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RESUME

Ce travail porte sur I’identification de la structure et des mécanismes de formation de
quelques produits de Maillard non volatils, I’objectif principal étant de mieux connaitre le role
précurseur de la glutamine. Contrairement aux molécules volatiles, nos connaissances sur les
composés non volatils sont assez peu étendues. De plus, la glutamine, de structure proche de
celle de ’asparagine, posseéde deux atomes d’azote susceptibles de participer a la réaction de
Maillard : I’a-amine et 1’ammoniac issu de la lactamisation. Dans ce contexte, nous avons
recherché, isolé et caractérisé les produits de Maillard non volatils susceptibles de se former
lors du traitement thermique d’aliments riches en glutamine et en ammoniac. A ’aide de
différents outils analytiques (HPLC, fluorescence, spectrométrie de masse, RMN ...), nous
avons détecté quatre fluorophores issus de la réaction entre la glutamine et le méthylglyoxal.
L’un d’entre eux, 1’acide 5-hydroxy-2,6-diméthylnicotonique (HDNA), a été identifi¢é comme
étant le principal fluorophore formé. Un second modele simple mettant en jeu la glutamine et
le glucose nous a permis d’identifier deux poly-hydroxyalkyl-pyrazines, partiellement
¢tudiées dans la littérature. Enfin, la recherche de ces produits de Maillard dans quelques
matrices alimentaires a révélé la présence des deux pyrazines non volatiles dans différentes
sauces tomates chauffées (matrice alimentaire riche en glutamine) ainsi que dans des biscuits
du commerce riches en bicarbonate d’ammonium. La présence de ’HDNA dans les aliments
reste a vérifier. Il sera ensuite important d’évaluer 1’incidence de ces composés sur les qualités
sanitaires et organoleptiques des aliments.

ABSTRACT

This work concerns the identification of the structure and mechanisms of formation of
some non-volatile Maillard reaction products (MRPs). The principle goal was to achieve a
better understanding of the precursory role of the glutamine. Unlike that of the volatile
molecules, the knowledge of non-volatile compounds is very limited. Moreover glutamine
with a similar structure to asparagine has two nitrogen atoms likely to take part in the
Maillard reaction: the a-amine and ammonia resulting from a lactamisation. In this context
we looked for, isolated and characterized the non-volatile MRPs which are likely to be
formed during the heat treatment of foods rich in glutamine or ammonia. Using various
analytical tools (HPLC, fluorescence, mass spectrometry, NMR ...) we detected four
fluorophores resulting from the reaction between glutamine and methylglyoxal. One of them,
the 5-hydroxy-2,6-dimethylnicotonic acid (HDNA), was identified as being the main
fluorophore formed. A second simple model with glutamine and glucose enabled us to
identify two poly-hydroxyalkyl-pyrazines partially studied in the literature. Finally the search
for these MRPs in some foodstuffs revealed the presence of the two non-volatile pyrazines in
various heated tomato sauces (glutamine-rich foods) and in biscuits containing ammonium
bicarbonate. The presence of the HDNA in food remains to be checked. In the future it will be
important to evaluate the organoleptic properties and the physiopathological impact of these
ingested MRPs.
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En mati¢re d’alimentation, la principale demande des consommateurs fut longtemps la
disponibilité¢ ainsi que la variété des aliments. Mais depuis une vingtaine d’années,
I’assurance d’une bonne qualité et d’une sécurité totale des produits alimentaires apparait
comme une nouvelle exigence. A ce propos, un sondage récent réalisé sur un échantillon
représentatif de la population francaise (Harris Médical Intern., 2004) indique que la sécurité
sanitaire est aujourd’hui la principale préoccupation des Francais en terme de qualité des
aliments. Aujourd’hui, le consommateur est relativement bien informé sur les qualités
nutritionnelle et microbiologique des aliments. En revanche, il connait moins bien I’influence
des procédés employés pour 1’élaboration des produits alimentaires ou encore les effets de la
transformation culinaire, qu’elle soit industrielle ou domestique. Or, I’'impact de ces
transformations sur la qualité nutritionnelle et la sécurité sanitaire des aliments se révéle étre
important. Parmi ces procédés, le traitement thermique semble jouer un réle majeur dans la
qualité globale des denrées alimentaires. En effet, il peut dégrader des composés d’intérét
nutritionnel comme les vitamines mais aussi générer des composés nouveaux, appelés
composés néoformés, potentiellement toxiques. D’une maniere plus positive, le traitement
thermique des aliments permet non seulement de réduire la toxicité de certains produits
végétaux, d’accroitre une certaine qualité sanitaire des aliments, mais aussi d’améliorer leurs
qualités organoleptiques. Enfin, il peut augmenter la qualité nutritionnelle des aliments en
formant de nouvelles molécules antioxydantes telles que les mélanoidines, ou en augmentant

la biodisponibilité de certains micronutriments comme le lycopéne.

Méme si la qualité sanitaire des aliments est une préoccupation importante des
consommateurs et un devoir des industriels du secteur agro-alimentaire, le premier critére de
choix d’un aliment reste la qualité¢ sensorielle. Les composés aromatiques, la couleur et la
texture obtenus apres traitement thermique des matic¢res alimentaires végétales ou animales
proviennent pour une large part de la réaction chimique entre les protéines (ou les acides
aminés) et les sucres réducteurs. Cette réaction découverte par Louis Camille Maillard en
1912 porte son nom. Elle est aussi communément appelée « brunissement non enzymatique »

La réaction de Maillard est particuliérement surveillée par les industries agro-
alimentaires car elle est a 1’origine de modifications importantes de la qualité organoleptique
des aliments. Il semble aussi que le probléme de sécurité sanitaire que pose la présence de
certains produits de Maillard dans I’alimentation est devenu récemment une préoccupation

croissante pour les industriels.
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C’est tout d’abord I’équipe scientifique d’Helen Vlassara qui a montré que la
consommation d’aliments riches en produits de Maillard pouvait étre préjudiciable a la santé.
Depuis lors, le terme de glycotoxine a été proposé pour définir I’ensemble des produits de
Maillard ingérés et potentiellement toxiques.

C’est ensuite la découverte d’une forte concentration d’acrylamide, un carcinogeéne
connu de longue date, dans certains produits dérivés de la pomme de terre qui a suscité une
prise de conscience internationale et stimulé la recherche dans le domaine des glycotoxines.
Les études les plus récentes confirment que 1’asparagine, qui représente a elle seule environ
40% des acides aminés libres totaux de la pomme de terre, est a 1’origine de la formation
d’acrylamide. Soumis a forte température, cet acide aminé est transformé en acrylamide par
réaction de Maillard. D’autres composés néoformés comme les amines hétérocycliques,
découvertes depuis plus de 30 ans et classées hautement mutageénes, font encore 1’objet

d’études portant sur le risque sanitaire associé a leur exposition.

L’identification et la compréhension des mécanismes de formation des composés
néoformés de Maillard, ainsi que de leurs effets sur la santé sont aujourd’hui des axes de

recherche en plein développement.

Dans ce contexte, il semble important de poser une nouvelle hypothése : tout comme
I’asparagine libre est le principal précurseur de I’acrylamide dans les produits frits de la
pomme de terre, nous postulons que la glutamine libre participe a la formation de
composés de Maillard, toxiques ou non, au cours du traitement thermique d’aliments
riches en cet acide aminé. Parmi ceux-ci, citons la tomate qui posséde une concentration
relativement importante en glutamine libre.

Malgré le fait que la plupart des amines susceptibles de participer a la réaction de
Maillard soient portées par les protéines, nous pouvons penser que des acides aminés libres
comme la glutamine, bien qu’en faibles concentrations par rapport aux amines protéiques,
peuvent contribuer a I’apparition de composés néoformés susceptibles de modifier la qualité

globale des aliments.

L’orientation de cette étude a été motivée principalement par la forte ressemblance
entre la glutamine et ’asparagine : structures chimiques proches et concentrations élevées
dans de nombreuses matrices alimentaires. De plus, la forte instabilité¢ de la glutamine qui

conduit a la formation d’ammoniac est certainement a I’origine de la synthése de nombreux
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produits de Maillard. L’implication de ’ammoniac dans la formation de composés volatils a
déja fait I’objet d’investigations importantes. En revanche, la recherche de molécules non
volatiles issues de la glutamine ou de ’ammoniac libéré par lactamisation (ou désamination

cyclisante) n’a été, a notre connaissance, que peu étudiée.

Notre objectif sera d’une part, d’identifier la structure et les mécanismes de formation
des principaux produits de Maillard issus de la réaction entre la glutamine (ou I’ammoniac) et
le méthylglyoxal, un composé a-dicarbonylé treés réactif de la réaction de Maillard et, d’autre
part, d’effectuer la méme recherche sur des modeéles simples composés de glutamine (ou
I’ammoniac) et de glucose, sucre réducteur le plus répandu dans les aliments. Enfin, la
découverte de nouveaux produits de Maillard sera partiellement complétée par une recherche

de leur présence dans quelques matrices alimentaires riches en glutamine et en ammoniac.
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CHAPITRE I: MECANISMES A L’ORIGINE DU BRUNISSEMENT
DES ALIMENTS

Depuis la maitrise du feu, il y a 500 000 ans, la consommation des aliments s’est
considérablement diversifiée. De plus, cela a permis a ’homme de découvrir de nouvelles
saveurs révélant ainsi le début de la gastronomie. Ces premicres cuissons, selon
I’anthropologue Carleton Coon, sont «le facteur décisif qui fit passer ’homme d’une
existence essentiellement animale a une existence vraiment humaine ».

Cependant, le traitement thermique des aliments génére facilement un brunissement.
Celui-ci est généralement souhaité pour des produits sans grande saveur naturelle tels que le
pain, les viennoiseries ou le café. A I’inverse, il s’avere indésirable pour des produits tels que
les fruits frais découpés, les jus de fruits ou le lait.

Trois types de brunissement ont été décrits dans I’aliment. Tout d’abord, nous pouvons
citer le brunissement enzymatique qui est une réaction d’oxydation catalysée par une enzyme.
Le second brunissement est la caramélisation qui a lieu lorsque ’on chauffe a haute
température des sucres réducteurs en absence de composés aminés. Enfin, le plus répandu est
issu d’une réaction entre une amine et un compos¢ carbonylé, autrement dit la réaction de
Maillard. Ces trois mécanismes de brunissement sont étudiés dans les paragraphes suivants

avec une description plus détaillée de la réaction de Maillard.

L. LE BRUNISSEMENT ENZYMATIQUE

Les produits végétaux (fruits et légumes frais) sont soumis au brunissement
enzymatique. Des décolorations, 1’apparition de gotts désagréables, ainsi que des pertes de
texture et de qualité nutritionnelle sont des phénomenes qui sont associés a la conservation de
fruits ou légumes coupés, donc exposés a l’oxygeéne de l’air (Tan & Harris, 1995). Le
brunissement enzymatique résulte de I’oxydation des composés phénoliques en quinones par
une enzyme, la polyphénoloxydase (PPO). Ces quinones vont ensuite se polymériser pour

former des pigments colorés. L’exemple du 4-méthylcatéchol, utilis¢ comme substrat dans
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des modeles simples, est présenté figure 1. Ce brunissement n’a lieu que lorsque le tissu

végétal est altéré, comme par exemple la pomme qui brunit apres avoir été coupée.

HO (6]
PPO Polymérisation
E—— —_— Pigments bruns
HO CH, 0 CH,

4-Méthylcatéchol Quinone

Figure 1 : Brunissement enzymatique du 4-méthylcatéchol.

II. LA CARAMELISATION

La décomposition des sucres conduit a la formation d’une couleur plus ou moins brune
et d’ardmes. Ce brunissement, appelé plus communément caramélisation, nécessite soit une
trés forte température (T > 120°C), soit des conditions de pH extrémes (pH < 3 ou > 9) (Kroh,
1994). De plus, la réaction de caramélisation étre fréquemment catalysée par des acides
carboxyliques, des sels, des phosphates et des ions métalliques (Hodge, 1953). Elle se
développe dans des aliments dont la surface est fortement chauffée. Les produits de
caramélisation sont alors retrouvés dans des denrées alimentaires comme le pain, les
viennoiseries, la viande grillée, ou les aliments riches en sucres tels que certains jus de fruits
(Ledl, 1987). Russev & Kroh ont montré qu’ils se forment aussi lors de 1’élaboration du vin

(Russev & Kroh, 1993).

Lothar Kroh précise qu’aux pH de la plupart des aliments, la réaction de
caramélisation n’est pas prépondérante. La réaction de Maillard qui est favorisée aux pH
compris entre 4 et 7, gamme de pH de la plupart des aliments (voir chapitre III : 1.3.b, p 54),

est alors privilégiée.
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Comme exemple de composé issu de la caramélisation et retrouvé dans les aliments,
nous pouvons citer le 5-hydoxyméthylfurfural (HMF) qui est I’un des principaux produits de
dégradation du glucose (Ait-Ameur, et coll., 2006) notamment en milieu acide. Le schéma de
formation de ’'HMF a partir du glucose seul est représenté dans la figure 2. Cependant cette
molécule n’est pas spécifique de la caramélisation et peut également étre formée par réaction
de Maillard.

I1 est en fait tres difficile de définir ce qu’est la caramélisation sauf lorsqu’il n’y a pas

d’amines dans le milieu.

H 0 H OH H_0

CH(OH) OH 0
| — = |
?H(OH) ?H(OH) : (llH(OH) i HOH,C

0) CHO
CH(OH 2H,0
CH(OH) | (OH) H,0 (H(OH) >”  5-hydroxyméthylfurfural
?H(OH) CH(OH) CH(OH) (HMF)
CH,OH CH,OH CH,OH

Figure 2: Formation du 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) par déshydratation du

glucose.

La couleur brune, caractéristique de la caramélisation, peut ¢galement étre attribuée a

la formation de polyméres tels que celui de ’HMF présenté dans la figure 3 (Kroh, 1994).
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HOH,C O CHOH

HOH,C O CHOH

HOH,C O CHOH

Figure 3 : Polymérisation de ’HMF (d’apreés Kroh, 1994).

III. LA REACTION DE MAILLARD

C’est en 1912 que Louis Camille Maillard, chimiste frangais, a découvert que la
réaction a haute température entre des sucres réducteurs et des acides aminés conduit au
développement d’une coloration brune (Maillard, 1912). A ’origine, ses recherches portaient
essentiellement sur le role des alcools dans la syntheése naturelle de protéines dont il espérait
découvrir la structure. En remplacant le glycérol, qui était alors utilis¢é comme agent de
condensation des protéines, par une molécule plus complexe et répandu chez les étres vivants,
le D-glucose, il découvrit que la fonction réductrice du sucre (C=0) prévalait sur la fonction
hydroxyle (OH). Pour faciliter sa dissolution il chauffa un mélange glycine/glucose, le
glucose se trouvant en exces, et observa ainsi la formation d’une coloration. Celle-ci
s’accentua en passant du jaune au brun foncé en quelques minutes. Cette observation
correspond en fait a un ensemble de réactions complexes menant a la formation de composés
colorés et/ou fluorescents, puis a des mélanoidines formées par polymérisation.

Finalement c’est seulement en 1953 que I’on voit paraitre une publication qui décrit la
chimie des différentes réactions de brunissement (Hodge, 1953). Aujourd’hui, celui-ci sert

encore de schéma général pour présenter la réaction de Maillard.
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Cette réaction, aujourd’hui connue des professionnels du secteur alimentaire, est
finalement la premiére cause du brunissement des aliments chauffés. Les industries agro-
alimentaires s’y intéressent tout particulierement car cette réaction conditionne fortement la
formation d’ar6mes et le développement de textures croustillantes.

La réaction est principalement dépendante du temps de traitement thermique, de la
température, du pH, de I’activité de I’eau et de la composition des aliments (concentration des
substrats de la réaction). Ces paramétres ont été largement étudiés sur des modeles simples
d’acides aminés. Nous reviendrons en détail sur les principaux facteurs de la réaction de

Maillard dans le chapitre II1 : T (p 47).

La réaction de Maillard se décompose arbitrairement en quatre étapes (figure 4). Une
premicre étape (étape initiale) met en jeu un acide aminé et un sucre réducteur (aldose ou
cétose) pour former le produit d’Amadori (cétosamine) ou de Heyns (aldosamine). La
seconde ¢étape (étape de propagation) conduit a la formation de petites molécules
dicarbonylées et de réductones respectivement par scission ou par déshydratation modérée du
produit d’Amadori ou de Heyns. L’étape suivante de la réaction de Maillard (étape avancée)
conduit & la formation de divers composés aromatiques et d’aldéhydes de Strecker. Cette
¢tape donne aussi lieu a la formation de furfurals comme le 5-hydroxyméthylfurfural (HMF)
par déshydratation forte du produit d’Amadori ou de Heyns, ainsi que d’autres produits
avancés de la réaction de Maillard, en anglais Advanced Glycation End products (AGEs) tels
que la carboxyméthyllysine (CML) ou la pyrraline. Enfin, la derniére étape conduit a la

formation de polymeres bruns : les mélanoidines.
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Figure 4 : Schéma global de la réaction de Maillard (synthése des schémas établis par

Hodge (1953) ; Finot & Furniss (1989) ; Faist & Erbersdobler (2001)).
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1. Etape initiale

La premicre étape (figure 5) est une réaction de condensation entre un sucre réducteur
(aldose ou cétose) sur une fonction amine primaire d’un acide aminé conduisant a la
formation d’une imine anciennement appelée base de Schiff (molécule instable). Dans le cas
d’un aldose tel que le glucose, I’imine est appelée aldimine et dans le cas d’un cétose comme
le fructose, on parle de cétimine. Cette réaction est réversible et un milieu acide favorise la
régénération de I’acide aminé et du sucre réducteur. Cependant, une étape irréversible
(réarrangement) conduit a la formation de produits stables, les produits d’Amadori aussi
appelés cétosamines (lorsqu’un aldose est mis en jeu) ou de Heyns aussi appelés aldosamines
(lorsqu’un cétose est mis en jeu). Ces produits ne sont pas responsables de la couleur ou des
ardmes mais réduisent la disponibilité d’acides aminés essentiels dans tous les aliments ou la
réaction a lieu. L’amine primaire réactive provient soit d’un acide aminé libre, soit d’un
peptide issu d’une hydrolyse partielle des protéines, soit d’une protéine. Sur cette derniére, les
acides aminés basiques (lysine ou arginine) possédant une amine libre sur la chaine latérale
sont principalement affectés. Les acides aminés N-terminaux des protéines sont également
touchés par la réaction de Maillard. Dans ces deux derniers cas, on parle de protéines
glyquées (protéines modifiées par glycosylation non enzymatique).

La premicere protéine glyquée décrite n’a pas été détectée dans une matrice alimentaire
mais dans des globules rouges humains. C’est en 1969 que Rhabar, ef coll. ont découvert par
analyse sur gel d’électrophorese une protéine correspondant a I’hémoglobine mais avec une
migration électrophorétique légérement différente. Cette protéine, appelée hémoglobine
HbAc, correspond a une hémoglobine glycosylée par réaction de Maillard sur la fonction N-

terminal de la valine de la chaine f.
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Figure 5 : Formation du produit d’Amadori a partir d’aldose et du produit de Heyns a

partir de cétose (premiére étape de la réaction de Maillard).

2. Etape de propagation et avancée

Un chauffage en milieu neutre ou acide conduit aussi a la formation de réductones qui
participent ensuite a la dégradation de Strecker. La perte de deux molécules d’eau
supplémentaires forme des furfurals tels que I’hydroxyméthylfurfural (HMF) dans le cas des
hexoses (figure 6). Comme nous 1’avons vu précédemment (chapitre I : II, p 26), 'HMF est
un exemple de composé néoformé dans 1’aliment qui peut avoir deux origines : la réaction de

Maillard et la caramélisation.
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En milieu basique, une déshydratation modérée (énolisation-2,3) des produits de
réarrangement est favorisée (figure 6). Les réductones ainsi formées, par dégradation de
Strecker, conduisent a la formation d’aminocétones et aldéhydes de Strecker. Aprés
condensation, les aminocétones forment des substances aromatiques telles que des pyrazines,
des pyridines. Quant aux aldéhydes de Strecker, ils peuvent ensuite réagir a nouveau avec des

acides aminés et participer a la formation de nouveaux produits de Maillard.

Enfin, une coupure des cétosamines et aldosamines peut conduire a la formation de
petites molécules dicarbonylées telles que la 2,3-butanedione, le méthylglyoxal et le glyoxal.
Ces molécules, hautement réactives, sont aussi appelées propagateurs de la réaction. En
présence d’acides aminés, elles conduisent a la formation de composés aromatiques mais

aussi d’AGEs comme la carboxyméthyllysine.
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Figure 6 : Déshydratation en milieu acide et basique des produits d’Amadori (Hodge,

1953 ; Machiels & Istasse, 2002 ; Perrotin, 2004).
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3. Etape finale

La derni¢ére étape conduit a la formation de mélanoidines. Les mélanoidines
représentent un mélange hétérogéne de composés caractérisés par leur couleur brune et leur
haut poids moléculaire allant jusqu’a 100 000 Da. De nombreuses études ont entrepris d’isoler
et de purifier les mélanoidines provenant de différentes matrices alimentaires telles que le
café, la sauce au soja, le malt torréfi¢ ou encore la biere. Cependant, les études sont assez
limitées en raison de leur faible solubilité¢ (Borrelli & Fogliano, 2005). Concernant les
mélanoidines issues du pain, une digestion enzymatique a permis de surmonter ce probléme
(Borrelli & Fogliano, 2005).

Malgré les efforts engagés, les structures ainsi que les mécanismes de formation des
mélanoidines restent encore peu connus. A ce jour, trois propositions de structures ont été
faites pour décrire les mélanoidines. 1 - Hofmann a détecté des composés colorés de faible
poids moléculaire capables de se lier aux protéines via les groupements e-NH; des lysines et
arginines qui produiraient ensuite des mélanoidines de haut poids moléculaire (Hofmann,
1998). 2 - D’autres auteurs proposent que les mélanoidines seraient des polymeres
comprenant des motifs furanes et/ou pyrroles (Heyns & Hauber, 1970 ; Tressl, et coll., 1998).
3 - Enfin, Kato et Tsuchida (1981) et plus récemment Cimmerer, et coll. (1995 et 2002)
suggerent que le squelette des mélanoidines est principalement composé de produits de
dégradation des sucres, formés dans I’étape précoce de la réaction de Maillard puis
polymérisés et liés aux composés aminés (Kato & Tsuchida, 1981 ; Cimmerer & Kroh, 1995 ;
Cammerer, et coll., 2002).

Finalement, il est probable que les mélanoidines soient constituées d’un mélange des

différentes structures proposées ci-dessus.
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CHAPITRE II : PROPRIETES DES PRODUITS ISSUS DE LA
REACTION DE MAILLARD

Dans ce chapitre, nous allons voir comment les produits générés par la réaction de
Maillard affectent les qualités organoleptiques, la texture ainsi que les qualités nutritionnelles

et sanitaires des aliments.

I.  QUALITE ORGANOLEPTIQUE

La réaction de Maillard constitue une voie importante de formation d’aromes et de
flaveurs. Leur formation dépend de nombreux facteurs que I’on peut regrouper en deux
catégories. D’une part, le type de sucre réducteur et acide aminé engagés dans la réaction de
Maillard détermine le type de flaveurs formées et, d’autre part, le couple temps/température,
le pH et I’activité d’eau du milieu influencent la cinétique de formation de ces composés
(Jousse, et coll., 2002). Parmi ces compos€s, citons les pyrazines et furanes retrouvés dans la
plupart des aliments chauffés, les alkylpyridines dans le café et le malt, les pyrroles dans les
céréales, les oxazoles dans le cacao, la viande et le café, et les thiophénes dans la viande

chauffée (figure 7) (van Boekel, 2006).
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Pyrrole Furane Thiophene

Figure 7 : Quelques familles de flaveurs trouvées dans les aliments.
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Ces arOmes ainsi formés donnent aux aliments des propriétés que les industriels se
doivent d’étudier en détail afin d’en maitriser au mieux la formation. C’est le cas des
pyrazines qui ont été largement étudiées ces dernicres années (Maga, 1982). C’est sans doute
sur cet aspect organoleptique de la réaction de Maillard que les industriels du secteur agro-

alimentaire ont le plus travaillé depuis les 40 dernic¢res années.

II. TEXTURE

La texture des aliments solides inclut 1’ensemble des propriétés mécaniques,
géométriques et de surface d’un produit perceptibles par [’homme grace a des
mécanorécepteurs, des récepteurs tactiles, des récepteurs visuels et auditifs (Colonna, 2002).

L’appréciation des aliments est pour une large part déterminée par une perception
sensorielle du produit. Comme les consommateurs sont confrontés a une large gamme de
produits qui ne cesse de croitre, le role de cette appréciation sensorielle devient essentiel pour
les industries agro-alimentaires (Wilkinson, et coll., 2000). Parmi les propriétés sensorielles
d’un produit, on retrouve la texture. Cette propriété est influencée par la réaction de Maillard
(Gerrard & Brown, 2002). 11 est établi que des pontages inter protéiques affectent la texture
des aliments ; citons en particulier le pain et les croissants (Gerrard, ef coll., 1998 ; Gerrard, et

coll., 2000 ; Gerrard, et coll., 2001).

III. PERTE DE QUALITE NUTRITIONNELLE DES ALIMENTS ASSOCIEE A LA

REACTION DE MAILLARD

A coté des nombreux avantages recherchés au travers du traitement thermique
(formation d’arOmes, conservation des aliments plus longue, ...), il entraine
incontestablement une baisse de la qualité nutritionnelle.

Au cours de la réaction de Maillard, les chaines latérales de plusieurs acides aminés

sont modifiées de maniere irréversible, entrainant une indisponibilité des acides aminés pour

37



I’organisme lorsqu’ils sont essentiels, il en résulte une perte de valeur biologique de la
protéine. A cela s’ajoute une diminution de la digestibilité des protéines.

En raison de sa forte réactivité, la lysine est souvent le premier acide aminé affecté par
la réaction de Maillard. La glycation de cet acide aminé essentiel a été largement étudiée au
cours de la transformation industrielle de matrices alimentaires telles que le lait, et correspond
vraisemblablement a la principale cause de perte de qualité nutritionnelle des protéines dans
les aliments chauffés (Mauron, 1981).

La réduction de la digestibilité des protéines modifiées par réaction de Maillard est
aussi impliquée dans la perte de qualité nutritionnelle des aliments. Rerat, et coll. (2002) ont
montré que chez le porc une ingestion de protéines modifiées par réaction de Maillard
affectait non seulement la digestibilité de la lysine mais aussi, dans une moindre mesure, celle
d’autres acides aminés tels la phénylalanine, la cystéine, 1’acide aspartique et la glycine
(Rerat, et coll., 2002). Plus récemment, une étude clinique réalisée sur des adolescents de 11 a
14 ans a confirmé que la consommation d’aliments riches en produits de la réaction de
Maillard (PRM) altérait la digestibilit¢ des protéines (Seiquer, et coll., 2006). Enfin, en
nutrition pédiatrique et clinique, la faible digestibilité des hydrolysats de protéine modifiés
par réaction de Maillard a été observée (Finot, 2005b).

Méme s’il est admis que la modification des acides aminés essentiels et la réduction de
digestibilité des protéines sont les deux principales causes de la perte de valeur nutritionnelle
aprés consommation d’aliments transformés, imputable a la réaction de Maillard, certains
auteurs suggerent que l’influence des PRM sur le métabolisme des minéraux (Delgado-
Andrade, et coll., 2005) pourraient également participer aux effets observés sur I’intégrité¢ de
la flore digestive et sur I’activité de différentes enzymes (Wenzel, ef coll., 2002).

Pour les épidémiologistes, les apports protéiques des enfants et des adultes des pays
industrialisés sont trés supérieurs aux besoins. On peut donc estimer que 1’exces de protéines
compense largement la perte de qualité nutritionnelle des protéines alimentaires. De plus la
diversité alimentaire recommandée par tous les nutritionnistes devrait aussi permettre de
s’affranchir du probléme de perte en acides aminés essentiels. Seuls les régimes alimentaires
monotones, limités a la consommation de quelques aliments, méritent une surveillance de la
qualité nutritionnelle. C’est le cas des nutritions pédiatrique et clinique avec respectivement

les formules infantiles a base de lait et les solutions nutritives entérales ou parentérales.
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IV. IMPACT DE LA REACTION DE MAILLARD SUR LA SANTE

Nous venons de voir comment la réaction de Maillard pouvait induire des
changements de qualité nutritionnelle des aliments soumis a un traitement thermique. Mais
I’apparition de composés néoformés (CNF) issus principalement de la réaction de Maillard
pose aujourd’hui la question du contrdle de la qualité sanitaire des aliments transformés.

Les CNF auraient un impact sur la santé humaine. Dans un premier temps, nous allons
voir dans ce chapitre quels sont leurs effets néfastes supposés ou avérés. Puis nous verrons
qu’il ne faut pas minimiser les effets bénéfiques de décontamination des denrées alimentaires

induite par la réaction de Maillard. Trois exemples seront détaillés en fin de chapitre.

1. Effets néfastes des produits de Maillard sur la santé

Nous savons aujourd’hui que 1’exposition aux CNF n’est pas négligeable. L’étude
ICARE montre que I’exposition journaliere aux principaux CNF des denrées alimentaires
varie entre quelques microgrammes pour certaines molécules (acrylamide, furane...) et
plusieurs dizaines de milligrammes pour d’autres (CML, FL, ...). Si I’on se référe au principe
de TTC (Threshold of Toxicological Concern) utilis¢é par le comité sur les additifs
alimentaires de I’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture et de
I’Organisation Mondiale de la Santé, il apparait fondamental d’évaluer le potentiel toxique
des CNF alimentaires dont les apports alimentaires sont supérieurs au TTC (1,5
ug/personne/jour) (Kroes, et coll., 2000). Précisons que ces organismes appliquent le principe
de TTC a des molécules aussi variées que les pesticides, les métaux lourds, les solvants, les

additifs alimentaires et autres molécules de faibles poids moléculaires telles que 1’acrylamide.

L’étude de la toxicité des produits de Maillard n’est pas récente, puisque deés 1959,
Krug, ef coll. avaient mesuré des « Doses Létales 50 » pour des composés néoformés issus de
différents mélanges d’acides aminés libres et de glucose (Krug, et coll., 1959 ; Adrian, 1974).
I1 s’en est suivi une recherche importante, en particulier sur la toxicité des CNF tels que les
amines hétérocycliques, les furanes et les pyrazines (figure 8). D’autres cycles aromatiques
non issus de la réaction de Maillard tels que les nitrosamines et les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAP) ont également été largement étudiés (figure 8).
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Figure 8: Quelques exemples de composés potentiellement cancérigénes formés par

chauffage et cuisson d’aliments (Jagerstad & Skog, 2005).

Dans les années 1960-70, I’intérét est essentiellement porté sur ces deux classes de

composés toxiques alimentaires. Les HAP et les nitrosamines sont notamment formés au

cours du séchage, grillage, raffinage et fermentation, mais sont aussi présents dans la

pollution atmosphérique. Il convient de préciser que les HAP sont présents dans les matrices

alimentaires soit aprés adsorption des fumées de combustion soit aprés carbonisation des

aliments surcuits. A la fin des années 1970, les amines hétérocycliques, composés hautement

mutagenes, sont identifiées dans la viande et le poisson grillés. Les amines hétérocycliques

qui sont formées par réaction de Maillard sont 100 a 100 000 fois plus mutagénes que les
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HAP et les nitrosamines (Nagao, et coll., 1977). Parmi ces amines hétérocycliques, nous
présentons 1’imidazoquinoline (IQ), la 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine
(PhIP) et la 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (MelQx) dans la figure 8§
(Yoshida, et coll., 1984 ; Jagerstad & Skog, 2005).

Enfin, P’acrylamide est un exemple de CNF détecté trés récemment dans diverses
denrées alimentaires par I’administration nationale suédoise de I’alimentation (SLV) (Tareke,
et coll., 2002) (figure 8). La toxicité de ce contaminant néoformé est un nouveau sujet de
préoccupation. Elle fait I’objet d’investigations importantes, et 1’impact santé d’une
consommation d’aliments riches en acrylamide est actuellement surveillé. Cependant, a ce
jour, il n’est toujours pas prouvé que 1’acrylamide, aux doses présentes dans les aliments,
puisse €tre associé a un risque de toxicité et de survenue de cancer (Tritscher, 2004). Retenons
simplement que cette molécule est classée par le CIRC (Centre International de Recherche
contre le Cancer) comme étant probablement cancérigéne pour ’homme (Classe 2A).

Une recherche internationale rapidement mise en place a permis de découvrir que
I’asparagine, acide aminé présent sous forme libre dans certains aliments, était a 1’origine de
leur contamination par ’acrylamide. Nous verrons dans le chapitre III : III (p 63) que
I’asparagine est transformée en acrylamide par réaction de Maillard. Il est intéressant de noter
des a présent que la dégradation d’un acide aminé libre, méme présent a faible concentration

dans une matrice alimentaire, peut générer des molécules toxiques.

D’autres CNF, les AGEs, ont tout d’abord été découverts dans les milieux biologiques
(plasmas, urines et tissus riches en protéines a longue durée de vie telles que le collagene, les
protéines du cristallin) (Rhabar, 2005). Ces molécules formées par réaction de Maillard a
37°C ont également été identifiées dans des aliments ayant subi des traitements thermiques
plus importants (Finot, 2005a). C’est le cas de la carboxyméthyllysine qui a été¢ découverte
aussi bien dans des milieux biologiques (Ahmed, et coll., 1986) que dans des aliments
chauffés. Depuis prés de dix ans, 1’équipe d’Helen Vlassara a porté ses recherches sur
I’observation du lien qui pouvait exister entre la consommation d’aliments riches en AGEs et
autres CNF et le risque de complications métaboliques. A 1’aide d’une technique ELISA
initialement mise au point pour quantifier les AGEs du sérum humain (Mitsuhashi, et coll.,
1997), ces chercheurs ont testé différents aliments ou régimes plus ou moins riches en CNF,
sur cultures cellulaires, sur modéles animaux et sur I’homme. Aprés avoir découvert certains

effets déléteres des CNF exogenes, Helen Vlassara a renommé les plus réactifs d’entres eux —

41



méthylglyoxal, 1-, 3-deoxyglucosone et autres dicarbonyles — glycotoxines (Vlassara, 2005).
Ces composés sont en effet soupgonnés altérer les protéines tissulaires par glycoxydation et
de contribuer a la formation de nouveaux AGEs in vivo. Il a ensuite été¢ invoqué par les
mémes chercheurs que la reconnaissance des CNF par des récepteurs cellulaires (RAGEs)
contribuait également a la toxicit¢é de ces molécules. Enfin le terme de glycotoxines a

finalement été repris pour définir, peut-étre a tort, ’ensemble des CNF alimentaires.

Les études de restriction en CNF alimentaires ont toutes montré une baisse
significative de la concentration d’AGEs plasmatiques. Ceci a été¢ vérifié sur des animaux
diabétiques (Zheng, et coll., 2002), sur des patients diabétiques non urémiques (Vlassara, et
coll., 2002), et sur des patients urémiques non diabétiques (Uribarri, et coll., 2003). Cette
baisse du taux circulant d’AGEs est associée systématiquement a un ralentissement de
I’évolution délétére de la pathologie étudiée. Sur un modele de souris diabétiques, il a été
montré qu’un régime riche en CNF ¢était associé a 1’aggravation de 1’athérosclérose (Lin, et
coll., 2002 ; Lin, et coll., 2003) et de la néphropathie (Zheng, et coll., 2002), ainsi qu’a une
mauvaise cicatrisation (Peppa, et coll., 2006). Sur ce méme modele animal, une baisse du
HDL-cholestérol et une augmentation de la résistance a I’insuline semblent résulter de la forte
exposition aux CNF alimentaires (Hofmann, et coll., 2002). Encore plus étonnant, la
résistance a I’insuline induite par un régime hyper-lipidique et riche en produits de Maillard
chez des souris saines apparait fortement inhibée lorsque le méme régime hyper-lipidique est
réduit en produits de Maillard (Sandu, et coll., 2005). Cette étude indique qu’un apport
important de CNF associ¢ a une alimentation riche en lipides serait impliqué dans la genése
de I’insulino-résistance et du diabéte de type I1.

Chez des sujets diabétiques ou insuffisants rénaux, 1’équipe de Vlassara a montré que
la consommation d’aliments riches en CNF était liée a des taux élevés de deux marqueurs
d’inflammation, la protéine C Réactive et le TNF-a (Vlassara, et coll., 2002 ; Uribarri, et
coll., 2003). Ceci confirme I’'implication de I’exposition aux CNF dans les complications
vasculaires du diabete.

L’¢tude clinique ICARE, réalisée en 2006 sur 62 jeunes volontaires sains, est la
premicre a mettre en évidence les effets bénéfiques d’une alimentation pauvre en AGEs et
autres composés néoformés. Les résultats de cette étude (non publiés) indiquent qu’une
exposition limitée en CNF réduit leur concentration plasmatique et urinaire, et diminue

significativement la triglycéridémie et I’insulinémie a jeun. Il est intéressant de préciser que le
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facteur HOMA est significativement abaissé et que la glycémie a jeun 1’est aussi bien que de

maniére non significative.

2. Les mélanoidines : leur pouvoir antioxydant et leur action prébiotique

Nous venons de voir des effets négatifs de la réaction de Maillard associés a
I’ingestion de CNF. Cependant, des contre-exemples existent. Par exemple la formation de
produits terminaux de la réaction de Maillard semble paradoxalement avoir un effet bénéfique
sur la qualité nutritionnelle des aliments.

En effet, il a ét¢ montré que les mélanoidines et les produits de Maillard de faible
poids moléculaire ont des propriétés antioxydantes (Lee & Shibamoto, 2002). Cette activité
antioxydante est le résultat de nombreux mécanismes tels que la chélation des métaux de
transition, la destruction des hydroperoxydes et la neutralisation des radicaux libres (Bersuder
& Hole, 2002).

De plus, les mélanoidines semblent se comporter comme des fibres alimentaires au
cours de la digestion. Leur faible digestibilité et absorption dans la partie haute du tractus
digestif les rendent disponibles pour une métabolisation par la flore bactérienne du colon. Des
études récentes indiquent que certaines mélanoidines pourraient favoriser le développement
de bactéries intestinales dites « bénéfiques » au profit de bactéries pathogenes. En d’autres
termes, les mélanoidines seraient des prébiotiques au méme titre que les fibres (Borrelli, et
coll., 2004 ; Borrelli & Fogliano, 2005). Cependant, contrairement a certains résultats
d’études ex vivo (Ames, et coll., 1999), I’é¢tude clinique ICARE semble indiquer que la
consommation plus ou moins importante d’aliments fortement chauffés n’aurait aucun effet

sur le développement de la flore digestive du sujet sain.

3. Effets détoxifiants des produits de Maillard

La réaction de Maillard peut aussi améliorer la qualité sanitaire des aliments en

supprimant la toxicité de certaines molécules.

Prenons le cas d’une mycotoxine, la fumonisine B;. Il s’agit d’un contaminant

fongique présent trés abondamment dans les aliments a base de mais. Aujourd’hui, cette
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mycotoxine, classée comme potentiellement cancérigéne pour I’homme (classe 2B), pose un
véritable probléme de sécurité alimentaire. Une étude réalisée par administration de
fumonisine B; chez le rat montre que le prétraitement de cette mycotoxine a 80°C en présence
de fructose ¢limine toute toxicité (Lu, et coll., 1997). Une deuxiéme expérience réalisée sur
du mais montre que 50% de la fumonisine B; est modifiée par glycation lorsque la céréale est
chauffée a 80°C pendant 2 jours en présence d’un excés de glucose (Lu, et coll., 2002). Ces
deux études indiquent que la réaction de Maillard induite sur la fumonisine B, par des
hexoses serait responsable de la détoxification observée. Il a été montré que le groupement
amine de la fumonisine B; était indispensable au maintien du pouvoir toxique a cette
mycotoxine (Gelderblom, et coll., 1993). Et c’est vraisemblablement en modifiant et en
bloquant cette fonction amine primaire que la réaction de Maillard permet de détoxifier cette

mycotoxine dans les aliments a base de mais (figure 9).

OH

o) OH o
=
N,
o H—t+—OH
07X OH OH HO——H
+ H—t+—OH
CH; H——OH
CHzo 0 _0 OH NH,
OH
HO
HO 0
Fumonisine B Glucose
1
OH \
0~ OH
o
0 OH OH
CH
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Figure 9 : Schéma de réaction entre la fumonisine B; et le glucose conduisant a sa

détoxification.
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Nous pouvons aussi citer un deuxieéme exemple d’effet positif de la réaction de
Maillard sur la qualité sanitaire des aliments : les effets antimutagénes de certains produits de
Maillard sur des amines hétérocycliques.

Yen, et coll. (1992) ont étudié les effets antimutagénes des produits de Maillard
préparés a partir de trois sucres (fructose, glucose et xylose) et quatre acides aminés (arginine,
glycine, lysine et tryptophane) chauffés a 100°C pendant 10 heures. Pour chaque mélange
testé, aucune activité mutagene propre n’est observée. Par contre, la plupart des produits de
Maillard préparés, notamment issus des combinaisons sucres/tryptophane et xylose/acides
aminés, inhibent fortement I’activité mutageéne de trois amines hétérocycliques (1Q, Trp-P-1,

Glu-P-1) (figure 10).

NH, HC NH,
Nj< _____N N=—
N— NH
N CH 2
oo YN G Y
F N CH, Xy SN
H
CH,
1Q Trp-P-1 Glu-P-1

Figure 10: L’effet mutagéne de ces trois amines hétérocycliques inhibé par des

meélanges sucres/tryptophane et xylose/acide aminés (Yen, ez coll., 1992).

Cependant, les produits de Maillard issus des mélanges fructose/glycine et
fructose/arginine augmentent 1’activité mutagene de Trp-P-1. En conclusion de cette étude les
auteurs suggerent que, selon leur structure chimique, les produits de Maillard pourraient avoir

soit des propriétés antimutagenes soit des propriétés co-mutagenes.

Enfin, plus récemment, deux autres exemples de décontamination ou de réduction de
I’allergénicité d’un aliment ont été publiés. Suyama, et coll. (2007) ont montré que 1’activité
infectieuse de la protéine prion pouvait étre réduite (environ de 5,9 log) par la réaction de
Maillard en présence de glucose. Et Del Castillo, et coll. (2007) ont présenté trés récemment

une réduction de 1’allergénicité des protéines du soja par glycation.
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CHAPITRE III : IMPLICATION DES ACIDES AMINES LIBRES
DANS LA REACTION DE MAILLARD

Nous avons vu qu’une protéine qui se trouve modifiée par la réaction de Maillard voit
sa structure chimique altérée, pouvant entrainer des modifications de qualité nutritionnelle et
I’apparition d’acides aminés modifiés indésirables. Il est communément admis que la plupart
des groupements aminés, susceptibles de participer a la réaction de Maillard, sont portés par
les protéines (Pischetsrieder, et coll., 1998). C’est ainsi que la recherche s’est principalement
orientée vers I’étude des dommages occasionnés aux protéines au cours du traitement
thermique des aliments. Cependant, méme si les acides aminés libres et autres amines de
faible poids moléculaire ne sont présents qu’en faibles quantités dans les aliments, il apparait
auyjourd’hui fondamental de comprendre leur rdole dans la synthése de composés dits

« néoformés ».

Aujourd’hui plusieurs arguments nous laissent penser a une participation des acides
aminés libres dans la réaction de Maillard associée a 1’apparition de composés potentiellement
toxiques dans les denrées alimentaires.

L’instabilité reconnue de certains acides aminés au cours des traitements thermiques
pose la question de leur devenir chimique (Merritt & Robertson, 1967 ; Lien & Nawar, 1974).

La découverte de la dégradation de I’asparagine libre en acrylamide dans des matrices
alimentaires aussi variées que la pomme de terre et les céréales est ’exemple le plus frappant
de I’implication d’un acide aminé libre dans la réaction de Maillard (Mottram, et coll., 2002 ;
Stadler, et coll., 2002). Cet exemple illustre parfaitement le risque sanitaire qui est associé a
I’instabilité¢ d’une amine non protéique malgré une concentration relativement faible dans les

aliments.

Dans ce contexte, il semble important de mieux comprendre I’impact du traitement
thermique sur les acides aminés libres des aliments. Aprés avoir présenté une ¢étude
bibliographique sur la réactivité des différents acides aminés et les principaux parameétres qui
influencent la réaction de Maillard, nous rechercherons quels sont les acides aminés libres les
plus abondants dans les denrées alimentaires brutes. Enfin, nous détaillerons la pertinence

d’¢étudier le devenir de la glutamine libre dans les aliments. Nous verrons que, tout comme
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I’asparagine, la glutamine est un acide aminé basique présent en forte proportion dans
plusieurs aliments de consommation courante.
Nous conclurons ce chapitre par un résumé de nos hypotheses et la présentation de nos

objectifs.

L. LA REACTION DE MAILLARD : FACTEURS MIS EN JEU ET PARAMETRES

INFLUENTS

Depuis la découverte de la réaction de Maillard, les acides aminés libres en solution
ont été utilisés comme modele des modifications chimiques des protéines au cours du
traitement thermique. Méme si les études que nous allons citer dans les paragraphes suivants
n’avaient pas pour objet d’étudier le devenir des acides aminés libres dans les aliments, elles
sont aujourd’hui une source primordiale d’information pour notre recherche.

Ces modeles ont permis d’étudier cinq facteurs majeurs de la réaction de Maillard : la
réactivité des différents acides aminés, celle des sucres et composés a-dicarbonylés, le pH et
la force ionique du milieu, le couple temps/température et 1’activité d’eau. L’action de la
pression sur la formation de CML et de CEL au cours du traitement thermique des aliments a
aussi trés récemment été identifiée par Kasper & Schieberle (2007). Cependant nous

n’aborderons pas ce parameétre dont les effets nous semblent encore trop incertains.

1. Réactivité des acides aminés

La mesure du brunissement est depuis longtemps un moyen simple de suivre
I’évolution de la réaction de Maillard en solution. Cette analyse a été appliquée sur tous les
acides aminés (isomeres L) incubés en présence de différents sucres : saccharose, D-glucose,
D-fructose, D-ribose et a-lactose (Ashoor & Zent, 1984). Les mélanges équimolaires préparés
a pH 9 sont autoclavés a 121°C pendant 10 min. Les résultats permettent d’établir trois

groupes d’acides aminés en fonction de leur ordre décroissant de brunissement :
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e Lysine, glycine, tryptophane, tyrosine : brunissement le plus intense
e Proline, leucine, isoleucine, alanine, hydroxyproline, phénylalanine,
méthionine, valine, glutamine, sérine, asparagine : brunissement intermédiaire
e Histidine, thréonine, acide aspartique, arginine, acide glutamique, cystéine :
brunissement le plus faible
Ce classement est valable pour quatre sucres testés, a I’exception du saccharose qui ne

donne aucun brunissement détectable.

Nous retrouvons dans le premier groupe la lysine qui donne le brunissement le plus
intense. Cet acide aminé est connu pour sa trés forte réactivité associée a la présence de deux
amines primaires. Par contre, ce classement montre que le lien entre le brunissement et la
basicité de I’acide aminé n’est pas valable. En effet, la glycine, acide aminé neutre, donne un
brunissement quasiment identique a celui de la lysine, acide aminé basique, et un

brunissement trois fois plus élevé que celui de I’arginine, acide aminé basique également.

Ajandouz & Puigserver (1999) ont aussi étudié la réactivité de 8 acides aminés
essentiels en observant leur dégradation ainsi que leur contribution a la formation de pigments
bruns. Parmi eux se trouve encore la lysine, qui s’avere étre I’acide aminé le plus dégradé
dans un mélange équimolaire acide aminé/glucose chauffé a 100°C (pH 7,5). (Adrian, 1974)
confirme que la présence de ses deux groupements amines la rend 5 a 15 fois plus réactive

que les autres acides aminés testés.

Parmi les ardomes formés au cours de la réaction de Maillard, les pyrazines
représentent le groupe d’hétérocycles le plus abondant. Hwang, ef coll. ont testé la réactivité
de huit acides aminés (glutamine, acide glutamique, asparagine, acide aspartique, lysine,
arginine, phénylalanine et isoleucine) en suivant la formation de 56 pyrazines apres
incubation a 180°C en présence de sucres (Hwang, et coll., 1995a). La lysine est encore
I’acide aminé le plus réactif, a ’opposé de I’arginine qui forme la plus faible quantité¢ de
pyrazines. Enfin, d’autres types d’ardmes moins abondants dans les aliments, les pyridines,
les pyrroles et les oxazoles sont respectivement formés majoritairement par 1’acide aspartique,

la lysine et I’asparagine (Hwang, et coll., 1995b).

L’asparagine, la glutamine, 1’arginine, I’histidine, le tryptophane et la lysine sont tous

porteurs d’au moins deux atomes d’azote (une amine en position alpha et au moins un autre
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atome d’azote sur la chaine latérale). Cependant les fonctions amides de 1’asparagine et de la
glutamine ne peuvent participer a la réaction de Maillard, la fonction guanidine de 1’arginine
est peu réactive avec les hexoses, et les atomes d’azote du tryptophane et de I’histidine sont
impliqués dans des cycles qui les rendent indisponibles pour toute attaque nucléophile. A
I’inverse 1’amine primaire de la chaine latérale de la lysine est trés réactive avec les sucres
(Hwang, ef coll., 1994). Cette caractéristique structurale unique de la lysine explique sa forte

implication dans la formation de composés bruns, d’ardmes et autres produits de Maillard.

2. Réactivité des cétoses, aldoses et composés a-dicarbonylés

La nature du sucre réducteur employ¢ est un parametre a prendre en compte. En 1984,
Ashoor & Zent ont étudié le brunissement de chaque acide aminé naturel en présence de
différents sucres réducteurs : D-glucose, D-fructose, D-ribose, a-lactose et saccharose (pH 9 ;
121°C; 10 min). Le lactose donne le brunissement le plus intense suivi du D-ribose, D-
fructose et enfin D-glucose. Le saccharose ne donne aucun brunissement détectable avec
aucun des acides aminés testés ce qui semble indiquer que ce disaccharide n’est pas hydrolysé

en glucose et fructose dans ces conditions.

Dans une matrice constituée de farine de blé complet, la réactivité¢ de trois sucres
(glucose, fructose et saccharose) a été étudiée en suivant la formation d’acrylamide. Les trois
sucres sont chauffés 30 min a 200°C en présence d’asparagine (Taeymans, ef coll., 2004). Le
fructose tendrait a étre plus réactif que le glucose, avec une quantité d’acrylamide formé de
110 pg/g de farine contre 72 pg/g de farine pour le glucose. Le saccharose produit une
quantité¢ intermédiaire de 92 pg/g de farine, ceci étant di & son hydrolyse thermique en
glucose et fructose. D’autres études rapportent aussi que le fructose est plus réactif que le
glucose (Biedermann, et coll., 2002 ; Pollien, et coll., 2003). Stadler, et coll. (2002) ont trouvé
que le fructose, le galactose, le lactose et le saccharose produisaient des quantités
d’acrylamide comparables aprés pyrolyse en présence d’acides aminés (asparagine,
méthionine, glutamine, cystéine). Pour conclure, nous pouvons dire que I’acrylamide est
formé dans des quantités comparables avec différents mono et disaccharides. Méme les sucres
non réducteurs, tels que le saccharose, sont réactifs en libérant des sucres réducteurs apres
hydrolyse, capables de réagir avec la fonction a-NH, de I’asparagine via la réaction de

Maillard.
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Les composés a-dicarbonylés, tels que le glyoxal, le méthylglyoxal, la 2,3-
butanedione issus de la décomposition des sucres, représentent un intérét important. En effet,
dans les aliments, ils participent a la formation de couleur et d’aromes (Mavric, et coll.,
2000). IIs deviennent donc des substrats potentiels de la réaction de Maillard affectant ainsi la
qualité¢ des aliments par d’éventuelles modifications de protéines et d’acides aminés libres.
C’est aussi in vivo qu’ont été étudiées les réactions de Maillard, ou plus précisément de
glycation, entre les composés a-dicarbonylés et les acides aminés peptidiques. Le
MethylglyOxalLysine Dimer (MOLD) (Shamsi, et coll., 1998) et I’argpyrimidine (Shipanova,
et coll., 1997) sont deux produits de Maillard issus d’une réaction avec le méthylglyoxal. Il
faut préciser que I’argpyrimidine n’a pas été détectée que dans les tissus biologiques puisque

Glomb, et coll. ont retrouvé cet AGE dans la biére (Glomb, ef coll., 2001).

Les composés a-dicarbonylés sont formés par scission des réductones issues du
produit d’Amadori. La figure 11 représente le schéma de formation du méthylglyoxal a partir
du 3-déoxyglucosone, réductone issue du produit d’Amadori en milieu acide. La dicétone se
scinde en deux petites molécules carbonylées: le méthylglyoxal et le glycéraldehyde.
L’addition d’une molécule d’eau conduit a la formation de la dihydroxyacétone a partir du
méthylglyoxal. En revanche, la perte d’une molécule d’eau transforme le glycéraldehyde en
méthylglyoxal. En milieu alcalin, la réductone issue du glucose se scinde cette fois en glyoxal

et 2,3-butanedione.

Méthylglyoxal Dihydroxyacétone
R H, O o
/ 3
H,C—NH HC—0 = +H,0
(lz—o | =0
| o pH acide =0 H 0
CH, ou neutre CH, + OH

| . -
?H(OH) § éH(OH)
|

CH(OH) R—NH] CH(OH) i A° “H0 | HC O
| | —_—
CH,0H CH,OH HO

Produit d'Amadori  3-Déoxyglucosone Glycéraldehyde Méthylglyoxal

Figure 11 : Schéma de formation du méthylglyoxal a partir du produit d’Amadori issu

de la réaction entre un acide aminé R-NH; et le glucose.
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Enfin, les composés a-dicarbonylés sont connus comme étant des intermédiaires de la
réaction de Maillard beaucoup plus réactifs que les pentoses ou hexoses dont ils sont issus.
(Thornalley, 2005) estime que le méthylglyoxal est environ 20 000 fois plus réactif que le
glucose.

Le méthylglyoxal est aussi décrit comme étant généralement plus réactif (Hollnagel &
Kroh, 1998) et plus répandu que le glyoxal aussi bien dans des milieux biologiques que dans
les denrées alimentaires.

Différentes études s’intéressent a la détection et la quantification des composés o-
dicarbonylés in vivo (Glomb & Tschirnich, 2001) mais aussi sur des mod¢les ayant subi un
traitement thermique (Homoki-Farkas, et coll., 1997). Plus particuliérement, le méthylglyoxal
qui présente des effets mutagenes et cytotoxiques, a été détecté dans différents aliments tels
que les pommes de terre (Kajita & Senda, 1972), le café (Ohmori, et coll., 1987), le vin et
autres boissons (Hayashi & Shibamoto, 1985), les huiles végétales (Hirayama, et coll., 1994),
le miel (Mavric, et coll., 2006) et différentes patisseries (Henle, et coll., 1994).

Homoki-Farkas, et coll. (1997) ont cherché a doser le méthylglyoxal provenant de la
dégradation des sucres a la suite d’un traitement thermique de systémes modeles. Le D-
glucose (monosaccharide), la dextrine 15 (oligosaccharide comprenant 15 unités de glucose)
et ’amidon (polysaccharide) sont chauffés a différentes températures, de 160 a 182°C pour le
D-glucose et 170°C pour la dextrine et I’amidon, pendant 10 a 60 minutes. Le méme procédé
est utilis¢é en présence d’une amine, la glycine ou I’ortho-phénylénediamine (agent de
dérivation du méthylglyoxal dans le cadre de son dosage en HPLC-UV), afin de voir I’effet de

la réaction de Maillard sur la formation de méthylglyoxal (figure 12).

H
NH, NG N _H
+ —_—
=
NH, 07 cH, N~ CH,
H

Figure 12 : Réaction de I’ortho-phénylénediamine sur le méthylglyoxal.
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En milieu sec, la formation de méthylglyoxal est plus lente qu’en milieu aqueux
quelque soit la température observée. Cet effet serait df, selon les auteurs, a la formation plus
rapide de produits bruns en milieu sec. Le méme phénomeéne est observé pour la dextrine et
I’amidon a 170°C, c’est-a-dire un meilleur rendement en méthylglyoxal en milieu aqueux
qu’en milieu sec. En comparant le D-glucose avec la dextrine et ’amidon, dans les mémes
conditions (milieu aqueux, 170°C), le glucose produit la concentration en méthylglyoxal la
plus élevée avec un palier a 30 min de chauffage puis une diminution, suivi de la dextrine et
enfin de ’amidon. En présence d’une amine, la formation de méthylglyoxal est accélérée, ce
qui confirme ’effet catalytique des amines. La concentration en méthylglyoxal est, dans ces

conditions, plus ¢levée que dans un modele simple de caramélisation dépourvu d’amine.

3. pH

a. Etude sur différents modeéles

Ashoor & Zent (1984) ont étudié I’influence du pH sur le chauffage de trois acides
aminés (lysine, alanine, arginine), représentatifs des trois groupes cités dans le chapitre III :
I.1 (p 47), en présence d’un sucre réducteur. Aucun brunissement n’est détecté a un pH
inférieur a 6. Sur une échelle de pH allant de 6 a 12, un maximum de brunissement est
observé pour chaque acide aminé a pH 10, confirmant que la réaction de Maillard est
favorisée en milieu alcalin. En effet, la réactivité d’une amine est essentiecllement basée sur la
présence du doublet libre de 1’azote (figure 13). A pH acide, la protonation 6te le doublet libre

et empéche ainsi I’attaque nucléophile de ce dernier sur les fonctions carbonylées.
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si pH > pKa de l'amine R—NH, =0 C=N
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Figure 13 : Addition nucléophile d’une amine primaire sur un aldéhyde ou une cétone

en fonction du pH.

Sur 3 autres mélanges composés d’acides aminés (lysine, thréonine, méthionine) et de
glucose, I’influence du pH est également observée (Ajandouz & Puigserver, 1999). Pour un
mélange lysine/glucose, lorsque le pH augmente de 6 a 12, I’absorbance a 420 nm augmente,
ce qui confirme que la réaction de Maillard est favorisée en milieu alcalin. En revanche, pour
les deux autres mélanges étudiés (méthionine/glucose et thréonine/glucose), la différence
d’intensité de brunissement avec une solution de glucose seul est nettement moins marquée. A
I’aide de ces observations sur des modeles simples, Jung, et coll. (2003) ont tenté de limiter la
formation d’acrylamide en acidifiant les matrices alimentaires. Un pré-traitement de pomme
de terre a I’acide citrique aux concentrations de 1% et 2% permet effectivement d’inhiber la
formation d’acrylamide au cours du traitement thermique par friture. Cette inhibition a été
respectivement de 73,1% et 79,7% (Jung, et coll., 2003). De méme, le chauffage d’une
solution d’un mélange asparagine/glucose dans un tampon phosphate pendant 30 min a 150°C
révele une inhibition de 99,1% de la formation d’acrylamide lorsque le pH est diminué¢ de 7
a4

I1 est enfin démontré que la formation de composés mutageénes issus de la réaction de
Maillard dépend du pH. En effet celle-ci est faible a pH acide et favorisée en milieu basique

(Spingarn & Garvie, 1979).
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b. pH dans les aliments

Nous venons de voir que la réaction de Maillard est favorisée en milieu alcalin.
Cependant le tableau 1 indique que la plupart des aliments ont un pH légérement acide, ce qui

devrait théoriquement limiter cette réaction.

pH
Beeuf '

40 min post-mortem 6,4
48h post-mortem 5.4

Jambon de Parme
450 jours d'affinage 5,88
570 jours d'affinage 5,91
690 jours d'affinage 5,89
Tomate * 4,6
Lait de vache * 6,7

' Neath, et coll. (2007) ; ? Sforza, et coll. (2006) ; > Loiudice, et coll. (1995); * Lindmark-
Mansson, ef coll. (2003).

Tableau 1: pH dans la viande de bceuf, le jambon de Parme, la tomate et le lait de

vache.

Dans la viande de beeuf, le pH diminue d’une unité de pH 48 heures aprés 1’abattage.
Cette baisse est due a la transformation du glycogene en acide lactique. Cet acide n’est plus
¢liminé du fait de 1’arrét de la circulation sanguine. Il s’accumule et contribue a la baisse du
pH. Pendant I’affinage du jambon de Parme, le pH ne varie pas, il est de 5,9 en moyenne.
Pour la tomate, le pH est plutdt acide, d’une valeur de 4,6 et varie peu selon les différentes
variétés ¢étudiées (Loiudice, et coll., 1995). Enfin, le pH du lait de vache est proche de la

neutralité : 6,7 en moyenne.

54



c. Effet de la nature du tampon et de sa concentration

La nature d’un tampon et le pH sont étroitement liés. De nombreuses études sur
modeles simples utilisent des tampons phosphate sans se préoccuper de leurs effets sur la
réaction de Maillard. Or il est suggéré que les ions phosphate catalyseraient la conversion de
la N-glycosylamine en produit d’Amadori lors de 1’étape initiale de la réaction de Maillard
(Potman & van Wijk, 1989). En effet, en milieu phosphate, une accélération du brunissement
est observée (Tessier & Birlouez-Aragon, 1998). L’activation de la réaction est due a la
présence de traces de métaux de transition complexés aux ions phosphate. Les métaux de
transition joueraient alors le role de catalyseur dans des réactions de Maillard alors appelées
réaction de glycoxydation.

De ce fait, la nature et la quantité des produits de réaction s’en trouveraient modifiées.
En revanche, 1’absence de tampon peut entrainer une variation de pH de 3-4 unités ce qui est
préjudiciable pour les études de 1’effet du pH sur la réaction de Maillard. Cette baisse de pH
est associée non seulement a la réduction du nombre de groupement NH,, mais également a la
formation de divers acides au cours de la réaction de Maillard (acide lactique, formique,
acétique...). Nous verrons que notre proposition de mécanisme de synthése de 1’acide 5-
hydroxy-2,6-diméthylnicotinique inclue la perte d’un carbone par élimination d’une molécule
d’acide formique (PARTIE III chapitre II : 11.2.1 ; p 154).

Toutes ces observations ont de nouveau été illustrées dans une étude récente qui s’est
intéressée a la formation d’acrylamide en fonction du pH, de la nature du tampon et de la
force ionique du milieu réactionnel (De Vleeschouwer, et coll., 2006). Ils ont comparé
I’influence d’un tampon phosphate (0,5 M), d’un tampon citrate (0,5 M) et de I’eau a pH 4,83
sur un mélange équimolaire asparagine/glucose (0,1 M) chauffé pendant 20 min a 160°C,
180°C et 200°C. Les résultats montrent que la formation d’acrylamide est plus faible en
milieu tamponné, quel que soit le tampon testé. Ils expliquent cette observation par le
changement de pH en systéme non tamponné lors de la ou des réaction(s) développée(s). Ce
changement est évidemment moins important dans les systémes tamponnés. Ensuite, la faible
formation d’acrylamide peut étre attribuée a 1’effet inhibiteur des ions du tampon sur la
production d’acrylamide, étant donné la force ionique élevée employée (0,5 M). C’est
pourquoi ils ont ensuite testé I’influence de cinq concentrations de tampon phosphate et
citrate (0,025 a 0,5 M) sur le méme type de mélange que précédemment a pH 8, pendant 20

min a des températures allant de 120°C a 200°C. Ils observent la méme tendance pour les
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deux types de tampons. Pour les faibles concentrations (0,025 et 0,05 M), un plateau est
obtenu aux températures élevées (180°C et 200°C), ce qui n’est pas le cas des concentrations
supérieures ou égales aux concentrations des réactants ou 1’on observe une baisse de la
quantit¢ d’acrylamide a la température de 200°C. Le fait d’augmenter la force ionique a

tendance a diminuer la concentration d’acrylamide.

4. Couple Temps/Température

Le temps de réaction mais aussi la température du traitement thermique appliqué a un
aliment sont deux parametres fondamentaux de la réaction de Maillard.

Shibamoto & Bernhard (1976) ont étudié I’influence du temps et de la température de
chauffage sur la formation de pyrazines a partir de mélanges hydroxyde d’ammonium et
glucose. Pour une température inférieure a 70°C, peu de pyrazines sont formées. A partir de
cette température, le taux de pyrazines augmente jusqu’a 120°C, température a laquelle un
optimum est atteint. A une température supérieure a 120°C, le taux de pyrazines diminue
brusquement. A une température constante de 100°C, la production de pyrazines est maximale
avec un temps d’incubation de 4 heures. Ensuite, le taux diminue rapidement entre 4 heures et
6 heures, puis faiblement apres 6 heures. A 48 h d’incubation, le taux devient trés faible.

La température a non seulement un effet sur le rendement de la réaction de Maillard
mais aussi sur le type de CNF synthétisés. En étudiant 1’effet de la température sur la
contribution de I’a-amine et de 1’e-amine de la lysine sur la formation de pyrazines, Hwang,
et coll. (1994) ont conclu qu’elle n’avait pas d’effet sur la réactivité relative entre les deux
amines. Cependant, le type de pyrazine différe avec la température. En effet, a une
température de 100°C, seules la méthylpyrazine et la 2,6-diméthylpyrazine sont formées. Pour
obtenir des pyrazines substituées de chaines alkyles plus longues, une température plus €élevée
est nécessaire.

L’influence du couple temps/température sur la formation d’acrylamide a aussi été
étudiée dans la pomme de terre (Taubert, ef coll., 2004). Les températures de 120°C a 230°C
ont été testées et il apparait qu'une température minimale de 120°C est nécessaire pour la
formation d’acrylamide. Les résultats montrent que la quantité d’acrylamide est nettement
plus influencée par le temps de chauffage a une certaine température que par la température
elle-méme.

De fagon générale, la formation des produits de Maillard est augmentée avec le temps

et la température. Cependant, selon les molécules formées, il se peut que I’on observe une
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diminution de leurs concentrations a un temps de chauffage donné. Cette observation est par
exemple décrite pour 1’acrylamide (Tareke, et coll., 2002). Cette diminution peut s’expliquer
soit par une dégradation des CNF et transformations en produits plus avancés ou terminaux de
la réaction de Maillard (les mélanoidines, par exemple), soit par une compétition entre la

formation de différents CNF.

5. Activité d’eau

L’activité¢ de I’eau dans les aliments est un facteur trés important dans la réaction de
Maillard qui influence la couleur, le goft, les ardmes formés. En régle générale, beaucoup de
réactions de brunissement ont lieu a une activité¢ d’eau comprise entre 0,3 et 0,7 (Eichner &
Karel, 1972). D’aprés Van den Berg & Bruin (1981), la vitesse de brunissement non
enzymatique est maximale pour une activité¢ d’eau de 0,7 (figure 14). En revanche, pour les
milieux liquides en présence d’alcool tel que le glycérol la vitesse maximale de la réaction
peut étre obtenue pour une activité¢ inférieure (entre 0,4 et 0,8 selon I’alcool employé¢)
(Warmbier, et coll., 1976).Lors de la premicre étape de la réaction de Maillard, I’eau permet
une mobilité des deux réactifs (amine et sucre) et facilite ainsi leur réaction. En dessous d’une
activité d’eau de 0,2, la vitesse de la réaction de Maillard devient trés faible. C’est d’ailleurs
cette activité d’eau qui permet une meilleure stabilit¢ des aliments déshydratés. En revanche,
pour une activité supérieure a 0,7, un effet de dilution des réactants est observé ce qui abaisse
la vitesse de réaction (Lorient & Tainturier, 2002). Par ailleurs, il est é¢galement avancé que
I’eau, qui est un produit de la réaction de Maillard (voir figure 5 et figure 6), jouerait un role

d’inhibiteur dans des réactions en équilibre.
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Figure 14 : Vitesse des réactions de dégradation des aliments en fonction de P’activité de
I’eau a température ambiante (Lorient & Tainturier (2002), d’aprés Labuza, et coll.,

1970).

Cuzzoni, et coll. (1988) ont étudi¢ I’influence de I’activité de 1’eau sur D’activité
mutageéne, ’absorbance et la formation de furfurals a partir des mélanges ribose/lysine et
glucose/lysine. Chauffé a 100°C, le mélange ribose/lysine présente une activité mutagene
d’autant plus accrue que ’activité d’eau diminue. En revanche, aucun lien n’est observé entre
activité mutageéne et activité d’eau pour le mélange glucose/lysine. Pour les deux mélanges
testés, 1’absorbance a 420 nm augmente entre 120 et 160°C lorsque I’on diminue 1’activité de

I’eau.
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II. LES ACIDES AMINES LIBRES DANS LES ALIMENTS

Les protéines constituent la principale source d’azote dans les aliments, et les acides
aminés libres ne représentent finalement qu’une faible part de 1’apport azoté. Si nous prenons
I’exemple du lait de vache et les données de quelques publications (Mehaia & Al-Kanhal,
1992 ; FAO, 1995), nous observons qu’il contient environ 290 000 umol d’acides aminés
protéiques (sur la base de 32 g de protéines par litre) et seulement 300 pmol d’acides aminés
libres. Dans cette matrice alimentaire les acides aminés libres ne représentent donc qu’1%o des
acides aminés totaux. Ce faible pourcentage d’acides aminés libres est vraisemblablement
retrouvé dans de nombreux autres aliments.

Cependant comme nous ’avons évoqué précédemment, plusieurs arguments indiquent
que leur transformation au cours de la conservation ou du traitement thermique des denrées
alimentaires entraine la formation de composés de Maillard qui devront faire 1’objet d’études

approfondies.

Les teneurs en glutamine, acide glutamique, asparagine, acide aspartique, arginine et
lysine (en pg/g pour les aliments solides et en pg/mL pour les aliments liquides) recueillies
dans la littérature dans quelques aliments de consommation courante sont reprises dans le

tableau 2.

Les auteurs constatent que, dans le jambon de Parme, la lysine représente 1’acide
aminé libre le plus abondant a hauteur de 7 700 pg/g en moyenne. Les auteurs observent aussi
que son taux ne varie pas dans le temps contrairement a ceux de la glutamine et de 1’arginine.
Parmi I’ensemble des acides aminés mesurés, ces deux acides aminés sont les seuls a se
dégrader au fur et a mesure de I’affinage jusqu’a devenir nul pour la glutamine a 690 jours. I1
est vrai que la glutamine est un acide aminé libre peu abondant dans le jambon de Parme a
450 jours d’affinage (89 pg/g) mais on peut suspecter une dégradation progressive depuis le
premier jour d’affinage du jambon. Précisons que les muscles des mammiféres sont le lieu de
synthése de la glutamine et que 1’on s’attend a retrouver une forte concentration de glutamine
dans les produits carnés crus (Shabert & Ehrlich, 1994). A ce propos, et contrairement au

jambon de Parme, la glutamine est 1’acide aminé libre le plus abondant dans la viande de
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porc. Cela confirme qu’au cours de I’affinage d’une viande de porc, la glutamine est instable
jusqu’a étre totalement dégradée a la fin du procédé.

Dans la tomate, la concentration en glutamine libre est de 2 658 pg/g de tomate
fraiche : le plus important parmi les acides aminés répertoriés. Cependant les auteurs de cette
¢tude n’ont pas dosé I’ensemble des acides aminés. Il manque entre autres la lysine et
I’arginine. Dans d’autres végétaux, la glutamine libre se trouve étre aussi I’acide aminé le plus
abondant, c’est le cas du brocoli, du chou et de 1’épinard. Dans le pois et le chou fleur, nous
retrouvons 1’asparagine et I’acide aspartique comme étant les plus abondants.

Quelle que soit la variété étudiée, 1’asparagine représente 1’acide aminé libre le plus
abondant dans la pomme de terre (jusqu’a 4 900 pg/g de pomme de terre fraiche). Nous
observons aussi une teneur en glutamine libre non négligeable dans la pomme de terre.
Cependant, des teneurs assez variables ont été proposées selon les publications. Ces
différences peuvent étre attribuées aux différentes variétés employées, aux différents systémes
de culture et de fertilisation, aux différentes applications de pesticides, aux différentes dates
de récolte ainsi qu’aux différences de temps et de température de stockage (Taeymans, et
coll., 2004).

Dans les produits céréaliers, la distribution en acides aminés libres peut étre différente
selon la céréale étudi¢e. En effet, dans la farine de bl¢, 1’acide aspartique est 1’acide aminé
libre le plus abondant (148 pg/g) alors que dans la farine de seigle, 1’acide aspartique et
I’asparagine sont les plus abondants avec des teneurs avoisinant 360 pg/g.

Dans les amandes, les auteurs n’ont pas distingué 1’acide aspartique de 1’acide
glutamique en raison d’une mauvaise résolution chromatographique. Il se trouve que la teneur
de ces deux acides aminés est la plus importante suivie de celle de 1’asparagine, de 1’arginine
et de la glutamine. Cette derniere a ét¢ mesurée a une concentration environ 10 fois plus faible
que celle du mélange acide aspartique + acide glutamique.

Dans les féves de cacao, les auteurs ont étudié I’impact du grillage sur les teneurs en
acides aminés libres. Quelle que soit la température de grillage (125°C et 135°C), I’arginine
reste 1’acide aminé libre le plus abondant malgré I’observation d’une dégradation partielle.
Pour les quatre acides aminés répertoriés dans le tableau 2, les auteurs observent une
dégradation au cours du procédé de grillage, avec une perte proche de 80% pour la glutamine,
de 70% pour I’asparagine et de 71% pour la lysine.

Dans les jus de pomme et d’ananas, I’asparagine représente 1’acide aminé libre le plus

abondant alors que, dans le jus de raisin, c’est 1’arginine qui est présent en concentration
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importante. Les trois jus de fruits étudiés ont des teneurs en acide glutamique variant de 20 a
30 pg/mL et des teneurs en glutamine plus faibles comprises entre 2 et 15 pg/mL.

Enfin, dans le vin rouge, les teneurs en acides aminés libres sont globalement faibles.
La glutamine, I’acide aspartique, 1’arginine et la lysine sont présents a des concentrations
inférieures a 1 pg/mL. Parmi les acides aminés mesurés, 1’acide glutamique est le plus

abondant avec 2,6 pg/mL.
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ug/g (matrices solides) ou pg/mL (matrices liquides)

Gin Asn Glu Asp Arg Lys
Viande de porc
Muscle Longissimus Dorsi * 297 11 26 2 45 26
Muscle Longissimus Dorsi * 389 20 4 52 26
Muscle Semimembranosus * 262 11 4 56 20
Muscle Trapezius * 1618 16 60 7 55 31
Muscle Masseter - 2752 17 47 3 58 38
Jambon de Parme *
450 jours d'affinage 89 597 5022 2387 2430 7064
570 jours d'affinage 7 537 5625 2587 2307 7979
690 jours d'affinage 0,3 586 6020 2809 2299 8162
Lait cru de vache * 2 QNM* 10 1 1 3
Lait humain * 31 QNM* 154 5 6 13
Tomate - Variété Caimanta 2658 381 1611 407 QNM® QNM®
Brocolis ° 103 15 33 19 5 QNM*
Pois ’ 42 1680 102 193 29 6
Chou’ 1225 184 396 118 187 34
Epinard ’ 170 27 180 35 42 10
Chou fleur ’ 220 37 293 516 6 17
Pomme de terre
Variété Bintje ’ 3552 4878 781 484 492 85
Variété Saturna ® 282 939 94 47 164 47
Variété Cara 863 2263 357 375 230 95
Variété Nadine ° 1321 1703 234 324 218 81
Variété Fianna ° 1041 2581 483 516 208 72
Variété Marfona 1771 1912 351 305 316 189
Produits céréaliers "
Farine de blé 19 88 61 148 20 8
Farine de seigle 35 365 163 351 50 18
Amandes ! 337 2650 3220 1035 QNM*
Féve de cacao '
brute 371 309 555 379
grillée 3min a 125°C 119 145 QNM* 223 160
grillée 3min a 135°C 80 94 160 109
Jus de
Raisin 4 30 19 208
Pomme 2 323 20 81 3 4
Ananas 15 247 29 26 13 13
Vin rouge " 0,02 1,6 2,6 0,7 0,3 0,05
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“Q N M : Quantité non mesurée

! Flores, et coll. (2000) ; > Aristoy & Toldra (1998) ; * Sforza, et coll. (2006) ; * Mehaia & Al-
Kanhal (1992); > Pratta, et coll. (2004) ; © Murcia, et coll. (2001); ’ Eppendorfer & Bille
(1996) ; ® Martin & Ames (2001) ; ° Oruna-Concha, et coll. (2001); '® Mustafa, et coll.
(2007) ; "' Helena Seron, et coll. (1998) ; ' Serra Bonvehi & Ventura Coll (2002) ; " Dizy, et
coll. (1992) ; ** Pripis-Nicolau, ef coll. (2001).

Tableau 2 : Acides aminés libres dans quelques matrices alimentaires (en png/g pour les

matrices solides et en ng/mL pour les matrices liquides).

III. L’EXEMPLE DE L’ASPARAGINE

Suite a la découverte de I’acrylamide dans des produits issus de la pomme de terre en
2002, pres de 150 articles sont parus traitant de I’influence du temps et de la température de
cuisson (Tareke, et coll., 2002), de la teneur en asparagine ou en sucres (Surdyk, et coll.,
2004) et de la nature du sucre (Biedermann, et coll., 2002 ; Pollien, ef coll., 2003 ; Taecymans,
et coll, 2004) sur la formation d’acrylamide. Différents pré-traitements des matrices
alimentaires ont ensuite été testés pour tenter de diminuer la formation d’acrylamide (Tareke,
et coll., 2002 ; Gokmen & Senyuva, 2007). L’utilisation d’asparaginase a entre autres été
¢valuée dans le but de réduire la concentration d’asparagine libre dans les matrices destinées a
un traitement thermique (Friedman, 2003).

Peu de temps apreés la découverte de cette molécule potentiellement toxique dans les
aliments, I’asparagine libre a été identifié¢e comme é€tant son plus important précurseur
(Mottram, et coll., 2002 ; Stadler, et coll., 2002 ; Becalski, et coll., 2003 ; Yaylayan, ef coll.,
2003 ; Zyzak, et coll., 2003). L’asparagine fait encore 1’objet de nombreuses études. Elle est
ainsi devenue le premier exemple d’acide aminé libre impliqué dans la qualité sanitaire des
aliments chauffés qui en sont riches. Sur la figure 15 est représenté le schéma de formation de
I’acrylamide a partir de I’asparagine libre proposé par Zyzak, et coll. (2003) et Granvogl, et
coll. (2004). Aprés décarboxylation de 1’imine, deux principales voies de synthése de

I’acrylamide sont probables. L’imine décarboxylée peut se décomposer directement en
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acrylamide par ¢limination de I’imine (voie 1) ou bien s’hydrolyser pour former le 3-
aminopropionamide (voie 2). Apres élimination d’ammoniac, ce dernier forme 1’acrylamide.
Enfin, il est observé que la quantité¢ d’acrylamide formé a partir de 3-aminopropionamide
chauffé sans glucose dans un modéle « pomme de terre » est cinq fois plus élevée que celle
obtenue dans un mélange asparagine/glucose (Zyzak, et coll., 2003). Notons aussi que le 3-
aminopropionamide peut étre formé par voie enzymatique a 1’aide d’une décarboxylase et
d’un coenzyme, le pyridoxal phosphate (Granvogl, et coll., 2004). Cependant, malgré le fait
que le 3-aminopropionamide ait ét¢ détecté dans des pommes de terre crues (Granvogl, et
coll., 2004), cette voie reste mineure comparée a celle faisant intervenir I’asparagine libre et le

glucose.
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Figure 15 : Schéma de formation de I’acrylamide a partir de I’asparagine libre dans les

aliments chauffés (Zyzak, et coll., 2003 ; Granvogl, et coll., 2004).
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L’asparagine joue un réle important dans la formation d’acrylamide dans les aliments.
Cependant, I’acrylamide peut aussi étre formé a partir d’autres constituants de la matrice
comme nous 1’avons vu avec le 3-aminopropionamide, ou a partir d’acroléine et de composés
azotés (Becalski, et coll., 2003 ; Yasuhara, et coll., 2003). Ce point sera examiné dans le

chapitre III : IV.2.d (p 73).

IV. LA GLUTAMINE ET L’AMMONIAC : IMPLICATION DANS LA REACTION DE

MAILLARD

La glutamine est considérée comme un acide aminé non essentiel car, pour un individu
en bonne sant¢, le corps est capable de la synthétiser en quantité nécessaire a partir de 1’acide
glutamique. Cependant, elle peut devenir « conditionnellement » essentielle en période de
stress métabolique (traumatismes, infections, interventions chirurgicales, bralures du 3eme
degré) ou lors d’exercices intenses (Lacey & Wilmore, 1990). En effet, dans ce cas, les
besoins importants du tissu digestif ne sont que partiellement couverts par la production du
tissu musculaire (Souba, ef coll., 1985).

Malgré la forte teneur en glutamine libre dans les aliments non transformés (voir
chapitre III : II, p 59), son apport alimentaire est trés limité. En effet, de par sa structure
chimique comprenant une a-amine, un amide et un acide (figure 16), cet acide aminé libre est
trés rapidement dégradé. Cette dégradation est évidement accélérée lorsque les matrices
alimentaires sont soumises a un traitement thermique. Méme si le risque nutritionnel associé a
une perte en glutamine dans les aliments semble étre négligeable pour des sujets sains, il n’en

demeure pas moins que les produits de dégradation de cet amide doivent étre analysés en

détail et leur toxicité évaluée.

1. Les produits de dégradation spécifiques de la glutamine

De nombreuses protéines végétales sont riches en glutamine, et la dégradation de cet
acide aminé¢ a été largement étudiée. Plusieurs facteurs environnementaux sont impliqués dans

la désamidation de la glutamine protéique. Celle-ci transforme la glutamine en acide
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glutamique, et s’accompagne d’une perte d’ammoniac. La transformation de la fonction
amide en fonction acide est favorisée a pH acide par une hydrolyse simple, et a pH basique
par une attaque nucléophile sur le carbonyle de la fonction amide (Riha, et coll., 1996).
Lorsque la glutamine est a I’état libre, ’a-amine n’est pas engagée dans une liaison
peptidique. Son mécanisme et sa vitesse de dégradation sont alors modifiés.
A notre connaissance, peu d’études ont porté sur la dégradation de la glutamine libre
dans les aliments. Nous présentons ci-dessous les quelques résultats recueillis dans la

littérature.

a. L’acide pyroglutamique

Lorsque la glutamine est soumise & un traitement thermique, en présence ou non de
composés carbonylés, elle se dégrade rapidement en acide S5-pyrrolidone-2-carboxylique,
aussi appelé acide pyroglutamique (Snowden, et coll., 2002). Cette dégradation, présentée
dans la figure 16, entraine la libération d’ammoniac qui, dans I’aliment, sera soit évaporé dans
I’atmosphere, soit impliqué dans de nouvelles réactions que nous détaillerons dans le chapitre
suivant. La formation d’acide pyroglutamique nécessite une a-amine libre sur la glutamine et
ne peut donc avoir lieu sur une protéine. Enfin, c’est une réaction hydrolytique qui n’est

possible qu’en milieu aqueux (Wright, 1991).
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Figure 16 : Schéma de formation de I’acide pyroglutamique a partir de la glutamine

(Schneider, et coll., 2003).
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b. Le 3-butenamide

Peu aprés la découverte de la formation d’acrylamide dans les aliments, des
hypothéses sur la présence d’autres composés vinyles formés de fagon analogue, comme le 3-
butenamide, sont apparues (Weisshaar & Gutsche, 2002). Le 3-butenamide serait issu de la
réaction entre la glutamine et un sucre ou composé dicarbonylé (Stadler, et coll., 2003) (figure

17).

/\j)L I
/ NHZ \/\kNHZ
3-Butenamide Acrylamide

Figure 17 : Deux produits de réaction possibles a partir de la glutamine (3-butenamide)

et de ’asparagine (acrylamide).

Stadler, et coll. (2003) ont étudié la formation du 3-butenamide a partir de mélange
glutamine/glucose et glutamine/fructose issus de pyrolyses. Le 3-butenamide n’est détecté
qu’a de faibles concentrations (3,5 a 7,5 umol/mol glutamine) avec une température optimale
relativement faible (120-140°C). Sur le chromatogramme présenté par ces auteurs, un autre
pic apparait : le 2-pyrrolidinone (figure 18). Cette molécule n’est pas spécifique de la
glutamine puisqu’elle peut aussi étre formée a partir d’acide glutamique. Enfin, en absence de
sucre, seulement des traces de 2-pyrrolidinone sont détectées (< 10 umol/mol acide aminé).
Cette derni¢re molécule a été détectée dans les poudres de cacao, le café, les 1égumes séchés

et les feuilles de tabac (Mende, et coll., 1994).
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Figure 18 : Mécanisme de formation du 2-pyrrolidinone a partir de pyrolyse de

glutamine-sucre ou acide glutamique-sucre proposé par Stadler, ef coll. (2003).

¢. Transamidification avec la lysine

Lors du traitement thermique des aliments a haute température et a faible activité
d’eau, les protéines peuvent conduire a la formation de peptides tels que le y-glutamyl-g-
lysine (GGL) par le biais d’une réaction de transamidification entre la fonction &-NH; de la
lysine et le groupement carboxamide de la glutamine (Bjarnason & Carpenter, 1970) (figure
19). Nous pouvons faire I’hypothése que cette transamidification se produit également entre

les deux acides aminés sous forme libre.
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Figure 19 : Réaction entre I’s-amine de la lysine et I’amide de la glutamine.

2. Les produits de dégradation non-spécifiques de la glutamine

De par son instabilité, la glutamine est une source non négligeable d’ammoniac dans
les aliments. Il est connu depuis plus de 30 ans qu’a forte température I’ammoniac réagit avec
les sucres réducteurs et les dicarbonyls pour former différents hétérocycles de type imidazole,
pyrazine, piperazine et pyridine (Kort, 1970). Il a aussi ét¢ montré que 1’acrylamide, qui
semble principalement issu de la dégradation de 1’asparagine libre, pouvait étre synthétisé a
partir de ’ammoniac et I’acide acrylique (Yasuhara, et coll., 2003).

Ainsi la glutamine contribue indirectement a la formation d’acrylamide,
d’hétérocycles azotés et autres produits de Maillard méme si les composés ainsi formés ne
sont pas spécifiques la glutamine. En effet, comme nous allons le voir a la fin de ce chapitre,

les sources d’ammoniac sont nombreuses dans les aliments.
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a. Les imidazoles

En 1967, Jezo émit I’hypothese selon laquelle I’ammoniac pouvait former un produit
d’Amadori avec le glucose (ou un produit de Heyns avec le fructose) (Jezo, 1967). La
condensation de deux produits d’Amadori ou de Heyns, sans fragmentation préalable de
I’hexose, serait alors a 1’origine de la formation d’hétérocycles azotés. Une déshydratation

suivie d’une isomérisation des doubles liaisons conduiraient enfin a la formation d’imidazoles

(figure 20).
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Figure 20 : Schéma de formation des imidazoles a partir d’ammoniac, de glucose et de

fructose (Kort, 1970).
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b. Les pyrazines

Le méme schéma réactionnel impliquant ’ammoniac a été¢ proposé pour la formation
des pyrazines (figure 21). La présence importante de pyrazines dans les aliments soumis a un
traitement thermique, et leurs propriétés organoleptiques recherchées par les industriels ont
conduit plusieurs équipes scientifiques a étudier quels pouvaient étre les précurseurs de ces
aromes dans les matrices alimentaires. C’est ainsi que la réactivit¢ de I’ammoniac, puis de la
glutamine a été comparée a celle d’autres acides aminés.

Il y a presque 40 ans, Koehler, et coll. ont montré qu’en présence de sucre, la
glutamine et I’asparagine formaient plus de pyrazines que leurs acides respectifs (Koehler, et
coll., 1969). Les auteurs de cette premiere étude conclurent alors que les fonctions amides de
la glutamine et de ’asparagine étaient deux sources d’azote importantes pour la synthése des
pyrazines. Ils précisérent que les sucres constituaient la principale source de carbone pour ces
hétérocycles.

De nombreux auteurs ont comparé¢ le modele simple « sucre / ammoniac » aux
modeles « sucre / acides aminés ». Ils ont tous observé que le rendement de synthese des
pyrazines était plus faible lorsque la source d’azote n’était que I’ammoniac. Ils ont également
décrit des variations quantitative et qualitative de formation des principales pyrazines
(pyrazine non substituée, 2-méthylpyrazine, diméthylpyrazines, 2-éthylpyrazine et 2,3,5-
triméthylpyrazine) en fonction du type d’acide aminé chauffé. Cela montre que la glutamine
et les autres acides aminés testés ont deux fonctions dans la formation des pyrazines : une
fonction catalytique dépendante de I’amine impliquée dans la réaction et une fonction de
générateur d’azote. Il semblerait que I’effet catalytique propre a chaque acide aminé soit
associ¢ a la formation spécifique de fragments de 2 ou 3 carbones a partir d’hexoses
(rétroaldolisation puis condensation aldolique des acides carboxyliques dérivés des hexoses),
suivi d’une formation des cycles de pyrazine. La formation de chaines carbonées de longueurs
variables serait a I’origine des différents groupements alkyles présents sur les pyrazines.

En théorie la glutamine et I’asparagine qui sont des acides aminés « donneur d’azote »
devraient étre les plus importants précurseurs de pyrazines et autres hétérocycles azotés. Mais
Hwang, ef coll. (1995a) ont été surpris d’observer sur des modéles simples que d’autres acides
aminés tels que la lysine étaient plus réactifs. Cela semble indiquer que la sensibilité d’une
amine a la réaction de Maillard est plus importante que la capacit¢ d’un amide a étre libéré

sous forme d’ammoniac. Cependant il est intéressant de noter qu’une observation détaillée
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des différentes pyrazines formées a partir de la glutamine montre la présence préférentielle de
pyrazines bicycliques telles que les furanyl-pyrazines.

Hwang, ef coll. (1993) se sont intéressés au mécanisme de formation des pyrazines a
partir de la glutamine. Ils ont recherché quelle était I’origine des atomes d’azote des pyrazines
formées en utilisant de la glutamine marquée a 1’azote 15 sur la fonction amide. Apres
réaction & 180°C pendant 1 h entre la glutamine ou la glutamine-amide-""N et le glucose, les
résultats montrent qu’environ 80% des pyrazines formées sont issues de la fonction amide de
la glutamine. Les auteurs de cette étude concluent que I’ammoniac formé par lactamisation est
plus réactif que I’a-amine de la glutamine. Nous devons préciser que ceci est d’autant plus

probable que I’a-amine est immédiatement inactivée par formation d’acide pyroglutamique.
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Figure 21 : Schéma de formation des pyrazines a partir d’ammoniac, de glucose et de

fructose (Kort, 1970).
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c. Les pyridines

Suyama & Adachi (1980) ont montré que la condensation entre des composés a-
dicarbonylés et I’ammoniac issu de la dégradation d’acides aminés conduisait a la formation
de pyridines. Baines & Moltkiewicz (1984) ont ensuite suggéré que la présence d’ammoniac
¢tait la condition déterminante pour la formation de pyridine. Cependant une étude de
réactivité comparative publiée par Hwang, et coll. (1995b) montre que la glutamine ne forme
pas plus de pyridines que I’acide glutamique. Ils en concluent que pour la synthése de
pyridines, I’a-NH, des acides aminés est préférée a 1’ammoniac libéré par les fonctions

amides.

d. L’acrylamide

Mottram, et coll. (2002) ont trouvé que de faibles quantités d’acrylamide pouvaient se
former en présence de glutamine. Cependant le nombre de carbones de la chaine latérale de
cet acide aminé ne permet pas de former I’acrylamide selon la méme voie que celle empruntée
par 1’asparagine. Dans ce cas c’est encore I’ammoniac libéré au cours de la dégradation de la
glutamine qui contribue probablement a la production d’acrylamide.

En effet plusieurs études ont montré que 1’ammoniac pouvait étre a I’origine d’une
partie de I’acrylamide formé dans les aliments au cours de la cuisson. Becalski, et coll. (2003)
ont étudié deux voies de synthése pour 1’acrylamide (figure 22). La principale voie serait celle
qui implique une réaction de Maillard suivie d’une dégradation de Strecker entre 1’asparagine
et le glucose (ou autres sucres réducteurs libres), deux molécules initialement présentes dans
plusieurs matrices alimentaires telles que la pomme de terre (voir chapitre III : 11, p 59). Selon
la seconde voie, I’acrylamide serait formé a partir des produits d’oxydation des lipides et des
composés azotés présents dans les aliments ou générés lors des traitements thermiques. Les
triglycérides seraient dégradés thermiquement en acroléine qui, par oxydation, serait
transformée en acide acrylique. Il a ét¢ montré que cet acide peut ensuite réagir avec
I’ammoniac, issu de la dégradation de composés azotés du milieu, pour conduire a la
formation d’acrylamide (Yasuhara, et coll., 2003).

Afin de confirmer cette hypothése, Yasuhara, et coll. (2003) ont étudi¢ la formation
d’acrylamide a partir de différents modeles de brunissement dont le mélange ammoniac/acide

acrylique. Ils ont observé que la réaction entre 1’acide acrylique et I’ammoniac a 180°C
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produisait une quantité¢ largement supérieure d’acrylamide comparée a la réaction entre

’asparagine et le glucose (190 000 pg/g ammoniac contre 1 200 pg/g asparagine).

COO0~

H
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NH; ey 0
Asparagine
NH,
Acrylamide
H NH;
H OR H,C 0
H OR , \ < Oxydation HZC\\ 2\/0
H——OR H OH
H
Triglycérides Acroléine Acide acrylique

Figure 22 : Deux voies possibles de formation d’acrylamide (Becalski, ef coll., 2003).

Ensuite, ils ont testé¢ I’influence de la température sur la formation d’acrylamide a
partir d’'un mélange ammoniac/acroléine. Les résultats obtenus sont repris dans la figure 23.
Nous pouvons remarquer que de ’acrylamide est formé dés 25°C. Ensuite, la formation
d’acrylamide augmente avec la température jusqu’a 180°C puis diminue a la température

extréme de 200°C.
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Figure 23: Acrylamide formé a partir d’ammoniac et d’acroléine a différentes

températures (Yasuhara, et coll., 2003).

Méme si les études in vitro semblent confirmer la formation d’acrylamide a partir des
produits d’oxydation des triglycérides (voie n°2 de la figure 22), des analyses d’huiles de
friture indiquent une faible formation d’acroléine.

Cette derniére observation suggére que la voie de formation d’acrylamide par

I’ammoniac et I’acroléine n’est pas prédominante.

e. Les autres sources d’ammoniac

Nous venons de voir que la glutamine, en se dégradant, libére de I’ammoniac qui
participe ensuite a de nombreuses réactions de Maillard. Cependant, la glutamine n’est
certainement pas la seule source d’ammoniac dans les aliments. En effet, d’autres acides
aminés liberent de I’ammoniac plus ou moins rapidement lors de leur auto dégradation. Sohn
& Ho (1995) ont testé 19 acides aminés a pH 8 chauffés pendant 2 h a 180°C. Quatre acides
aminés, la glutamine, 1’asparagine, 1’acide aspartique et la cystéine, libérent respectivement
100%, 125%, 60% et 82% d’ammoniac (pourcentage en mole d’NH3 / mole d’acide aminé¢). 11
n’est pas surprenant d’observer la formation d’ammoniac a partir des deux amides d’acides
aminés acides qui subissent probablement une désamidation. Cependant, la libération

d’ammoniac a partir de cystéine et d’acide aspartique chauffés a 180°C pendant 2 h montre
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que les fonctions amines de ces deux acides aminés sont également thermolabiles. Ce n’est
pas le cas des groupements o-NH; des autres acides aminés testés qui restent particulierement
stables dans les conditions de traitement thermique testées. Enfin, la libération importante
d’ammoniac a partir de I’asparagine (environ 125%) indique que cet acide aminé subit une
désamidation de sa fonction amide accompagnée d’une désamination partielle de sa fonction
a-NHs.

Dans le chapitre III : III (p 63) portant sur la formation d’acrylamide a partir de
I’asparagine libre, nous avons vu qu’une seconde voie conduisait a la libération d’ammoniac
par dégradation du 3-aminopropionamide (figure 15). Cette voie n’est pas considérée comme
prépondérante dans la formation d’acrylamide, mais elle illustre parfaitement la possibilité de
libération d’ammoniac au cours d’une réaction de Maillard. D’une fagon générale, dans les
aliments soumis a un traitement thermique, les acides aminés peuvent &étre modifiés par
réaction de Maillard, puis dégradés par réaction de Strecker, entrainant une décarboxylation et
une désamination qui constitue une source non négligeable d’ammoniac (Mottram, 1998).

L’urée qui est présente dans de nombreux produits alimentaires est également une
source d’ammoniac. Cela a été particulicrement décrit dans les produits de la péche car la
conversion bactérienne de 1’'urée en ammoniac génére des ardmes indésirables et altére la
qualité¢ globale des poissons au cours de la conservation (Cheuk & Finne, 1984). L’urée
présente dans les produits carnés, principalement dans la viande de bceuf, semble aussi se
dégrader en ammoniac par réaction chimique catalysée a forte température (Chen, et coll.,
2000). Une autre molécule présente dans les produits carnés, la carnosine, semble étre une
source importante d’azote pour la synthése de composés aromatiques. Il est probable que cette
contribution passe par la libération préalable d’ammoniac dans la matrice alimentaire (Chen
& Ho, 2002).

Enfin d’autres sources d’ammoniac peuvent venir d’ingrédients ou d’additifs utilisés
pour la préparation d’aliments transformés. C’est le cas de I1’hydrogénocarbonate
d’ammonium (NH4HCO3) qui est un agent levant utilisé principalement en biscuiterie et
patisserie. A forte température, 1’hydrogénocarbonate d’ammonium se transforme en

ammoniac, dioxyde de carbone et eau (figure 24).
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NH4HCO3 —_— NH3 -+ H20 -+ C02

Figure 24 : Décomposition de I’hydrogénocarbonate d’ammonium en ammoniac, eau et

dioxyde de carbone.

L’implication de I’hydrogénocarbonate d’ammonium dans la formation d’acrylamide a
été mis en évidence par Amrein, et coll. (2006). Ces auteurs montrent que la présence
d’hydrogénocarbonate d’ammonium augmente la formation d’acrylamide d’un facteur 37 et
69 respectivement pour des incubations d’asparagine en présence de glucose et de fructose. Ils
précisent que 1’hydrogénocarbonate d’ammonium catalyse la formation de composés o-
dicarbonylés. Par exemple, cet additif augmente de 30 fois la formation de glyoxal, précurseur
principal de I’acrylamide. Ces travaux suggerent que 1’hydrogénocarbonate d’ammonium n’a
qu’un role catalytique dans la formation de I’acrylamide par réaction de Maillard. Ceci avait
déja ¢été prouvé par 1’absence d’incorporation de 1’azote de [’hydrogénocarbonate
d’ammonium dans la structure de 1’acrylamide (Amrein, ef coll., 2004). 1l est intéressant de
noter que lorsque 1’hydrogénocarbonate d’ammonium est remplacé par un autre agent levant
non azoté, I’hydrogénocarbonate de sodium, la quantité d’acrylamide se trouve diminuée de

plus de 60%.
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Nous venons de voir qu’il existe aujourd’hui des preuves incontestables du rdle clé
joué par les acides aminés libres dans la formation de nombreux composés néoformés au
cours du traitement thermique des aliments. L’implication des acides aminés libres dans la
formation des ardmes spécifiques des produits grillés a été largement étudiée, et quelques
exemples existent du role que peuvent jouer certains acides aminés dans la production de
molécules toxiques. Les amines hétérocycliques, qui contaminent les produits carnés tres
grillés, sont des composés mutagenes/cancérigenes issus de la réaction de Maillard entre les
acides aminés libres, la créatine et les sucres réducteurs. L’asparagine, qui est un acide aminé
libre présent en forte concentration dans la pomme de terre et autres produits végétaux, est le

principal précurseur de 1’acrylamide retrouvé dans de nombreux produits alimentaires.

Il apparait aujourd’hui capital de surveiller de prés l’ensemble des composés
néoformés issus de la réaction de Maillard sur les acides aminés libres présents en
concentration significative dans les matrices alimentaires. En particulier I’étude de la
transformation de la glutamine au cours du traitement thermique des aliments nous parait étre

une priorité.

Pourquoi s’intéresse-t-on a la réaction de Maillard appliquée a la glutamine libre ?

1. Nous avons montré dans la premicre partie de cette thése que, tout comme
I’asparagine, la glutamine libre était un acide aminé présent en forte proportion
dans plusieurs matrices alimentaires de consommation courante.

2. On observe aussi que la glutamine posseéde une structure chimique trés proche de
celle de I’asparagine, avec deux azotes dont une fonction amide particuliérement
fragile (figure 25).

3. Cet acide aminé est tout a fait intéressant car ’ammoniac libéré et 1’a-NH,
peuvent théoriquement participer indépendamment a de nombreuses réactions de
Maillard.

4. Enfin, a notre connaissance, encore trop peu d’études se sont intéressées au
devenir de la glutamine dans les aliments. Les produits volatils issus de
I’ammoniac, de type alkylpyrazine, ont été trés bien étudiés (extraction par
solvant, distillation fractionnée, espace de téte statique...) et identifiés
(principalement par GC-MS) au cours des années passées. Par contre il n’en est
pas de méme pour les composés non volatils. 11 nous semble donc important

d’approfondir I’étude de ces molécules formées par réaction de Maillard
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directement avec la glutamine ou avec I’ammoniac, comme produit de dégradation

de cet acide aminé.

O O O
o
H,N OH OH
NH, NH, NH,
Glutamine Asparagine

Figure 25 : Schéma de la glutamine et I’asparagine.

Notre objectif a donc été de rechercher, d’isoler et de caractériser les principaux
produits de Maillard non volatils issus de la glutamine et de ’ammoniac libéré lors de sa

dégradation.

Pour valider le role significatif de la glutamine dans la formation de composés de
Maillard, nous avons dans un premier temps comparé la formation de composés bruns ou
fluorescents induite par réaction de Maillard sur différents acides aminés dont la glutamine et
I’ammoniac. La forte instabilit¢ de la glutamine et sa dégradation préférentielle en acide
pyroglutamique et ammoniac nous a conduit a comparer la formation de ce dernier a partir de
différentes molécules azotées également présentes dans les aliments.

Sur des modeles simples nous avons ensuite recherché quels étaient les principaux
fluorophores et chromophores issus de la réaction de Maillard sur la glutamine. Nous
commencerons par exposer les résultats obtenus en présence d’un dicarbonyle trés réactif : le
méthylglyoxal. Dans un deuxiéme temps, nous présenterons les résultats de notre recherche
portant sur les produits de Maillard formés en solution entre la glutamine et le glucose.

Enfin, les molécules identifiées, 1’acide 5-hydroxy-2,6-diméthylnicotinique et les
poly-hydroxyalkyl-pyrazines, seront recherchées dans une matrice particulierement riche en
glutamine : la tomate et ses produits dérivés. Cette recherche sera également effectuée dans
des biscuits du commerce plus ou moins riches en hydrogénocarbonate d’ammonium. Cela
permettra de vérifier que des molécules synthétisées et découvertes dans des modeles simples

sont effectivement présentes dans des denrées alimentaires riches en glutamine ou ammoniac.
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CHAPITRE I: PRODUITS CHIMIQUES ET INSTRUMENTATION

L. LES PRODUITS CHIMIQUES

La plupart des produits utilisés pour nos expériences proviennent de Sigma (Saint-
Quentin-Fallavier, France). La L-glutamine, la L-asparagine, ’acide L-glutamique, I’acide
pyroglutamique, le méthylglyoxal 40% en solution aqueuse, le chlorure d’ammonium "N, le
phthaldialdehyde (OPA), le 2-mercaptoéthanol, le Brij 30° sont tous des réactifs de qualité
analytique.

Le méthanol, 1’acétonitrile, le propan-2-ol et ’hexane fournis par Fisher Bioblock
Scientific (Illkirch, France) sont de pureté compatible avec la chromatographie liquide.
L’acide formique 98/100%, I’ammoniac a 35%, 1’acide acétique glacial et le D-fructose sont
¢également fournis par Fisher Bioblock Scientific. Pour les analyses LC-MS, une eau ultra-
pure de qualit¢ HPLC a été commandée chez VWR International (Fontenay-sous-Bois,
France). Le 1,4-dioxane, I'urée, le D-glucose, le dihydrogénophosphate de sodium et
I’hydrogénophosphate de sodium proviennent du méme fournisseur.

Le glucose marqué au °C sur les six carbones et I’eau deutéri¢e 99,97% sont fournis
par Euriso-Top (Saint-Aubin, France) et la glutamine marquée & I’azote °N sur I’a-amine par
CortecNet (Paris, France).

Enfin, I’eau déminéralisée exempte de matieres organiques, nécessaire a la préparation
des tampons et des ¢luants HPLC (a I’exception des €luants destinés a la LC-MS), est obtenue

apres filtration sur un systéme Elga Purelab UHQ II.
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II. LESTAMPONS

Les tampons phosphates choisis sont des sels de sodium. Ce cation est le principal
¢lectrolyte des matrices extracellulaires, & I’inverse du potassium qui est principalement
retrouvé dans les compartiments intracellulaires. Pour nos modeles expérimentaux, il est donc
préférable d’utiliser un sel de sodium.

Pour obtenir le pH souhaité (5 ; 7,4 ou 9), nous ajoutons plus ou moins de solution de
dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PO4) 200 mM a une solution d’hydrogénophosphate
de sodium (Na,HPO,) 200 mM sous agitation. La concentration des tampons phosphates ainsi
formés est de 200 mM. Elle peut étre diminuée par simple dilution avec de I’eau

déminéralisée sans changement de pH.

III. PREPARATION DE MODELES SIMPLES

Les mode¢les simples sont préparés a partir de différentes solutions meéres d’acides
aminés, de sucres, de méthylglyoxal. Ils sont ensuite incubés dans des tubes en Pyrex (SVL)
d’une capacité¢ de 10 mL. Ces tubes sont compatibles pour des chauffages a haute température
comme 180°C. Les incubations sont réalisées en triple exemplaire et se déroulent, selon les
expériences, soit dans un bain d’huile pouvant atteindre une température de 200°C, soit dans
une étuve ventilée pour des périodes de chauffage plus longues. Aprés incubation, ces tubes

sont refroidis dans la glace pendant 10 min puis préparés pour analyse.

IV. FILTRATION DES ECHANTILLONS ET DES SOLVANTS POUR HPLC

Chaque échantillon issu de modeles simples ou d’extraction de matrices alimentaires
complexes, est filtré sous vide a travers une membrane de nylon ayant une porosité de 0,45

um (CIL Cluzeau Info Labo, Sainte Foy La Grande, France).
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Les solvants utilisés comme phase mobile en chromatographie liquide sont
systématiquement filtré sur polypropyléne hydrophile de diametre 47 mm et de porosité 0,45
um (référence : 514-4052 ; VWR International, Fontenay-sous-Bois, France). Ces filtres sont
résistants aux acides et aux solvants organiques, cependant 1’analyse LC-MS de solvants
filtrés par cette technique indique une légere contamination venant des filtres utilisés. Cette
contamination entraine en spectrométrie de masse une €élévation du bruit de fond incompatible
avec une analyse de haute résolution. La filtration des solvants est donc limitée aux analyses

chromatographiques couplées aux détecteurs a barrette de diode et de fluorescence.

V. HPLC/UV-FLUO

Les analyses HPLC sont réalisées sur un systéme Thermo Separation Products
(Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, France) composé d’un dégazeur de solvants,
d’une pompe binaire gradient P2000, d’un injecteur automatique AS3000 couplé a un
détecteur UV2000 (Thermo Electron, Courtaboeuf, France) et un détecteur par fluorescence
2475 (Waters, Saint Quentin en Yvelines, France). L’acquisition des chromatogrammes est
réalisée a 1’aide du logiciel ChromQuest. Un thermostat intégré régule la température des
colonnes C18 utilisées. Les séparations chromatographiques sont généralement réalisées a une
température de 20°C, a I’exception des analyses LC-MS qui sont effectuées a 35°C. Pour
toutes les analyses réalisées en HPLC (avec détection par absorbance, par fluorescence ou par
spectrométrie de masse), le volume d’échantillon injecté est 10 pL. Dans le cas ou ce volume

est différent, il sera alors indiqué.

VI. COLLECTEUR DE FRACTION

Certaines molécules sont purifiées par HPLC analytique ou semi-préparative. Dans ce
cas un collecteur de fraction Gilson programmé en temps est placé a la sortie du détecteur.

Des tubes en polypropyléne (référence : 212-1811 ; VWR International, Fontenay-sous-Bois,
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France) de 5 mL y sont alignés pour collecter les différentes fractions. Pendant la collecte, les
¢chantillons sont conservés a 20°C, a 1’abri de la lumicre et de la poussiere. En fin de collecte,
les échantillons sont soit concentrés a 1’aide d’un Speed-Vac (voir chapitre I : X, p 90) soit

conservés a + 4°C jusqu’a concentration.

VII. LC-MS

Les analyses HPLC/MS sont réalisées sur un systéme Surveyor (Thermo Electron
Corporation, Courtaboeuf, France) compos¢ d’une pompe quaternaire MS Pump Plus et d’un
injecteur automatique Autosampler Plus couplé a un détecteur a barrette de diode PDA Plus et

un spectromeétre de masse Finnigan LTQ.

1. Généralités sur le spectrométre de masse LTQ

Le spectrométre de masse LTQ est une trappe d’ions linéaire, aussi appelée trappe
d’ions a deux dimensions en comparaison avec la trappe d’ions classique a trois dimensions
(quadripdle circulaire). Cette nouvelle technologie offre de nombreux avantages. Elle permet
principalement un meilleur piégeage des ions et une plus grande capacité de la trappe linéaire.
Son double systéme de détection des ions et I’optimisation du systéme électronique associé
augmentent aussi le nombre de scans applicables, par exemple, sur un pic chromatographique.
Globalement, 1’augmentation de la sensibilit¢ de la trappe d’ions nous permettra non
seulement d’identifier la structure de nouvelles molécules issues de la réaction de Maillard,
mais également de faire des analyses quantitatives de ces mémes produits dans des matrices
alimentaires.

Le spectrométre de masse LTQ est composé d’une source d’ionisation, d’une
succession de lentilles et de trois multi-pdles qui guident les ions sélectionnés (positifs ou
négatifs) jusqu’a I’analyseur de masse, d’une trappe d’ions linéaire (I’analyseur) et de deux

détecteurs d’ions (figure 26).
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Figure 26 : Schéma simplifié du spectrometre de masse LTQ (Thermo Electron

Corporation).

2. La source d’ionisation par électrospray

Le couplage que nous avons choisi entre ’'HPLC et la spectrométrie de masse est
I’1onisation par ¢€lectrospray (ESI). Ce mode d’ionisation est en effet parfaitement adapté a
I’analyse des petites molécules (< 2 000 daltons) chargées plus ou moins polaires que nous
recherchons dans ce travail. La source ESI est une forme douce d’ionisation qui transforme
les molécules transportées par 1’¢luant de la chromatographie en ions dans une phase gazeuse.
Précisons que de nombreux ions sont déja formés dans la phase mobile de la chromatographie
(principalement les amines a pH acide et les acides carboxyliques a pH basique), et que I’ESI
ne contribue alors qu’a la désolvatation néanmoins indispensable a 1’entrée des ions dans la
trappe.

L’ionisation et la désolvatation des molécules sont réalisées a 1’aide d’un voltage élevé
(de 3 a 5 kV) appliqué autour du capillaire de I’ESI. Un double balayage de gaz inerte (Ny),
constitué d’un gaz fourreau et d’un gaz auxiliaire, permet une meilleure nébulisation du spray

et compléte la désolvatation.
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3. Les solvants et les débits d’élution chromatographique sélectionnés

pour nos analyses LC-MS

Pour une meilleure ionisation, le ou les ¢luant(s) d’HPLC sont sélectionnés en
fonction des molécules que nous pensons former dans nos modéles simples de réaction de
Maillard. Méme si certains produits de Maillard possédent des fonctions carboxyliques, la
plupart d’entre eux ont une charge positive en milieu acide, portée par une ou plusieurs
amines. C’est pour cette raison que toutes nos analyses LC-MS se font avec un éluant
composé d’acide formique a la concentration de 0,1% dans de I’eau de qualité HPLC. L’acide
formique est un donneur de proton qui devrait permettre une meilleure ionisation des
molécules recherchées. Sa forte volatilit¢ en fait aussi un solvant de choix pour cette
technique d’analyse chimique. Enfin il a ét¢ montré que 1’ajout d’un éluant organique
augmentait la sensibilité de la spectrométrie de masse, c’est pourquoi nous ajoutons a 1’éluant
aqueux d’acide formique un pourcentage plus ou moins important d’acétonitrile compris
généralement entre 5 et 50% (volume/volume). L’acétonitrile a un autre intérét pour nos
analyses puisque ce solvant est également utilis¢é pour optimiser la séparation
chromatographique sur colonne de phase inverse C18. Les gradients de solvants utilisés pour
les différentes séparations chromatographiques seront détaillés dans les chapitres suivants.

Contrairement a 1’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI), I’ESI est peu
compatible avec des débits ¢levés d’éluant HPLC. Les séparations chromatographiques sont
donc réalisées sur des colonnes de faible diamétre (2 mm) avec un débit qui ne dépasse pas
300 pl/min. Dans ces conditions, la température du capillaire de 1’électrospray est fixée entre
250 et 400°C, et les débits de gaz fourreau et auxiliaire sont respectivement ajustés entre 45 et

60, et entre 5 et 10 unités arbitraires.

4. La trappe d’ions linéaire (I’analyseur de masse)

Dans la trappe d’ions linéaire, les ions sont piégés en direction axiale et radiale a 1’aide
de voltages appliqués sur les quadripdles. Le confinement, ou refroidissement, des ions dans
la trappe est amélioré en introduisant un gaz tampon (He) qui réduit I’énergie cinétique des
ions sans pour autant induire leur fragmentation.

Pour entrainer une fragmentation, un voltage d’intensité et de durée définies (énergie

de collision et temps d’activation) est appliqué sur une espece ionique présélectionnée et
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isolée dans la trappe. Dans ce cas, 1’énergie cinétique des ions est rapidement transformée en
énergie de vibration, elle-méme amplifiée par les collisions successives entre les ions et les
atomes d’hélium présents dans la trappe. C’est ainsi que les ions se fragmentent en libérant
préférentiellement les fonctions chimiques reliées par des liaisons covalentes relativement
fragiles. Cette technique, appelée MS/MS ou MS?, permet de sélectionner un ion et de le
fragmenter pour obtenir des informations sur sa structure chimique. Théoriquement, cette
étape peut étre répétée n fois dans une trappe d’ion, on parle alors de MS". Mais en pratique
nous n’utilisons cette technique de fragmentation rarement plus de deux fois (MS?) sur les
molécules issues de la réaction de Maillard. La premiére fragmentation se fait sur les ions
parents (ion pseudo-moléculaire) puis la deuxiéme et la derniére fragmentation se font sur les
fragments de MS/MS.

Les trappes d’ions fournissent une énergie de collision généralement plus faible que
les quadripdles. Cela a pour inconvénient de limiter le nombre de fragments a partir d’un ion
pseudo-moléculaire. On observe souvent la perte unique d’une molécule d’eau, ce qui n’est
pas d’une grande utilit¢ pour identifier la structure chimique d’une molécule inconnue.
Comme le montre le spectre de MS/MS de la figure 27 A, l’acide 5-hydroxy-2,6-
diméthylnicotinique, produit de Maillard découvert dans plusieurs de nos modeles simples
(m/z = 168), ne donne qu’un seul fragment (m/z = 150) avec une perte de — 18 unités de
masse équivalente a I’élimination d’une molécule d’eau. Pour obtenir une fragmentation plus
poussée, une analyse MS® est souvent proposée. Cependant nous avons décidé d’utiliser une
méthode plus directe disponible sur le spectrométre de masse LTQ : I’activation de bande
large (Wideband activation en anglais). Cette méthode permet d’exciter et de fragmenter tous
les ions de masse située entre celle de I’ion pseudo-moléculaire étudié [M+H]™ et la masse
[M+H-18]". Cela conduit & une re-fragmentation systématique de 1’ion fils [M+H-H,0]
lorsqu’il est formé, et permet d’obtenir une fragmentation plus compléte et plus riche en
informations structurales. Cette pseudo-MS? est illustrée par le spectre de masse de la figure
27 B sur lequel nous observons trois fragments majoritaires (m/z = 122, 106 et 94) qui
n’étaient pas détectables aprés simple MS/MS. Précisons que le premier fragment [M+H-
H,0]" de m/z égale a 150 n’est plus détectable sur ce spectre puisqu’il a été soumis & une

seconde fragmentation dans la trappe d’ions.
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Figure 27 : Spectres de masse MS /MS sur I’ion m/z 168 avec (B) ou sans (A) activation

de bande large.

VII.MS-Q-TOF

Pour déterminer les formules brutes des molécules isolées, des analyses sur
spectrometre de haute résolution MS-Q-TOF (Waters-Micromass) ont été¢ réalisées par le
docteur Serge Pilard a la Plateforme Analytique de 1’Université de Picardie Jules Verne
d’Amiens. Ces analyses réalisées aussi bien en mode positif (2 pH acide) qu’en mode négatif

(a pH basique) permettent d’obtenir les masses exactes des ions parents et des fragments.

IX. AUTRES SPECTROMETRIES

Les spectres de fluorescence et les mesures de fluorescence globale sont obtenus a
I’aide d’un spectrofluorimetre Cary Eclipse (Varian, Les Ulis, France).
L’absorbance a 420 nm est mesurée par un spectrophotométre Beckman DUS500

(Beckman-Coulter France, Villepinte, France).
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X. EVAPORATION-CONCENTRATION

Les échantillons collectés par chromatographie semi-préparative sont concentrés a
I’aide d’un Speed-Vac (Thermo Savant, Courtaboeuf, France). Cette méthode permet
d’¢éliminer les solvants d’HPLC (acide formique, eau et acétonitrile). Leur évaporation est
réalisée a 1’aide un systétme combiné de centrifugation, de vide et de chauffage. La
centrifugation mise en ceuvre autour de 400 g permet de maintenir les échantillons non
volatiles dans les tubes de collecte. Le vide est utilisé pour évaporer les solvants et les
entrainer vers un pieége (- 50°C) ou ils seront condensés a 1’état solide. Enfin, une enceinte
chauffée permet d’accélérer 1’évaporation des solvants. Cependant en absence d’information
sur la stabilité thermique des molécules que nous avons isolées, nos échantillons ne seront

concentré qu’a température ambiante.

XI. SPECTROSCOPIE DE RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN)

Cette technique utilise les propriétés de résonance des atomes placés dans un champ
magnétique. Si le composé est suffisamment pur et en quantité suffisante, la RMN permet
d’aboutir a la détermination compléete des structures avec en particulier la stéréochimie des
liaisons entre atomes. Il est possible d’utiliser la RMN du proton (‘H), du carbone (*C), de
1’azote (*°N) ou encore du phosphore (*'P). La faible abondance du "*C dans la nature
(environ 1,1%) rend la RMN du carbone peu sensible mais toutefois réalisable la plupart du
temps si la concentration de I’échantillon est suffisante.

Les analyses RMN ont été réalisées a la Plateforme Analytique de 1’Université de
Picardie Jules Verne d’Amiens (par D. Cailleu et D. Mathiron) sur un spectrometre Bruker
Avance 500 NB (petit trou) a 500,13 MHz pour le 'H et 125,77 MHz pour le °C doté d’une
sonde inverse triple noyau 'H, °C et °N, de 5 mm. L’appareil fonctionne par accumulation
de FIDs qui sont ensuite moyennés afin d’améliorer le rapport signal/bruit. Cela permet
d’acquérir des spectres exploitables avec de faibles quantités d’échantillon. Les signaux
obtenus nous fournissent des déplacements chimiques, référencés en ppm par rapport au

tétraméthylsilane (TMS). Les spectres sont traités a I’aide du logiciel X Win NMR de Bruker.
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1. Spectres RMN a une dimension (1D)

Nous avons réalis¢ la RMN du proton sur les composés dissous dans de 1’eau deutériée
(D20, 99,97%) afin que les signaux du solvant interférent le moins possible avec ceux de la
molécule a étudier.

Les spectres RMN du proton sont réalisés avec un angle de basculement de 90° d’une
durée de 7 ps et un temps de relaxation de 4,3 s pour un temps d’acquisition 3,3 s. Une
séquence de présaturation de type zgpr de Bruker a été également utilisée pour supprimer le
signal 1i¢ aux protons résiduels du solvant. Elle consiste a effectuer une impulsion de 180° qui
inverse toutes les magnétisations. Aprés une a deux secondes (temps insuffisant pour que
I’eau revienne a son état initial mais suffisant pour les autres signaux), une impulsion de 90°

est réalisée pour la lecture des signaux. Les données sont collectées en utilisant 32K points.

2. Spectres RMN a deux dimensions (2D)

L’utilisation de techniques de RMN & deux dimensions ('H-'H ou 'H-"C) permet de

corréler les protons et les carbones entre eux et facilite grandement leur identification.

a. Spectres RMN a deux dimensions homonucléaires

Ces expériences mettent en évidence les corrélations existantes entre les différents
protons d’une molécule. Parmi les différentes techniques existantes, nous avons réalis¢ une
expérience COSY (COrrelated SpectroscopY) qui permet d’observer le couplage " J yn (n =

2, 3, 4) entre deux protons portés par des carbones voisins.
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b. Spectres RMN a deux dimensions hétéronucléaires

Nous avons mis en ceuvre une expérience HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) qui met en évidence les corrélations hétéronucléaires entre les noyaux de °C et
les protons qu’ils portent en observant les couplages 'J cy. Ce type d’approche permet

d’identifier les signaux des différents carbones lorsque 1’attribution des protons a été faite.

CHAPITRE II : METHODES
I. DOSAGE DES ACIDES AMINES

1. Principe

Le dosage d’acides aminés par HPLC nécessite une dérivation pré- ou post-colonne
chromatographique. La dérivation par 1’ortho-phthalaldéhyde (OPA) est une dérivation pré-
colonne qui, en diminuant le caractére hydrophile des acides aminés, permet leur rétention et
leur séparation chromatographique sur colonne de phase inverse. Cette dérivation permet
¢galement une détection sensible des acides aminés dérivés par fluorescence. La réaction de

dérivation est présentée dans la figure 28.
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Amine-OPA-Mercaptoéthanol

Figure 28 : Schéma de dérivation d’un acide aminé avec I’ortho-phthalaldéhyde (OPA)

et le 2-mercaptoéthanol.
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2. Protocole

a. Préparation des différentes solutions

Réactif OPA-mercaptoéthanol —Vingt cinq milligrammes d’OPA sont dissous dans
625 pL de méthanol dans un tube de 10 mL en polypropyléne. Apres dissolution compléte,
5,6 mL de tampon borate 400 mM pH 9,5 et 25 pL de 2-mercaptoéthanol sont ajoutés. Cette
solution ainsi préparée est stable pendant 2 mois a 4°C. Chaque semaine, 25 uL de 2-
mercaptoéthanol doivent étre ajoutés pour maintenir la concentration de ce solvant sulfuré
dans la solution d’agents dérivants. Précisons que le 2-mercaptoéthanol est un produit
dangereux. Sa manipulation se fait donc sous hotte ventilée avec des gants et des lunettes de
protection.

Solution Brij — Une solution Brij est préparée en ajoutant 1 mL de surfactant Brij 30"
(polyoxyethylene 4 lauryl ether) a 14 mL de tampon borate 400 mM pH 9,5.

Un tampon phosphate 400 mM pH 4,3 est également préparé a partir de
dihydrogénophosphate de sodium.

Solution de dérivation — Enfin, la solution de dérivation qui doit étre préparée
quotidiennement, est composée d’un mélange équivolumique de réactif OPA-

mercaptoéthanol et de solution Brij.

b. Dérivation

Vingt microlitres de solution de dérivation sont ajoutés a 10 uL d’échantillon ou
standard d’acide aminé dans un insert de 250 pL, puis mélangés a I’aide d’un vortex. Apres
60 s de réaction a température ambiante, 50 pL de tampon phosphate sont ajoutés. Dix
microlitres d’échantillon ainsi préparés sont injectés dans les 60 s qui suivent 1’addition du
tampon. En absence de systeme de dérivation pré-colonne automatisé, la forte instabilité des
dérivés fluorescents formés (complexes Amine-OPA-Mercaptoéthanol) nous oblige a faire
des analyses de fagon extemporanée. Des solutions standards de concentrations croissantes

sont injectées (trois répétitions de 10 uL) pour obtenir une droite d’étalonnage.
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c. Conditions chromatographiques

Les échantillons sont injectés sur colonne Adsorbosphere OPA-HR, de dimensions
150 x 4,6 mm avec une granulométrie de 5 pm (Alltech, France). La phase mobile, composée
de 90 % (v/v) d’un mélange A d’acétate de sodium 25 mM pH 5,9 (92,5% v/v), de 1,4-
dioxane (4,5% v/v) et de propan-2-ol (3% v/v) et de 10% d’un mélange B de méthanol (97%
v/v), de 1,4-dioxane (1,5% v/v) et de propan-2-ol (1,5% v/v), est €luée a un débit de 1
mL/min. Ce type d’¢élution ou les deux éluants demeurant toujours a la méme concentration
(mode isocratique) est utilisé pour la quantification de la glutamine dans nos modé¢les simples
de réaction de Maillard. Par contre un mode gradient détaillé dans le tableau 3 a été développé
pour I’analyse de la glutamine dans les matrices alimentaires. Les acides aminés dérivés sont
détectés par fluorescence aux longueurs d’onde respectives d’excitation et d’émission de 325

et 465 nm (Gain = 6 et EUFS =4 000).

Temps (min) A (%) B (%)
0 100 0
9 93 7
15 82 18
20 15 85
23 100 0
30 100 0

Tableau 3 : Gradient d’élution pour D’analyse de la glutamine dans les matrices

alimentaires (pourcentages d’éluants A et B en fonction du temps).
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d. Exemple de chromatogramme

Avec le gradient présenté ci-dessus (tableau 3), un standard de glutamine est élué et
détecté¢ a un temps de rétention de 8,3 min (figure 29 A). Dans une matrice complexe,
constituée de différents acides aminés, la glutamine est également détectée a 8,3 min. La
bonne résolution du systéme chromatographique permet une excellente séparation des

différents acides aminés dérivés (figure 29 B).
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Figure 29 : Analyses chromatographiques d’un standard de glutamine (A) et d’un
extrait de tomate fraiche (B) apreés dérivation a P’OPA (détection par fluorescence a

Aex/Aem = 325/465nm).
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II. DOSAGE DE L’ACIDE PYROGLUTAMIQUE

1. Principe

L’acide pyroglutamique est isolé par chromatographie en phase inverse et détecté par
absorbance a 214 nm et par spectrométric de masse. L’absence de fragmentation de 1’ion

pseudo-moléculaire ne permet pas de quantifier ’acide pyroglutamique par MS-MS.

2. Protocole

a. Conditions chromatographiques

Le dosage de ’acide pyroglutamique est réalis¢ par RP-HPLC-UV-MS sur un systéme
Surveyor (Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, France) décrit en détail dans le
chapitre I : VII. L analyse est effectuée sur une colonne Luna C18(2) de format 150 x 2,0
mm, avec une granulométrie de 5 pm et une porosité de 100 A (Phenomenex, Le Pecq,
France). La phase mobile est ¢éluée a un débit de 0,3 mL/min avec un gradient linéaire
(tableau 4) commengant avec 100% d’acide formique (0,1% v/v dans I’eau de qualit¢ LCMS)
pour atteindre en 7 min un mélange composé de 95% d’acide formique (0,1% v/v dans I’eau ;
¢luant A) et de 5% d’acide formique dans I’acétonitrile (0,1% v/v ; éluant B). La détection du
pyroglutamate se fait en UV a la longueur d’onde de 214 nm et par MS en isolant 1’ion
[M+H]" = 130. Les paramétres de 1’électrospray sont les suivants : débit de gaz fourreau = 40
U.A. ; débit de gaz auxiliaire = 10 U.A. ; voltage du spray = 5 kV ; température du capillaire
=275°C.

Des standards d’acide pyroglutamique de concentrations croissantes sont injectés

(trois répétitions de 10 uL) pour obtenir une droite d’étalonnage.
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Temps (min)] A (%) B (%)

0 100 0

7 95 5
7.5 95 5
10 50 50
15 50 50
17 100 0
22 100 0

Tableau 4 : Gradient d’élution pour I’analyse de ’acide pyroglutamique (pourcentages

d’éluants A et B en fonction du temps).

b. Exemple de chromatogramme

Dans les conditions énoncées ci-dessus, 1’acide pyroglutamique est élué entre 2,8 et 4

min comme présenté dans la figure 30.
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Figure 30 : Chromatogramme d’un standard d’acide pyroglutamique. Détection par MS

en isolant I’ion de m/z 130 (A) et en UV a 214 nm (B).
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III. DOSAGE DE L’AMMONIAC

1. Principe

La teneur en ammoniac d’une solution est mesurée par électrochimie a I’aide d’une
¢lectrode spécifique (modele 95-12) couplée a un analyseur EA940 Orion Research (Thermo
Orion, Beverly, MA, Etats-Unis).

L’¢lectrode de mesure d’ammoniac possede une membrane hydrophobique qui permet
de séparer la solution a analyser de I’¢lectrolyte placé a I’intérieur de I’électrode. Cette
membrane est par contre perméable a I’ammoniac dissous qui va se déplacer de 1’échantillon
vers 1’¢lectrolyte jusqu’a obtention d’une pression partielle identique des deux cotés de la
membrane. L’¢lectrode de mesure d’ammoniac répond ainsi a la pression partielle de
I’ammoniac dissous en milieu aqueux. D’apres la loi de Henry, la pression partielle de

I’ammoniac dissous est proportionnelle a sa concentration :

[NH3]aqueux =Ky x Pnms
Avec [NH;]aqueux = concentration de I’ammoniac dissous ; Ky, = constante de Henry ;

Pxus = pression partielle en ammoniac

C’est ainsi que peut étre dosé I’ammoniac dans une solution aqueuse. Précisons que la
constante de Henry, Ky, varie en fonction de la température et de la force ionique du milieu a

analyser.

2. Protocole

L’¢lectrode 95-12 ne peut mesurer que 1’espéce ammoniac en solution. Aussi il est
important de transformer tous les ions ammonium (NH4") en ions ammoniac (NH3) dans les
¢chantillons a analyser. Au pH de nos mode¢les simples de dégradation d’amine (généralement
entre 5 et 10), seule une partie de ’ammoniac se trouve sous forme NHj. Les échantillons
sont donc systématiquement ajustés a pH 12 a 1’aide d’une solution de soude 10 M avant
dosage. La figure 31 montre qu’a ce pH la conversion des ions ammonium en ammoniac est

totale.
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Figure 31 : Pourcentage d’ammoniac et d’ammonium en fonction du pH.

Une courbe d’étalonnage est faite en utilisant des concentrations croissantes de
solutions aqueuses d’ammoniac pur qui entourent les concentrations estimées des échantillons
a mesurer. Les échantillons standards sont analysés a la méme température que les
¢chantillons inconnus. Apreés mesure du potentiel électrique (en millivolts) pour chaque
standard, une droite de calibration est tracée en utilisant les valeurs logarithmiques des
concentrations d’ammoniac en abscisse et les changements de potentiel de 1’électrode en
ordonnée (figure 32). Cette calibration est utilisée pour calculer la concentration d’ammoniac

dans nos modéles simples de dégradation d’amine.
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Figure 32 : Droite de calibration de I’électrode d’ammoniac.

IV. PURIFICATION ET CONCENTRATION DE QUELQUES PRODUITS DE

MAILLARD

1. Principe

Aprés détection de quelques produits de Maillard par HPLC couplée a un détecteur
UV-Visible ou de fluorescence, nous avons tenté de les isoler et de les purifier pour obtenir
une identification structurale compléte.

Chaque molécule d’intérét a été isolée par chromatographie en phase inverse sur une
colonne analytique de dimension classique (250 x 4,6 mm). Les échantillons ainsi purifiés ont
¢été analysés par LC-DAD-MS, Q-TOF et spectrométrie de fluorescence.

Afin de confirmer la structure chimique de I’acide 5-hydroxy-2,6-diméthylnicotinique,
qui semble étre un fluorophore majeur dans nos mélanges réactionnels, nous avons réalisé une
analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN). Pour obtenir des spectres RMN
interprétables, il est nécessaire d’avoir au moins un milligramme de dérivé pyridine pur.
Aprés optimisation des conditions de synthése de cette molécule, nous I’avons isolée par
double chromatographie en phase inverse (semi-préparative et analytique) et concentrée au

Speed-Vac.
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2. Procédé

Les produits de Maillard détectés soit par UV soit par fluorescence sont isolés par RP-
HPLC sur colonne analytique Synergi MAX-RP 250 x 4,6 mm, avec une granulométrie de 4
um (Phenomenex, Le Pecq, France). Pour leur séparation, nous appliquons un gradient qui
débute par un mélange 98/2 (v/v) d’éluant A (acide formique 0,1% v/v dans I’eau) et d’¢éluant
B (acide formique 0,1% v/v dans I’acétonitrile) qui est linéairement modifié pour atteindre
5% d’¢luant B en 10 min. Ce pourcentage 95/5 (v/v) est ensuite maintenu pendant 16 min
(tableau 5). Un débit d’¢lution de 1 mL/min permet de recueillir les molécules d’intérét apres
passage dans la cellule du détecteur UV ou de fluorescence. Des fractions de 1 a 2 mL sont
récupérées dans des tubes de 5 mL en polypropyléne placés sur le portoir d’un collecteur de
fraction Gilson (Gilson SAS, Villiers Le Bel, France). Cette purification chromatographique
est répétée environ 30 fois pour obtenir une quantité suffisante d’échantillon. Les fractions
d’une méme molécule sont regroupées et évaporées sous vide a I’aide d’un Speed-Vac dont le

principe a été exposé précédemment (Thermo Savant, Courtaboeuf, France).

Temps (min)| A (%) B (%)
0 98 2
10 95 5
26 95 5
31 50 50
41 50 50
46 100 0
60 100 0

Tableau 5: Gradient d’élution pour la purification de D’acide 5-hydroxy-2,6-

diméthylnicotinique (pourcentages d’éluants A et B en fonction du temps).

Pour obtenir environ 1 mg d’acide 5-hydroxy-2,6-diméthylnicotinique, deux
purifications sont réalisées a partir d’un mélange glutamine/méthylglyoxal (50/100mM)

incubé a 120°C pendant 3 heures, dans un tampon phosphate 200mM, a pH 7.4.
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La premiére purification est effectuée sur une colonne semi-préparative Luna C18(2),
de 10 mm de diamétre et de 250 mm de long, avec une granulométrie de 5 pm. Cette colonne
est munie d’une pré-colonne de méme phase et de dimensions 10 x 10 mm (Phenomenex, Le
Pecq, France). La phase mobile et le gradient sont les mémes que précédemment (tableau 5).
Cependant la vitesse d’¢lution est fixée a 3 mL/min. La détection avant collecte se fait par UV
a 320 nm (maximum d’absorption du dérivé de pyridine). Quatre-vingt injections (100 pL)
sont indispensables pour tenter de recueillir la quantité nécessaire pour I’analyse en RMN.
Les fractions de 6 mL collectées sont évaporées et concentrées dans un volume de 600 pL. La
deuxiéme purification est réalisée sur colonne analytique Synergi MAX-RP comme décrit
dans le paragraphe précédent. Apres évaporation des solvants, nous obtenons environ 1,1 mg
d’une poudre blanche dont la pureté est testée par HPLC-UV-Fluorescence, MS (LTQ) et Q-
TOF.

V. PREPARATION D’UN ECHANTILLON D’ACIDE 5-HYDROXY-2,6-

DIMETHYLNICOTINIQUE EN VUE D’UNE ANALYSE RMN

La poudre d’acide 5-hydroxy-2,6-diméthylnicotinique est reprise dans 2 x 300 puL
d’eau deutériée (D,0) 99,97% suivi d’une évaporation sous vide. L’échantillon est repris une
derniere fois dans 300 uL. de D,O 99,97% et placé dans un tube RMN (Shigemi, Allison Park;
PA, Etats-Unis) préalablement rincé avec la méme solution de D,O.

Pour augmenter la résolution de I’analyse, 1’échantillon est concentré dans un tube
RMN de volume réduit (figure 33) (Shigemi Inc, Allison Park, PA, USA). L’¢échantillon (A)
(300 puL) est introduit dans un tube de 190 mm de long et de 5 mm de diamétre (B) dans
lequel est ensuite placé un insert de 180 mm (C) afin de piéger 1I’échantillon. Le matériau du
tube RMN utilis€¢ pour cette analyse est de susceptibilité magnétique proche de celle de

I’échantillon préparé dans 1’eau deutériée.
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Figure 33 : Microtube RMN symétrique Shigemi pour solvant D,O (CortecNet, France).

VI. ANALYSE STATISTIQUE

La plupart des échantillons modeles sont réalisés en triple exemplaire. Les résultats
sont exprimés par leur moyenne accompagnée de 1’écart-type.

Dans la PARTIE III chapitre II : 1.2.b (p 122), les différences entre 1’absorbance ou la
fluorescence observée des échantillons de glutamine et des échantillons des autres molécules
testées sont analysées a I’aide du test de Mann-Whitney (Biales, 1988). La méme analyse
statistique est réalisée pour les différences de formation des deux poly-hydroxyalkyl-
pyrazines (PARTIE III chapitre III : IX.2 ; p 217) observées avec le fructose et les autres

sucres réducteurs testés.
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CHAPITRE I: ETUDE DE LA DEGRADATION DE LA GLUTAMINE
EN MILIEU AQUEUX

Connaissant la forte instabilit¢ de la glutamine en milieu aqueux, nous allons étudier
son auto-dégradation en acide pyroglutamique et ammoniac en fonction du pH et de la
température de chauffage.

Nous avons vu également que d’autres molécules étaient susceptibles de produire de
I’ammoniac au cours de leur dégradation. Nous allons donc comparer, en fonction du temps et
de la température d’incubation, la libération d’ammoniac a partir de la glutamine, de

I’asparagine, de 1’urée et de 1’acide glutamique.

L. INFLUENCE DU pH ET DE LA TEMPERATURE SUR LA DEGRADATION DE LA

GLUTAMINE EN ACIDE PYROGLUTAMIQUE

1. Protocole expérimental

Une solution de L-glutamine (2 mL) a une concentration de 10 mM est préparée dans
un tampon phosphate 200 mM pH 5 ; 7,4 et 9. La solution de glutamine a pH 7,4 est incubée a
37°C dans une étuve et, a 100°C ; 120°C ; 150°C et 180°C dans un bain d’huile. Les solutions
apH 5 et 9 sont incubées en bain d’huile a 120°C.

Le dosage de I’acide pyroglutamique a été réalis¢ par HPLC-UV-MS comme décrit
dans le chapitre consacré aux méthodes (PARTIE II chapitre I : 1T ; p 96)
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2. Reésultats et discussion

Les cinétiques de formation d’acide pyroglutamique a partir de la glutamine en

fonction de la température d’incubation et du pH sont représentées respectivement sur les

figure 34 A et figure 34 B.
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Figure 34: Formation d’acide pyroglutamique en fonction du temps selon la

température a pH 7,4 (A) et selon le pH a 120°C (B).
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Apres analyse des données expérimentales, nous obtenons des courbes de forme

sigmoide dont I’équation peut étre représentée par :

. a
l+b.e™

Y

Les parametres de cette équation pour chaque condition de température et de pH sont

répertoriés dans le tableau 6.

100°C 120°C 150°C 180°C pHS pH7.4 pH9
10,00 9,80 9,88 9,72 8,95 9,88 9,60
35,91 245,09 169,46 152,12 33,40 29,59 11,67
0,220 1,076 1,514 1,991 0,437 0,641 0,454

Tableau 6 : Paramétres des cinétiques de formation de I’acide pyroglutamique a partir

de la glutamine en fonction de la température et du pH d’incubation.

Nous observons que la vitesse de formation d’acide pyroglutamique dépend de la
température de chauffage, sa formation est d’autant plus rapide que la température augmente.
A partir d’une température de 120°C, une dégradation compléte de la glutamine est obtenue
en seulement 15 min d’incubation. A 100°C, une heure d’incubation est nécessaire pour
obtenir 100% d’acide pyroglutamique. Et a 37°C, nous observons la transformation de 60%
de la glutamine en acide pyroglutamique en 48 h d’incubation (donnée non présentée sur la
figure 34).

Nous sommes tentés d’attribuer la forme sigmoide des courbes a un artefact
expérimental résultant du temps de latence pour atteindre la température de réaction, temps
que nous n’avons pas évalué. En raison de ce temps de montée en température en début
d’incubation et de la probable limitation en substrat en fin d’incubation, nous avons réalisé
une deuxieme modélisation des courbes uniquement sur la portion linéaire (figure 34 B). En
modé¢lisant cette portion de courbe, nous obtenons les mémes vitesses de réaction (k; = 0,75

min™") pour les pH acide et basique. Pour le pH neutre, la vitesse est plus élevée mais cela
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reste a étre confirmé car nous n’avons utilis€é que trois points expérimentaux, ce qui est
insuffisant. Pour la figure 34 A, nous sommes confrontés au méme type de courbe mais il ne
nous parait pas raisonnable de modéliser ces courbes sur la portion linéaire en raison d’un

nombre de points expérimentaux insuffisant.

En suivant la formation de 1’acide pyroglutamique a partir de la glutamine, nous avons
confirmé ’instabilité de cet acide aminé a différentes températures et différents pH. Il s’avere
qu’en une heure d’incubation, il est totalement dégradé quels que soient le pH et la
température d’incubation, a 1’exception de 37°C, température a laquelle sa dégradation est
nettement ralentie.

Ces résultats suggerent que la glutamine présente initialement dans les aliments riches
en eau, a des concentrations relativement élevées par rapport aux autres acides aminés libres,
subit une forte dégradation lors du traitement thermique et méme au cours de la conservation
de ces aliments. Nos observations permettent d’expliquer pourquoi, aprés un long temps
d’affinage (690 jours), il ne reste pratiquement plus de glutamine dans le jambon de Parme
(Sforza, et coll., 2006). Les concentrations de glutamine en fonction du temps d’affinage sont
présentées en détail dans la PARTIE I chapitre III : II (p 59). Une dégradation analogue de la
glutamine a été observée sur des féves de cacao grillées. Apres 3 min de traitement thermique

a 135°C, les auteurs ont montré que les féves perdaient un peu plus de 78% de leur glutamine

libre (Serra Bonvehi & Ventura Coll, 2002).

Enfin, nous observons que 1’acide pyroglutamique est parfaitement stable quelles que
soient les conditions de traitements thermiques testées. Ce lactame ne semble sensible ni au
chauffage, ni aux conditions acide ou basique de nos solutions modéles. Nous avons
¢galement testé la stabilité du pyroglutamate en présence de sucre réducteur ou de composé
dicarbonylé. Son incubation (10 mM) en présence de glucose ou de méthylglyoxal (de 5 a 50
mM pour chaque réactant) a 120°C pendant 4 heures n’entraine aucune dégradation
significative. En conclusion, nous pouvons affirmer que I’acide pyroglutamique est un produit
terminal stable de la dégradation de la glutamine induite par traitement thermique en milieu

aqueux.
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II. COMPARAISON DU TAUX DE FORMATION D’AMMONIAC PAR

DEGRADATION DE LA GLUTAMINE ET AUTRES PRECURSEURS

En se dégradant, la glutamine libére non seulement de ’acide pyroglutamique, mais
aussi de I’ammoniac. Théoriquement, en absence de toute autre molécule, la dégradation
thermique de la glutamine devrait produire une quantité équimolaire de pyroglutamate et
d’ammoniac (figure 16, p 66).

S’il apparait certain que la dégradation thermique de la glutamine et de I’asparagine
(voir la PARTIE I chapitre III : IV.2.e ; p 75) libére de ’ammoniac, il faut préciser qu’il n’en
est pas de méme pour tous les acides aminés.

Les équipes de Merritt & Robetson (1967), puis de Lien & Nawar (1974) ont montré
que I’ammoniac était le principal produit de dégradation des acides aminés soumis a une
pyrolyse programmée jusqu’a 700°C. Cependant, ces études ne sont pas représentatives de la
plupart des traitements thermiques appliqués aux denrées alimentaires. Afin d’obtenir une
meilleure estimation de la dégradation des acides aminés dans les aliments chauffés, Sohn &
Ho (1995) ont mesuré la désamination de 19 d’entre eux dans des modé¢les simples incubés a
180°C pendant 2 heures a pH 8. IIs ont montré que, dans ces conditions, la désamination de la
plupart des acides aminés était inférieure a 10% (mol/mol). Méme dans le cas des acides
aminés possédant plus d’un atome d’azote dans leur structure chimique (tryptophane,
histidine, arginine et lysine) seule une faible quantité d’ammoniac est libérée au cours de ce
traitement thermique.

Par contre, la cystéine, I’acide aspartique et 1’asparagine semblent posséder une
fonction a-NH; suffisamment labile pour libérer un pourcentage ¢levé d’ammoniac. Enfin, les
auteurs confirment la forte désamidation de la glutamine et de 1’asparagine, comme décrit
précédemment.

Dans ce travail de thése, il nous a paru important de comparer les cinétiques de
formation d’ammoniac a partir de la glutamine, de I'urée identifiée comme étant un
précurseur d’ammoniac dans certaines matrices alimentaires, et d’autres acide aminés

possédant des structures proches de celle de la glutamine.
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1. Protocole expérimental

Trois acides aminés (asparagine, glutamine et acide glutamique) et I'urée sont dissous
dans un tampon phosphate 200 mM pH 9 a une concentration de 100 mM. Ces solutions sont
ensuite incubées dans un bain d’huile a 120°C dans des tubes SVL (Pyrex) de 10 mL pendant
30, 60, 120, 180 et 240 min. Aprés refroidissement immédiat dans la glace, ’ammoniac est
dosé dans chaque solution par ¢lectrochimie (voir la PARTIE II chapitre II : III ; p 98).

Les résultats que nous présentons ci-dessous sont extraits d’un article que nous avons
publi¢ dans la revue scientifique Amino Acids (Niquet & Tessier, 2007). Par souci
d’uniformité des données, le pH de tous les modeles simples regroupés dans cette publication
a ¢té fixé a 9. Cela était alors justifié¢ par le souci d’optimiser les modeles de réaction de

Maillard que nous présenterons dans le chapitre II.

2. Résultats et discussion

La teneur en ammoniac libéré par la glutamine, I’asparagine, I'urée et 1’acide
glutamique a 120°C en fonction du temps est représentée sur la figure 35 A et a 180°C pour

les trois premiers réactants sur la figure 35 B.

110



¢ Gh B Urée ® Asn A Gl

Modéle Gln Modgele Urée Modéle Asn - = = - Modéle Ghr
120

100 - * *

80 -

60 -

Ammoniac
(mM / 100 mM de réactant)

40
20 1 — O
/;7 _e
0 ==l T - T o T A
0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min)
¢ Ghn = Urée ® Asn
modele Gln modele Urée modele Asn
250 -
=
S 200 - = u
2
‘O
) St
% 2 150
£z _ .
5 = 100 - 4
[—]
o
= 50
g
0 T T 1
0 30 60 90 120

Temps (min)

Figure 35: A - Formation d’ammoniac a 120°C a partir de solutions aqueuses de
glutamine, urée, asparagine et acide glutamine en fonction du temps. B - Formation
d’ammoniac a 180°C a partir de solutions aqueuses de glutamine, urée et asparagine en

fonction du temps.
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L’allure plus ou moins sigmoide des courbes est attribuable au temps nécessaire pour
atteindre la température réactionnelle dans les solutions aqueuses (temps qui n’a pu étre
mesure).

A 120°C, la glutamine est le meilleur précurseur d’ammoniac avec une libération
équimolaire rapide. Apres 60 min de chauffage, un plateau est obtenu avec une formation de
100 % d’ammoniac (mol/mol). Dans les mémes conditions, nous obtenons un plateau pour
I'urée a 120 min avec un taux de formation d’ammoniac de seulement 20%. Pour
I’asparagine, la formation d’ammoniac est encore plus lente que pour I'urée puisque nous
n’observons que 10% d’ammoniac aprés 240 min d’incubation. Enfin, aucune formation
d’ammoniac n’est détectée lorsque la solution d’acide glutamique est soumise au méme

traitement thermique.

A 180°C, la glutamine libeére 100% d’ammoniac apres seulement 10 min d’incubation.
En revanche, I’'urée s’est totalement décomposée en ammoniac en 60 min de chauffage, en
générant deux moles d’ammoniac pour une mole d’urée initialement introduite. L’asparagine,
ne libérant que 10% d’ammoniac & 120°C, a conduit a la formation de 100% d’ammoniac a

180°C en 120 min de chauffage.

Aux deux températures testées, la formation d’ammoniac est plus rapide pour la
glutamine que pour 1’asparagine. L’absence d’ammoniac obtenue lorsque 1’acide glutamique
est chauffé nous indique que la formation d’ammoniac a partir de la glutamine est due a une
désamidation et non a une désamination. C’est aussi ce que nous pouvons Supposer pour
I’asparagine qui libére au maximum une mole d’ammoniac par mole d’asparagine. Si nos
conclusions sur la désamidation de la glutamine, et ’absence de désamination de 1’acide
glutamique sont en parfaite adéquation avec celles de Sohn & Ho (1995), il n’en est pas de
méme pour la dégradation de I’asparagine qui, selon ces auteurs, libererait plus d’'une mole
d’ammoniac. Il y aurait donc une libération d’ammoniac supplémentaire venant de la fonction
o-NH; de I’asparagine. Pour justifier la différence observée entre la glutamine et I’asparagine,
Sohn & Ho ont repris I’hypothése de Wright (1991) selon laquelle la différence du nombre de
groupements méthyléne sur les chaines latérales des deux acides aminés basiques serait a
I’origine de la différence de stabilité de leur fonction amine. Nous pouvons ajouter qu’en ce
qui concerne la glutamine, la formation de 1’acide pyroglutamique (aussi liée a la présence du
groupement CH, supplémentaire) pourrait expliquer la forte stabilité de la fonction o-NH;

engagée dans la formation du cycle lactame thermostable.
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Entre 120°C et 180°C, la température a un effet sur la vitesse de formation de
I’ammoniac a partir de la glutamine, bien que la dégradation totale soit toujours atteinte
rapidement (entre 10 et 30 min). Par contre nous observons un effet de la température plus
important sur la libération d’ammoniac a partir de 1’asparagine puisque un traitement a 180°C
pendant 1 h semble nécessaire pour atteindre une désamidation totale de cet acide aminé. Nos
résultats viennent corroborer les observations faites par Sohn & Ho (1995).

Le taux de formation d’ammoniac a partir de I’urée est également fortement dépendant
de la température et du temps de chauffage. En effet, une température supérieure a 120°C et
un temps d’incubation supérieur a 15 min sont nécessaires pour que 1’urée se décompose de
maniére importante en ammoniac. De ce fait, nos résultats suggerent que la glutamine serait
un meilleur précurseur d’ammoniac que ’urée lors de la cuisson des viandes. Précisons que
ces deux amines sont présentes en concentration semblable dans les matrices alimentaires

d’origine carnée (Chen, et coll., 2000 ; Flores, et coll., 2000).

Nous pouvons conclure qu’en raison de sa forte instabilité, la glutamine libre est un
des principaux précurseurs des nombreux composés aromatiques (pyrazines, pyrroles,
pyridines...) formés par réaction de Maillard au cours du traitement thermique des aliments
(voir étude bibliographique PARTIE I chapitre III : IV.2). Ainsi, dans les chapitres suivants,
nous allons rechercher quels sont les produits de Maillard issus la glutamine ou de

I’ammoniac libéré par lactamisation ou désamination cyclisante.
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CHAPITRE II : ETUDE DE LA REACTION ENTRE LA GLUTAMINE
ET LE METHYLGLYOXAL

Nous savons que la glutamine et I’ammoniac peuvent participer a la réaction de
Maillard mais les PRM issus de cet acide aminé ne sont que partiellement identifiés. Dans ce
chapitre, nous rechercherons les produits formés par réaction chimique entre la glutamine et le

méthylglyoxal qui est un précurseur trés important des réactions de glycation.

Nous avons choisi ce dicarbonyle, aussi appelé pyruvaldéhyde, pour plusieurs raisons.
Premic¢rement, malgré sa forte instabilité et des techniques de dosages peu précises, il apparait
que le méthylglyoxal est présent dans de nombreuses matrices alimentaires (Kajita & Senda,
1972 ; Ohmori, et coll., 1987). De plus, méme si les composés a-dicarbonylés sont nettement
moins concentrés que les sucres réducteurs dans les aliments, il n’en demeure pas moins
qu’ils contribuent significativement a la réaction de Maillard puisque leur réactivité avec les
amines semble largement supérieure a celle des hexoses ou des pentoses dont ils dérivent
(voir la PARTIE I chapitre III : 1.2 ; p 49). Enfin, Hollnagel & Kroh (1998) précisent que le
méthylglyoxal est généralement plus répandu que le glyoxal dans les matrices alimentaires.
Cela s’explique peut étre par une dégradation favorisée des réductones en méthylglyoxal aux
pH légerement acides de la plupart des aliments. Au contraire le glyoxal serait plutot formé a

pH basique. Notre choix de composé a-dicarbonylé s’est ainsi orienté vers le méthylglyoxal.

Nous avons utilis¢ des modéles simples en solutions aqueuses tamponnées. Nous
sommes conscients que ces modeles ont leurs limites et ne sont pas représentatifs des
conditions physicochimiques des aliments. Par exemple nous n’avons testé¢ aucun modele en
activité d’eau réduite. Pour favoriser la réaction de Maillard entre la glutamine et le
méthylglyoxal, et découvrir de nouveaux PRM, nous avons dans un premier temps fixé et
controlé le pH de nos modéles simples a 9. Une étude plus détaillée de I’effet du pH sur la
formation des PRM issus de la glutamine sera présentée ensuite.

La grande majorit¢ des produits de Maillard (pentosidine, CML, CEL, pyrraline,
argpyrimidine, mélanoidines...) a ét¢ découverte dans des mélanges réactionnels simples
avant d’étre plus facilement identifiés dans les aliments. Ceci est la preuve que 1’utilisation
des mod¢les simples pour la découverte de nouveaux produits de Maillard est une technique

pertinente.
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Enfin, ce n’est que dans le chapitre IV que nous rechercherons la présence des
molécules nouvellement identifiées dans des aliments du commerce (sauces tomates et
biscuits) et dans des matrices alimentaires brutes dont nous contrélerons le traitement

thermique en laboratoire (tomates crues et formulations mode¢les de biscuits secs).

L. ETUDE DE LA FORMATION DE CHROMOPHORES ET DE FLUOROPHORES

De par leur structure chimique, les PRM possedent fréquemment des propriétés
d’absorbance dans le proche UV-visible et de fluorescence. Ces molécules ont généralement
dans leur structure des noyaux benzéniques ou autres hétérocycles possédant des électrons ©
délocalisés sur les liaisons des cycles. Grace a ce genre de structures, de nombreux PRM ont
la propriété d’absorber dans 1’ultraviolet proche (200 a 400 nm) ou dans le visible (400 a 750
nm). La longueur d’onde de 420 nm a été fréquemment utilisée pour quantifier de maniere
globale les PRM dans des modéles simples. Nous reprendrons cette technique
spectrométrique pour suivre la formation des produits bruns de Maillard dans nos modéles.

D’autres PRM tels que la pentosidine (Sell & Monnier, 1989) et la molécule LM-1
(Tessier, et coll., 1999), irradiés par une lumicre ultraviolette, fluorescent dans le domaine
visible. Le terme de « glycofluorophore » a d’ailleurs été employé par Wolff, et coll. (1989).
Cette caractéristique spectrale commune a de nombreux PRM est fréquemment utilisée pour
suivre leur apparition dans des modeles simples (Kato, et coll., 1989 ; Baisier & Labuza,
1992), ou dans des matrices plus complexes. Nous utiliserons ainsi la spectrofluorimétrie pour
suivre les cinétiques d’apparition des fluorophores dans nos modéles expérimentaux et pour

identifier de nouveaux produits de Maillard.
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1. Cinétiques de formation de chromophores et de fluorophores en

fonction du rapport molaire GIn/MG

a. Protocole expérimental

Une solution de glutamine (10 mM) est incubée en présence de concentrations
croissantes en méthylglyoxal (0, 5, 10, 20 et 50 mM) dans un tampon phosphate 200 mM, a
pH 9, dans un bain d’huile a 120°C pendant 0, 30, 60, 120 et 240 min.

La formation de produits bruns est mesurée par absorption a 420 nm. L’intensité de
fluorescence est mesurée a une longueur d’excitation de 330 nm et d’émission de 450 nm,
maxima d’excitation et d’émission obtenus pour un mélange de glutamine/méthylglyoxal
incubé 2 h a 120°C quel que soit le rapport molaire étudié. Ce choix de longueurs d’onde est
¢galement justifié par I’observation d’une évolution des maxima en fonction du temps. Il
semble que les fluorophores ayant pour maxima d’excitation et d’émission respectivement,
330 et 450 nm se forment au cours du temps aux dépens d’intermédiaires fluorescents
(Aex/Aem = 300/415 nm) observés aux temps précoces (Annexe I). Nos cinétiques montrent
donc uniquement la formation des fluorophores stables (Aex/Aem = 330/450 nm).

Les échantillons les plus concentrés en PRM ont été préalablement dilués afin
d’effectuer les mesures d’absorbance et de fluorescence dans leur zone de linéarité (linéarité

entre ’intensité du signal et la concentration de chromophores et de fluorophores).

b. Reésultats

Les échantillons ont été préparés dans un tampon de force ionique importante
(200 mM) afin de limiter d’éventuelles baisses de pH au cours de la réaction de Maillard.
Cependant ce tampon n’a pas été suffisant pour maintenir parfaitement le pH initial. C’est
ainsi que nous avons observé des baisses de pH dans toutes les conditions d’incubation.

Il a été montré que la réaction de Maillard acidifie le milieu réactionnel s’il n’est pas
suffisamment tamponné (Tessier & Birlouez-Aragon, 1998). En retour, une acidification du
milieu, consécutive a la formation de PRM, conduit généralement a un ralentissement de la
vitesse de la réaction de Maillard qui est fortement dépendante du pH. Il peut en résulter une

courbe de formation des PRM d’allure sigmoide. Cependant, nous verrons plus tard que la
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syntheése du principal fluorophore qui semble responsable de la fluorescence globale mesurée
est au contraire favorisée a pH neutre ou 1égérement acide.
Les cinétiques d’apparition des pigments bruns (mesure d’absorbance a 420 nm) et des

fluorophores (Aex = 330 nm et A, = 450 nm) sont représentées sur la figure 36.
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Figure 36 : Formation de produits de Maillard mesurée par (A) absorption a 420 nm et
(B) par fluorescence a 330 et 450 nm, longueurs d’onde d’excitation et d’émission

respectivement, a partir de solutions chauffées a 120°C de glutamine et de méthylglyoxal
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