoleptiques avec des modifications de la couleur et du godt ou de I'odeur,

- des pertes en valeur nutritionnelle du fait de 'oxydation des AGPI, des vitamines A et E,
La maitrise de I'oxydation enzymatique des lipides est donc d’un intérét majeur dans de nombreuses filieres

alimentaires : brasserie, fruits et légumes, viande et poisson. Les principaux moyens actuels de lutte contre
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cette oxydation sont le contrble des conditions physiques (emballages opaques, stockage au froid) et
chimiques (inertage, atmosphére modifiée, absorbeur de dioxygene) des conditions de stockage, I'addition
d’anti-oxydants et I'élimination des pro-oxydants (métaux et enzymes). Il n’existe pas de méthode universelle

idéale pour prévenir ce phénomeéne dans des systémes alimentaires complexes.

3.6. Prévention de I'oxydation enzymatique des lipi des dans les

aliments

Si le chauffage peut permettre l'inactivation de la LOX lors du blanchiment, ni la réfrigération ni méme la
congélation permettent la stabilisation du produit. Bien que trés faible a I'état congelé, I'activité LOX reprend
lors de la décongélation dés 0 — 4 °C (Frankel, 2005).

On distingue différents types de composés inhibiteurs de I'oxydation lipidique :

0 Les antioxydants de type | piegent les radicaux libres. On peut citer parmi cette famille d’antioxydants
les composés naturels phénoliques (tocophérols) et des composés synthétiques tels que BHT
(Kortenska et al., 2002).

0 Les antioxydants de type Il préviennent la formation des radicaux libres par différents mécanismes
comme notamment la chélation des ions métalliques (ex. : acide citrique, EDTA).

0 Les agents synergiques améliorent le pouvoir antioxydants d’autres composés. Il peut s’agir d’acides
(ascorbique, lactiques, tartriques ou phosphoriques) ou de sels (de potassium, de sodium ou de
calcium).

Ces antioxydants s’ajoutent aux produits réducteurs de l'oxygéne (acide ascorbique) et aux composés
responsables d’une inhibition de la LOX par différents mécanismes affectant sa structure tridimensionnelle
et/ou l'activité catalytique du site actif de 'enzyme.

La revue bibliographique nous a permis de mettre en évidence les répercutions des réactions d’oxydation sur
la qualité des aliments. Les radicaux lipidiques ou quinoléiques générés par l'action des lipoxygénases et

polyphénoloxydases sont susceptibles d’entrainer la co-oxydation de nombreuses autres substances :
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vitamines, peptides et protéines par exemple. Ce travail s’inscrit dans la recherche d’alternative a l'utilisation

des antioxydants synthétiques actuellement mis en ceuvre dans les aliments.

La réaction de Maillard se rencontre fréquemment lors des traitements technologiques appliqués aux aliments.
Les produits formés affectent fortement la qualité nutritionnelle, organoleptique (flaveur et couleur en
particulier), toxicologique et antioxydante des produits transformés. Par ailleurs les travaux antérieurs
montrent que certains PRM inhibent I'activité polyphénoloxydase et limitent le brunissement enzymatique,

tandis que d’autres systemes modeles de PRM bloquent la chaine de propagation des radicaux libres.

On cherche donc a mettre au point des conditions optimales (nature des acides aminés et des glucides
réducteurs, concentrations des réactants, conditions physico-chimiques du développement de la réaction) de
formation des composés inhibiteurs, puis a caractériser les familles de composés générés et a analyser leurs
propriétés antiradicalaires et chélatantes, pour une application éventuelle en tant qu’antioxydants en agro-

alimentaire.
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

Les travaux antérieurs montrent limpasse dans laquelle se trouvent actuellement les industriels agro-
alimentaires : I'utilisation des antioxydants efficaces, pratiques et peu chers est actuellement remise en
cause en raisons de l'allergénicité ou de la toxicité de ces additifs. Cependant, il existe a 'heure
actuelle aucune alternative économiquement et/ou technologiquement satisfaisante pour prévenir les

phénomenes oxydatifs qui alterent la qualité des aliments.

L’objectif de cette étude est donc de proposer une alternative a I'utilisation des antioxydants actuels.
Les produits de substitutions proposés sont constitués de systemes modéles sucre / acide aminé
chauffé, c’est a dire de produits de la réaction de Maillard dont la synthése bibliographique a montré les
propriétés antioxydantes. Une grande partie de ce travail vise a optimiser les conditions de la réaction
de Maillard pour former les produits inhibiteurs de deux systémes enzymatiques : la lipoxygénase et la
polyphénoloxydase. Cette étude vise également a déterminer les structures et les mécanismes
impliqués dans I'inhibition des enzymes tout en vérifiant leur applicabilité technologique d’'une part et en
abordant I'étude des propriétés mutagénes des composés inhibiteurs.

Pour aborder ces questions nous avons choisi comme premiere approche d'étudier les systémes
enzymatiques impliqués des réactions d’'oxydation que I'on souhaite inhiber. La mise au point des
conditions d’extraction et de purification de ces enzymes ainsi que la caractérisation des cinétiques
catalytiques et des propriétés physico-chimiques des enzymes sont décrites dans la premiére partie des

résultats.

Cette partie constitue un préambule aux études d'inhibition par les produits de la réaction de Maillard
qui débute par linhibition de l'oxydation enzymatique des phénols (deuxieme partie des résultats).
L'optimisation des conditions de la réaction de Maillard nous a permis de simplifier le systeme
réactionnel. Afin de pouvoir identifier les structures responsables du pouvoir inhibiteur vis-a-vis de
lactivité PPO, les conditions de formation des composés inhibiteurs ont été étudiées pour permettre

ensuite la purification de ces composés. Puis, les propriétés antioxydantes des différents modeles
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réactionnels ont été mesurées en vue d'établir éventuellement un lien entre ces propriétés
antioxydantes et l'inhibition des systemes enzymatiques. L'efficacité des produits de la réaction de
Maillard et du systeme réactionnel simplifié a par ailleurs été étudiée dans des conditions proches des
procédés de transformations en agro-alimentaires avant que ne soit aborder les mesures de pouvoir

mutageéne des différents produits étudiés.

Dans une derniere partie est présentée linfluence des conditions de la réaction de Maillard sur
linhibition de loxydation enzymatique des lipides. Par un criblage des facteurs et deux plans
d’expériences successifs, les conditions de la réaction de Maillard sont optimisées pour produire des
composés dont I'efficacité inhibitrice (in vitro) et la stabilité en fonction de la durée et des conditions de

stockage sont étudiées.
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MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre a pour objet de présenter les matériels et les méthodes utilisés pour répondre aux objectifs
que nous nous sommes fixés. Il s’attachera tout d’abord a donner les caractéristiques des matériels
biologiques dont sont extraites les activités enzymatiques d'intéréts avant d'indiquer les produits
chimiques utilisés. Les conditions de préparation des produits de la réaction de Maillard faisant appel a
la méthodologie des plans d’expériences sont présentées dans le second paragraphe de ce chapitre.

Les méthodes utilisées pour caractériser et extraire les activités enzymatiques sont ensuite précisées,
avant d'introduire les méthodes de caractérisation des composés inhibiteurs et les méthodes utilisées
pour mesurer leur pouvoir antioxydant. Le principe et les modalités du test d’Ames pour aborder les
études de mutagenicité précedent les explications concernant les méthodes de mesures de couleur
mises en ceuvre pour vérifier lefficacité technologique des produits inhibiteurs du brunissement

enzymatique

1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Les aubergines (Solanum melongena), pommes (Malus sylvestris var Red Delicious) et pommes de
terre (Solanum tuberosum var Charlotte, Mona Lisa, Roseval, Amandine, Bintje, Novita) sont achetées

a maturité sur le marché local dans la semaine précédant leurs utilisations.

La lipoxygénase de soja (Glycine max) est préparée a partir d'une poudre commerciale (Fluka Sigma-
Aldrich, St Louis, MO — USA ; 9,4 U.mg') a 2 mg.mL"' d’eau ultrapure sans purification supplémentaire.
La farine de feve (Vicia faba) est également utilisée comme source de lipoxygénase. Elle est
gracieusement fournie par les Grands Moulins d’Aizenay (Aizenay, France).
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2. PRODUITS CHIMIQUES ET PREPARATION
DES PRODUITS INHIBITEURS

La liste des produits chimiques utilisés, leur pureté et le fournisseur sont présentés en Annexe 1 par

grandes catégories d’expériences.

2.1. Introduction a la méthodoloqgie des plans d’exp eriences

Un plan d’expériences consiste a mettre en ceuvre une stratégie de travail dans le but de réduire le
nombre des essais tout en atteignant rapidement les meilleures estimations possibles des effets de
facteurs sur une ou plusieurs réponses. Cette méthodologie, largement utilisée pour 'optimisation de la
préparation des échantillons inhibiteurs, peut étre divisée en trois parties :

- la construction du plan d’expériences,

- la réalisation des expériences,

- linterprétation des résultats des expériences.
La derniére étape consiste a extraire les effets des différents facteurs étudiés sur la réponse mesurée.
L'un des objectifs que I'on s’impose lors de la construction d’'un plan d’expériences est de faciliter
linterprétation des résultats. La phase de construction du plan doit donc étre réalisée avec soin et
précaution et notamment permettre de préciser clairement les objectifs de I'étude, les facteurs qui

peuvent modifier la réponse ainsi que le domaine de variation autorisé pour chaque facteur.

Le choix du nombre et 'emplacement des points d’expériences est le probléme fondamental des plans
d’expériences. Si I'on veut effectuer le moins d’essais possibles, le meilleur choix d’emplacement des
expériences est de prendre les points dont les coordonnées sont les niveaux hauts et bas. A chaque
point du domaine d’étude correspond une réponse. A I'ensemble de tous les points du domaine
expérimental correspond un ensemble de réponses qui définit une surface appelée « surface de

réponse » qui représente donc le comportement de la réponse lorsque les niveaux des facteurs varient.
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De sa connaissance, on peut déduire les meilleurs ajustements des facteurs pour répondre a une
question donnée, minimisation ou maximisation de la réponse par exemple. Les plans d’expériences
permettent de trouver cette surface de réponse en effectuant un minimum d’essais et en obtenant une

bonne précision sur sa localisation.

On peut représenter la fonction qui lie la réponse aux facteurs par une expression trés générale de la
forme 1y =1 (i, X2, ... , Xn).

Mais cette fonction est trop générale et il est d'usage d’en prendre un développement limité de Taylor-
Mac Laurin. Le développement précédent prend la forme d’'un polynéme de degré plus ou moins éleve.
La résolution du systeme d’équation permettant d’obtenir les coefficients du modele et donc I'équation
du modele lui-méme utilise plusieurs techniques statistiques dont 'analyse de la variance classique
permettant d’étudier l'influence d’un ou plusieurs facteurs sur une variable quantitative en se basant sur
une comparaison multiple de moyennes de différents échantillons constitués par les différentes
modalités des facteurs.

On utilise des unités codées qui proviennent de la transformation des unités d’origine en attribuant la
valeur « - 1 » au niveau bas d'un facteur et la valeur « + 1 » au niveau. L'utilisation des valeurs codées
a pour conséquences de permettre la standardisation des effets des facteurs facilitant ainsi leur

comparaison.

2.2. Formation des produits inhibiteurs de |'activi té PPO

2.2.1.Préparation des PRM

Des PRM a base de glucose, de cystéine ou de glutathion ont été étudiés au laboratoire pour leurs
propriétés inhibitrices de I'activité PPO de champignon, de pomme, d’aubergine et de pomme de terre :

- PRMA: glucose (1 M) / glutathion (0,15 M) chauffés a 110 °C pendant 4 h (pH non ajusté = 3)

- PRMB: glucose (0,8 M) / cystéine (0,5 M) chauffés a 103 °C pendant 14 h (pH ajusté a 3)

- PRMC: glucose (1 M) / cystéine (0,25 M) chauffés a 115°C pendant 3 h 20 (pH ajusté a 2).
Les conditions réactionnelles de ces PRM ont été optimisés au cours d'études sur linhibition de
différentes polyphénoloxydases par les PRM (Billaud et al., 2003 ; Roux et al., 2003 ; Billaud et al.,
2004 ; Brun-Mérimée et al., 2004 ; Cheriot et al., 2006).
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Les PRM sont obtenus par chauffage de ces solutions aqueuses dans une étuve ventilée (Memmert
ULE 400). Un volume de 1,5 mL du mélange initial dont le pH est préalablement ajusté a l'aide d’acide
phosphorique (0,5 M), est chauffé dans des flacons de 2 mL sertis par une capsule en aluminium munie

d’un septum silicone / téflon.

2.2.2.Préparation des produits inhibiteurs issus de mélanges

On entend par cette dénomination les « produit néoformés » issus du mélange entre un composé
carbonylé et un composé soufré chauffé. Dans une premiére série d’expériences, une solution aqueuse
de cystéine (10 mM) a été chauffée a 115 °C pendant 200 min. Apres refroidissement, cette solution est
mélangée a une série de composeés carbonylés (4 mM — figure 23) et est conservée dans la glace pour
pouvoir maitriser la température de réaction. Dans une seconde série d’expériences, des solutions
aqueuses de différents composés dérivés de la cystéine (10 mM — figure 24) sont chauffées a 115 °C
pendant 200 min. Apres refroidissement, chacune de ces solutions est ensuite mélangée a du HMF (4
mM). L’évolution du pouvoir inhibiteur (PI) vis-a-vis de la PPO de pomme de ces mélanges conservés a
0 °C est suivie pendant 3 h. Des volumes aliquotes (10 pL) de ces mélanges sont ajoutés au milieu

réactionnel (1,4 a 1,5 mL) utilisé pour la mesure de I'activité PPO avant I'ajout de 'enzyme.
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téine chauffée (10 mM)
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Les effets des concentrations initiales (0,8 — 9,6 mM) de la cystéine (avant chauffage a 115 °C pendant
200 min) et du HMF sur la formation de composés inhibiteurs de l'activitt PPO d’aubergine ont été
étudiés selon un plan d’expériences centré-réduit a deux facteurs et cing niveaux (tableau 7) et cing
répétitions du point au centre. L'activité résiduelle est mesurée aprés ajout de 10 uL de chacun des
mélanges ayant réagi pendant 60 min & 0 °C sur la PPO d’aubergine (1,42 mL de volume réactionnel

total).
Tableau 7 : Variables indépendantes et leurs valeurs codées utilisées pour déterminer les
rapports des concentrations en réactants (cystéine chauffée et HM F)

Valeurs codées
; -1,41 -1 0 1 1,41
Valeurs réelles

[cystéine] (mM) avant chauffage
[HMF] (mM)

0,8 2 5 8 9,6

2.3. Préparation des produits dont I'activité mutag ene a été

testée par le test dAmes

Pour la préparation des PRM, les solutions de glucose-cystéine (1 /0,25; M / M) ont été chauffées
dans une étuve ventilée (Memmert, ULE 400) apres ajustement du pH a 2 avec de I'acide phosphorique
concentré dans des fioles en pyrex (20 mL) scellées avec des septa en silicone / téflon (Interchim,

Montlugon, France).

Les produits « néoformés » sont issus d’'un mélange ayant réagi pendant 24 h a 4 °C de cystéine (100
mM) chauffée (115 °C; 200 min) mélangée apres refroidissement avec du HMF (concentration finale :
100 mM).

Tous les échantillons utilisés pour le test dAmes ont été lyophilisés (48 h - Heto PowerDry LL1500)
avant leur envoi au "Department of Nutritional Sciences" de I'université de Vienne (Autriche). Le pouvoir
inhibiteur (PI1) et la concentration en HMF des PRM et du mélange sont stables au moins trois mois

apres lyophilisation et conservation a température du laboratoire.
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2.4. Optimisation de la préparation des PRM inhibit  eurs de
I'activité LOX

2.4.1.Criblage des facteurs du plan d’'expériences

Afin de discriminer les acides aminés formant des PRM inhibiteurs de la LOX de féve et / ou de soja,
différents acides aminés (lysine, arginine, histidine, cystéine, alanine, proline, glycine) et un peptide
(glutathion) ont été mélangés a du glucose et chauffés. Les concentrations en acide aminé et en
glucose sont fixées a 0,25 M. Le pH initial n’étant pas ajusté, il varie selon I'acide aminé introduit. Pour
mettre en évidence I'apparition de composés inhibiteurs au cours du chauffage, les PRM sont chauffés
a 103 °C entre 1 et 14 h. Cette valeur de 103 °C a été choisie afin de pouvoir comparer les propriétés
de ces PRM a celles des systémes modéles étudiés par Maillard et al. (2007) : un traitement thermique
a 103 °C pendant 14 h forme des composés ayant un pouvoir antioxydant maximal. Au cours du temps
de chauffage des différents systémes modéles, nous avons mesuré le Pl par polarographie en
présence de 10 uL de PRM en cuve. Ceci permet de cibler les acides aminés les plus efficaces et
d’appréhender la durée de chauffage adéquate pour former les PRM inhibiteurs de I'activité LOX. Dans
une seconde série d’expériences, les acides aminés retenus ont été chauffés a 103 °C (0 — 14 h) avec
du glucose ou du fructose afin de déterminer l'ose réducteur capable de générer les PRM les plus
inhibiteurs de l'activité LOX.

La méthode utilisée pour discriminer entre les moyennes est la procédure des comparaisons multiples
de Student-Newman-Keuls. Avec cette méthode, nous avons choisi le niveau 5,0% de risque de dire
qu'une ou plusieurs paires de moyennes sont significativement différentes lorsque les vraies différences

sont égales a 0.

2.4.2.Plan d’'expériences a quatre facteurs : pH, durée de chauffage,

concentration en glucose et en lysine

Afin de déterminer les conditions de la réaction de Maillard permettant la synthese des produits les plus
inhibiteurs de I'activité LOX de feve, la méthodologie des plans d’expériences a été retenue en utilisant
un plan centré composite isovariant par rotation avec cing répétitions du point au centre. Le modele

mathématique utilisé est un modéle a effet quadratique utilisant une régression polynomiale d’ordre 2.
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Ainsi, si on considére que Y est la réponse mesurée et Xy, Xz, X3 et X4 les quatre facteurs continus et
contrélés, on peut écrire (Eq. 1) :

y= Bo
+ BiX1 + BoXo + BaXsz + BaXs
+ B12X1X2 + B13X1 X3 + B1aX1Xa + B2sX2Xs + B3aXaXa + B24XaX2 (1)
+B11X12 + B22Xo? + B33Xa? + BaaXs?
+ € (terme d’erreur)
avec: X: valeur centrée réduite du parametre étudié x;,
Bo: moyenne des réponses au centre,
B3i: coefficient donnant le poids du terme linéaire du paramétre x; sur la réponse
Bij: coefficient donnant le poids de I'interaction entre les paramétres x; et x; sur la réponse,
Bii: coefficient donnant le poids du terme quadratique du parametre x; sur la réponse,
Les facteurs testés (X1 : pH initial noté pHi, X2 : la durée de chauffage [h], Xs: concentration en lysine

[M] et X4 : la concentration en glucose [M]) sont présentés avec leurs niveaux dans le tableau 8.

Tableau 8 : Variables réelles et codées pour le premier plan d’expérienc
de l'inhibition de la LOX de féve par les PRM

es pour I'optimisation

Valeurs réelles Yeleurs codees a=-2 -1 0 1 ta=2
Xy pHi 3 5 7 9 11
X, durée de chauffage (h) 0,5 5 9,5 14 18,5
X3 [lysine] (M) 0,2 0,4 0,6 0,8 1
X4 [glucose] (M) 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Les réponses mesurées (y) sont :

- L’activité LOX résiduelle avec 2 pL de PRM et 2,5 nkat d’activité LOX,

- Les absorbances a 350 et 420 nm a + 25 °C déterminées a l'aide d’un spectrophotométre a
barrette de diodes (Hewlett Packard 8453) et correspondant aux longueurs d’ondes des
produits primaires et finaux de la réaction de Maillard ;

- le pHfinal (Mettler TOLEDO InLab 422)
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2.4.3.Plan d’'expériences pour optimiser le traitement thermique et la

formation des PRM inhibiteurs de l'activité LOX

Un mélange a isoconcentrations (0,08 M) en glucose et lysine et @ pH non ajusté (pH = 10,1) a été

chauffé a des températures comprises entre 90 et 120 °C pendant 5 a 24 h afin de déterminer le couple

temps-température de chauffage permettant la formation de composés les plus inhibiteurs de l'activité

LOX. Aprés chauffage, la réaction est arrétée par immersion des flacons de PRM dans la glace et

lactivité LOX résiduelle en présence de 10 pL de PRM est rapidement mesurée par polarographie. Ce

plan d’expériences a deux variables et cing niveaux est présenté dans le tableau 9.

Tableau 9 : Domaine du plan expérimental (valeurs codées et réelles) uti

du traitement thermique afin d’inhiber I'activité LOX de féve

lisé pour I'optimisation

Valeurs codées

) -0 =-12 -1 0 1 +0 =12
Valeurs réelles
X, durée de chauffage (h) 5 7,5 14,5 21,5 24
X, température (T) 90 94 105 116 120

Les réponses étudiées dans ce plan sont :

- le pouvoir inhibiteur des PRMs mesuré par polarographie vis-a-vis de l'activité de la LOX de féve
(2,5 & 3 nkat d’activité LOX totale en cuve),

- la variation de I'absorbance a 294 nm

- lavaleur de pH apres I'obtention des PRM
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3. CARACTERISATION DES SYSTEMES
ENZYMATIQUES

3.1. Mesure des activités enzymatiques

Les activités enzymatiques sont déterminées a 30 °C par mesure de la vitesse de la consommation en
oxygene dans le milieu réactionnel a l'aide d'une électrode de Clark. L'activité enzymatique est
déterminée apres ajout de 'enzyme au milieu réactionnel (1,4 mL) par mesure de la pente initiale de la
courbe donnant la consommation d’oxygéne en fonction du temps. Les activités enzymatiques sont
exprimées en nanomoles d’oxygéne consommées par secondes (nkatal) et peuvent étre rapportées au

volume d’extrait enzymatique introduit dans le dosage (nkata/mL d’enzyme).

Lorsque le dosage est effectué en présence d’un inhibiteur potentiel (PRM, Mélange etc.), celui ci est
ajouté dans la cuve apres le substrat, juste avant 'addition de I'enzyme. Il est alors vérifié que la
présence d’inhibiteur n’entraine pas une consommation d’'oxygéene qui perturberait la mesure de
lactivité enzymatique. Lorsque l'activité résiduelle en présence d'inhibiteur est tres faible, l'activité

résiduelle est mathématiquement transformée en pouvoir inhibiteur (noté PI, Eq. 2) comme suit :

_ 100 _
PI= o esduele @y 1 @

De cette fagon : PI = 0 lorsqu'il n’y a pas d'inhibition (I'activité résiduelle vaut alors 100 %) et tend vers

linfini lorsque l'activité résiduelle tend vers 0.

La méthode polarographique présente généralement un domaine de linéarité large, une bonne
sensibilité et une bonne reproductibilité lorsque les activités enzymatiques mesurées sont élevées
(Palmieri et al., 1987). Par ailleurs, cette méthode, par rapport aux mesures d’activité enzymatique par
spectrophotométrie, présente I'avantage de suivre spécifiquement la consommation d’oxygene c’est-a-
dire la vitesse de disparition d’'un substrat et donc uniquement I'activité enzymatique, et non pas la
résultante qu’est le brunissement enzymatique dans le cas par exemple des mesures de l'activité PPO.
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Par ailleurs cette méthode polarographique limite les biais de mesure liés a l'introduction des PRM dans

la cellule de mesure qui pourrait biaiser les résultats.

L’estimation des parametres cinétiques des catalyses enzymatiques (Vim, Kn) et des inhibitions (Kiapp)
ont été réalisées a l'aide du logiciel GraFit Version 4.06 (© Erithacus Software Limited) a partir d'au
moins trois mesures d'activité enzymatique pour chaque concentration en substrat. En dehors des
études cinétiques, les valeurs d’activité résiduelle ou de pouvoir inhibiteur correspondent a la moyenne
arithmétique calculée sur au moins trois mesures expérimentales. Les barres d’erreur correspondent

alors aux écarts-types calculés pour ces mesures.

3.1.1.Mesure de I'activité PPO

Pour les dosages d’activité PPO, le 4-méthylcatéchol a le plus souvent été utilisé comme substrat. Le
cas échéant, l'utilisation d’un autre substrat est indiquée. Afin d’étudier les différentes PPO dans des
conditions proches de leurs optima tout en limitant 'auto-oxydation partielle des substrats, les mesures
d’activité ont été réalisées a pH 4,5 pour la PPO de pomme, de pomme de terre et la tyrosinase de
champignon et a pH 5,0 pour la PPO d’aubergine. La quantité d’extrait enzymatique injectée en cuve ne
doit pas contenir une activité supérieure a 25 nkat afin que la pente mesurée reste proportionnelle a la
quantité d’enzyme présente dans le milieu. L'activité PPO introduite en cuve se situe généralement

autour d’une valeur de 8 nkat.

3.1.2.Préparation du substrat et dosage de I'activité LOX

Le protocole de préparation du substrat est celui défini par Surrey, (1964). Il consiste en une dispersion
d’acide linoléique en phase aqueuse a l'aide de Tween 20. Du Tween 20 (0,55 g) est dispersé dans
10 mL d'une solution de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 6,5. Afin de disperser 'acide linoléique
(0,56 @) qui est ajouté ensuite, la solution est fortement agitée. De la soude 1 N est ensuite ajoutée
jusqu’a l'obtention d’une solution complétement limpide qui est finalement ajustée a 200 mL avec une
solution de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 6,5. Cette solution se conserve 3 jours a 4 °C a
I'abri de I'air et de la lumiére. Juste avant son utilisation, le substrat est dilué au % dans la solution de
tampon phosphate de sodium (0,1 M ; pH 6,5) pour obtenir une émulsion d’acide linoléique a 5 mM.
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L'activité LOX est dosée comme l'activité PPO par la mesure polarographique de la consommation
d’oxygeéne a 30 °C. Elle est exprimée en nkat ou en nkat par mL de solution enzymatique.

Il est & noter que la présence d’'un inhibiteur dans les extraits enzymatiques de LOX provenant de la
farine de feve (Cso et GF), conduit @ une absence de proportionnalité entre la quantité d’enzyme
introduite en cuve et l'activité enzymatique mesurée pour des valeurs supérieures a 20 uL d’enzyme en
cuve (figure 24). Ainsi, les volumes d’extrait enzymatique de LOX non purifié (Cso) et purifié (GFd)
utilisés ont été de 20 et 10 uL respectivement et correspondant a une activité de 2 et 3 nkat dans le

milieu réactionnel de mesure de 'activité enzymatique.
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Figure 25 : Activité LOX de feve (nkat) en fonction du volume d’enzyme mis en cuve (L) pour
les deux extraits enzymatiques de farine de feve utilisés (C 50: o et GFd : o) — Mise en évidence

d’une relation non linéaire pour des volumes supérieurs a 20 L

Matériels et méthodes 80



3.2.Dosage des protéines

Au cours des étapes de purification des activités enzymatiques, afin de pouvoir établir le tableau de
purification et déterminer le taux et le rendement de purification, la quantité de protéines contenue dans
chaque extrait enzymatique est dosée selon la méthode de Bradford (1976) a laide du réactif
commercialisé par la société Bio-Rad. Cette technique permet de doser des quantités de protéines
comprises entre 20 et 140 ug pour la méthode standard, et entre 2 et 9 pg pour la micro-méthode. Le
dosage consiste dans un premier temps a ajouter 800 uL d’échantillon convenablement dilué a 200 uL
de réactif de Bradford (méthode standard). Le mélange, aprés homogénéisation, est ensuite placé 15
min a l'obscurité, et 'absorbance finalement mesurée a 595 nm (Hewlett Packard 8453) contre de I'eau
ultrapure. Les concentrations protéiques ont été calculées par interpolation linéaire a partir d'une

gamme étalon contenant de I'albumine de sérum bovin.

Cette méthode présente l'inconvénient d’étre incompatible avec de trop fortes concentrations en sels et
notamment en sulfate d’ammonium largement utilisé au cours des procédés de purification. Cependant,
cette méthode présente un avantage majeur par rapport a la méthode de dosage des protéines par
mesure de 'absorbance a 280 nm décrite Layne, (1957). En effet, la présence de contaminants ayant
une absorption a 280 nm ou proche de cette longueur d’onde biaise la détermination de la quantité de
protéines. Parmi ces contaminants présents dans les extraits enzymatiques, on retrouve notamment les
acides nucléiques (forte absorbance dans 'UV, avec un maximum autour de 254 nm) mais ce sont
surtout les polyphénols (absorbance maximale comprise entre 260 et 330 nm) qui altérent les calculs de

rendement de purification lorsque la méthode spectrophotométrique est utilisée.

3.3. Détermination des masses moléculaires

Deux mélanges de marqueurs moléculaires ont été préparés dans une solution de tampon phosphate
0,1 Ma pH 7. lls sont injectés en téte de la colonne de gel Sephacryl S-200 HR (FPLC), et sont élués
avec une solution du tampon phosphate 0,1 M, pH 7.
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Un des mélanges contient 1 mg.mL' du bleu Dextran (2,000 kDa), 10 mg.mL-" ribonucléase A
(13,7 kDa), 10 mg.mL"' d’aloumine serum bovine (BSA, 67 kDa). Le second mélange contient
10 mg mL! ovalbumine (43 kDa), 10 mg.mL-" d’alcool-deshydrogénase (ADH, 140 kDa) et 10 mg.mL!
catalase (240 kDa). Les résultats sont exprimées en Kay, coefficient qui définit le comportement d’une
protéine indépendamment des dimensions du gel ou du remplissage de la colonne. Ce coefficient est

déterminé grace aux volume d’élution de de chacune des protéines de calibration selon 'équation 3 :
- Ve—VO
K av Vi—Vo (3)

ou : Ve = Volume d’élution de la protéine, Vo = Volume mort = Volume de I'élution du Bleu de Dextran, et
Vi = Volume total d’élution

Les valeurs de K sont comprises entre 0 (Kay d’exclusion) valeur correspondant aux protéines de haut
poids moléculaire et 1 (Kav maximum) valeur correspondant aux particules de faible poids molécualire.

Un Kavsupérieur a 1 résulte d’'une adsorption des molécules sur la matrice du gel.

En portant pour chaque protéine, le logarithme décimal du poids moléculaire logio (PM) en fonction du
Kav sur la figure 26, on obtient une relation linéaire permettant ensuite de déterminer, en connaissant le

Kav d’'une protéine, son poids moléculaire (Eq. 4) :

log1o (PM) = - 2,96 Ky + 5,49 4)

y=-2,96 x + 5,49
RS R%*=0,98

logarithme du poids moléculaire
des protéines de calibration

Les marqueurs moléculaires sont en solution dans du tampon phosphate 0,1 M, pH 7,0.
1 : Catalase, 2 : Alcool déshydrogénase (ADH), 3 : Albumine bovine sérique (BSA), 4 : Ovalbumine, 5 : Ribonucléase
Figure 26 : Courbe de calibration de la colonne Sephacryl S — 200 HR utilis ée pour la

détermination du poids moléculaire de la LOX de feve
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3.4.L’électrophoréese

Les électrophoreses sont réalisées a 15 °C sur des gels de polyacrylamide préts a 'emploi de 0,35 mm

d’épaisseur, de 40*50 mm et dont le gradient de concentration en acrylamide va de 8 a 25 %

(Phastgels, Amersham Biosciences) dans les conditions non dénaturantes indiquées par le tableau 10.

Des dépdts de 4 uL des extraits enzymatiques (préalablement incubés avec des composés inhibiteurs

ou de I'eau) ont été appliqués sur les gels.

Tableau 10 : Conditions éléctrophorétiques de séparation des protéines en conditions non

dénaturantes (natives). Le systéme est thermostaté a 15 C

tension (V)|Intensité (mA)|Puissance (W) Durée (V * h)
Préfocalisation 400 10 2,5 10
Dépot 400 1 2,5 2
Migration 400 10 2,5 268

L'appareillage Phastsystem a permis la séparation des protéines et leur révélation par le nitrate d’argent
d’apres les conditions décrites dans le tableau 11.

Tableau 11 : Méthode de coloration par le nitrate d'argent

, Temps Température
Etape Solution d'application

(min) (T)
1 acide trichloroacétique 20 % 5 20
2 50 % éthanol, 10 % acide acétique 2 50
3 10 % éthanol, 5 % acide acétique 2 50
4 10 % éthanol, 5 % acide acétique 4 50
5 8,3 % glutaraldéhyde 6 50
6 10 % éthanol, 5 % acide acétique 3 50
7 10 % éthanol, 5 % acide acétique 5 50
8 eau 2 50
9 eau 2 50
10 |0,5 % nitrate d'argent 10 40
11 |eau 0,5 30
12  |eau 0,5 30
13 [solution de développement (*) 1 30
14  |solution de développement (*) 5 30
15 |5 % acide acétique 2 50
16 |10 % acide acétique, 10 % glycérol 3 50

* . Solution de développement : 0,015 % de formaldéhyde dans une solution de carbonate de sodium (2,5 %)
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4. METHODES D’EXTRACTION ET DE
PURIFICATION DES ENZYMES

4.1. Extraction et purification de la PPO d’auberqi ne et de

pomme

L’extraction et la purification de la PPO d’aubergine suit le protocole indiqué par Cheriot et al. (2006). Il
comporte trois étapes principales : extraction, précipitations fractionnées (20 — 70 % de saturation) par
le sulfate d’'ammonium et chromatographie d’interactions hydrophobes. Toutes les opérations sont
effectuées a + 4 °C.

L’extraction et la purification de la PPO de pomme est réalisée selon le protocole décrit par Janovitz-
Klapp et al. (1989) comportant apres I'extraction, une étape de précipitation par le sulfate dammonium

(30 % de saturation) et une chromatographie d'interactions hydrophobes.

4.2. Extraction et purification de la PPO de pomme de terre

4.2.1.Extraction

100 g de chair de pomme de terre (variété Charlotte) sont découpés finement et homogénéisés pendant
trois fois 30 secondes a l'aide d’un broyeur (Ultra-Turrax T 25, IKA Labortechnik) dans 100 mL d’une
solution d’extraction composée de tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7,5 (Tampon A)
additionnée d’'acide ascorbique (10 mM), de cystéine (5 mM) et de triton X-100 (0,5 % par rapport & la
masse de chair de pomme de terre). Le broyat est ensuite centrifugé pendant 30 min a 37 800 g dans
une centrifugeuse Beckman (modele J2-21). Le surnageant, filtré sur filtre nylon (20 pm), constitue
Iextrait brut (EB).
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4.2.2.Précipitations fractionnées par le sulfate d’ammonium

L’extrait brut est ensuite porté a 10 % de saturation en sulfate dammonium. Puis, apres une attente de
4 h a4 °C, le précipité de protéines dépourvu d'activité PPO, est séparé de la phase soluble par
centrifugation (30 min a 37 800 g, 4 °C). Le surnageant filtré représente la fraction nommée S+o. Celle-
ci est amenée a 70 % de saturation en sulfate d'ammonium puis est centrifugée apres une attente de 4
h a 4 °C. Le précipité formé est de nouveau séparé par centrifugation (30 min a 37 800 g, 4 °C). Le
culot ainsi récupéré et remis en solution dans du tampon A additionné de sulfate d’'ammonium 0,8 M,
constitue la fraction Cio.70. Celle-ci est mise a dialyser a 4 °C (membrane Spectra / Por, seuil de
coupure : 12 000 - 14 000 Da) contre une solution de tampon phosphate A enrichie en sulfate
d’ammonium (0,8 M), pendant la nuit. Cet échantillon dialysé constituant le surnageant C1o700 est de
nouveau centrifugé (30 min a 37 800 g, 4 °C) avant son application sur la colonne de chromatographie

d’interactions hydrophobes.

4.2.3.Chromatographie d’interactions hydrophobes

L'extrait dialysé et centrifugé est déposé sur une colonne de 2 ¢cm? de section et de 40 cm de long
(Pharmacia XK16) reliée a une pompe péristaltique (Pharmacia P1) et & un collecteur de fractions (Isco
Foxy). La colonne est remplie de gel d'interactions hydrophobes TSK Toyopearl-butyl 650 M (Supelco,
Tosoh) sur une hauteur de 20 cm et équilibrée avec une solution de tampon A enrichie en sulfate
d’ammonium (0,8 M). Aprés élution des protéines non fixées par 2 a 3 volumes de colonne par la
solution d’équilibrage, I'activité PPO est ensuite éluée par une solution tampon A renfermant 0,2 M de
sulfate d'ammonium. Les protéines encore fixées sont éluées par une solution tampon A. Une fraction
enzymatique minoritaire est ensuite éluée par de I'eau avant que la colonne ne soit régénérée par le
passage d'un mélange d’eau distillée et d’éthylene glycol (50/50, v/v). L’élution est descendante avec
un débit de 100 mL.h-'. L’éluat est recueilli par fractions de 7 mL, sur lesquelles sont effectués un
dosage de lactivitt PPO et une mesure d’'absorbance a 280 nm. Les fractions actives réunies

constituent I'extrait enzymatique purifié qui a été utilisé dans toutes nos expériences.
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4.3. Extraction et purification de la lipoxygénase de farine

de feve

Le protocole utilisé pour la purification de I'activité LOX de farine de féve est adapté de Beaux et al.,
1973). A chaque étape de la purification, I'activité LOX de féve des extraits enzymatiques est contrdlée

pour situer les pertes éventuelles.

4.3.1.Extraction

La farine de feve (7,5 g) est additionnée de 50 mL de solution tampon acétate de sodium (0,1 M;
pH 4,5 — tampon B) puis homogénéisée pendant deux fois 15 s (Ultra Turrax - T25, IKA Labortechnik).
Le broyat est ensuite centrifugé a 27 000 g pendant 30 min et le surnageant de centrifugation, filtré
(filtre nylon), constitue 'extrait brut (EB).

4.3.2.Précipitations fractionnées a l'aide de sulfate d’ammonium

L'extrait brut est ensuite porté a 25 % de saturation. Les protéines précipitées (4 h a 4 °C) sont
séparees par centrifugation a 12 000 g pendant 20 min afin d’obtenir le surnageant S25. Du sulfate
d’ammonium est ajouté a ce surnageant afin d’amener sa concentration a 50 % de saturation. La
grande partie de l'activité¢ LOX de feve précipite apres 12 h de repos a 4 °C. L'extrait est ensuite
centrifugé (12 000 g — 20 min) pour obtenir le culot Cso. Ce culot Cso repris extemporanément dans du
tampon phosphate (0,1 M; pH 6,8) est utilisé comme source d’activitt¢ LOX pour le criblage des
facteurs visant a établir les paramétres physico-chimiques de la réaction de Maillard ayant un effet
significatif sur la production de composés inhibiteurs. Cet extrait enzymatique a également été utilisé

lors du premier plan d’expériences.

Pour I'étude des propriétés cinétiques de la LOX de farine de féve, la détermination du poids
moléculaire de 'enzyme et le second plan d’expériences, la purification de la LOX est prolongée par
une étape de gel filtration. Le culot Csp est alors remis en suspension dans 2 mL de solution tampon B
puis dialysé pendant une nuit contre cette méme solution tampon pour constituer I'extrait Csoq avant

d'étre appliqué en gel filtration.
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4.3.3.Gel filtration

Les autres activités protéiques et les protéines inactives contenues dans I'extrait Csoq SOnt séparées de
la LOX par gel filtration en utilisant une colonne de chromatographie (diamétre 26 mm, hauteur 60 cm)
contenant le gel Sephacryl S-200 HR (Amerscham Biosciences) permettant de séparer les protéines de
masses moléculaires comprises entre 5 et 250 kDa. La colonne est préalablement conditionnée dans

une solution tampon acétate B.

La séparation se fait a l'aide du systeme Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC ; Amersham
Biosciences) comprenant deux pompes (P-500), un conductimétre, un détecteur UV mesurant
I'absorbance a 280 nm en sortie de colonne et un collecteur de fractions. L'extrait (Csoq) est injecté a
l'aide d’une boucle (2 mL) sur le systeme FPLC. Le volume d’élution total de 320 mL représente une
durée de séparation d’environ 5 h (débit = 1 mL.min"!). L'activité LOX des fractions (4 mL) est mesurée
puis les fractions présentant une forte activité sont collectées et forment la fraction de gel filtration (GF).
Ces fractions actives collectées sont dialysées une nuit contre une solution de tampon acétate (0,1 M ;
pH 5,6) supplémentée avec 1 M de sulfate d’ammonium afin d’améliorer la conservation de 'enzyme.

La fraction obtenue, GFd, est stable plusieurs mois lorsqu’elle est conservée a - 20°C.
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5. CARACTERISATION DES COMPOSES
INHIBITEURS

5.1.Dosage des thiols par la méthode d’Ellman

Le dosage des thiols libres totaux est basé sur la réaction d’Ellman (1959). Apres ajout de DTNB (acide
5-5"-dithiobisnitrobenzoique), I'apparition d’'un produit présentant un maximum d’absorbance a 412 nm
en milieu alcalin, est suivie a l'aide d’'un spectrophotometre & barrette de diodes (Hewlett Packard
8453).

La réaction est réalisée en exces de DTNB. Elle s'effectue en ajoutant 200 pL d’échantillon & 0,5 mL
d’'une solution de DTNB 10 mM préparée dans une solution de tampon phosphate 0,1 M a pH 7,5 et 4,5
mL d’une solution tampon Tris / HCI (0,2 M pH 8,2). Le mélange est laissé au repos pendant environ 15

min a la température du laboratoire avant de mesurer 'absorbance a 412 nm.

La teneur en thiols dans le milieu de dosage est calculée a partir du coefficient d’extinction molaire

déterminé par la gamme d’étalonnage réalisée sur des solutions de cystéine ( € = 13 500 M-'.cm1).
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5.2.Détermination des propriétés spectrales d’'écha ntillons

inhibiteurs

5.2.1.Spectres de transmittance infrarouge d’absorbance UV-VIS

La spectrométrie infrarouge est une technique d’analyse structurale fonctionnelle basée sur I'analyse
vibrationnelle des liaisons. Elle permet de caractériser les fonctions chimiques de produits organiques.
Une molécule soumise a des radiations dans l'infrarouge peut absorber certaines d’entre elles a des
longueurs d’'onde qui correspondent aux fréquences de vibration des groupement chimique qui la
constituent. La mesure de lintensité de lumiére absorbée a chaque longueur d’'onde conduit a un
spectre caractéristique du produit étudié. Par comparaison avec les spectre d’absorption infraroute de
substances de référence, il est possible d'identifier les substances connues. Les analyses sont

effectuées en transmission et les spectres sont présentés en transmittance.

Une fraction méthanolique d'échantillons inhibiteurs de [lactivité PPO a été analysée par
spectrophotométrie infrarouge. Ce spectre a été réalisé a la chaire de génie analytique du Cnam a
laide d'un spectrophotometre infrarouge a transformée de Fourier (Nicolet 740 — Thermonicolet,
France) dans les conditions suivantes :

- Gamme spectrale : 4000 a 400 cm! (Infrarouge moyen)

- Nombre de balayages : 16

Résolution : 2 cm-!
- Détecteur: DTGS KBr

- Diviseur de faisceaux : KBr

Une aliquote de la fraction inhibitrice (0,2 — 0,5 mL) est déposée sur une pastille de bromure de
potassium (KBr) puis séchée avant d’en prendre le spectre infraroute qui représente I/l = f(t) avec | =

intensité absorbée, lo = intensité initiale, T nombre d’onde = 1 /A exprimée en cm.;.
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5.2.2.Spectres d’absorbance UV-VIS

Les spectres d’absorbance UV-VIS des différents échantillons ont été obtenus a laide d’un

spectrophotomeétre a barrette de diodes (Hewlett Packard 8453).

5.3. Méthodes chromatographigues appliquées aux

composes inhibiteurs

5.3.1.Chromatographie liguide haute pression et détection UV-VIS

(HPLC-DAD) pour le dosage du 5-hydroxyméthylfurfural

L’échantillon est injecté manuellement (boucle d'injection de 20 pL) dans le systtme HPLC (Waters)
comportant deux pompes (Waters 600), un systeme de dégazage a membrane sous vide (Waters) et
un détecteur a barrette de diodes (Waters 996) permettant d’obtenir les spectres des produits analysés
entre 190 et 800 nm. La résolution spectrale est de 1,2 nm. Les chromatogrammes & 220, 283 et
360 nm sont enregistreés.

La séparation des composés se fait grace a une colonne C18 (Y.M.C ODS-AQ AIT. 5 pm, 250 mm x
4,6 mm) en élution isocratique (0,8 mL.min"") avec comme phase mobile un mélange acide acétique a
0,2 % dans I'eau / acétonitrile (95 / 5 v/v) dont le pH est fixé a 3,0. Dans ces conditions d’élution, les
temps de rétention du HMF et du furfural, dont les spectres d’absorbance sont présentés figure 27,
sont d’environ 12,2 et 16,3 min respectivement (chromatogramme présenté figure 28).
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Figure 28 : Chromatogramme a 283 nm d’une solution de HMF et de furfural

La gamme d’étalonnage effectuée dans ces conditions permettant d’établir la correspondance entre
I'aire du pic de HMF et sa concentration (figure 29) montre une zone linéaire pour des concentrations
en HMF allant jusqua 3 mM dans le milieu. Lorsque cela est nécessaire, les échantillons sont dilués

pour que les concentrations injectées soient situées dans la zone de linéarité.
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Colonne C18 (Y.M.C ODS-AQ AIT. (5 ym, 250 mm x 4.6 mm) en élution isocratique acide acétique 0,2 % dans l'eau /
acétonitrile (95 /5 viv) pH=3,0
Figure 29 : Gamme d'étalonnage externe pour doser le HMFpar  HPLC-DAD

5.3.2.Chromatographie liquide haute pression et détection

électrochimigue (HPLC-DEC) pour le dosage des thiols

Le protocole de séparation et de dosage des composés thiolés a I'aide du systéme HPLC équipé d’un
détecteur coulométrique est adapté de celui décrit par Kaid et al. (2000). L'appareillage utilisé
comprend les éléments suivants :
- une chaine chromatographique constituée d’un ensemble workstation (Varian) avec une pompe
9012 et un injecteur Valco C6W (boucle d’injection de 20 L),
- une colonne de silice greffée en C18 (YMC-ODS-AQ, AIT, France) de granulométrie 5 um, de
dimensions 250 * 4 mm et précédée d’'une précolonne de méme remplissage,
- un détecteur coulométrique, modele Coulochem (ESA). Ce détecteur comprend une cellule de
garde (modele 5020) placée entre la pompe et linjecteur, et une cellule analytique (modele
5010) composée de deux électrodes en graphite poreux. Ainsi, toutes les espéces présentes
sont oxydées (ou réduites) et le courant qui en résulte est, d'apres la loi de Faraday,

directement proportionnel & la concentration de I'espéce réagissant au niveau des électrodes.
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La réponse du détecteur est étalonnée par l'injection réguliere d’'une solution standard de thiols et de
disulfures toutes les trois analyses. Les conditions d’analyse sont :

- un potentiel de 1V pour I'électrode de garde

- un potentiel de 0,45 V pour I'électrode 1 et

- un potentiel de 0,85 V pour I'électrode 2

L’élution est effectuée en mode isocratique avec un débit de 0,7 mL.min-!, a 'aide d’une phase mobile
composée d'une solution de dihydrogénophosphate d’ammonium (20 mM) ajustée a pH 2,5 avec de
I'acide o-phosphorique. Dans ces conditions d’élution, les temps de rétention des composés sont :

- cystine: ~ 4 min

- cystéine: ~4,5min

- glutathion : ~ 8,5 min

- glutathion oxydé : ~ 15 min

5.3.3.Chromatographie liguide haute performance et détecteur a

diffusion de lumiére (HPLC-DDL) pour le dosage du glucose résiduel
dans les PRM

L’analyse chromatographique est réalisée en mode isocratique avec un débit de 1,4 mL.min! de la
phase éluante constituée d’'un mélange acétonitrile — eau (87 / 13, v/v) préalablement filtré (filtre
cellulosique Millipore® 20 pM) et dégazé aux ultrasons. L'appareillage comprend les éléments suivants :
- un chromatographe constitué d’un ensemble Waters 600E (Saint Quentin en Yvelines, France)
- une colonne NHz.LiChrospher (100 A) 5 um 250 x 4,6 mm (Altech Associates Inc. — Deerfield,
USA)
- un détecteur a diffusion de lumiere DDL 31 (60 °C, PM 650) provenant de la société Eurosep
Instruments (Cergey St. Christophe, France)
- une boucle d'injection de 20 pL.
Ces conditions chromatographiques permettent I'élution du glucose en 15 min.

La concentration molaire en glucose est déterminée dans les échantillons diluées ([glucose] < 20 mM) a
partir dune gamme d'étalonnage établie dans les mémes conditions d’élution et de détection avec des

solutions de glucose pur (figure 30).
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Figure 30 : Gamme d'étalonnage pour le dosage du glucose par HPLC-DDL

5.3.4.Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Les échantillons en phases organiques sont séchés sur du sulfate de magnésium anhydre et filtrés sur
des filtres 0,2 pM en polytétrafluoroéthylene (PTFE) avant toute analyse en chromatographie gazeuse
(CPG).

Chromatographie en phase gazeuse couplée a détecteu r a ionisation de
flamme (CPG-FID)

Les analyses qualitatives de différents échantillons solubilisés ou extraits dans des phases organiques
sont réalisées grace au systeme de chromatographie gazeuse équipée d’un détecteur a ionisation de
flamme (Agilent 4890 D - Les Ulis, France) équipé du logiciel HP-Chem CPG.

Le gaz vecteur (hydrogéne a 0,8 mL.min-") entraine une pression en téte de colonne fixée a 13,5 bars.
La colonne utilisée est une colonne capillaire polaire de silice — polyéthylene glycol (DBwax :
30m~*0,25 mm, 0,25 um - J & W Scientific, Folsom, CA, USA) placée dans un four dont la
température est fixée a 195 °C. L'injection a 250°C de 1 pL d’échantillon est en mode splitless. La

température du détecteur a ionisation de flamme est de 250 °C.
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Chromatographie en phase gazeuse couplée a un spect romeétre de masse
(CPG-MS)

Ces expériences ont été réalisées a 'ENSIA sous la direction de Pierre Giampaoli et Barbara Rega. Le
chromatographe en phase gazeuse Agilent Technologies Séries 6890 équipé d'un détecteur de masse
5973 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) est utilisé en mode impact électronique (70 eV) pour la
fragmentation des composés analysés. Le gaz vecteur est de I'hélium N55 dont le débit a été fixé a 2
mL.min-' sur une colonne capillaire de silice greffée avec du polyéthylene glycol modifié (acide
nitroterephthalique) tres polaire appelée FFAP (J&W Science, 30 m * 0.32 mm, épaisseur du film : 0,5
um) et bien indiquée pour I'analyse des aldéhydes, des cétones, des nitriles et des acides. L'injection
de 1 pL d’échantillon se fait en mode splitless pendant 30 secondes pour permettre le transfert de
lintégralité des composés en téte de colonne. La température de l'injecteur est maintenue a 250 °C, la
ligne de transfert a 270 °C, et le piége a ions a 200 °C.

L'identification des composés se fait par comparaison des spectres obtenus avec la bibliothéque de
spectres de masse Wiley et comparaison des indices linéaires de rétention pour les composés connus
(HMF et furfural)

5.3.5.Chromatographie liguide haute pression - spectrométrie de masse
(HPLC-MS)

Ces expériences ont été réalisées en partenariat avec le département SANS (Sciences Animales et de
la Nutrition Santé) de I'lnstitut Polytechnique LaSalle Beauvais sous la direction de Frédéric Tessier.

La séparation des composés de I'échantillon (20 pL) est réalisée sur un systtme HPLC-MS Surveyor
(Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, France) équipé d'un dégazeur en ligne et composé d'une
pompe quaternaire MS Pump Plus et d'un injecteur automatique Autosampler Plus. La double détection
est réalisée par un détecteur a barrette de diodes PDA Plus (200 — 600 nm) suivi d’'un spectrométre de
masse Finnigan LTQ. Ce spectrometre de masse est une trappe d’ions linéaire, également appelée
trappe d'ions a deux dimensions par opposition aux systemes de trappe d’ions (plus classiques) a trois
dimensions (quadripéle circulaire). Ce spectrométre de masse est composé d'une source d'ionisation,

d'une succession de lentilles et de trois multi-pdles qui guident les ions sélectionnés (positifs ou
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négatifs) jusqu'a l'analyseur de masse, d'une trappe d'ions linéaire (I'analyseur) et de deux détecteurs

d'ions.

La source d'ionisation est en mode électrospray positif (ESI) L'ionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI : Atmospheric Pressure Chemical lonization) permettant en général une meilleure
ionisation et I'électrospray négatif ont également été enssayés sans apporter de meilleurs résultats que

lionisation par électrospray positif.

L’acquisition et le traitement des données se font a I'aide du logiciel Xcalibur. Le courant d'ions total
(Total lon Current, TIC) a été enregistré sur une durée de 20 min pour des ions de masses comprises
entre 50 et 600 (m/z). L'lon Current (IC) pour des ratios masse sur charge (m/z) pré-selectionnés peut

aussi étre représenté en fonction du temps.

Des études préliminaires montrent que I'élution isocratique (0,3 mL.min') par un mélange eau /
acétonitrile (60 / 40) sur une colonne C18 (150 * 2 mm, 5 um - YMC-ODS-AQ, AIT, France) permet une
bonne séparation des pics et une reproduction des chromatogrammes obtenus par HPLC-DAD sur le
systeme Waters. Ce sont conditions d’élutions qui ont été retenues. L’acidification de la phase éluante
avec de I'acide formique ou acétique glacial (0,1 %) n’apporte pas une meilleure résolution des pics.
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6. METHODES DE MESURE DU POUVOIR
ANTIOXYDANT

Le pouvoir antioxydant ne peut étre mesuré qu'indirectement a partir de ses effets. La plupart des
méthodes de mesure de l'activité antioxydante sont basées sur I'utilisation de systemes générant des
radicaux tres variés. Ce sont principalement des méthodes dites « d'inhibition » dans lesquelles une
espece chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée avec une substance capable de
détecter ces espéces. L'échantillon dont on souhaite mesurer le pouvoir antioxydant est capable
d'inhiber la génération des radicaux.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui
permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi, en effectuant différents tests
de mesure de pouvoir antioxydant, on peut générer un profil plus global des propriétés antioxydantes

des échantillons étudiés (Frankel et Meyer, 2000)

6.1. Mesure du pouvoir réducteur et antiradicalaire par le
test DPPH°

Le radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH®), fut 'un des premiers radicaux utilisé pour étudier la
relation structure / activité antioxydante des composés phénoliques (Blois, 1958). Le radical stable
DPPH? est utilisé comme radical oxydant pour étre réduit par I'antioxydant (AH) et comme indicateur de
la réaction selon le mécanisme suivant (Brand-Williams et al., 1995) :

DPPH° + AH - DPPH-H + A° (avec AH : antioxydant).

Le DPPH® est un radical stable absorbant a 515 nm. Il fixe un hydrogéne arraché a I'antioxydant AH
pour former de DPPH-H, lequel n'absorbe pas a 515 nm. A partir d'une solution mére méthanolique de
DPPH°® & 6 mM (stable pendant 8 jours a - 20 °C), une solution de DPPH°® a 60 uM est préparée
extemporanément. La détermination de la concentration de la solution de DPPH® (60 pM) se fait par la
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mesure de I'absorbance a 515 nm contre le méthanol. Pour chaque antioxydant, 77 pL des solutions de
produit antioxydant (a différentes concentrations) sont ajoutés a 3 mL de solution de DPPH® (60 uM).
La consommation du DPPH° est suivie au cours du temps a 515 nm jusqu’a I'obtention d’'un plateau au
temps final (). Le pourcentage de DPPH° restant en fin de cinétique, généralement atteint pour

tr= 14 h, pour chaque concentration en antioxydant est exprimé comme suit (Eq. 5) :

DPPH® résiduel (abs. mesurée au plateau a tr) * 100

0 ° rési =
% de DPPH® résiduel DPPH® inital (abs.DPPH® 60y M2 ) ()

Le CE 50 correspond a la concentration efficace d’antioxydant nécessaire pour faire disparaitre 50 %
de DPPH? initial : plus cette valeur est faible, plus le composé est antioxydant. Le CE 50 est exprimé en
mM pour les composés purs et en mM équivalent cystéine avant chauffage pour les PRM et les
composés néoformés préparés avec des réactants thiolés. Les écart-types ont été calculés a partir d'au
moins trois séries d’expériences réalisées avec des solutions de PRM ou de mélanges préparés

extemporanément.

6.2. Mesure du pouvoir antiradicalaire par le test AAPH?®

Les composés «azo » (R-N=N-R) sont couramment utilisés comme initiateurs de réaction dans
différents tests in vitro de mesure de pouvoir antioxydant. Ces composés sont utiles a I'étude
quantitative des cinétiques d’oxydation des lipides et d’anti-oxydation car ils générent des radicaux a

une vitesse constante et reproductible.

Le test AAPH® permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire des antioxydants en milieu émulsionné.
L'AAPH® (2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochlorure) est un initiateur chimique de ['oxydation
lipidique qui, porté a 37 °C, produit un radical AAP°. En solution et en présence d’oxygene, ce radical
AAP° forme un radical AAPOQ° qui réagit par la suite avec les acides gras (RH) donneurs d’hydrogéne.
Il apparait alors un radical lipidique R° qui absorbe a 234 nm en raison de la présence de doubles
liaisons conjuguées (Liegeois et al., 2000) selon les réactions suivantes :

AAP° + 02 > AAPOO°

AAPOOQ° + RH - AAPOOH + R°
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Les antioxydants (AOH) entrainent la réduction des radicaux R° en RH, ce qui se traduit par un retard
de la augmentation de 'absorbance a 234 nm selon la réaction : R° + AOH - RH + AQ°

Ainsi, une augmentation de la concentration en antioxydant provoque la prolongation du retard de
I'apparition des diénes conjugués.

Une émulsion d’acide linoléique est préparée selon la méthode Surrey (1964). 250 pL d'acide
linoléique sont ajoutés a un mélange contenant 4,5 mL de tampon phosphate 0,05 M pH 7,4 et 0,30 g
de Tween 20. Aprés ajout de 1 mL de soude 1 M, le volume est ajusté a 50 mL avec une solution de
tampon borate 0,05 M & pH 8. Le mélange est agité une minute aux ultra-sons. Cette émulsion d’acide
linoléique (16 mM) se conserve a 4 °C quelques jours, sous azote et a I'obscurité. La solution d’AAPH®
0,04 M est préparée dans la solution de tampon phosphate 0,05 M a pH 7,4 et peut se conserver au

maximum un mois a 4 °C.

Pour les mesures spectrophotométriques, 30 pL de substrat lipidique sont ajoutés a 2,81 mL de
solution de tampon phosphate 0,05 M a pH 7,4 préalablement incubés pendant 10 minutes a 37 °C. La
réaction d’'oxydation est déclenchée par I'ajout de 150 pL de solution AAPH® (0,04 M). Ces cinétiques
sont réalisées en présence d’'antioxydant (10 pL) ajouté a différentes concentrations. Pour chaque
concentration d’antioxydant, la mesure est réalisée contre une cuve de référence contenant 2,84 mL de
tampon phosphate 0,05 M pH 7,4, 10 uL d’antioxydant et 150 pL d’AAPH® (témoin sans substrat). Il est
par ailleurs nécessaire de faire un témoin négatif pour vérifier que I'antioxydant (a la concentration la

plus élevée) n'a pas d'effet sur TAAPH® seul.

Réalisée a 37 °C, la mesure de l'absorbance a 234 nm au cours du temps permet de suivre les
cinétiques de formation des diénes conjugués. Les courbes ainsi obtenues permettent la détermination
du temps d'inhibition (T inh) comme étant l'intersection des tangentes des phases dinitiation et de
propagation. La droite est obtenue en tragant I'évolution du temps d'inhibition en fonction de la
concentration d’antioxydant. La pente de la droite s’accroit avec le pouvoir antioxydant de la substance

testée.

La figure 31 présente pour la cystéine, le type de courbe obtenu pour ce test et la lecture du temps
d’inhibition. La concentration maximale des composés lors de ce test est de 50 mM. Pour le PRM, elle
est exprimée en équivalent cystéine avant chauffage et correspond donc au PRM dilué 5 fois. A cette
concentration, ni le HMF, ni le furfural n'ont un pouvoir antioxydant puisque les courbes en présence de

50 mM de furfural ou de HMF sont confondues avec celle du témoin (eau).
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Figure 31 : Courbes expérimentales obtenues dans la mesure d  u pouvoir antiradicalaire par le
test AAPH® mettant en évidence un temps d’inhibitio n de I'oxydation de I'acide linoléique en

présence de composés antioxydants

6.3. Mesure du pouvoir chélateur du cuivre en utili sant le

tétraméthylmurexide (TMM)

La mesure du pouvoir chélateur des PRM, des composés néoformés et des molécules témoins, est
réalisée en utilisant la méthode spectrophotométrique (spectrophotometre a barrette de diodes Hewlett
Packard 8452 A, Bracknell, Royaume Uni) décrite par Asakura et al. (1990) et modifiée par Maillard et
al. (2007), en présence d'un agent séquestrant des métaux : le tétraméthylmurexide (TMM) présenté en
figure 32. Le TMM libre (noté TMM) présente un maximum d’absorption a 530 nm mais en présence de

cuivre Cu (I1), il forme un complexe TMM-Cu ayant un maximum d’absorbance a 480 nm.
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Figure 32 : Réaction de dosage des ions cuivriques libres en utilisant le tétraméthylmurexide
(TMM)

L’association entre le Cu (Il) et le TMM suit 'équilibre : TMM + Cu & TMM-Cu avec une constante de
dissociation (Eq. 6) :

_[TMM] [Cy] (6)

Ko ="TMM-cq

En supposant que le TMM ne fixe qu’'un seul ion Cu (Il), les mesures d’absorbance permettent de
déterminer le coefficient d’extinction molaire (&) pour le TMM et le TMM-Cu dans un milieu réactionnel

contenant du CuSOsa.

D’aprés la loi de Beer-Lambert, en considérant que seuls le TMM libre et le TMM complexé absorbent

la lumiere a 530 et 480 nm respectivement, 'absorbance peut s’écrire (Eq. 7) :

A= ([ [TMM ]+ €] -Cy TMM —Cu])x/ (7)

Ou g\TMM gt g, TMM-Cu représentent les coefficient d’extinction molaire (M-.cm) & une longueur d’onde
(A) donnée, [TMM] et [TMM-Cu] les concentrations (M) de TMM libre et complexé, A I'absorbance

mesurée dans une cuve de £=1 cm.

Les coefficients molaires du TMM libre a 530 et 480 nm (g530"™M et €450™M) sont déterminés en
I'absence de CuSOsen mesurant As3o et Asgo apres ajout de 1 mM de TMM a 3 mL de solution tampon
hexamine-HCI. Les coefficients molaires du TMM complexé (€530™M-Cu gt g450™M-Cu) sont déterminés a
ces mémes longueurs d'onde en présence d'un exces de CuSO4 (5 mM). Ainsi dans un milieu

contenant du TMM et du TMM-Cu, on obtient le systeme d’équation suivant (Eq. 8):

Asp=(EB8" [TMM] + i ~«“[TMM —Cu])x/ 8)

Ao=  (ERY[TMM] + g}~ [TMM —Cu])x ¢
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Il est alors possible, en considérant les équations précédentes, de calculer les concentrations en TMM

libre et complexé dans le milieu réactionnel (Eq. 9) :

[TMM ] =-(E80" CxAseq (e85 Ada) 9)
(ETMM CUXSE%M) (SESMOM—CUX IQ/IOM
[TMM—CU = (E" X Ase)) = (E58" X Ace)

(STMM TMM Cu) (STMM TMM -Cu

480 530 530 480

Les mesures sont réalisées en mélangeant 100 pL de TMM (1 mM) avec 3 mL de solution de CuSQOs
(0- 5 mM) a la température du laboratoire. Les absorbances a 480 et 530 nm sont mesurées apres
10 min et les résultats sont analysés a l'aide du logiciel Grafit 4 (Erithacus Software Limited) en
appliquant 'équation de Scatchard permettant de déterminer la valeur de la constante de dissociation

(Kq) pour le cuivre.

Des quantités croissantes de solutions de PRM, de produits néoformés et de composés témoins, sont
ajoutées au mélange réactionnel contenant du TMM partiellement complexé (100 uL a 1 mM) avec du
CuS04 (0,05 mM). Les PRM sont en compétition avec le TMM pour chélater le cuivre et déplacent donc
I'équilibre réactionnel de complexation du TMM avec le cuivre. lls favorisent ainsi la décomplexation du
TMM-Cu pour reformer du TMM libre. Le cuivre introduit initialement dans le test se répartit alors sous
trois formes : le cuivre libre (Cu), le cuivre complexé au TMM (TMM-Cu) et le cuivre complexe aux PRM
(ou produits néoformés) noté PRM-Cu : [Cu total] = [Cu] + [TMM-Cu] + [PRM-Cu]. Pour chaque quantité
de solution d’échantillons testés (PRM et produits néoformés), les concentrations en TMM et en TMM-
Cu sont déterminées d'aprés le systtme d’équations 9, grdce a la mesure de Asgo et Ass.

L’équation 6, permet alors de calculer [Cu] et d’en déduire [PRM-Cul.

L’activité chélatrice du cuivre est calculée a partir de la pente de la droite exprimant la différence entre
la concentration en cuivre libre en présence de TMM et la concentration en cuivre libre en présence des
différentes substances testées, en fonction de la concentration. 'EDTA (3 mM - 0-50 L) a été
sélectionné comme agent chélatant de référence. La pente observée pour 'lEDTA dans ces conditions

de test est proche de 1. Une pente élevée indique un fort pouvoir chélateur du Cu (II).
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/.LE TEST D'AMES POUR MESURER
L'ACTIVITE MUTAGENE ET ANTIOXYDANTE
DES PRM

Les expériences de mesure de mutagénicité et du pouvoir antioxydant des différents composés testés
ont été réalisées sous la direction du professeur Karl-Heinz Wagner (University of Vienna, Department of
Nutritional Sciences) et avec l'aide de Stephan Pdchtrager (étudiant en master). Cette étude a été
soutenue par le COST Cooperation 927 (“Thermally processed Foods: possible health implications )
sous la forme d’une mission scientifique courte (short term scientific mission n° 927-02812) de 3 mois.

7.1.Les souches bactériennes utilisées

Le test d'Ames, parfois appelé test a Salmonella/microsome ou a Salmonella ou encore mutatest,
consiste a examiner si une substance chimique ou un agent physique est capable d'induire des
mutations spécifiques chez différentes souches de Salmonella typhimurium. Les souches utilisées dans
le test sont des souches porteuses d'une mutation dans un des génes gouvernant la synthése de I'acide
aminé histidine. Cette mutation His- rend les souches incapables de se développer sur un milieu sans
histidine. Avec une fréquence trés faible, ces mutations His- reversent spontanément vers His* : les
cellules retrouvent leur capacité a croitre sur un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de
réversion peut augmenter en exposant les bactéries His- a des agents mutagenes. Ainsi, le test d'Ames
permet de quantifier linduction de ces mutations réverses His+ (Mortelmans et Zeiger, 2000).

Deux souches bactériennes de nature génétique différente sont utilisées pour cette étude (TA98 et
TA102). Ces souches sont porteuses de mutations His- différentes qui permettent de tester des agents
mutagenes variés. En plus des mutations spécifiques sur 'opéron His, ces souches possedent des
caracteres génétiques qui permettent d'augmenter leur sensibilité a l'agression génotoxique. Les

caractéristiques génotypiques de ces deux souches sont résumées dans le tableau 12. Ces deux

Matériels et méthodes 103



souches portent la mutation rfa qui affecte la structure de la membrane externe lipolysaccharidique et
augmente la perméabilité des souches aux molécules de masses moléculaires €levées. De plus,
lintroduction du plasmide pKM101 dans ces souches augmente leur sensibilité aux mutations induites
par une exposition aux UV et aux produits chimiques tout en leur conférant une résistance a

I'ampicilline, ce qui permet de facilement détecter la présence du plasmide.

Une mutation par délétion du gene de la biotine rend la souche TA98 biotine-dépendante, et la mutation
dans le géene uvrB-bio dans cette méme souche bloque le processus de réparation par excision-
synthese des Iésions de 'ADN. La souche TA102 porte la mutation HisG428 sur le plasmide pAQ1
introduit en multicopie pour augmenter le nombre de sites de mutation. Cette souche contient par
ailleurs un gene uvrB fonctionnel qui autorise la détection de produits hautement toxiques provoquant
des réticulations de 'ADN. Elle est plus spécifiquement utilisée pour donner des informations sur le
stress oxydatif provoqué par les composés chimiques testés tandis que la souche TA98 donne des
informations sur des mutations portant sur la séquence de '’ADN.

Tableau 12 : Génotypes des souches de Salmonelles utilisées d ans le test d’Ames (TA98,
TA102)

Souche Génotype Bio ubrB Défaut de la membrane Plasmide
mutation lipolysaccharidique
TA98 HisD352 Mutation par délétion rfa pKM101
TA102 HisG429 Souche sauvage rfa pKM101 ; pAQ1

L'intégrité génétique et le taux de mutation spontané des souches de Salmonella typhimurium ont été

vérifiés selon le protocole publié par Mortelmans et Zieger (2000).
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7.1.1.Préparation des souches bactériennes initiales

Les souches bactériennes commerciales sont mises en culture dans un milieu contenant :
- 3,29/200 mL d’Agar
- 4,3 mL de solution de Vogel-Bonner
- 10 mL de glucose 40 %
- 2,17 mL de solution d’histidine (0,259 / 50 mL)
- 1,3 mL de solution de biotine (6,1 mg /50 mL)
- 682 pL de solution dampicilline (0,2 g /25 mL 0,2 N NaOH)
+ 54,3 pL de solution de tétracycline (80 mg /10 mL) pour la souche TA102

et incubées pendant 48 h a 37 °C sur milieu minimum.
La dépendance de ces souches a l'histidine, la biotine, la présence du plasmide pKM101 (résistance a

I'ampicilline), la présence du plasmide pAQ1 (résistance a la tétracycline), la combinaison du marqueur

rfa et la délétion ubrB sont testées avant I'utilisation de ces colonies comme source bactérienne.

7.1.2.Préparation des cultures bactériennes

Une colonie provenant des souches bactériennes est prélevée des boites de Pétri porteuses des
souches bactériennes initiales (master plates) et introduite dans 12 mL de bouillon de culture (5 g / 200
mL + 0,625 mL de solution dampicilline a 0,2 g / 25 mL 0,2 N NaOH filtrée stérilement). Les bactéries
sont ensuite mises a incuber pendant 12 h a 37 °C. Apres les 12 h d'incubation, cette préparation

(overnight culture : ONC) est utilisée comme source bactérienne dans le test d’Ames.

7.2. Mesure de la mutagénicité des PRM

Le protocole utilisé est adapté de Maron et Ames (1983) avec une pré-incubation de 25 min a 37 °C.
La pré-incubation est utilisée pour permettre un contact plus étroit entre les souches et les composés
dont la mutagénicité est testée tout en augmentant la sensibilité du test. Certains composés ne sont
mutagenes qu’apres activation métabolique ou au contraire sont inactivés lors de leur métabolisation. I

est donc important de tester le pouvoir mutagéne des composés chimiques en présence et en 'absence
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d’activation métabolique. Les bactéries ne possédant pas de systéme d’oxydation métabolique, une
source exogene d’origine mammifere d’activation métabolique doit étre ajoutée lors du contact entre les
bactéries et les mutagenes potentiels. Pour cela, un systeme d’oxydation métabolique extrait de
rongeurs a été introduit dans le test dAmes (Ames et al., 1973 ; Mortelmans et Zeiger, 2000). Ce
systéme d’activation métabolique est composé du surnageant aprés centrifugation (9000 g) de foie de
rats préalablement traités a I'Aroclor 1254 (fraction microsomale notée S9). Dans le test, le S9 est

ajouté en présence de NADP et de cofacteurs nécessaires a I'oxydation (Maron et Ames, 1983).

L'utilisation de composés chimiques dont lactivité mutagénique est connue (contrdles positifs),
spécifiques des souches utilisées et des conditions de test permettent de confirmer la spécificité, les
propriétés de réversion des souches ainsi que l'efficacité du systéme d’activation métabolique. Pour les
deux souches utilisées (TA98 et TA102), le 2,4,7-trinitro-9-fluorénone et 'azoture de sodium ont été
utilisés comme contréles positifs sans et avec activation métabolique respectivement. Le contréle

négatif a été réalisé avec de I'eau et 'ensemble des tests effectués est reporté dans le tableau 13.

Tableau 13 : Echantillons et conditions du test d’Ames

Echantillons conceAntranon? .| Souches et conditions de tests
(mg / boite de Pétri)
PRM C 0,05 TA 98 :
Melcysa-Hmr, 100 mm 0,1 S9°; H,Op S9"; H,0y
Cystéine chauffée (100 mM ; 115 € - 200 min) 0,5 TA 102 :
Cystéine 1 S9 ; H0 S9; H.0;"
HMF 5 S9*; H,0, S9*; H,0,"

7.2.1.Propriétés mutagenes des PRM mesurées par le test d’Ames

Les différents composés (lyophilisés et purs) sont dilués dans l'eau et utilisés a différentes
concentrations (0,05 ; 0,1;0,5; 1 et 5 mg/ boite de Pétri). Les produits lyophilisés testés sont :

- Le PRMC : glucose (1 M) / cystéine (0,25 M) chauffés a pH 2 pendant 200 min a 115 °C

- Lacystéine (0,1 M) chauffée pendant 200 mina 115 °C

- Le mélange cystéine chauffée / HMF (0,1 M).
A titre de contrle et pour mieux comprendre l'origine des propriétés mutagénes de ces produits, le
HMF et la cystéine (non chauffée) sont également testés.
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Pour un test standard de mutagénicité, les différentes substances mélangées sont (figure 33) :
- 500 pL de tampon phosphate de sodium stérile (20 mM, pH 7,4).
- 100 pL de suspension bactérienne (ONC) fraichement préparée
- 200 pL de composés dissous dans I'eau et filtrés stérilement
Ce mélange est ensuite incubé pendant 25 min a 37 °C puis 2 mL de « top Agar » sont ajoutés juste

avant dépdt sur les boites de Pétri. Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37 °C pendant 48 h.

500 pL tampon phosphate de sodium (0,02 M - pH 7,4) ou S9

200 pL d'échantillon / de solution de controle
100 pL d'ONC (~10° bactéries)
+/- 100 pL d'H,0, (60 mM)

Incubation (25 min a 37 C)
2 mL de "top agar"

Dépot sur boite de Pétri
(Milieu glucose minimum)

Mise en culture
(48ha37 <)

Figure 33 : Schéma du protocole pour test d'’Ames

Comme le recommandent Mortelmans et Zeiger (2000), trois boites de Pétri sont réalisées pour
chaque concentration et chaque test est répété dans les mémes conditions. Pour qu'un composé soit
dit mutageéne, le nombre de colonies formées (colonies réverses ou révertantes) sur les boites portant
ce compose doit étre au moins deux fois supérieur au nombre de colonies réverses spontanées portées

par les boites de contrdle négatif. De plus, un effet dose sur le nombre de colonies doit étre montré.

Matériels et méthodes 107



7.2.2.Mesure du pouvoir antioxydant des PRM dans le test d’Ames

De la méme fagon que pour les tests de mutagénicité, les propriétés antioxydantes des composés sont
testées a 0,05; 0,1; 0,5; 1 et 5 mg / boite de Pétri. La souche TA102 est utilisée comme marqueur
d’oxydation de 'ADN en présence de 60 mM d’H20.. Les contréles contiennent alors également 60 mM
d’H202. Lors d’'une mesure de pouvoir antioxydant, sont mélangés :

- 500 pL de tampon phosphate de sodium stérile (20 mM, pH 7,4).

- 100 pL de suspension bactérienne (ONC) fraichement préparée

- 200 pL de composés dissous dans I'eau a 60 mM d’H20- et filtrés stérilement
Ce mélange est ensuite incubé a 37 °C pendant 25 min.
Un composé est considéré comme antioxydant si le nombre total de colonies réverses par boite de

Pétri est significativement ou au moins deux fois inférieur au nombre de colonies réverses spontanées.

7.2.3.Analyse statistique des résultats

Tous les résultats sont exprimés par la moyenne du nombre de colonies réverses par boite de Pétri sur
les six (12 dans le cas du contréle négatif) boites réalisées. L'analyse de la variance a un facteur des
différentes réponses au test de mutagénicité observées pour les différentes concentrations sont
analysés a l'aide du logiciel Statgraphics centurion XV (StatPoint, Inc Herndon, Virginia — USA). Les
différences entre le nombre de colonies révertantes observé en présence du composé testé et le
contrble négatif sont analysées en utilisant un test de Student aprés vérification de la distribution
normale du nombre de colonies observées pour chacune des conditions de tests. Les différences sont

considérées significatives a la valeur p < 5 %.
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8. MESURE DE LA COULEUR ET APPLICATION
DES PRM POUR INHIBER LE BRUNISSEMENT
ENZYMATIQUE

Aprés avoir été pelées, les pommes, pommes de terre ou aubergines (50 g) sont coupées en petits
morceaux et homogénéisées (Ultra-Turrax T 25 - IKA Labortechnik) avec 50 mL d’eau (témoin), de
solutions de cystéine, d’'un mélange cystéine chauffée (115 °C — 200 min) / HMF, de métabisulfite de
sodium ou de PRM (glucose-cystéine: 1 / 025 M — pH 2 - 115 °C; 200 min) a différentes

concentrations.

La couleur de ces broyats est analysée a l'aide d’un spectrophotometre (CM 3500d, Konica, Minolta
Sensing Inc., Osaka, Japan) dans le systéme CIELab de représentation des couleurs, développé par la
CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) en 1976. Les coordonnées chromatiques (L*, a*, b* )
d’'un échantillon d’environ 1 cm de hauteur, placé dans une boite de Pétri (& 4 cm — verre optique) sont
mesurées par réflectance a la température du laboratoire (= 25 °C) durant les 60 min qui suivent le
broyage. L'illuminant est de type D65 (lumiére type « lumiere du jour ») avec I'observateur normal a
10 °. Les valeurs indiquées correspondent a la moyenne de trois mesures. L’évolution de la couleur au
cours du temps est exprimée par rapport aux valeurs initiales aprés broyage en utilisant AL* Aa*. En
effet, ces facteurs sont les plus représentatifs du changement de couleur lors du brunissement
enzymatique. La valeur Ab* et la différence totale de couleur AE* = {(AL*)? + (Aa")? + (Ab*)?}% ont été
mesurées et calculées mais elles ne seront pas présentées car dans les conditions de tests, la variance
de Ab* ne dépend pas de I'échantillon (additif et / ou concentration) et affecte directement la valeur de

la différence totale de couleur AE*.

Lors de la mise en ceuvre des produits inhibiteurs, des solutions diluées d’échantillons ont été utilisées
directement & 1 ou 2 mM pour la pomme de terre et la pomme respectivement. Mais afin de pouvoir
établir une correspondance entre les tests de mutageénicité et les essais technologiques, les produits
lyophilisés (PRM et mélange cystéine chauffée — HMF) ont également été testés a des concentrations

de 0,5 et 1 g.L-" pour la pomme de terre et la pomme respectivement.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. CARACTERISATION DES SYSTEMES
ENZYMATIQUES

1.1.La PPO de pomme de terre

1.1.1.Extraction / Purification

Etude variétale

Des expériences préliminaires ont été réalisées afin de choisir la variété de pomme de terre renfermant
le plus d’activité PPO. L’extraction de l'activité enzymatique d’extraits bruts (30 g de pulpe / 50 mL de
milieu d’extraction) de six variétés de pomme de terre est réalisée au cours des trois dernieres années
(2004 - 2006) et lactivitt PPO des différents extraits bruts enzymatiques est mesurée par
polarographie (substrat : 4-MC 20 mM pH 4,5).

Le milieu d’extraction est alors constitué de tampon A auquel est ajouté de I'acide ascorbique (15 mM)

pour réduire les quinones en phénols et ainsi éviter leur polymérisation et I'inactivation de 'enzyme au
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cours de l'extraction. De plus, le milieu d’extraction est additionné de 0,5 % de Triton X 100 pour

assurer la solubilisation des enzymes liées a des structures membranaires.

Une étude préalable sur les capacités de brunissement observées de visu sur les mémes extraits a
montré que la variété « Mona Lisa » était la plus sensible au brunissement. Cette propriété de cette
variété avait déja été signalée (Cantos et al., 2002). Cependant, d’apres la figure 34 présentant les
activités PPO des extraits bruts des différentes variétés, la variété « Charlotte » est celle qui montre les
plus fortes activités au cours des trois années. La faculté de brunissement des pommes de terre n'est
donc pas uniquement due a l'activitt PPO présente dans les tubercules mais également a d’autres
paramétres tels la quantité de polyphénols pouvant étre oxydés, le cultivar et 'année de récolte. La
relation entre le brunissement et la teneur en phénols des pommes de terre de différentes variétés a été
établie dés 1977 (Matheis et Belitz, 1977).

250 - 2004

Kk K . 2005

200 - i I

2006

150 A

100 A

50 A

Activité (nkat/mL) dans l'extrait brut

Bintje Amandine Roseval Charlotte Novita Monalisa

Les groupes homogeénes (ou il n’y a pas de différence significative au seuil de 5 %) portent une lettre identique.
La méthode utilisée pour discriminer entre les moyennes est la procédure des différences significatives minimales de Fisher.

Figure 34 : Activité PPO de I'extrait brut de pommes de terr e de différentes variétés récoltées
en 2004, 2005 et 2006

La variété « Charlotte » qui a été choisie comme source de PPO de tubercule de pomme de terre pour
les expériences ultérieures, est relativement récente (inscrite au catalogue frangais en 1981). Elle a
pour origine génétique Hansa X Danaé. Il s’agit d’'une variété semi-précoce (ramassage 100 jours apres
la plantation) qui forme des tubercules oblongs allongés, trés réguliers, a la peau et la chair jaune. Cette
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variété se montre peu sensible aux taches de rouille, au cceur creux et aux taches cendrées. La

Charlotte est appréciée pour ses qualités culinaires et de conservation. Un lot différent de pommes de

terre a été acheté chaque année a maturité peu de temps avant les expériences de purification de la

PPO.

Essais préliminaires

Les essais préliminaires ont permis de déterminer les conditions d’extraction de la PPO de pomme de
terre et d’étudier les effets de différents additifs sur la quantité d’activité PPO présente dans les extraits
bruts préparés a partir de 100 g de pomme de terre dans 100 g de tampon A.

D’apres les figures 35 (a - ), un maximum d’activité est extrait par une solution d’extraction composée

de solution de tampon phosphate A additionnée d’acide ascorbique (10 mM), de cystéine (5 mM) et a
laquelle est ajouté du Triton X-100 (0,5 %).
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Figure 35 : Activité PPO de I'extrait brut de pomme de terre en fonction du pourcentage de
Triton X-100 (a), de la concentration en acide asco rbique (b), de la concentration en cystéine

(c) , du pH de la solution de tampon phosphate (d) et du pourcentage de PVPP (e) dans le
milieu d’extraction.
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Taux de purification

Le tableau 14 présente les rendements et taux de purification au cours du procédé de purification de
lactivité¢ PPO de 100 g de pulpe de pomme de terre. Ce procédé comprend principalement suite a
I'extraction : des précipitations fractionnées par le sulfate dammonium (10 — 70 %), une dialyse et une
chromatographie d’interactions hydrophobes.

Jusqu'a I'étape de dialyse, le rendement reste supérieur a 90 % mais la PPO de pomme de terre

semble sensible a ce procédé et accuse une perte d’environ 40 % d’activité PPO au cours de cette

étape de purification pourtant nécessaire avant la chromatographie d'interactions hydrophobes.

Tableau 14 : Rendement et taux de purification de I'activité PPO de pomme de terre

. Activité | Activité Rendement Taux de
Fraction Volume| Proteines totale | spécifique par rapport purification
(mL) (mg) 1 al'EB

(ukat) |(pkat.mg™) (%) (Bradford)
EB 136 418 54 0,130 - 1,00
S10 136 430 66 0,154 121,8 1,18
C70 40 278 49 0,177 90,8 1,36
C70-D 53 282 29 0,102 53,1 0,79
C70 - D + centrifugation| 52,5 251 24 0,095 44,0 0,73
F 31 8 25 9 0,358 16,3 2,76
Fractions actives 16 40 14 0,350 26,0 2,69

D'apres la figure 36, montrant le profil d’activitt PPO et d’absorbance (280 nm) des fractions de
chromatographie d'interactions hydrophobes sur gel TSK-butyl Toyopearl 650 M, il existe au moins
deux isoformes de la PPO de pomme de terre dont la principale est éluée avec 0,2 M en sulfate

d’ammonium.
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Figure 36 : Profils dactivit¢ PPO et d’absorbance (280 nm) des fractions issues de la
chromatographie d’interactions hydrophobes sur gel TSK-butyl 650 M Toyopearl

Les différentes équipes qui ont travaillé sur la PPO de pomme de terre ont observé de multiples
isoformes présentes simultanément dans les tubercules de pomme de terre (Partington et Bolwell,
1996 ; Pathak et Ghole, 1994). Selon Vamos-Vigyazo (1981), dans la pomme de terre, les formes
natives et matures sont actives. La masse moléculaire de la forme native de la PPO est évaluée a
environ 340 kDa par Marri et al. (2003). Par ailleurs, ces auteurs montrent en conditions totalement
dénaturantes une bande unique de 69 kDa et en déduisent que la PPO de pomme de terre présente de
multiples isoformes correspondant aux différents multimeres. lis soulignent également la forte tendance
de cette protéine a I'agrégation en complexes de hauts poids moléculaires : une solution diluée de la
protéine monomérique chargée sur une colonne Superdex 200 résulte en un pic unique présentant une

forte activité PPO et élué dans le volume mort.

Malgré le faible taux de purification de la PPO de pomme de terre des fractions actives rassemblées
(2,7), cette technique de purification a été retenue car simple et rapide, elle permet d’obtenir une
fraction enzymatique stable (au moins 18 mois a — 20 °C) en 48 h. Le faible taux de purification observé
est sans doute di a la contamination par des glycoprotéines de réserves appelées patatine et qui
représentent plus de 40 % des protéines solubles des tubercules de pomme de terre : la PPO de
pomme de terre et la patatine ont des propriétés structurales et physico-chimiques proches et peuvent

s’agréger sans entrainer la perte de l'activité PPO (Pots et al., 1999).
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Par ailleurs, les expériences d’électrophorése en conditions natives avec une révélation par le nitrate
d’argent montrent au moins 6 bandes protéiques. Cependant, les expériences en révélation spécifique
en utilisant le 4-méthylcatéchol (20 mM) et 'acide chlorogénique (5 mM) a pH 4,5 n'ont pas permis de
mettre en évidence la répartition des activités PPO sur les gels d’électrophorese et n'ont donc pas
permis la détermination des poids moléculaires des différentes isoformes de PPO dans I'extrait

enzymatique.

1.1.2.Effet du pH sur I'activité PPO de pomme de terre

La figure 37 montre I'effet du pH sur la vitesse initiale de la consommation en oxygéne par la PPO de
pomme de terre en utilisant deux substrats (4-méthylcatéchol - 20 mM et acide chlorogénique - 10 mM)
préparés dans des solutions tampon citrate-phosphate (3,3 <pH < 6,0) et phosphate (6,0 < pH < 7,5).
Les pH supérieurs a 7,5 n’ont pas été envisagés en raison de 'oxydation trés rapide et spontanée des
substrats dans les milieux alcalins (Li et al., 2007).
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Figure 37 : Activite PPO de pomme de terre vis-a-vis du 4-mé thylcatéchol (20 mM - m) et de

I'acide chlorogénique (10 mM - o) en fonction du pH
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On observe un fort effet des pH trés acides sur lactivité PPO de pomme de terre lorsque 'acide
chlorogénique est utilisé comme substrat. Il ne subsiste que 25 % d'activité par rapport a l'activité
maximale obtenue a pH 4,5 lorsque le milieu réactionnel est amené a pH = 3,5. Pour cette méme valeur
de pH et avec le 4-méthylcatéchol, I'activité mesurée représente pres de 60 % de l'activité maximale

obtenue entre pH 4 et pH 4,5.

L’évolution de lactivité suit ensuite la méme tendance pour les deux substrats utilisés. Aux pH
supérieurs a 5 et jusqu’a 6, l'activité PPO reste supérieure a 80 % du maximum pour décliner ensuite et
atteindre 60 % a pH = 7,5.

L'activitt PPO maximale est observée pour les deux substrats pour un pH voisin de 4,5. C'est donc
cette valeur de pH qui sera choisie pour mesurer l'activitt PPO de pomme de terre dans les études
ultérieures. Duangmal et Owusu-Apenten (1999), par des mesures d’absorbance a 420 nm décrivent
une activitt PPO maximale de I'extrait brut de pomme de terre, pour un pH d’environ 6,8 avec un
plateau entre 4,4 et 6,0 en utilisant le 4-méthylcatéchol (20 mM) comme substrat. Cantos et al. (2002)
observent pour l'activité PPO de pomme de terre extraite de 5 variétés différentes, une activité PPO
maximale pour des valeurs de pH comprises entre 5,25 et 5,75. Différentes valeurs optimales de pH ont
déja été rapportées pour l'activité PPO de pomme de terre (Patil et Zucker, 1965 ; Matheis, 1987).
Cette valeur dépend de la variété, de la nature du substrat phénolique, du mode d’extraction de la PPO
et de la méthode utilisée pour mesurer I'activité PPO.

1.1.3.Spécificité des substrats

Afin d’étudier la spécificité de la PPO de pomme de terre vis-a-vis des composés phénoliques
(figure 38), les valeurs des constantes cinétiques apparentes (Km et Vim) pour la fraction purifiée de
pomme de terre ont été déterminées (tableau 15) a pH 4,5 (tampon citrate-phosphate). La valeur du Kn
est une constante pour chaque substrat et une enzyme particuliere tandis que la valeur du Vinax varie
avec la quantité d’enzyme introduite dans le milieu réactionnel. Un substrat est d’autant meilleur qu'il a
une affinité forte avec 'enzyme (faible Km) et une valeur élevée du Vi (pour une quantité donnée
d’enzyme). Un critere d’évaluation d’'un substrat largement utilisé est I'efficacité catalytique exprimée
par le ratio Vim/ Kn car il correspond a une constante de vitesse pour de basses concentrations de
substrat,
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Figure 38 : Structures des composés phénoliques utilisés com me substrats de la PPO de

pomme de terre

L'acide chlorogénique, qui représente plus de 90 % des composés phénoliques endogénes des
tubercules de pomme de terre, apparait comme le substrat le plus efficace de la PPO a pH 4,5. La
stéréospécificité de 'enzyme vis-a-vis des deux diastéréoisomeres de flavan-3-ols n’est pas évidente
en terme de K, elle est par contre plus nette en terme d'efficacité. En effet, la PPO de pomme de terre
est 4 fois plus efficace avec la (-)épicatéchine qu’avec la (+)catéchine.

Concernant les phénols simples (4-méthylcatéchol, 4-MC ; pyrocatéchol et Dopa), I'efficacité de la
catalyse de la PPO apparait 8 et 20 fois plus faible vis-a-vis du pyrocatéchol et de la Dopa
respectivement, comparée a celle du 4-MC. La PPO de pomme de terre ne présente pas d’activité
monophénolase mesurable lorsque la catalyse est étudiée en présence de tyrosine ou de p-crésol mais

elle est capable d’oxyder un triphénol comme le pyrogallol avec cependant une faible affinité.
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Tableau 15 : Valeurs des constantes cinétiques (  V,, et K,,) apparentes et efficacité de différents

composés phénoliques vis-a-vis de la PPO de pomme d e terre (fraction purifiée)

. Y, K Vv Efficacité
Substrata pH 4.5 (nkat/mL) MM) | (% 4MC) | (Vin / Kn)
acide chlorogénique 186 +2,0| 09 #0,1 57,2 202,1
4-méthylcatéchol (4-MC) 326 +29| 18 +0,1 100,0 183,1
(-) épicatéchine 208 +24| 13 +0,1 64,1 160,4
acide dihydroxyphénylacétique | 177 +19 | 3,5 +0,2 54,6 50,7
acide hydrocaféique 317 +54 | 7,3 +0,3 97,5 43,6
(+) catéchine 50,3 +10] 16 0,1 18,3 36,3
pyrogallol 218 +25| 6,0 0,3 67,0 36,4
pyrocatéchol 183 +22| 85 #0,3 56,3 21,5
acide caféique 278 £13] 11 £0,2 8,6 25,4
L-Dopa 217 +28| 24 +09 67,0 8,9
acide protocatéchigue ND* ND ND ND
tyrosine ND ND ND ND
p-crésol ND ND ND ND
p-phénylenediamine, HCI ND ND ND ND

Les écarts indiqués correspondent a I'erreur standard obtenue lors de la modélisation en double inverse a partir d’au moins
trois mesures d’activité enzymatique pour chacune des concentrations en substrat.

En comparant l'acide chlorogénique a l'acide caféique, deux composés phénoliques naturellement
présents dans les tubercules de pomme de terre (Friedman, 1997), il apparait que I'estérification de la
fonction carboxylique de l'acide caféique par 'acide quinique ne modifie pas l'affinité de la fonction
cafféoyl : les valeurs de Km pour les deux composés sont relativement proches (Kn = 1 mM). En
revanche, cette estérification provoque une nette augmentation du Vm conduisant a une efficacité

environ 8 fois plus élevée en faveur de I'acide chlorogénique.

En présence d’une fonction carboxylique directement liée au cycle (acide protocatéchique), l'activité
PPO est inexistante. Lorsque cette fonction est séparée du cycle par un (acide
dihydroxyphénylacétique) ou deux (acide hydrocaféique) carbones, l'activité PPO remonte et les

activités sont comparables vis-a-vis de ces deux substrats.

Il résulte de ces comparaisons que le 4-MC qui est un bon substrat synthétique de la PPO de pomme
de terre et a été utilisé pour la majorité des expériences d'inhibition. D’autres études sur la PPO de
pomme de terre le décrivent comme un trés bon substrat des PPO (Duangmal et Owusu-Apenten,
1999). Cependant, compte tenu de I'importance de I'acide chlorogénique, naturellement présent dans
les tubercules de pomme de terre, ce substrat a également été mis en ceuvre dans différentes

expérimentations.
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1.1.4.Spécificité des inhibiteurs

Les propriétés inhibitrices de différents acides carboxyliques et du 4-hexylrésorcinol (figure 39) ont été

analysées (tableau 16) en utilisant comme substrat du 4-MC a pH 4,5.

(0]
O OH / O / o OH
B /\/\/H\
OH e N N iy /@/\/\/\cm
HO
OH

acide benzoique acide cinnamique  acide p-coumarique acide sorbique 4-hexylrésorcinol
Figure 39 : Structures des acides carboxyliques et du 4-hexy Irésorcinol testés en tant
gu'inhibiteurs de la PPO de pomme de terre

Les acides benzoique, t-cinnamique, p-coumarique et sorbique, tout comme le 4-hexylrésorcinol sont
des inhibiteurs compétitifs de la PPO de pomme de terre. Les deux acides phénoliques de la série de
l'acide cinnamique, naturellement présents dans les tubercules de pomme de terre (Friedman, 1997),
ont un pouvoir inhibiteur comparable a I'acide benzoique (Kapp = 0,1 mM ). L’acide sorbique, bien
qu’ayant une affinité pour 'enzyme moindre (Kiapp = 0,9 mM ) se montre également un bon inhibiteur de
lactivit¢ PPO de pomme de terre. Ces résultats montrant l'efficacité des acides t-cinnamique et
p-coumarique a inhiber l'activité PPO de pomme de terre sont en accord avec ceux trouvés sur

l'aubergine (Cheriot et al., 2006) et la pomme (Janovitz-Klapp et al., 1989).

Tableau 16 : Valeurs des constantes d'inhibition des acides c¢ arboxyliques et du 4-

hexylresorciniol sur la PPO de pomme de terre a pH 4,5

Inhibiteur Kiapp (MM)
acide benzoique 0,12
acide t-cinnamique 0,14
acide p-coumarique (hydroxycinnamique) 0,11
acide sorbique 0,86
4-hexylrésorcinol 0,45

Le 4-hexylrésorcinol, dont l'utilisation pour inhiber le brunissement enzymatique des crevettes est
brevetée, apparait beaucoup moins efficace que dans le cas de la tyrosinase de champignon
(Kiapp = 0,004 mM) au méme pH (Fayad et al., 1997).
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Ainsi, I'extrait enzymatique de pomme de terre dont on connait la teneur en protéines sera utilisé a pH
4,5 avec comme substrat du 4-MC dans les expériences ultérieures d'inhibition par les PRM et les
composés néoformes. L'activité PPO de pomme de terre et son mécanisme d'inhibition par les PRM et
les composés issus du mélange seront comparées a celles de PPO dautres origines végétales

(pomme, aubergine et champignon).

1.2.La LOX de farine de feve

1.2.1.Extraction et purification de la LOX de farine de feve

Le tableau 17 présente les rendements et taux de purification au cours du procédé d’extraction de
lactivité LOX a partir de 7,5 g de farine de féve. Aprés une double précipitation fractionnée par le
sulfate d’'ammonium (25 — 50 %), le culot & 50 % de saturation est repris dans une solution tampon B
puis dialysé pour constituer I'extrait Csog. C'est ce dernier extrait qui est déposé en téte de colonne de

gel filtration.

Tableau 17 : Taux de purification et rendement I'extraction d e LOX de farine de féve

Etape Volume| Protéines ﬁgﬁ;ﬁe sggli}/igie Rendement qux d_e
purification
mL (mg) (ukat) pkat/mg (%)

Extrait brut 38 53 7,6 0,14 100 1

S25 37 59 6,6 0,12 91 0,8
Cso 2 2,5 1,7 0,69 23 4.8
Csod 2,5 3,7 1,3 0,45 22 3,1
Fractions totales éluées GF| 36 6,2 4,0 0,65 53 4.6
Fraction la plus active (36) 4 0,97 0,96 0,99 13 6,9

Pour la fraction la plus active, un rendement global d’environ 13 % avec un taux de purification proche
de 7 est obtenu en cours de cette purification. La seconde précipitation par le sulfate dammonium pour
obtenir I'extrait Cso entraine une perte d’activité trés importante (proche de 70 %). Ceci indiquerait que
le protocole utilisé ici (Beaux et al., 1973) semble peu propice au traitement de cet échantillon de farine
de féve et qu'une partie de I'activité LOX n’a pas été précipitée dans ces conditions de concentration en
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sulfate d’ammonium. A linverse, au cours de I'étape chromatographique de gel filtration, un gain
notable d’activité LOX est mesuré. On peut émettre 'hypothése que le composeé inhibiteur présent dans
I'extrait enzymatique de LOX et évoqué précédemment est, au moins partiellement, séparé de la LOX

au cours de la filtration sur gel.

Le chromatogramme obtenu pour un extrait Csoq déposé en téte de colonne de gel Sephacryl S-200 HR
présente un pic unique d’activité LOX (figure 40). Les protéines dépourvues d'activité LOX présentes
dans I'échantillon sont éluées trés tét aprés le volume mort de la colonne, correspondent a des
protéines de haute masse moléculaire (MM) proche de 250 kDa. D’autres fractions protéiques
minoritaires et inactives de PM variables (une fraction de PM supérieur et deux a trois fractions de PM

inférieurs a celui de la LOX de féve) sont également observées sur le chromatogramme.
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Figure 40 : Chromatographie de gel filtration sur Sephacryl S — 200 HR de la fraction C o4 de la

farine de feve
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1.2.2.Détermination de la masse moléculaire de la LOX de farine de feve

extraite

La détermination du poids moléculaire de la LOX de farine de féve est effectuée sur la colonne de
Sephacryl S-200 HR utilisée pour la purification et calibrée. Le volume d’élution du pic majoritaire de
lactivité LOX de farine de féve sur cette colonne est de 144 mL représentant une valeur de Ka, pour le
gel de 0,216. D’apres I'équation 3 (paragraphe 7.1 du chapitre Matériel et méthodes) ceci correspond

donc a une masse moléculaire de 68 kDa.

L’analyse en biologie moléculaire de la LOX de féve extraite des nodules de féve montre une masse
moléculaire plus élevée : 96,5 kDa (Perlick et al., 1996). Cependant, la valeur de masse moléculaire
déterminée ici correspond a celle (66 kDa) de I'une des deux isoformes de LOX caractérisées dans la

farine de féve par ultracentrifugation (Nicolas et Drapron, 1977).

1.2.3.Détermination des constantes cinétiques de la LOX de féve vis-a-

vis de I'acide linoléique

Les vitesses initiales de la consommation en oxygéne pour des solutions de concentration variable en
substrat acide linoléique (1 — 15 mM) et saturées en air sont dosées a 30 °C. Ainsi, les valeurs des
constantes cinétiques apparentes (Km et Vi) pour la fraction purifiée (GFd — 20 uL) de LOX de féeve
sont déterminées a pH 6,5 (tampon phosphate 0,1 M). La courbe d’activité obtenue suit la loi de
Michaelis-Menten, comme illustré dans la figure 41, et indique une vitesse maximale de
279 + 6,9 nkat/ mL et un Ky = 3,8 + 0,3 mM. Cette valeur caractéristique de 'enzyme est proche de
celle trouvée par Richard-Forget et al. (1995) pour une LOX de méme origine végétale (Km = 2,2 mM
apH6,5).
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Figure 41 : Activité de la LOX purifiée de féve (GFd — 20 uL ) en fonction de la concentration en
acide linoléique (1-15 mM apH 6,5eta 30 T)

Les protocoles utilisés montrent des taux de purification plutdt faibles et ne ménent pas a une
purification jusqu'a homogénéité des deux extraits enzymatiques majoritairement utilisés dans les
études d'inhibition. Cependant, les extraits obtenus ont 'avantage d’étre représentatifs de I'activité
enzymatique globale présente dans le végétal considéré. Ceci permet I'observation d'inhibiteurs d’une
activité enzymatique globale et pas seulement spécifiques d’une isoenzyme particuliere. Par ailleurs,
ces protocoles, relativement rapides a mettre en ceuvre, permettent 'obtention d’extraits enzymatiques

stables plusieurs mois a — 20 °C.
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2. ACTION DES PRM ET DU MELANGE SUR
LACTIVITE PPO ET LE BRUNISSEMENT
ENZYMATIQUE

2.1.Mesure du pouvoir inhibiteur, dosage des réact ants
résiduels et du HMF dans les PRM

Différents PRM a base de glucose, de cystéine ou de glutathion ont été étudiés au laboratoire pour
leurs propriétés inhibitrices de l'activité PPO de champignon, de pomme, d’aubergine et de pomme de
terre (tableau 18) :

-  PRMA: glucose (1 M)/ glutathion (0,15 M) chauffés a 110 °C pendant 4 h

-  PRMB: glucose (0,8 M) / cystéine (0,5 M) chauffés a 103 °C pendant 14 h

- PRMC: glucose (1 M) / cystéine (0,25 M) chauffés a 115°C pendant 200 min.

Tableau 18 : Pouvoir inhibiteur (P1) des différents PRM utili  sés sur des PPO de différentes

sources végétales en présence de 1 yL de PRM

o Tyrosinase PPO de PPO PPO
pH initial . )
) de champignon pomme d'auberaine de pomme de terre
(des solutions avant moy o moy o moy o moy o
chauffage)
PRM A |non ajusté (= 3) 55 0,02 23 3,6 24,9 4,9 35 4
PRM B non ajusté (= 5) 2,3 0,2 7,7 1,6 79 0,5 8,2 0,7
pH=3 3,3 0,01 12 0,9 13 1,8 15 1,2
PRM C non ajusté (= 5) 7,1 0,4 8,2 0,1 9,2 0,7 7,6 0,5
pH=2 14,3 15 48 10 61 12 23 4
Avec Pl = 100

~ activité résiduelle (%)
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Il faut noter que le PRM A, a base de glutathion présente un pH initial proche de 3, ce qui rend inutile
lacidification initiale. Pour les PRM B et C, initialement a pH = 5 sans ajustement, quelle que soit
'enzyme, la baisse de pH des systemes modéeles avant chauffage, augmente le Pl des PRM. Ceci peut
paraitre étonnant dans la mesure ou le développement de la réaction de Maillard est favorisé en milieu
alcalin (Ajandouz et Puigserver, 1999). On peut noter également d’aprés ce tableau que le
classement des PRM respecte le méme ordre de Pl lorsque les systemes sont chauffés dans des
conditions acides. En effet, pour toutes les PPO testées, les PRM C ajustés a pH 2 sont toujours les
plus inhibiteurs (a I'exception de la PPO de pomme de terre avec les PRM A). Viennent ensuite les
PRM A, puis les PRM B ajustés a pH 3 (a I'exception de la tyrosinase de champignon pour les PRM C a
pH non ajusté). Les PRM C et les PRM B a pH non ajustés sont les moins inhibiteurs. Globalement,
pour la méme dose de PRM (1uL dans 1,4 mL de milieu réactionnel), la PPO de pomme de terre
apparait la plus sensible (& 'exception des PPO de pomme et d’aubergine avec les PRM C ajustés a
pH 2), suivie des PPO de pomme et d’aubergines qui présentent des valeurs d'inhibitions trés proches.
Enfin, la tyrosinase de champignon est la moins sensible & linhibition causée par les PRM. Le
brunissement enzymatique n'est pas uniquement di a lactivit¢ PPO présente dans le végétal mais
également lié a la teneur en phénols. Cependant, la sensibilité plus ou moins grande de I'activité PPO
vis-a-vis des PRM est un facteur a prendre en compte dans la détermination de la quantité de PRM a
introduire dans les tests de mesure d’activité enzymatique et dans les mesures colorimétriques du

brunissement enzymatique.

En plus du pouvoir inhibiteur de ces PRM, les concentrations résiduelles en réactants de ces différents
systémes modeles ont été déterminées afin de connaitre la proportion de réactants ayant réagi pour
former des PRM. En effet, en vue de leurs applications technologiques, il est souhaitable de connaitre
la composition des produits que I'on souhaite introduire dans des procédés industriels. Ainsi, le glucose
résiduel (tableau 19) et les composés thiolés (tableau 20) ont été dosés par HPLC-DDL et HPLC-DEC

respectivement et comparés aux réactants chauffés seuls dans les mémes conditions.

La premiére observation du tableau 19, met en évidence les grandes quantités de glucose résiduel
présentes dans les PRM: plus de 60 % du glucose introduit dans les systémes modéles pour la
synthése des PRM n’a pas réagi. Contrairement aux études de Renn et Sathe (1997) et d’Ajandouz et
Puigserver (1999) indiquant que la RM est accélérée par des milieux alcalins, les PRM synthétisés en
milieu acide voient la réactivité du glucose augmentée. En comparant les concentrations résiduelles en
glucose dans les PRM a celles observées pour les solutions de glucose seul chauffées dans les mémes
conditions, il apparait que la perte en glucose lors du chauffage est plus importante en présence de
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cystéine ou de glutathion. Ceci est accentué par la comparaison des trois PRM ayant des
concentrations en composés aminés différentes : plus la concentration initiale en acide aminé est

élevée, moins il subsiste de glucose résiduel apres le chauffage.

Tableau 19 : Concentrations en glucose résiduel (M) des diffé  rents PRM et des solutions de

glucose chauffées dans les mémes conditions (pH et barémes de chauffage)

[glucose] (M) glucose [glucose] (M)
pH initial PRM ayant réagi | glucose chauffé seul
(% par rapport
moy Y - moy (0
au glucose initial)
PRM A |non ajusté (= 3)| 0,90 0,05 10 0,92 0,06
non ajusté (=5)| 0,52 0,02 35 0,78 0,03
PRMB |pH =3 0,48 0,01 40 0,76 0,04
non ajusté (=5)| 0,83 0,02 17 0,93 0,02
PRMC |h=3 0,73 0,01 27 0,71 0,02

Le tableau 20 montre qu'effectivement, I'acide aminé thiolé introduit en concentration inférieure au
glucose dans tous les systemes modeles, réagit dans de larges proportions au cours de la réaction de
Maillard : plus de 96 % du glutathion du PRM A et 60 % de la cystéine dans les PRM B et C ont réagi
au cours du chauffage. De plus, l'acidification initiale du mélange provoque une dégradation plus
importante des thiols lors du chauffage. Ces taux sont beaucoup plus faibles lorsque les solutions de

composé thiolés sont chauffées en absence de glucose.

Tableau 20 : Concentrations en réactif thiol (glutathion dans le PRM A/ cystéine dans les PRM

B et C) comparées a celles des solutions de réactif s thiols chauffés seuls dans les mémes

conditions
o [glutathion ou cystéine] . y _
pH initial " thiol ayant |  [cystéine ou gluthation] (M)
(M) réagi cystéine ou glutathion chauffés seuls
PRM
moy o (%) moy a
PRM A non ajusté (= 3) 0,006 0,0002 96 0,036 0,003
non ajusté (= 5) 0,14 0,01 72 0,36 0,01
PRMB  |py=3 0,05 0,003 90 0,46 0,03
non ajusté (= 5) 0,09 0,002 62 0,21 0,01
PRMC  hH=3 0,04 0,002 83 0,16 0,01

Par ailleurs, le HMF est un composé souvent cité comme marqueur de la réaction de Maillard et est

depuis longtemps utilisé comme critére de qualité des jus de fruit (Berry et Tatum, 1965) et du miel
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(Mesallam et El-Shaarawy, 1987). Il a également ét¢ dosé dans les différents PRM étudiés
(tableau 21). Il apparait alors que le PRM le plus inhibiteur est également celui qui possede la plus forte
concentration en HMF (= 3 mM). Les PRM B, obtenus aprés un chauffage plus long (14 h) ont des
teneurs en HMF inférieures au seuil de détection (0,02 mM). Dans ce cas, ce compose intermédiaire de
la réaction de Maillard a sans doute subi une réaction de Maillard plus avancée et a été transformé en
d’autres produits de polymérisation : Tomasik et al. (1989) considérent que le HMF ainsi que d’autres
composés furannes, peuvent étre les précurseurs des polymeres responsables de la couleur des
produits de chauffage lors de la caramélisation ou de la réaction de Maillard. Par ailleurs, en comparant
les teneurs en HMF des PRM formés en présence de cystéine (B et C) a celles des solutions de
glucoses chauffées seules correspondantes, on observe comme Kroh (1994), que la teneur en HMF
est inférieure dans les PRM.

Tableau 21 : Concentrations en HMF (mM) dans les PRM comparée s a celles des solutions de

glucose chauffé seul dans les mémes conditions

[HMF] (mM) [HMF] (mM)
pH initial PRM alucose chauffé seul
moy o} moy a
PRM A [nhon ajusté (= 3) 0,75 0,02 1,11 0,01
non ajusté (= 5) i 1,14 0,07
PRM B pH =3 non détectable 207 0,07
non ajusté (= 5) 0,22 0,01 0,52 0,16
PRMC =3 2,91 0,09 3,63 0,02

Afin d’élucider la relation qui pourrait exister entre 'apparition du HMF et le Pl des composés formés,
des PRM (0 — 1 M glucose / 0,25 M cystéine) chauffés a 115 °C pendant 200 min apres acidification
initiale (pH = 2) ou non ont été plus spécifiquement étudiés. La figure 42 présente en fonction de la
concentration initiale en glucose, 'évolution des teneurs en HMF et des Pl de ces systemes modéles. I
apparait alors que le pouvoir inhibiteur des PRM augmente avec la concentration initiale en glucose.
Pour une méme concentration initiale en glucose, lorsque le pH des solutions de glucose-cystéine est
ajusté a 2 avant chauffage, les PRM montrent un pouvoir inhibiteur plus fort confirmant ainsi I'effet de
I'abaissement du pH dans la génération des composés inhibiteurs. A partir d’une concentration de 0,4
M en glucose, la concentration en HMF dans les PRM augmente avec la concentration en glucose, et
ceci de fagon plus marquée en milieu acide. Ceci confirme I'hypothése selon laquelle la formation du
HMF est favorisée en milieu acide (Kroh, 1994).
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Lors de la préparation de 'ensemble des échantillons et au cours de la réalisation de témoins (figure
43), est apparu un fait marquant : le mélange de solutions de glucose et de cystéine chauffées
separément, entraine également la formation de composeés trés inhibiteurs apres qu'ils aient été mis en
contact pendant 20 min comme le montre le tableau 22 qui dresse la comparaison des activités PPO
résiduelles de pomme de terre en présence d’un microlitre de solutions préparées dans des conditions

analogues aux PRM B.

solutions aqueuses initiales solutions HMF Pl
obtenues formé
glucose ] P glucose A » +++ | 0
Tl mélange : N
9| {(cystéine ou glutathion A) + (glucose A)}
traitement cystéine |~
A ; L { thermique [ ou N
cystéine ou glutathion q glutathion 0 [(oa+
A
glucose + (cystéine ou glutation) [ P PRM .r ++ | +++
A': chauffé
Figure 43 : Récapitulatif des différents échantillons testés - Mise en évidence du rdéle du HMF

dans la formation des composés inhibiteurs
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Tableau 22 : Comparaison des activités PPO résiduelles de pom  me de terre en présence de

1 yL de différentes solutions ajustées a pH 3 nonc  hauffées ou chauffées (103 C, 14 h)

: Activité PPO Ecart-type
Echantillon résiduelle (%) (%)ylo
Glucose (0,8 M) non chauffé 100 2
Glucose (0,8 M) chauffé 99 2
Cystéine (0,5 M) non chauffée 99 2
Cystéine (0,5 M) chauffée 89 1,5
Glucose (0,8 M) chauffé / Cystéine (0,5 M) non chauffée 97 2
Glucose (0,8 M) non chauffée / Cystéine (0,5 M) chauffée 91 2
Glucose (0,8 M) chauffée / Cystéine (0,5 M) chauffée 4,2 0,5
PRM B 7,1 0,8

Le pH des solutions est ajusté a 3 (avant chauffage lorsque les solutions sont chauffées)

La bibliographie sur la réaction de Maillard indique clairement qu’en milieu acide, le chauffage d’hexose
entraine de fagon prépondérante la formation de HMF. Compte tenu des résultats présentés quant a la
teneur en HMF des PRM inhibiteurs, on peut supposer que le HMF produit lors du chauffage du
glucose, réagirait avec des composés issus du chauffage de la cystéine pour générer des produits tres
inhibiteurs de l'activité PPO.

C'est a partir de ces observations et de cette hypothése, que nous avons décidé de poursuivre nos
études d'inhibition avec des mélanges plus simples constitués de composés carbonylés et de
composés thiolés chauffés. En effet, ceci présente 'avantage par rapport aux PRM, de simplifier notre
milieu d’étude en partant d’'un systeme renfermant seulement un composé carbonylé pur et des produits
de chauffage de la cystéine. Afin de mieux comprendre la formation des composés inhibiteurs
néoformés lors du mélange d’'un composé carbonylé avec la cystéine chauffée, différents modeles

réactionnels ont été étudiés.
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2.2.Etude des composés inhibiteurs dans des mélang es

composé carbonylé / cystéine chauffée: formation,

stabilité, fractionnement et analyses des produits

néoformeés

2.2.1.Etude structure / activité sur des meélanges de composeés

carbonylés avec des composés soufrés

Nature du composé carbonylé dans le mélange

Différentes solutions aqueuses de composés carbonylés (4 mM) ont été mélangées a 0 °C (pour
pouvoir contrdler la réaction) pendant 0 a 180 min avec de la cystéine (10 mM) chauffée pendant 200
min a 115 °C. Des fractions aliquotes (10 pL) ont été prélevées régulierement au cours du temps de
réaction (0 — 180 min) et introduites dans le milieu réactionnel de mesure de l'activité PPO de pomme.
Comme le montre la figure 44 pour certains des systemes modéles testés, la réaction entre le composé
carbonylé et la cystéine chauffée aboutissant a la formation de produits inhibiteurs de la PPO de
pomme n'est pas immédiate : il y a tout d’abord une diminution rapide de l'activité enzymatique au
cours des 20 premiéres minutes qui se stabilise aprés au moins 60 min de réaction a 0 °C pour les
systemes les plus inhibiteurs. Le tableau 23 - A récapitule les résultats de cette premiere série
d’expériences. Il a par ailleurs été vérifié que dans nos conditions expérimentales, la cystéine chauffée
seule et les composés carbonylés seuls n‘avaient pas d'effet direct sur l'activité PPO. Ceci s’'oppose
aux résultats décrits par Kubo et Kinst-Hori (1998a ;1998b) et ceux de Sharma et al. (2004) selon
lesquels  certains composés aromatiques  aldéhydiques tels que le cuminaldéhyde,
lisopropylsalicylaldéhyde ou le HMF, sont inhibiteurs de I'activité tyrosinase de champignon mesurée
par spectrophotométrie.
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Figure 44 : Cinétique d’'apparition a 0 T des composés inhib iteurs au cours du temps de
mélange entre des composés carbonylés (4 mM) et la cystéine chauffée (10 mM) a 115 €

pendant 200 min

Comme le montre le tableau 23 A, les solutions contenant un composé aliphatique mono- ou di-
carbonyle mélangé a la cystéine chauffée, sont totalement dépourvues de pouvoir inhibiteur
(acétaldéhyde, formaldéhyde, glutaraldéhyde et butanedione), ou montrent un faible pouvoir inhibiteur
(glyoxal). Le méme effet est observé avec des composeés cycliques carbonylés a 5 atomes de carbone
(cyclopentanone), 6 atomes de carbone (cyclohexane carboxaldéhyde), ou un hétérocycle furanne (2-
furanone). Ceci indique que I'absence de double liaison ou la présence d’une seule double liaison sur le
cycle est défavorable a la formation de composés inhibiteurs en présence de composés issus du

traitement thermique de la cystéine.

En ce qui conceme les dérivés du benzaldéhyde, lallongement de la chaine latérale
(benzéneacétaldéhyde) fait quasiment disparaitre le pouvoir inhibiteur observé avec le benzaldéhyde.
Inversement, la présence d’'une double liaison sur cette chaine latérale (cinnamaldéhyde) entraine

I'apparition d’un pouvoir inhibiteur comparable & celui observé pour le benzaldéhyde lorsque ces
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composés sont mélangés a la cystéine chauffée. L'addition d’'un groupe hydroxyle en ortho
(salicyladéhyde) ou en para (p-hydroxybenzaldéhyde), ou d’un groupe méthoxy en méta (m-
anisaldéhyde) ou en para (p-anisaldéhyde) sur le noyau benzénique ne diminue que faiblement le
pouvoir inhibiteur des mélanges. En revanche, la présence simultanée d’'un groupe hydroxyle et d’'un
groupe méthoxy (vanilline) ou éthoxy (éthylvanilline) en position 4 et 3 respectivement sur le
benzaldéhyde, entraine une diminution significative du PI des mélanges, montrant I'effet de groupes
attracteurs d’électrons sur la formation de composeés actifs a partir du benzéne. De la méme fagon, le
groupement donneur d’électrons tel que isopropyl présent en position para du groupe aldéhydique
(cuminaldéhyde), provoque une diminution du pouvoir inhibiteur qui devient alors prés de 8 fois plus

faible que celui observé pour le benzaldéhyde.

Les composés furannes tels que le furfural ou son dérivé hydroxyméthylé (HMF) montrent des effets
comparables au benzaldéhyde lorsqu'ils sont mélangés a de la cystéine chauffée avec moins de 2 et 4
% d’activité PPO résiduelle mesurée respectivement en présence de ces deux mélanges. Cependant,
I'oxydation (acide 2-furoique), la réduction (furfuryl alcool) ou la méthylation (furylméthylcétone) de la
fonction aldéhydique s’accompagne d’une quasi-disparition du pouvoir inhibiteur puisqu’il ne présente
pas de différence avec celui observé avec la cystéine chauffée seule.

Cette premiére série d’expériences montre l'importance de la présence simultanée d’un cycle insaturé
et d’'un groupe carbonyle libre pour permettre la formation de composés inhibiteurs. On peut alors
penser que des mécanismes de delocalisation électronique sont impliqués dans les réactions chimiques
avec les produits de chauffage de la cystéine. Les résultats suggerent également que les positions et
les polarités des substituants sur le cycle jouent un réle important dans la formation des produits
inhibiteurs de l'activité PPO.
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Tableau 23 : Inhibition de la PPO de pomme par différents com

posés carbonylés (4 mM)

mélangés a une solution de cystéine chauffée (115 ° C — 200 min - 10 mM) Partie A — et par

mélanges HMF (4 mM) / dérivés chauffés (115 € pend

Partie B ; aprés 180 min de réaction a 0 C entre |

ant 200 min) de la cystéine (10 mM)

es solutions de réactants. 10 yL de mélange

sont ajoutés en cuve avant I'addition de I'extrait enzymatique
A B

Compose carbonylé (4 mM) Activité PPO | Dérivé chauffé de la cystéine (10 mM)  Activité PPO
+ cystéine chauffée (10 mM) résiduelle (%) | + HMF (4 mM) résiduelle (%)
salicylaldéhyde 1,33+ 0,16@) L-cysteine méthylester 1,41 £ 0,07@
furfural 1,74 + 1,6@ cystéine 1,73+ 0,14@
cinnamaldéhyde 1,76 £ 0,22@) sulfure d’ammonium* 2,76 + 0,55
benzaldéhyde 2,03+ 1,4@ N-acétylcystéine 18,2+ 0,61@b)
HMF 3,52 + 2,5@b) homocystéine 30,5 + 0,920
p-anisaldéhyde 3,70 + 0,47@b) | cystéamine 84,0 + 2,370
m-anisaldéhyde 4,80 + 0,30@b) | S-méthylcystéine 88,6 + 2,02¢)
p-hydroxybenzaldéhyde 7,53 + 0,310 | acide cystéique 92,2 + 2,190
éthylvanilline 9,41 + 2,3(cd) méthionine 97,5 + 1,220)
vanilline 13,2 + 1,9(de) acide thiolactique 97,2+ 0,56 @
cuminaldéhyde 15,6 + 0,60€) acide 3-mercaptopropanoique 98,1+ 1,120
2-furylméthylcétone 93,7 + 1,90)
furfuryl alcool 94,8 + 1,90 HMF (seul) 100
glyoxal 94,8 + 1,90
benzeéneacétaldéhyde 95,0 + 2,10
acide 2-furoique 95,7 + 3,00
cyclopentanone 95,0 + 2,10
2-furanone 95,1 + 1,40)
cyclohexane carboxaldéhyde 96,5 + 3,4(@h)
acétaldéhyde 100
formaldéhyde 100
2,3-butanedione 100()
glutaraldéhyde 100
cystéine chauffée (seule) 93,7 + 1,90

Les valeurs d’activité PPO résiduelle portant des lettres différentes (a — h) présentent des différences significatives (p < 0,01

—test de Duncan)

* Le sulfure d'ammonium n’a pas été chauffé avant mélange et réaction avec le HMF.

Nature du composé soufré

Une série d’essais complémentaires a été mise en place afin de déterminer la nature des composés

soufrés qui, aprés chauffage, pourraient réagir avec le composé carbonylé pour engendrer des

composés actifs. Ces composés soufrés ont principalement été choisis du fait de leur analogie avec la

cystéine (ex. homocystéine), parce que ce sont des composés identifiés parmi les produits de

dégradation thermique de la cystéine (ex. acide 3-mercaptopropanoique) ou parce qu'ils montrent des
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BOC ou des pertes de certaines fonctions de la cystéine (ex. cystéamine, S-méthylcystéine, L-

cystéineméthylester).

Le HMF (4 mM) a été sélectionné comme réactif carbonylé pour réagir a 0 °C pendant 5 — 180 min avec
des composés dérivés de la cystéine (10 mM) préchauffés a 115 °C pendant 200 min (tableau 23 B).
Les mélanges issus du HMF et de la cystéine ou de la cystéineméthylester chauffées sont les plus
efficaces pour inhiber la PPO de pomme. Dans une moindre mesure, les solutions chauffées de N-
aceétylcystéine et d’homocystéine mélangées au HMF se montrent également inhibitrices. En revanche,
les dérivés chauffés de la cystéine dans lesquels le groupe thiol est méthylé (méthionine,
méthylcystéine) ou oxydé (acide cystéique) génerent des composés peu ou pas inhibiteurs. De la
méme fagon, [labsence de fonction carboxylique (cystéamine) ou amine (acides 3-
mercaptopropanoique et thiolactique) n'entraine pas la formation de composés inhibiteurs aprés
chauffage et mélange avec le HMF. Selon ces résultats, les conditions de chauffage semblent
suffisantes pour hydrolyser les fonctions acétyles (N-acétyl-cystéine) et ester (cysteine méthylester) et
générer les composés inhibiteurs avec le HMF. Le sulfure d’ammonium [(NH4)2S] non chauffé a
également été inclus dans ces expériences car il correspond a la forme soluble de I'H.S pouvant étre
produit lors du chauffage de la cystéine (Zhang et al., 1988). Bien que n’étant pas inhibiteur en soit, ce
composé forme des produits tres inhibiteurs de I'activité PPO lorsqu’il est mélangé au HMF.

A ces concentrations, la cystéine et ses dérivés non chauffés ainsi que les sulfites sont dépourvus de
pouvoir inhibiteur lorsqu'ils sont mélangés ou non au HMF aprés réaction dans les mémes conditions. A
I'exception de 'homocystéine, les composés dérivés de la cystéine montrent des pouvoirs inhibiteurs
comparables a ceux observés pour les PRM vis-a-vis de l'activité PPO de pomme (Billaud et al., 2005).
Il semble que la présence simultanée des groupements SH, NH,, et COOH libres soit liée a la formation
de précurseurs des composés inhibiteurs au cours du chauffage. L'addition a ces précurseurs, d’'une
molécule avec une fonction carbonylée tel que le 5-HMF, fait apparaitre le pouvoir inhibiteur.
Cependant, la présence de la fonction carboxylique ne semble pas indispensable si 'on prend en
compte le résultat obtenu avec le sulfure dammonium. En outre, le chauffage est une étape
indispensable pour former les précurseurs des composeés inhibiteurs a partir de ces composés thiolés.
Pourtant, le furfurylthiol, composé d’ardme pouvant étre formé par réaction de la cystéine avec le HMF
en milieu acide (Whitfield et Mottram, 1999) ne présente aucun pouvoir inhibiteur. La transformation
de la cystéine par le traitement thermique est nécessaire pour faire apparaitre certains produits

specifiques qui vont générer le pouvoir inhibiteur apres réaction avec le HMF.
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En présence de cystéine chauffée, le benzaldéhyde, le salicylaldéhyde, le cinnamaldéhyde, le furfural et
le HMF sont parmi les aldéhydes testés les plus enclins a former des composeés inhibiteurs. Pour
faciliter les comparaisons entre les PRM issus de la cystéine et ces mélanges modeles, et parce que le
HMF est un composé qui a effectivement été mis en évidence et dosé dans les PRM, les mélanges

cystéine chauffée — HMF ont plus particulierement été étudiés.

2.2.2 Effet du chauffage de la cystéine sur la formation de composés

précurseurs des inhibiteurs de I'activité PPO

Afin d’étudier la cinétique de formation des précurseurs des composés inhibiteurs lors du chauffage de
la cystéine, des solutions de cystéine (10 mM) sont chauffées a différentes températures (90 — 120 °C)
pendant des temps variables (0 — 360 min). Du HMF (5 mM) est ensuite ajouté a ces solutions de
cystéine chauffée une fois refroidie de sorte que la concentration finale des réactants dans le mélange
soit équivalente a 5 mM. Ce mélange est conservé dans la glace pendant 60 min puis I'activité¢ PPO
résiduelle de pomme est mesurée en présence de 2 uL de mélange. Comme le montre la figure 45, le
pouvoir inhibiteur augmente avec la durée de chauffage de la cystéine puis tend vers un palier. Un
maximum d'inhibition est observé pour chacune des températures de chauffage étudiées et l'activité

enzymatique résiduelle reste stable méme si le temps de chauffage augmente.
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Encart : détermination de I'énergie d'activation (Ea) de la réaction de formation des précurseurs des

composés inhibiteurs dérivés du chauffage de la cystéine.

Figure 45 : Evolution de l'activité PPO résiduelle de pomme en présence de 2 uL de mélange
(cystéine chauffée 10 mM / HMF 5 mM — réaction pend ant 60 min a 0 ) en fonction de la

température (90 — 120 ) et du temps de chauffage (0 — 360 min) des solutions de cystéine

Les courbes expérimentales sont modélisées par un modéle du premier ordre (Eq. 10):

A= Ar + (A—Ar) expii) (10)

Ou A représente I'activité PPO résiduelle (en % du témoin) au temps t (min), Ao et As sont les activités
résiduelles aux temps initial et final de chauffage respectivement dans cette étude, et k est la constante

de vitesse (min‘).

Les modeles cinétiques du premier ordre donnent de bons coefficients d’ajustement des valeurs
d’activités résiduelles mesurées et celles issues du modele (tableau 24). Les valeurs des constantes
cinétiques du modele de premier ordre pour la formation des précurseurs des composés inhibiteurs lors
du chauffage de la cystéine et les valeurs d’activité finale (As) sont calculées a I'aide d’une régression
non linéaire en minimisant la somme des carrés des différences entre les valeurs expérimentales et les

valeurs calculées. Conformément a ce que I'on peut attendre, les valeurs de k augmentent avec la
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température. L'énergie d’activation de la réaction de formation des précurseurs des composeés
inhibiteurs peut étre calculée, d’apres la loi d’Arrhénius, a partir de la pente de la droite obtenue en
portant Ln (k) en fonction de I'inverse de la température absolue selon 'équation 11 :

11
pente:—E—al )

E. est I'énergie d’activation (kJ.mol") et R la constante universelle des gaz parfaits (8.314 J.mol1.K1).

Tableau 24 : Valeurs des constantes « k », des activités PPO résiduelle finales calculées et du

taux d'ajustement du modéle du premier ordre

. [Activité PPO résiduelle
T . Constante "k . .
empérature du modele finale calculée .
(%) R

(C) (*10° min™) (A)
90 53 26,2 0,98
100 15 13,9 0,91
110 23 9,8 0,98
120 41 9,2 0,86

L’énergie d’activation de la formation des précurseurs des inhibiteurs de la PPO au cours du chauffage
de la cystéine est de 79 kd.mole-1 (encart de la figure 45). Cette valeur est 2,4 fois inférieure a celle
calculée pour la formation de PRM inhibiteurs a partir de systémes modeéles glucose-cystéine (Ea = 191
kJ.mole- 1) en considérant 'activité PPO de pomme (Billaud et al., 2004). Ceci indique que la formation
des précurseurs des composés inhibiteurs issus du chauffage de la cystéine est une réaction qui
dépend moins de la température que la formation des composés inhibiteurs issus de la réaction de
Maillard. On peut considérer que le chauffage de la cystéine pendant 200 min a 115 °C entraine la
formation d’un maximum de précurseurs de composés inhibiteurs alors que lorsque la cystéine est
chauffée en présence de glucose, il est possible qu’une partie des précurseurs formés réagissent avec
d’autres composés (issus du chauffage du glucose) pour former des composés dépourvus de pouvoir
inhibiteur. Ces conditions de chauffage, identiques a celles du PRM C, sont retenues par la suite pour
former les composés inhibiteurs a partir de cystéine chauffée et de HMF. Ces mélanges sont

dénommés par la suite sous I'abréviation Melcysa-Hwr.
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2.2.3.Effets de la concentration en réactants et de leur ratio dans le

meélange HMFE / cystéine chauffée

Les effets des concentrations initiales (0,8 — 9,6 mM) des réactants (HMF et cystéine chauffée a 115 °C
pendant 200 min) sur la formation des composés inhibiteurs de lactivité résiduelle (Ar) de PPO
d’aubergine ont été étudiés a laide d'un plan d’expériences centré-réduit a deux variables et cing
niveaux (tableau 25). Cing répétitions du point central ont été utilisées pour calculer l'erreur
expérimentale. Trois mesures de lactivité résiduelle de PPO d’aubergine en présence de 10 pL de
mélange laissé a réagir pendant 60 min a 0 °C ont été réalisées.

Tableau 25 : Valeurs réelles et codées du plan d’expériences a deux variables (concentrations

en HMF et en cystéine chauffée) et cing niveaux

-0 = \/2 -1 0 +1 +d =\/2
X1 |[cystéine avant chauffage] (mM) 0,8 5 8 9,6
X2 | [HMF] (mM) 0,8 5 8 9,6

L'analyse de la variance des effets des concentrations en cystéine chauffée et en HMF sur I'activité
PPO d’aubergine résiduelle est représentée sur le graphe de Pareto en figure 46 en utilisant un seuil
de significativité de 1 %. Les effets linéaires de la concentration en cystéine chauffée et en HMF sont
statistiquement significatifs au seuil de 1 %. Il est intéressant de noter que les valeurs estimées des
effets sont trés proches pour chacun des réactifs (- 25,3 et - 28,3 + 2.2 pour la cystéine et le HMF
respectivement) indiquant ainsi que des mélanges équimolaires conduiront a la formation d’un
maximum de composeés inhibiteurs. Par ailleurs, 'absence de significativité des effets quadratiques des
parametres au seuil de 1 % dans le domaine expérimental étudié, indique qu'il n’y a pas d’optimum de
concentration et, de ce fait, une augmentation de la concentration des réactifs se traduit par une

augmentation du Pl du mélange.
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Graphique de Pareto standardisé pour I'activité PPO résiduelle (%)
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Les effets positifs sont représentés en blancs et la ligne verticale indique le niveau de confiance de 99 % (p = 0,01). Les
facteurs ayant un effet standardisé dont la valeur est supérieure a la limite indiquée par la ligne verticale sont statistiquement
significatifs au seuil de 1 %.

L’équation donnée par le modéle est :
Ar = 88,3 - 6,1*cysteine - 7,9*HMF - 0,05*cysteine? + 0,4*cysteine*HMF + 0,08*HMF2

Figure 46 : Graphique de Pareto représentant les effets stan  dardisés des concentrations des
réactants sur Il'activité PPO résiduelle d’aubergine en présence de 10 pL de mélange de
cystéine chauffée (115 T — 200 min) et de HMF ayan t réagi pendant 60 min a 0 .

2.2.4 Effet du pH de la cystéine avant chauffage sur la formation des

composeés inhibiteurs

La cystéine et ses dérivés tels que le glutathion sont susceptibles de s’oxyder en fonction des
conditions de process tels que le pH (Tai et Ho, 1998). Des lors, I'effet du pH sur la formation des
précurseurs de linhibition lors du chauffage de la cystéine mérite d'étre étudié. Pour ce faire, des
solutions de cystéine (5 mM) ont été ajustées a différents pH (1 — 12) a l'aide de solutions concentrées
d’acide phosphorique et de soude, puis chauffées (115 °C — 200 min). Une fois refroidies, ces solutions
ont été additionnées de HMF (5 mM) puis laissées a réagir pendant 60 min a 0 °C. Aprés réaction,
10 uL de mélange est introduit en cuve afin de mesurer l'activité PPO résiduelle d’aubergine (figure
47).
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10 pL de systeme modéle (cystéine chauffée / HMF ; 5 mM — réaction pendant 60 min a 0 °C) sont introduits dans ce test.

Figure 47 : Effet du pH initial de la cystéine chau ffée (115 € — 200 min) sur la formation de

composés inhibiteurs de I'activité PPO d’aubergine aprés mélange avec le HMF

D’apres cette figure, 'activité résiduelle est minimale (2,8 — 5 % du témoin) pour un large domaine de
valeurs de pH inférieures a 7. Pour des valeurs de pH de la cystéine avant chauffage supérieures a 7,
on observe une perte de pouvoir inhibiteur qui se montre particulierement nette a partir de pH = 11. Des
travaux ont montré l'influence du pH sur la formation de composés volatils au cours du chauffage
(160 °C - 30 min) de la cystéine ou dans des systemes modeles contenant de la cystéine (Shu et al.,
1985). Selon ces auteurs, le chauffage de la cystéine a des valeurs de pH proches de son point
isoélectrique (5,1), entraine une forte dégradation de ce composé pour former des dérivés de 'acétone
et de thiolane en plus des composés volatils primaires de sa dégradation (HzS, NHs, COq,
acetaldéhyde). A pH 2, des composeés soufrés cycliques et des thiophenes se forment, alors qu’a des
valeurs de pH supérieures au point isoélectrique (dans les expériences menées par les auteurs le pH
était égal a 7,1) des dégradations moins intenses se produisent suggérant que la fonction amine de ce
composé thiolé est plus réactive a pH 7,1 qu'a pH 5,1 ou 2,2. Zhang et al. (1988), ont identifié de
nombreux composés volatils soufrés lors du chauffage de la cystéine a 180 °C pendant 1 h a pH 7,5.
D’apres les résultats observés dans cette étude, le fait que les précurseurs des composés inhibiteurs
sont principalement générés pour des valeurs de pH proches du point isoélectrique de la cystéine
suggere que la forme protonée du groupement thiol (pKswss- = 8,18) est impliquée dans la formation de

ces précurseurs d’inhibition.
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Dés lors, pour pouvoir générer un maximum de composés inhibiteurs, il est essentiel de conduire le
traitement thermique de la cystéine dans des conditions acides et préférentiellement a un pH proche de
5. Cette valeur de pH correspond justement a celle des solutions de cystéine étudiées.

2.2.5.Stabilité du mélange en fonction de la température et du pH au

cours du temps de stockage

D’un point de vue technologique, il est important de vérifier que les propriétés inhibitrices du mélange
vis-a-vis de lactivitt PPO soient stables au cours du temps de stockage. L’évolution du PI du
Melcysa-Hmr5 mv @ €té suivie pendant 3 jours a 4 températures différentes. Les échantillons conservés
dans des flacons scellés ont été stockes :

- & la température du laboratoire (=21 °C), - dans une étuve a 37 °C et

- au réfrigérateur (4 °C), - a=21 °C sous radiation UV.

- au congélateur (- 20 °C),

Des échantillons prélevés a 1, 24 et 72 h ont permis de suivre I'évolution de leur Pl vis-a-vis de I'activité

PPO d'aubergine au cours du temps de stockage dans ces différentes conditions (figure 48).
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L’activité résiduelle de PPO d’'aubergine est mesurée par polarographie en présence de 5 pL de mélange (5 mM) de
cystéine chauffée (115 °C - 200 min) / HMF.

Les valeurs présentant des lettres différentes sont statistiquement différentes au risque p = 0,01 de déclarer deux paires
différentes alors qu’elles sont identiques (test de Duncan).

Figure 48 : Effet des conditions de stockage du Mel  cysanmesmm SUr la stabilité de son pouvoir

inhibiteur vis-a-vis de I'activité PPO d’'aubergine au cours du temps
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Selon I'analyse de la variance, le temps et les conditions de stockage ont un effet significatif (p < 0,01)
sur l'activité PPO résiduelle. Les propriétés inhibitrices des mélanges sont relativement stables a 21 et
37 °C. Cependant, a ces températures, les mélanges gardés au-dela de 24 h voient leur Pl diminuer
légerement. A 4 °C, le Pl du mélange reste stable au cours des 72 h de stockage. On observe méme
une augmentation de ce Pl aprés 24 h de stockage a 4 °C. Lorsque les mélanges sont soumis a des
radiations UV (a 21 °C) ou a la congélation, il y a une perte significative du Pl au cours du temps de
stockage. On peut penser que la congélation déstabilise les produits de réaction entre la cystéine
chauffée et le HMF. Ce que nous avons en fait observé est une diminution du Pl des mélanges au fur et
a mesure de la décongélation. Il semble donc que ce soit la décongélation des mélanges qui entraine

leur perte de PI.

D’un point de vue technologique, il semble envisageable de conserver ces mélanges sous forme de

produits réfrigérés a I'abri de la lumiére pendant 3 jours.

Par ailleurs, la figure 49 montre que le pH du mélange a un effet sur la stabilité des composés
inhibiteurs formés apres réaction entre le HMF et la cystéine chauffée : plus le pH est bas, plus stable
est le Pl du mélange au cours du temps. Réciproquement, en milieu neutre ou alcalin (pH 6 - 9), il y a
peu de composes inhibiteurs et ils se dégradent rapidement au cours du temps de stockage : a des pH
> 6, la totalité du Pl est perdue apres 48 h a la température du laboratoire. D’aprés Meynier et Mottram
(1995) la réaction d’un composé aldéhydique (furfural) avec un composé aminé augmente avec le pH
du fait de 'augmentation de la concentration en composé amine déprotoné. Ceci laisse supposer que la
réaction décrite par ces auteurs ne correspond pas a celle de formation des composés inhibiteurs de
lactivité PPO.
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5 pL de systeme modéle (5 mM) a différents pH, constitués de cystéine chauffée (115 °C — 200 min) mélangée au HMF,
sont testés sur 'activité PPO de pomme mesurée par polarographie.

Figure 49 : Effet du pH sur la stabilité du pouvoir inhibit eur du Mel cysa-nmrs mv @u cours du
temps de stockage (3 — 48 h)

Dans leur ensemble, ces résultats soulignent le fait que la température et le pH du milieu réactionnel
influencent grandement la formation et la stabilité des composés inhibiteurs de I'activité PPO formés au
cours de la réaction du HMF avec la cystéine chauffée. Par conséquent, un stockage a 20 °C ou + 4 °C
et un milieu acide sont les conditions souhaitables pour préserver les propriétés inhibitrices de ces

mélanges.

2.2.6.Comparaison de l'efficacité du mélange et des PRM

Efficacité de I'inhibition de PPO de différentes so  urces végétales

Le tableau 26 permet de comparer l'efficacité du PRM C [A] a celle du Melcysa-Hurs mu [B] sur 'activité
PPO d'origines végétales variées. Lorsque la concentration en cuve du mélange est identique a celle du
PRM C soit 176 uM, aucune activité résiduelle n'a pu étre mesurée, ne permettant pas la comparaison
des propriétés inhibitrices des deux systémes modeles vis-a-vis de PPO dorigines végétales
différentes. Lorsque le mélange est introduit a une concentration 10 fois inférieures a celle du PRM C

dans le milieu réactionnel, il entraine une tres forte inhibition de toutes les activités PPO.
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Tableau 26 : Comparaison du pouvoir inhibiteur du PRM C [A] e

I'activité PPO (9 nkat) de pomme, d’aubergine, de ¢

hampignon et de pomme de terre.

t du Mel CysA-HMF,5 mM vis-a-vis de

concentration

activité PPO résiduelle (% témain)

systéeme modéle en cuve (UM)* PPO PPO PPO PPO
H de pomme | d'aubergine | de champignon | de pomme de terre
PRM C [A] 176 21+04 16+0,3 65+1,4 3,6+0,6
Melcysa-rme smm [B] 17,6 70+0,8 6,3+0,6 44,0+3,1 10+0,5

* La concentration en cuve est exprimée en équivalent cystéine avant chauffage. Des volumes de 1 pL (PRM C) ou 5 pL
(Meleysp-Hvr) ont été introduits dans le milieu réactionnel.

De fagon générale et comme observé précédemment, les PPO de pomme et d’aubergine se montrent 3

a 7 fois plus sensible a ces produits inhibiteurs que lactivitt PPO de champignon lorsquelle est

mesurée par polarographie en utilisant le 4-MC comme substrat.

Efficacité comparée des sulfites, d’'un acide organi

mélange pour inhiber la PPO de pomme

que, du PRM C et du

Afin de comparer I'efficacité du PRM C et du Melcysa-Hwr, des volumes croissants de solutions (5 mM)

ont été introduits en cuve et l'activité PPO résiduelle de pomme a été mesurée. Pour ce faire, le PRM C

(glucose-cystéine: 1/0,25 M —pH 2 - 115 °C ; 200 min) a été dilué au 50%me (concentration finale : 5

mM en équivalent cystéine avant chauffage). Ces échantillons ont été comparés a des solutions (5 mM)

de métabisulfite de sodium, d’acide p-coumarique (Kiapp = 0,04 mM d’aprés Janovitz-Klapp et al.,
1990), de cystéine et de cystéine chauffée (115 °C — 200 min).

D’apres la figure 50 représentant I'activité PPO résiduelle de pomme en fonction de la concentration

d’additif dans la cuve réactionnelle, il apparait clairement qu'a concentration égale, le PRM et le

mélange se montrent beaucoup plus efficaces pour inhiber I'activité PPO de pomme que les sulfites ou

le meilleur composé phénolique inhibiteur de cette PPO.
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Les additifs ont initialement une concentration de 5 mM. La concentration indiquée correspond a la concentration dans la
cuve de mesure polarographique de I'activité PPO de pomme

Le PRM: glucose-cystéine (1 /0,25 M - pH 2 - 115 °C, 200 min) est dilué¢ au 50%me (concentration finale: 5 mM en
équivalent cystéine avant chauffage)

Le mélange (5 mM) : cystéine chauffée (115 °C, 200 min) / HMF laissé & réagir pendant 60 mina 0 °C

Figure 50 : Effet d'ajouts de concentrations croissantes de différents inhibiteurs de l'activité
PPO de pomme

Il est a noter qu’'un mélange cystéine (NON chauffée) / HMF introduit @ une concentration de 200 yM en
cuve, et ayant réagi dans les mémes conditions que le mélange cystéine chauffée / HMF, conduit a une

activité résiduelle de 82 + 3,6 % (Pl = 0,2), une valeur identique a celle observée avec la cystéine
chauffée seule.
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2.2.7 .Fractionnement de mélanges inhibiteurs de I'activité PPO en phase

inverse et extraction du pouvoir inhibiteur

Fractionnement du mélange cystéine chauffée / HMF

Afin de fractionner le mélange et purifier les composés responsables de l'inhibition de I'activité PPO,

10 mL de Melcysa-wvr 50 mM) ayant réagi pendant 2 h sont déposés en téte de colonne C18 - Méga

Bond Elut (20 mL - 5 g de support C18 ayant une granulométrie de 40 um et une porosité de 60 A) de

chez Varian France (Les Ulis — France). Cette colonne d’extraction en phase solide (SPE) a

préalablement été conditionnée successivement avec du méthanol et de I'eau.

Aprés dép6t du mélange et lavage de la colonne par 50 mL d’'eau, des fractions de 10 mL sont

collectées au cours de I'élution par des solutions aqueuses enrichies en méthanol par palier de 20 %.

Sur chacune de ces fractions, les concentrations résiduelles en HMF et cystéine sont mesurées par

HPLC-DAD et HPLC-DEC respectivement. Parallelement, la concentration en groupement thiol libre

dans les échantillons est mesurée par la méthode d’Ellman.
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Le Pl a été mesuré avec 0,1 pL de chacune des fractions d’élution.

Figure 51 : Profil d'élution sur une colonne SPE C18 des réac

tifs et du pouvoir inhibiteur issus

d'un mélange (50 mM) cystéine chauffée / HMF élué p  ar des mélanges eau / méthanol (0 / 100 a
100/ 0 par palier de 20 %)
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D’apres la figure 51 montrant 'élution des différents réactants et des produits responsables du PI, il
apparait que plus de 50 % des composés thiolés sont élués au cours du lavage a I'eau de la colonne.
L’élution du HMF se fait principalement avec la solution & 20 % de méthanol (fraction n°8). La fraction
n° 12, correspondant a une élution dans 60 % de méthanol est trés inhibitrice et pratiquement

dépourvue des réactifs initiaux avec une tres faible teneur en thiol libre (tableau 27).

Tableau 27 : Rendement de purification sur colonne SPE C18 du Melcysa-tmeso mv ayant réagi
2hao<

Volume Composés soufrés Pouvoir inhibiteur
des (Ellman) AMF (0,1 L en cuve)
fractions
(mL) mmol % dépot| mmol % depbt|dans 10 mL % depot
Mélange déposé 10 0,32 0,51 60
fraction éluée pendant le dépot 10 0,042 13,2 |0,0006 0,1 0 0
eau (100 %) 5*10 0,17 52,6 |0,0004 0,1 0,5 1
eau / méthanol (80 / 20) 2*10 0,059 18,3 0,26 52 1,5 3
eau / méthanol (60 / 40) 2*10 0,013 3,9 0,031 6,1 0,5 1
eau / méthanol (40 / 60) 2*10 0,006 1,9 0,002 0,3 41,4 69
eau / méthanol (20 / 80) 2*10 0,002 0,6 0,000 0 8,7 15
méthanol (100 %) 4*10 0 0 0,000 0 0,3 0
fraction inhibitrice (F 12) 10 0,005 1,4 0,003 0,6 37 62
ensemble des fractions 180 0,29 91 0,30 58 53 88

Cette fraction n° 12 représente plus de 60 % de Pl déposé et elle contient moins de 1 % de HMF et 2 %
des composeés soufrés déposés. Ce procédé de purification semble donc étre efficace pour séparer les
produits inhibiteurs des réactifs initiaux n’ayant pas réagi.

Comparaison du fractionnement du mélange cystéine c hauffée / HMF aux

mélanges sulfure d’ammonium / HMF ou furfural

D’apres le paragraphe 2.2. décrivant la relation structure / activité inhibitrice de différents composés
carbonylés mélangés a différents composés soufrés chauffés ou non, il a été indiqué que le sulfure
d’ammonium non chauffé et mélangé au HMF entraine la formation de composés trés inhibiteurs de

lactivité PPO. D'un point de vue analytique, ce mélange présente l'intérét de simplifier encore le
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systeme modele. Ainsi, trois « mélanges » modéles a 50 mM, ayant réagi 2 h a 4 °C, ont été
fractionnés :
le mélange cystéine chauffée (115 °C — 200 min) / HMF noté Melcysa-HwF somm
- le mélange sulfure dammonium / HMF (noté Melas-rmr somm) €t

- le mélange sulfure d’ammonium / furfural (noté Melas.rr somwm).

Le procédé de fractionnement est simplifié par rapport a ce qui est décrit précédemment. Apres dépot
du mélange inhibiteur en téte de colonne SPE C18, suit un lavage a 'eau (50 mL > 2 volumes de
colonne) puis le composé carbonylé est élué dans du méthanol 20 % (v/v ; 50 mL). Le PI des fractions
100 % méthanoliques (5 mL) est mesuré. Ce fractionnement, plus rapide, permet d’obtenir des fractions

tres inhibitrices dans une phase 100 % organique.

La figure 52, montre que les mélanges contenant du sulfure d’ammonium sont plus inhibiteurs que le
mélange cystéine chauffée / HMF. Comme observé lors du fractionnement décrit précédemment, le PI
du mélange n’est pas élué au cours du lavage de la colonne a I'eau ou lors de I'élution par du méthanol
20 %. Par ailleurs, on observe un décalage des fractions délutions inhibitrices pour le mélange
contenant du furfural (fraction méthanolique n° 4, notée F4asrr) par rapport aux mélanges avec du
HMF (fractions méthanoliques n°3 notées F3cysa-Hmr et F3as-nur). Ce décalage d’élution est sans doute
lié aux différences de polarité des réactifs initiaux : le furfural est plus retenu sur une colonne C18 que
le HMF (figure 27).
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Figure 52 : Distribution du Pl de l'activitt PPO de pomme lo  rs d'un fractionnement en phase
inverse (colonne SPE C18) de différents mélanges (5 0 mM) : cystéine chauffée / HMF ; sulfure

d’ammonium / HMF ; sulfure d’'ammonium / furfural

2.2.8.Analyses du mélange et de la fraction inhibitrice

Spectres de transmittance infrarouge et d’absorbanc e UV-VIS

La fraction 100 % méthanolique F3cysaHvr Obtenue selon le protocole décrit dans le paragraphe
précédent, a été analysée par spectrophotométrie infrarouge. Ce spectre a été réalisé a la chaire de
génie analytique du Cnam a l'aide d’un spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier (Nicolet
740 — Thermonicolet, France) dans les conditions suivantes :

- Gamme spectrale : 4000 a 400 cm-! (Infrarouge moyen)

- Nombre de balayages : 16

Résolution : 2 cm-!
- Détecteur: DTGS KBr
- Diviseur de faisceaux : KBr
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% Transmittance

Une aliquote de la fraction inhibitrice (0,2 — 0,5 mL) est déposée sur une pastille de KBr puis séchée
avant d’en prendre le spectre IR. La figure 53 montre le spectre (en transmittance) de la fraction
méthanolique inhibitrice par rapport au spectre du méthanol. Parmi les quelques bandes
caractéristiques, celle observée a 1660 cm-' suggere la présence d’une fonction carbonyle dans

I'échantillon.
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Figure 53 : Spectre de transmittance infrarouge de la fracti  on inhibitrice F3 cysanve

La figure 54 montre le spectre d’absorbance (contre du méthanol) de la fraction méthanolique non
diluée issue du fractionnement simplifié d’'un mélange cystéine chauffée / HMF. Cette fraction inhibitrice
montre un maximum d’absorbance vers 350 nm. Par ailleurs, I'absence de pics d’absorbance visibles a
220 et 283 nm caractéristiques de la cystéine et du HMF témoigne de la pureté de cette fraction. Ce
méme fractionnement, effectué sur mélange cystéine (NON chauffée) / HMF non inhibiteur (Pl = 0,02)

ne montre pas de maximum d’absorbance vers 340 — 360 nm.
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Figure 54 : Spectre d’absorbance UV-VIS de la fraction inhib itrice 100 % méthanolique F3  cysahmr
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Analyses en chromatographie liquide et détection UV ~ -VIS: comparaison de

différents mélanges

L'injection des différentes fractions inhibitrices (F3cysa-nmr, F3as-uur et Féasr) sur le systeme HPLC-
DAD a permis de mettre en évidence la trés faible quantité de réactif carbonylé initial (HMF ou furfural)

dans ces fractions.

L’augmentation de la proportion d’acétonitrile dans la phase éluante fait apparaitre dans le mélange
déposé et dans les fractions inhibitrices, un pic dont le spectre présente un maximum d’absorbance
vers 350 nm. Cependant pour F4asrr, la proportion d’acétonitrile (noté acn) dans la phase éluante doit
étre de 40 % pour permettre I'élution de ce pic en moins de 20 min. La figure 55 montre les
chromatogrammes suivant 'absorbance a 350 nm au cours de I'élution par un mélange eau / acn dans

deux proportions : 60 / 40 et 70 / 30 pour les fractions F4as.Fr et F3as.1ur respectivement.
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Figure 55 : Chromatogrammes a 350 nm des fractions 100 % mét  hanoliques inhibitrices issues
du fractionnement sur colonne SPE C18 de mélanges d e sulfure dammonium / HMF (F3  as.ivE ;
—) et de sulfure d'ammonium / furfural (F4 asrr ; - - -) sur une colonne HPLC C18 (Y.M.C ODS-
AQ AIT. ; 5 um, 250 mm x 4.6 mm) en élution isocrat ique (0,8 mL.min ™) avec comme phase

mobile : eau / acn — 70/ 30 pour F3 as.yve €t 60/ 40 pour F4 as.re

Sur cette figure, dans chacun des mélanges, il apparait deux pics d’absorbance a 350 nm : au début du

chromatogramme, et & environ 9 et 13,1 min pour F3asHwr et F4asrr respectivement. Ceci indique
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clairement que les composés issus du furfural, plus retenus sur la colonne HPLC, sont plus apolaires

que ceux issus du HMF.

Afin de déterminer quel pic était responsable du pouvoir inhibiteur, les fractions de 0,8 mL
(correspondant a une minute) sur les chromatogrammes précédents, ont été collectées apres injection
de 50 pL de F3asHwr et F4asrr en sortie du systeme HPLC-DAD. Le pouvoir inhibiteur vis-a-vis de
lactivité PPO de pomme de ces fractions-minutes est mesuré par polarographie (figure 56). Il apparait
alors que pouvoir inhibiteur est majoritairement présent dans les fractions 9 min pour F3as.nwr et 14 min
pour F4as.rr. On peut remarquer la parfaite correspondance entre I'élution des pics a 350 nm et le
pouvoir inhibiteur. Ainsi, les composés correspondants a ces pics sont responsables de la majeure

partie du pouvoir inhibiteur des mélanges.

PI/ uL de fraction HPLC

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

fraction - minutes

—>¢—fractions CHLP de F3 - mélange HMF = ‘O = fractions CHLP de F4 - mélange furfural

Figure 56 : Pouvoir inhibiteur (Pl) des fractions collectées en sortie du systeme HPLC-DAD
apres injection de 50 pL de F3 ashvr et F4asrr €lués (d = 0,8 mL.min '1) isocratiquement par un

mélange eau / acn 70/ 30 et 60 / 40 respectivement

Le spectre d’absorption UV-VIS de ces deux pics est présenté et comparé au spectre d’absorbance du
pic observé dans la fraction F3cysa-Hur & tr = 9,4 min (figure 57). Ces spectres présentent de grandes
similitudes et notamment I'existence d’'un maximum d’absorbance a 350 nm pour les mélanges a base
de HMF et 340 nm pour les mélanges a base de furfural. Cet écart de 10 nm des maxima d’absorbance
pourrait étre expliqué par I'écart des maxima d’absorbance entre le furfural (Amax pour A = 272 nm) et le
HMF (Amax pour A = 283 nm).
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La figure 57 présente également le spectre d’absorbance du pic a 350 nm présent a 9,5 min sur le
chromatogramme du PRM C analysé par HPLC-DAD dans les mémes conditions d’élutions que la
fraction F3cysa-vmr. Ce spectre présente également un maximum d’absorbance a 350 nm. Bien que le Pl
de ce composé n'ait pas été mesuré, la présence d’un pic montrant un spectre d’absorbance similaire a
ceux des composés inhibiteurs du mélange, avec un temps de rétention proche de ceux observés dans
les mélanges a base de cystéine, laisse supposer quau moins une partie du Pl des PRM pourrait étre

due a des composés ayant des structures chimiques similaires.

0,25
F3asnve (tr = 8,6 min)
0,2 - Flps e (tr = 13,1 min)
F3cysa-me (tr = 9,4 min)
0,15 -

x  PRMC (tr=9,5min)

Absorbance
o
=

210 260 310 360
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colonne HPLC C18 (Y.M.C ODS-AQ AIT. ; 5 ym, 250 mm x 4.6 mm) en élution isocratique (0,8 mL/min) avec comme phase
mobile : eau/acn - 70/30 pour F3asur F3cysarive €t le PRM C, et 60/40 pour F4asr

Figure 57 : Spectre d'absorbance UV-VIS des pics présents da ns les fractions F3 ashve (—),
Fapser ( ) et F3CysA»HMF (—) etdu PRM C (XXX)

Effets de la concentration du mélange sur I'absorba  nce a 350 nm et le PI vis-a-

vis de la PPO de pomme

Afin de mieux comprendre la relation entre le Pl, l'absorbance a 350 nm et la concentration des
mélanges, le lyophilisat d'un mélange cystéine chauffée / HMF a été repris a différentes concentrations
dans le méthanol ou dans 'eau. Le Pl et I'absorbance a 350 nm de ces solutions ont ensuite été

mesurés.
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Concernant les mélanges repris dans le méthanol, le Pl et 'absorbance montrent une relation linéaire
avec la concentration et sont eux-mémes lies linéairement (figure 58 A). Ceci soutiendrait 'hypothese
selon laquelle les composés inhibiteurs absorbent la lumiere & 350 nm. Par ailleurs, le ratio Pl sur
I'absorbance a 350 nm semble indépendant de la concentration du mélange (figure 58 B). En
revanche, concernant les mélanges lyophilisés repris dans 'eau, cette relation linéaire entre le Pl et
I'absorbance ne semble pas du tout suivie (figure 58 A). Il en résulte une forte dépendance du ratio Pl
sur 'absorbance a 350 nm vis-a-vis de la concentration (figure 58 B). Il faut cependant étre prudent :
compte tenu des faibles valeurs mesurées, on peut s'interroger quant a la validité des valeurs

d’absorbance et de pouvoir inhibiteur.
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Figure 58 : Relation entre le PI, I'absorbance a 350 nm et | a concentration du mélange cys anwvr

lyophilisé repris dans le méthanol (=) ou dans 'eau ( @)

Cependant, il est indéniable que 'eau a un effet sur le Pl et par voies de conséquences sur les
composés responsables de linhibition de lactivité PPO : a concentration égale, les valeurs de Pl et
d’absorbance a 350 nm varient considérablement selon la nature du solvant. Ainsi a une concentration
de 1 g.L' de lyophilisat, la valeur de PI du lyophilisat repris dans le méthanol (Pl = 10) est 5 fois
supérieure a celle mesurée lorsque le lyophilisat est repris dans 'eau (Pl = 2). Ceci semble indiquer
que I'eau modifierait I'équilibre réactionnel de formation des composés inhibiteurs. Afin de pouvoir

mieux comprendre ces phénomenes et déterminer I'action de 'eau sur les composés inhibiteurs, des
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expériences supplémentaires seraient requises en faisant par exemple varier le pourcentage de

méthanol pour re-solubiliser les lyophilisats.

Analyses des fractions inhibitrices en chromatograp hie en phase gazeuse
(CPG)

Les premiéres séries d’expériences réalisées en CPG-FID visent a mettre au point les conditions
chromatographiques de séparation des composés. Les différentes fractions méthanoliques obtenues
par SPE, séchées par ajout de sulfate de sodium anhydre, filtrées et concentrées sous flux d’azote ne
montrent que des chromatogrammes relativement pauvres, quelles que soient les conditions de
concentration et les programmations de four et d'injecteur appliquées (figure 59). Le remplacement de
colonnes polaires (DBwax ou carbowax) par une colonne apolaire (HT 5 de SGE International,
Ringwood, Australie - greffée avec 5 % de polyméres phényl-méthyl et 95 % de polycarborane-siloxane

12m x 0,32 mm, 0.1um par exemple) n’a pas amélioré les résultats.

Norm. tﬂ
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1 1.155 13395877 2773248 7.1355E-3 0.359
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Condition d’analyses :
- colonne : DBwax (30 m * 0,25 mm, 0,25 pm)
- température de l'injecteur et du détecteur : 250 °C
- température du four: 195 °C
- gaz vecteur : hydrogéne (0,8 mL/min)

Figure 59 : Chromatogramme CPG-FID de la fraction SPE F3 s v

Cette pauvreté des chromatogrammes est également observée lors des analyses en CPG-MS des
différentes fractions méthanoliques obtenues par SPE et des lyophilisats des différents mélanges repris
dans du méthanol. Dans tous les échantillons issus de mélanges, il a été identifié du sulfure
d’hydrogene et le composé carbonylé initial (HMF ou furfural). Des composés dérivés de ces molécules
carbonylées ont également pu étre identifiées telles que le furfural dans les fractions issues du HMF ou
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encore des molécules dicarbonylées comme le 2,5 furandicarbaldéhyde. Par ailleurs, la comparaison
d’extraits ne contenant que de la cystéine chauffée ou du sulfure dammonium n’a pas permis de
montrer la formation de composés spécifiques aux mélanges de ces composés. De plus, la
comparaison des chromatogrammes issus des mélanges furfural + cystéine chauffée et HMF + cystéine
chauffée n'a pas permis de mettre en évidence la parenté entre les réactants initiaux (HMF et furfural)

et les pics observés.

L’absence de résultat probant a issu de ces analyses en chromatographie gazeuse et notamment en
CPG-MS peut résulter de la faible volatilitt des molécules présentes dans lextrait et/ou la
déstabilisation des structures des composés en cours d’analyse chromatographique rendant alors

impossible leur identification.

Analyses HPLC-MS

Pour ces analyses, seul le mélange le plus simple issu de composés purs : sulfure d’'ammonium / HMF
(5mM) ayant réagi 2 h a 4 °C a été considéré. Aprés lyophilisation de ce mélange, la poudre obtenue
est reprise dans un méme volume de méthanol. La réduction du volume de méthanol, afin de
concentrer les molécules ne semble pas profitable & I'analyse : on observe alors une saturation de

I'absorbance nuisant a I'analyse spectrale et I'élution du pic sur plusieurs minutes.

Que ce soit en mode d'ionisation électrospray ou chimique, positive ou négative, les chromatogrammes
en ions totaux (TIC : Total lon Chromatogram) issus de I'analyse des réactifs (sulfure d’ammonium et
HMF) et du mélange ne montrent aucun pic supérieur au bruit de fond. Cette absence de pic sur le TIC
et notamment aux temps de rétentions observés par détection UV-VIS, indique d’'une part la faible
capacité d’ionisation des composés présents dans ce mélange rendant difficile I'analyse par cette
technique, et d'autre part la présence de chromophores sur ces molécules. En mode d'ionisation positif,
les spectres de masses des composés analysés montrent les molécules protonées comme pic
majoritaire. L’analyse MS-MS permet de fragmenter les ions protonés parents et d’éventuellement

obtenir des informations quant a la structure du composé fragmenté.

A la zone d’absorbance a 350 nm (tr = 15,6 — figure 60 A) différents ratios m/z sont observés (figure
60 B). L’'analyse du chromatogramme de ces différents ions indique que seul le fragment m/z = 143

parmi les fragments présents dans cette zone du chromatogramme, montre une abondance qui
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correspond au pic observé en absorbance a 350 nm (figure 60 C). Le profil de fragmentation de cet ion
précurseur (figure 60 D) met en évidence un unique ion fragment tel que m/z = 125. Deux composés
de méme formule brute (CeHeSO2 ; M = 142 g/mol) répondent a ces caractéristiques. Ces deux
molécules dont les structures pourraient éventuellement étre impliquées dans les composés inhibiteurs,
présentent un cycle furanne (figure 61), lune une fonction thiol (A: 4-mercapto-5-méthyl-2-

furaldéhyde) et 'autre une fonction thialdéhyde (B : 5-(hydroxyméthylfuran)-2-carbothialdéhyde)
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Figure 60 : Chromatogramme a 350 nm (A), fragments m/z présents a tr = 15,6 min (B), chromatogramme de I'abondance du fragment précurseur

m/z = 143 (C), fragmentation du fragment précurseur (D ).
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Figure 61 : Structures du 5-(hydroxyméthylfuran)-2-carbothia ldéhyde (A) et du 4-mercapto-5-
méthyl-2-furaldéhyde (B)

2.2.9.Effet de la lyophilisation : mélange CysA-HMF et PRM C

Dans une premiere série d’expériences, 10 mL de PRM C et de mélange (5 mM) de cystéine chauffée
(115 °C — 200 min) / HMF ont été lyophilisés pendant 40 h puis repris dans un méme volume (10 mL)
d’eau ou de méthanol. L'activité PPO résiduelle de pomme en présence de 1 uL de PRM et de mélange
avant et apres lyophilisation, ainsi que I'aire du pic a 350 nm dans ces solutions sont reportées dans le
tableau 28. Concernant le PRM, il apparait que la lyophilisation et la nature du solvant utilisé pour
solubiliser le lyophilisat, n’ont pas d’effet sur le pouvoir inhibiteur ni sur 'aire du pic a 350 nm supposé

correspondre aux composes responsables de l'inhibition.

En revanche, concernant le mélange cystéine chauffée / HMF, on observe une nette augmentation du
pouvoir inhibiteur et de laire du pic a 350 nm aprés lyophilisation et ceci semble étre plus marqué
lorsque le mélange lyophilisé est repris dans un solvant organique comme le méthanol. La lyophilisation
semble donc avoir un effet positif sur la formation des composés néoformés entre la cystéine chauffée

et le mélange.

Tableau 28 : Effets de la lyophilisation du PRM C et du Mel  cysarve, s mu €t de la nature du solvant
de reprise des lyophilisats sur I'activité PPO rési duelle de pomme (1 pL en cuve) et l'aire du pic
(350 nm)

PRM C Melcysa-Hme, 5 mm
Aire du Pic Aire du Pic
0 0
Ar (%) (350 nm) Ar (%) (350 nm)
Avant lyophilisation 34+ 04 366144 |11,6+0,7 174866
Aprés lyophilisation et reprise dans I'eau 26 £+ 0,7 387384 |70 +04 710718
Aprés lyophilisation et reprise dans le méthanol | 3,2 + 0,4 326 648 0 + 0 5619490
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La figure 62 présente I'évolution a deux températures (- 20 et + 20 °C), au cours du temps de stockage
de l'aire du pic a 350 nm et de l'activité¢ PPO résiduelle de pomme (1 pL en cuve) de lyophilisats de
PRM (figure 62 A) et de mélanges (figure 62 B) aliquotés et repris extemporanément dans un volume
équivalent de méthanol. La lyophilisation semble un procédé efficace pour conserver le mélange. En
effet, apres lyophilisation, le pouvoir inhibiteur du mélange et 'aire du pic a 350 nm sont stables, que le
lyophilisat soit conservé a la température du laboratoire ou & I'état congelé. Concernant le PRM, la
congélation apres lyophilisation semble nécessaire pour conserver les propriétés inhibitrices et la nature
des composés formés. Conservé a la température du laboratoire, le lyophilisat voit I'activitt PPO
résiduelle augmenter de 15 points et la teneur en composés absorbants a 350 nm diminuer de plus de
30 % en 100 jours.
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Figure 62 : Evolution au cours du temps de stockage a deuxt  empératures (- 20 et + 20 C) de
I'activité PPO résiduelle de pomme (% du témoin, av.  ec 1 pL en cuve) et de I'aire du pic a 350
nm de lyophilisats de PRM C (A) et de Mel cysanmr, s mv (B) aliquotés et repris extemporanément

dans un volume équivalent de méthanol.

En conclusion sur l'utilisation de la lyophilisation afin de conserver les échantillons, on peut noter I'effet
positif de ce procédé sur la formation de composés inhibiteurs dans le mélange. Toutefois, aprés
lyophilisation, les PRM et le mélange montrent des propriétés inhibitrices et des compositions

relativement stables au cours du temps (plus de 3 mois) s'ils sont conservés a I'état congelé.
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Force est de constater que malgré la modélisation du PRM en utilisant un systeme simple cystéine
chauffée ou sulfure d’ammonium / HMF ou furfural, malgré le fractionnement et la purification des
composés inhibiteurs de ce systtme modele par SPE et I'application de différentes techniques
analytiques, l'identification de la structure du ou des composés responsables de l'inhibition de I'activité
PPO n'a pas été possible. Plusieurs difficultés peuvent expliquer cet échec. Notamment la faible
volatilité des composés des fractions inhibitrices s’opposant a leur analyse en chromatographie
gazeuse. L'analyse en HPLC-MS s’est également montrée infructueuse pour I'étude de ces composés
faiblement ionisables. Cependant, la cinétique lente de formation des composés, I'élution des
composés inhibiteurs avec de fortes concentrations en acétonitrile en phase inverse, avec des temps
d’élutions relativement longs, la présence de ratio m/z élevés dans la zone des composés inhibiteurs,
l'augmentation du Pl au cours de la lyophilisation, la faible volatilité des composés ou encore 'absence
de stabilité lors de la congélation, sont autant d’indices qui pourraient indiquer des structures
polymériques issues de liaisons faibles ou de réactions d’équilibres chimiques dans lequel I'eau

interviendrait.
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2.3.Cinétigue d’inhibition des PPO par des mélange s HMF

ou furfural / cystéine chauffée — comparaison avec les PRM

2.3.1.Effet direct de l'ajout du mélange cystéine chauffée /| HMF et

cinétique d’inhibition de I'activité PPO d’aubergine

Afin de caractériser l'inhibition du mélange cystéine chauffée / HMF (0,07 ; 0,7 et 1,1 uM en cuve),
linfluence de la concentration en 4-MC (0,5 — 20 mM) sur l'inhibition a été étudiée a pH 4,5. D’apres la
figure 63, en se basant sur les hypothéses du quasi-équilibre et de réversibilité du complexe PPO-
inhibiteur, l'inhibition de la PPO d’aubergine par le mélange est de type non compétitif vis-a-vis du
4-MC. Ce type d'inhibition, qui avait été montré par Brun-Mérimée et al. (2004) sur la PPO de pomme
en utilisant des PRM fructose-glutathion (0,25 M — 90 °C , 15 h), a également été montré pour le PRM
glucose-cystéine (1/0,25 M —pH 2 — 115 °C; 200 min) sur la PPO d’aubergine (Cheriot et al., 2006).
Les valeurs de Kiapp trouvées pour ces deux systemes modeles sont trés faibles (0,7 et 2,3 yM pour le
mélange et le PRM respectivement) comparées a celle de I'acide t-cinnamique (100 M) décrit comme
linhibiteur compétitif le plus puissant pour le méme extrait enzymatique et dans les mémes conditions

de dosage.
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Figure 63 : Inhibition de Il'activité PPO d'aubergine par un mélange cystéine chauffée (115 T -
200 min) / HMF a différentes concentrations : 0,07  (m) ; 0,7 (®) et 1,1 (A) uM en cuve, en faisant

varier la concentration en 4-MC (pH 4,5)

Le fait que l'inhibition soit non compétitive pour le mélange cystéine-chauffée / HMF comme pour les
PRM supporte I'hypothése selon laquelle les produits responsables de l'inhibition pourraient avoir dans

les deux cas, des structures et un mécanisme d'inhibition de 'enzyme comparables.
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2.3.2.L’'inhibition de I'activité PPO est-elle réversible ?

D’apres les expériences menées sur la PPO d'aubergine (Cheriot et al., 2006), une faible fraction
(20 %) de Tinhibition est réversible lorsque le PRM est directement introduit dans I'extrait enzymatique,
mettant ainsi en évidence une inactivation partielle et irréversible de 'enzyme. Pour vérifier 'éventuelle
inactivation de la PPO par les PRM et les mélanges, la PPO de pomme de terre, moins sensible a
linhibition, a été incubée pendant 3 h a 0 °C, dans un ratio volumique de 90 % d’extrait enzymatique /
10 % d'inhibiteur avec :

- lePRMC

- la cystéine chauffée (20 mM ; 115 °C — 200 min)

- le mélange cystéine chauffée / HMF (20 mM)

- le mélange cystéine chauffée / furfural (20 mM)

- le HMF et le furfural (20 mM).
L'activité PPO résiduelle dans ces incubats (2 uL) a été mesurée au cours des trois heures d’incubation
et comparée avec celle d'un incubat PPO / eau (90 / 10) dans les mémes conditions (figure 64).
Lorsque la PPO de pomme de terre et incubée avec de I'eau la perte en activité résiduelle correspond a
la dilution de 'enzyme. De la méme fagon, les composeés aldéhydiques seuls nentrainent pas de perte
d’activité PPO au cours des trois heures d’incubation avec I'enzyme. Dans ces mémes conditions, la
cystéine chauffée entraine une perte rapide (< 5 min) d’environ 80 % d’activité PPO. Ce taux d’inhibition
reste stable au cours des 3 h d'incubation. Ce taux d’inhibition, s’éléve rapidement a 98 % pour les
mélanges cystéine chauffés / HMF ou furfural et atteint 99 % pour le PRM et reste stable au cours de

l'incubation.
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Figure 64 : Effet de la cystéine chauffée (115 € — 200 min ; 20 mM ; o), du PRM (glucose-
cystéine : 1 /0,25 M — pH 2 — 115 € ; 200 min ; o), de mélanges (20 mM) cystéine chauffée /

HMF (x) ou cystéine chauffée / furfural ( A), du furfural et du HMF (20 mM ; o) sur l'activité PPO
de pomme de terre (90 / 10 v/v) au cours dutemps d  ’incubation a 0 C.

Afin de déterminer si 'inhibition de I'activité PPO de pomme de terre au cours de son incubation avec
les composés inhibiteurs est réversible, les systemes incubés ont été dialysés (seuil de coupure :
12000 - 14 000 Da) pendant 24 h a 4 °C contre une solution tampon phosphate 0,1 M pH 7,5
additionnée de 0,2 M en sulfate d’ammonium (solution d’élution de l'activité PPO de pomme de terre au
cours de la purification par chromatographie d'interactions hydrophobes). La figure 65 montre qu’apres
dialyse, seulement environ 20 % d’activité PPO est recouvrée dans les incubats avec le PRM ou les
mélanges cystéine chauffée / composés carbonylés. Ce phénomene est plus marqué pour la cystéine
chauffée dont l'incubat avec la PPO de pomme de terre recouvre 50 % d’activité supplémentaire apres
dialyse. Des résultats comparables ont été obtenus avec la PPO d’aubergine.

Il apparait donc que l'inhibition de la PPO par la cystéine chauffée est partiellement réversible indiquant
quelle met sans doute en jeu de petites molécules pouvant étre éliminées lors de la dialyse. En
comparaison, la tres forte inhibition de la PPO par les PRM ou les produits néoformés issus de la
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réaction entre les produits de chauffage de la cystéine et des composés carbonylés, est quasiment
irréversible, suggérant une dénaturation de la protéine ou la formation des complexes au niveau du site

actif de 'enzyme et ne pouvant pas étre dissociés lors de la dialyse.
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Figure 65 : Réversibilité de I'inhibition de I'activité PPO de pomme de terre apres dialyse des
incubats (3 h a 0 C) constitués de 90 % de PPO et 10 % de PRM, de cystéine chauffée, du

mélange cystéine chauffée - HMF, ou du mélange cyst  éine chauffée — furfural

2.3.3.La PPO est-elle dénaturée par les PRM et les produits

néoformés ?

Afin d’étudier les modifications éventuelles de la structure de la PPO par les PRM, nous avons conduit
quelques expériences d’électrophorése. Pour cela, des incubats identiques a ceux utilisés pour I'étude
de la réversibilité ont été réalisés en utilisant 900 pL d’extrait enzymatique de PPO de pomme de terre
additionnée de 100 L :

- d’eau (témoin).

- de cystéine chauffée (20 mM - 115 °C ; 200 min),

- de PRM glucose-cystéine (1/0,25 M -pH 2 - 115 °C ; 200 min) appelé PRM C,

- du mélange cystéine chauffée / HMF (20 mM) noté Melcysa-Hur, 20 mw,
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4 : Incubat PPO / Melcysa- Hur, 20 mm (90 / 10)

Figure 66 : Gel d'électrophorése (polyacrylamide 8-25 %) d'é chantillons traités en condition

non dénaturante (Native Page) — révélation par le n itrate d’argent

Quel que soit I'échantillon déposé, I'électrophorése réalisée en conditions non dénaturantes ne montre
pas de différence de migration des bandes protéiques (figure 66). Un résultat similaire a été obtenu en
conditions dénaturantes (traitement des échantillons par le SDS en milieu réducteur et migration en
présence de SDS). Il est vraisemblable que la dénaturation protéique induite par les PRM (ou le
mélange ou la cystéine chauffée) ne provoque de changement suffisant de taille ou de charge de la

protéine pour étre observée dans nos conditions électrophorétiques.
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cystéine
PPO

2.4.Propriétés antioxydantes du mélange

chauffée /| HMF et des PRM inhibiteurs de I'activité

Les PRM et le mélange cystéine chauffée / HMF sont trés efficaces pour inhiber l'activité PPO.
Cependant, les expériences d'incubation entre ces produits inhibiteurs et les protéines actives n‘ayant
pas permis d’élucider le mécanisme d'inhibition, différentes mesures du pouvoir antioxydant (piégeage
de radicaux libres et chélation du cuivre) ont été effectuées afin d’éventuellement mettre en évidence

les voies d'inactivation de I'enzyme.

2.4.1.Propriétés antiradicalaires

Le pouvoir piégeur de radicaux libres du PRM glucose-cystéine (1 /0,25 M - pH 2 - 115 °C ; 200 min)
a été comparé a celui du mélange cystéine chauffée / HMF ou furfural. Les composés purs (HMF,
furfural et cystéine) et la cystéine chauffée seule ont également été examinés. Les résultats des deux

types de tests sont synthétisés dans le tableau 29.

Tableau 29 : Temps d'inhibition (test AAPH9 et CE 50 (test D

antioxydants testés

PPH9 des différents composés

Test AAPH® Test DPPH®
temps d'inhibition 1/CE50
(min. mM™) (mM™)
cystéine 3,7+£0,2 1,0+0,2
cystéine chauffée (115 € - 200 min) 3,4+£0,2 0,8 +0,2
mélange cystéine chauffée (115 T - 200 min) / furf ural 23+0,1 non mesuré
mélange cystéine chauffée (115 <C - 200 min) / HMF 20+£0,1 0,7+0,2
PRM glucose-cystéine (1/0,25M - pH 2 ; 115 € - 200 min) 1,8+0,1 0,6+0,1

Quel que soit le test utilisé, la cystéine non chauffée montre le plus fort pouvoir piégeur de radicaux
libres lipidiques (test AAPH® — figure 67) et DPPH° (test DPPH° — figure 68). Le pouvoir antioxydant
de la cystéine, diminué par le chauffage est sans doute responsable du pouvoir antioxydant mesuré
pour les mélanges cystéine chauffée / HMF ou furfural et le PRM. Ceci confirme les résultats de
Morales et Babbel (2002) et de Maillard et al. (2007) qui attribuent le pouvoir antioxydant de PRM

glucose-cystéine au groupement thiol de la cystéine.
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Figure 67 : Temps d’inhibition de I'oxydation de I'acide lin oléique en présence d’AAPH°et des

différents composés antioxydants testés en fonction de leurs concentrations
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Figure 68 : Pourcentage de DPPH?° résiduel au temps final (t ; - plateau) en fonction de la
concentration en différents composés antioxydants t estés
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La cystéine seule n’a qu’un trés faible effet sur 'activité PPO, le pouvoir piégeur de radicaux libres n’est
sans doute pas a la base des mécanismes d'inhibition / d’inactivation de 'enzyme par ces produits.

2.4.2.Propriétés chélatrices vis-a-vis du cuivre

La PPO est une enzyme qui posséde en son site actif deux atomes de cuivre Cu () dont la réduction
en Cu(l) est a la base du mécanisme de la catalyse enzymatique. On peut donc supposer que
linhibition de 'activité PPO peut se faire par la chélation des atomes du cuivre du site actif. Pour vérifier
cette hypothése, le pouvoir chélateur du cuivre des produits néoformés a été comparé a ceux de
'EDTA, des réactifs du mélange (HMF et cystéine chauffée) (figure 69). Le pouvoir chélatant des
produits est exprimé en uM de cuivre chélaté par yM de composé (HMF, EDTA) ou par uM de fonction
thiol libre mesurée par le dosage d’Ellman pour les composés soufrés. Dans le cas de 'EDTA, une
pente proche de 1 est obtenue. Le pouvoir chélateur du cuivre des PRM est comparable a celui de la
cystéine. Comme observé par Maillard et al. (2007) avec des PRM issus de composés thiolés, ce

dernier serait majoritairement du a la présence de groupement thiol libre du réactif initial.
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Les fractions n°8 et n°12 sont obtenues par fractionnement du mélange cystéine chauffée / HMF décrit dans le paragraphe
2.2.7. du chapitre « résultats et discussions »

* fraction comportant 20 % de méthanol, dans laquelle le HMF est majoritairement élué

** fraction comportant 60 % de méthanol, dans laquelle le pouvoir inhibiteur est majoritairement élué

Figure 69 : Effet chélatant vis-a-vis du CuSO 4 (50 uM) en présence de TMM (1 mM) du PRM C
comparé aux effets de la cysteine (non chauffée ou chauffée 115 € - 200 min), du HMF, du

mélange cystéine chauffée - HMF et de fractions de  ce mélange.

Alors que le HMF ne montre pas de pouvoir de chélation, et que la cystéine chauffée affiche une valeur
de pente proche de 1, le mélange cystéine chauffée — HMF montre un trés fort pouvoir chélateur du
cuivre avec une pente égale a 1,8. On pourrait alors émettre 'hypothése que le PI du mélange est lié a
la chélation du cuivre du site actif de 'enzyme. Cette hypothése est démentie par la mesure du pouvoir
chélateur dans les fractions du mélange obtenues selon le protocole décrit dans le paragraphe 3.2.2.7.
En effet, prés de 90 % de pouvoir chélateur est présent dans la fraction n°8, dépourvue de P, alors que
la fraction inhibitrice (fraction n°12) ne présente qu’environ 10 % du pouvoir chélateur déposé. Ceci est
particulierement inattendu dans la mesure ou la particularité de la fraction n°8 est sa haute teneur en
HMF lui-méme dépourvu de pouvoir chélateur du cuivre. On peut supposer que des composés tres
chélateurs du cuivre sont élués dans la fraction n°8, en méme temps que le HMF, mais que ces
composés chélateurs, ne sont que trés partiellement responsables de l'inhibition de l'activité PPO. Ces
données appuient les résultats de Maillard et al. (2007), de Brun-Mérimée et al (2004) et de Roux et

al. (2003) montrant que le Pl des PRM n’est que partiellement du a leur pouvoir chélateur du cuivre. On
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peut alors émettre I'hypothese que le mécanisme d'inhibition de l'activité PPO par les PRM ou les
produits néoformés fait intervenir une modification des résidus histidine liés aux atomes de cuivre sur le
site actif de 'enzyme. Cette hypothése a été proposée par Oszmianski et Lee (1990) pour expliquer
linactivation de la PPO par le miel. Kubo et Kinst-Hori (1998a ; 1998b) suggérent quant a eux, que
certains composés aldéhydiques (cuminaldéhyde et anisaldéhyde) peuvent former des bases de Schiff
avec les groupes amines primaires de I'enzyme, expliquant ainsi la perte d’activité enzymatique. Cette
hypothése n'est pas confirmée dans nos conditions expérimentales dans la mesure ou le HMF (et

d’autres composés carbonylés) n'ont pas d’effet sur 'activité des PPO végétales étudiées.

2.5. Propriétés mutagenes du meélange cystéine

chauffée /| HMF et du PRM comparées a celles des réa ctifs

Différents échantillons ont été envoyés a l'université de Vienne pour en analyser les propriétés
mutagénes et anti-mutagénes sous la direction du Prof. Karl-Heinz Wagner.

- Le PRM C décrit par Cheriot et al. (2006) comme étant le plus inhibiteur de la PPO
d’aubergine, consiste en un systéme modele (glucose: 1 M / cysteine: 0,25 M; pH = 2)
chauffé a 115 °C pendant 200 min puis lyophilisé.

- Le mélange (HMF 100 mM / cystéine chauffée 115 °C 200 min 100 mM) ayant réagi 24 h a
4 °C puis lyophilisé.

Afin de mieux comprendre la part de mutagénicité occasionnée par les produits de réactions, les
réactifs initiaux du mélange ont également été testés :

- HMF,

- cystéine,

- cystéine chauffée (100 mM ; 115 °C — 200 min) lyophilisée.

Le choix des concentrations des produits appliquées dans ces tests suit les recommandations de
Mortelmans et Zeiger (2000) selon lesquels au moins 5 concentrations doivent étre testées avec une
concentration maximale supérieure ou égale & 5 mg / boite de Pétri de produit solubilisé. Cette derniére

consigne a posé des difficultés pour la cystéine chauffée qui contient de la cystine trés peu soluble. Le
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choix de doubler les volumes de solutions d’échantillons mis en ceuvre (200 au lieu de 100 uL / boite de
Pétri) a permis de respecter cet impératif de concentration.

2.5.1.L’absence de mutagénicité sur les souches TA 98 et TA 102 pour

les produits inhibiteurs de I'activité PPO

Les éventuels effets mutagenes des PRM, du mélange et des témoins ont été testés en utilisant deux
souches différentes de S. typhimurium — TA 98 et TA 102 - avec et sans activation métabolique. Le
tableau 30 présente 'ensemble des résultats obtenus dans ce test d'incorporation des substances
dans les boites de Pétri apres incubation (25 min a 37 °C) des bactéries avec les composés testés.

Aucun effet mutagene visible n’a été montré pour ce test pour le PRM, le mélange ou le HMF. Cela est
inattendu dans la mesure ou une étude récente de Wagner et al. (2007) a montré que certains PRM
issus de systemes modeles glucose-cystéine chauffés pendant des temps trés courts ont un pouvoir

mutagéne pour des concentrations supérieures a 1 %.

Concernant le HMF, Janzowski et al. (2000) ont montré que ce composé est potentiellement mutagéne
in vitro & des concentrations élevées qui sont déja modérément cytotoxiques. L'étude récente de Kitts
et al. (2006) montre que les produits de caramélisation du saccharose induisent des substitutions de
paires de bases dans la souche S. typhimurium TA 100, des conversions de gene chez Saccharomyces
cerevisiae D7 et des mutations chromosomiques dans les cellules ovariennes de hamster chinois.
L’ajout de S9 diminue généralement la mutagénicité des composés, laquelle est attribuée par les
auteurs a la fraction de faible poids moléculaire non volatile des produits de caramélisation. Le HMF est
méme par ailleurs suspecté d’étre un composé promoteur de cancer du colon (Zhang et al., 1993).
Cependant, contrairement a ce qui est décrit dans la littérature, d’apres les résultats de 'étude réalisée
ici, le HMF, dans les concentrations testées ne montre pas de propriétés mutagénes pour aucune des
deux souches testées, en présence et en absence d’activateur métabolique. Ceci est sans doute di aux
différences de concentrations utilisées dans les tests: Janzowski et al. (2000) observent un effet
mutagéne du HMF a de trés hautes concentrations (120 mM). Par ailleurs, d’autres études mettent en
évidence l'absence deffet mutagene (Aeschbacher et al., 1981 ; Florin et al., 1980) ou toxique
(Wieslander et al., 1995) du HMF. En revanche, contrairement aux études de Kim et al. (1987) et de
Kong et al. (1989), il n’a pas été trouvé de pouvoir anti-mutagene a ce niveau du test.
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Tableau 30 : Nombres de colonies his *-révertantes (moyenne * écart-type) avec les souche

98 et TA 102, en absence (S9 ") et en présence (S9 *) d’activateur métabolique

TA 98 TA 98 TA 102 TA 102
S9+ S9+
(mg / boite) (colonies révertantes / boite : moyenne + écart-type)
Contréle négatif 2 + 6 43 £ 7 606 + 32 656 + 33
PRM 5 26 + 5 52 + 6 638 + 60 640 + 46
1 18 + 5 52 + 8 583 + 82 673 + 78
0.5 20 + 4 49 +7 636 + 37 631 + 81
0.1 18 + 6 4 + 8 589 + 27 571 + 54
0.05 2 + 6 4 +5 617 + 56 620 + 60
Mélange 5 24 + 7 47 £ 2 578 + 87 641 + 69
1 28 =+ 5 45 + 3 601 + 88 553 + 41
05 27 + 8 39 + 8 566 + 50 663 + 71
0.1 238 + 7 45 + 3 560 + 36 537 + 44
0.05 18 + 5 3B +7 551 + 31 611 + 18
Cystéine 5 B5 + 6 @ 67 +7 @ 1826+ 378 ® 3922 + 126 ®)
chauffée 1 27 £ 5 55 + 6 639 + 58 828 + 61
05 23 £ 5 4 +5 619 + 48 643 + 32
0.1 20 + 5 40 +7 587 + 71 583 + 11
0.05 19 + 6 37 +5 558 + 30 493 + 43
Cystéine 5 63 + 10 @ 92 + 3 @ 2210+ 207 & 4915 + 246 ©)
1 39 + 8 43 + 5 788 + 142 857 + 30 @
05 30 + 8 4 + 8 605 + 68 628 + 92
0.1 28 + 5 49 +7 600 + 34 504 + 70
0.05 25 + 8 42 + 3 606 + 39 570 + 71
HMF 5 19 + 5 46 + 6 573 + 53 599 + 33
1 28 + 6 40 =7 583 + 46 710 = 16
0.5 23 + 3 49 + 2 577 + 36 666 + 52
0.1 23 + 4 44 + 3 601 + 43 675 + 95
0.05 25 + 6 38 + 4 509 + 62 545 + 44
Contréle positif 422 + 87 858 + 6 2820 + 179 1979 + 101

(@ : supérieur au contréle négatif (p < 0.05)

() ; supérieur au double du contréle négatif (p < 0.05)

sTA

A contrario, et de fagon surprenante, la cystéine chauffée et non chauffée montrent des effets

mutagenes. Pour la souche TA 98, en l'absence et en présence d'activation métabolique, aux

concentrations les plus élevées (5 mg / boite), le nombre de colonies révertantes par boite est

significativement (p < 0,05) supérieur a celui observé pour le controle négatif en présence d’eau. Par
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ailleurs, dans chaque condition de test, une relation entre la concentration et le nombre de colonies
revertantes a pu étre établie (R > 70 % pour le modéle de régression linéaire). Cela indique une
tendance de ces deux composés a étre mutagene. Cette tendance observée avec la souche TA 98 se
renforce avec la souche TA 102, considérée comme plus sensible aux mutations. En effet, aux
concentrations maximales de ce test, en présence de cystéine chauffée et non chauffée, le nombre de
colonies revertantes est significativement (p < 0,05) supérieur au double du nombre de colonies
observées dans le contrile négatif. Par ailleurs une trés forte relation concentration — nombre de
colonies a été observée (R? > 92,5 % pour le modele de régression linéaire). Ceci indique clairement un
effet mutagene de la cystéine également observé avec la cystéine chauffée sans doute en raison de la

cystéine résiduelle dans cet échantillon.

La cystéine étant un acide aminé, sa mutagénicité a été peu étudiée. Les études de Glatt (Glatt et
Protic-Sabljic, 1983 ; Glatt, 1989) et de Yamaguchi et Yamashita (1981) montrent un effet mutagene
de la L-cystéine et du glutathion sur différentes souches de Salmonella typhimurium. Les auteurs notent
également que la mutagénicité de ces composés thiolés est accrue en présence d'activateur
métabolique comme le S9, en accord avec nos observations. lls supposent que ces résultats sont dus a
des interactions métaboliques et aucune autre explication n'a été fournie a I'heure actuelle pour
expliquer ce phénomene. Néanmoins, la L-cystéine n’entrainant pas de mutations génétiques dans les
cellules de mammiferes (cellules V 79 de Hamster chinois), Glatt et al. (1990) suggerent qu'il existe

dans les cellules de mammiféres un systeme de protection efficace contre cet acide aminé.

2.5.2.Pouvoir antioxydant des produits inhibiteurs de l'activité PPO dans

le test d’Ames en utilisant la souche TA 102

Les propriétés antioxydantes des échantillons ont été testées dans les mémes concentrations que leurs
propriétés mutagénes: 0,05; 0,1; 0,5; 1 et 5 mg / boite en utilisant la souche TA 102 comme
marqueur des oxydations de I'ADN (tableau 31). Les solutions d’échantillons aux différentes
concentrations ont été mélangées a de I'H202 (60 mM) juste avant l'incubation (25 min a 37 °C) avec

les cultures cellulaires en absence ou en présence d’activateur métabolique (S9-mix).
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Tableau 31 : Nombres de colonies his *-révertantes (moyenne + écart-type) avec la souche  TA

102 en présence H ,0,, en absence (S9 ) et en présence (S9 ") d’activateur métabolique

TA 102 TA 102

H202+ H202 S9+
(mg/boite)  (révertants / boite : moyenne + écart-type)

Contréle négatif 1542 + 174 779 £ 107
PRM 5 1429 + 255 1407 + 76 @

1 1545 + 190 77+ 4

0.5 1761 + 131 785 + 44

0.1 1751 + 186 840 + 191

0.05 1604 + 188 880 =+ 183

Mélange 5 811 + 172 © 1121 + 43

1 1302 + 66 813 + 62

0.5 1342 + 75 798 + 57

0.1 1301 + 163 703 + 16

0.05 1316 + 76 716 + 2
Cystéine 5 1583 + 237 4214 + 240 ©®
chauffée 1 1396 + 83 1343 + 62 @

0.5 1529 + 129 984 =+ 41

0.1 1523 + 124 675 = 41

0.05 1497 + 163 619 + 12
Cystéine 5 1606 + 191 4800 + 242
1 1396 + 119 1446 + 386 @

0.5 1529 + 120 933 + 129

0.1 1438 + 141 797 £ 70

0.05 1422 + 59 837 + 38

HMF 5 794 + 64 © 615 + 52

1 1001 + 82 © 607 + 74

05 1003 + 76 © 820 + 111

0.1 1023 + 51 © 686 + 63

0.05 1012 + 54 © 678 + 48

Controle positif 3267 + 387 1946 + 89

@ ; supérieur au contrdle négatif (p < 0.05)
) ; supérieur au double du contréle négatif (p < 0.05)

() : inférieur au contrdle négatif (p < 0.05)

Le peroxyde d’hydrogéne est un métabolite cellulaire normal formé lors de plusieurs réactions
catalysées ou non par des enzymes (Halliwell et Clement, 2000) qui possede une tres forte
perméabilité aux membranes cellulaires. L'H202 en soit, est chimiquement faiblement réactif et agit
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comme un oxydant faible mais n’oxyde pas la plupart des molécules biologiques (lipides, ADN,
protéines) sauf si ces molécules possedent des groupes réactifs thiolés ou des résidus méthionine
(Hampton et Orrenius, 1997). C'est seulement lorsque 'H202 se convertit en radical hydroxyle (OH°)
sous l'action des rayonnements UV ou par interaction avec des métaux de transition (réaction de
Fenton) que I'H20> atteint son pouvoir oxydant (Ueda et al., 1996). Par ailleurs, la mutagénicité induite

par H202 peut étre réduite par des mécanismes antiradicalaires (Grey et Adlercreutz, 2003).

Concernant la cystéine et la cystéine chauffée, la mutagénicité observée précédemment, disparait en
présence d'H20- : en I'absence d’activation métabolique (S9-), il n’y a pas de différence (p < 0,05) entre
le nombre de colonies hist+-révertantes observées pour les échantillons de cystéine ou de cystéine
chauffée et le contréle négatif. Ce phénomene, observé par Glatt (1989) en ajoutant de la glucose-
oxydase dans le test d’Ames, s’explique sans doute par 'oxydation spontanée de la cystéine en cystine
en présence d’H202 décrite dans plusieurs publications (Cardey et Enescu, 2007 ; Luo et al., 2005) et
représentée figure 70. L'observation d'un précipité blanc lors du mélange des solutions les plus
concentrées de cystéine et de cystéine chauffée avec la solution d’H20 (60 mM) avant l'incorporation
de ces solutions au test d’Ames, supporte cette hypothese : ce précipité pourrait étre la cystine,
insoluble soluble a froid et formant des précipités blancs. Ainsi, la cystéine sous forme de cystine
insoluble, ne serait plus perméable aux membranes cellulaires et perdrait son pouvoir mutagéene (Stark
et al., 1987). Pourtant, en présence d’activateur métabolique, la cystéine chauffée et non chauffée
montre un pouvoir mutagene significatif : le nombre de colonies revertantes observées est
significativement (p < 0,05) supérieur au double de colonies observées dans le contréle négatif pour les
concentrations les plus fortes (5 mg / boite). Il y a par ailleurs une forte corrélation entre la
concentration de I'échantillon et le nombre de colonies révertantes (R > 98 % pour le modéle de
régression linéaire). Ceci indique que la mutagénicité de la cystéine, perdue en présence d’'H20- est
rétablie en présence d’activateur métabolique. Des 1962, Patrick décrit la réduction de la cystine en
présence de NADH. catalysée par la cystine réductase (EC 1.8.1.6) présente dans le foie. Nous
n’avons pas pu observer I'éventuelle disparition du précipité blanc de cystine aprés ajout de I'extrait de
foie en raison de son opacité. Mais il est possible, tous les éléments étant réunis, que la réduction de la
cystine ait lieu, que ces enzymes aient régénéré la cystéine, pouvant expliquer ainsi la réapparition de

colonies révertantes en présence d’échantillons de cystéine et cystéine chauffée.

Résultats et discussions 2. Action des PRM et du mélange sur I'activité PPO et le brunissement enzymatique 178



K

CSH =—= CS +H"

k
)  CS +H,0, ———= CSOH +HO

k;
2) CSOH +C§S° — (CSSC + HO

Figure 70 : Réaction d'oxydation de la cystéine en cystine e n présence de peroxyde

d’hydrogéne (d'aprés Luo et al., 2005)

Le mélange montre, en absence et en présence d’activateur métabolique (S9), une résultante des effets
des deux constituants. Sans S9, a la plus haute concentration, on observe un faible effet antioxydant :
le nombre de colonies révertantes est significativement (p < 0,05) inférieur a celui observé pour le
contréle négatif. Il y a par ailleurs un effet dose (R? > 70 % pour le modéle de régression linéaire). Cette
tendance antioxydante, observée en l'absence d’activation métabolique, est sans doute due a la
présence de HMF résiduel dans le mélange. En présence d’activateur métabolique, le mélange montre
un faible effet mutagéne a sa plus haute concentration. Cet effet ne devient significatif qu'a p < 0,075.

On ne peut donc pas considérer que le mélange a un réel pouvoir antioxydant ou mutagene.

En présence de peroxyde d’hydrogene et en 'absence d’activation métabolique, le PRM testé n'a pas
d'effet. Il n’est ni antioxydant ni mutagéne. En revanche, en présence d’activateur métabolique, une
tendance a la mutagénicité apparait: a la plus haute concentration, le nombre de révertants est
statistiquement supérieur a celui observé dans le contréle négatif et il y a un effet dose-dépendant (R? >
75 % pour le modele de régression linaire). Alors que l'activation métabolique est en général utilisée
pour mimer les mécanismes détoxifiants des organismes supérieurs, les PRM voient au contraire leur
mutagénicité ou capacité pro-oxydante augmentée en présence d’activation métabolique. Ceci a
également été observé par Wagner et al. (2007), pour des PRM issus de systemes modéles cystéine-

glucose ou cystéine-fructose.

En conclusion, selon les résultats des tests d’Ames effectués sur ces échantillons, compte tenu des
concentrations utilisées pour linhibition de la PPO in vitro et lors de linhibition du brunissement
enzymatique dans les mesures de couleur, il n'y a pas d’effet mutagéne du mélange, et une tendance
mutagéne du PRM seulement aux fortes concentrations en présence de peroxyde d’hydrogéne et
d’activation métabolique. L'utilisation du mélange et du PRM dans des procédés alimentaires semble
donc envisageable a de faibles concentrations. Cependant, il est important de noter que le test d’Ames
n‘est qu'une premiére étape dans I'établissement de la non-toxicité de produits a destination des
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industries agro-alimentaires. Afin d’établir plus entierement I'absence de risques liés a l'utilisation de
ces produits, d'autres tests sur d’autres cultures cellulaires, sur des cellules d’'organes (CACO Cell), des
études sur les voies métaboliques de ces produits ... devront étre réalisées.

2.6. Mise en ceuvre des PRM et des mélanges pour inh iber

le brunissement enzymatigue

L’apparition du brunissement enzymatique de broyats de fruits ou de légumes se traduit principalement
par une diminution de la luminance (L% (Hicks et al, 1996). La modification des paramétres
colorimétriques a* et b* indiquent un changement de la couleur : une augmentation du parametre a*
indique une coloration plus rouge ou moins verte tandis qu'une augmentation du paramétre b* indique
une coloration plus jaune ou moins bleue. Ce dernier parametre colorimétrique (b*) semble étre moins
adapté a la description du changement de couleur dans le cas du brunissement enzymatique : il est
rarement significatif ni représentatif de I'échantillon étudié, il n’est donc pas considéré dans cette étude
qui met en ceuvre différents fruits ou légumes. De grandes difficultés ont été rencontrées lors de
lutilisation d’aubergine pour ces essais de mesures de couleur. Si les paramétres de variabilités
couramment rencontrés tels que la saisonnalité, la variété ou encore le type de culture (hors sol, sous
serre, plein champ...) peuvent étre contrélés, de grandes différences des capacités de brunissement
enzymatique ont été observées au sein de lots identiques d’aubergine. C'est pourquoi I'efficacité des
PRM, des produits néoformés et des sulfites n'est pas présenté pour linhibition du brunissement
enzymatique des aubergines. Pour les autres produits testés (pomme et pomme de terre), la
répétabilité des mesures a été vérifiée. Cependant, afin de limiter la variance intra-groupe des mesures,
les expériences sont réalisées sur une seule journée par lot de fruit ou légume identique et par

concentration d'additif.

Les broyats témoins de pomme montrent un fort brunissement se traduisant par une rapide diminution
de la luminance lors des premieres minutes suivant le broyage. Ensuite, la luminance atteint une valeur
stable environ 20 min aprés le broyage. La perte de luminance observée pour le broyat témoin de

pomme est d’environ 20 %. La perte de luminance est inférieure @ 10 % pour le broyat témoin de
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pomme de terre qui est moins sensible au brunissement enzymatique. Cependant la vitesse de

brunissement enzymatique est plus faible et la luminance ne se stabilise qu'aprés 30 min de cinétique.

2.6.1.Comparaison de I'efficacité molaire des différents additifs

Dans un premier temps, les PRM et mélanges sont directement introduits a I'état de solution. Les
concentrations molaires employées sont identiques dans les différents broyats. Les concentrations en
métabisulfite de sodium sont indiquées en équivalent sulfite, celles des PRM et mélange équimolaire
(cystéine chauffée — HMF) sont indiquées en équivalent cystéine avant chauffage. Le HMF a par
ailleurs été testé dans les mémes concentrations que les autres additifs. On observe alors un
brunissement comparable au broyat témoin. Les broyats de pomme ou de pomme de terre en présence

de HMF ne sont donc pas présentés.

La figure 71 représente les résultats obtenus pour les broyats de pomme (variété Red Chief) en
utilisant des solutions @ 2 mM (A) et pour les broyats de pomme de terre (variété charlotte) en utilisant
des solutions d’ additifs a 1 mM (B).

Les changements de luminance (figue 71 A.1.) et de couleur (vert=> rouge ; figure 71 A.2.) montrent
que tous les additifs (2 mM) ont un effet sur le brunissement enzymatique des broyats de pomme.
Cependant, I'effet du PRM semble limité : le broyat pomme — PRM devient plus sombre (AL*somin = - 8)
et plus rouge (Aa*somin = 2) au cours du temps. Concernant les autres additifs, si le métabisulfite semble
étre le plus efficace pour limiter la diminution la luminance, la couleur des échantillons traités avec de la

cystéine ou le mélange reste stable au cours du temps.
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Le mélange est constitué de cystéine chauffée (115 °C — 200 min) / HMF ayant réagi pendant 24 h & 4 C°. Le PRM est
constitué de glucose (1 M) / cystéine (0,25 M) chauffés a pH 2 pendant 200 min & 115 °C.

Figure 71 : Effet de différents additifs sur I'évolution de la luminance ( AL* - 1) et de I'écart sur
I'axe vert >rouge (Aa* - 2) de broyats de pomme de terre (A — additifs & 1 mM) et de pomme (B —
additifs a 2 mM)

Concernant les broyats de pomme de terre, tous les échantillons subissent une diminution de la
luminance (figure 71 B.1.) lorsque les additifs sont introduits a la concentration de 1 mM. Cette
diminution est la moins marquée pour le broyat traité avec le mélange alors que lintroduction de
cystéine aggrave le brunissement et produit un broyat plus foncé (AL*somin = -13,2) que le broyat témoin
(AL*somin = - 9). Ce changement de couleur dans 'échantillon traité avec la cystéine s’accéléere 25 min
apreés broyage : I'échantillon devient plus rouge (Aa*somin = 5,3) que le témoin (Aa*eomin = 3,2) apres 40
min de mesures a température ambiante. (figure 71 B.2.). L'apparition de composés rouges-roses dans
les échantillons traités a la cystéine est attribuée par Richard-Forget et al. (1992) a la régénération du
phénol. L'utilisation du métabisulfite de sodium entraine également une diminution de la luminance mais

si 'échantillon rougit également, bien que la phase de latence soit plus courte (10 min), I'évolution de la
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couleur est moins rapide qu’avec la cystéine et la couleur de I'échantillon tend a se stabiliser. Le PRM,
plus efficace que la cystéine pour inhiber le brunissement enzymatique des broyats de pomme de terre,
ne parvient cependant pas a atteindre les performances des sulfites pour limiter les changements de
couleurs. En revanche, le mélange cystéine chauffée / HMF se montre le plus efficace pour prévenir le
brunissement enzymatique des broyats de pomme de terre tant au niveau de la luminance (AL*somin = -

5,8) que de la couleur des échantillons (Aa*somin = 0,3).

Cette premiere série d’expériences a montré que le mélange cystéine chauffée — HMF, se montre
efficace pour inhiber le brunissement enzymatique de broyat de pomme et de pomme de terre en
utilisant des procédés proches de ceux rencontrés dans lindustrie agro-alimentaire. Cependant,
lintroduction de solutions de molarités identiques, s’adapte peu a une utilisation des produits dans des
procédés technologiques de transformations de fruits et de Iégumes. C’est pourquoi, ces produits ont

été lyophilisés avant d’étre testés en comparant des concentrations massiques.

2.6.2.Comparaison de |'efficacité massigue des différents additifs

Les produits dont la mutagénicité a été testée ont été mis en ceuvre aprés lyophilisation dans des
broyats de pomme (1 g.L") et de pomme de terre (0,5 g.L"). L’ensemble des résultats est présenté
figure 72.
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Le mélange (100 mM) est constitué de cystéine chauffée (115 °C — 200 min) / HMF ayant réagi pendant 24 h 4 4 °C°. Le
PRM est constitué de glucose (1 M) / cystéine (0,25 M) chauffés & pH 2 pendant 200 min & 115 °C. Ces deux échantillons
ont été lyophilisés pendant 48 h

Correspondance des concentrations massiques (g.L") et molaires (mM ou mM équivalent cystéine avant chauffage) des
composés testés :

cystéine Métabisulfite de sodium Melcysn-Hur PRM C
1g.L 83 53 27 1,1
0,5¢.L1 4,1 2,6 1,3 0,6

Figures 72 : Effet de différents additifs sur I'évolution de la luminance ( AL* - 1) et de I'écart sur
I'axe vert Srouge (Aa* - 2) de broyats de pomme (A — additifs a1 g.L ™) et de pomme de terre (B
—additfsa0,5g.L ™).

Les broyats de pomme traités avec 1g.L' de cystéine, de mélange et de sulfites montrent une
luminance stable par rapport au témoin pendant 60 min (figure 72 A.1.). En revanche, les PRM se

montrent beaucoup moins efficaces pour inhiber le brunissement enzymatique tant au niveau de la
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luminance (AL*somin = - 11,6) que du paramétre colorimétrique (Aa*somin = 11,5). (figure 72 A.2.). Par
ailleurs, aprés une phase de latence, le broyat traité a la cystéine tend également a rougir (Aa*somin =
2,1) mais dans une moindre mesure que le PRM. Le mélange cystéine chauffé / HMF introduit dans le

broyat de pomme entraine une coloration comparable a celle obtenue pour le composé sulfité.

Les broyats de pomme de terre ont des comportements différents vis-a-vis des différents additifs testés.
La cystéine, qui stabilise la luminance dans les broyats de pomme, se révele beaucoup moins efficace
dans le cas de la pomme de terre (AL*somin = - 4,2). Il en est de méme pour les sulfites (AL*somin = - 3,6).
Les concentrations massiques de ces deux composés correspondent a des concentrations molaires
plus élevées que celle montrées dans le précédent paragraphe. Leur efficacité est largement
ameéliorée : la cystéine, qui entraine un changement de coloration notable du broyat de pomme de terre
a 1 mM, voit cet effet négatif s'estomper a 4 mM = 0,5 g/L). Pour ces deux composés, une
augmentation de leur concentration se traduit par un meilleur contréle du brunissement enzymatique.
Le PRM (AL*eomin = - 2,4) et le mélange (AL*somin = - 0,6) se montrent trés efficaces pour limiter le

brunissement des broyats de pomme de terre.

Les concentrations d'additifs testées correspondent a une concentration (g / 100 g de broyat) dans le
produit final de 0,05 % dans les broyats de pomme et 0,025 % dans les broyats de pomme de terre. A
ces concentrations, tout en étant efficaces pour limiter le brunissement enzymatique, ces produits n’ont
pas montré de propriétés mutagenes. Cependant, afin de pouvoir les utiliser dans des aliments, il faut
en demander I'autorisation avec les documents fournissant notamment :

- un dossier technique qui mentionne l'identité de la substance, ses propriétés microbiologiques,
le procédé de fabrication, des méthodes de dosage de cette substance dans les matrices
alimentaires. Ce dossier doit par ailleurs évoquer les réactions éventuelles avec la matrice
alimentaire au cours du procédé de transformation, ainsi que le degré d’exposition des
consommateurs vis-a-vis de cette substance.

- un relevé des données toxicologiques comprenant les résultats d’études métaboliques et de
toxicité a court et moyen terme (toxicité subchronique, génotoxicité, carcinogénicité...)

Si la demande est acceptée, la Commission demande officiellement a 'EFSA (European Food Safety
Authority) d’émettre un avis sur la sécurité de la substance pour ses usages prévus. Lorsqu’une
demande d'avis a été acceptée par 'EFSA, elle est incluse dans le registre des demandes d’'avis ou il
est possible de suivre son statut, notamment la date de réception et la date prévue de finalisation et
d’adoption. La procédure d’autorisation d’'un additif a des fins d’application alimentaire est longue et
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complexe : la finalisation du projet d'incorporation des PRM ou des mélanges dans les produits
alimentaires n'en est qua ses prémices mais les résultats présentés ici se montrent plut6t

encourageants.

En conclusion sur I'étude du réle des PRM dans linhibition de l'activité PPO, la méthodologie des plans
d’expériences a permis I'optimisation des paramétres physico-chimiques de la réaction de Maillard et
l'obtention de composés trés inhibiteurs. L’analyse des PRM a mené a la simplification de ce systeme
modele renfermant un grand nombre de composés en un mélange plus simple de composés néoformés
a partir de HMF et de cystéine chauffée ou de sulfure dammonium. L'étude des caractéristiques de ce
mélange a conduit a I'obtention de composés environ 3 fois plus efficaces que le PRM pour inactiver
lactivité PPO de différentes origines végétales. Ces composés se sont montrés aussi efficaces que les
sulfites pour inhiber le brunissement enzymatique de purées de fruits et de légumes dans des
conditions technologiques proches des procédés utilisés dans lindustrie agro-alimentaire. Le
mécanisme d’inhibition de ces composés n'a pas pu étre mis en évidence. Les propriétés antioxydantes
et chélatrices du cuivre ne semblent pas étre impliquées dans l'inhibition de I'activité PPO. Par ailleurs,
malgré la réussite du fractionnement et lisolation des composés inhibiteurs issus du mélange,
lidentification des structures du ou des composés responsables de linhibition n’a pas encore abouti.
Les structures les plus vraisemblables pourraient comporter des fonctions thioesters et des
groupements aromatiques. Un mécanisme d'inhibition semblable a celui évoqué par Klabunde et al.
(1998) pour l'inhibition de la tyrosinase par la phénylthiourée pourrait expliquer le fort pouvoir inhibiteur
de ces composés. Les études portant sur les structures de ces composés ainsi que sur les mécanismes
d’inhibition de lactivitté PPO devront étre approfondies. De méme que la toxicité de ces produits
néoformés et leur impact sensoriel lors de leur utilisation dans des produits alimentaires devront étre

examinés.
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3.ACTION DES PRM SUR L'OXYDATION
ENZYMATIQUE DES LIPIDES

La lipoxygénase (LOX) est une enzyme trés étudiée et largement distribuée dans le regne animal et
vegétal. Elle catalyse I'oxydation des AGPI contenant une unité cis,cis-1,4-pentadiéne en acides
hydroperoxydieniques conjugués. La LOX a des applications alimentaires dans la fabrication du pain ou
la production de composés aromatiques mais a de nombreuses implications négatives sur les apports
nutritionnels, la couleur, les arrieres goits de rance, notamment sur les produits d’origine végétale.
L'utilisation de PRM pour inhiber cette enzyme est envisagée ici en utilisant la LOX extraite de farine de

feve et la LOX commerciale de Soja comme modeéles d’étude.

3.1. Optimisation de l'inhibition de I'oxydation en zymatigue

des lipides

3.1.1.Criblage des facteurs du plan d’'expériences

Criblage des acides aminés

D’apres I'analyse de la variance du Pl vis-a-vis de la LOX extraite de farine de féve des différents PRM
testés, la nature de I'acide aminé, la durée de chauffage et l'interaction entre ces deux paramétres ont
un effet significatif (p < 0,05). Le test des étendues multiples sur la valeur du Pl révele 4 groupes
homogenes de PRM en fonction de I'acide aminé (tableau 32 — A) et de la durée de chauffage (tableau
32 -B).
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Tableau 32 : Tests des étendues multiples pour le Pl vis-a-vi s de la LOX de farine de feve

(2,5 nkat) par acides aminés (A) et temps de chauff age (B)

A B
Acide Movenne Ecart- Groupe (t;r:up;adee Movenne Ecart-  Groupe
aminé y type homogene h) 9 y type homogene
GSH 0,03 0,020 X 0 0,07 0,016 X
pro 0,03 0,020 X 1 0,23 0,016 X
gly 0,03 0,020 X 5 0,38 0,016 X
ala 0,05 0,020 X 10 0,43 0,016 X
Cys 0,05 0,020 X 14 0,46 0,018 X
his 0,33 0,020 X
arg 0,82 0,024 X
lys 1,19 0,020 X

Concernant les acides aminés, il apparait que les PRM issus du mélange glucose — lysine, arginine ou
histidine ont des effets statistiquement significatifs sur l'activité LOX de féve. On peut noter que les
PRM glucose - lysine ou arginine démontrent par ailleurs un pouvoir anti-radicalaire (Maillard et al.,
2007). Cependant alors que les PRM issus de cystéine ou de glutathion se montrent également anti-
radicalaires et trés inhibiteurs de l'activité PPO, ils se révelent incapables d’inhiber I'activité LOX de

feve.

La durée de chauffage a 103 °C des systemes modéles montre un effet statistique significatif dans les
10 premieres heures de traitement thermique. Au-dela, il n’y a pas de différences significatives entre le
chauffage pendant 10 et 14 h sur la formation de composés inhibiteurs, pour 'ensemble des acides
aminés testés. On peut supposer qu’un optimum de formation de composés inhibiteurs est atteint entre
10 et 14 h de chauffage et qu’'un chauffage plus long pourrait éventuellement entrainer une diminution
du PI. Ces conclusions doivent cependant étre nuancées par 'analyse des résultats représentés figure
73 : les composés non inhibiteurs, ne voient pas leur Pl augmenter avec la durée de chauffage. En
revanche, les PRM issus de l'histidine et de I'arginine montrent une augmentation du Pl au cours de la
durée de chauffage alors que ceux issus de la lysine montrent un Pl maximal dés 5 h de chauffage.
Ceci suggere des mécanismes et des voies réactionnelles de formation des produits inhibiteurs

différents selon I'acide aminé impliqué.
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Figure 73 : Evolution du Pl de PRM a base de glucose (0,25 M ) vis-a-vis de la LOX de feve (2,5

nkat) en fonction de l'acide aminé (0,25 M) etdut emps de chauffage a 103 T

Il 'est important de noter que des résultats statistiques identiques ont été obtenus lors du traitement
statistique de la réponse y = activité résiduelle (%) : la transformation mathématique de l'activité
résiduelle en Pl n’entraine pas de changement dans les résultats des tests de comparaisons de

moyennes.

Concernant l'inhibition de la LOX commerciale de soja, lors du chauffage a 103 °C pendant 0 a 14 h de
systemes modeles préparés avec du glucose et ces mémes acides aminés, des résultats en partie
comparables sont obtenus (figure 74) :
- les PRM préparés avec de la lysine, de I'arginine, dans une moindre mesure de l'histidine, et du
glucose sont inhibiteurs de I'activité LOX de soja ;
- le Pl des PRM n’est pas ou peu augmenté par une de durée de chauffage (103 °C) supérieure
ash;
- les Pl maximaux de ces PRM observés vis-a-vis de la LOX de soja sont du méme ordre de

grandeur (Pl = 2) que ceux observés lors de I'inhibition de la LOX de farine de feve.
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Figure 74 : Evolution du Pl de PRM a base de glucose (0,25 M ) vis-a-vis de la LOX de soja (2,5
nkat) en fonction de l'acide aminé (0,25 M) etdut emps de chauffage a 103 C

Compte tenu des similitudes observées pour Iinhibition de la LOX de soja et de farine de feve, cette
derniére sera utilisée comme modéle pour les déterminations ultérieures des parameétres de la réaction

de Maillard permettant la formation d’'un maximum de composés inhibiteurs.

Criblage du sucre réducteur

En utilisant les deux acides aminés montrant un fort Pl (lysine et arginine), d'autres systémes modéles
équimolaires (0,25 M) chauffés a 103 °C pendant 0, 5 a 14 h, ont été préparés avec du glucose ou du

fructose.

L'analyse de la variance montre que si la nature de I'acide aminé et la durée de chauffage ont un effet
significatif sur le Pl vis-a-vis de la LOX de farine de féve de ces PRM, la nature du sucre réducteur est
sans effet (tableau 33). Par ailleurs, les interactions entre les différents facteurs testés ont des effets
significatifs. Le glucose étant trés souvent utilisé dans les systemes modéles, il sera plus

particulierement utilisé au cours des expériences ultérieures.
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Tableau 33 : Analyse de la variance du Pl de PRM glucose ou f ructose / arginine ou lysine
(10 pL) vis-a-vis de l'activité LOX de feve (2,5 nk at) en fonction du sucre réducteur, de I'acide

aminé et du temps de chauffage a 103 C

Source Sommef des Ddl Carre F Probabilité
carrés moyen
Effets principaux
A : Sucre 0,000075 1 0,000075 0,002 0,901
B : Temps de chauffage (h) 16,4 2 8,20 1741 0,000
C : acide aminé 3,55 1 3,55 754 0,000

Interactions

AB 0,393 2 0,196 41,7 0,000
AC 0,567 1 0,567 120 0,000
BC 1,87 2 0,936 199 0,000
ABC 0,201 2 0,101 21,4 0,000
Résidu 0,113 24 0,0047
Total Corrigé 23,10 35

Le graphique des interactions (figure 75) construit en considérant la moyenne des valeurs de Pl
obtenues avec les deux acides aminés pour un méme sucre réducteur, confirme que I'effet de la durée

de chauffage de ces systémes modeles sur leur Pl est faible entre 5 et 14 h.

2,5 1
—O—— Fructose

- - @ - - Glucose

2,0 A

PI (LOX de farine de féve)

0 2 4 6 8 10 12 14
temps de chauffage (h)

Figure 75 : Graphique des interactions temps de chauffage x nature du sucre réducteur sur le
Pl vis-a-vis de la LOX de farine de feve lors du ch auffage de systéemes modéles a base de

lysine et d'arginine a 103 C
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Concentration et ratio des réactifs

Afin d'appréhender les concentrations de réactifs a mettre en ceuvre, le Pl vis-a-vis de la LOX de féve
de systémes modeles chauffés 14 h a 103 °C dont la concentration en lysine est fixée (0,25 M) et la
concentration en glucose variable (0; 0,25 ; 0,5 et 0,75 M) a été mesuré. Il a également été ajouté un
mélange glucose / lysine (0,25 /0,5 M).

D’apres la figure 76, montrant le Pl de ces différents PRM, un exces de sucre réducteur entraine une
diminution significative (p < 0,05) du PI. Au contraire un exces de lysine favorise la formation de
composés inhibiteurs de 'activité LOX de feve lors de la réaction de Maillard.

3,0
25 0
2,0 )

10 - i

—@ 0,25 M en lysine

PI

0,5 -
O 0,50 M en lysine

0,0 T T T 1
0 0,25 0,5 0,75 1

[glucose] - M

Figure 76 : Effet de la concentration en glucose sur le Pl d e PRM (103 € - 14 h) a base de

lysine

3.1.2.Effets du pH initial, de la concentration en réactifs (glucose et

lysine) et de la durée de chauffage a 103 T sur I’ apparition de produits

colorés, le pH final des PRM et I'activité LOX résiduelle

Au cours d’'un premier plan d’expériences, les systemes modeles étudiés sont chauffés a 103 °C entre
0,5 et 18,5 h et sont constitués de glucose et de lysine dont la concentration varie de 0,2 a 1 M.
L’ensemble des résultats obtenus est présenté en Annexe 2.
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Coloration des PRM au cours du chauffage en fonctio n des paramétres

physico-chimiques des systémes modéles

La coloration des PRM a été suivie par la mesure de I'absorbance a 350, 420 et 450 nm correspondant
aux longueurs d'onde d’absorbance maximale généralement attribuées aux produits intermédiaires
(350 nm) et finaux (420 et 450 nm) de la réaction de Maillard. Les figures 77 (A, B, C) représentent,
sous la forme de diagrammes de Pareto, I'analyse de la variance de ces 3 longueurs d’'ondes en

fonction des paramétres expérimentaux.
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Figure 77 : Graphigues de Pareto standardisés représentant |  es effets des variables du plan

d’expériences sur I'absorbance a 350 (A), 420 (B) e t 450 nm (C)

Ces diagrammes montrent que la concentration initiale en glucose tout comme la durée de chauffage
ont un effet positif significatif prépondérant sur la coloration des PRM quelle que soit la longueur d’'onde
mesurée. La concentration en lysine a un effet positif significatif sur 'absorbance des PRM, cependant,
cet effet, tout en restant significatif, est moins éleve lorsque la longueur d'onde de mesure d’absorbance
augmente. Ceci signifierait que si la concentration en lysine a un effet important sur la formation des
composeés intermédiaires, son effet est moindre sur la formation des composés finaux de la réaction de
Maillard.

Le pH a un effet positif significatif sur la coloration des PRM. Les valeurs de I'effet standardisé du pH
sont plus importantes sur I'absorbance a 350 et 450 nm: 6 et 3,5 respectivement. Cette observation
corrobore celles d’Ajandouz et Puigserver (1999) indiquant que la réaction de Maillard, dont le

développement est souvent déterminé par la coloration des systemes modeles, est favorisée par des
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milieux alcalins, avec un optimum a pH 10. D’'un point de vue chimique, les pH élevés favorisent la

formation des pyrazines au cours du chauffage (Bernis-Young et al., 1993).

Variation du pH au cours de la réaction de Maillard entre glucose et lysine a

103 T (LOX de farine de feve)

Quelles que soient les concentrations initiales des deux réactifs et la durée du chauffage, le pH diminue
systématiquement au cours de la réaction de Maillard confirmant ainsi les observations de Renn et
Sathe (1997). Par ailleurs, 'analyse de la variance du pH final montre que seul le pH initial a un effet

positif significatif (p < 0,05) sur le pH final (figure 78).
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Figure 78 : Graphiques de Pareto standardisés représentant | es effets standardisés des

variables du plan d’expériences sur le pH final des PRM

Optimisation des conditions de la réaction de Maill ard afin d’obtenir le systéme

modéle le plus inhibiteur

L'analyse de la variance de l'activité résiduelle de LOX de féve en présence de 2 uL de PRM en cuve,
représenté figure 79 par le diagramme standardisé de Pareto montre que les effets linéaires du pH
initial, de la durée de chauffage et de la concentration en lysine sont significatifs et négatifs. L’effet de
linteraction entre la durée de chauffage et la concentration en glucose, est également significatif et
négatif. Les effets quadratiques positifs des concentrations en lysine et en glucose sont aussi

significatifs.
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Figure 79 : Graphique de Pareto standardisé pour l'activité résiduelle de LOX de féve (%) en

fonction du pHi, de la durée de chauffage (h) etde la concentration (M) en lysine et en glucose

Le modéle du second degré s'ajuste bien avec la réalité : R? = 97 % des variations de l'activité
résiduelle sont expliquées par le modéle. Ce modele permettant de décrire la valeur de lactivité
résiduelle en fonction des différentes variables expérimentales est donné dans I'équation 12 :
Ar (%) =210,5
- 18,6.pHi + 5,0.t - 206,9.[lysine] - 62,0.[glucose]
+0,55.pH? - 0,05.12 + 90,7.[lysine]? + 65,4.[glucose]?
- 0,15.pHit + 7,16.pH..[lysine] + 5,54.pH.[glucose] - 1,06.t.[lysine] - 6,92.t.[glucose] +
29,6.[lysine].[glucose]

L’activité résiduelle minimale est déduite de I'équation du modéle de régression. Ainsi, dans le domaine
expérimental étudié et pour un chauffage a 103 °C, le PRM le plus inhibiteur (PRMqpt1) est obtenu lors
du chauffage pendant 18,5 h d’'un mélange glucose / lysine (0,70 / 0,85 M) dont le pH est ajusté a
10,35. La valeur d'activité résiduelle prévue par le modéle est de 14,4 %. Ce PRM confirme la tendance
observée dans les expériences préliminaires : un exces de glucose n'est pas favorable a la formation

des composés inhibiteurs.

Bien que les parametres fixés soient en limite du domaine expérimental, 'activité résiduelle prédite par
le modéle représenté graphiquement en figure 80, est vérifiée puisque la réalisation du PRMoptt conduit
a une activité résiduelle de 14,1 + 1,4 %.
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Figure 80 : Représentation graphique en surface de réponse d e l'activité résiduelle de LOX de
farine de féve (%) estimée d'aprés le modéle en fon ction de la concentration en lysine et en

glucose (M) lorsque le pH est fixé a 10,0 et ladur  ée de chauffage a 18,5 h

A des fins pratiques, le PRMoy1 a été simplifié dans les expériences ultérieures : sans ajustement du
pH, la solution de glucose — lysine (0,8 / 0,8 M) a un pH proche du pH optimum (pH = 10). Pour ces
parametres expérimentaux, l'activité résiduelle prévue par le modele est de 15,4 %. La réalisation de ce
PRM montre une activité résiduelle expérimentale de 15,2 + 1,1 %. Tout en étant un moins bon
inhibiteur que le PRMopt1, ce PRM, rapide a préparer, inhibe efficacement l'activité LOX de farine de

feve.

L’ajout en cuve d’un volume 10 fois supérieur (20 pL au lieu de 2) de PRM dilué (au 10eme) avant ou
apres chauffage a été envisagé. Il a été verifié qu’une activité résiduelle comparable était alors mesurée
(tableau 34). Ainsi, I'utilisation de systemes dilués en quantité plus importante sera généralisée par la

suite.
Tableau 34 : Comparaison de l'efficacité de PRM dilués surI'  activité LOX de féve
volume en|systéme modele pH| Ar
cuve (L) | = 10-103 T 18,5 h @) | ©

2 glucose / lysine (0,8 M) |15,2| 1,1

glucose / lysine (0,8 M)
20 dilué au 10°™ 151112
20 glucose / lysine (0,08 M) |17,8| 1,4
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La durée du traitement thermique est souvent en interaction avec la température appliquée. C’est
pourquoi le traitement thermique des PRM issus de systemes modéles glucose — lysine (0,08 M — pH
non ajusté) a été optimisé afin de déterminer le couple temps / température entrainant la formation d’'un

maximum de composés inhibiteurs.

3.1.3.Etude des effets du traitement thermique

L’optimisation du traitement thermique est réalisée pour des durées de chauffage variant de 5 a 24 h et

des températures comprises entre 90 et 120 °C. Les résultats obtenus sont donnés en annexe 3.

Variations du pH et des absorbances en fonction du traitement thermique

L’analyse de la variance du pH final en fonction du traitement thermique montre que les effets linéaires
négatifs et quadratiques positifs de la température et de la durée de chauffage sont significatifs (p <
0,05). Ainsi, dans le domaine expérimental étudié, la plus forte diminution du pH est observée pour des

temps de chauffage longs et une température élevée.

Concernant les effets des parametres du chauffage sur les absorbances (tableau 35), la température a
systématiquement un effet significatif positif prépondérant sur la valeur d’absorbance des PRM.
L'interaction durée * température de chauffage a un effet négatif et significatif sur la valeur
d’absorbance. De ce fait, quelle que soit la longueur d'onde de mesure, 'absorbance maximale est
obtenue a 120 °C (température maximale du domaine expérimental). En revanche, la durée de
chauffage permettant d’obtenir une absorbance maximale augmente avec la longueur d’onde de

mesure.
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Tableau 35 : Effets estimés des variables sur les valeurs d'a  bsorbance (294, 320, 350 et

420 nm) — Couple temps*température entrainant une a  bsorbance maximale a ces longueurs

d’'onde

Effets estimés pour I'absorbance a
Effet 294 nm 320 nm 350 nm 420 nm
Estimation Erreur-type|Estimation Erreur-type|Estimation Erreur-type|Estimation Erreur-type

moyenne 144 4 128 2 87,7 15 234 0,3
A:durée (h) 10,9 7,9 13,6 3,5 13,5 2,6 4,33 0,49
B:température (°C) 27,4 7,8 24,4 3,5 25,1 2,6 111 0,5
AA -21,7 9,0 -10,3 4,0 -8,1 3,0 -3,05 0,55
AB -33,1 11,2 -19,2 5,0 -15,9 3,7 0,12 0,69
BB -3,12 8,58 -0,67 3,85 -1,60 2,83 1,54 0,53
durée optimale 9h 10 h 15 min 11h 19 h 40 min
température optimale 120 C 120 C 120 C 120 C

Les valeurs en gras indiquent les effets significatifs (p < 0,05) sur les mesures d’absorbance

Optimisation du chauffage afin d’obtenir des PRM tr

LOX de feve

es inhibiteurs de l'activité

D’apres l'analyse de la variance représentée par le diagramme de Pareto en figure 81, I'effet linéaire

négatif de la température et l'effet quadratique positif de la durée de chauffage sont significatifs sur

lactivité résiduelle de LOX de feve. Le modele de régression linéaire s’ajuste a 84 % aux mesures

expérimentales d’activités résiduelles de LOX de féve. La modélisation de lactivité résiduelle en

fonction de la température (T en°C) et de la durée de chauffage (t en h) pour un mélange glucose —

lysine (0,08 M — pH 10,0) est donnée par 'équation 13 suivante :
Ar (%) =195,0-8,0t-1,1 T +0,22 2+ 0,0006 T2+ 0,011 t.T

(13)
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Figure 81 : Graphique de Pareto standardisé pour I'activité résiduelle de LOX de feve (%) en

fonction de la température et de la durée de chauff  age (h)

La valeur optimale calculée d’aprés le modele est de 18,8 % d’activité LOX de feve résiduelle pour
20 pL de PRM glucose-lysine (0,08 M, pH non ajusté) chauffé a 120 °C pendant 15 h. La valeur réelle
mesurée pour un systeme modele identique est de 18,3 % + 1,1 %. La modélisation est par ailleurs
validée par la réalisation de trois autres points expérimentaux (tableau 36) dont la valeur de I'activité
résiduelle + 'écart-type est comprise dans l'intervalle de confiance (5 %) des valeurs calculées.

Tableau 36 : Validation du modéle par comparaison des valeurs d'activités résiduelles de LOX

de féve calculées et réelles

Valeurs calculées Valeurs mesurées
durée de température borne Ar borne borne Ar borne
chauffage inférieure supérieure|inférieure supérieure

(h) (T) (%) (%)

18 105 31,3 329 34,6 32,2 350 378
11 94 429 452 474 448 484 52,0
11 105 336 353 371 275 30,2 329

Ainsi, un mélange équimolaire (0,08 M) de glucose — lysine a pH non ajusté et chauffé a 120 °C
pendant 15 h (PRMqpt2) est trés inhibiteur de l'activité LOX de féve.

Il peut paraitre aberrant que la seconde série d’expériences, permettant I'optimisation du traitement

thermique, détermine un PRMopte (PI = 4,4) apparemment moins inhibiteur que le PRMopt1 (P1 = 4,6). Par
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ailleurs, un des points du second plan (105 °C, 18 h), trés proche de PRMopt1, montre 35 % d’activité
LOX de féve résiduelle 1a ou le PRMoyt1 montre 17,8 % lors de la premiére série d’expériences. Ces
deux séries d’expériences sont totalement indépendantes et ont été réalisées avec deux extraits
enzymatiques différents de LOX de farine de feve. Pour s'assurer du gain de Pl réalisé par
loptimisation du traitement thermique, l'activité résiduelle en présence des deux PRM optimum

(PRMoptt et PRMopto) @ €té mesurée sur un méme extrait de LOX de farine de feve purifié (tableau 37).

Tableau 37 : Comparaison de l'activité résiduelle de LOX de f  arine de féve purifiée en présence
du PRMgpy et du PRM gpr

Ar (%) SD PI
PRMopu 30,9 16 2,2
PRMopez 18,2 11 4,5

Ainsi le tableau 37 montre bien une amélioration du pouvoir inhibiteur des PRMopto par rapport aux
PRMopt1 puisque I'activité résiduelle est de 18,2 % pour les premiers et de 30,9 % pour les seconds sur
la LOX de féve purifiée. Le fait que la LOX de feve purifiée semble moins sensible a l'inhibition que la
forme non purifiée (Cso) reste a expliquer (composition en isoformes de LOX différentes, présence dans

I'extrait non purifiée de composés agissant en synergie avec les PRM pour inhiber la LOX etc.)

Bien que la température optimale de formation des composés inhibiteurs corresponde a celle entrainant
une coloration maximale des PRM, il n'a pas été observé de corrélation entre I'absorbance aux
différentes longueurs d’onde et l'activité résiduelle. Il a été montré que le pouvoir anti-radicalaire de
PRM issus de systémes modeles, et notamment glucose-lysine, n'était pas lié au brunissement
(absorbance a 420 nm, mesures CIELab) mais plutét a des composés fluorescents (Morales et
Jimenez-Perez, 2001).

3.1.4.Vérification de I'effet de la nature du sucre réducteur sur le Pl du

PRMopt2

Apres l'optimisation des différents paramétres physico-chimiques de la réaction de Maillard pour former
un maximum de composés inhibiteurs de lactivité LOX, les résultats des expériences de criblage
indiquant que la nature de l'ose réducteur n’avait pas d’effet sur le Pl des PRM ont été vérifiés sur le
PRMopto. Ainsi, la figure 82 présentant le Pl de systemes modéles (0,08 M) ose-lysine chauffés 115 °C
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pendant 15 h indique que la nature du sucre réducteur n'a pas d'effet significatif (p < 0,05 ; tests des
étendues multiples) sur le PI.

Pl (LOX de féve)

glucose fructose ribose arabinose xylose

Figure 82 : Absence d'effet significatif (p < 0,05) de la na  ture du sucre réducteur sur le Pl des
PRMgp, (20 pL) vis-a-vis de la LOX de farine de féve (2,8 nkat)

3.2. Effet direct et cinétigue d’inhibition de I'ac tivité LOX de

farine de feve par les PRM g2

Avant d’étudier les propriétés inhibitrices de I'activité LOX, il a été vérifié que I'ajout de PRMopte dans la
cuve ne modifiait pas la mesure de consommation d’'oxygéne. En effet, les PRM étant généralement
des composés réducteurs, ils sont capables de consommer 'oxygéne pouvant se traduire au niveau de
la mesure par
- Une diminution de la quantité d’oxygéne dissous nécessaire a I'oxydation de I'acide linoléique
catalysé par la LOX, entrainant ainsi une sous-estimation de la vitesse de réaction,
- Une surestimation de la vitesse de consommation d’oxygene causée par la consommation
directe de 'oxygene par le PRM.
Le volume maximum de PRM incorporé en cuve (50 pL) entraine une consommation rapide mais

succincte (moins de 10 s) de 15 % de 'oxygeéne total en cuve. La consommation d’oxygéne entrainée
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par 'addition de 20 pL de PRMqpt2 entraine une diminution de 8 % seulement de l'oxygene et n'interfere
donc pas avec la mesure de l'activité LOX en présence de PRM. En pratique, apres ajout du PRM et
stabilisation de la teneur en oxygene, le volume d’enzyme nécessaire a la mesure est introduit en cuve.
Ainsi, il n’y a pas addition des deux vitesses de consommation d’oxygene et aucun risque d’interférence

n’est possible entre les deux réactions de consommation d’oxygene.

3.2.1.Effet de I'ajout d’un volume croissant de PRM en cuve

Une premiére série d’expériences vise a étudier I'effet de I'ajout de volumes croissants de PRM sur
lactivité LOX de féve (figure 83). L'ajout de 20 puL de PRMope entraine une perte d’environ 80 %
d’activité LOX. Ce taux d'inhibition est maximal : I'ajout de volumes de PRMqpe SUpérieurs n’entraine
pas une diminution de l'activité résiduelle puisqu'il subsiste ~ 20 % d’activité résiduelle mémes aux
fortes concentrations en PRMs (50 pL). L'absence d'inhibition totale de I'activité enzymatique malgré
une forte concentration en PRM inhibiteur a déja été constatée lors de I'étude de l'inhibition de la PPO
de pomme par des systemes modeles a base de cystéine (Roux et al., 2003).
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L'activité LOX est mesurée en présence de 20 pL d'extrait enzymatique purifié correspondant a 2,6 nkat d’activité témoin
totale en cuve

Figure 83 : Activité résiduelle de la LOX de feve (%) en fon ction de différents volumes de

PRMgp, incorporé dans le milieu réactionnel
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Il a par ailleurs été vérifie que les réactants seuls (glucose d’'une part, lysine d’autre part) non chauffés
ou chauffés a 120 °C pendant 15 h, ou encore chauffés séparément puis re-mélangés apres
refroidissement des solutions, sont sans effet sur I'activité LOX de feve.

3.2.2.Cinétigue d'inhibition de I'activité LOX de féve par les PRMgptz

La série d’expériences précédentes a permis de retenir trois niveaux de concentrations de PRMqpto
(2L, 2,5uL, et 5 pL en cuve) pour étudier le mode d'inhibition de la LOX de féve, en faisant varier la
concentration en acide linoléique (1 — 15 mM — pH 6,5). Les résultats présentés en double inverse
(figure 84) montrent que l'inhibition de la LOX de féve par le PRMopt2 est de type non compétitif vis-a-
vis de l'acide linoléique, si les hypotheéses de réversibilité dans la formation des complexes enzyme-
inhibiteur et enzyme-substrat-inhibiteur, sont vérifiées. Ainsi, le pourcentage d'inhibition de la LOX par
les PRM est indépendant de la concentration en substrat. Ce mode d'inhibition a déja été observé pour
linhibition de la polyphénoloxydase d’aubergine par des PRM issus de solutions aqueuses glucose /
cystéine (Cheriot et al., 2006).
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Figure 84 : Cinétique d'inhibition de la LOX de féve par le PRMgpiz2
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La constante d'inhibition apparente (Kiapp) calculée d’apres le graphe secondaire (encart de la figure 83)
est proche de 2,3 uL de PRMqge €n cuve soit 0,12 mM en concentration initiale des réactants dans le
systeme modele avant chauffage. Cette constante d'inhibition est tres faible si on considere les travaux
de Richard-Forget et al. (1995) indiquant que lacide phénolique le plus inhibiteur, lacide

protocatéchique, a un Kiapp = 0,6 mM.

3.3.Mode d’inhibition de I'activité LOX par les PR Mgpe

3.3.1.Effet de l'incubation de l'extrait enzymatigue avec les PRM a

différentes concentrations

De la méme fagon que pour I'étude de linhibition de la PPO par les PRM et les produits néoformés,
pour vérifier une inactivation possible de la LOX de feve par les PRM, cette enzyme a été incubée
pendant 3 h a 0 °C avec le PRMpt2 dans différentes proportions volumiques (0 - 20 % de PRMopte dans
Iextrait enzymatique). Cette température de 0 °C a été choisie pour mieux maitriser la température

d’incubation tout en conservant I'activité enzymatique des incubats.

L'activité LOX résiduelle dans ces incubats (20 pL) a été mesurée au cours des trois heures
d’incubation et comparée avec celle d’'un incubat témoin avec de I'eau dans les mémes conditions
(figure 85). Quelle que soit la teneur en PRM présente dans 'incubat, I'activité LOX au cours du temps
d’incubation diminue progressivement (1ée phase) et atteint un minimum aprés environ 30 min
d’incubation ou elle se stabilise (seconde phase). L'activitt LOX de féve résiduelle mesurée en fin
d’incubation est de 0 et 30 % pour lincubat & 20 et 5 % de PRMopto respectivement par rapport a

Factivité LOX incubée.
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Figure 85 : Effet du temps d'incubation a 0 C de la LOX de féve avec le PRM o, et de la lysine
(0,08 M) chauffée seule (15 h a 120 C) sur l'activ  ité résiduelle de LOX de feve

L'activité LOX de feve est stable au cours du temps d'incubation dans 10 % d’eau et la perte d’activité
LOX de féve dans le témoin est comparable au facteur de dilution. On observe une faible inhibition
(74 % d’activité résiduelle) lorsque 'enzyme est incubée avec 15 % d'une solution de lysine (0,08 M)
chauffée pendant 15 h a 120 °C.

Les constantes de vitesse initiale d'inactivation (k) ont été déterminées d’aprés le graphique
représentant le logarithme de I'activité LOX résiduelle en fonction du temps d’incubation au cours de la
premiére phase des cinétiques d’incubation. La figure 86 représente la valeur des constantes (k) en
fonction du facteur de dilution des PRM dans les incubats. Ces constantes (k) des vitesses initiales
d’inactivation ont ensuite été reportées, en fonction du ratio volumique PRM / LOX (encart de la figure
86). L’alignement des points indique la proportionnalité entre la vitesse d’inactivation et la concentration
en composes inhibiteurs des PRM et donc, dans la phase initiale du phénomeéne, une réaction

d’inactivation du premier ordre.
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Figure 86 : Détermination des constantes d’inactivation de | 'activité de LOX de féve par le

PRM,,r, - Effet de la concentration du PRM g2

3.3.2.L’inhibition est-elle réversible ?

La réversibilité de I'inactivation de la LOX de féve a été étudiée apres dialyse (seuil de coupure : 12 000
- 14 000 Da) contre une solution de tampon acétate pH 5,6 (1 M en sulfate dammonium) pendant 12 h
a4 °C des mélanges (85 / 15) de LOX (2,6 nkat) / PRM ou eau préincubés a 0 °C pendant 3 h.

L'activité LOX de feve résiduelle, exprimée en % du témoin non incubé (figure 87) montre une perte
d’environ 20 points d’activité résiduelle (%), au cours de la dialyse du témoin incubé dans I'eau.
L'incubat LOX / PRM (85 / 15) porteur d’'une activité LOX résiduelle d’environ 11 % avant la dialyse ne

montre aucune régénération d'activité apres la dialyse.
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Figure 87 : Effet de la dialyse & 4 T sur la LOX de féve pa rtiellement inactivée par le PRM gy

L'inhibition de la LOX de feve par le PRMopt2 n'est pas réversible, et serait donc, non pas une inhibition
de type non-compétitive vis-a-vis de l'acide linoléique, mais une inactivation irréversible de l'activité
catalytique de la LOX. On peut supposer différents mécanismes d'inactivation enzymatique tels que la
modification irréversible de la conformation de I'enzyme ou la chélation de I'atome de fer du site actif de
I'enzyme. Une autre hypothése pourrait impliquer le pouvoir antiradicalaire / piégeur de radicaux libres,

démontré pour ces PRM, bloquant ainsi les étapes radicalaires de la catalyse enzymatique.

3.4. Stabilité du PRM au cours du stockage dans dif férentes

conditions

Afin de pouvoir appliquer le PRMopto dans des procédés alimentaires, il est important de vérifier la
stabilité de son pouvoir antioxydant. L’évolution du pouvoir inhibiteur de ce PRM vis-a-vis de la LOX de
feve a été suivie sur plus de 14 semaines lors d’un stockage a trois différentes températures (- 20 °C,
4°C, 25 °C) a l'abri de la lumiere (figure 88). Les mesures ont été réalisée par polarographie avec
20 pL de PRMgpto.

Résultats et discussions 3.Action des PRM sur l'oxydation enzymatique des lipides 207



100 -

m-20C

- 80 - +4C

0 &

$3 % mr2scT

=2

o= 40-

=9 T T

i

RITRLTLEI I

0 1 2 3 4 6 9 17

21 /

temps de stockage (jours)

78 99

Figure 88 : Stabilité du pouvoir inhibiteur vis-a-vis de I'a ctivité LOX de féve du PRM o, Stocké
99 joursa—20,4et25<T

Initialement, 'activité résiduelle apres ajout du PRMopt est proche de 18 %. Cette valeur évolue peu au
cours des trois premiéres semaines quelle que soit la température de stockage : Le PRMopt2 est donc
stable 2 semaines méme & la température du laboratoire. Une perte de pouvoir inhibiteur est observée
a 4 et 25 °C pour des durées de stockage supérieures. En revanche, Le pouvoir inhibiteur du PRM

reste stable plus de trois mois lorsqu'il est conservé a I'état congelé.

Ainsi, le PRMqpte st un puissant inactivateur de la LOX de feve dont le pouvoir inhibiteur est stable au
moins 3 semaines a 4 et 25 °C et plus de trois moins lorsqu'il est congelé.

Aprés le criblage des parametres expérimentaux de la réaction de Maillard & considérer et la
détermination du domaine expérimental a utiliser, 'optimisation des conditions de la réaction de Maillard
a permis d’obtenir des PRM trés inhibiteurs de l'activité LOX de farine de féve. Ces PRM inactivent
'enzyme et se montrent particulierement stables au cours du temps de stockage, ce qui en fait de bons
candidats pour une utilisation dans les procédés alimentaires. Cependant, il faudra, avant d’envisager
une éventuelle mise en ceuvre de ces PRM, vérifier leur innocuité mais aussi leur capacité a lutter
contre 'oxydation des lipides lorsque celle-ci n'est pas catalysée par des enzymes. Ceci conduirait a
des applications intéressantes en technologie alimentaire pour remplacer les molécules antioxydantes

peu efficaces ou posant des problemes d’ordre toxicologique.
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CONCLUSIONS GENERALES
ET PERSPECTIVES

L'objectif principal de ce travail était de montrer la possibilité d'utiliser les produits de la réaction de
Maillard (PRM) pour inhiber les réactions d’oxydations des polyphénols et des lipides respectivement
catalysées par les polyphénoloxydases (PPO) et les lipoxygénases (LOX). En effet, ces phénomenes
oxydatifs ont des effets néfastes sur des produits alimentaires : I'oxydation des phénols catalysée par la
PPO en présence d’oxygene est principalement responsable du brunissement enzymatique des fruits et
légumes tandis que I'oxydation des lipides par LOX entraine notamment I'apparition de faux goults et
une décoloration des aliments. Actuellement, des antioxydants et des conservateurs synthétiques sont
utilisés plus ou moins efficacement pour prévenir ces phénomenes mais 'emploi de ces composés tend
a étre réduit du fait de la réglementation faisant suite a la découverte de leur nocivité, mais aussi du fait
de la volonté des consommateurs qui s'orientent désormais vers des additifs plus naturels. La finalité de
cette étude est donc la recherche d'inhibiteurs d’oxydations enzymatiques qui soient non toxiques et
applicables aux produits alimentaires, en vue du remplacement des additifs actuels. La mise au point de
traitements alternatifs a I'utilisation de ces composés synthétiques constitue actuellement un axe de

recherche en expansion en sciences et technologies alimentaires.

La premiere étape fut donc la sélection, la purification et I'étude des systémes enzymatiques
responsables des réactions d’oxydation. Concernant l'oxydation enzymatique des phénols, une
attention particuliére a été portée aux PPO provenant d’aubergines et de pommes de terre en raison de
la grande propension a brunir des premieres et du grand nombre d’applications des secondes. La PPO
de pomme ayant déja été étudiée (Janovitz-Klapp et al., 1989 ; Janovitz-Klapp et al., 1990) et celle
de champignon, étant disponible sous forme commerciale, ces deux enzymes ont également servi a
cette étude. Concernant I'oxydation enzymatique des lipides, la farine de féve, trés riche en activité LOX
et utilisée comme auxiliaire de panification, a été choisie comme source principale d’activité LOX. La

LOX de soja, disponible commercialement et trés étudiée, a également été utilisée dans nos travaux.
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Les premiers temps de I'étude des systemes enzymatiques ont été consacrés a la mise au point et a la
réalisation des protocoles de purification des systemes enzymatiques mettant principalement en ceuvre
des étapes de purification fractionnée par le sulfate d’ammonium et une chromatographie d'interactions
hydrophobes ou de gel filtration pour la PPO de pomme de terre et la LOX extraite de la farine de feve
respectivement. Les protocoles proposés ne permettent pas la purification jusqua homogénéité des
isoformes enzymatiques mais les extraits enzymatiques ainsi obtenus sont au contraire représentatifs
des activités globales recherchées dans les échantillons. De plus, ces procédés permettent I'obtention
rapide d’extraits enzymatiques stables plusieurs mois sous forme congelée. Les études menées sur les
systemes enzymatiques purifiés nous ont permis de déterminer les conditions optimales de dosage en
terme de pH du milieu réactionnel, de la concentration et de la nature du substrat, et ainsi mieux

aborder I'étude de leur inhibition par les PRM.

A lissue de la caractérisation des systemes enzymatiques, la deuxieme partie de ce travail de thése a
concerné I'étude du réle des PRM dans l'inhibition de l'activité PPO. La littérature et les recherches
menées antérieurement au laboratoire montraient en effet un fort pouvoir inhibiteur des PRM issus du
chauffage de composés thiolés (glutathion ou cystéine) vis-a-vis de I'activité PPO (Tan et Harris, 1995
; Billaud et al., 2003 ; Roux et al., 2003 ; Billaud et al., 2004 ; Brun-Mérimée et al., 2004). La
méthodologie des plans d’expériences a été adoptée pour déterminer les parametres physico-
chimiques de la réaction de Maillard entre le glucose et la cystéine entrainant la formation d’un
maximum de composés trés inhibiteurs de l'activitt PPO. En vue de la caractérisation des PRM, les
dosages des réactants résiduels et d’un marqueur de la réaction de Maillard (5-hydroxyméthylfurfural :
HMF) par des techniques chromatographiques ont permis la simplification du systéme modéle trés
complexe que représente le PRM en un mélange de composés néoformés a partir de HMF et de

cystéine chauffée ou de sulfure dammonium.

La réaction de formation des composés inhibiteurs a été méthodiquement étudiée. L'étude des relations
entre l'apparition des composés inhibiteurs et la nature des réactants (carbonylés et soufrés) a
notamment mis en évidence la présence nécessaire d'une fonction carbonyle libre et d’'un noyau
aromatique présentant des doubles liaisons conjuguées. Aprés optimisation des conditions de mélange,
les vitesses de formation des précurseurs des composés inhibiteurs en fonction de la température de
chauffage de la cystéine ont été déterminées. Le ratio molaire cystéine chauffée / HMF en vue de la
formation d'un maximum de pouvoir inhibiteur a été défini statistiquement proche de 1: 1. Les

propriétés inhibitrices du mélange semblent stable lorsqu'’il est stocké en milieu acide et a 'abri de la
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lumiére. La lyophilisation permet également la stabilisation des produits inhibiteurs et favoriserait méme
leur formation. Le fractionnement du mélange a permis la séparation des composés inhibiteurs en vue
de leur analyse. La comparaison des composés inhibiteurs présents dans les PRM avec ceux issus des
meélanges cystéine chauffée / HMF montre d’'une part qu'il s’agit d'inhibiteurs non compétitifs de la PPO
(Kiapp, PRM = 2,3 UM ; Kiapp, mel = 0,7 M) entrainant une faible réversibilité (= 20 %) de l'inhibition et que
les produits inhibiteurs du mélange sont environ 3 fois plus efficaces que les PRM pour inactiver
lactivité PPO de différentes origines végétales. L’étude des propriétés antioxydantes (tests DPPH° et
AAPH?) et chélatrices du cuivre, de méme que les expériences préliminaires d’électrophorése, n'ont

pas permis de préciser le mécanisme d'inhibition de la PPO par ces composés.

Aux concentrations utilisées pour prévenir le brunissement de purées de fruits et de légumes (tests
L*,a*,b¥), les mélanges, plus efficaces que les sulfites, n'ont montré aucun effet mutagéne d’apres les
tests d’Ames réalisés sur les souches TA 98 et TA 100 en présence et en l'absence d’activateur
métabolique et/ ou de peroxyde d’hydrogéne.

Concernant l'inhibition de 'oxydation enzymatique des lipides, apres le criblage des parameétres de la
réaction de Maillard ayant un effet sur la formation de composés inhibiteurs de la LOX, le domaine
expérimental (durée de chauffage a 103 °C, pH initial du PRM et concentrations en glucose et en
lysine) a été construit. La méthodologie des plans d’expériences a permis I'optimisation des conditions
de la réaction de Maillard et la détermination d’'un premier PRM optimal (PRMopt1). Ensuite, afin d’affiner
cette optimisation, les conditions de chauffage ont plus particulierement été déterminées lors d’un
second plan d’expériences aboutissant a I'optimisation PRMopto. L'inhibition de la LOX de farine de féve
par ce PRMop2 €st non compétitive vis-a-vis de I'acide linoléique avec un Kiapp, pPRMopt2 = 0,12 mM. De la
méme fagon que pour les PRM a base de cystéine et inhibiteurs de la PPO, Finhibition de la LOX de
farine de feve par les PRM a base de lysine n’est pas réversible. De plus, ces PRM se montrent
particulierement stables : le pouvoir inhibiteur de ces PRM ne montre pas d’évolution significative au

cours des deux premiers mois de conservation sous forme congelée.

Ainsi, les travaux que nous avons menés se montrent plutdt encourageant quant a ['utilisation possible
des PRM dans lindustrie agro-alimentaire. Cependant, avant d’envisager leur emploi, de nombreux
travaux complémentaires seraient a réaliser afin d’approfondir nos connaissances sur les roles des

PRM concernant l'inhibition de 'oxydation des phénols et des lipides.
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Concernant l'inhibition de ces enzymes par les PRM, il sera important de déterminer, dans un premier
temps, les mécanismes d'inhibition mis en jeu par ces composeés. Lors de I'étude de l'inhibition de la
PPO par les PRM a base de cysteine, nous n‘avons pas pu montrer d'action des PRM au niveau du
cuivre du site actif ni sur une modification de la structure protéique de I'enzyme. On peut alors émettre
plusieurs hypothéses quant aux mécanismes d'inhibition. Certains auteurs (Kubo et Kinst-Hori, 1998a
; Kubo et Kinst-Hori, 1998b) envisagent la formation de bases de Schiff entre certains composés
aldéhydiques (cuminaldéhyde et anisaldéhyde) et les groupes amines primaires de 'enzyme, expliquant
la perte d’activité enzymatique. Cette hypothése peut étre envisagée dans le cadre de notre étude si les
composeés inhibiteurs possédent une fonction carbonyle libre. Cependant, on peut alors s'interroger sur
I'absence d'inhibition observée en présence des composés carbonylés seuls et sur la nécessité de
mettre ces composés carbonylés en présence de composés soufrés pour voir apparaitre un pouvoir
inhibiteur. Une autre hypothése impliquerait une réaction entre les composés inhibiteurs et la PPO au
niveau de la liaison covalente thio-éther entre une cystéine et un des résidus histidyl du site actif. Selon
cette hypothése, principalement suggérée par la vitesse de réaction entre la cystéine chauffée et le
HMF et I'action de I'eau sur le pouvoir inhibiteur, on pourrait penser qu'il y a compétition entre la liaison
thio-éther du site actif et une réaction composés inhibiteurs / cystéine impliquée dans la liaison thio-
éther. Une troisieme hypothese pourrait faire intervenir une modification des résidus histidine liés aux
atomes de cuivre sur le site actif de 'enzyme. Cette hypothese a été proposée par Oszmianski et Lee
(1990) pour expliquer l'inactivation de la PPO par le miel. Pour vérifier cette hypothése, on pourrait par
exemple envisager d’étudier différents milieux incubation renfermant la PPO + PRM = T'histidine et de
mesurer l'activité PPO et I'histidine libre dans ces différents incubats. Les hypothéses formulées quant
a linhibition de la LOX par les PRM sont différentes et seraient sans doute liées aux propriétés
antiradicalaires de ces PRM. La encore, beaucoup de recherches restent a mener pour identifier les

mécanismes d'inhibition de I'oxydation enzymatique des lipides.

Un autre aspect de cette étude concerne l'identification des structures chimiques impliquées dans les
inhibitions. En effet, les PRM sont des mélanges complexes de molécules hautement fonctionnalisées.
L'identification d’'un composé ayant les propriétés particulieres recherchées est un défi scientifique en
soi, tout en étant indispensable a une meilleure compréhension des phénomenes observés. Les
développements récents de nouvelles techniques séparatives et analytiques puissantes et les
simplifications des systémes modeles de PRM responsables de l'inhibition des PPO tend a laisser
penser que de telles découvertes sont possibles. Concernant les PRM inhibiteurs de l'activité LOX, des
expériences d'ultrafiltration, de tamisage moléculaire ou de précipitation des composés de hauts poids
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moléculaires (mélanoidines) par I'éthanol sont des exemples de procédures a suivre pour purifier puis

identifier les PRM impliqués dans ces inhibitions.

L'identification des molécules responsables du pouvoir inhibiteur faciliterait la vérification de I'innocuité
de ces composés. Les effets des PRM sur la santé sont actuellement trés controversés. Si 'étude de la
mutagénicité des composés responsables de l'inhibition des PPO, présentée dans cette thése, tend a
montrer que les PRM étudiés ne sont pas mutagénes, il est important de noter que le test d’Ames n’est
qu'une premiere étape dans ['établissement de la non-toxicité de produits. Afin d’établir plus
entierement l'absence de risque lié a [l'utilisation de ces produits, d’'autres tests sur des cultures
cellulaires et sur des animaux devraient étre envisagés. En outre, I'établissement du degré d’exposition
des consommateurs aux PRM peut se révéler étre un exercice particuliecrement difficile et pourtant

indispensable a I'obtention de 'autorisation d'utilisation d’'un nouvel additif alimentaire.

Ce rapport d'autorisation d’additif alimentaire doit également mentionner les interactions éventuelles
entre l'additif (PRM ou mélange aldéhyde — cystéine chauffée dans notre cas) et la matrice alimentaire
ou les procédés de transformation du produit. En effet, 'application de PRM dans les produits
alimentaires peut avoir des effets recherchés ou au contraire néfastes a la qualité des produits. On peut
s'interroger quant aux effets de tels ajouts : quels sont les effets organoleptiques de I'ajout de PRM ?
De plus, compte tenu de la trés grande réactivité de ces produits, ils peuvent entrainer la perte de
fonctionnalité d’autres additifs. Au contraire, ces PRM sont peut étre doués d’autres propriétés, anti-
microbiennes par exemple (Chevalier et al., 2001), ce qui permettrait le remplacement d’autres additifs
dans les formulations alimentaires. On peut également s’attendre a ce que les PRM inhibiteurs de
l'oxydation enzymatique des lipides puissent également prévenir I'autoxydation des lipides ce qui
élargirait ainsi considérablement leur potentiel d’utilisation et pourrait permettre le remplacement des
molécules antioxydantes actuellement utilisées qui posent des problemes toxicologiques. En paralléle
de ces considérations toxicologiques se posent les questions relatives au métabolisme des PRM. En
effet, si la réaction de Maillard peut se produire in vivo et causer de nombreuses pathologies, les PRM
ingérés, bien que majoritairement excrétés, peuvent également avoir des effets physiologiques néfastes
(Faist et Erbersdobler, 2001 ; Somoza, 2005 ; Tuohy et al., 2006). Par ailleurs, l'ingestion de PRM
modifie le métabolisme d’autres nutriments ou micronutriments tels que le zinc (Furniss et al., 1989), le
cuivre (Delgado-Andrade et al., 2002), le magnésium (Delgado-Andrade et al., 2007) et les protéines
(Oste et al., 1986 ; Oste et al., 1987). Des efforts sont donc & poursuivre en vue d’établir les voies
métaboliques de certains composés marqueurs de la réaction de Maillard et pouvoir déterminer le

devenir des PRM aprés leur ingestion.
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Une autre perspective de lutilisation des propriétés antioxydantes des PRM dans les produits
alimentaires pourrait étre la conception de produits qui incluraient dés leur formulation, les réactifs
nécessaires a la formation des PRM actifs in situ (Chevalier et al., 2001). Ainsi les produits
alimentaires participeraient d’eux-mémes a leur conservation ou seraient doués de propriétés
antioxydantes acquises au cours de leur traitement thermique. Par ailleurs, de nombreux aliments sont
traités thermiquement au cours de leur fabrication et font alors apparaitre des PRM (Pellegrini et al.,
2003). Il serait donc judicieux de pouvoir étendre les mesures des pouvoirs antioxydants ou inhibiteurs
a des PRM issus, non plus de systemes modeles, mais de matrices alimentaires comme c'est
actuellement le cas pour le café, la biere, le vin ou encore la crodte de pain. Il serait sans doute alors
beaucoup plus facilement envisageable d’ajouter des extraits de ces produits pour inhiber les réactions
d’'oxydations dans d’autres produits alimentaires. Ceci permettrait de répondre aux attentes des
consommateurs qui ont beaucoup évolué cette derniere décennie pour pouvoir leur proposer des

produits sans dangers, naturels, bons pour la santé et pratiques.
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ANNEXES

ANNEXE 1 :Liste des produits chimiques utilisés

Extraction, précipitation et purification de la PPO - préparation des solutions tampon

acide citrique >995%  Merck-Eurolab
dihydrogénophosphate monosodique >995%  Merck-Eurolab
hydrogénophosphate disodique >99 % Merck-Eurolab
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) Fluka
éthyléne glycol Normapur  Merck-Eurolab
cystéine > 98 % Sigma-Aldrich
acide L-ascorbique >995%  Sigma-Aldrich
sulfate d'ammonium 99,5 % Merck
Substrats PPO

4-méthylcatéchol >95% Sigma-Aldrich
(+) catéchine >98 % Sigma-Aldrich
(-) épicatéchine >98 % Sigma-Aldrich
acide chlorogénique >95% Sigma-Aldrich
acide caféique > 98 % Sigma-Aldrich
acide hydrocaféique > 98 % Sigma-Aldrich
pyrocatéchol > 98 % Sigma-Aldrich
acide dihydroxyphénylacétique >95% Sigma-Aldrich
acide protocatéchique >97 % Sigma-Aldrich
pyrogallol > 98 % Sigma-Aldrich
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L-tyrosine
p-crésol

p-phénylenediamine, HCI

Inhibiteurs PPO
acide benzoique

acide t-cinnamique

acide p-coumarique (hydroxycinnamique)

acide sorbique

4-hexylrésorcinol

Substrats LOX

acide linoléique

Dosage des thiols

tris-(hydroxyméthyl)aminométhane

acide chlorhydrique

acide 5,5™-dithio-bis(2-nitrobenzoique) (DTNB)

Synthése des produits de la réaction de Maillard

D-glucose

L-alanine

L-arginine

L-cystéine

glutathion (y glu-cys-gly)
L-glycine

L-histidine

L-lysine

L-proline

acide phosphorique (liquide)

soude

98%
> 99 %
>95 %

>99,5 %
>99 %

>99 %
99 %

> 99 %

Normapur
Normapur
> 98 %

>99 %
>99 %
>99,5 %
> 98 %
> 98 %
>99 %
>99 %
> 98 %
>99 %
85 %
> 98 %

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Prolabo
Prolabo
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Merck - Eurolab

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

VWR International

VWR International
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Etude nature / activité du mélange

2,3-butanedione
2-furylméthylcétone

2-furanone

5-hydroxyméthylfurfural (HMF)

acétaldéhyde

acide 2-furoique
p-anisaldéhyde
m-anisaldéhyde
benzéneacetaldéhyde
benzaldéhyde
cinnamaldéhyde
cuminaldéhyde
cyclohexane carboxaldéhyde
cyclopentanone
éthylvanilline
formaldéhyde

furfural (FF)

furfuryl alcool
glutaraldéhyde

glyoxal
p-hydroxybenzaldéhyde
salicylaldéhyde

vanilline

acide 3-mercaptopropionique
acide cystéique

acide thiolactique
cystéamine

cystéine

L-cystéine méthylester

97 %
>99 %
98 %
>99 %
99 %
98 %
>99,5 %
>97 %
99 %
>99 %
> 98 %
> 98 %
97 %
>99 %
>99 %
37 %
>99 %
98 %
50 %
40 %
>95 %
> 98 %
2 98%

99 %
99 %
95 %
~95 %
> 98 %
98 %

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

VWR International

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Annexes 217



homocystéine

L-méthionine

sulfure d’'ammonium

Test d'Ames

2,4,7-trinitro-9-fluorénone (TNF)

acide citrique

agarn® 1

ampicilline tryhydrate

D-biotine

bouillon nutritif n° 2 (CM 67)
chlorure de potassium
chlorure de magnésium

chlorure de sodium

D-glucose

diméthylsulfoxyde (DMSO)
homogénéisat de foie de rat (S9)
L-histidine - HCI

NADP

peroxyde d'hydrogene
phosphate de potassium dibasique
tampon phosphate (20 mM pH 7,4 stérile - PBS)

tétracycline - HCI

Mesures du pouvoir antioxydant et chélation du cuivre
sels d'ammonium de tétraméthylmurexide
2,2’-azobis(2-amidinopropane)dihydrochlorure (AAPH®)
2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH®)

95 %
> 98 %
> 50 %

>99,5 %

> 96 %
>99 %

> 99 %
>99 %

> 99,5 %
> 99,5 %

> 98 %
~98 %
30%

> 98 %

> 95 %

97%

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Oxoid
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Oxoid
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biomedica / ICN

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Riedle-de Haén
Sigma-Aldrich
PAA Labor.
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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ANNEXE 2 : Résultats du plan d’expériences a 4 facteurs et 5 niveaux pour

l'optimisation de l'inhibition de la LOX de féve par les PRM issus de lysine (chapitre 3 - §

3.1.2)
duree de [lysine] [glucose] Ar Absorbance
BLOC pHi Cchauffage pHf
(h) (M) (M) % 350 nm 420 nm 450 nm

1 7 9,5 0,6 0,6 55,5 679 259 205 4,22
1 7 9,5 1 0,6 54,0 940 330 241 4,89
1 9 5 0,8 0,4 43,0 766 172 116 5,76
1 5 14 0,8 0,8 48,0 959 394 280 3,45
1 5 5 0,4 0,4 87,7 211 80 61 3,66
1 7 9,5 0,6 1 72,0 1198 477 353 3,92
1 7 0,5 0,6 0,6 65,0 312 76 58 5,97
1 7 9,5 0,6 0,6 55,0 717 265 209 4,29
1 9 5 0,8 0,8 66,0 1138 382 303 4,77
1 5 14 0,8 0,4 53,0 704 301 211 3,47
1 9 5 0,4 0,4 55,5 474 142 117 4,86
1 9 14 0,4 0,4 52,5 574 195 149 4,57
1 11 9,5 0,6 0,6 48,0 961 290 192 8,53
1 5 5 0,4 0,8 86,0 415 158 104 3,37
1 7 9,5 0,6 0,6 54,0 667 255 195 4,27
1 7 9,5 0,2 0,6 84,0 389 173 141 4,01
1 3 9,5 0,6 0,6 78,8 736 214 118 2,95
1 9 14 0,4 0,8 40,5 1033 548 471 4,08
1 9 14 0,8 0,8 31,0 1204 421 304 4,64
1 5 14 0,4 0,4 86,5 468 171 108 3,3
1 9 5 0,4 0,8 79,0 689 247 200 4,35
1 7 9,5 0,6 0,6 56,0 709 281 202 4,21
1 7 9,5 0,6 0,2 58,0 329 87 67 5,68
1 9 14 0,8 0,4 44,0 702 201 133 5,66
1 5 5 0,8 0,4 66,0 470 186 141 3,75
1 5 5 0,8 0,8 74,0 867 329 225 3,51
1 7 18,5 0,6 0,6 36,0 916 327 235 4,4
1 5 14 0,4 0,8 70,5 1039 379 240 3,17
1 7 9,5 0,6 0,6 50,0 666 236 196 4,17
2 10,35 18,5 0,85 0,7 14,1
2 10 18,5 0,8 0,8 15,2
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ANNEXE 3 . Résultats du plan d’expériences a 2 facteurs et 5 niveaux pour

I'optimisation du traitement thermique des PRM glucose (0,08 M) — lysine (0,08 M) pH =10,
en vue de l'inhibition de la LOX de feve (Chapitre 3 § 3.1.3.)

BLOC durée de

température Absorbance pH final activité LOX
chauffage

(h) () 294 nm 320 nm 350 nm 420 nm (%)
1 14,5 105 143 128 86 23 6,08 34,3
1 7,5 94 110 101 60 15 7,83 52,0
1 14,5 120 174 146 105 33 5,36 15,5
1 14,5 105 143 128 86 23 6,11 33,9
1 21,5 116 115 130 91 30 5,37 29,2
1 5 105 105 102 65 17 7,61 52,0
1 14,5 105 143 127 86 24 6,11 30,3
1 24 105 150 131 94 25 5,70 55,7
1 7,5 116 156 139 98 26 5,83 40,9
1 14,5 105 145 127 89 24 6,08 29,2
1 21,5 94 135 129 84 19 6,83 38,9
1 14,5 a0 116 106 67 17 7,83 50,0
1 14,5 105 143 127 89 23 6,08 30,0
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RESUMES DES PUBLICATIONS

S. CHERIQOT, C. BILLAUD, S. POCHTRAGER, K.-H. WAGNER J. NICOLAS (2008)

A comparative study between antioxidant and mutagenic properties of cysteine-glucose derived
Maillard reaction products and neoformed products from heated cysteine and
hydroxymethylfurfural. Proposé a publication dans Food Chemistry le 31 octobre 2007

It was previously reported that Maillard reaction products (MRP) obtained from glucose with cysteine (1
M/0.25 M) mixtures and compounds generated during the mixing of heated cysteine with HMF (100 mM
each) solutions (Mix) were prone to inactivate polyphenoloxidases (PPO). In this study, antioxidant
properties of these model systems were compared using in vitro assays (AAPH®, DPPH® and TMM
tests) and the mechanism of eggplant inhibition was determined with the Mix. It resulted that antioxidant
activity observed in MRP and the Mix could be attributed to the sulfhydryl group of cysteine. The Mix
behaved like a non-competitive inhibitor (Ki = 0.7 pM). A highly active fraction devoid of thiol compound
and HMF was obtained after fractionation of the Mix on C18 SPE cartridge. Mix was as efficient as
metabisulfite in preventing enzymatic browning of apple puree (CIE-La*b*). Under the assay conditions
MRP, the Mix and HMF could not be considered as mutagenic in the Salmonella microsome assay
using Salmonella typhimurium TA98 and 102 strains.

Keywords: antioxidant; mutagenicity; Salmonella microsome assay; Maillard reaction products; cysteine;
hydroxymethylfurfural; enzymatic browning; polyphenoloxidase




K.-H. WAGNER, S. REICHHOLD, K. KOSCHUTNIG, S. CHERIOT, C. BILLAUD. (2007).
The potential antimutagenic and antioxidant effects of Maillard reaction products used as natural
antibrowning agents. Molecular Nutrition and Food Research, 51, 496-504

The aim of this study was to investigate the potential antioxidative and antimutagenic effects of Maillard
reaction products (MRPs) formed from glucose or fructose and cysteine or glutathione in the Ames
Salmonella test and the 2,29-azobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) assay. The
mixtures were heated for 4 h 20 min or 14 h at 103 or 1108C and tested in five concentrations from 0.05
to 11 mg/plate in strains TA 98 and TA 102 in the plate incorporation assays. In order to promote the
formation of mutant revertants the prooxidants hydrogenperoxide (H202) and tertiary-butyl
hydroperoxide (tBOOH) were used in the TA 102. Tests were conducted with preincubation with (+S9)
and without (-S9) metabolic activation. 5-Hydroxymethylfurfural (5-HMF) was investigated as carbonyl
compound. In TA 98, no effect of the MRPs was shown. The shorter heated samples (4 h 20 min) were
in general more active than the longer heated ones (14 h). Up to 1 mg/plate (1%) all the reaction
mixtures remained safe, but the 5% and in particular the 11% fractions increased the number of
revertants significantly for the shorter heated mixtures. The 14 h mixtures did not show any response for
almost all concentrations. No significant difference in the number of revertants could be observed
between the cysteine and glutathione mixtures, the fructose mixtures increased revertants number to a
higher extent than the glucose mixtures only in the 4 h 20 min heated mixtures for the highest
concentration (11%). The highest activity was always observed in the +S9 tests. Antioxidative effects
expressed as Trolox equivalents were higher in the 4 h 20 min heated samples. When detectable, HMF
concentration was found to be higher in the 14 h MRP samples. In order to use the tested mixtures as
antibrowning agents for technological purpose, the concentration should not be higher than 1% and the
longer heated reaction mixtures were preferred since the brown pigments seemed to be less reactive

than the intermediate products.

Keywords: Antioxidant activity / Cysteine / Fructose / Glucose / Maillard reaction



S. CHERIQT, C. BILLAUD, M.-N. MAILLARD, J. NICOLAS (2007)
Inhibition of polyphenoloxidase activity by mixtures of heated cysteine derivatives with carbonyl
compounds. Molecular Nutrition and Food Research, 51, 395-403

It had previously been shown that soluble Maillard reaction products (MRP) made from thiol compounds
and glucose or fructose contained powerful inhibitors of various fruit and vegetable polyphenoloxidase
(PPO) a tivity. In MRP from cysteine and glucose, the amount of hydroxymethylfurfural (HMF) formed
increased with the increase in glucose concentration (0-1 M), particularly under acidic (pH 2)
conditions. Using model mixtures containing a preheated cysteine-derived compound and a carbonyl
component, especially HMF, furfural and benzaldehyde, we showed that the neoformed compounds
produced exhibited a stronger inhibitory potency toward PPO activity of eggplant, apple, and mushroom
than former MRP. Optimal reaction conditions for the formation of inhibitory compounds when HMF
reacted with preheated cysteine were investigated. It was found that a reactants molar ratio of 1:1 and a
reaction time exceeding 1 h were the most efficient reaction conditions to generate inhibitory
compounds. The stability of the newly formed products, evaluated during storage,showed that their
inhibitory potency was globally kept at 4, 21, and 378C for 72 h but was unstable when stored at -208C

and lost when exposed to UV radiations for 24 h.

Keywords: Cysteine, 5-HMF / Inhibition / Neoformed compounds / Polyphenoloxidase



S. CHERIQT, C. BILLAUD, J. NICOLAS (2006).
Use of experimental design methodology to prepare Maillard reaction products from glucose
and cysteine inhibitors of polyphenol oxidase from eggplant (Solanum melongena). Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 54; 5120-5126

Polyphenol oxidase (PPO) from eggplant was extracted and partially purified by a two-step
fractionation-precipitation using ammonium sulfate and phenylsepharose hydrophobic interaction
chromatography. The eggplant PPO extract was characterized concerning its kinetic properties. Optimal
conditions to obtain Maillard reaction products (MRPs) with a maximal inhibitory potency (IP) toward
PPO activity were determined using the surface response methodology and a four-factor and five-level
experimental design. The MRPs were prepared from cysteine (0.25 M) and glucose (0-1 M), at several
initial pH values (2-6) and at differing heating times (3-19 h) and temperatures (95-115 °C). The
maximal IP was obtained after heating a model system of glucose/cysteine (1/0.25 M) at pH 2 for 3 h 20
min at 115 °C. The soluble part of this MRP, called MRPIPmax, was a noncompetitive inhibitor toward
eggplant PPO. The IP of MRPIPmax on PPO activity was very potent as compared to that displayed by
benzoic, p-coumaric, and t-cinnamic acids, as well as sorbic acid and 4-hexylresorcinol. The activity of
preincubated PPO at 0 °C with MRPIPmax was only slightly restored after dialysis or gel filtration.

Keywords: Maillard reaction products; cysteine; eggplant; polyphenol oxidase; enzymatic browning



C. BILLAUD, C. MARASCHIN, Y-N. CHOW, S. CHERIOT, M-N. MAILLARD, J. NICOLAS. (2005).
Maillard reaction products as « natural antibrowning » agents in fruits and vegetables
technology. Molecular Nutrition and Food Research, 49, 656-662.

The effects of Maillard reaction products (MRPs), synthesized from a sugar (pentose, hexose, or
disaccharide) and either a cysteine-related compound, an amino acid, or a sulfur compound, were
investigated on polyphenoloxidase (PPO) activity from apple, mushroom, and eggplant. The optimal
conditions for the production of inhibitory MRPs were performed using two-factor and five-level central
experimental designs. It resulted that thiol-derived MRPs were highly prone to give rise to inhibitory
compounds of PPO activity. Technological assays were also performed to test the efficiency of selected

MRPs in the prevention of enzymatic browning in raw and minimally processed fruits and vegetables.

Keywords: Enzymatic browning / Maillard reaction products / Polyphenoloxidase / Thiol compound



S. CHERIQT, C. GERIN, C. BILLAUD, J. NICOLAS, P. MORAS (2005).
Le brunissement enzymatique des végétaux découpés : étude sur I'aubergine. 1¢re partie :
approche biochimique. Revue CTIFL, Avril 2005, 210, 35-39.

Dans le contréle de l'oxydation des végétaux découpés, I'approche chimique est poursuivie avec de
nouvelles substances. Différentes molécules sont ainsi comparées en substitution a terme des sulfites
qui ont valeur d'optimum d'efficacité. La cystéine et les PRM (produits de la réaction de Maillard)
peuvent prétendre les remplacer dans un process de maitrise du brunissement enzymatique. Les
résultats obtenus sur les PRM ont permis de déterminer les conditions d’efficacité sur 'enzyme purifiée
et leur transcription sur le végétal. Cette recherche sur les PRM, trés prometteuse pour I'avenir, ne
présente pas d'intérét immédiat pour lindustriel, les produits inhibiteurs devant étre identifiés et leur
nontoxicité restant a prouver. La cystéine, acide aminé connu mais sous utilisé, peut constituer une

étape intermédiaire.

Enzymatic browning of cut vegetables: the case of eggplant — a biochemical approach (Part 1)

In monitoring the oxidation of cut vegetables, the chemical approach is pursued using new substances.
Alternative molecules are thus compared as potential substitutes for sulfi tes, which represent optimal
effectiveness. Cysteine and Maillard reaction products (MRPs) can hope to replace sulfi tes as part of a
process to control enzymatic browning. Based on the results obtained using MRPs, it was possible to
determine the conditions for effectiveness on the purifi ed enzyme and transcribe them to plant material.
This research into Maillard reaction products, although highly promising for the future, is of no
immediate interest to the industry, since inhibitor compounds must be identifi ed and demonstrated to

be non-toxic. Cysteine, a known but under-utilised amino acid, may constitute an intermediate step.



C. GERIN, J. MARION, P. MORAS, S. CHERIOT, C. BILLAUD, J. NICOLAS (2005).
Le brunissement enzymatique des végétaux découpés : étude sur I'aubergine. 2éme partie :
approche technologique. Revue CTIFL, Mai 2005, 211, 43-47

Les PRM synthétisés ont montré une bonne efficacité dur l'activité PPO d’aubergine. En complément
des travaux d'identification des molécules néoformées dans la réaction de Maillard, qui sont en cours
au Cnam, on a cherché a comparer au Ctifl laction de substances et traitements disponibles
susceptibles de contréler ces brunissements sur e vegétal découpé. En dehors des PRM issus de la
combinaison du glucose-cystéine, seule la cystéine apporte une maitrise correcte du brunissement sur
des tranches d’aubergine avec des conditions d’emploi définies. Des essais d'efficacité sont menés
dans le cas de légumes en mélange et aussi sur d’autres produits découpés comme les pommes et les
pommes de terre pour lesquelles un méme phénomeéne oxydatif est constaté et qui réagissent bien

avec la cystéine.

Eggplant: enzymatic browning of cut vegetables — a technological approach (part 2).

Synthetic MRPs proved effective on the activity of PPOs in eggplant. To supplement studies under way
by the Cnam (Conservatoire National des Arts et Métiers) to identify molecules newly formed during the
Maillard reaction, Ctifl sought to compare the effects of available substances and treatments having the
potential to control browning in cut vegetables. Other than the MRPs derived from the combination of
glucose and cysteine, only cysteine allows adequate control of browning on slices of eggplant under the
defined conditions of use. Trials are being conducted on vegetables mixtures as well as on other cut
products, such as apples and potatoes, for which the same oxidative phenomenon occurs and which

react well when cysteine is used.



