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Liste des abrévations
ABTS : acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)
AF :acide férulique; AS: acide sinapique; AV : acide vanillique; ApC : acide para-coumarique ;
ASR : acide syringique
AGL : acide gras libre

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF :base farine pour la meunerie francaise, CA: Cap Horn,
CH : Charger, CNO4: Corde Noire 2004, CNS:Corde Noire Spéciale, ME : Mendel, NI : Nirvana,
OR : Orvantis, QB : Quebon, S1: Sankara n’L, S2 : Sankara n2

AX : arabinoxylanes
BCA : bicinchoninic acid, acide bicinchoninique

CAT : activité catalasique extractible d’une farine ou d’'une pate exprimée en pkat.g’ ms c’est-a-direen
pmoles d’O, produit par gramme de matiere séche

CO, g : pourcentage de CO, basse teneur mesuré dans le cas de pétrissage de pates sans levure (gamme
d’échelle comprise entre 0 et 1 %)

CO,  : pourcentage de CO, haute teneur mesuré dans le cas de pétrissage de pates avec levure (gamme
d’échelle comprise entre 0 et 50 % dans le cas du sitoxygraphe et comprise entre 0 et 100 % dans le cas
du bioréacteur)

CV : coefficient de variation (%) correspond au rapport de I'écart type sur la moyenne exprimé en
pourcentage

DAG;,, DAG,; : diacylglycérol, acide gras estérifié en position 1 et 2, et 1,3 respectvement

GOX : activité glucose oxydasique ajoutée lors du pétrissage exprimée en nkat.g’ ms c'est-a-direen
nmoles d’O, consommé AF consommeé par gramme de matiére séche

kat : katal , le katal représente I'activité d’une enzyme vis-a-vis d’un substrat et correspond a un nombre de
mole de substrat consommé par seconde. Dans nos conditions, I'activité enzymatique est généralement
exprimée en micro- ou nanokatals ramenés soit a la matiére seche de farine (en g) ou au volume d’extrait
enzymatique (en mL)

LAC : activité laccasique d’un extrait exprimée en nkat.mL™ ou en nkat.g™ ms. (détail de mesures, voir
chapitre matériel et méthodes

LBIAA : Laboratoire de Biochimie Industrielle et Agroalimentaire

LOX : activité lipoxygénasique extractible d’une farine ou d’une pate exprimée en nkat.g™* ms c’est-a-direen
nmoles d’O, consommé par gramme de matiére séche

LPT : lipides polaires totaux

MAG : monoacylglycérol

mbar : millibar

OuroraL & quantité cumulée d’O, consommeé en fin de pétrissage (a t =60 minutes pour le bioréacteur etat =
25 minutes pour le sitoxygraphe). Exprimée en pmol.g* ms

PMMA : polyméthacrylate de méthyle

POD : activité peroxydasique extractible d’une farine ou d’une pate exprimée en pkat.g”' ms c'est-a-direen
pmoles d’AF consommé par gramme de matiére séche

PO, : pression partielle en oxygéene

PUFA : (polyunsaturated fatty acids) acides gras polyinsaturés

R : constante des gaz Parfaits = 8,3145 J.mol™.K™*

rpm : rotation par minute

SG-FPM : sous unité gluténique de faible poids moléculaire

SG-HPM : sous unité gluténique de haut poids moléculaire

SMUFA : (saturated and monounsaturated fatty acids) acides gras saturés et monoinsaturés

TAG : triacylglycérol

Tyr : tyrosine

V0, : vitesse d'O, consommé a l'instant t de pétrissage au bioréacteur (V;O,s) ou au sitoxygraphe (V,0s).
Exprimée en pmol.g™ ms. min™

V, : volume de gaz au sein de la cuve du sytoxygraphe exprimé en L

Vpp : volume de piece plastique utilisé pour réduire le volume de gaz au sein de la cuve pendant le
pétrissage exprimé en L.

WACF : (Water absorption capacity), hydratation nécessaire pour atteindre 500 UB (unités Brabender,
unités arbitraires) lors du test au farinographe

WEAX : (pour Water Extractable ArabinoXylan) arabinoxylanes hydrosolubles
WUAX : (pour Water Unextractable ArabinoXylan) arabinoxylanes insolubles
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Introduction

La fabrication du pain résulte de la mise en cederéarine, d’eau, de levure, de sel et,
de nos jours, dans la plupart des cas, d’amélisrdm@ pain autrefois élément de base de
l'alimentation est devenu une denrée qui doit &atis le consommateur. Dans un contexte
industriel de concurrence et de rentabilité élevisesaitrise du procédé de panification est
cruciale. Or, la qualité de la matiere premiere emtiable puisque qu’elle dépend de
nombreux facteurs différents d’'une campagne a reaufprigine variétale, technique
agronomique, conditions climatiques). Ainsi, posswer la régularité des produits finaux, les
industriels ont généralisé l'utilisation d’améliata en panification. Une deuxieme raison
pour justifier de I'ajout d’améliorants dans leogwits de panification peut étre liee a la
recherche de farines avec des fonctionnalitésopdigtres. Une troisieme est que I'utilisation
des améliorants est un marché lucratif pour le yetelr. Enfin une quatrieme raison est la
recherche perpétuelle de produits innovants, las péntables possibles (gain de temps et
valeur ajoutée). Dans ce contexte, la caracténisatu comportement des farines pendant les
étapes de panification, notamment dés le pétrisssgieimportante, d’'une part, pour
comprendre les mécanismes physiques et biochimimiesenant dans I'élaboration de la
pate, d’autre part, prédire le comportement deeceérniere dans la suite du procédé de

panification.

La pate boulangére est un matériau viscoélastigmplexe dans lequel interagissent de
nombreuses molécules et coexistent de nombreuaesorés biochimiques. Parmi celles-ci,
les réactions d’'oxydoréduction jouent un role imaot (Nicolas, 1979). Les conditions
d’hydratation et le travail mécanique apporté Iduspétrissage influencent les réactions et
interactions au sein de la pate pour lui conféres gdropriétés rhéologiques uniques. Les
gualitées des pates sont évaluées manuellement epdvolilanger en sortie de pétrin,
« 'oxygénation » de la pate est également appeédéémaniére visuelle. En amont, du grain
de blé a la farine, de nombreuses méthodes existemtévaluer les propriétés biochimiques
de farines et le comportement rhéologique des g&edon et Loisel, 1997), conditionnant la
réussite du produit final, mais aussi permettaatppiécier I'effet d’'un améliorant sur le

produit final.

Les améliorants sont des additifs, des adjuvantsdes auxiliaires technologiques
(enzymes). Les enzymes présentent un intéret gisantti car, d'une part, elles sont
dénaturées lors de I'étape de cuisson (ne néaaispidis d'étiquetage), et d’autre part, elles
ont un mode d’action spécifique. Parmi celles-es laccases sont des oxydoréductases

potentiellement intéressantes.
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Introduction

Le but de ce travail de thése est I'instrumentagbiutilisation d’'un pétrin pilote, le
sitoxygraphe, pour quantifier les échanges gazeire da pate et I'atmosphere pendant le
pétrissage (consommation d’oxygéne, production idxyde de carbone), mais aussi de
mesurer I'évolution des caractéristiques rhéologgdes pates (mesure du couple sur le bras
moteur). Ce travail s’incrit dans le prolongemeattcavaux réalisés a la Chaire de Biochimie
Industrielle et Agroalimentaire, portant sur I'éuddes mécanismes de réactions
d’oxydoréduction en milieu pateux dans un pétrinlatratoire instrumenté, le bioréacteur
(Ameille, 1998 ; Celhay, 2000 ; Eyoum, 2002). Cingpstions ont été posées :

- Quels sont les acteurs de la consommation d’'Gne pate de farine de blé tendre ne

contenant pas de levure ? quand et comment agisséians un milieu complexe?

- Quels sont les facteurs limitant/favorisant tmsommation d’'Q (les conditions de
pétrissage, I'Q les enzymes, les substrats, la compétition demgyme avec une autre pour
'O, etc) ?

- Quel est lI'impact des réactions d’oxydation ainsde la pate sur les composés
biochimiques (enzymes, substrats, agrégation deséipes) et sur les caractéristiques
rhéologiques et technologiques de la pate ? Quel'edfet de la formulation des farines
(origine variétale, ajout d’améliorant) ?

- Que représente la mesure de couple s’exercaie suas moteur d’'une pate pétrie au
sitoxygraphe ? Quelles informations technologicueEsg-on extraire de celle-ci ?

- Dans quelle mesure les phénomenes oxydatifgiboant-ils aux modifications des
propriétés rhéologiques acquises pendant le pefes® Est-il possible de mettre en évidence
des conséquences rhéologiques et technologiquesquées par les phénomenes oxydatifs
mesurés ? En d'autres termes peut-on relier lemgrhénes oxydatifs au comportement
technologique d’une farine et peut-on prédire cenpartement dés le pétrissage avec le

sitoxygraphe.

Pour y répondre, la premiére partie a été consactaenise au point du sitoxygraphe,
passage d’'une échelle expérimentale (600 g depéhtie au bioréacteur) a une échelle pilote
(3 kg de pate dans le sitoxygraphe). L'appariti@n rebuveaux phénomenes a prendre en
compte liés au changement d’échelle a nécessit@dbgstations de l'instrumentation, leurs
validations, ainsi que la mise en place d’'une a®abystématique des données d’oxygene et
la définition de parametres d’'analyse des donnéesodple. Pour valider la mise au point,
I'effet de la formulation de la péate sur les partre® mesurés (effet de la composition des

farines, mise en évidence des effets d’améliorantgamment utilisés) a été étudié. Cette
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partie a également permis la comparaison des a¢subtenus avec le sitoxygraphe a
ceux obtenus avec le bioréacteur. Dans une seqoadie, un volet plus appliqué vise a
étudier I'action des laccases, des enzymes derldldades oxydoréductases, dans la pate lors
du pétrissage. La caractérisation biochimique datnde laccases a été réalisée, dans un
premier temps en milieu modele pour sélectionnex dmzymes les plus prometteuses, puis
dans un second temps, l'effet de l'ajout de laccasentuellement en présence d'un

médiateur d’oxydation a été étudié pendant le ggdge au moyen du sitoxygraphe.
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2.1 Généralités : place du pétrissage dans la panification

En tant que premiére étape de la fabrication da,damportance du pétrissage est
cruciale pour la qualité du produit fini. En effgbendant celui-ci, un ensemble de
transformations (biochimiques et physiques) comgdexnt lieu. Indispensable pour le
passage de la farine a la pate, le pétrissage pesudout d’obtenir une pate
macroscopiquement homogeéne et lisse dotée de grépriscoélastiques déterminantes dans
I'élaboration du pain. Bien que composée simplengenfarine et d’eau en grande partie, la
pate pétrie est un enchevétrement structuré decolekréparties dans trois phases, liquide,
solide et gazeuse, que l'on peut séparer en frectitydrosolubles, insolubles dans I'eau

(amidon, gluten, pentosanes principalement) eteramit des molécules de gaz.

Le pétrissage peut étre décomposé en plusieurssefapsociées a plusieurs fonctions).
La premiere est la formation de la pate, I'état qiipye du mélange évolue d'un état
particulaire (milieu discontinu) a une péate cohésign général, cette premiére phrase est
appelée le frasage, son but est 'homogénéisatesngdiatre composants de la pate. L'eau
assure la plastification du systeme (Po#tisal, 1992), favorisant la mobilité moléculaire
permettant notamment aux enzymes d’agir, mais dassigration des lipides aux interfaces
gaz-pate. Cette étape est marquée par un augroeentagiide de la température du milieu, la

chaleur dégagée est appelée chaleur d’'imbibition.

La seconde étape débute par le passage a uneeviesbrassage plus élevée. Le
pétrissage n'a plus seulement la fonction de mélakg effet, la travail mécanique est plus
intense (apport d’énergie) et a des conséquencegsiqoles et biochimiques liées. Tout
d’abord, le mélange constant des différents ingritdide la pate répartit les levures au sein

de celle-ci.

Par ailleurs, la dispersion concerne égalemenséntble des molécules contenues dans
la farine et accroit leurs probabilités de renafdrorisant ou modifiant les interactions entre
elles : enzymes-substrat, protéines-lipides, pne®pentosanes, protéines-amidon, protéines-
protéines, etc. Les interactions moléculaires aude la pate peuvent étre de faibles énergies
(hydrophobes, liaisons hydrogene) ou engendreréigions chimiques (formation/coupure
de liaisons covalentes), ces derniéres étant kequuvent catalysées par des enzymes.
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A. B
Activité 2 Activité
Enzymatique Enzymatique

AMYLASE

: % 0.75 1.00 4
[+] 0.25 0.50 w Température

Figure 1 Effet de l'activité de I' eau et de la température sur les activités enzymatiques (d'apre®otus
1997)
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Parmi les réactions enzymatiques, les réactionxydaréduction et les réactions
d’hydrolyse de I'amidon sont les plus importantescaurs du pétrissage (Grosch, 1986 ;
Grosch et Wieser, 1999). En milieu pateux, I'actitas enzymes est également favorisée, car
'Aw de la pate est proche de 1 (accélération destions biochimiques) et la température
augmente sensiblement (favorisant aussi I'acteitéymatique) (figure 1Enfin, le brassage
de la pate permet I'incorporation de microbulleai’qui constituent un apport d’oxygene
aux systemes enzymatiques d’oxydoréduction, massidorment lesauclei gazeux, futurs

alvéoles de la mie de pain (Baker et Mize, 1946).

Par ailleurs, les contraintes mécaniques exerégsnient, compression, cisaillement)
vont participer a I'acquisition des propriétés wvslastiques de la pate avec la formation d’'un
réseau suffisamment extensible pour permettre dugolas gazeux de se former lors de la
fermentation et suffisamment élastique pour que aleéoles résistent sans rompre a la
pression du C@ produit. Ces contraintes varient selon les péttitissés (forme, taille,
géométrie de la cuve et des bras, vitesse du (&) s et incorporation d’énergie

cinématique dans la pate).

L’'optimum de pétrissage correspond au temps aulguebnsistance de la pate est
maximale. Ce temps n’est pas nécessairement le ntoogela pate posséde les meilleures
propriétés rhéologiques, assurant la meilleureitgudl produit fini possible. En revanche,
au-dela d’'une certaine durée de pétrissage, lasfsttaiblit, s’effondre et devient collante : la
pate est surpétrie (« dough breakdown » dansHtarnetogie anglosaxonne). Selon les pétrins
utilisés, selon les qualités de farines, selonféextionnalités désirées, la formulation est
adaptée aux propriétés désirées. Ce terme desgnaroportions des différents ingrédients
(nature et quantité) pouvant composer la pate :position des farines, teneur en eau de la
pate, présence de sel, flore fermentaire (lev&mecharomyces cerevisjapoolish, levain,

starter), améliorants (additifs et auxiliaires tealogiques).

Actuellement, les industriels de la panificatiorisagnt a tous les niveaux du procédé
pour atteindre un produit final de plus en plushiegue (valeur ajoutée), de qualité, a
moindre colt et dans un temps le plus court passhlce titre, ils élaborent des formules
contenant des améliorants fonctionnels, dont l'ienagin impact au niveau du consommateur
(apport nutritionnel, santé). La mise au point deiveaux améliorants s’inscrit dans cette

démarche.

Le cadre de ce projet de thése s’inscrit pleinerdans ce contexte, son but est la mise

au point d'un outil de caractérisation de la pateaement au cours du pétrissage par des
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Farine, Eau, Sel, Levure

Ameéliorants Energie / Oxygéne

Pétrissage

Fermentation en masse
ou pointage

[

[

Division
et
boulage

Détente

I
C Fagolnage O

Fermentation ou Apprét

i<— Scarification

Cuisson

l

PAINS

Figure 2. Etapes générales de la panification.
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données relatives a la biochimie des pates (consmimmd'Gy) et a leurs propriétés
rhéologiques (mesure de couple). Un tel outil séapar ailleurs un pétrissage, a une échelle
pilote qui permet d’'une part, de travailler la pa@ns des conditions proches de celles du
boulanger et d'autre part, une caractérisation ldgggue et biochimique par analyse

d’échantillons de pate.

2.1.1 Etapes générales de la panification

Classiquement, le procédé de panification est éigis phases de travail et de repos de
la pate (figure 2) :

« Le but du pétrissage (premiére phase active) est de former un milieu
macroscopiquement homogene, structuré et capablgsedééformer sans rompre lors de
'expansion des alvéoles gazeux (fermentation)ctitere de stabilité du réseau formé est
aussi important pour éviter la perte de ces qalité

« Le pointage (phase de repos en cuve) est une étape de ferrnargat masse.

Il correspond a la fermentation alcoolique des esicavec une production de £€CCe
dégagement gazeux provoque le développementutdsi gazeux formés lors du pétrissage
en alvéoles retenant le GProduit. Lors du pointage une structuration letgda pate s’opere
également permettant de consolider le réseau dengkt stabiliser les interfaces gaz-pate,

ainsi que libérer des sucres fermentescibles.

« Le pesageest une phase de division puis boulage des patansianipulation

de ceux-ci peut avoir un effet néfaste sur les pétgs rhéologiques de la pate.
«  La détenteest une étape de repos qui dure environ 20 min.

« Le faconnage est I'étape de mise en forme des patons. Cetige étst

egalement préparatrice a I'apprét. En effet, legraintes appliquées lors de la mise en forme

des patons vont agir sur les bulles de gaz, rétkiirdaille en augmentant leur nombre.

« L’apprét constitue la seconde étape de fermentation déite jhe gain de
volume provoqué par I'expansion de petits alvéalageux au cours de cette étape est
important. Si le nombre d’alvéoles initial est imgamt, le nombre des bulles de gaz le sera
également.

. La cuissonest I'étape qui fige la structure du pain. Elledggoule dans une
atmosphere saturée en eau. La température dawosirlesd situe entre 200 et 300 °C et le

temps de cuisson est compris entre 20 et 30 msalv&oles du paton levé se dilatent. Dans
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Tableau 1. Durée des petite (40 rpm) et grande (8Pm) vitesses utilisées selon le type de

pétrissage (d'aprés Feillet, 2000)

Type de Durée de la petite Durée a grande
pétrissage vitesse vitesse
conventionnel 15 min absent

amélioré 3 a5min 12 min

intensifié 3-5 min 18-20 min

Figure 3. Exemple de forme de bras de pétrin obliga (A.), spirale (B.) €
horizontal (sitoxygraphe, C.). Echelle relative norrespectée pour les dimensiol

des bras.
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le méme temps, I'amidon est gélatinisé, le gluera@agule et la crolte est formée (réaction

de Maillard). Pendant cette étape, des ardmespsodtits

«  Le ressuageest une étape finale qui permet le dégagementGdeetCde vapeur

d'eau.

2.1.2 Procédés de pétrissage et types de pétrins utilisés

Au début du XX siécle, le pétrissage était manuel effectué esiguis étapes séparées
par des temps de repos. Puis, I'intensificatiorpéuiissage a profondément modifié le métier
du boulanger. En France au début des années 89, tyymes de pétrissage existent: le
pétrissage conventionnel, le pétrissage intendd pétrissage amélioré. Le tableau 1 présente
les caractéristiques de chaque procédé (Feill€iQ)2@’apres Feillet (2000), le pétrissage
conventionnel assure un apport d'énergie mécaniggugfisant quand le gluten des farines
est tenace. Le pétrissage amélioré assure un hdglibéeg entre développement de la pate,
conservation de sa texture, golt et ardbme maigaineknt du volume final du pain. Enfin, le

pétrissage intensifié donne un pain volumineuxXatd) mais insipide.

En France, I'utilisation de pétrins discontinus géhéralisée dans l'artisanat. La plupart
des pétrins ont été mis au point dans les annéd3eplis, ils ont été constamment améliorés.
Les pétrins actuels présentent une diversité irmptetde forme, de cuve (motorisée ou non),
de bras (simple ou double, mobile ou non), d’émergportée a la pate et de la vitesse des
bras. Les améliorations apportées sont difficileirdinsociables des applications désirées.
Quatre types de pétrins sont plus particulierermghsgés, les pétrins a axe oblique, les pétrins
spirales, les pétrins a bras plongeants et legpédtorizontaux. Des exemples de formes de
bras sont présentés (figure 3). Une comparaisondiE&sents pétrins est fournie dans les
tableaux 2 et 3. Par rapport aux pétrins artisardassiques, le sitoxygraphe, en dehors du
fait qu’il s’agit d’'un pétrin pilote, est utilisévac des vitesses (V1 et V2) lentes. En revanche,
I'énergie fournie & la pate est importante (enfeet 90 kJ.kg pate) probablement car la
totalité de la masse de pate est pétrie a chagua¢obras). Par ailleurs, I'échauffement de la
pate est faible, ce résultat étant probablementida régulation en température (20 °C)
appliguée pendant le pétrissage dans la doubldaapee Au niveau du travail de la pate, ce
type de pétrin réalise a la fois la compressionl'ettension de la pate avec une

homogénéisation de la pate tres rapide

26



Travaux antérieurs

Tableau 2. Comparaison des caractéristiques de fotlennement des pétrins frangais les plus répandus@pres
Roussel et Chiron, 2002) avec les caractéristiquda sitoxygraphe.

Tableau 3. Comparaison des effets de différents pédsage sur les pates avec ceux du sitoxygraphe

Type de | Capacités _ Energie fournie | Echauffement des
o Vitesse (rpm) R ~ Cuve
pétrin (KG¥arine) (kJ.kg" pate) pates (°C.miff)
V1 (4 min) : 35-50 V1:3,75a5,25| V1:2,3a35
Axe oblique | 30 a 200 libre
V2 (12 min) : 70-80 | V2:15,75a24,75 V2:35a5,5
V1 (2 min) : 100-110 Vi:15a3
Spirale 16 a4 200 <1 libre
V2 (8 min) : 200-220 V2:24a30
Cycloidal )
V1 (2-4 min) : 40-50
Bras 7,2a10,8 V2:0,2a0,3 libre
V2 (17-18 min) : 70
plongeants
Horizontal |15 — § V1 (1-2 min) : 30 V1i:5a10
_ v2:0,1a0,3 fixe
(sitoxygraphe)kg V2 (13 min) :30-75| V2:42,5a90

_ .| Type de travai| Incorporation| Formation de L )
Type de pétrin R ] R Caractéristiques des pates
de la pate d’air la pate
Couleur blanche, pate lisse
Axe oblique extension lente (relachement de la pate pendant la
rotation de la cuve)
Spirale compression faible rapide Couleur crembldaxydation
Bras
extension _ Alvéolage irrégulier (grosses
plongeants _ soufflage rapide _ _ :
intense inclusions d’air)
(cycloidal)
_ _ Couleur creme, allure déchirée de la
Horizontaux | compression R , N i o A
_ fortes Trés rapide pate au pétrissage, totalité de la pate
(sitoxygraphe) extension e s
pétrie a chaque tour de bras
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(inférieure a 1 min). Enfin, 15 min sont nécessa@e’obtention d’'une pate bien pétrie, de

couleur creme et contenant de multiples microbuleegaz (d’aprés le concepteur du pétrin).

Dans lindustrie, le pétrissage est effectué daas pétrins continus, réalisant le
mélange de la pate instantanément. Aux Etats-Un&neéAngleterre, de pétrins spécifiques
sont utilisés pour la fabrication industrielle daip dans des procédés caractérisés par un
apport bref mais trés intense d’énergie (pétrisskgmoins de 10 minutes, vitesse de bras de
plusieurs centaines de rpm (CBP, Chorleywood Breadess, Amflof, Do-Makef®). En
Angleterre, dans le procédé Chorleywood (CBP)paapd’énergie a la pate est de I'ordre de
9 4 11 kJ.kg de pate en un temps trés court (moins de 3 miesdvilesses comprises entre
400 et 600 rpm). Des variantes de ces technolaghsstrielles utilisent des systemes de
dégazage et/ou de refroidissement (di au fort édment des pates). Elles peuvent étre
menées dans des atmospheres confinées en surpressisous vide partiel (impact sur

I'incorporation du gaz dans la pate).

2.2 Estimation des caractéristiques viscoélastiques des pates de farine de
ble

Le pétrissage est I'étape préparatrice de la streictle la pate (mise en place des
réseaux protéigue et polysaccharidique). La rhéelegt la science qui étudie le type de
déformation subie par les matériaux, leur modeallEment ou leur rupture quand une force
leur est appliquée (et inversement). Ces phénontdtesminent les propriétés fonctionnelles
des aliments. Dans le cas de la pate de farindédertdre, ses caractéristiques viscoélastiques
lui sont conférées principalement lors du pétrissaf) lors des phases de repos. Elles
s’expriment ensuite pendant les étapes de fermemtahanipulation de patons (stabilité), de

cuisson et au moment de la consommation du paitu(® (Chefteket al, 1977).

La pate est constituée de nombreux composés algantic leurs propriétés physiques
propres et interagissant afin de conduir a un cotapwnt rhéologique. Lorsqu’elle est
soumise au pétrissage (contraintes mécaniques)prigmiétés viscoélastiques de la pate
évoluent au cours du temps (Hoseney, 1994). listme méme au repos pendant les phases

de fermentation.
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PATE INSUFFISANCE EXCES
1 4 7 10 7 4 1
PETRISSAGE Lissagd
Collant de la pate
Consistance |/25
Extensibilitg
Elasticit§
Relachement
POINTAGE Détente : relachemgnt | |/10
FACONNAGE Allongemen|
Dechiremert | |/25
Elasticit§
Collant de la pate
APPRET activité fermentairp
Pate : déchirement | |/10
MISE AU Collant de la pate
FOUR Tenue de la pafe | |/30
NOTE PATE / 100}
PAIN
Sectio
ASPECT Couleu
DU PAIN EpaisseUr |70
Croustillan
Coups Jetd
de Régularitd
lame Déchiremert
poids1 poids2 Vol 1 Vol 2
VOLUME |/30
(en kilogramme) NOTE PAIN / 100
Volume moyen I:l cm3
MIE
Couleu
ASPECT Texture Souplessk
DE LA Elasticit§
MIE Collan{ /100
Alvéolage Régularitd
Epaisseyr
Flaveu
NOTE MIE / 100
VALEUR BOULANGERE / 300 = | | + | | + | | | |
PATE PAIN MIE VBOU
OBSERVATIONS longeur des patons

Figure 4 Grille de notation utilisée pour I'appréciation de & pate dans le cadre de norn
AFNOR (NF V 03-716)
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Critere

Caractere apprécié de la pate

Consistance (1)

Caracteéristiques viscoélastiques

Collant (2)

Adhérence de la pate au dos de

main

Extensibilité (3)

Capacité  d’allongement  jusqu

rupture

Elasticité (4)

Capacité a reprendre et vitesse

retour a la forme initiale

Relachement

Tenue de la pate

de

Figure 5 Appréciation manuelle de la qualité d'ungpate lors du pétrissage

30



Travaux antérieurs
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sensorielles (dela pate)  ..-..iceee.. >
rofessionnelles
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Rhéologie fondamentale : ensemble de méthodes permettant de definir des variables d'élat
i (viscosité, ..) de la péle a partir des variables de contrdle.
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P donne de linformation sur
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Figure 6. Etablissement de liens entre les différésm méthodes d’analyse c

la texture des pates (d'aprés Rousset al, 2006a)
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Figure 7. Les différents types de sollicitations n@aniques
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2.2.1 Appréciation de la qualité des pates

L’appréciation de la qualité d'une pate par un bagkr artisanal est classiqguement
réalisée au toucher. En 1993, une approche comalété développée, la méthode BIPEA,
afin de normaliser le protocole d’appréciation @éses et des pains au cours du procédé
(Faisy et Fischer, 2002). Le comportement de |l& &t noté, 10 correspondant a la note
maximale, 1 correspondant a la note la plus fgibkuffisance ou excés du phénoméne décrit
par le parametre). Les différents criteres d’évabmasont donnés sur un exemple de fiche
présenté dans la figure 4. Tout au long du prosedsypanification, la pate, la mie et le pain
dans son ensemble sont notés et la somme de seadtes caractérise la valeur boulangére
du produit final (sur 300). Lors de la mise au pala cette méthode, un accent particulier a
eté mis sur la répétabilité et la fiabilité deslaations pour un ensemble de laboratoire. Les
criteres d’estimation de la qualité des pates smmuréciés pendant ou aprés le pétrissage
(consistance, collant, extensibilité, élasticitélachement, figure 5). Dans l'industrie, les
caractéristiques dimensionnelles (volume, longualeupain), les caracteéristiques visuelles, les
caractéristiques de texture et les qualités deerwagons sont particulierement importantes a
maitriser. Actuellement, en France, dans le cadrepmjet AsCoPain, un recueil de
connaissances est constitué afin d’harmoniserrigalge des différents acteurs de la filiere
blé — farine - pain. Un des objectifs est de dguado un systeme expert d’aide a la décision
dans une approche déductive et prédictive des cdements qualitatifs de la pate (Roussel
et al, 2006a). Pour cela, les acteurs du projet fon€ntaire des termes utilisés dans les
différents niveaux (profane, métier et scientifijues rendent explicites de facon a faire le
lien entre les différents «langages » employéslest regroupent dans un glossaire
terminologique (Roussadt al, 2006b). Le lien entre les différentes approchHasalyse des

propriétés de texture est présenté dans la fig@iRoaGssekt al, 2006a).

2.2.2 Outils de caractérisation rhéologique

Un grand nombre d’appareils ont été mis au poinir praractériser les propriétés
rhéologiques des pates aux petites (rhéologie dignemou oscillatoire) et aux grandes
déformations. Les principales déformations appkgué la pate (extension biaxiale ou
uniaxiale, cisaillement et compression) lors deststerhéologiques sont présentées

schématiquement sur la figure 7.
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Montage des plaques paralléles pour test dynamique.

d = déformation, f = force transmise a travers I’échantillon,
h = hauteur de I’échantillon, | = longueur de I’échantillon,
w = largeur de I’échantillon.

Figure 8. Représentation schématique d'un appareile mesure d
rhéologie dynamique

Yo —A / A “\“

T : Amplitude du mouvement sinusoidal de la plaque supérieure
Y : Mouvement transmis & la plaque inférieure par 1'échantillon
O : Décalage de phase

Figure 9. Courbe obtenue avec un rhéomét
dynamique
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2.2.2.1 Rhéologie dynamique (faibles déformations)

Le principe général est la mesure de la contraite»), lorsqu'une déformation est
imposée a un échantillon de pate et inversemerfiguee 8 illustre ce principe. L'échantillon
de pate a analyser est placé entre deux plaquesqus la plague supérieure oscille, une
déformation est appliquée a la pate qui transmatpaque inférieure une partie de la force
qui lui a été imposée {w»). A partir des courbes de contraintes et denggpd’amplitude de
mouvement sinusoidal de la plaque supérieure, leveroent transmis a la plaque inférieure
ainsi que le décalage de phas® & sont déterminés (figure 9). Un échantillon texa¢nt
élastiqgue provoque un phasage nul tandis qu’'unnéiiba visqueux donne une valeur de
égale a 90 °C (Hoseney, 1994 ; Berland et Laur@285)L

Trois parametres sont extraits des courbes dguaefio :

« G’ ou module conservatif, fait réféerence a la cosgme élastique des

propriétés viscoélastique de la pate

U] G = (%j x cos ()

« G’”ou module dissipatif, représente I'énergie perdoar le systeme et fait

référence a la composante visqueuse de la pate

0 G' = (ﬁj x sin (3)

Jo

« tan O ou rapport visco-élastique reflete I'importancdatige du caractére

élastique ou visqueux de la pate.

Gll
() tan o = —
Gl

Quandd est égal a 0, G” est égal a 0, le milieu esttidas. Quand est égal av2, G’

est égal a 0, le milieu est visqueux. Les contegimippliqguées a la pate peuvent étre biaxiales
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I, L
Déformation (selon Hencky) : & =7 ]nT’”
. 1 1 4L
W défi tion : B, =—— e —
itesse de déformation T
. F
Contrainte : o= E

Cas (a) : Entrefer partiellement rempli <---> 5 varizble

Sil'on suppose 'incampressibilité de la pdle, on o conservation du volume au cours de
la déformation : V = R 4*L, = ARL, d'od :
6, =,
Ry L,

Cas (b.c) : Plateau supérieur et échantillon de méme diamélre <--> § conslanle

I

Oy = =7
(b} ]'TRE
Lg: hauteor initiale du disque de pite Ry rayon initial du disque
L : hauteur a l'instant t R : ravon A l'instantt
- % : vitesse du plateau supérieur S : surface supérieure du disque
t
F: force V: volume du disque

Figure 10. Calcul des grandeurs rhéologiques en exision biaxiale par compression en conditiol

lubrifiées (CCL), d’apres Bartolucci (1997).

Force (N)

TR Fuin
50 175

0 25 50 75 100 125 150 1
Temps (s)

Figure 11. Courbe de compression relaxation obtenwsu texturomeétre (Bartolucci, 1997).
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ou en cisaillement selon le type d’appareillagdisédti Dans tous les cas, les résultats sont

exprimeés en unités standards communes a I'ensatebleutils de mesure.
2.2.2.2 Rhéologie aux grandes deformations

Les tests de compression relaxation comportent pimesse de compression (d’'un
cylindre de pate entre deux plateaux) et une plikseelaxation. Ces tests permettent

d’étudier le comportement rhéologique des pategyaamdes déformations.
2.2.2.2.1 Compression uniaxiale lubrifiée

Lors de la compression, la force exercée (solticitd impose une extension biaxiale,
entrainant augmentation de surface de I'échantidlerpate. Pour limiter le cisaillement au
niveau des extrémités fixes et les frictions, lapcession se fait en conditions lubrifiees
(Macosko, 1994). L'épaisseud)(et la viscositér( ) de la couche de lubrifiant doivent se
situer entre certaines limites pour que la défoionainduite soit effectivement une extension
biaxiale pendant tout la déformation : si le rapppR% 15° est trop faible (< &L), le
lubrifiant est rapidement expulsé ; s’il est trdpvé (> 20), cela revient a ne pas mettre de

lubrifiant et on provoque un cisaillement dansHtagtillon (Secor, 1988 ; Macosko, 1994).

La figure 10 regroupe les calculs des grandeurslog@&ues en extension biaxiale par

compression en conditions lubrifiées (Bartolucé97).
2.2.2.2.2 Relaxation et propriétés viscoélastiques

La relaxation intervient lors du relachement intdag des contraintes mises en place
lors de la déformation d’un échantillon, sacharg gelle-ci a été exercée jusqu’a une certaine

amplitude puis maintenue a un niveau constantssipte a contrainte imposeée.

Si la déformation est maintenue, un solide élastige présente aucune relaxation de
contrainte, alors qu'un fluide visqueux parfait g@@te une relaxation immédiate. La
relaxation commence dés l'application d’'une défdroma (Bartolucci, 1997). Pendant la
phase de compression, la partie initiale rapidéadelaxation est masquée. En conséquence,

la relaxation apparait plus lente qu’elle ne lastréalité.
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A partir des courbes de compression relaxatioru(@dll), I'indice (ou degré) de relaxation

IR est calculé d’aprés la formule suivante (IV) :

V) IR = fFMAX_FMIN!

Fuax

Avec,
Fuax : force maximum atteinte en fin de compression (gn N

Fmin : force minimum atteinte a la fin de la relaxat{en N)

Une pate visqueuse a un IR qui tend vers 1. Auramat une pate élastique tend vers
des valeurs de IR proches de 0.

Les propriétés rhéologiques de la pate boulanggrient de fagcon non linéaire avec la
vitesse et le taux de déformation. Du point de technologique, la caractérisation du
comportement de la pate est intéressant s’il ggroape des conditions de déformations de la
pate lors du procédé. Dobraszczyk et Rob@®®4) montrent que lors de I'expansion des
cellules gazeuses la déformation est de type ertemsaxiale, le taux de déformation de la
pate est important (grande déformation) et les pim&mes se déroulent a faible vitesse. Selon
Bartolucci et Launay (2000), les propriétés d’esten biaxiale sont trés probablement
impliquées dans le faconnage de la pate et I'expardes bulles de gaz pendant la cuisson.
Dobraszczyk et Morgenstern (2003) confirment queédimrmation subie par la pate entourant
les bulles de gaz pendant leur expansion se faaisu une extension biaxiale. Selon
Sliwinski et al(2004a), ce ne serait pas le seul type de défavmagincontré lors du procede
de panification : la pate serait également soundisdes extensions uniaxiales et a des
cisaillements. Par exemple pendant le faconnageatia est déformée avec une combinaison
de cisaillement et d’élongation uniaxiale a degsses de déformation relativement élevées
(Sliwinski et al, 2004b), ce qui pourrait également remettre enseae fait que la
déformation se fasse a faible vitesse. Sliwinskial. (2004b) notent que la plupart des
données rhéologiques, publiés lors d'études prétésle sont obtenues a des petites
déformations et/ou a de grandes vitesses de ralaxaf mesure des propriétés rhéologiques
de la pate (rhéologie dynamique ou semi-empirigqiéeessite une mise en forme préalable du
paton a analyser. Tres récemment, Daviebal. (2007) ont discuté de I'influence de la mise

en forme sur les propriétés rhéologiques mesurées.
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Figure 12. Photographie des fraseur du
farinograph de brabender ®

] AFF 12 min
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flil
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0 |0} 200 300 400 5010

Time {5ecs)

Figure 14. Exemple de courbe de couple obtenue aveamixographe.
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2.2.2.3 Instrumentation des pétrins pour la caractérisation

des pates boulangéres

Pour tenter d’analyser les qualités boulangéresfatases, les effets des formulations
employées et I'impact des conditions de pétrissagdes qualités rhéologiques des farines,
de nombreux outils ont été développés, la plugantant de mimer les déformations subies
par la pate sans que celles-ci soient contréléessdes différentes étapes de panification.
Parmi ceux-ci, les plus connus et répandus sotvwébaraph& (inventé par M. Chopin en
1937) et I'extensograpfie Ces deux appareils étudient les déformationsadeate sur des
patons déja mis en forme. Les pétrins instrumeswé@s des outils de caractérisation directe
pendant le pétrissage. Les plus connus sont leoigraph® le mixographe® et le

consistograph®. Ces pétrins sont équipés de mesureurs de couple oapteur de pression.
2.2.2.3.1 Pétrins traditionnels

Inventé en 1927 par un chercheur hongroistatinographe® de Brabender est un
pétrin constitué d’'une cuve régulée en températiares laquelle deux fraseurs horizontaux
tournent en sens inverse a des vitesses différédidest 93 rpm respectivement) (figure 12).
De 50 a 300 g de farine peuvent étre analyséscdmgitions opératoires ont été normalisées
(AFNOR, 1998). 4 parameétres sont calculés a paesrfarinogrammes obtenus (figure 13)

. I'hydratation (WACF, Water absorption capacitynécessaire pour atteindre
500 UB (unités Brabender, unités arbitraires)

«  le temps de développement (TD) en min
« la stabilité (en min)
«  lintensité de l'affaiblissement a 12 min (AFF 12nnaprés la formation de la
pate.
Inventé en 1930, Ienixographe® permet également de mesurer la consistance de la

pate. C’est un pétrin a aiguilles dont le coupldeupest enregistré pendant la formation de la

pate (figure 14). Les parameétres étudiés sont :
« le pic de consistance
« le temps d’apparition du pic de consistance

« la valeur du couple en fin de pétrissage.
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2500 +
2000 -

1500 +

1000 -

Pression (mb)

500 -

0

15

t (min)

Figure 15. Exemple de courbe obtenue au consistogtae® de Chopin.
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Le consistograph& Chopin est un pétrin enregistreur muni d’un capté pression
dans le corps de la cuve régulée en températurs.diopassage du fraseur devant le capteur,
la pate est comprimée. La pression qui s’exercemt®ple la résistance a I'écoulement de la
pate. Les conditions de travail sont réalisées &aibnsistance constante (définition d’'une
zone d’hydratation adaptée), soit a hydratation staonte (définition d'une zone de

consistance adaptée). Les parameétres extraitsadeithe (figure 15) de consistance sont :
« la pression maximale (Prmax) en mb ;
- le temps d’apparition de la pression maximaig.{) en s ;

- la stabilité, durée pendant laquelle la pressiansapérieure a 80 % de la

pression maximale ;

» les affaiblissements a 250 449 et a 450 s (o), correspondant a la différence

entre le Prmax et les valeurs de la pression &2880 s, respectivement.
2.2.2.3.2 Apport des pétrins instrumentés

Ce paragraphe fait un état des lieux non exhadssfpétrins instrumentés existant et

tente de montrer I'apport et la spécificité de alegppareil.

En 1995, Contaminet al. ont mis au point un pétrin biscuitier pilote (Deslad)
pouvant travailler jusqu’a 6 kg de pate. Il estrimmenté pour mesurer les températures de la
pate et du fluide circulant dans la double paroilalecuve. Ces auteurs ont mesuré la
température de la pate et I'apport énergétique fenter de relier la qualité des pates et des
biscuits avec les conditions de pétrissage et lmposition biochimique des farines
(Contamineet al, 1995 ; Charun, 1997 ; Charwt al, 2000). lls ont également tenté de
réaliser des bilans énergétiques entre I'apportamae, I'énergie absorbée et I'énergie
dissipée par la pate.

En 1998, Ameille a instrumenté un pétrin bioréac{@ouvant pétrir jusqu’a 600 g de
pate) en vue de modéliser les réactions d’oxydatémiu intervenant au cours du pétrissage
des pates de farines de blé tendre (voir la dgsmmipans le chapitre matériel et méthode). Ce
travail est une adaptation plus récente de la ndéthde Smith et Andrews (1957) pour
mesurer la consommation c¢@es pates, principalement attribuée aux phénonwyestifs.
L’appareil mis au point est plus précis que cekualoppé par Smith et Andrews en 1957. Le

principe est basé sur la mesure de la teneur egeorydans I'atmosphére gazeuse entourant
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Figure 16. Schéma de principe du pétrin instrumentar Chin et Campbell (2005a)
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Figure 18. Exemples de courbes ohtees au rhéofermentométre. A. courbe ¢
développement. B. courbes de dégagement gazeux (téte gaz en fonction di
temps) obtenues en piégeant le GQAibéré (1) ou non (2). VR: Volume de ga
retenu par la pate (cm). VP : Volume de gaz perdu (cr).

43



Travaux antérieurs

la pate isolée de l'atmosphere extérieure. Cet regpaermet d’étudier I'impact des
conditions de pétrissage et de la formulation degds (composition biochimique, ajout
d’enzyme d’oxydoréduction, de subtrats redox ouydrblases) sur la consommation
d’oxygene. Le bioréacteur, également muni d’'un @aptie couple au niveau du fraseur a été
utilisé par Cehlay (2000), puis dans le cadre deasail de thése (Levavasseairal,. 2006)
pour caractériser les pates selon des paramétdogigques définis. Les contraintes
mécaniques du systeme nécessitent de pétrir des g@thydratées (70 % d’eau pour 100 g de
farine), ce qui présente lI'avantage de ralentirgggénoménes d’oxydation, mais rend les
phénomenes observés sur les parametres de codfidedient comparables avec ceux
déterminés sur des pates boulangéres nettements nhgoiratées. La mise au point du
sitoxygraphe a pour but de transposer la mesuta densommation d’oxygéne sur un pétrin
pilote réalisant des péates dont I'hydratation @stsda gamme des conditions boulangeres.

Chin et Campbell (2005a) ont instrumenté un pédiénlaboratoire de type tweedy
équipé d'un capteur de couple, d’'un mesureur dess# de bras permettant de déterminer
'apport d’énergieork inpu) a la pate (figure 16). A l'aide d’'un systeme étaanpermettant
de faire varier la pression au sein de la cuveacésurs ont étudié I'effet des conditions de
pétrissage (vitesse, apport d’énergie, type dendaringrédients) et de pression dans
'atmosphére environnant la pate, sur I'aératios pétes et la rhéologie de celles-ci (Chin et
Campbell, 2005a et 2005b, Chehal, 2005a et 2005b).

2.2.3 Rhéofermentometre (outil de mesure de la production et de la

rétention de dioxyde de carbone

Le rhéofermentometre est un appareil de mesureadguantité de gaz carbonique
produit en cours de la fermentation (figure @@hs un systeme étanche. Deux configurations
sont possibles. Dans la premiere (vanne B ferm&ehantillon de pate levurée est placé
dans un cuve thermostatée, sur celle-ci des masStadliques tarées sont reliées a un piston.
La mesure du déplacement de ce piston permet @endaer la courbe de développement
(augmentation du volume de la pate) (figure 18.A3.pression dans le systéme étanche
augmente par le déplacement d’'un volume d’air etnpela détermination de la courbe de
dégagement gazeux total (figure 18.B.). Dans larsde configuration (vanne A fermée,
vannes B et B’ ouvertes), le GObéré (pate poreuse) est absorbé par la chauxs Da cas,

la pression gazeuse mesurée est inférieure e¢ I&ius la courbe représente le volume de
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CO; retenu dans la pate (VR). La différence entreaiess sous la courbe de dégagement
gazeux des deux conditions d’utilisation permetéerminer le volume de G@erdu (VP).

Ce systeme permet de déterminer le coefficientétiention de C@dans la pate (volume
perdu sur volume retenu) mais aussi le temps a garquel la pate est devenue perméable
(diffusion du gaz).

2.3 Modifications biophysicochimiques provoquées par le pétrissage

2.3.1 Role des transferts énergétiques

Le pétrissage entraine un apport de travail méoanigtense, déterminant pour la
gualité de la pate (Tanaka et Bushuk, 1973). Lgeemécanique fournie par le bras en
mouvement est partiellement convertie par dissipattisqueuse en un apport d'énergie

thermique a la pate.
2.3.1.1 Apport d’énergie mécanique

Pour un type de pétrin donné (géométrie de la @twaes bras), la quantité d’énergie
meécanique fournie a la pate dépend de la vitessmad) du temps de pétrissage, et du couple

(moment des forces de résistance de la pate adiaament).

Elle correspond a la somme des énergies spécifigaentanées (V) :

(V) tfinal
E= j C(t) aft) ot
t0
avec,
C(t) : couple instantané exprimé en N.m

aft): vitesse angulaire instantanée en rad.s

Expérimentalement, cette relation s’exprime :

(V1)
E=) C(t) aft) At
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Dans cette derniére relation, l'intervalle de teryi3 doit étre suffisamment petit, pour que
le calcul soit précis. Dans les pates biscuitie@mtamineet al. (1995) ont montré que la

guantité d’énergie est reliée linéairement au pitodiw carré de la vitesse par le temps (V2t).
Cette relation est verifiée dans leurs conditioastrdvail en considérant la pate comme un

fluide visqueux (Newtonien).

Lors du pétrissage, la consistance de la pate autgmatteint un maximum avant de
chuter progressivement. Lorsque la durée de pa¢resse prolonge, on observe une chute
importance de la consistance de la pate correspbonaia surpétrissage. La notion de
surpétrissage est subjective et pas obligatoiremesucié a un effet pénalisant. Tout dépend
des propriétés des pates désirées. Cependantydétrissage est fréquemment associé a
I'apparition d’un fort collant qui peut étre pérsait lors de la manipulation de la pate.

Pour des conditions de pétrissage identiques penia, I'augmentation de la vitesse de
pétrissage s’accompagne d’'une augmentation dessfale frottement au sein de la pate. En
1972, Kilborn et Tipples ont observé I'existenceird’seuil minimal de vitesse en dessous
duquel le volume du pain diminuerait fortement déamgprocédé Chorleywood (CBP), et
obtenu un développement optimum de la pate pouapport d’énergie minimum de 9
kJ.kg" de pate. De plus, selon ces auteurs, un pétrissageun apport d’énergie constant
(vitesse variable) permettrait de réduire consiléraent le temps de développement de la

pate.

2.3.1.2 Energie absorbée dans la pate, énergie dissipée par

celle-ci

En pratique, I'énergie absorbée par la péate esturdespar son élévation de la
température pendant le pétrissage (Contareirad, 1995 ; Charuret al, 2000). Une part de
I'énergie transmise par le bras en mouvement esirbbe par la pate, 'autre non retenue est
dissipée a I'extérieur. La mise au point de pgienmettant la régulation de la température de
la cuve du pétrin (systeme de liquide circulantsdame double enveloppe), permet de
mesurer cette énergie dissipée (Contamimeal, 1995). De méme, la température de
'atmosphére entourant la pate peut évoluer entifmmades échanges. Ainsi, le bilan des
eéchanges montre qu'il est impossible de disso@esysteme pateux de son milieu. Seule

compte I'énergie dissipée dans la pate.
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Tout d’abord, c’est principalement l'apport d’éniergmécanique qui détermine
'énergie absorbée, mais la valeur de I'énergiecifippéle instantanée va influencer les

variations plus ou moins rapides de la températarpate.

Ensuite, I'évolution de la température de la patesconséquences sur les caractéristiques de
la pate. D’aprés Hlynka (1962), la consistance argmavec la température de la pate. A
consistance égale, la vitesse de développemerat jpigté augmente avec la température de la
pate. Au contraire, Bloksma et Nieman (1975) indiffuque la viscosité de la pate passe par

un minimum entre 40 et 45 °C.
2.3.2 Role des composants de la pate lors du pétrissage

2.3.2.1 Levures

Quand la quantité de levure ajoutée, en générél.cerevisiagest de 2,5 % par rapport
a la masse de farine 240cellules sont inoculées par kg de farine, (Guirkd78).
L’ensemencement réalisé a pour conséquence d’audgmianquantité d’enzymes dans le
milieu (Potus, 1997). Dés la phase de pétrissagégrmentation débute sous I'action des
levures. A partir des glucides libres ou libérés les amylases de la farine, les levures
produisent du C@ de I'éthanol et des acides organiques (Rouss€hebn, 2002). Le C®
produit est responsable de I'expansion des bullegad pendant la fermentation et la cuisson.

Pendant le pétrissage, celui-ci est libéré detia par brassage (Celhay, 2000).
2.3.2.2 Eau

En général, la teneur en eau d’'une farine se aitit@ur de 15 % par rapport a la masse
de farine humide en fin de mouture. Plus une faese humide plus elle risque de se
détériorer rapidement par l'activation des réadidfydrolyse et d’oxydation et la mise en
place de conditions favorables au développementndésissures, levures et bactéries.

Dans la pate hydratée a 45 % d’eau pour 100 g tks pae part de I'eau (10 %)
provient de la farine, I'autre part est ajoutéesdEncuve du pétrin. Elle permet la formation
de la pate lors du mélange des ingrédients lordfrasage. Elle favorise les réactions
biochimiques et sert également d'agent plastifiaoist-a-dire qu’elle abaisse les
températures auxquelles les protéines et I'amidmssgnt d’'un état solide et rigide a un état

caoutchoutique (pate).
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Figure 19. Structure de I'amylose et de 'amylopeate (d'aprés Feillet, 2000)

1l 1 i 1]

M PR il CLUN LS
LRIy TR \nnz \ﬂﬁg\ nﬁ M w
SRSl el\gz
[ o (a7 //ﬁn ﬁnmn / CH ;ﬂh
,_ﬁ]ﬂ\j-gw%g] Z\M\ﬁgnﬂ?/ ﬂﬂ {gmm zwﬂn?/ Bwﬂml Eﬂﬂ \2 ﬂgzﬂ \gu 21
| A \ <
SO e
ﬂnﬁ“fn/ﬁﬂ //ng“n\ ;Sniw//n W/%n ﬂ// i

ik Ik
Wl Ty f T T -ﬂme i T f Iy qﬁﬁrﬂnn i Ty
Y ¢ X | H\ﬁ' A /

a : surface du granule b : zones cristallines (amylopectine) ¢ : zones amorphes (amylose)

Figure 20. Organisation supramoléculaire du granule d’amidon (d’aprés Feillet
2000).
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2.3.2.3 Matieres minérales

Le taux de cendres définit le type d’'une farineddpend du taux d’extraction de celle-
ci. En effet, les farines dont le taux de cendstsééevé sont plus riches en sons (enveloppe
du grain de blé). Actuellement, le type le plusramti est le type 55 (taux de cendres compris
entre 0,5 et 0,6 % par rapport a la matiére séche).

2.3.2.4 Chlorure de sodium (NacCl)

En panification, le chlorure de sodium est un estewr de godt. Il est ajouté quelques
minutes avant la fin du pétrissage, provoquantauggmentation brusque de la consistance de
la pate (Feillet, 2000). Les quantités ajoutéesemarselon les recettes et le type de pain
fabriqué, mais en général, la dose ajoutée se aiitaur de 2 % par rapport a la farine. Les
directives du plan national nutrition et santé reowndent des teneurs en chlorure de sodium

inférieures ou égales a 1,7 %.

Le premier effet du chlorure de sodium ajouté danpéate est la modification de la
force ionique du milieu. Par conséquent, il poamaddifier la répartition des interactions de
faibles énergies entre les protéines du glutens{®ne 1981), en diminuant leur solubilité et
en favorisant leur agrégation. Dans une étude msistograph® Malet (2005) observe plut6t
un gain de stabilité des pates qu’une augmentat®oronsistance, ainsi qu’une diminution
d’extractibilité des protéines et une variation sldes proportions relatives de chacune des

fractions protéiques.

Le chorure de sodium est par ailleurs, décrit cormménhibiteur de la LOX (Nicolas,
1978). Il est d'usage de l'ajouter en fin de péuage, afin de favoriser les réactions

d’oxydation et par conséquent I'obtention de pairte mie blanche.
2.3.2.5 Glucides et polyosides

Les glucides représentent 80 % de la farine, pe sous forme d'oses (1 %). La
plupart d’entre eux sont sous formes polyosidiqiest 'amidon (95 % des glucides) et les

pentosanes (2,5 % par rapport aux glucides).

L'amidon est un composé que I'on retrouve dispersé dapldae protéique de la pate.
Il est présent dans la farine sous forme de graméenant deux types de polyosides qui se
distinguent essentiellement par leur degré de bement (figure 19) : I'amylose (26-28 %)
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Figure 21. Structure chimique des arabinoxylanes délé (d’'aprés Fincher et Stone
1986)
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composé de chaine linéaire (liaiswi{1,4)) et I'amylopectine (72-74 %) composé de ohal
principales (liaisorn-(1,4)) ramifiées (liaisoru-(1,6)). Les chaines linéaires apportent une
plus grande viscosité que les chaines ramifiéesnidon est organisé sous forme de granules
(figure 20), 'endommagement partiel de ces gramldes de la mouture permet I'accessibilité
des enzymes hydrolytiques. Issus de la paroi diéslesde I'albumen, plusieurs types de
polysaccharides non amylacés sont présents dandariae: arabinogalactanes et
arabinoxylanes notamment. Les premiers constitlest pentosanes Présents de facon
majoritaire, les arabinoxylanes sont constituésiel’chaine linéaire (squelette) d’'unitésfde
D-xylopyranose ramifiées em-(1,4) sur laquelle sont substitués des résidusLée’
arabinofuranose par des liaisamg1,3 et/oua-(1,4) (figure 21). La distribution des résidus
d’arabinose sur la chaine de xylose est irregulienéin, certains de ces résidus sont estérifiés

par une molécule d’acide férulique (AF) sur le cand 5.

Les arabinoxylanes peuvent étre séparés en decbofrg, I'une (20 a 40 %), soluble
dans l'eau (WEAX) et l'autre insoluble (WUAX). L'semble des arabinoxylanes ne
présentent pas de différences structurales maje(Resiau, 1996), seule la taille des
macromolécules influence leur solubilité dans I'éRauau et al. (1994 ont montré que les
pentosanes insolubles ont une forte capacité d'ptisn de I'eau (10 fois leur poids) et que
les pentosanes solubles peuvent former des sadutiemaute viscosité et donner des gels lors
de l'oxydation par des agents générateurs de nadiiares (agents chimiques, POD®3,
LOX/acide linoléique, laccasefD

2.3.2.5.1 Role de I'amidon

Lors de la mouture, les granules d’amidon peuvesténdommagés. Dans les granules
lésés, les chaines de glucose sont rendues adessmilx amylases ce qui permet en début de
fermentation de mettre a la disposition des levures quantité plus importante de sucres
fermentescibles et accélérer la production gaze@eadant le pétrissage, la libération des
sucres fermentescibles est progressive et attainaux d’environ 2 mg:yms (Potuset al,
1994).

Par ailleurs, la modification de la structure daigrd’amidon a pour conséquence
laugmentation de son pouvoir d’adsorption de l'eha capacité de rétention d’eau de la
farine augmente avec le taux d’amidon endommageés te la formation de la pate, si la
guantité d’eau est limitante, il peut entrer en pétition avec le gluten vis-a-vis de I'eau et

entraver ainsi le développement optimum du réseaigigue. Par ailleurs, I'élévation de la
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Figure 23. Exemple de liaison covalente entre de€sgidus d’acide férulique reliant deu:
chaines d’arabinoxylanes
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Figure 24. Réactions proposées pour expliquer I'action de I'AFen présence ou non ¢
laccase pendant le pétrissage (Labat, 2000). PSSPBrotéine oxydée ; PSH protéine
réduite ; PSe : radical thiyl protéique ; RSSR : peptide oxydé ;RSH : peptide réduit;
RSe : radical thiyl peptidique.
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teneur en eau lors de la formation de la pate a pouséquence de diminuer la
température de transition vitreuse de I'amidonufieg22). Aprés le pétrissage, 'amidon est
partiellement hydrolysé pour fournir les sucresmiemntescibles aux levures, et lors de la
cuisson, la gélatinisation de celui-ci contribuggar la structure du pain.

2.3.2.5.2 Role des pentosanes

Les pentosanes jouent un rble important dans liésdment des propriétés
rhéologiques des pates, d’'une part en participdatc@mpétition vis-a-vis de I'eau avec les
protéines du gluten et I'amidon endommagé et deaptart en modifiant la viscosité de la
phase aqueuse de la pate lors de réaction decgébfi oxydative (Izydorczykt al, 1991).

Dans la péate, la forte capacité d’adsorption d@esi pentosanes influence la répartition
de celle-ci. A faible dose, les AX solubles faveris la répartition homogéne de I'eau et

I'établissement de liaisons hydrogene avec I'amieloles protéines.

En présence d’agent oxydant, la gélification desbiaoxylanes hydrosolubles est
provoquée par la formation de liaisons covalentas liintermédiaire de I'acide férulique
(figure 23). La gélification oxydative a été déerpar Figueroa-Espinozzt al. (1998c) en
utilisant la laccase ddPycnoporus cinnabarinuu la manganése peroxidase comme
catalyseur. Lors de la gélification oxydative desb&noxylanes, des liaisons covalentes sont
formées mais des liaisons faibles de type liaisgirdgene jouent aussi un réle important.
Carvajal-Millan et al(2005c) ont clairement démontré, en faisant vateerdegré de
féruloylation des arabinoxylanes hydrosolublegfle central de I'acide férulique aussi bien
pour la gélification des pentosanes que pour leprigtés rhéologiques et structurales du
réseau obtenu. Lors de la formation des gels, BAFconsommé et des dimeres sont formeés,
reliant de facon covalente les chaines d’arabiramed entre elles, de méme la formation de
triméres d’AF est observée en faible quantité. Beshevétrements physiques pourraient
compléter l'effet des interactions biochimiques poantribuer a la structure finale du gel
d’arabinoxylanes solubles. La gélification oxydatiinduite par les laccases entraine le
formation d’'un gel peu stable du fait de la réat#ides radicaux formés par 'enzyme apres
formation du gel, qui vont dégrader celui-ci, néitasit I'inactivation thermique de I'enzyme
pour empécher la formation de radicaux réactifsogiserver un gel avec des propriétés de

dureté.

D’apres Labatet al. (2000b), I'AF et I'AS estérifiées a des composésfaele poids
moléculaires pourraient étre impliqués dans I'affasement des pates au surpétrissage.
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Tableau 4. Classification des protéines selon lesplubilité (d'aprés Osborne).

Classification Solubilité Mr (kDa)
. - Dans les solutions salines
Albumines - , 16
Protéines - Lors de dialyse contre de I'eau.
solubles Globulines - Dans les solutions salines 16-20
- Précipitées par dialyse contre de I'eau.
o - Dans les solutions aqueuses a teneur
Gliadines élevée en éthanol 70 %. 25-75
4 - - Dans les solutions aqueuses d’agide
ilr::;?)tliltr)lleess Gluéi?/:nes aceétique ou alcalines diluées ou par des solutions> 100
( ) d’agents dissociants (SDS, savon, urée...).
Gll(JHtg?/:)nes - Insolubles dans les solutions précédentes. > 1000
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Garcia €ommunication personne)lea observé que I'AF libre, en présence d’AF
estérifie, est préférentiellement oxydé par la pyilase. Les radicaux féruloyl libres formés
sont réactifs et vont co-oxyder les résidus AF rdgis. Ces résultats indiquent que la
présence d’AF libre dans la pate (mais aussi d’Afne en petite quantité pourrait avoir des
conséquences rhéologiques importantes puisqu’emt éeydés, ils forment des especes
radicalaires qui semblent réactives et vont oxydemiquement des composés de la pate en
étant régénérés. Un mécanisme similaire a été péopar Labagt al.(2000a) pour expliquer
I'effet de I'ajout d’AF dans la pate lors du pésagje en présence de laccase (figure 24).

Par alilleurs, l'effet de la fraction insoluble dasbinoxylanes (WUAX) est plutot
négatif en panification en provoquant une baisskadeachinabilité de la pate (Rouatal,
1994). De plus, la forte capacité d’adsorption d'ekes pentosanes insolubles modifie le
développement du gluten en entrant en compétitvaic ae dernier pour la fixation de I'eau
(Wang et al, 2003). Pour remédier a cela, ces auteurs propabetionger le temps de
pétrissage et/ou d’ajouter du NaCl. Par ailleuls,font I'hypothése que les pentosanes
interagissent directement avec le gluten et dimmhle taux d’agrégation des protéines du
gluten. L'utilisation d’endoxylanases spécifiquesrmet de limiter I'effet néfaste de la
fraction insoluble des pentosanes en les rendanielEment solubles sans dégrader les
pentosanes de la fraction soluble.

2.3.2.6 Protéines

Le blé renferme un grand nombre de protéines épres de structure, de réserve ou
encore ayant une fonction biologique. Le pourcentdg protéines varie de 7 a 15 % et
constitue un des premiers indicateurs de la quadigeblés. L'aptitude d’'une farine de blé a la
panification dépend principalement d’'une teneurvéde en protéines, notamment en
gluténines. On qualifie de « forte » une farinersiyan fort taux de protéines, qui déterminent
une élasticité élevée de la pate boulangéere. Glotmit en panification anglosaxonne, une
farine « forte » donne un pain plus volumineux q&udarine dite « faible » qui posseéde un
faible taux de protéinesOutre I'aspect quantitatif des protéines, leur raatinfluence

particulierement la qualité boulangé&Fénney et Baltimore, 1948 cités par Labat, 2000

Le gluten, constitué de gliadines, de gluténinesate partie de lipides, correspond a
la fraction insoluble dans I'eau des farines. lutpeonc étre obtenu par lavage a l'eau
(lixiviation) de la pate de farine de blé. D’'un pbide vue technologique, ses propriétés

viscoélastiques contribuent majoritairement a teati#é de la pate.
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proteines de la farine
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Ha20%) | [
Eer | _ | ;
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proteéines fonctionnezlles proiéines du glulen

Figure 25. Classification des protéines selon Osborne (190&) Shewry (1986
SG-HPM : sous unités gluténines de haut poids moléaire ; SG-FPM ; sous
unités gluténines de faible poids moléculaire (d’ags Feillet, 2000).
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Figure 26. Composition en lipides libres et liés déa farine (d'aprés Feillet,
2000).
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Depuis 1907, la classification d’Osborne séparepleséines en quatre grands groupes
suivant leur solubilité : les albumines solublessifieau, les globulines solubles dans I'eau
salée, les gliadines solubles dans les solutiammhdjues et les gluténines insolubles dans les
solutions précédentes (tableau 4). Une classifiogilus récente a été proposée par Shetvry
al. (1986) :

. Les albumines et globulinegprésentent 8 % des protéines de la farine dans

lesquelles se trouvent la plupart des enzymeset -amylases, protéases, oxydoréductases,

notamment

« Les gliadines(ou prolamines) sont de protéines monomériquesesi en
résidus glutamines et prolines. Elles représergamiron 40 % des protéines de la farine et
sont divisées en deux groupes en fonction de lenasriétés biologiques, biochimiques et de
leurs origines génétiques (figure 25) : les gliadirpauvres en soufre)-gliadines) et les
gliadines riches en soufr@, (o et y-gliadines) (Shewret al, 1986). Darde (2001) distingue
ces 4 classes selon leur mobilité électrophorétejuenilieu acide. Lors de la formation du
réseau de gluten, les gliadines s’associent edlige par liaisons hydrogéne, interactions
hydrophobes et formation de fibrilles. Leur comfposi en acides aminés leur permet
seulement de réaliser des ponts disulfures intrigentaires. Les gliadines sont
principalement impliquées dans la composante vissgiglu gluten et donc responsables en
grande partie des propriétés d’'adhésion de la jpéles sont capables de former des ponts

disulfures intramoléculaires uniquement.

« Les gluténinegenviron 50 % des protéines de la farine) sont greséines
polymérisées et agrégees résultant de la polyntiérnisdes sous unités gluténiques de haut
poids moléculaire (SG-HPM) et des sous unités gigtees de faible poids moléculaire
(SG-FPM). Elles sont partiellement solubles darssdeides et les bases diluées, dans les
solutions d'urée ou les détergents (Darde, 200l1les LSG-HPM contiennent
approximativement 1 a 2 % d’acides aminés souftgwésentent un caractére hydrophobe
voisin de celui des-gliadines. Les SG-FPM représentent 60 a 80 % tesrgnes totales.
Les sous unités gluténiques sont capables de siasgar I'intermédiaire de ponts disulfures

intermoléculaires.

Les caractéristiques biochimiques des protéine®lubkes leur conferent leurs
propriétés (Feillet, 2000). Elles ont une faibleeier en acides aminés ionisables. En
revanche, elles sont riches en acides aminés hyldset en glutamine, facilitant la

formation de liaisons hydrogene a l'origine desppités d’adhésion et de cohésion du
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Figure 27. Principaux acides phénoliques contenusads la farine.
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Figure 28. Principaux diméres d’acide férulique préents dans la farine et dans la pate.
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gluten. Elles sont également riches en acides arapélaires permettant I'agrégation des
protéines, la fixation des lipides et des glycalgs par l'intermédiaire d’interactions

hydrophobes. Enfin, elles sont capables de formesr gbnts disulfures intermoléculaires
entrainant I'association de gluténines de haut oibléculaire appelée macropolymére de
gluténine (Doret al, 2003a ; Doret al, 2003b ; Don, 2005).

2.3.2.7 Lipides

Les lipides sont des composés minoritaires derladgde 1,5 a 2 % par rapport a la
masse de matiere séche). On distingue deux graatiegories de lipides au sein de la farine :
d'une part les lipides libres qui sont extractibfeer I'éther de pétrole, et d’autre part les
lipides liés qui ne peuvent pas étre extraits gasavant (figure 26). Les lipides libres sont
composés principalement de lipides non polairesa(nment les triglycérides) alors que les
lipides liés sont constitués majoritairement deidls polaires (phospholipides et
glycolipides). lls ont un réle important aussi bipendant la conservation que lors de
l'utilisation des farines (Pomeranz, 1967 ; Panoetzal, 1993). En effet, la libération des
acides gras par hydrolyse ainsi que I'oxydatiorce® composés lors de la maturation de la
farine seraient a l'origine de I'amélioration desalités boulangéres de la farine en
panification (Nicolas, 1979; Castelé al, 1998) puis a leur détérioration lorsque le stgeka
se prolonge. L'oxydation des lipides (formationtiade d’hydroperoxydes) peut se produire
soit par oxydation chimique (Liavonchanka, 2006} par I'action des lipoxygénases (brash,
1999) (voir chapitre 2.4.3.1.1, le systéme LOX-PYFA

2.3.2.8 Acides phénoliques

Situé dans les couches périphériques du grain éleldlir teneur est de l'ordre de
110 pg.g- ms (Louarmeet al, 2004). Les acides phénoliques de la farine sontipalement
des acides hydroxycinnamiques, comme les acidadigée (AF), sinapique (AS)p-
coumarique (ApC) et caféique, et des acides hydrengoiques, comme les acides vanillique
(AV) et syringique (ASR) (figure 27). En conditiorsxydantes, la plupart peuvent se
dimériser. C’est le cas de I'AF, dont les dimérdsment différentes structures (figure 28).
L’AF est I'acide phénolique majoritaire (environ 90), présent essentiellement sous une
forme liée, estérifiée aux arabinoxylanes. Une Iéaiproportion d’AF est libre (soluble).
L’AS, deuxieme acide le plus abondant, est qudni plutét présent sous forme soluble libre

(Labatet al, 2000b). Extraits a partir de 6 gluten commercjdes quantités totales d’AF et
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Figure 29. Structure du trimére d’AF (d’aprés Rouauet al, 2003)

PESX (88X > (OSSX PSSX
f E Tl

/ \f

|

v

Figure 30. Schéma des échanges thiols/disullfurestérvenant dans la pate lors d
pétrissage (d'aprés Potus, 1997). PSSP : protéingyolée ; PSH : protéine réduite
CSSC: cystéine oxydée; CSH: cystéine réduite GSSG : glutathion oxydé;
GSH : glutathion réduit ; XSH : peptide réduit ; XSSX : peptide oxydé; couplage
mixte : PSSX, GSSX, CSSX, CSSP, GSSP.
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d’AS, libres et liés, sont respectivement compesée 4,9 et 17,7 pg.100et 1,4 et
3,5 1g.100g (Labatet al, 2000b). Louarmet al. (2004) ont également dosé les teneurs en
acides phénoliques des farines de variétés purksnmege 2003 par CLHP-UV.

Des quantités comprises entre 77 et 115 figig pour I'AF et entre 6 et 13 ud.gns
pour 'AS ont été mesurées. Dans les farines, ta@AS libre est plus importante (26 % de
la quantité totale en moyenne) tandis que cellé-diBre est en moyenne de 10 % par rapport
a la quantité totale dosée. Dans la farine, lesitifgéa de dimeres d’AF sont minoritaires. Les

autres acides phénoliques évoqués ci-dessus $étdtale traces dans le gluten et la farine.

Récemment, Carvajal-Millaet al. (2005a) ont détecté la présence de trimeres d’AF
(figure 29). Barronet al. (2007) ont étudié la répartition des AF dans lesiches
périphériques du grains de blé mature, confirmaetIthAF peut étre utilisé comme marqueur

du fractionnement du grain de blé.

Enfin, il est utile de signaler que I'AF posseds geopriétés antioxydantes (Kikuzaki
al., 2002).

2.3.2.9 Oxygéne

L’'oxygéne est souvent oublié puisqu’il est présdans l'air. Or, c’est un acteur
indispensable pour les réactions d’oxydation. Déeg pétries sous atmosphéere pauvre en
oxygene se développent peu (Gravelahal, 1985). Actuellement, I'importance de p@st

de plus en plus considérée (Eyoetal, 2003 ; Dobraszczyk, 2005).

2.4 Interactions biochimiques au sein de la pate

Lors de la formation de la pate, I'hydratation deslécules composant la farine permet
I'établissement de nombreuses interactions entie dmrnieres telles que des liaisons
hydrogéne, ioniques, hydrophobes et covalentess ldur pétrissage, I'ensemble de ces
interactions sont susceptibles d’étre remaniéegadudes contraintes mécaniques et de la
présence dautres ingrédients dans la formulati@s g¢ates (levure, NaCl, agents

d’oxydoréduction, auxilaires de fabricatiaic.).
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2.4.1 Développement du réseau protéique de gluten — échanges thiols
(SH) / disulfures (SS)

Lors du pétrissage, le réseau protéique se déwelspps l'effet nhotamment de réactions
d’échange SH / SS impliquant I'ensemble des congppséeurs de groupement SH (figure
30). Différents modeles ont été proposés pour gupli les interactions entre les gluténines
SG-HPM et SG-FPM (Khan et Bushuk, 1979 ; Gravelandl, 1985 ; Kasarda, 1989 ; Gao
et Bushuk, 1992 ; Hamer et Van Vliet, 2000 ; BeltdB05). Aucun consensus n’est trouvé,
mais tous ces auteurs s’accordent sur la préseeceponts disulfures inter et intra
moléculaires et d’interactions hydrophobes au deiméseau de gluten. Par ailleurs, Tilkty
al. (2001) ont émis des hypotheses sur le role desrdsmde tyrosine dans la formation du
réseau de gluten. Hanft et Koehler (2005) ont dfi@mtar HPLC couplée a la spectrométrie
de masse les teneurs en résidus dityrosine ddasria et ceux formés lors du pétrissage. Au
vu des quantités de dityrosine formées pendanétigspage, ces auteurs indiquent qu'il est
peu probable qu’elles jouent un réle important dnformation du réseau de gluten. Ces
mémes auteurs observent également une formationeade dityrosine lors d’'un pétrissage
en présence d’'une quantité importante de glucoggase avec un ajout simultané de glucose.
Des résultats similaires ont été obtenus par RodedVateoset al. (2006), qui confirment

leurs hypothéses.

En présence d’oxygene (Gravelagidal, 1985), le pétrissage provoque l'augmentation
de I'extractibilité des protéines de haut poids éoalaires (Weegelst al, 1996 ; Surekt al,
2006) attribuée a la dépolymérisation du réseatéjguee. Ces réactions conduisent a une
modification de la composition des macropolymeregégiques(insolubles au SDS) et lors
du repos conseécutif au pétrissage, des réactemspblymérisation modifient les structures
(Weegelset al, 1997). Lindsay et Skerrit (1998) ont montré pae analyse par microscopie
gue les SG-HPM forment des chaines et des réséansxqae les SG-FPM forment des petits
groupes et des agrégats.

2.4.2 Interactions pentosanes-protéines

Labat et al. (2001) ont suggéré gue les pentosanes solublefprerant un réseau,
limiteraient le mouvement des gluténines et la fation de plus gros agrégats. Les travaux de

Carvajal-Millan et al. (2005b) confirment que le coefficient de diffusi@pparent des
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Tableau 5. Ensemble des systéemes impliqués dansréactions d’'oxydoréductions des pates (Potwet al, 1999).

Enzyme Réactions catalysées

Acide linoléique : oxygéne oxydoréductase ou Acides gras polyinsaturés

lipoxygénase(LOX) S . .
EC 1.13.11.12 hydroperoxydes d’acides gras insaturés
Donneur d’hydrogéne : peroxyde d’hydrogéne H,O; + DHy & 2 H,O+ D
oxydoréductase operoxydase(POD) et

EC1.11.1.7 H,0, + 2 DH+ 2 H,0+ DD

Donneur d’hydrogéne : peroxyde d’hydrogéne
oxydoréductase ocatalase(CAT) 2 HO, & 2 HO+ O,
EC1.11.1.6

Monophénol, diphénol : oxygene oxydoréductase monophénol + 1/2 ©— diphénol
outyrosinase et
EC 1.14.18.1 diphénol + 1/2 @<« quinone + HO

Diphénol : oxygéne oxydoréductase ou
polyphénoloxydasgPPO) diphénol + 1/2 @« quinone + HO
EC 1.10.3.1catécholas® EC 1.10.3.2laccase

L-ascorbique : oxygene oxydoréductaseaoige
ascorbique oxydase
EC 1.10.3.3

acide L-ascorbique + 1/2,3~ acide
L-déhydroascorbique +40

Glutathion : acide déhydroascorbique réductas
glutathione déhydrogénase
EC1.85.1

" 9%SH + acide L-déhydroascorbigue
GSSG + acide L-ascorbique

B-glucose : oxygéne oxydoréductasegtucose
oxydase(GOX)
EC1.1.34

3-D-glucose+ @< D-gluconolactone +
H.0,

Thiol : oxygéne oxydoréductase sulfhydryle
oxydase(SOX) 2 PSH + Q< PSSP + KO,
EC 1.8.3.7

Superoxyde : superoxyde oxydoréductase ou
superoxyde dismutas€SOD) 20, +2 H < 0y + H,0,
EC1.15.1.1

glutathion : protéine disulfure oxydoréductase

EC 1.8.4.2 2 GSH + PSSR> GSSG + 2 PSH
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protéines absorbées sur des gels d’arabinoxylasables décroit lorsque le degré de

réticulation et la concentration en arabinoxylategel augmentent.

D’aprés Wanget al. (2002), les pentosanes solubles, par I'interméslides arabinoxylanes
lites aux acides féruliques, sont impliqués diraetat dans la formation du gluten. Le mode
d’action des arabinoxylanes liées aux acides ffuek pourrait étre de deux types.
Premiérement, la réticulation des pentosanes sduwanduit a 'augmentation de la viscosité
de la phase liquide. La viscosité est en génér&hcteur limitant le taux d’agrégation et donc
la formation du gluten (Wangt al, 2004). Deuxiemement, des réactions faisant iaterv
I'AF favoriseraient I'agrégation du gluten. Ceseaus proposent I'existence d’'une éventuelle
liaison (non démontrée) entre les arabinoxylandgesprotéines du gluten. En présence de
laccase, Labaet al. (2000a) ont montré que l'acide férulique libre ugo dans la pate
accentue l'affaiblissement de la pate pendant tiesgége (mesuré par le couple au niveau du
bras du pétrin), cet affaiblissement étant attridudne dépolymérisation des protéines de haut
poids moléculaires (chutes du rapport SG-HPM/SG-FRBés contradictions suggérent que
les interactions entre le réseau des pentosarksgtiten sont de plusieurs ordres, physique,
compétition sur I'eau et chimique. Le réle médiatda I'AF peut expliquer les interactions
par des échanges oxydoréducteurs entre les dewaurés pouvant conduire a une
amélioration de la réticulation ou de I'agrégatam celui-ci, ou quand il est présent en forte

dose une dégradation des polymeres.

2.4.3 Réactions enzymatiques intervenant lors du pétrissage.

2.4.3.1 Réactions d’oxydoréduction

Les réactions d’oxydoréduction se produisant enifipation sont multiples et
complexes (tableau 5). Elles font intervenir untaiarnombre de systémes oxydoréductase-
substrats redox (Nicolast al, 2007). Dans ce chapitre, les systéemes étudiédmia thése
sont détaillés, les autres simplement mentionnéshaque fois, leur réle technologique est

précise.
2.4.3.1.1 Systéme LOX-PUFA

La lipoxygénase (linoléate:oxygéne oxydoréduct&se,1.13.11.12) est une enzyme a
fer qui catalyse I'oxydation des acides gras palgtnrés (PUFA) contenant le motif cis-cis-

1,4- pentadiene. Dans la farine, ce sont principal# les acides linoléique {§2) eta
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Figure 31. Mécanisme d’'oxydation catalysée par la @X (EC 1.13.11.12
d’'aprés Liavonchanka et Feussner (200¢
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linolénique (Gs:3), a I'état libre ou estérifiés sous forme de maytiycérol pour ce

qui concerne la LOX de blé.

2.4.3.1.1.1 Activité LOX des farines

Dans la farine de blé, des études récentes rappalts activites LOX comprises entre
20 et 100 nkat:gms (Eyoumet al, 2003 ; Leenhardtt al, 2006a ; Levavasseet al, 2006)
pour des farines de diverses origines. La farindeste ou de soja ont des activités LOX
nettement supérieures et des spécificités difféseatcelles trouvées dans la farine. Eatry
al. (2006) ont étudié la distribution de I'activité XQldans les fractions meuniéres et observé
gue 50 a 65 % de l'activité provient du germe. @ssiltats sont relatifs, la teneur en LOX
étant dépendante de la variété de blé, ainsi queeabédé de mouture (taux d’extraction de la
farine, notamment). Bien que les diagrammes de umesitne soient pas comparables, les
résultats de Evergt al. (2006) sont en accord avec ceux de Rarml. (2001) a savoir que la

fraction contenant les sons est plus riche enigetid® X que les autres fractions meunieres

2.4.3.1.1.2 Réactions catalysées

Le mécanisme d’oxydation débute par la transfomnatd’l mole de PUFA en
intermédiaires radicalaires stabilisés par desaggement intra-moléculaires, puis une mole
d’'O, est insérée pour former un hydroperoxyde (progdihaire de la réaction) (figure 31,
Liavonchanka et Feussner, 2006). Au sein de la [Raikev et al (1967, cités par Nicolas et
Drapron, 1981) ont montré que I'oxygéene incorpa@sila molécule d’hydroperoxyde formé
provenait exclusivement des molécules d’oxygensodis dans la phase aqueuse en utilisant
de 'O, marqué (¢P). La plupart de I'QG consommé par la pate lors du pétrissage peut étre
attribué a l'oxydation des PUFA par la LOX (Smith Andrews, 1957 ; Eyoum, 2002 ;

Levavasseuet al, 2006).

2.4.3.1.1.3 Effets de la lipoxygénase en panification

Pendant le pétrissage, la LOX a de nombreusesidnoisct oxydation des acides gras
polyinsaturés (PUFA), blanchiment de la pate, Abién de lipides, amélioration de la

tolérance au surpétrissage, du temps de relaxettidon volume du pain.

Bien que d'autres enzymes présentes dans la falnédlé tendre, telles que la
peroxydase (POD) ou la polyphénol oxidase (PPQ}jcgezent au blanchiment des pates, il

apparait que la LOX joue un rble majeur dans ce n@mé&ne
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Figure 32. Hypothése sur les échanges thiols/disutés engendré

par l'action de la peroxydase surles pentosanes (d'apres Garci

2000)
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(Nicolas, 1978 ; Nicolas et Drapron, 1983). L’'ajaiat lipoxygénase de feve ou de soja

sous forme de farine est couramment répandu pauochir la pate.

D’un point de vue nutritionnel, 'oxydation des PAJIEt la co-oxydation des pigments
caroténoides et des tocophérols constituent unéndgiilon en acides gras essentiels et en
provitamines A. Leenhardit al. (2006b) suggerent de choisir des variétés de ibltemant
compte du rapport pigments/activité¢ LOX de facotinditer la perte nutritionnelle (forte
concentration en pigments pour une faible actiM@éX). Ces auteurs proposent également la
réduction du temps de pétrissage et des périodésriabentations plus longues pour limiter
l'incorporation d'GQ dans les pates et préserver les capacités ansintesl des pigments
caroténoides et des tocophérols également.

Bien qu’il n’ait jamais été clairement démontréfiet améliorant sur les propriétés
rhéologiques de la pate de la LOX est probablemiért des mécanismes de co-oxydation des
groupements thiols accessibles des protéines dtengl(Grosch, 1986). Au cours du
pétrissage, des complexes lipides-protéines samé® sous I'action de la lipoxygénase
(Potus et Drapron, 1991), lors des réactions d’atigd des PUFA. Les qualités plastiques du
gluten sont alors renforcées et la pate est pliésatate au surpétrissage (Hoserstyal,
1980).

Enfin, au sein de la pate, un certain nombre deposé sont inhibiteurs de I'activité
LOX, le NacCl, le peroxyde d’hydrogene {&), I'AF et un polypeptide (Nicolas, 1978).

2.4.3.1.2 Systéeme POD-AF

Les peroxydases (POD, EC 1.11.1.7) oxydent les osagpphénoliques de la pate en
présence de peroxyde d’hydrogene@b). La présence de peroxyde d’hydrogene reste le
facteur limitant 'expression de cette activité ¢blaset al, 1993 ; Nicolas et Potus, 1994).
Sur le plan technologique, elle renforce la cohgésles gels protéiques ou glucidiques. En
oxydant I'acide férulique (formation de radicaulkrés), elle est capable de polymériser les
protéines par formation de ponts disulfures (figB2® ; mais elle réalise aussi des pontages
phénolique entre tyrosine en présence ;@H(Matheis et Whitaker, 1984). La POD, en
présence d’'un donneur d’'oxygene, polymérise a@sspkntosanes solubles en pentosanes-
pentosanes par pontage phénolique entre deux ségithcide féruliqgue (Neukom et
Markwalder, 1978). Une polymérisation pourrait agesfaire par pontage covalent entre un
groupement thiol d’'une cystéine protéique et udadérulique au niveau de sa double liaison
activée (Hoseney et Faubion, 1981).
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Figure 33. Mécanisme proposé par Grosch et Wieserl999
pour expliquer I'effet améliorant du L-thréo-AA dans la pate
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La peroxydase oxyde également, grace a son grouypdmene, en présence d’oxygene, les
acides gras insaturés et détruit, par conséquesitpigpments caroténoides. En présence de
glucose oxydase (voire de hexose oxydase), la PlDRAotivée par la fourniture de peroxyde
d’hydrogéne (Garciat al, 2004).

2.4.3.1.3 Systéme CAT-H,0,

Peu d’études ont été consacrées aux effets dediasa ( EC 1.11.1.6) en panification.
Quelques auteurs lui attribuent un effet améliosantles propriétés rhéologiques (Irviee

al., 1954), ainsi qu’un accroissement du blanchimestghtes (Hawthorn et Todd, 1955).

La catalase entraine la dismutation du peroxydgdidgene en oxygene et en eau :

2 H,0, -~ O, + 2 H,0

Le fonctionnement de cette enzyme dans la patessiéeela présence dB,. Ce
dernier n’a jamais été clairement identifié danpage. Bien que I'activité catalasique dans le
farine et dans la pate soit de plusieurs pKams (Eyoumet al, 2003), les constantes
cinétiques des isoformes de l'enzyme (Garetaal, 2000) et la dénaturation partielle
irréversible de celles-ci lorsque le pH devientdadiDelcroset al, 1998) suggérent que lors
du pétrissage, cette enzyme se trouve dans desitionnd peu favorables pour la

manifestation de son activite.
2.4.3.1.4 Systéeéme acide ascorbique oxydase/acide ascorbique

2.4.3.1.4.1 Réactions catalysées

En présence d'®'acide ascorbique oxydase (EC 1.10.3.3) estamayme a cuivre qui
catalyse I'oxydation de 'acide thréc-ascorbique (Lthréo-AA) en acide déhydroascorbique
(L-thréoDHA) :

L-thréo—AA + }5 0: - L-thréo-DHA + H:20
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L’acide ascorbique (réducteur) est universellenugifisé en panification (Grosch, 1986
; Grosch et Wieser, 1999), mais dans la pate, ehaméliorant est dd a sa transformation
rapide en acide déhydroascorbigque. Selon les fatasguées, les doses utilisées sont
variables et de I'ordre de quelques dizaines dgoug 1 kg de farine.

2.4.3.1.4.2 Mécanismes d’action au sein de la pate

Grosch et Wieser (1999) ont proposé un mécanismeg@liguer I'effet améliorant de
'acide ascorbique, faisant intervenir le systeénoéder ascorbique oxydase (AAO) et le
systeme glutathion-DHA oxydoréductase (GSH-DH, reg33). Durant le pétrissage, le L-
ThrécAA est oxydé en LFhréoDHA (étape 1), ce dernier oxyde le glutathion (G
diméres (GSSG) par l'intervention du systeme ghidai-déhydroascorbate oxydoréductase,
GSH-DH (étape 2). Cette étape a pour conséquenbéodeaer les fonctions thiols libres du
GSH, empéchant de ce fait son effet réeducteur, f@italorsque le GSH forme des ponts
disulfures avec des fonctions thiosl libres desgines (conduisant a une dépolymérisation de
celle-ci, étape 4), mais aussi avec la cystéindHjGBus forme de cystine (étape 5). La CSH
libérée est alors capable de dépolymériser le€imed du gluten (étape 6) par des échanges
SH/ S-S. Ainsi, I'oxydation rapide du GSH en GSSfaéhore la force de la pate en
diminuant les échanges SH/SS entre les protéinks ¢hiols de bas poids moléculaires. Ce
mécanisme montre que lethréoAA oxydé est régénéré, ce qui explique l'efficacide
faibles doses d’AA. Par ailleurs, il semble que effet améliorant soit di également a
I'oxydation du Lthréo-AA par d’autres sytemes (Grant, 1974).

2.4.3.1.5 Systéme polyphénoloxydase (PPO)/phénols

Les polyphénols oxydases (PPO) sont des oxydorgskgtcapables de provoquer la
polymérisation oxydative des phénols en présenaeydéne (brunissement enzymatique des
fruits et Iégumes, Nicolast al, 2003). Le terme PPO est générique et regroupnsamble
d’activité phénolase, crésolase, tyrosinase, catash, diphénolase, laccasts (Nicolas et
al., 2007).

Les catéchol oxydases (EC 1.10.3.1) forment un @resous-groupe d’enzymes qui
catalysent en présence d’'@eux types de réactions : I'hydroxylation des npménols ero-
diphénols, et l'oxydation de®-diphénols eno-quinones (figure 34). Le mécanisme
réactionnel est séquentiel ordonné impliquantdedfert de 2 électrons a chaque étape. Les

tyrosinases appartiennement a cette classe d’elszyme
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Les laccases (EC 1.10.3.2) forment le second saugg. Elles oxydent les o-
diphénols, p-diphénols et certains monophénols amoges correspondantes avec la
formation intermédiaires de semiquinones radicaga{figure 35). Le mécanisme réactionnel

est de type Ping-Pong, impliquant le transfert danl électron a chaque étape.

Dans la farine, I'activité PPO endogéne est de tgiechol oxydase. Elle est faible
comparée aux autres oxydoréductases (Zawitowskil, 1991). De plus, une part de ces
enzymes n’est pas soluble rendant difficile I'egti@n de I'activité pour la mesurer de facon
optimale (Fuerset al, 2006). L'activite PPO est principalement concéatdans les sons
(Rani et al, 2001 ; Everyet al, 2006). Du point de vue technologique, seul umrtedist
constaté sur la couleur du produit final dans hai€ation des péates alimentaires (Feidegl,
2000).

L’ajout d’activité PPO exogene dans la pate pewvequer la polymérisation des
phénols entrainant des modifications sur les petgsirhéologiques (Neukom et Markwalder,
1978 ; Figueroa-Espinozzt al, 1998c et 1999a ; Figueroa-Espinoza et Rouau, 129®at
et al, 2001 ; Primo-Martiret al, 2003 ; Hanft et Koehler, 2005). Ces aspects selétaillés
dans le chapitre consacré aux laccases. Par ajll&umninoriet al. (1976) ont montré que
I'oxydation des résidus de tyrosine par la tyrosende champignommushroom tyrosinaje
avaient un impact sur les propriétés rhéologigmesamment par la formation de liaisons

covalentes avec les résidus cystéine (TakasakawbKishi, 1997).
2.4.3.2 Réactions d’hydrolyse

Dans la farine et la levure, les principales hyalsek sont :

- Les protéases : Elles assouplissent le gluteaugtnentent la vitesse d’adsorption
d’eau. Elles modifient 'arbme du pain par formatide composés volatils issus du
catabolisme protéique et de la réaction de Mailetrdavorisent la coloration de la cro(te
(Potuset al, 1996).

- Les lipases (EC 3.1.1.3) : En hydrolysant leerssti’acide gras, elle stabilise les
couches lipidiques interfaciales. Elles modifieatdme du pain par formation de composés
volatils issus de I'oxydation des acides gras reiérdiés (Potut al, 1996) ;

- Les alpha et béta amylases oddmylase (EC 3.2.1.1) est une endoamylase qui

hydrolyse I'amidon en oligosides lin€aires et brew dont le maltose et lesdextrines

(produits principaux) ;
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Tableau 6. Principaux améliorants utilisés en panitation et leurs effets.

Dose
o Effet(s) biochimique(s) Effet(s) technologique(s)
autorisée
Les oxydants
oxydation du thiols hydrosolubles (1,2) Améliore la consistance de la
Acide ascorbique NL Effet antioxydant (3,4) pate
Inhibition de la LOX Augmente le volume du pain
) . Apport d’activité LOX, de lipides (notamme . R )
farine de feve 2% Blanchiment (pate, mie)
oxydables) (5)
_ ) Apport d’activité LOX, oxydation des PUFA Blanchiment, souplesse
farine de soja 0,5% ) ) )
des fractions TAG améliorée de la mie
_ . Augmente la consistance et la
Glucose oxydase Active le systeme POD (6) .
stabilité de la pate
Oxydants chimiques|
(bromate, iodate, Oxydation des thiols hydrosolubles (7,8) Amélidrarrétention gazeuse
azodicarbonamide)
Les hydrolases
farine de malt 0,39 Apport d’enzymes (amylase) Active la fermentation
Amylases NL Active la fermentation
Hémicellulase, o o
Dépolymérisation des chaines polyosidiques, . o
pentosanase, glucanase NL . . - Améliore la machinabilité
baisse de la viscosité
xylanase
) Hydrolyse des lipides, stabilisation des Diminue le cloquage, alvéolage
Lipases 0,3 % ) o
interfaces plus régulier
Les réducteurs
Cystéine, Glutathion Echanges SH/SS
L o Augmente I'extensibilité,
Levures désactivées source de glutathion, éch&igesS i .
baisse de la ténacité
Les émulsifiants
Lécithine de soja 0,3%
Apport de lipides polaires Augmente le volume
Les DATEM 0,2%
Divers
gluten de blé NL augmente la ténacité de la pate

1, Grosch et Wieser, 1999 ; 2, Ameille, 1998 ; 3uBttner, 1993 ; 4,Pastore et al., 2000 ; 5, Nicolak978 ; 6, Garcia, 2000 ;

7, Louarme, 2001 ; 8, Dupuis,

NL : dose non limitée

1997 ;
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La pB-amylase (EC 3.2.1.2) est une exoamylase qui hygidfamidon, au niveau des
extrémités non réductrices, dhimaltoses et erp-dextrines de haut poids moléculaire
(produits principaux).

Les amylases bactériennes ont un effet antirassjseles favorisent le dégagement
gazeux au cours de la fermentation et sont susteptide diminuer la rétention gazeuse au
cours de la cuisson. Elles participent aussi addification de I'arébme du pain par formation
de composés volatils issus des fermentations sagesd des réactions de Maillard et de

caramélisation et favorisent la coloration de @ite (Potugt al, 1996).

La maltase (E.C. 3.2.1.20) : hydrolyse le maltosmlpit par les amylases en glucose

pour qu'il soit utilisé par la levure.

2.4.4 Effets des améliorants lors du pétrissage

Dans le domaine agroalimentaire, I'ajout d’amélimsaest soumis a la législation. En
panification, les additifs sont ajoutés a la pétesant présents dans le produit fini. A la
différence de ces derniers, les auxiliaires teagigues sont présents dans le procédé, mais
absents du produit fini, de telle sorte qu’ils patspas soumis a I'étiquetage. C'est le cas des
enzymes, dénaturées lors de la cuisson du paiplusesouvent, les améliorants sont ajoutés
soit sous forme de cocktail (enzymes seules owssocation) ou de mix prét-a-I'emploi. Par

ailleurs, des adjuvants (améliorants naturels) sontamment utilisés.

Outre la farine, l'eau, le sel et la levure, la gatt des pates contiennent des
améliorants, d’une part pour compenser les irrégétaet variations des qualités boulangéres
des farines, d’autre part, pour améliorer I'aspastiel du pain (volume, couleur, texture,

conservation). Pris séparément, on peut les regrarpdifférentes classes :

« les agents oxydants pour améliorer la consistdiétasticité, la formation des

réseaux ;
. les réducteurs pour augmenter I'extensibilité ddsp;

. les émulsifiants pour stabiliser les interfacesu{igades-protéines, interface
pate-gaz ;
« les fractions de farines pour améliorer certainestionnalités des farines.

Le tableau 6 présente les principaux améliorantsag ayant des effets biochimiques et

technologiques.
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2.5 Importance de I'aération et de I'oxygénation de la pate lors du

pétrissage

La structure aérée de la pate est rendue possiléep caractéristiques uniques des
protéines du gluten, capables de constituer leéoldg gazeux pour retenir les gaz de

fermentation

2.5.1 Aération des pates pendant le pétrissage

Les premiers travaux réalisés sur I'aération désspdatent des années 1940. Dans cette
période, Baker et Mize (1946) démontrent que les gt progressivement occlus dans la
pate pendant le pétrissage. lls décrivent quedhparation des gaz au sein de la pate et la
vitesse d'incorporation sont maximales lorsque leitep est a son optimum de
développement. Junget al. (1981) décrivent les mémes phénoménes pour dess pat
supplémentées avec des surfactants. Récemment, bEhrep al. (1998) ont étudié les
mécanismes de 'aération des pates et de la répartiesnuclei et de leur taille au sein de la
pate. L'effet de la pression (surpression ou déjwe3 est également discuté (Campletlal,
2001), une surpression ayant un effet bénéfiqud’imaorporation denuclei gazeux (pate

plus aérée, densité plus faible).

2.5.2 Que représente et traduit la consommation d’'O, d’une pate ?

La premiére mesure de la consommation,@¥@ une pate de farine — eau — chlorure de
sodium est rapportée par Smith et Andrews (195&puis, peu d’articles sont consacrés a sa
mesure lors du pétrissage, exceptés les travaliggga la chaire de biochimie industrielle et
agroalimentaire du Cnam (Ameillet al, 2000b ; Celhay, 2000 ; Eyouet al, 2003).

Quelques remarques peuvent étre cependant faites.

La premiere remarque est que lI'oxygene est hydimghen revanche, son utilisation
par les systemes enzymatiques nécessite gu'ild&sbus dans la phase aqueuse de la pate
(solubilité = 0,225 uM a 25 °C).
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La seconde remarque concerne son role centralldamgactions d’oxydation enzymatiques
intervenant au cours du pétrissage (figure 36ntHeaco-substrat de nombreuses réactions, la
compétition pour l'oxygene est importante, d’'autghiis que l'efficacité des ajouts de
nombreux ingrédients est liée a sa consommationlgrene pétrissage (acide ascorbique,
glucose oxydase par exemple). De plus, I'oxygerieegalement consommeé par la levure

(S.cerevisiaglorsque celle-ci est présente dans la pate (§ekt®0).

Par ailleurs, I'oxygene est nécessaire au développe du réseau protéique, puisque
lorsque le pétrissage est réalisé dans une atmaspl@vre en € le réseau de gluten se
développe peu (Gravelanet al, 1985). De plus, quand les systémes enzymatiqoes s
dénaturés par étuvage, pas ou tres peu de consmmrddd, est mesurée. De méme, quand
la teneur en acide gras polyinsaturés est trekefddconsommation d’£’est aussi (Eyoum
et al, 2003). Ces remarques illustrent le fait qu’enealbe d’additifs, la consommation ¢ O
d’'une pate est réalisée principalement par leeges$ enzymatiques endogenes. Eyetial.
(2003) attribuent jusqu'a 70 % de la consommatidD,dd’'une péate par I'oxydation des
acides gras polyinsaturés catalysée par la LOXrdste de la consommation peut étre
d’origine chimique, ou faire intervenir d’autresssmes redox endogenes, ces derniers étant

nombreux dans la farine.

Par ailleurs, Campbe#t al. (1998) ont travaillé sur les processus d’aératies pates
au cours du pétrissage, montrant un effet de Isspme sur 'incorporation deucleigazeux a
I'origine des alvéoles dans le produit final. $idorporation d’air semble importante pour
linitiation de la formation des alvéoles, en agpat l'air, I'oxygene I'est aussi. Dans un
premier temps, nous restreindrons le systeme enigueaendogene a I'enzyme, son substrat

redox et le co-substrat oxydant qui estI'O

Si on décompose le phénoméne de consommatios) #H@remiere étape est I'apport
de la molécule d’'@a proximité de la pate. Une pate formée mais pétrse développe peu
son réseau de gluten, et oxyde peu les acides ppiggsaturés. Ainsi un des réles du
pétrissage est le brassage de I'atmosphére gapeusde renouvellement de molécules g'O
a proximité de la pate. Ceci indique que la forres ldras, la géométrie de la cuve du pétrin et
la vitesse de pétrissage doivent jouer un réle mapd On peut aussi admettre que plus la
surface d’échange est grande plus I'apport,d&t grand. Ceci souligne I'importance de
'étirement et de la compression exercés par les lors du pétrissage qui va étirer les

structures de macromolécules et par la méme augmelast surface d’échange.
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De plus, la compression de la pate peut engendrerinclusion de bulles de gaz, et une
réduction de leur taille (augmentant du méme ceupurface d’échanges) par les forces de

compression.

En second lieu, une fois I'oxygene apporté prédadeate, la réaction d’oxydation
enzymatique n’est possible que sid’€st dissous dans la phase aqueuse condensépéle la
faisant intervenir les phénomenes de diffusion,di@ faible solubilité de I'@ pourrait étre
limitante. En effet, la quantité d’Odissoute dans la phase aqueuse est probablement
rapidement consommée lors de la formation de la.dar suite, I'Q devient un facteur
limitant pour la réaction enzymatique dans les jpeesrinstants du pétrissage. Puis, lorsque la
pate est pétrie, on peut imaginer que I'apport,dd0x systémes enzymatiques est a un état
d’équilibre (apport constant dAp) la quantité d’Q disponible étant probablement limitée par
la diffusion de I'Q dans la pate (le coefficient de diffusion dépeedaltempérature, de la
composition du milieu et de la pression partielle®) et la vitesse de rotation du bras si

celle-ci est insuffisante (convection).

En troisieme lieu, une fois dissous, §@eut étre utilisé par les enzymes. La cinétique
de réaction dépend alors des activités enzymatiguéessentes dans la pate a l'instant t, de la
concentration en substrats redox mais aussi pretvedit de la présence d’'inhibiteurs, et de

compétiteurs vis-a-vis de I'oxygene (figure 36).

2.6 Les laccases, un améliorant potentiellement intéressant en

panification

Les laccases (EC 1.10.3.2) sont des oxydoréductades la famille des
polyphénoloxydases, un ensemble d’enzymes impliqu@tamment dans le brunissement

enzymatique des fruits et Iégumes (Nicaasl, 2003).

L’oxydation enzymatique des composés phénoliquesssite la présence simultanée
de trois facteurs : I'oxygene, le composé phéneligti 'enzyme. Les laccases ne sont pas
présentes dans la farine et I'activité polyphéngiiase est de type catéchol oxydase. Les
composés phénoliques sont présents dans la favioe ¢hapitre 2.3.2.8, les acides
phénoligues de la farine) tandis qu’apres ajouau’k pétrissage apporte de I'oxygéne aux
systemes enzymatiques. Cependant, [lactivité engogeétant faible, I'ajout de

polyphénoloxydase est nécessaire pour observefflds de ces enzymes au sein de la pate.
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Figure 37. Positionnement des quatre atomes de cuévdans le site actif d
laccase deB.subtilis (adapté de Enguita, 2003)
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2.6.1 Nomenclature et réactions catalysées

Les laccasesp-diphénol oxygéne oxydoréductase (EC 1.10.3.2),dery un grand
nombre de substrats phénoliqugsdi{phénols enp-quinones et leso-diphénols eno-
guinones). Elles peuvent également oxyder des niwmmls, des triphénols (figure 35,
chapitre le systeme PPO /phénol). Ce sont deslloeftaymes qui utilisent I'oxygéne
moléculaire pour oxyder un grand nombre de sulsstr@tmatiques et non aromatiques par un
mécanisme réactionnel faisant intervenir des radididbres. La présence de plusieurs atomes
de cuivre dans leur site actif leur donne leur ifjoation d’enzymes bleuesblue copper
oxidasek

2.6.2 Origine

Les laccases sont omniprésentes dans le monde tvies sont produites
essentiellement par de nombreuses moisissures guphyues tissus végétaux. Une activité
laccasique a été détectée chez des insectes etidartmctérie Azospirillum lipoferumCes

enzymes sont impliquées dans les mécanismes dgthiese et de dégradation de la lignine.

2.6.3 Structure moléculaire

Les laccases selon leur origine difféerent par Euwicture et leurs propriétés physico-
chimiques. En général, les laccases sont mononas;igiimériques ou tétramériques. Ce sont
des glycoprotéines dont le taux de glucides se sihire 10 et 45 %, celui-ci contribuant a la
stabilité de I'enzyme. La masse moléculaire deereymes est comprise entre 50 et 100 kDa
(Claus, 2004).

2.6.3.1 Site actif des laccases

Le site actif des laccases est composé de pluseorses de cuivre. Le nombre
d’atomes varie selon 'origine de celles-ci, maisgénéral, 4 atomes sont répartis dans le site
actif (figure 37) et selon leur position (Enguigh al, 2003), trois sont responsables de
l'activation de l'oxygene (atomes guCuw;, Cuy) et le dernier (C) est responsable de
I'oxydation des phénols (Duran et Esposito, 2000).
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OH o

(1) 2 +o2c” 502 +2Cu +2H +2¢

(2) réduction du cluster trinucléaire

atome de Cu, atome de Cu, ,,
+
Cu2+ Cu
2+
cu’ Cu

(3) 2cu +2H" +2¢ 4+ 1,0, 5 20U + HO

Figure 38. Mécanisme réactionnel des laccases au niveau derlaite actif adapté de
Riva, 2006

TH‘:'D':'H HGWH GHL‘DDH HCD':H

~ - A0

CH

Figure 39. Radicaux féruloyl formés lors de I'oxyd#&on de I'AF (d’apreés Carunchio et al, 2001).
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Lorsqu’elles sont purifiées, les laccases préséntermaximum d’absorbance vers 610 nm
(atome de cuivre Gl qui confere la couleur bleue a la protéine (€)&004) lorsqu’elle est
suffisamment concentrée en solution, @ Cy étant responsable d’'un pic d’absorbance a
330 nm. Les atomes de Cuivre £LCu; et Cu forment un « cluster » trinucléaire, c’est dans
ce complexe que la réduction de 4'é la formation d’eau a lieu (Lest al, 2002 ; Claus,
2004).

2.6.3.2 Mécanisme d’oxydation par la laccase

Lors de l'oxydation des composés phénoliques, p@taenzymatique génere des
radicaux libres qui vont réagir de facon non enzjgoe pour former des quinones ou des
polymeres (mécanisme proposé par Brown en 1967)plie la réactivité de ces radicaux
(expliquant leur caractere trés instable) peuteggaht conduire soit a I'addition de molécules
d’eau, soit a des réactions de couplage et de goigation, soit a des échanges électroniques
lors de réactions d’oxydoréduction avec d’autrespasés du milieu. Parfois, ces dernieres
peuvent provoquer la dépolymérisation de polyméephénols comme dans le cas de la
dégradation des lignines (Claus, 2004).

Au niveau de I'enzyme, le mécanisme est de typenweur-accepteur » en trois étapes
(Gianfredaet al, 1999 ; Leeet al, 2002 ; Claus, 2004 ; Riva, 2006) :

1. réduction du cuivre (Gufigure 37) du site actif de I'enzyme (figure 38)
2. transfert interne d’électrons au niveau du elugtinucléaire d’atomes de
cuivre (Cy, Cu, Cu, figure 37) ;
3. réduction de I'oxygene moléculaire.
Lors de 'oxydation des composés phénoliques, dtr@les sont mis en jeu pour réduire

1 mole dQ en 2 HO. Dans le cas de l'acide férulique libre, les cadk formés sont

stabilisés par la délocalisation électronique (@eahip et al, 2001, figure 39).

2.6.4 Mesure de lI'activité laccasique

L’activité des laccases est mesurée par la vitelesalisparition des substrats (O
phénols) ou par celle d’apparition des produitaurR®s mesures, il est impératif d’effectuer
les mesures en vitesse initiale en raison de kivaiton possible de I'enzyme au cours de la
réaction, de I'éventuelle limitation en substratqces concentrations faibles) mais aussi de sa

possible activité vis-a-vis des produits formes.
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La mesure polarographique de la consommation d@dstitue une méthode de choix.
Le principe de la mesure est basée sur la mesuee dipolarisation au niveau de la cathode
proportionnelle a la quantité d'oxygene dissous. t@ansommation d'@ par voie
électrolytique au niveau de I'électrode est néglide. Les avantages d’une telle méthode sont
la simplicité et la rapidité de la mesure. En revem les problemes rencontrés sont le
changement du rapport,®ubstrat oxydé au cours de la réaction et lacdif® de prise en
compte de réactions secondaires consommatrices (d@ enzymatique et enzymatique Si
les produits de la réactions sont substrats dezytee). Enfin, cette méthode est moins

sensible que la méthode spectrophotométrique.

La disparition du substrat phénolique est mesuatesjpectrophotométrie. Plus sensible
gue la polarographie, cette méthode permet la reesl& consommation du substrat
phénolique a trés faibles concentrations, en rdv@na mesure de l'activité sur des solutions
de substrats concentrés est limitée par le domdéndinéarité de I'appareil. De plus, la
formation de produits d’oxydation (diméeres dansds de I'AF) qui ont une absorbance a la
longueur d’'onde du substrat de départ peut posempdeblémes (Lacki et Duvnjak, 1996).
Enfin, le pH peut faire varier les caractéristiggpectrales du substrat et des produits formes,

ce qui rend plus difficile les comparaisons deg/aés enzymatiques a différents pH.

La mesure de la disparition du substrat et celuilagparition des produits de la
réaction peuvent étre aussi réalisés par CLHP eQGuéthode est plus informative puisque
dans un premier temps, les molécules du milieutigrawe! (enzyme, substrat et produit) sont
séparées permettant de faire un bilan entre lestitggm de substrat consommeée et celles de
produits formés. Il est cependant important dessiges de la stabilité du milieu réactionnel
aprés arrét de la réaction enzymatique en raisoa déactivité des produits formés qui est
susceptibles de provoquer des modifications nowyreatiques rapides dans le milieu avant

analyse.

Récemment, Mustafat al. (2005) ont utilisé des solvants organiques quenkgu’ils
diminuent l'activité de la laccase, diminuent adasvitesse des réactions non enzymatiques
secondaires. L'intéret pour l'utilisation des lases en tant que catalyseurs dans des milieux

non conventionnels s’est fortement accru ces demignnées (Riva, 2006).
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Tableau 7. Influence de I'origine de la laccase suia valeur du Km vis-a-vis de plusieurs substrats.

Origine 2-MOP 2,6-DMOP | AF | ABTS | Syringaldazine

Trametes trogi 5120 410 40 30

Trametes villosa | 58 3,9
Myceliophtora thermophila 96 2,9
Pycnoporus cinnabarinus 18 4
Botritis cinerea 28 0,8
Coriolus versicolor 20,3 2,2
Panus tigrinus 16,6 2
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2.6.5 Spécificité envers le substrat phénolique

Les laccases sont capables d’agir sur une tresl grambre de composeés. La spécificité
envers le substrat réducteur varie selon l'origiee’enzyme, et pour une méme laccase, le

Km change selon le substrat (tableau 7). Elles capéibles de transformer :

« des phénols substitues par OLIEH;, COOH tels que les acides férulique,

sinapique, vanillique, vératrique ;

« les polyphénols (par exemple, la lignine) lors é&ctions de polymérisation ou
de dépolymérisation. Le sens de la réaction dépegmddegré de polymérisation du
polyphénol ;

. les chloro- ou bromophénols ;

«  certains composés non-phénoliques (aniline substigoolyamines) ;

De plus, les laccases peuvent étre utilisées dansysteme médiateur. Dans ce cas,
elles oxydent le médiateur (ABTS par exemple) presdernier va oxyder des especes
moléculaires moins facilement oxydables par I'engyrfcomposés non phénoliques,
hydrocarbures aromatiques polycycliques). Danscbéma, I'étape enzymatique (formation

du radical actif) est tres rapide par rapport aap&s ultérieures.

La variation de spécificité vis-a-vis des substemmble liée a leur densité électronique
autour de la fonction oxydable. Les substituaneéstébdonneurs comme OH, OgbBu NH,
facilitent I'oxydation, alors que les groupes éleattracteurs comme NOCou COOH la

freinent.
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Vo) X laccase XmédateuroxydéX substrat
laccase médiateur substrat oxydé

Figure 40. ?Mecanlsme d owaggn des systéemes lasedmédiateur (d’aprés Fabbrini, 2002)

OH
(a) (b) () (d)
o HO.. )J\
o N o
(e) (f (@) (h)

Figure 41. Structure chimique des principaux médiagurs synthétiques. (a) 3Hydroxyanthranilic acid
(HAA); (b) acide  2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazbne-6-sulfonique (ABTS); (c) N-
hydroxybenzotriazole (HBT); (d) N-hydroxyphtalimide (HPI); (e) acide violurique (VLA); (f) N-
hydroxyacetanilide (NHA); (g) acide syringique ; () 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-loxy (TEMPO).

Tableau 8. Influence de l'origine de I'enzyme supH optimum en fonction du subtrat.

Origine Substrat pH réference
optimum

Trametes trogii ABTS et 2-MOP| 3-3,5 Garzillet al (1998)
Acide sinapique | 4

Trametes versicolor | Sinapaldéhyde | 4,5 Lacki et al(1996)
Sinapine 3,3
Gaiacol 4,4-5

Pycnoporus cinnabarinus Schiepakest al. (2000)
Syringaldazine | 4-4,5
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2.6.6 Systemes médiateurs

Pour les substrats non phénoliques ou les phénolpassedent un potentiel redox
élevé, l'ajout d'un médiateur dans le milieu réactiel permet d’augmenter la vitesse
d’oxydation (Johannes et Majcherczyk, 2000a ; Byr003). Le médiateur joue le réle de
transporteur d’électrons entre le substrat et yare (figure 40). L'efficacité d'un tel systéeme
dépend du potentiel d’'oxydoréduction de I'enzyme,lal stabilité du radical formé et de la
réactivité¢ de ce dernier (Johannes et Majcherc2@)0b). L’efficacité des médiateurs

augmente lorsqu’ils sont substitués par des groep&rélectrodonneurs (>at al, 2001).
De nombreux médiateurs sont actuellement rechepdré@si lesquels, on peut citer :

des médiateurs synthétiques (figure 41, Riva, 200€) plus connu des
meédiateurs d’oxydation utilisé est TABTS (acide’2Azino-Bis (3-éthylbenz-Thiazoline-6-
Sulfonique) ;

des médiateurs dérivés de la lignine (Acétosyriegoryringaldéhyde ; 2,6-
diméthylphénol ; 2,4,6-triméthoxyphénol ; éthyle niiine ; acétovanillone ; vanilline ;
alcool vanillique ; méthyl vanillateg-coumaric acid) (Camarest al, 2005) ;

des médiateurs synthétiques dérivés de la phényiyiagyrazolones, de

I'acide benzoique et de la N-hydroxynaphthalimi@eymakovictet al, 2006) ;

des composés N-hydroxy dérives de l'acétanilidinet ale
I’hydroxybenzotriazole (HBT) (Xt al, 2001).

2.6.7 Influence des parametres physico-chimiques

2.6.7.1 pH optimum

Les laccases ont un pH optimum se situant entte7Jtableau 8), elles sont inactives a
pH = 2. Roblet al.(2000) ont testé les laccases induites par 9 ssudistinctes d€halara
paradoxaet ont trouvé 2 pH optima différents selon le tgeesubstrat utilisé.

2.6.7.2 Température

L'origine de l'enzyme est un élément déterminantnsdasa thermosensibilité.
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La laccases dé&rametes versicoloest thermostable (température optimale entre B0 éC,
Lacki et Duvnjak, 1996 ; Robert, 2001). La laccaslesPycnoporus cinnabarinugest
également, un traitement & 60 °C pendant une heureodifie pas son activité (Schliephake
et al, 2000). En revanche, les températures optimalsslatzases d€halara paradoxa
varient entre 10 et 37 °C (Roblesal, 2000).

2.6.7.3 Inhibiteurs

Différents inhibiteurs existent qui peuvent agir Benzyme, sur les substrats voire sur

les produits d’oxydation, voire sur plusieurs réats en méme temps. Parmi ceux-ci :

Les chélateurs de métaux (cyanure, diéthyl-dithizemate,
2-mercaptobenzothiazole, azoture, ?Hg fluorure, EDTA (Zawitowskiet al, 1991
Xu, 1996) agissent au niveau des atomes de cudléenént essentiel de la catalyse, voir
chapitre « mécanisme d'action des laccases »).i,Aies halogénures ont un pouvoir
inhibiteur en formant un complexe avec le cuivreulPces derniers, I'accessibilité au site
actif est limité par 'encombrement stérique, et panséquent, le pouvoir inhibiteur est
d’autant plus fort que I'ion est petit §CI>Br>I"). L'azoture est souvent cité comme un
inhibiteur irréversible tres efficace a 0,1 mM (dohes et Majcherczyk, 2000a). Lacki et
Duvnjak (1996) rapportent également un effet imgnartdu méthanol et du peroxyde
d’hydrogene ;

L’acide thioglycolique, les acides gras, I'hydrokyane, I'acide kojique et les
détergents cationiques (ammoniums quaternairesjepéyprovoquer la perte des propriétés
catalytiques (Gianfredet al, 1999) ;

Les agents réducteurs (sulfites, acide ascorbidomls) régénerent les
quinones. L’effet inhibiteur disparait lorsque latalité du réducteur est consomme
(Robert, 2001).

2.7 Applications technologiques des laccases

Leur abondance, leur diversité font que les laccasmt une source enzymatique

importante et potentiellement intéressante. Plauad, leur stabilité et leur réactivité, ajoutée
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a la possibilité de les utiliser dans des cond#itatiles a mettre en ceuvre (pH, température)
ont contribué a en faire des outils trés étudiéss akes applications trés diverses (Minuesi
al., 2002) aussi bien dans les domaines agroalimenttimédical que dans le domaine de

'environnement (traitement des eaux usées notarf)men

Ainsi, selon Madzaket al. (2005), les systémes enzymatiques étudiés onttygu é
améliorés par génie génétiqgue (augmentation dickefté, facilité de production), de méme,
I'utilisation de systemes médiateurs, améliorankydabilité des composés, et récemment,
leur utilisation en milieu non conventionnels ormdntibué a favoriser I'emploi de ces
enzymes. Des études toxicologiqgues ont montré aee lhccases deévlyceliophtora
thermophila et Polyporus pinsituspouvaient étre utilisées sans crainte dans lesaoha®
cosmetique et alimentaire (Brinch et Pedersen, 20@inch et Pedersen, 2002b). L'intérét
technologique des laccases se situe dans leur iap@acengendrer des réactions de
polymérisation, de dépolymérisation, éliminer 4’@ontenu dans le milieu, modifier la

couleur, former des produits réactifs capablesalgraliser des composés indésirables.

2.7.1 Valorisation des polysaccharides

Les réactions de polymérisation des polysacchar({tisi, 1997) catalysées par la
laccase interviennent dans la mise au point d'agetd texture, notamment d'agents
gélifiants :

= gélification oxydative de pectines de betterave.
Les pectines sont des polysaccharides composédudeeyrs résidus glucidiques (acide
galacturonique, rhamnose, galactose, arabinosé&yifesst pour certains par des résidus
d’acide féruligue (Couteau et Mathaly, 1997). Ldifgation oxydative des pectines de
betteraves est un moyen de modifier leurs progi&éctionnelles en vue de les valoriser
(Micard et Thibault, 1999).

= gélification oxydative des arabinoxylanes de blé
La gélification oxydative des arabinoxylanes deakié étudiée par Figueroa-Espinetal,
1998a, 1998c, 1999b et 1999a, et Figueroa-EspiebRauau, 1999 en raison notamment de
sa capacité a modifier les propriétés rhéologigigela pate a pain. De méme, Carvajal-Millan
et al. (2005b) ont étudié I'mpact de la gélification dpentosanes sur leur capacité a
immobiliser les protéines.

= synthése de plastiques thermostables
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Kobayashia et Higashimurab (2003) décrivent lalgs¢ d’'un plastique thermostable (poly
phényléne éther) par polymérisation oxydative @eddnéthoxyphénol.

2.7.2 Applications industrielles

2.7.2.1 Traitement des eaux usées.

Dans certaines industries (boissons, pétrolieesgildé, pate a papier), les effluents
industriels contenant des composés toxiques (hgdbaces aromatiques, phénols,
chlorophénols, etc) peuvent étre décontaminés f[mtidn des laccases selon deux

mécanismes :

» insolubilisation des composés par polymérisatiDec et Bollag, 1990). Les
polyméres insolubles sont ensuite éliminés parafitn ou sédimentation (Torrest al,
2003) ;

= dégradation des hydrocarbures polycycliques (PAHtficdement oxydables
(Majcherczyket al, 1998).

2.7.2.2 Stabilisation des boissons.

L’élimination sélective des dérivés phénoliquesnpatr la stabilisation des boissons
telles que la biere, le vin ou les jus de fruit fMssiet al, 2002). Dans le cas du vin, les
laccases peuvent également modifier certaines téaistimues organoleptiques désagréables

comme l'astringence (Xu, 2005).
2.7.2.3 Industries textiles, des colorants, de la pate a papier

Dans ces industries, les procédés relatifs a laldeéxtion (dégradation de colorant,
blanchiment) utilisent les laccases, principalenameic des systemes médiateurs (Schliephake
et al, 2000 ; Baldrian, 2004 ; Knutson et Ragauskas42@amarereet al, 2005 ; Sigoillot
et al, 2005 ; Zilleet al, 2005). Dans les industries du papier, les systdatease/médiateur
sont, de plus, utilisés pour dégrader la lignines Ide I'extraction de la pulpe évitant

I'utilisation de produits chimiques chlorés par e (Srebotnik et Hammel, 2000).
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Figure 42. Evolution de la résistance a I'extensiod’'une pate de farine selon la quantité de lacca
ajoutée (d’'aprés Si, 199¢
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Figure 43. Effet de la dose (5 — 200 nkaf'gms) de laccase semi-purifiée d€rametes hirsutasur la

résistance a I'extension (Rmax, B) et I'extensibtlk (E(x), A) de la pate au maximum de résistance
fonction du temps de repos : A) 15 min, @) 30 min, (#) 45 min. (Selinheimoet al, 2006)
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2.7.2.4 Immobilisation des enzymes

Asther et al. (2005) constatent qu'’il est en général indisperesalel fixer la laccase sur un
support afin d’augmenter son action dans le tratgndes eaux usées pour améliorer sa
stabilité et permettre sa réutilisation. Dans desitdomaines, de plus en plus d’applications
font référence a l'immobilisation des enzymes. €'&s cas par exemple des cellulles
« biofuel » (Barriereet al, 2006) développées dans le domaine biomédicals mdomaine

de la lignification, Shleewet al. (2006) ont développé une électrode sur laquelle es

immobilisée une laccase pour le suivi de la soisddilon des lignines.
2.7.3 Industries de panification : effet des laccases fongiques

2.7.3.1 Sur la qualité des pates

Des 1994, Si a montré que I'ajout de la laccasépte parRhizoctonia solanavait
un effet améliorant significatif sur la qualité bengere de la farine puisqu’elle augmente la
stabilité de la pate et le volume du pain et direiteicaractére collant de la pate. Des résultats
similaires (augmentation du volume) ont été dégrés Arnautet al. (2006) en utilisant une
laccase recombinante exprimée chAspergillus ficuum

L’effet de la laccase sur le caractere collantadpdte est par ailleurs remis en cause.
En effet, nous verrons dans la suite de I'étudemurésence d’'un extrait brut de laccase de
Pycnoporus cinnabarinyda pate présente un fort collant, qui devientdontigint si la dose
ajoutée est importante.

L’augmentation de stabilité de la pate lors deoljde laccase produite gahizoctonia

solani est contradictoire avec les observations de Labak (2000a) qui décrivent plutét une

diminution de la tolérance au surpétrissage.
2.7.3.2 Sur les propriétés rhéologiques

L’addition d’une laccase produite pghizoctonia solana la pate permet d’augmenter
la résistance a I'extension de la pate (Si, 1984}.effet s’accroit avec la quantité de laccase
ajoutée et avec la durée du repos de la pate Evergsure de son extensibilité (figure 42).

Récemment, Selinheimet al. (2006) montrent que I'augmentation maximale de la
résistance (Rmax) a I'extension déterminée paede de Kieffer est obtenue pour une dose

optimale de laccase semipurifiée Tmmetes hirsutale 50 nkat.g ms (figure 43). A cette
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Figure 44. Effet de la laccase de Pycnopasucinnabarinus sur une solution d’arabinoxylanes (@ %
wi/v). (e) viscosité spécifique. A) teneur en acide férulique (% par rapport a la quantité initiale). (m)
diméres d’acide férulique (% par rapport a la quantté initiale d’acide férulique. (Figueroa-Espinoze

et Rouau, 1998)
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dose, la diminution de I'extensibilité (E(x)) au xmaum de résistance est la plus importante.
De plus, lorsque la pate est laissée au repogrfiantation du Rmax est moins prononceée si
le temps de repos est plus long. Aprés la formation réseau d’arabinoxylanes, 'activité
oxydante se poursuivrait, entrainant une dépolysatton de ce réseau, responsable de la
perte des effets positifs observés sur les parametr

Par ailleurs, ces auteurs signalent que les effleservés sont moins importants en
présence de xylanase ou sur des pates de glutejout’de laccase d®ycnoporus
cinnabarinus(ou de peroxydase) lors du pétrissage d’'une p&nstituée de gluten et de
pentosanes solubles conduit a I'amélioration dmfeistance de la pate (Laletal, 2001).

Primo-Martinet al. (2003) ont observé seulement une diminution dadigsibilité de
la pate additionnée de laccase commerciale au nuaxime résistance (test de Kieffer),
accentué en présence de pentosanase. Les mesuésstince a I'extension sont réalisées
sur des pates apres 20 min de repos (Kieffexl, 1998). Outre ce temps de repos, l'activité
enzymatique incorporée peut influencer 'améliamatou non des parameétres. Ces résultats
suggerent que la laccase conserve ses propriégéares (peu de dénaturation de I'enzyme)
apres le pétrissage et devrait étre inactivée pouserver les effets benéfiques observés.
Caballeroet al. (2007) confirment également que pour des tempseples longs lors de la
préparation des échantillons de pate a analyspéfigurs a 30 min), I'addition d'une laccase
commerciale a la pate n'améliore pas ses caraif@ies rhéologiques au contraire de la

transglutaminase.
2.7.3.3 Sur les structures macromoléculaires

2.7.3.3.1 Gélification oxydative des arabinoxylanes

Des solutions diluées de pentosanes peuvent gélfieukom et Markwalder, 1978)
apres ajout d'agents oxydants (agents chimiquesesye HO, / peroxydase par exemple).
Ce phénomeéne a aussi été constaté lors de I'ajooe daccase d@®. cinnabarinusa une
solution d’arabinoxylanes féruloylés hydrosolubl@2 % wi/v). Lors de la gélification
oxydative des arabinoxylanes, Figueroa-Espirgizal. (1998b) observent une diminution de
la teneur en AF estérifié et une augmentation ptapmelle de la quantité de
dehydrodiméres d’AF (figure 44) entrainant la ndation des molécules de pentosanes
(formation d’'un gel apres 30 min). Ceci se traghait une augmentation de la viscosité de la

solution d’AX et une diminution de I'extractibilitdes arabinoxylanes.
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Figure 45. Hypothese sur I'action des radicaux feroyl générés lors de I'oxydation des arabinoxyalnepar la
laccase. WEAX : arabinoxalynes hydrosolubles (d'aprs Figueroa-espinozat al, 1998)
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Figure 46. Madification de la répartition de la taile des polyméres de protéines au cours du pétrigya
évaluée par le rapport des gluténines de haut poidwroléculaire sur gluténines de faible poids molécaires
(F1/F2). (©) Témoin. (e) Acide férulique (AF). (o) laccase. &) laccase + AF. (Labat, 2000)
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Figueroa-Espinoza et Rouau (1998c) ont constatd’gkdibre, le méthylférulate ou
'acide vanillique (contenant un noyau aromatiquaismsans double liaison) retardent la
gélification au contraire de I'acide fumarique (tmmant une double liaison mais pas de noyau
aromatique), ce qui suggere que le site d'initratee la réticulation des AX est le noyau
aromatique et non pas la chaine propénoique de 'AF

Ce retard de la gélification a aussi été mis edenge en présence de thiols (cystéine et
gluthation réduit) alors que la tyrosine, la lysiekele gluthation oxydé n’ont pas deffet
(Figueroa-Espinozat al, 1998a). Le retard est proportionnel a la conegioim en thiols. Par
ailleurs, la cystéine n’est pas consommeée en présda laccase seule (ou d’AF libre seul)
mais elle est oxydée en cystine si les 2 sont @poahsemble (figure 45). Par conséquent,
I'AF oxydé par la laccase en semi-quinone serajeméré par une réaction d’oxydation
couplée des thiols en ponts disulfures expliguantdtard de la gélification. Les thiols
n’établissent pas de liaison avec les AF estérifiés AX au cours de cette réaction et la
laccase ne semble pas pouvoir créer de liaisonsalees entre les protéines et
arabinoxylanes puisqu’elle conduit a l'oxydationsdgroupes SH en ponts disulfures
(Figueroa-Espinozat al, 1998). L'incapacité de cette laccase a formes demplexes

covalents entre AX et protéines a été confirméd_phatet al (2000).
2.7.3.3.2 Modifications des interactions pentosanes-protéines

Labatet al. (2000a) ont ajouté une préparation de laccaseéadenabarinusa une pate
de farine. Au cours du pétrissage, ils ont constagéformation de la pate plus rapide puis un
affaiblissement de la pate en présence de laceffets(amplifiés par ajout d’AF libre) ainsi
gu’'un léger renforcement de la consistance maxirffedere 46). lls ont aussi observé un
changement dans la répartition de la taille degpres, notamment du rapport des gluténines
de haut poids moléculaires sur les gluténines itidefapoids moléculaires. L'ajout de laccase
semble accroitre la vitesse de dépolymérisatidefét est renforcé en présence d’AF).

Selon Labatet al (2000a), cette dépolymérisation des gluténines relée a
I'oxydation des groupes SH en suivant le mécanidiostré dans la figure 47. Le cisaillement
effectué par le pétrissage entrainerait la ruptgs ponts disulfures (PSSP) formant des
radicaux thiyls (P®). Ces radicaux seraient transférés sur un thie$ pletit (RSH) pour
former une espece labile RSPar ailleurs, 'AF est oxydé par la laccase edicaux
phénoxyls (FA) trés réactifs qui, par réaction couplée avec RSkinent d’autres RS Deés

lors, la plupart des RSH présents dans la farimeies# rapidement oxydés en R§ui
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Figure 47. Réactions proposées pour expliquer I'action de I'AFen présence ou non de lacce
pendant le pétrissage (Labat, 2000). PSSP : prot&@roxydée ; PSH : protéine réduite ; P&: radical
thiyl protéique ; RSSR : peptide oxydé ; RSH : peptle réduit ; RSe : radical thiyl peptidique.

109



Travaux antérieurs

peuvent réagir immédiatememtec d’autres radicaux thiyls (R8u P2 pour donner PSSR
et RSSR. Ces réactions de condensation, acceléaéda présence d’AF meneraient a un
blocage partiel des groupes SH du gluten qui neiesdr alors plus disponibles pour des
réticulations protéines-protéines. Selon ces asid'effet des laccases est donc plutét négatif
puisqu’il conduit a une dépolymérisation des prwsdiet donc a un affaiblissement de la pate
et une moins bonne tolérance au surpétrissage.

Par ailleurs, Primo-Martiret al. (2003) ont étudié les effets obtenus par I'ajoat d
laccase sur le macropolymeére gluténique (GMP). Esgnce de laccase, le gluten index
augmente, le poids humide du GMP augmente maigjdatité de protéine doseée et la densité
diminue. De plus, la quantit¢ de pentosanes totarésents dans le GMP augmente
significativement (pres de 80 %) tandis que le ocapdes pentosanes solubles sur pentosanes
totaux diminuent fortement. Ces résultats soulijrepre les modifications des interactions
entre les pentosanes polymérisés au sein du GMRcohaéquence rhéologique est une
diminution du module d’élasticité de la pate (Qes auteurs signalent enfin des effets
similaires obtenus en présence de pentosanasaéasada laccase, et différents en présence
de glucose oxydase (augmentation du G’ notammeat)ailleurs, Primo-Martiet al. (2004)
concluent leur étude sur le macropolymére glutaniggifet des laccases notamment sur des
GMP de provenance différente) sur un effet dirdatgb mineur de celles-ci, soulignant en
revanche, que l'association des sous unités ghuiési avec les arabinoxylanes pouvaient
engendrer des modifications sur les propriétés i G

En conclusion, I'ajout de laccase dans une patmgtela gélification oxydative des
arabinoxylanes, conduisant dans un premier termpargolymérisation. Les interactions de
ce réseau formé avec les gluténines (macropolymsoet modifiées, entrainant des
modifications des propriétés rhéologiques. Lesrauions entre les réseaux de gluten et
d’arabinoxylane sont de nature non covalente. anehe, il semble que des échanges de
radicaux libres modifient directement les échantpgss/disulfures au sein du gluten (réle
médiateur de I'AF). Lorsque l'action de I'enzyme peolonge, celle-ci semble pouvoir
dépolymériser le réseau de pentosanes. De mées, lossible d’envisager un effet néfaste
des radicaux générés continuellement par la lacoastes échanges thiols/disulfures. Ainsi,
les résultats observés sont contradictoires dteaute actuelle, il apparait difficile de proposer

une explication unigue sur le mode d’action desdaes en panification.
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Tableau 9. Caractéristiques biochimiques des fariree(% mh : en pourcentage de la matiere humide ; %
ms : en pourcentage de la matiére séche)

variétés Protéines Teneureneau Hagberg taux de cendres
(% mh) (% mh) (s) (% ms)

CNo04 10,8 14,4 283 0,57

CNS 11,8 14,8 301 0,59

BPMF 11,4 14,9 301 0,59
AP nd nd nd nd
AU 10,5 13,5 363 0,65
CA nd nd nd nd
ME 10,9 15,4 327 0,58
NI 11,7 14,9 328 0,59
OR nd nd nd nd
QB 12,74 15,4 312 0,65
S1 11,42 15,8 317 0,56
S2 12,05 15,3 342 0,54

Tableau 10. Caractéristiques alvéographiques et fatographiques des farines étudiées

Données issues de I'alvéograpHe Données issues du
varietes | o s e P e e | MoraEion stablie Affablissement
CN04 214 25,1 63 05 484 57 6,25 100
CNS 198 27,1 54 0,36 47,8 53,9 7 80
BPMF 232 23,2 72 0,66 50,9 56,9 3,5 100
AP 197 24,8 59 048 481 56,1 6 90
AU 147 25,7 50 0,38 40 55,12 4.4 110
CA 272 20,4 90 1,06 58,2 58,7 2,5 110
ME 176 20,9 70 0,8 439 57,42 4,3 110

NI 244 22,9 80 0,76 49,4 59,9 41 120
OR 202 24,6 63 0,52 46,2 56,1 5 90
QB 269 21,9 89 0,93 52 59,4 4,3 100
s1 287 21,7 92 0,97 553 57,8 2,3 110
S2 228 25,6 65 05 492 58 4,75 100

Tableau 11. Résultats obtenus pour les farines étiggs lors du test de panification normalisé BIPEA(nd :
non déterminé)

variétés hydratation not? de note. de notg de VoI%h VO|2|§30 note
(%) pate pain mie (cm”) (cm) totale
CNO04 61 86 78 100 nd nd 264
CNS 60 92 72 100 nd nd 263
BPMF 59 83 73 100 nd nd 256
AP 59 100 78 100 1556 1792 278
AU 59 90 58 100 1544 1600 248
CA 59 76 83 94 1737 2045 253
ME 59 89 40 100 1444 1368 229
NI 62 93 84 100 1781 1851 277
OR 58 100 75 100 1468 1472 275
QB 61 92 80 97 1642 1878 269
S1 nd nd nd nd nd nd nd
S2 58,5 100 27 97 1501 1470 224
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3.1 Matériel

3.1.1 Farines

En raison de limitation des volumes de stockagatrguarines commerciales ont servi
de farine témoin pour la mesure des différentsteffeonditions de pétrissage, formulation,
étude spécifique sur les laccases).

La farine BF14 est une base farine dont la tenewag est de 14 %. Cette farine a été
utilisée lors des essais préliminaires de pétressagc le bioréacteur, notamment lors des
premiers ajouts de laccase dans la pate.

Les farinescorde noire(CN04) etcorde noire spécialéCNS) sont des mélanges de
différentes variétés de blé cultivees en Francgou&ues d’additif ou d'auxiliaire
technologique. Laorde noireest un mélange des récoltes de I'année 2004 eirtke aoire
spéciale de 2005. La farine BPMF est un mélangelée panifiables pour la meunerie
francaise (récolte de I'année 2005).

Dans le cadre de I'étude variétale 2005, les fargtediées proviennent de moutures
industrielles de 10 variétés pures de blé tendréammée 2005 fournies par les Moulins
Soufflet (Corbeil-Essonnes 91). Ces farines ontegtéées et caractérisées au moulin, dans le
laboratoire d’analyse et de contrble qualité, aqus par des tests de panification réalisés au
sein du fournil du groupe Soufflet. Les 10 farisest : Apache (AP), Aubusson (AU), Cap
Horn (CA), Charger (CH), Mendel (ME), Nirvana (Nrvantis (OR), Quebon (QB) ainsi
gue deux variétés Sankara (S1 & S2). Les caraitgris des farines utilisées sont
regroupées dans le tableau 9 (taux de protéinésnad@é par mesure spectrophotométrique
infra-rouge, la teneur en eau (AFNOR, 2002), lateren cendres (AFNOR, 1981), l'indice
de chute d’Hagberg (AFNOR, 2004), dans le tableQupdbur les résultats obtenus a
I'alvéograph€ (AFNOR, 2003) et au farinograph¢ AFNOR, 1998) et dans le tableau 11
pour le test de panification BIPEA, AFNOR, 2002.

Dés leur arrivée, les farines sont conservées @ 22 dans des sacs en plastique

étanches, afin de limiter toutes variations biogfires dues au stockage.
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Tableau 12. Substrats redox utilisés

REACTIFS | FORMULE PURETE |FOURNISSEUR
Sucre
3-D-Glucose CeH1206 VWR International
Additifs ajoutés au pétrissage
L-Cystéine, chlorhydrate {E7NO,, >99 %
HCI, H,0 Sigma-Aldrich
Acide L-ascorbique 6HsO6 >99 %
Bromate de potassium KBgO > 99,8 %
Azodicarbonamide §H,0,N,
Acide gras
Acide linoléique (Gs.2), Ci18H320; >99 % Sigma-Aldrich
acide cis-9, cis-12-octadécadiénoique
Composés phénoliques
Acide férulique GoH1004 > 98 %
Acide sinapique @H1.05 > 97 %
Acide vanillique GHgO, > 98 %
Acide syringique GH100s > 98 %
Acide para-coumarique GHgO3 > 99 %
Acide trans-cinnamique GHgO» > 98 % . .
Acide ortho-coumarique GHgO3 > 98 % Sigma-Aldrich
Acide benzoique O, >99,5 %
L-Tyrosine GH1:NO3 > 98 %
L-DOPA CoH11NO,4
ABTS : acide 2-2' — azino-bis | C1gH24Ns06Ss >99 %
(3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)
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Tableau 13. Réactifs et produits utilisés

REACTIF | FORMULE | PURETE | FOURNISSEUR
Sels
Chlorure de sodium NacCl Rectapur .
Chlorure de calcium Cacl VWR International
Sulfate d’ammonium NSO, >99,5 % Merck
Réactifs utilisés pour I'analyse des lipides
Mélange équimassique d’esters méthyliques (étalon)
Acide palmitique (Gg) Ci7H34.0, 99 %
Acide stéarique () CigH30, 99 %
Acide oléique (G5 ) CigH360, 99 % Sigma-Aldrich
Acide linoléique (Gg ) CigH340, 99 %
Acide linolénique (G .9 CigH30, 99 %
Etalons internes
Acide margarique (G) Ci7H3.0, >98 % . ,
Trimargarine (tri G;) CsaH10406 >99 % Sigma-Aldrich
Solvants — acides — antioxydants
Acétone GHsO >99,8 %
Acide acétique ¢H.,0, Normapur . ,
Acide formique CHO, Normapur Sigma-Aldrich
Butyl hydroxytoluéne (BHT) &H..0
Chloroforme CHd Normapur
Cyclohexane Hio Normapur
Ether de pétrole (40-60 °C) Normapur
Ether diéthylique ¢H..0 Normapur VWR International
Heptane GHig Normapur
Méthanol CHOH Normapur
Pentane Hi, Normapur
Primuline Q1H1103N953,
Trifluorure de Bore BF 14 % dans Sigma-Aldrich
CH,OH
Produits pour la chromatographie et électrophorese
Chromatographie
Diéthylaminoéthyl-Sepharose CL6B Amersham Biososs
Carboxyméthyl-trisacryl CMT Merck

Electrophorese

i - )
Gels de polyacrylamide 10-15 % Amersham Biosciences

Gels de polyacrylamide |IEF pl 3-9

Solutions d’'ampholytes pl 3-9 Bio Rad
Bleu de Bromophénol Bio Rad
Solvants, acides et bases
Acétonitrile GH:N for HPLC VWR International
Acide acétique ¢H,0, for HPLC Acros Organics
Acide Chlorhydrique HCI Normapur
Ethanol GHsO 95 % VWR International
Soude NaOH Normapur

Tensio-actif - détergent

Tween 20 (Polyoxyéthyléne-monolaurate -
de sorbitane) Sigma-Aldrich

Sodium dodécyl-sulfate (SDS) -
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Tableau 14. Caractéristiques des laccase étudiéesifnies par la société Purato$, nc :

non connu.
AT K1 PC B TSN
Masse moléculaire (kDaj 65 70 70 62 63
pH optimum 3,5-4,5 5,5 4 4,5-5,5 5
pl 2,6 ncx 3,7 3,5 3
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3.1.2 Produits et réactifs utilisés

L’ensemble des produits et réactifs utilisés loes différentes expériences sont
regroupés dans les tableaux 12 (substrats redd3 éutres produits). Les substrats redox,

lorsqu’ils sont ajoutés dans la pate sont :
« dissous dans 'eau distillée (cystéine, acide dsgoe, bromate) ;

»  préparés en solution concentrée (10 mM) dans dydanacétate 0,1 M a

pH = 5,6. Le volume désiré est ensuite ajouté taas distillée (acide férulique, ABTS) ;

- directement ajoutés dans la farine (homogénéisésueliament) (cas de
I’ADA et du glucose).

Les sels de pureté analytique utilisés pour lagmadpn des solutions tampons ont été

fournis par la société VWR International (Fontesays-Bois, France).

Les gaz utilisés, azote (U) pour I'étalonnage dedlyseur de gaz COSMA et pour la
cartographie des lipides, ainsi que I'hydrogene, (W¢lium (U) et I'air (azote-oxygene,
80/20) sont fournis par la société Air liquideeh est de méme pour l'azote liquide utilisé

pour la congélation des pates.

3.1.3 Enzymes et additifs de panification

Lorsqu’'une enzyme est ajoutée dans la pate enmum@sde son substrat, la mise en
contact est retardé le plus possible pour pouvesurer les effets de la réaction, c’est-a-dire
gue les deux protagonistes des réactions redoxsmisgeu sont mis en présence juste avant

la fermeture de la cuve du pétrin et la mise eterdu pétrissage.

3.1.3.1 Laccases fongiques

Les échantillons de laccase sont fournis pas l#®88®URATOS sous forme de
milieu de culture liquide issu du surnageant den@srtation filtré ou sous forme d’extrait
purifié. 5 lots d’enzymes ont été testés : K1, TAN, PC et TB. Certaines caractéristiques
sont présentées dans le tableau 14.

Parmi les enzymes étudiées, la laccase issue dupidp@on de pourriture blanche
Pycnoporus cinnabarinugPC) a fait I'objet d’investigations plus poussédsextrait

enzymatique est un extrait brut de couleur jaungrbbe méme I'enzyme recombinante K1
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Pupitre de commande

couvercle muni avec afficheur numérique

d’un hublot

Couvercle latéral

Motoréducteur
Bras fixe

Cuve a double paroi ___
thermostatable

Figure 48. Photographie (vue de face) du sitoxygrée instrumenté
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Figure 49. Photographie (vue de diagonale) du sitggraphe instrumenté
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fournie sous forme purifiée a fait I'objet d’'uneteaition plus spécifique dans le cadre

d’application potentielle dans le domaine de laifpzation.
3.1.3.2 Glucose oxydase

Le lot de glucose oxydase utilisé se présente faoose de poudre fournie par la société
Lyven. L'activité GOX déterminée en routine estehte par polarographie. Le dosage est
réalisé a 30 °C dans un milieu réactionnel (Volumg,5 mL), constitué de tampon acétate
0,1 M & pH =5,6 contenant du glucose 220 mM. [véét du lot utilisé est 933 pkatg
(Garcia, 2000). Une solution concentrée (690 pKatde GOX est préparée dans de I'eau
distillée. Dans le cas des pates hydratées a 586%mL de cette solution sont ajoutés dans
I'eau distillée pour 2,584 kg de farine humide pobtenir une activité théorique dans la pate

de 6 nkat.g ms (dose optimale déterminée par Garcia, 2000).

3.1.4 Description du sitoxygraphe

Fabriqué par la société LAMBERT, le sitoxygraphguiffe 48) est un pétrin horizontal
d’'une capacité de 8 L, permettant de pétrir desitipga de pate compris entre 1,5 et 5 kg. La
caractéristique principale de ce pétrin tient at dae I'ensemble de la masse de pate est
pétrie a chaque tour de bras lui conférant unedgraificacité. A titre de comparaison, une
vitesse de rotation de 52 rpm du bras mobile axgifraphe équivaut a une vitesse de 200
rpm sur un pétrin spirale et 80 rpm sur un pétraxa oblique. D’apres le constructeur, un
pétrissage d’'une dizaine de min a 52 rpm provoaqueaugmentation de température de pate
de + 6 °C.

La cuve

La cuve est composée d’'un cylind®grieur= 210 MM, lawrieure= 210 mm) fermé par
une porte latérale coulissant sur un rail de gwedstgsurmonté d’'une cheminée fermée par un
hublot articulé (figure 49). La paroi de la partizculaire du cylindre est équipée d'un
échangeur thermique étanche (usiné dans la maass)lequel circule de I'eau reliée a un
cryostat (JULABO modéle F26), & un débit de 500mih™.

La porte latérale est utilisée pour la sortie de g I'entretien du pétrin. Le couvercle

supérieur sert a introduire les ingrédients. Auealy de ces ouvertures, I'étanchéité est

réalisée par des joints toriques. Les deux ported 8galement munies de hublots pour
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1. Remplissage 2_ Echantillonnage 3 Extraction

Partie mobile intérieure Partie fixe extérieure

Figure 50. Principe de I'échantillonnage de pate pelant le pétrissage.

Bras fixe

Bras mobile

Figure 51. Position relative des bras dans la cuvdu sitoxygraphe (vue de face).

Mesure des paramétres
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Figure 52. Positionnement des capteurs et acquisiti des données mesurées sour le logiciel Labview®.
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observer visuellement le pétrissage. La cheminppatant le couvercle supérieur et la porte

latérale sont également munies de percages (ésnubier la mise en place de capteurs.

Sur le couvercle latéral se trouve un systeme é&yement de 20 mL qui permet
I'échantillonnage de péate pendant le pétrissage sampre I'atmosphere confinée du pétrin.
Pour prélever un échantillon de pate, la cavitéaestnée au contact de la cuve du pétrin. Le
mouvement du bras tournant pousse I'échantillonp@® dans la cavité du systeme de
prélevement. Une fois remplie, la cavité est dé&mapar un mouvement de rotation de la
partie mobile du systeme (figure 50) et I'échaatilest amené vers l'orifice de sortie situé sur
la partie extérieure fixe du systeme. Toutes lésgs du systeme de prélévement sont polies
et maintenues en pression par des vis de serragesnde ressort. L'étanchéité est aussi
réalisée par I'ajout de graisse de silicone erdsedifférentes pieces du systeme, facilitant le

mouvement de rotation.
Les bras

Inspiré de gestes ancestraux, le pétrissage tentepioduire les mouvements de bras
des boulangers pétrissant la pate manuellement.deeg bras du sitoxygraphe sont en
fonderie inox (aluminium F76) et amovibles. Le btagrnant poli (en forme de Z) étire et
comprime la pate contre le bras fixe téflonné @me de U). La position relative de chacun

des bras est présentée dans la figure 51.

Des essais préliminaires réalisés en présencettdoaur coloré (café moulu) ont été
réalisés pour étudier le mélange et la capaciténddgénéisation du sitoxygraphe. Ajoutés en
différents endroits (bout, base et milieu du bmasgnant) et a différents instants (t = 0 quand
la pate n'est pas formée ou pendant le pétrissagam)s avons pu constater que le
sitoxygraphe homogénéise la pate de facon trédeapuisque entre 30 s et 1 min suffisent
pour que les petits grains de café soient uniforeammrépartis dans la pate
('homogénéisation dans un pétrin oblique dure )mi

L’entrainement du bras est réalisé par un mototédu¢KEB) d’'une puissance de 1,5
kW piloté par un variateur de vitesse permettar utilisation entre 15 et 30 rpm en petite

vitesse et entre 30 et 75 rpm en grande vitesse.

L’instrumentation

Les différents capteurs sont positionnés commaetdérr le schéma de la figure 52 :

. un capteur de pression (ORPHY — GTS, MECACEL Eteutiue, France)
fonctionnant dans une gamme de pression allantad#,d bar (pression relative) ;
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« un analyseur de gaz CRISTAL 300 (COSMA, France)rplau mesure
élctrochimique de la teneur en @-22 %), la mesure par infra rouge de la tenau€®, (0-1
% et 0-50 %) permettant les mesures pour des ¢onsliexpérimentales avec et sans levure

pendant le pétrissage et/ou la fermentation ;

» 1 sonde Pt100 (SIKA France) de type WI spé 1 (-1®@& °C) située sous la
base du bras mobile (figure 52) pour la mesureaderhpérature de pate. Diamétre 15 mm,

épaisseur 3 mm ;

« 2 sondes Pt 100 (SIKA France ) de type WS spé3 4-100 °C ) placées au
centre du liquide circulant dans les tuyaux duesyst de régulation respectivement en entrée

et sortie de la cuve. Diamétre 3 mm, longueur 5;mm

« La mesure de couple est directement obtenue parsigmal €électrique
provenant du variateur de vitesse pilotant le mot&e signal (intensité électrique) est
directement converti en couple a I'aide d’'une ganahé¢alonnage établie par le constructeur
(KEB).

Transférées par des cartes d’acquisition sériete(aaalogique numérique PCI NI 4351
et carte d’acquisition pour les températures NI-B@3 E, National Instrument) au systeme
informatique, les données mesurées sont visualiséesnregistrées par un programme
spécialement développé pour le sitoxygraphe pamA&mmier (UMR GENIAL, Ensia,
Massy) sous Labviefv L’acquisition est séquentielle et scindée en déix ensemble de
données (gaz, température, pression) constituentddémnées saisies en basse fréquence
(intervalle d’acquisition de 1 a plusieurs dizairdes secondes), tandis qu’a intervalles de
temps définis (de 1 a plusieurs centaines de sesdnill est possible d’acquérir les données
en hautes fréquences (couple et vitesse) pendateénups défini (limité par le nombre de
données formant un fichier exploitable). La fréqueeta plus forte est de 100 Hz. Nous avons
couramment utilisé une fréquence de 50 Hz (soit mesure toutes les 20 ms). Une
acquisition se compose donc d'une alternance disitiqus basse fréquence et haute
fréquence. Deux fichiers de données sont donc §éaé&u format .txt.

3.1.5 Description du bioréacteur

Le pétrin bioréacteur est un pétrin expérimenti@néhe et thermorégulé instrumenté
pour étudier la consommation d’oxygéne et I'évantde la consistance d’'une pate durant le

pétrissage (Ameille, 1998). Il est composé d'uneecen Pyrex d’environ 1,5 L munie d’'une
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Figure 53.Photographie de la cuve du pétrin bioréacteur instumenté.
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double enveloppe dans laquelle circule de I'eatnbecgulée a 30 °C (figure 53).

L’étanchéité du bol est réalisée par un joint teeigpressé par deux pinces de serrage
au niveau du couvercle en plexiglas, par un joqtidle situé autour de I'axe du fraseur et par
deux joints en téflon situés a I'entrée et a laisatu circuit gazeux (figure 54).

Le moteur d’agitation est un malaxeur-mesureur aeiple (modele MR-D1,
IKAVISK, Allemagne). Le pétrissage des pates s'iie par un fraseur simple bras en acier
inoxydable de type Z2CN18-10 en forme d’ancre neffrgure 53) de longueur 210 mm, de
diamétre 10 mm et dont la base est située a 5 mfordldu bol (Ameille, 1998). La cuve
comporte par ailleurs, deux contre-pales, l'unetivaéle et I'autre oblique pour favoriser
’lhomogénéisation de la pate et éviter les phén@wéle cavitation lorsque la pate s’enroule
autour du bras. Le bloc moteur mesure en contirnitésse du bras et I'évolution du couple
assimilé a la consistance de la pate.

Le bioréacteur permet de mesurer en continu legemtiage d’oxygene et de ¢@ans
le bol du pétrin et, par la suite, de quantifiecéeasommation d’oxygéne de la pate a chaque
instant du pétrissage. Pour cela, 'atmosphéreus@zeircule a un débit de 120 L.k travers
un analyseur de gaz de type Cristal 300 (Envirormmer8A’, France) relié & la cuve par des
tuyaux en téflon comportant un capteur électroohirmipour la mesure du pourcentage,d'O
et une cellule Infra-rouge pour la mesure du,Ci@ure 54). En entrée du circuit, I'eau
contenue dans l'air circulant est condensée awanidl point froid a 0 °C et un filtre PTFE
(maille de diamétre 0,2 um) retient d’éventuellestipules solides. Le volume total du
systeme cuve-analyseur de gaz est de 1,71 L (Man@@nmunication personnejle
L’analyseur de gaz possede trois voies de mes@®ahacune une échelle propre :

« 0-22 % pour I'Q;

» 0-1 % pour la voie Cobasse teneur, utilisée pour des pates ne comgrneasn
de levure ;

« 0-100 % pour la voie C{haute teneur (utilisée en présence de levure).
Tous les signaux analogiques mesurés (vitessele;depeur en gaz) sont envoyées via une
interface (DC2 control IKA) puis stockés dans wrhier .txt grace au logiciel d’acquisition
labworldsoff. Le temps de scrutation pour chaque voie est dem$), soit au mieux une
donnée toutes les 500 ms pour chacun des 5 sigmalyseés.

Le traitement des données est réalisé au moyere divacro développée sous ExXcel

(microsoft). Sur chaque paramétre mesuré, on e2ali® moyenne glissante sur 10 valeurs.
Le couple et la vitesse sont exprimés en N.cm epenrespectivement, les gaz sont mesurés

en % et aprés transformation exprimés en pnishg (Celhay, 2000).
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3.2 Méthodes

3.2.1 Préparation des pates

Conservées a — 20 °C, les farines sont lentemeeh@&es a la température (24 h) avant
d’étre pétries. Dans la plupart des essais, la ggiteonstituée de farine, d’eau et de chlorure

de sodium. Dans tous les cas, le NaCl est dissans ltkau distillée.

3.2.1.1 Au sitoxygraphe

La composition de base de la majorité des patebéetsi est farine — eau — chlorure de
sodium. Dans le cas des pates témoin et des pétiésspdans le cadre de I'étude variétale, la
recette de pétrissage est la suivante :

2500 g de farine ;

1500 g d’eau distillée (60 %) ;

45 g de NaCl (1,8 %).

On travaille a une hydratation de 60 %, hydratatiassique d’'une pate boulangére.

Le pétrissage s'effectue en deux temps, un temgsadage a 30 rpm durant 2 min, puis un
temps de pétrissage durant 23 min a 52,5 rpm. @ da pétrissage est thermostatée a 20 °C.

Lors des essais realisés en présence de glucoggasex(GOX), une hydratation de 55 %
a été choisie. La recette de pétrissage est larsigiv

2584 g de farine ;

1416 g d’eau distillée (55 %) ;

46,5 g de NaCl (1,8 %).

3.2.1.2 Au bioréacteur

L’eau distillée est maintenue dans un bain mage aC.

La recette utilisée pour I'ensemble des pétrissagmsés est la suivante :
325 g de farine ;
227,5 g deau (70 %) ;
6,5 g de NaCl (2 %).

Le moteur n’étant pas assez puissant, les patésysid@matiquement sur hydratées.
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Le pétrissage se déroule selon le protocole suitagdu distillée contenant le NaCl
préalablement dissous, puis la farine sont intteguilans le bol du pétrin. L’acquisition des
données est lancée a partir du moment ou les iegrddsont en contact. L'étanchéité de la
cuve est alors réalisée rapidement pendant une tupgus répétable possible (2 min) puis le
moteur est mis en marche. Le pétrissage dure 68vat une vitesse du fraseur fixée a 200

rpm.
3.2.1.3 Congélation des pétes

En fin de pétrissage (ou a intervalle de temps-88-20-25 dans le cas des cinétiques
au sitoxygraphe), le pétrin (bioréacteur ou sitoaphe) est arrété et un échantillon de pate
est prélevé, congelé dans I'azote liquide (- 180 €éBncassé dans un mortier puis conservé a

—20 °C dans des sacs plastiques hermétiquesadirade la lumiére.
3.2.2 Dosages biochimiques (farine et pates)

3.2.2.1 Activités enzymatiques extractibles

4 g de farine sont homogénéisés dans 10 mL de tasgadium phosphate (pH =7,5) a
0,1 M dans un bain de glace pilée avec un homosggiagir de type ultra-turrax pendant 15 s,
suivi de 30 s de repos, puis de nouveau 15 s d’émdmsation. L'extrait est ensuite
centrifugé a 30000 g pendant 20 min a 4 °C. Leageant maintenu a 4 °C dans un bain de

glace est directement utilisé pour la mesure deividé LOX extractible. Les activités CAT
et POD sont mesurés sur des extraits dilués}édans le méme tampon. Dans le cas des
dosages d’activités enzymatiques sur les patesakse de pate pesée est adaptée en fonction

de I'hydratation de la pate de facon a extraire deBvités enzymatiques a partir d’'une
guantité de matiére séche équivalente a celle faeite.

Toutes les activités enzymatiques résultent d’'uryemne de quatre dosages (deux

mesures) sur deux extraits enzymatiques.
3.2.2.1.1 Activité lipoxygénasique

L’activité LOX est déterminée par polarographieosdla méthode décrite par Boussard
et al. (2004) Un volume de 1,5 mL de substrat, mélange d’acni@dique - Tween 20 dans

un rapport molaire 4 : 1 dispersé dans un tampaspgirate (0,1 M a pH = 6,5) est saturé par
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de l'air a 30 °C. L'enregistrement débute apremiliade 50 a 100 pL d’extrait enzymatique.
L’activité extractible de LOX est exprimée en naatslis (nkat, c’est-a-dire en nmoles
d’oxygene consommé par seconde) par gramme de rema@éehe dans les conditions de

'expérience.
3.2.2.1.2 Activité peroxydasique

L’activité peroxydasique (POD) est déterminée gaectrophotométrie (Garciat al,
2002a) basée sur la diminution de I'absorbanceirBi d’une solution d’acide férulique
mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a bardsteliodes. Le mélange réactionnel est
composeé d’acide férulique (0,1 mM), de Ca@0 mM) et d’'HO, (0,5 mM) dans du tampon
acétate (0,1 M a pH =5,6). La réaction a lieu #Q%t démarre lors de I'addition de 25 pL
d’extrait enzymatigue convenablement dilué. L'atéivest déterminée par le calcul de la
pente initiale de la chute d'absorbance a 310 nransDces conditions, le coefficient
d’extinction molaire de I'acide férulique est de084M™.cm™. L’activité est exprimée en
microkatals (pkat, c’est-a-dire en umole d’AF canswe par seconde) par gramme de

matiere seche.
3.2.2.1.3 Activité catalasique

Dosée par polarographie, la mesure de l'activitélasique se fait a pH =7 (tampon
phosphate 0,1 M) et le substrat est le peroxydeydddgene (HO,) 1 M. L’activité
catalasique est exprimée en umol gdifdoduit par seconde (pkat) et est ramenée parmgeam

de matiere seche.
3.2.2.1.4 Activité glucose oxydasique

Le dosage est réalisé a 30 °C dans un milieu oFawi de volume final de 1,5 mL
constitué de tampon acétate 0,1 M a pH = 5,6 cantedu glucose 0,22 M. L’extrait
enzymatique est ajouté au volume réactionnel etiVidé GOX déterminée par la mesure de
la pente de la droite représentant la consommali@r. Elle est exprimée en nkatals.
L’activité ajoutée dans les pates supplémenté&a@X est de 5 nkathms (activité optimale
déterminée par Garcia, 2000).
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Figure 55. Profil d'élution des protéines de la fane BPMF.
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3.2.2.2 FEtat d’agrégation des protéines

La procédure expérimentale est adaptée du protousiau point par Moredt al. (2000b)sur

la farine et par Malet (2005) sur la pate.

3.2.2.2.1.1 Extraction des protéines solubles au dodécyl sulfate de

sodium

L’extraction des protéines est réalisée sur unriditam de 160 mg de farine ou 300 mg
de pate dans 20 mL de tampon phosphate 0,1 M &,pldhitenant 1 % de SDS (rapport
poids/volume). Apres avoir été homogénéisés quslgeeondes, les contenus des tubes sont
maintenus pendant 80 min sous agitation douce daesétuve a 60 °C pour stabiliser

I'extrait (inactivation des protéases) (Moatlal, 2000b).

3.2.2.2.1.2 Extraction des protéines non solubles au SDS

Afin de solubiliser les macropolymeres gluténiques, échantillons sont soumis un
traitement ultrasonore a une puissance de 7 W périfas. L'échantillon est centrifugé
durant 20 min a 30 000 g et a 10 °C, afin de sépaseprotéines extraites (surnageant) du
culot d’amidon principalement. Le surnageant dstéefi(filtre Milex-GV, PVDF 0,22 um,

Millipore®), puis les protéines sont analysées par HPLC-SE.

3.2.2.2.1.3 Séparation et caractérisation des protéines par SE-HPLC

La séparation est réalisée d’apres les conditidiisées par Malet (2005) adaptées de
celles de Darde (2001) et Mored al. (2000b). 20 puL d’extrait de protéines de farin@ (3.
dans le cas des pates) sont injectés sur une @I@00 x 7,5 mm) d’exclusion stérique
analytique composée d’un gel de silice rigide hptibe (TSK G 4000, Toyosoda, Stuttgart
Allemagne). L’élution réalisée avec une solution tdempon phosphate de sodium 0,1 M
(pH = 6,9) contenant 0,1 % de SDS, & un débitest d mL.mif" & 30 °C.

Le détecteur a barrette de diodes permet de tlawvaians un gamme de longueurs
d’'onde entre 200 et 900 nm. Les liaisons peptidiggent détectées a 214 nm et le
chromatogramme obtenu peut étre découpé en cintioina (figure 55). La somme des cinq
fractions correspond a la quantité totale) (e protéines solubles. La délimitation du pic F1
et du pic F3 sont données par les formules VIl ldtréspectivement. Les temps de fin de pic

dépendent de I'écart entre les sommets des pies F4.
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Tableau 15. Correspondance entre les fractions préiques séparées par gel filtration et les masses

moléculaires.
Fraction Protéines Masse moléculaire
(kDa)
F1 Gluténines de Haut poids moléculaire (HPM) 28@30
F2 Gluténines de Faible poids moléculaire (FPM) 8306
F3 Gliadines () 116 a 65
F4 Gliadines ¢, 3, y) 65a21
F5 Albumines, globulines <21
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(Vi) (tRF4_tRFl) x 009 + trm

Avectr .temps de rétention en min.

(V1) (trra—tre1) x 0,79 + trer

Dans ces conditions, Morek al. (2000a) ont déterminé les correspondances ergre le
fractions et les poids moléculaires (tableau 18n®nos résultats, les valeurs utilisées sont

exprimées en quantité absolue ramenée a la maééhe de I'échantillon (UA.Tgms).
Dans le cadre de I'étude variétale, nous avonsidééis parametres issus des fractions
guantifiees :
la quantité totale de gluténines (F1 + F2) ;
la quantité totale de gliadines (F3 + F4) ;
le rapport gliadines sur gluténines (F3 + F4) / {H32) ;
le rapport gluténines HPM sur gluténines FPM (FL/F2

3.2.2.3 Dosages des lipides
3.2.2.3.1 Cartographie lipidique

La procédure expérimentale tient compte de la masseatiere seche de I'échantillon

(farine et pate). Le dosage des lipides est adbptd méthode de Tsen et Hlynka (1962).

3.2.2.3.1.1 Extraction des lipides

La phase d’extraction se déroule a froid afin deqbér l'activité des enzymes
susceptibles de dégrader les lipides. Les lipidast ®xtraits a partir d’'un échantillon
d’environ 10 g de farine ou 16 g de pate, massendiere humide, auxquels sont ajoutés
successivement, 200 pL d’acide acétique afin difieidle milieu pour rompre les liaisons
entre protéines et lipides, 20 mL de méthanol polubiliser les lipides et les protéines, 1 mL
de chloroforme (CHG) contenant 0,01 % de Butyl HydroxyToluéne (BHTupaon réle
antioxydant, deux fois 9 mL de CHGbour séparer les lipides des protéines, puis outej
une quantité d’eau salée de fagon a obtenir 1 ¥ad& dans la phase aqueuse finale de 20

mL. Cette derniere tient compte de l'eau apportée pechantillon. Entre chaque
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contenant les lipides y
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\/ compris les caroténoides.

Extraction des lipides

Figure 56. Séparation de la phase chloroformiquepidique par centrifugation

Front de migration du solvant

v

Rf Ester de stérol,
Triacyglycérol (TAG)
0,7
Acides gras libres (AGL)
0,45
Diacylglycérol 1,3 (DAG 1,3)
Diacylglycérol 1,2 (DAG 1,2)
0,26
0,25 Monoacylglycérol (MAG)
...................................... o Lipides polaires totaux (LPT)
Ligne de dép

Figure 57. Schéma du fractionnement des lipides n&ras par chromatographie sur couche mince (gel delise).
Eluant : éther de pétrole / éther diéthylique / acide forngue (70/30/1
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incorporation, le solvant est homogénéisé a l'aldem homogénéisateur (Ultra-turrax T25),
durant 20 s a environ 3000 rpm. La tige de l'uttrerax T25 est rincée avec 1 mL de CkiCl

Le mélange est centrifugé durant 20 min a 13000g4°C. On préléve alors 10 mL
de la phase chloroformique (figure 56) contenast lipides et les caroténoides pour les

transferer dans un récipient hermétique.

3.2.2.3.1.2 Fractionnement des lipides par chromatographie sur couche

mince

Les étalons internes, 10 pL d’acide margarique(Zug/uL) et 40 puL de triG, sont
ajoutés a 4 échantillons d’extrait lipidique de 280chacun. Les échantillons sont concentrés
au Rotavapor a 37 °C, puis resolubilisés deuxdoexessives dans 100 uL de Ck€t enfin
déposés sur une plaque de silica-gel préalableawtivée a I'étuve. La séparation de lipides
neutres est réalisée en une heure (figure 57aja@el’d’'un éluant constitué d’'un mélange de 70
mL d’éther de pétrole, 30 mL d’éther diéthyliquede 1 mL d’acide formique.

Aprés pulvérisation d’une solution de primulined{D % dans un mélange acétone/eau,

80/20) sur la plague, les différentes fractiondipildes sont révélées sous UN £ 365 nm).

3.2.2.3.1.3 Quantification des lipides par chromatographie en phase

gazeuse

Aprés identification (figure 57), chaque fractigpidique est prélevée. 10 pL d’étalon
interne (acide margariquefa 2ug/uL) sont ajoutés dans les fractions de dibogérol et de
monoacylglycérol, et 30 pL dans la fraction dedgs polaires totaux. Dans le cadre de
'étude variétale, seules les fractions monoacy@lgls (MAG) et acides gras libre (AGL)
ont été analysées.

Les fractions lipidiques sont ensuite saponifiéeséthylées en présence de 5 mL de
méthanol Bi aprés incubation de 15 min dans un bain-marie @6%.es esters méthyliques
d’acides gras sont alors extraits avec un mélaege ohL d’eau et de 4 mL de pentane. Les
échantillons sont homogénéisés puis laissés quelpimiutes a décanter. La phase pentanique
(supérieure) contenant les lipides est prélevés, dai pentane est évaporé dans un bain
thermostaté de 40 °C sous un flux d’'azote.

Les esters méthyliques sont ensuite resolubilis&éorcentrés dans 100 pL d’heptane pour

étre analysés en chromatographie en phase gazeuse.
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Le systeme chromatographique utilisé est constitué injecteur « split » contenant
un « insert » chauffé a 250 °C, d'une colonne &ipdl (DB WAX, 30 m de long, 0,25 mm de
diametre intérieur) maintenue a 195 °C, et d'ureck&ur & ionisation de flamme chauffé a
250 °C.

Les différents acides gras méthylés sont séparéddemin en utilisant I’hydrogene
comme gaz vecteur dont la pression en téte de melast fixée a 13,5 psi. Le volume
d’injection de I'extrait est de 1 pL.

L'identification des différents acides gras estemite en comparant leur temps de
rétention avec celui d’'un mélange étalon. La gdiaation se fait en comparant les surfaces

des pics avec celui de I'étalon interne, l'acidegasaque G-.
3.2.2.3.2 Dosage des pigments caroténoides

Les caroténoides extraits de la farine ou des patesdosés par spectrophotométrie.
Pour les farines, le spectre d’absorption de laktipidique (en phase chloroformique) est
enregistré entre 380 et 750 nm. L’absorbance exgériale a 455 nm est corrigée de la part
d’absorbance due a la turbidité (mesurée entreeb5®0 nm) afin de déterminer la quantité

de pigments caroténoides présente dans I'extpaitidiue.

(IX) ADbScorrassnm = AbSassnm - Turbidité assnm

(X) Turbiditésssnm = €2 log Asssm + b
Avec, a et b coefficients de régression linéairéadéroite log (Abs) = f (logh)) entre 550 et 750 nm.

Les teneurs en caroténoides sont ensuite expriemégEsnant compte de la quantité de matiére

mise en ceuvre a partir de la relation (XI) :

AbSorrassm
(X1) Quantité de caroténoieés = ————  x 1000
m
avec ,
quantité de caroténoides exprimées en mUAmg

m : masse de matiére séche
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Tableau 16. Longueur d'onde spécifique et coeffiae d’'extinction molaire des

substrats redox utilisés pour mesurer l'activité lacasique au spectrophotométre a pH

4et56.
substrat A ennm e en Mt.cm? référence
AF 320 8400 Garcia, 2000
AS 309 8400
ABTS 405 36000 Childs et Bardsley, 19
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3.2.3 Caractérisation des extraits de laccase

3.2.3.1 Dosage de l’activité laccasique a pH = 4 et pH = 5,6
3.2.3.1.1 Dosage polarographique

Un volume de 1,4 mL de solution de substrat phénelipréparé dans du tampon
acétate 0,1 M est saturé en oxygenelgQ@25 pM) par bullage d’air a 30 °C, est placérda
la cuve du polarographe. La réaction démarre lerBajout d’un volume adéquat d’extrait de
laccase. L’activité laccasique est exprimée en kaads (nkat, c’est-a-dire en nmoles
d’oxygene consommé par seconde et par mL d’'extiaiis les conditions de I'expérience).
Elle est déterminée par la mesure de la pentalimite la courbe de consommation g'{@s
produits d’oxydation pouvant étre substrats dezi@me. Le dosage polarographique est peu
précis pour la mesure des activités inférieure3anBat en cuve. Chaque activité laccasique
mesurée au polarographe a été réalisée dans leirdooha linéarité de I'appareil. Ainsi, les
enzymes trop concentrées ont été diluées au 1d®latampon de réaction quand cela était
nécessaire, I'activité mesurée n’étant plus proponelle a la quantité d’enzyme au-dela de 2

nkat en cuve.
3.2.3.1.2 Dosage spectrophotométrique

Le matériel utilisé est un spectrophotometre adirde diodes Hewlett-Packard
(HP84 52 A). Contrairement a la polarographie,dacsrophotométrie permet de mesurer la
cinétique de consommation des acides phénoliquaesdmtres faibles activités. En revanche,
le domaine des mesures est limité par la concémrahaximale en substrat (absorbance
initiale trop élevée). Dans le cas de I'acide fi@ug, la concentration maximale ([Ak)) est

égale a 0,1 mM (absorbance égale a 1,5).

La solution (tampon acétate 0,1 M) de substrattlestmostatée a 30 °C et mise a
buller en continu. Un volume de 3 mL est déposédare cuve en quartz. La réaction est
amorcée par l'addition de 30 pL d’extrait enzyma#igau mélange réactionnel. Apres
homogénéisation rapide du milieu, la cuve est imatéthent placée dans le
spectrophotomeétre.

La pente initiale de la courbe donne la vitesséaiei de disparition du substrat,
exprimée en nkat.mt d’extrait. Les coefficients d’extinction molairdilisés sont regroupés

dans le tableau 16 pour les différents substratiiéd.
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solution tampon acétate
(0,01 M ; pH=45):

v [(NH,SO,] 0 M (A)
v [(NH,),S0O, 0,5 M (B)

débit = 0,5 mL.mirt

I Mono Q HR 5/5
| (CH-N*(CHy)y)

Vfractions= 1mL

FRAC-200

Figure 58. Schéma de principe et conditions expériemtales de la chromatographi
échangeuses d’anions couplé au systeme FF
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3.2.3.2  Purification
3.2.3.2.1 Chromatographie échangeuse d’ions

Pour purifier de petits volumes de laccase PC (3, e colonne utilisée est une
colonne échangeuse d’anions Mon® IgR 5/5 (Pharmacia biote€hd’une capacité de 1 mL.
Les conditions de purification sont adaptées deitkag et al. (2003)et Recorcet al. (2002).

La colonne est placée dans un systétme FPLC (PhrmBamtecl?), piloté par un
logiciel « FPLC director » (figure 58). Le systemmauni d'un détecteur UV, permet de
mesurer en continu I'absorbance a 280 nm. La jpatifin est réalisée sur un volume de 2 mL
d’extrait enzymatique brut dialysé préalablementtie une solution de tampon acétate 10
mM a pH = 4,5 (solution A).

Apres le dépbt, la colonne est lavée par 15 voludeesolonne de solution A et les
protéines restées fixées sont éluées avec un gtddiéaire de (NH),SO, de 0 a 0,33 M
préparé dans la solution A. Le débit utilisé esDdemL.min'. Nous avons préféré le sulfate
d’ammonium au NaCl généralement utilisé (Otterbeiral, 2000 ; Recorcet al, 2002 ;
Sigoillot et al, 2003) car ce dernier est inhibiteur de I'actiVéécasique (Garzillet al, 1998
; Johannes et Majcherczyk, 2000a). L'utilisationNMRCI lors d’essais préliminaires a conduit
a un rendement nettement plus faible, confirmanhibition de I'activité de la laccase par les
ions CI. Des fractions de 1 mL sont collectées sur lesgsiedont déterminées I'activité
laccasique (par polarographie) et I'absorbanceCan2a.

3.2.3.2.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Le systéme électrophorétique utilisé est le PhastBy (Pharmacia Biote®h Deux
types d’électrophorése ont été réalisées sur 8&XdC :

* une isoélectrofocalisation (IEF) permettant la séfi@an des protéines dans un
gradient de pH en fonction de leur point isoélectei (pl) ;

» une électrophorese SDS-PAGE (mode dénaturant)gamarer les protéines selon leur
poids moléculaire.

L'IEF est réalisée en utilisant un « PhastGel IE® >3 qui couvre une gamme de pH
allant de 3 a 9. La séparation a été réalisée ¥€1bin total de 500 V.h est appliqué lors de
'expérience. La calibration du gel est effectu@ecaun kit de marqueurs protéiques de pH
allant de pH 3 a 9. La révélation des protéineststtuée par une solution de coloration au

bleu de Coomassie (PhastGel Blue R) préparée ertam@ment dans un mélange méthanol
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(30 %), acide acétique (10 %) et CuSQ,1 %) dans I'eau selon un protocole fourni par le
fabricant

L’électrophorése en mode SDS-PAGE est réalisée ame¢ PhastGel gradient 10-
15 » permettant une séparation des protéines dgenmasléculaire comprises entre 10 et 250
kDa. La calibration du gel est effectuée avec tedki marqueurs de poids moléculditdW
electrophoresis calibration kibourni par Pharmacia BioteBhUne révélation non spécifique
au bleu de Coomassie est effectuée comme danssleled'|EF selon la procédure du
fabricant. De plus, nous avons aussi effectué wheration spécifique en utilisant 'ABTS
(acide 2,2’-Azino-Bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-farique). L'ABTS est un substrat
spécifigue de la laccase qui est de couleur ver-ldous sa forme oxydée. Pour cette
révélation spécifique, le gel de polyacrylamide msngé dans une solution dABTS 2 mM
(tampon acétate 0,1 M pH = 4) et les bandes contdiztivité laccasique se colorent en

guelques secondes.
3.2.3.3 Dosages des protéines

Lors du stage de Master d’A. Jeanneau (2005), $aglo de protéines de I'extrait de
laccase PC a été réalisé selon plusieurs méthadéthode de Bradford (micro) et méthode a
I'acide bicinchoninique (BCA, PIERCH (Smith et al, 1985). La conclusion des différents
dosages est qu'aucune des méthodes d'estimationswdude protéines que nous avons
utilisées n'est exempte d’interférences. En ettetprésence de composés phénoliques dans
'extrait peut conduire a des sous-estimations ldus dosage par la méthode du micro
Bradford. Dans le cas de la méthode BCA, I'acidgnchoninique réagit avec un ion Gu
formé aprés réduction de I'ion €upar les protéines en milieu basique. Lors de kation
par I'enzyme, les atomes de cuivre composant éeagitif de I'enzyme sont successivement
réduits, puis oxydés (passage d’'une forme réduibxyaée de I'enzyme). La présence du
cuivre apporté par la laccase peut perturber lagimsles protéines dans la méthode utilisant
le BCA comme indicateur coloré.

Par conséquent, les résultats présentés sontdssudosage protéique au moyen de la
meéthode de micro Bradford, méthode qui semblelétreoins perturbée. Le kit de dosage est
fourni par la société Bio R&det permet de doser des protéines sur une gamniead20
ng.mL? de protéines. La courbe d’étalonnage est réaks@e la sérum albumine bovine
(BSA).
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Tableau 17 Conditions chromatographiques pour I'anlyse de I'oxydation des mélanges de composés

phénoliques oxydés par PC.

Eluant ; Débit Vinjecté ADétection
. Mélange ,
(phase mobile) (mL/min) (uL) (nm)
20 % NHH,PO, 20 mM (pH = 2,5) AF/AS
0,8 20 280
pH=4

80% acétonitrile
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3.2.4 Mesure de I'oxydation des phénols en milieu modeéle par la laccase
PC

En milieu modéle, la mesure de I'oxydation des piea été réalisé a la fois par dosage
de I'O, consommé (polarographie) et par dosage des compus&noliqgues (substrat et
produit) aprés séparation chromatographique ettiéteUV.

Le dosage polarographique est identique a celuiitd#aens la paragraphe « dosage de
l'activité laccasique ». L'analyse des composésnphéues du milieu est réalisé par
chromatographie liquide haute performance (CLHP)pkase inverse. L'appareil CLHP est
constitué d'un ensemble Workstation (VARIAN, lesidJIFrance) comportant une pompe
(9012), un injecteur Vi€ et un détecteur UV (9050). La colonne utilisée @se Gg
(YMCODS AQ, AIT, France) dont les dimensions soatlb0 x 4,6 mm et la granulométrie
de 3 um. Le systeme chromatographique est ponetoelit relié & un détecteur a barrette de

diodes pour l'identification des composés a l'ailds spectres UV.

Les conditions expérimentales pour chaque sérimélanges sont regroupées dans le

tableau 17. La quantification des composés ess&sapar étalonnage externe.
3.2.5 Analyse de données et méthode des plans d'expériences

La méthode des plans d’expériences est une tedahrdéprganisation optimale des
expériences de maniéere a obtenir un maximum din&ions en un minimum d’essais avec
la meilleure précision possible (Goupy, 2000). La@np de départ de cette méthode est
'espace expérimental défini par les facteurs (pataes) mesurés. Dans cet espace, un
domaine d’étude est défini. A chaque point du domai’'étude correspond une réponse
(grandeur d’intérét). A I'ensemble de tous les poidu domaine d’étude correspond un

ensemble de réponses.

L'utilisation d’'un modéle mathématiqua priori permet ensuite d’analyser les
interactions entre facteurs et réponses dans hebleedu domaine a partir des données
expérimentales. Dans ce manuscrit, les effets ois parameétres de pétrissages (vitesse,
hydratation, température) ont été étudiés, a padin plan composite a trois facteurs et cing

niveaux aboutissant a un modeéle polynomial du st:cegre.

148



Matériels et Méthodes

Tableau 18. Matrice d’expériences en valeurs centrées réduitedes facteurs étudiés. X1,
Vitesse de rotation du bras ; X2, Hydratation de lapate ; X3, Température initiale des

ingrédients

Essais X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -0 0 0
10 +a 0 0
11 0 - 0
12 0 +a 0
13 0 0 -a
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
21 0 0 0
22 0 0 0
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3.2.5.1 Obtention des valeurs centrées réduites

Pour centrer et réduire les valeurs des factearshangement de repére et d’origine est

opéré. Le passage de la valeur réelle a la vaimnitrée réduite se fait selon la relation XII :

(XIN) X — Xo
AX
Avec,
X : valeur centrée réduite du facteur étudié (saite)u
X : valeur réelle du facteur étudié (en unité mesuré

Xo . valeur réelle mesurée au milieu du domaine ewpatal (en unité mesurée) qu

correspond a l'origine choisie pour la valeur réeldgiu parametre.

Ax : pas de variation choisi, différence entre legaux +1 et O (en unité mesurée)

3.2.5.2 Choix du critere d’optimalité et etablissement de /a

matrice d’expériences

Nous avons choisi comme critere d’optimalité I'iaoence par rotation pour que les
réponses calculées avec le modeéle issu du plah @ienerreur de prévision identique pour
des points situés a la méme distance du centrehaide d’étude. La matrice d’expériences
en valeurs centrées réduites est présentée daaisléau 18. Dans le cas d’'une étude a trois

facteurs, la valeur de = 1,682 est déterminé par la relation XIII :

(XIll) a = ( on )%
Avec,

a : niveau limite supérieur du facteur centré réduit

n : nombre de facteurs (dans notre ¢es,3)
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Tableau 19.Domaine expérimental du plan d'expériences utilisé

Valeurs centrées

réduites des facteurs -1,682 -1 0

1,682

X1
(vitesse de rotation du 30 39 52,5
fraseur en rpm)

X2
(hydratation en %)

X3
(température des 10 12 15
ingrédients en °C)

57 58,2 60

66

61,8

18

75

63

20
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Ce plan permet de modéliser les résultats selomadele linéaire dans lequel les
coefficients correspondent aux effets simples eddoptiques de chaque paramétre et a
'ensemble de leurs interactions (relation XIV).

(XIV) Y = o + hXi + X2 + X3

+ hoXiX2 + hisXiXz + baXoXs
+ biX1? + b2X2? + esXs? + hesXaXoXs + €

Avec,
Y : valeur de la réponse expérimentale
bo : moyenne ou valeur au centre du domaine expétahen

b, : effet linéaire de la vitessdp; : effet linéaire de I'hydratatiors : effet linéaire de

la température initiale des ingrédients
by, : effet d’interaction entre la vitesse et I'hydrabn
b,3: effet d’interaction entre la vitesse et la tenajdre initiale des ingrédients
by3 : effet d’interaction entre I'hydratation et lanipérature de départ des ingrédients
b1 : effet quadratique de la vitesse
by, : effet quadratique de I'hydratation
bs3 : effet quadratique de la température initiale idgsédients
bi123: interaction entre les trois facteurs

X1, X2, X3: niveaux respectifs de la vitesse de pétrissagel’hydratation et de la

température initiale des ingrédients (valeurs éastréduites)

€ : erreur du modéle

Toutes les expériences de ce plan ont été réalméestoxygraphe en mesurant en
continu la teneur en oxygéne au sein de la cuvanadele établi n'est valable que dans le

domaine expérimental (tableau 19). Les répongeét(idiées sont :

» |a quantité totale d'®© consommée par la pate aprés 25 min de
pétrissage (¥t et

* |es vitesses instantanées de consommatiop ¥ Go2).
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4 RESULTATS ET DISCUSSIONS
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4.1 Mise au point du sitoxygraphe

Depuis les années 1990, la Chaire de Biochimie dmighlie et Agroalimentaire du
Cnam aborde l'étude des réactions d’oxydoréduciimervenant dans la pate lors du
pétrissage par une voie originale : la mesure tdirdes échanges gazeux d’'une pate pétrie
avec son atmospheére environnante. Sur les aspéctsadges gazeux, la mise au point du
sitoxygraphe s’inscrit pleinement dans la lignés tlavaux effectués jusqu’a présent.

Ces travaux de recherches ont rendu possible Iatifjoation de 'oxygene consommé
par la pate au cours du pétrissage lors de la aigmint d’'un pétrin bioréacteur, poursuivant
de maniére plus précise les travaux entamés en f@53mith et Andrews (1957). Ce pétrin
expérimental, rendu étanche, met en ceuvre jus@@ayGle pate environ, permettant ainsi de
mesurer les variations de pression partielle ergéng au moyen d’une électrode de Clark
(Ameille et al, 2000b) dans I'atmosphére isolée environnant ta p& cours du pétrissage.
Par la suite, un appareil de mesure de gaz a é€ emiplace pour mesurer comme
précédemment les teneurs en oxygene par une masatechimique ainsi que les teneurs en

CO, par infra-rouge dans I'enceinte isolée du péttielay, 2000).

Actuellement, I'air contenu dans la cuve du pétircule & un débit de 110 Lh
environ dans l'analyseur de gaz. Il est tout d’dbasséché par condensation de la vapeur
d’eau qu’il contient & travers un point froid, pdiré a travers un filtre 0,2 um. Nous
considérerons que l'analyse des gaz est non dasteupuisque seule une tres petite quantité
d’oxygene est consommeée (réduite) au niveau deckélde et une faible quantité de vapeur
d’eau est piégée au niveau du point froid. En meggua consommation d’oxygéne de la pate,
le bioréacteur a ainsi permis d’étudier I'impacs dacteurs de pétrissage, I'effet d’hydrolases,
d’oxydoréductases et de substrats redox (avec sl esazyme) et de discriminer des farines
dans des conditions particulieres de pétrissagee{faret al, 2000a ; Ameillest al, 2000Db).

En effet, I'échelle, la géométrie de la cuve, laxfe des bras, les vitesses de rotation utilisées
sont relativement éloignées des conditions degsétge de pétrins conventionnels. De plus, la
limitation de puissance du moteur impliquent dediter dans des conditions d’hydratations

fortes (~70 g d’eau ajoutée a 100 g de farine hajnid

Le premier objectif de ce travail de thése concéarteansposition sur le sitoxygraphe
du savoir-faire acquis au bioréacteur sur la mesige échanges gazeux. Pour cela,
I'étanchéité du systéme est la condition indispelesa I'observation des variations de teneur

en gaz au sein de celui-ci. Dans un second tengpsplume du systeme étanche a été
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déterminé, en effet, la connaissance du volumeadecgntenu dans la cuve est nécessaire
pour quantifier les échanges. Enfin, le changendaithelle, passage du stade laboratoire
(V~1,7 L) au stade pilote (V ~10L) fait apparaides facteurs qui ne peuvent plus étre
négligés. Dans le cadre de notre étude, il s'aglitidertie de la mesure et des variations de

pression au sein de la cuve.

4.1.1 Quantification des échanges gazeux entre la pate et I'atmosphére du
pétrin : mesure de la consommation d’oxygéne d'une pate

boulangére

4.1.1.1 Etanchéité du systéme « pétrin - dispositif de mesure

des gaz »

Au sitoxygraphe, nous devons nous assurer de tB&té du systéme afin de garantir
des mesures fiables et précises des pourcentagesxgdd , CO, n et CQ ) ainsi que de la
pression au sein de la cuve. D’'une maniere généeal@oints critiques pour I'étanchéité sont
les zones de contact entre deux pieces disjoinieétanchéité est assurée par la mise en
place de joints toriques disposés sur le couvédatézal et le hublot supérieur et de joints de
téflon souples réalisant I'étanchéité au niveau oléices prévus pour I'emplacement de
divers capteurs. L'étanchéité du systéme de préiéme est réalisée par le plaquage des
pieces polies constituant le systeme, les unekeswautres et leur maintien dans cette position
par des ressorts comprimés au moyen de vis degserta graisse de silicone parfait
I'étanchéité et facilite le mouvement de rotatianldine des pieces par rapport a l'autre. La
partie tournante sur laquelle est monté le bras ilmotonstitue également une fuite
potentielle. Sur cette partie mobile, I'étanchéitd réalisée par l'intermédiaire d’'un jeu de

joints toriques
4.1.1.1.1 Test en pression

Au cours du test de maintien de la pression, la&adsle est mise en surpression de 1
bar, qui serait selon notre estimation, une sugiwagéaliste, pouvant apparaitre au sein de la
cuve pendant le pétrissage d'une farine levuréeeg\pvoir fait I'étanchéité, la pression est
mesurée a l'aide d’'un manometre (échelle : 0-1 j&s,: 0,02 bar), le bras du moteur est mis
en rotation & 50 rpm. Pendant 30 min, aucune difimnwe pression n’est observée lorsque le

systeme de prélevement est en position extériamenagosition intérieure. Deux simulations
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de prélevement de pate ont alors été effectuégmdiion de l'aiguille du manometre varie
alors entre 1 et 0,98 bar. Les simulations de peéhent entrainent l'introduction d’un
volume de 22 crhd'air dans la cuve. Aprés quelques heures de ieairde la cuve en
pression, une tres Iégere diminution de pressigarit (0,04 bar). Ce test est satisfaisant, le

systeme semble donc suffisamment hermétique.
4.1.1.1.2 Quantification des échanges gazeux

Pour conforter ce résultat, nous quantifions ldsagges gazeux entre l'intérieur et
I'extérieur du pétrin lorsqu’il existe un fort griadt en Q entre l'intérieur et I'extérieur de la
cuve. L’'oxygéne de I'atmosphére de la cuve estsghamr introduction d’'azote U dans la
cuve, puis I'étanchéité est réalisée et on laissy$teme atteindre I'équilibre. Le pourcentage
d'O, atteint est de 1,5 % (soAO,=19,4 %). La cuve est maintenue a la pression
atmosphérique. Pendant toute la durée de I'expezicle bras est mis en mouvement a 50
rpm.

Apres 20 min (durée qui correspond a celle du gsrge), le pourcentage d'@ans la

cuve est passé de 1,50 a 1,52 %. A la températutabdratoire voisine de 20 °C, a t = 0,

983 X 15 _ 6,131 mmoles.

nous avons dans la cuve dont le volume est éga3al9 noz = 2405100

983 152_

At =20 min, nous avonBoz = 2405 100

6,213 mmoles. Ainsi, 82 umoles ¢'@ont donc

entrées dans la cuve (1,3 %). Dans la suite deériexgntations, la plus faible teneur en
OXygene que nous ayons a mesurer au sein du pétriote 10 %40, = 10,9 %), dans le cas
de pate en fermentation, ce qui réduit le débitfuiee. Etant données les conditions
expérimentales de mesure de la fuite (grand voldmegaz et fort gradient), le systéme
présente une étanchéité suffisante. Ainsi, dassita de cette étude, la variation de la teneur
en Q dans la cuve due aux échanges entre I'intérieliexdérieur de la cuve est négligée.
Ainsi :
o) toute production ou consommation d’oxygene est duwe réactions

chimiques et biochimiques ou a la présence de éef@urcerevisiagau seinde la pate ;

o) toute production de C{est due a la présence de levure ou de systemes

microbiologiques endogénes ;

o) dans le cas de pate en fermentation, 'augmentaiopression au sein

de la cuve correspond a la production de @& la levure.
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-
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@ HCI concentré

-

@ Ajout de 10 mL d’une solution d’'HCI concentr
~N a une masse connue de CaCfuis etancheité
@ COo, rapide du systéme.

@ Mesure au cours du temps de la libération
CO, dans la phase gazeuse du systeme

J

o

\ Systeme « pétrin — analyseur » étanche

é

de

/

Figure 59.Principe de détermination du volume de I'enceinte d sitoxygraphe — analyseur de gaz
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L’étanchéité de la cuve permet donc de garantirmesure des échanges gazeux pate-
atmosphere dans I'enceinte confinée de la cuveéthinpimage des réactions intervenant au
cours du pétrissage, ainsi que d’estimer de faeoplus précise possible I'évolution de la
pression réelle au sein de la cuve. L'étanchéit@esc la base des travaux sur les échanges
gazeux. Celle-ci est vérifiee régulierement au salgs expériences successives. Un autre

parametre tres utile est le volume du systémerinpétinalyseur de gaz », car il permet :

o) la transformation des teneurs en & CQ en moles a partir des

pourcentages mesurés ;

o) le calcul du Volume de gazg\Mans la cuve a tout instant du pétrissage
et par suite du volume de pate. Cette partie dvailrazonstitue par ailleurs une voie de
développement de notre outil qui sera abordée léashernier chapitre de résultats.

Extension de cette mesure dans le cas des expériences de prélevements de

pate pendant le pétrissage :

Apres avoir créé un fort gradient g@ntre I'atmospheére intérieure et I'extérieur du
pétrin, la valeur du pourcentage d'éffichée est de 1,52 %. A cet instant, deux pefteants
successifs ont été simulés, le pourcentage diOcuve affiche alors 1,59 %. Aprés calcul, il
est entré 0,39 mmoles d;3soit environ 6 % des moles présentes au dépastldacuve. Lors
du pétrissage, l'utilisation du systeme de préléesmnmplique l'introduction du volume d’air
dans la cuve du pétrin. Donc, un prélévement de pétraine un apport d'oxygene dans la
cuve de 0,195 mmoles qui sera a prendre en comptedes mesures de consommation
d’'oxygene. Si le pétrissage entraine des variatiengression au sein de la cuve, l'utilisation

du systeme de prélévement aura une influence guession qui peut étre quantitifée.
4.1.1.2 Détermination du volume du systeme

Inspirée de travaux préalablement réalisés au dadioe (Celhay, 2000), I'exploitation
des résultats concernant les gaz (pression tdtgiession partielle) nécessite la connaissance
du volume du systéme « pétrin — analyseur » pdétarmination précise du volume gazeux
du systéme a vide. Le principe est basé sur lamekaula libération d’'une quantité connue de

CO, dans la cuve rendue hermétique (figure 59).
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La réaction chimique est la suivante :

CaCO3 (S) + 2 HCI (l) — CaC|2 + H2C03

H2C03 — Hzo + C02 (g)

Le volume d’HCI concentré ajouté est constant (10 et toujours en exces quelle
gue soit la quantité de CaG@@troduite dans le cristallisoir au départ. Detedacon, le
volume gazeux ne varie pas selon les conditiod®gleérience et la réaction est totale. Ainsi,
pour une mole de CaGOntroduite, une mole de CGQlans I'enceinte est libérée. Dans la
suite, 'ensemble des gaz contenus dans la cuvassshilé a un gaz parfait, et la cuve étant
thermorégulée a 20 °C, nous considérons que laéetyre du gaz est également de 20 °C. A

cette température, le volume molaire d’'un gaz fteeft de 24,05 L.

Le volume gazeux dans I'enceinte est calculé pegl&ion (XV) suivante :

Mcacos 100 x Vimeoc
(XV) Vsitoexp = X
MM caccs A%COe

avec,

Vsivexp : VOlume gazeux dans l'enceinte du systeme « sitoxygraphe-analyseur de gaz » (L)
contenant le cristallisoir et la solution d’'HCI

Mcacos : Masse de CaCOs (g)

MMcacos : masse molaire CaCOz; (MMcacos = 100,08 g.mol'l)

Voo : Volume molaire d'un gaz parfat a 20 € et a pression atmosphérique
(Vimzoc = 24,05 L.mol™)

A%CO, : Variation de la teneur en CO, (%) au sein de la cuve du sitoxygraphe entre le tja €t

le tina de la réaction. A%CO, (%) = %COi, — %CO; iy

La masse de CaGQntroduite dans le cristallisoir au sein du pétrarie entre 0,1 g et

0,4 g. En répétant I'expérience 8 fois consécuteatiye volume obtenu est :

Vsitoexp = 9,807 t 0,108 L

La valeur obtenue est répétable avec un coeffidentariation de 1,1 %. Compte tenu
du volume de la solution d’acide (10 mL), et duwnok du cristallisoir utilisé (environ 13
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Figure 60. Evaluation du temps de réponse du systéna vide par libération d'une quantité connue de
CO, dans la cuve
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mL) pour réaliser la réaction chimique, il en résujue le volume total du montage a vide

Vsito = 9,830 + 0,108 L

Dans le chapitre consacré a la mise au point dmdaure de la consommation

Viito €St donc :

d’'oxygene par la pate, I'impact de I'erreur daré/élluation du volume de la phase gazeuse

sur le calcul de la quantité d’oxygene consommeéoaus du pétrissage sera discuté.

Au sitoxygraphe, il est possible de diminuer lewoé de la phase gazeuse au-dessus
de la pate en insérant une piéce plastique au unigeehublot supérieur. Le volume de cette
piece plastique a été déterminé par la méme matipnl que précédemment. Le volume
obtenu en présence de la piéce plastique est chtFaaux 9,807 L précédemment déterminés.
L'expérience a été réalisée 5 fois.

Le volume de la piece plastique est :

Ver = 0,957 = 0,054 L

~

Calculé a partir de la densité du polyméthylmétatey (PMMA) (@ =1,18 a

1,2 g.cm®) constituant principalement cette piéce plastidgieplume calculé est de 0,96 L.
4.1.2 Inertie de la réponse sur les mesures de gaz

L’analyseur de gaz Cristal 300 a été adapté ssitdeygraphe. L'air de I'enceinte de la

cuve circule & travers le point froid et le fil&iein débit de 110 L.H.
4.1.2.1 Du systeme a vide

L’expérience précédente de détermination du voldmeysteme « pétrin-analyseur de
gaz » a partir de la libération d’une quantité eaele CQ dans I'enceinte renseigne aussi
sur l'inertie de la réponse de notre systeme daurae&n effet, nous considérons que tout le
CO; libéré est bien homogénéisé dans tout le systpard’action de la pompe de I'analyseur
principalement) quand la mesure de (83t stabilisée (figure 60). Le graphe de la fighe
montre qu’aprés 7 min le signal du £6st tres stable dans le temps (0,3 % de variation

jusqu’a 60 min, résultat non montré). Entre le détel la réaction (mise en présence des
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Figure 61. Vitesse d'apparition du CQ en fonction du temps mesuré dai
I'enceinte du sitoxygraphe par I'analyseur de ga
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Figure 62. Evolution de la teneur en CQ d'une pate non levurée pendant 2
minutes de pétrissage au sitoxygraphe. Points expérentaux (x), courbe modélisé
(pointillés rouge)
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réactifs) et I'obtention d’'un signal stable, il steécoulé environ 6 min. Cette durée (temps de
réponse) est liée a la vitesse de la réaction dmlugtion de CQ a la vitesse
d’homogénéisation de I'atmosphére gazeuse et @rfiendu capteur. L'inertie du capteur est
inférieure a quelques secondes. Ce facteur peanétyligé. Pour chaque expérimentation, le
temps de réponse est exprimé en fonction de latig@ale CQ (en mmoles) libérée (figure
61). Ces quantités correspondent staechiométriquemen quantités de CaGOnises en
oeuvre. Il apparait que le temps de réponse augniiediairement avec la quantité de £O
libérée. L’extrapolation de la droite pour une ditarde CQ libérée nulle donne un temps de
réponse de 180 s. Ce temps correspond a la duréendgénéisation du contenu de la phase
gazeuse apres introduction d’'une perturbation datsosphére du pétrin a vide (bras
immobile) sous le seul effet de la pompe de cittutades gaz associée au capteur. Cette
durée est réduite par la diminution du volume dasphgazeuse en introduisant la piéce
plastique (résultats non montrés). De méme, ceitéedd’homogénéisation sera d’autant plus
courte que la quantité de pate mise en oeuvrengstrtante par le double effet de la réduction

de volume gazeux et du mouvement du bras mobile.
4.1.2.2 Du systéeme en charge

Les deux conditions nécessaires pour mesurer lsooamation d’'oxygéne des systemes
redox de la pate sont la présence de I'oxygéneatact des systémes enzymatiques engagés
et I'incorporation de I'oxygéne atmosphérique aulds de gaz présentes dans la pate. Ainsi,
dans une pate au repos, les systemes consommadiexygene vont appauvrir en oxygene
les bulles de gaz emprisonnées dans la pate. Daesptemiere approximation, nous
considérerons que seule l'action de pétrissage gietanmise en contact des acteurs de
I'oxydation. Dans ce cas, pour une pate au repasjree variation de la teneur en oxygene de
'atmosphére entourant celle-ci ne devrait étrecolie. En effet, en arrétant le bras du pétrin,
les systémes enzymatiques sont privés d’'un de lsuipstrats redox, I'oxygéne et par la

méme, sa consommation est bloquée.
4.1.2.2.1 Sur la mesure de CO,

Lors du pétrissage d’'une pate composée uniquenieatl,dde farine et de sel, nous
observons une augmentation du pourcentage de (ffdire 62) proportionnelle au temps
(R2=0,999). Cette augmentation est faible puisgpes 25 min de pétrissage, la teneur en
CO, est passée de 0,07 % a 0,18 % environ soit uessetde 5,3 .10% de CQ.min™. Cette
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Figure 63.Evolution du signal mesuré sur la voie C@bt a partir de I'arrét du moteur (ici aprés 10 minutes
de pétrissage). t = 0 min correspond au temps dettét du bras.

Tableau 20.Détermination des coefficients du modéle de réponstl signal CG; bt, aprés arrét du moteur.

arrét (min) 5 7,5 10 15 20 moyenne ET
k1 (%) 0,090 0,104 0,118 0,142 0,172 - -
k2 (%) 4,94E-03 3,51E-03 4,11E-03  7,55E-03 1,64E-03 | 4,35E-03  2,16E-03
k3 (min™) 0,958 1,430 1,312 1,560 1,312 1,315 0,224
k4 (%.min") | 1,94E-04 1,72E-04 1,85E-04 1,71E-04 1,64E-04 | 1,77E-04  1,20E-05
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expérience a été répétée en arrétant le moteugiun @ux temps t=5 - 7,5 -10 -15 et 20
min. La figure 63 illustre I'évolution de la teneem CQ aprés l'arrét du bras (arrét effectué a
10 min de pétrissage). L'allure de la courbe mogtre deux cinétiques se superposent :

o Une phase exponentielle d’équilibrage entre I'afphé@se dans la cuve et celle
du capteur (180 s) ;

o une augmentation du signal lente et proportionrailéemps.
Pour chaque expérience et au vu de l'allure deépmnse, le signal a été modélisé par la

fonction suivante :

(XVI) CO: = ki + ke x (1 — exp(kat)) + Kat

avec,

k; : valeur du signal CO,; bt (% CO,) a l'instant t = 0 (arrét du bras mobile du pétrin)
k, : amplitude de la réponse (% CO,)

ks : constante de temps (min™)

ks : coefficient directeur de la droite (% COz.min'l)

La détermination des constantes a été réaliséade |du solveur d’Excel (tableau 20).
D’un point de vue général, la constante de termgsvarie peu (moyenne = 1,315 + 0,224
min™), tout comme I'amplitude de la réponse)( dont la valeur moyenne est de 5,03 #0
1,5.10° %CQ,. Pour ce dernier la précision du résultat estivelguisque le CV est proche
de 31 %. Par ailleurs, le coefficient de la dr@itg diminue en fonction du moment d’arrét du

bras.

Pendant le pétrissage, I'enceinte gazeuse est honéizge par le mouvement du bras
entrainant la pate a vitesse constante et pardalaiion des gaz a un débit constant par la
pompe de l'analyseur. De ce fait, le temps d’homéggation des gaz dans I'enceinte du
systeme devrait étre constant. En suivant cettethgge, I'observation au niveau du capteur
d’une production linéaire de GQ@u cours du temps (pente = 0,0053 %, &, figure 63)
indique que la production de GQu niveau de la pate est aussi proportionnelléeaps.
Quand le bras du pétrin est stoppé, la libérat®rC@y par I'action du pétrissage est arrétée
brusquement. Seule 'action de la pompe de cinarales gaz permet ’lhomogénéisation de
'enceinte gazeuse. Pres de 80 s (1,3 min) sorgssaaes pour atteindre I'équilibre de la
réponse du capteur de g@Q’'écart entre le pourcentage affiché a I'arrétdas et I'équilibre
est de 5,03.18% de CQ. Si le bras est en mouvement, une hausse de §:0%1de CQ

170



Résultats et Discussions

n N
o —
T T

02 (%)
%)

[
(o]

—
~

0 5 10 15 20 25

t (min)

Figure 64.Evolution de la teneur en O2 au cours du pétrissag#iune péate contenant 2,5 kg de farine, 1,5 L d'e:
et 45 g de NaC
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dans I'enceinte est observée au bout de 57 s.dsedtats obtenus sont donc cohérents avec
'hypothese que le brassage mécanique améliorentps d’homogénéisation de I'enceinte
gazeuse. Le gain de temps (23 s pour une augnentidi5,03 % de Ccalculé représente

30 % de celui nécessaire a la pompe pour la miggeitibre des gaz.

Par ailleurs, une pate non levurée produit dy @GiQure 62). La présence d’'une flore
microbienne endogéne responsable de cette prodymi@it étre la seule explication possible
pour qu’une pate non levurée produise du, Pendant le pétrissage. De plus, cette flore est
active des les premiers instants de pétrissages [@anadre de nos essais, aprés l'arrét du
bras, le CQ produit est emprisonné dans la pate (plus de dtlwdr de celui-ci par le
pétrissage). Apres la mise en équilibre de la pgageuse (homogénéisation par la pompe de
lanalyseur de gaz), une production lente de,Qfar la pate au repos se poursuit.
L’augmentation du pourcentage de £dans I'enceinte est relatif a la diffusion de ceiua
travers la pate au repos. Le rapport ekifgyenet la pente de la droite (figure 62) vaut 0,028,
la vitesse de diffusion du GQ@ travers la pate représente donc 3 % de la gitsdibération
du CQ par homogénéisation mécanique ce qui illustre dateur des phénomeénes
diffusionnels. Par ailleurs, la vitesse de productiks) diminue proportionnellement a
linstant d’arrét du bras. Si 'on admet que I'ad microbienne est constante pendant les 25
min de pétrissage, au fur et a mesure du pétrissagmpacité de rétention de £8emble
étre ameéliorée puisque les vitesses de diffusionedli@-ci a travers la pate diminuent. Ces
résultats confirment qu’une des fonctions du psdige est de structurer la pate et lui conférer
la capacité de rétention du @ODans les applications technologiques, la meserdad
capacité de rétention gazeuse d’'une pate est terecimportant a mesurer et maitriser. La
mesure des teneurs en gaz dans l'enceinte du giaEplye est par conséquent tres
prometteuse. Les observations sur pate non levuréepermettent pas de poursuivre la
discussion autour du terme de porosité, qui néecksréalisation d’expériences spécifiques,
en présence de levure. Cette partie constituemaiouveau développement de l'utilisation du
pétrin. Peut-on envisager un mouvement trés lentadeate qui relargue le Gpar un

phénomene différent de la diffusion ?
4.1.2.2.2 Sur la mesure d’'0O,

Le méme raisonnement que précédemment a été apglitumesure d’© L’allure de
la courbe de mesure de I'oxygene dans la phaseigmaast de type sigmoide (figure 64). En

tout début de pétrissage, la réponse du capteurau@nente brusquement et passe de 20,90
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Figure 65. Evolution du signal mesuré sur la voie @a partir de l'arrét du moteur (ici aprés 10 mi

pétrissage). t = 0 min correspond au temps de |'aét du bras.

Tableau 21.Détermination des parameétres du modele prévoyant leéponse du capteur a Q apres

arrét du bras du pétrin. nd : non déterminé. (R2 toujours supérieur a 0,99)

arrét (min) 5 7,5 10 15 moy ET
k5 (%) 20,5 19,5 18,9 18,0 nd nd
k6 (%) 1,19E-01 1,29E-01 1,33E-01 4,24E-02 3,87E-02 nd nd
k7 (min™) 1,32 1,03 1,413 1,560 1,40 0,12
nd nd

k8 (%.min'l) -6,38E-03 -5,65E-03 -4,96E-03 -1,39E-02 -1,47E-02
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at=0a 21,15 % au bout d’'une min. Puis, une @ligslatence apparait pendant laquelle le
signal diminue tres lentement jusqu’a 2 min. Eresud diminution du signal d’Oest rapide
jusqu’a 5-6 min, ou la pente de la courbe semhkratre un maximum. Aprés ce temps, la
diminution du signal d’'oxygéne est de plus en e, et vers 25 min, la pente de la courbe
semble tendre vers une valeur limite non nuller&nt 0 et t = 25 min, la teneur en @arie

de 20,9 % a 17,3 % environ d’apres notre courbeitgénies données « oxygene » obtenues
lors de I'expérience précédente (arrét du motexrtamps t =5 - 7,5 -10 —15 et 20 min) ont
été analysées. La figure 65 illustre I'évolutionlaeéeneur en @apres I'arrét du bras. Comme

dans le cas du COl'allure de la courbe montre I'addition de delthépomenes :
o une phase exponentielle d’équilibrage (180 s) ;
o une diminution du signal lente et proportionnellet@mps.

Pour chaque expérience et au vu de l'allure deépmnse, le signal a été modélisé par la

fonction suivante :

(XVi) Oz = ks + ks x exp(kut) + ket

avec,

ks : valeur du signal O, (% O,) a l'instant t = 0 (arrét du bras mobile du pétrin)
ke : amplitude de la réponse (% O,)

ks : constante de temps (min'l)

ks : coefficient de la droite (% Oz.min'l)

La détermination des constantes a été réalisémde Idu solveur d’Excel (tableau 21)
avec les critéres de précision de 116e tolérance de 5 % et de convergence de*1 1k
critéres d’optimisation sont : précision D’un pode vue général, I'amplitude de la réponse
(k) varie peu jusqu’a 10 min avec des valeurs foi@ek2 — 0,13 %), puis diminue pour les
points a 15 et 20 min (valeurs autour de 0,04 %).nEme, le coefficient de la droitk)(
varie peu, jusqu'a 10 min, entre 516t —6,4.1G % O,.min™ , puis augmente en valeur
absolue & 15 et 20 min & -15 1% O,.min™. La valeur constante de temps d’équilibrage (
est indépendante du temps d’arrét du bras (moyerinég + 0,12). L'amplitude et la pente de
la droite semblent dépendre de l'allure de la cewllbxygene. L'analyse de la figure 65
montre que la diminution de la teneur en oxygenefate entre 5 et 10 min, ensuite, elle
ralentit de fagcon progressive. Il semblerait quedeolutions de I'amplitude et de la pente de
la droite soient liées a la vitesse de consommatiaxygene. Entre 10 et 15 min de
pétrissage, la vitesse de diminution de teneur eralentit fortement. Pour chaque temps, les

vitesses de diminution du pourcentage 40
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Tableau 22. Pente de diminution du pourcentage d'©

. pente
tmin) | (060, minY
5 -0,314
7,5 -0,271
10 -0,253
15 -0,13
20 -0,0672
S 025
35 .
e') é 0,27
a Q
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Figure 66. Evolution du rapport entre la pente d'évolution du pourcentage de Q
de la pate au repos (k8) et la vitesse de diminutiadu pourcentage d'Q dela pate
pétrie au cours du pétrissage
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ont été calculées (tableau 22). La diminution desge entre 5 et 10 min est lente et linéaire
(de —0,314 % d'@min™® & —0,25 % d’@min*, pente 0,012 % d’©min?). Entre 10 et 15
min, elle chute de facon deux plus fois importdft625 % d’Q.min®), et entre 15 et 20 min,

la perte de vitesse redevient identique a cellednet 10 min. Les rapports entre la vitesse de
diminution du pourcentage dXddans la cuve quand la pate est au repos et laseitde
diminution de la teneur en,@e la pate pétrie ont été tracés au cours du téiigpse 66). De
facon intéressante, entre 5 et 10 min, ce rappgbodtable et vaut environ 0,02. A partir de 10

min, il augmente fortement (0,11 & 15 min et 0,20 anin).

En consommant l'oxygene dans la pate, les systéad®xr responsables de la
diminution de I'oxygéne dans la phase gazeuse trgegradient entre le gaz au contact des
systemes enzymatiques et le reste de I'atmospiméteoenant la pate et le capteur. Pendant
les 10 premiéres min, la vitesse de diffusion @ ku sein de la pate est imposée par la
vitesse de consommation ¢ @es systemes redox, alors trés actifs. Apres M) osiux-ci
sembleraient se dénaturer et ne sont vraisemblableplus prépondérants dans leur réle
créateur de gradient entre, @ntre l'intérieur et I'extérieur de la pate. Lamiution de
vitesse est proportionnelle au temps et faiblasajoe le parametig est quasi-stable. En fin
de pétrissage, la vitesse de diffusion de; [®travers la pate pourrait étre en lien avec le

parametreks.

En résumé, la mesure de la consommation d'oxyg€needpéate de 4 kg au
sitoxygraphe, dont le volume de gaz pendant leigs@ige est proche de 7 L, entraine une
inertie de réponse, d’'une part sur le G d’autre part sur I'@ La premiére est difficile a
prendre en compte. Cependant, elle peut étre ié&gkgant donné la faible variation de la
voie CQ (dans le cas des pates non levurées). En ce goénw la valeur d’'oxygéne au sein
de la cuve, celle-ci est surestimée a l'instant falt de l'inertie. Pour la pate au repos, un
durée d’environ 180 s est nécessaire a I’homogétiéis de la composition de la phase
gazeuse par la pompe de circulation au niveau dpteurs @ et CQ. Dans la pate en
mouvement, cette durée d’homogénéisation est plhkef

4.1.3 Influence de la pression sur la réponse du capteur de mesure

d’oxygeéne

La courbe de I'évolution du pourcentage d’oxygerésentée dans la figure 64 présente
une particularité surprenante, puisque a défadis#over une consommation d’oxygéene, lors

de la premiere minute de pétrissage, une appgpendeiction d'Q est observée. En effet, dés
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la mise en route du bras, une augmentation du potage d’'oxygene apparait au sein de la
cuve de 20,83 % a 21,09 % au cours du la premiératende frasage. Cette variation de 0,26
% représente environ 7 % de la variation de termuroxygéne affichée par le capteur
électrochimique entre le temps t =0 et le temp% min dans le cas du pétrissage de la

figure 64.
4.1.3.1 Description du phénomeéne

Ce phénomene est observé systématiquement lorisad@ie pétrissage, il est répétable
pour des pétrissages dans des conditions identiquresphénomene identique a déja éte
observé lors de précédents travaux menés au laberatu moyen du pétrin bioréacteur
(Potus, 1997 et Ameillet al, 2000b). Potus (1997) part de I'idée qu’il s’adjiine libération
d’'oxygene provenant de I'un des constituants dedte : la farine ou I'eau. En suivant
I'évolution de la concentration en oxygéne dansflur d’azote en présence d’eau ou de
farine dans I'enceinte du bioréacteur, ces autenrgstimé que la quantité d’'oxygéene libérée
par kg de farine lors de cette expérience s’élé¥® Enmol.kg'arine humideCe qui correspond a
la quantité d’'oxygéne de l'air contenu dans I'egpadergranulaire de la farine calculée a
partir des données de densité apparente (0,6)edle rél,35) fournies par la littérature
(Melcion, 1991). La part qui pourrait provenir d’'dégazage de I'eau est négligeable (70 fois

plus faible que celle apportée par la farine humide

Potus (1997) et Ameillet al. (2000) préconisent d’ajouter I'eau en premier dins
cuve du bioréacteur pour permettre le dégazaget daafermeture étanche du pétrin. En
adoptant ce protocole, on observe tout de mémelagere hausse de la mesure gd'&au
bioréacteur qui ne dépasse pas 0,05 % et est digligée. L'étanchéité du bioréacteur est
réalisée au niveau du fraseur par un joint ligufdgure 54). Il est fort probable que ce joint
serve de tampon en permettant d’évacuer les gagbbdans I'enceinte de la cuve du pétrin

bioréacteur lors de surpressions éventuelles.

Au sitoxygraphe, le dégazage de la farine ne sendblecerner que Il'oxygene
(figure 64). et probablement I'azote. En effetyvéaiation de la teneur en G@u sein de la
cuve est identique lors de la formation de la péfers du pétrissage de la pate en elle-méme.
Ce résultat démontre qu'un dégazage spécifigueydéne apparait peu probable et remet
partiellement en cause les explications précédermugites. On peut en effet difficilement
concevoir que lair interstitiel de la farine sgilus concentré en oxygéne que lair

environnant la pate dans la cuve du pétrin.
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4.1.3.2 Mise en évidence d’une surpression dans |’enceinte

étanche lors de la 1°" min de pétrissage

L’expérience décrite dans la figure 67 a été misepéace pour déterminer une
eventuelle variation de volume de pate lors deosadtion. L’enceinte étanche de la cuve est
relié par un tuyau plastique étanche a une éprtauvemnplie d’eau et retournée dans un
cristallisoir, permettant ainsi de maintenir édalgression extérieure et intérieure du pétrin.
Cette expérience a été réalisée pour diverses tcumslide pétrissage en faisant varier la
masse de pate de 4 a 5 kg et I'hydratation de-cetle 55 a 65 %. Pour toutes ces conditions,
le volume mesuré dans I'éprouvette graduée est gsneptre 90 et 130 mL. Ce résultat
indique que lorsque la farine s’hydrate, le voludeela pate formée est plus important que
celui de ses constituants pris séparément, c’d#teda farine, I'eau et le chlorure de sodium.
Le manque de précision de la manipulation est frieb@ent a I'origine d’'une forte variation
des résultats mais nous avons aussi observé queulme d’'air dans I'éprouvette n’est pas
uniforme selon les pétrissages. En effet, il agp@@ndant une durée plus ou moins longue
comprise entre 0 et 2 min. On peut raisonnablerpenser que la formation de la pate,
passage de l'état «farine + eau » a I'état deemilpateux viscoélastique, varie d'une
expérience a l'autre, indépendamment des condititen$expérience. D’apres les résultats
obtenus, les variations de volume de la phase gezalans |'éprouvette graduée
provoqueraient des variations de pression au seita duve hermétique de l'ordre 14 & 23

mbar. Au-dela, le liquide remonte progressivemeamsde tuyau.

Par ailleurs, pour chaque expérience ou I'on évdawsrpression, nous avons vérifié
gue le signal délivré par la voie,@e l'analyseur de gaz n'augmentait plus brusquémen
pendant la premiere min de I'expérience. La valeesurée était constante, voire diminuait
tres légerement, signe d’'un début de consommatiaxygene apres une min de pétrissage
(figure 68). Il apparait ainsi que la réponse duit@ar oxygene est sensible a la pression totale
(pour une méme teneur en,da réponse augmente avec la pression totalegraphique
compare I'évolution de la mesure d’oxygene d'uneirbe obtenue dans les conditions
classiques (4 kg de pate hydratée a 60 %) de gegesavec le sitoxygraphe rendu hermétique
avec une courbe obtenue dans les mémes conditienpéttissage (vitesse des bras,
hydratation, masse de pate) mais en évitant laresgjon initiale grace au systeme mis en
place préecédemment (figure 67). L'utilisation dedigpositif permet d’évacuer le volume de

gaz libéré par la formation de la pate dans la @hagiale. Au-dela (aprés 2 min), I'eau
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remonte dans le tuyau traduisant une diminutiorgnassive de la pression dans la cuve du

pétrin (consommation d’§).

La figure 68 montre que I'écart entre la courbediénet la courbe obtenue en évitant la
surpression initiale est important au début duigssge (jusqu’a 0,2 % au bout de 1 min de
pétrissage). Cet écart diminue progressivement peurouver dans le domaine de I'erreur
expérimentale aprés 10 min de pétrissage, la cdarbein étant toujours située au-dessus de
la courbe obtenue avec le dispositif d’évacuatioeci peut s’expliquer par le fait que, pour
une méme consommation d’oxygene, la pression tdabs I'expérience témoin est toujours

supérieure a celle dans I'expérience avec le dispd'gvacuation.

En résumé, la formation de la pate provoque unenantation du volume de celle-ci
qui entraine l'apparition d’'une surpression danguse du pétrin. Cette faible surpression
estimée a environ 25 mbar modifie la réponse dtecaa Q de facon importante (0,2 %) et
modifie la cinétique de consommation d'oxygene app@ en début de pétrissage. En
absence de surpression initiale, I'allure de larlbewde consommation d’oxygene est de type
sigmoide avec une faible consommation pendantrhagbon de la pate.

4.1.3.3 Evolution de la pression pendant le pétrissage

Lors de I'expérience présentée sur la figure 6¥u’ du cristallisoir est aspirée dans le
tuyau étanche au cours du pétrissage que l'onimiss I'apparition d’'une dépression au

sein de la cuve.

Pendant le pétrissage d’'une pate sans levureeksipn totale varie, d’'une part parce
gue le nombre de moles de gaz de I'atmosphére@mant la pate diminue en raison de
l'incorporation de I'oxygéne par les réactions d/dgréduction, et d’autre part parce que le
volume occupé par la pate dans la cuve varie péni@apétrissage. Dans la phase de
formation de la pate, I'hydratation des particudesfarine fait augmenter le volume de celle-
ci. Lors du pétrissage, I'action mécanique provoguosuite un réarrangement des molécules
constitutives de la pate et modifie les interadia® ces molécules (protéines, pentosanes,
glucides, etc.) entre elles, et entre elles eul'dan méme temps, les réactions d’oxydation
font diminuer le nombre de moles d'oxygene dandmiasphére gazeuse. La flore
microbienne endogéne et la levure font diminuetelaeur en @ et augmenter la teneur en
CQO,. Donc lors du pétrissage, la variation de pressiaduit une variation du nombre de
moles totales de gaz (consommation .d&D production de C£) dans la cuve ainsi qu’une

variation du volume de pate.
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Figure 69. Evolution de la mesure de pression au sein de llabsphére étanche d
sitoxygraphe (3,2 kg de farine hydratée a 60 % d'eaavec 1,8 % de NaCl)
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Pour veérifier les variations de pression pendanpé@tmissage témoin, un capteur a été
mis en place pour mesurer la pression au sein d@eMa. Un exemple de la mesure de la
pression totale dans le systéme « sitoxygraphecoars du pétrissage d’'une pate sans levure
est donné dans la figure 69. Les conditions dagséies sont les suivantes : 3,2 kg de farine
a laguelle on ajoute 60 % d'eau et 1,8 % de Na®@llure de la courbe confirme que lors de
la formation de la pate, le volume de celle-ci aagta puisqu’une brusque augmentation de
20 mbar de la pression totale est observée daosvia A partir du début du pétrissage (a
t =2 min), la pression totale diminue proportioiflgraent au temps jusqu’a environ 15 min,
et a partir de 15 min, elle diminue faiblement en®65 et 975 mbar. Entre la pression

maximale et la pression en fin de pétrissageaildpnc un écart de 65 mbar.

Le point de départ de la mise en place d'un captlurpression sur la cuve du
sitoxygraphe est de corriger la mesure de la teeeurxygéne dans la phase gazeuse, puisque
lors de la formation de la pate, les pourcentag€s dffichés étaient surestimés et non
représentatifs des réactions se produisant audeela pate. Par la suite, quand la pression
devient inférieure a la pression atmosphérique @ursc du pétrissage, les pourcentages
mesurés sont sous-estimés et par conséquent, $arnamation d’'oxygene est surestimeée. I
était donc primordial de connaitre I'influence depression au sein de la cuve sur la mesure
du pourcentage d’oxygene dans le sitoxygraphe pmantifier de facon la plus précise
possible la consommation d’oxygéne attribuables usxemes redox au cours du pétrissage.
De plus, la mesure de pression en tant que teflsepte également de nombreux intéréts et
applications potentielles, car dans la configuratd®e notre pétrin étanche a l'air et a la
pression, il est possible d’étudier I'évolutionllume de la pate (important) et de sa densité

a chaque instant du pétrissage.

4.1.3.4 Etalonnage de la réponse du capteur a O; en fonction

de la pression dans la cuve du sitoxygraphe

Pour étudier l'influence de la pression sur la riggodu capteur a oxygene, un modeéle
simulant une hausse de pression par une dimindtiorolume de phase gazeuse dans la cuve
du pétrin a été mis en place. Pour cela, le pétrinde est rendu hermétique et différents
volumes d’air (0 — 30 — 60 — 120 mL) sont injecti&ns la cuve du pétrin a I'aide d’'une
seringue a piston. Durant cette expérience, saybedssion varie, la composition de la phase
gazeuse reste constante. Les résultats sont refgésair le graphe de la figure 70. La droite
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Figure 70. Représentation de la variation du pouragage d'O, en fonctionde le
variation de pression au sein de la cuve du sitoxsaphe a vide, moteur tournan
a 30 rpm pour une teneur initiale de 20,9 % d’Q a la pression atmosphérique.
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Figure 71. Evolution du pourcentage d'oxygéene (corri@ ou non des variations ¢
pression) dans l'enceinte du sitoxgraphe lors du péssage d'une farine BPMF (3,2 ki
hydratée a 60 % d'eau et avec une teneur en NaCl de8 % ajouté).
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d’étalonnage obtenue nous donne un coefficient 0800 % Q.mbar' (ou 2,09.1F %

0,.Pa") avec un coefficient de corrélation R? = 0,98.

La figure 71 présente la courbe de consommatiorxyd@ne correspondant aux
conditions d’expériences citées ci-dessus. La tearwxygéne varie de 20,5 a 14,5 % entre
le temps t=0 et le temps t=25 min, soit uneiati@n de 6 % du nombre de moles
d’oxygene. D’apres la courbe corrigée de la varatle pression, la teneur en oxygéne varie
de 20,5 a 15,2 % entre le temps t =0 et le tenypBS min, soit une variation de 5,3 % du
nombre de moles d’oxygene. Si on considére queidatiié de N présente est constante et
gue I'on néglige la production (faible) de €@u cours du pétrissage, on a une variation de
5,3 % du nombre de moles totales, qui entrainaredtvariation de pression de 5,3 % entre le
pression maximale et la pression en fin de pégessa le volume de phase gazeuse est
constant. Par le calcul on obtient une pressiofirede pétrissage de 975 mbar. Ce calcul
montre que la diminution du pourcentage gI’é€ngendre une dépression dans la cuve
correspondant a la dépression mesurée par le captms de la formation de la pate, une
brusque augmentation du volume de phase condewgségitda pression. Dans un second
temps, la diminution du pourcentage d'€@rrespond a une quantité consommée par les
systemes redox ainsi qu’'une variation du volumedte lors de sa structuration. En effet, la
variation du volume de pate peut influencer la §ices dans I'enceinte, celle-ci est prise en
compte par la correction du pourcentagedifiiché, mais une variation de volume gazeux

pourrait aussi provoquer une variation de la cotraéon en Q dans la cuve.

4.1.4 Représentation de la consommation d'O; et de la production de CO;

d’une pate de farine de blé tendre non levurée

Au vu des résultats précédemment évoqués, il estsséire de prendre en compte
l'influence de la pression interne de la cuve ieeftie de la réponse des capteurs,&0CQ
sur les valeurs mesurées. Par rapport aux evengreemroduisant dans la cuve du pétrin, la

réponse du capteur & st :
« instantanée lors des variations de pression ;

« décalée de 2-3 min lors de la consommatiornpd'O
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La réponse du capteur a €€xt :
« indépendante des variations de pression ;
« décalée de 2-3 min lors de la production de.CO

Dans ce chapitre, la loi des gaz parfaits (PVg ¥)nést appliqguée. n est le nombre de moles
de gaz dans le volume Vg. R correspond a la cotestanlaire des gaz parfaits et vaut 8,314
J.KY.mol™. La pression (P en Pa), le volume gazevg €n nt) et la température (T en K)

sont exprimés dans les unités internationales.

La correction des valeurs brutes en tenant comgsevdriations de pression (figure 70)

donne :

XV %Och(t) = %Oz(t) - 2,09.10—4 X AF’(HO)

avec,

%O02cpr - pourcentage d'O, corrigé en prenant en compte linfluence de la pression sur le
capteur de gaz (exprimé en % O,).

%0, : pourcentage d’O, mesuré (exprimé en % Oy).

AP : différence entre la valeur de la Pression mesurée a l'instant t et la pression mesurée a

l'instant t = O correspondant a l'instant de mise en route du bras (exprimée en Pa).

Dans la relation (XVIII), la variation de pressiorstantanée/\P..p)) €St exprimée en
Pa (voir chapitre précédent). Lorsque la pressiorosphérique est de 101325 Pa, la réponse
du capteur mesurant la teneur ep @& I'air ambiant est fixé a 20,9 % et dans lidéal
I'étalonnage doit étre réalisé dans ces conditidaspression. Les variations de pression
climatiques n’étant pas maitrisées, en fonctionladgaleur de la pression affichée par le
capteur de pression, le pourcentage de pleinelédhffiché par le capteur d’CGest modifié
lors de la mise en route, d'aprés une table deespandance entre la teneur en(® O,)
dans l'air affiché par le capteur & en fonction de la pression atmosphérique affigharde

capteur de pression.

La prise en compte de I'effet d’inertie sur la répe est considérée identique pour les
deux capteurs. Pour I'ensemble des expérimentatcmmsiuites dans des conditions de
pétrissage variables (formulation des pates, poésee la piéce plastique, température des
ingrédients et vitesse du bras), l'effet de l'inerest variable, difficile a prévoir, mais
nettement inférieur a 3 min. L'examen de I'ensendade courbes de consommation g{@on

corrigées de la pression) montre que la diminutiates teneurs en 0O
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n'est observable qu'apres une minute de frasages danpresque totalité des cas. En
conséguence, une correction uniforme de 60 s ggplgaée sur I'échelle de temps de
pétrissage. Ainsi, les données lues sur les captetdrmin aprés la mise en route du pétrin
correspondent a un temps (t-1) min de pétrissage lps valeurs de concentrations des gaz

dans la cuve qui en découlent par le calcul.

A partir des données des conditions expérimen{atesse des ingrédients ajoutés pris
séparément), des densités des différents ingrédetntiu volume a vide, il est possible de
calculer le volume de la phase gazeuse a l'ingtarft du pétrissage (lorsque la cuve contient

tous les ingrédients de la pate non mélangés)ta gard’équation XIX :

(XIX) Vg = 107 x [vsno -y (ED

avec,
Vg : Volume gazeux dans I'enceinte fermée en présence de pate (m3).
Vsito - Volume gazeux dans I'enceinte fermée a vide (L).

m; : masse des ingrédients en kg

0. masse volumique des ingrédients en kg.L™

Les données de masse volumique des différents ceanpoutilisés dans la recette de
nos pates boulangéres sont respectivement de L85 gour la farine et 2,16 g.chrpour le
NaCl. Ainsi, pour notre farine témoin (2,5 kg degaydratée a 60 % d’'eau et contenant

1,8 % de NaCl), le volume de gaz déterminé est4ie 50° m°.
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En appliquant la loi des gaz parfaits, on peututatde nombre total de moles présentes
dans I'enceinte de la cuve a l'instant initial ®=A la pression atmosphérique, en considérant
que la température a l'intérieur du pétrin est @ @ (température de la régulation), le
nombre de moles totalesrg) initial est égal a 0,28 moles dans I'enceinte dgébut du
pétrissage. A cet instant le pourcentage initiadxggene théorique est de 20,9 % soit
Noz2to = 58,5 mmoles. Le calcul du pourcentage df@r la relation XVIII (prise en compte
d’'une différence de pression éventuelle et la neesiu pourcentage de GQrermet de
déterminer le pourcentage de Nitial (%N,), puis le nombre de moles de (f\2) présentes

dans la cuve (relations XX et XXI) :

(XX) %N, =100 - %Och— %CO,
n; x %N,
(XX1) Ny, = —————
100

Par la suite, la relation XX sert & déterminerdengcentage de N%N,()) dans la phase

gazeuse entourant la pate a chaque instant dggage (relation XXII)

(XX %Ny = 100 = %0, — %COy,
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Le N, a I'état gazeux n’intervient dans aucune réactiomnue, ainsi, nous considérons
gue le nombre de moles de Khy,) déterminé a I'état initial reste constant au sodu
pétrissage. Deés lors, a partir du nombre de mokzsote (relation XXI) et du pourcentage
instantané de celui-ci (relation XXIl), on peut el@iner le nombre total de molesr) a
chaque instant (relation XXIIl) dont découlent lemmbres de moles dJnO,y) (XXIV) et
de CQ (NCOyp) (XXV) présents a chaque instant dans la cuvedrirp

n Ny
XXIlI n_. = x 100
(XX T YN
(XXIV) (nm) X %Ochmj
Moz = 100
(XXV)
(n 0 % %COz(t))
ooy 100

Le nombre de moles d’CQconsommé dans la phase gazeuse entre linstdiatl iigiet

l'instant t est donc (relation XXVI):

RO x Vg
————— % | %0y - (%02(0 - 20910™* x AP(HO)) x
RxT

(100 = %0, = %COy)

n Oxt0) n O2t)

(100 - %0,, - 209107 x ARy~ %COy)
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De méme, la production de GQ@ans la phase gazeuse entre linstant inijatt
linstant t est (relation XXVII) :

Ry, x Vg (100 = %0y 10— %COz(to))
= x || %CO,, — %COy
RxT (100 - %0y, — 209107 x AP, — %CO,,)

t-to)

n CO2(1) -n CO2(t0)

Dans les relations XXVI et XXVII, les échanges gazeont exprimés en fonction du
volume de gaz\(y), de la température dans I'encei(ii§, de la pression initialeP() et de la
variation de pression instantanédPg.o), des valeurs de teneur gazeuses €D CQ)
affichées par I'analyseur de gaz.

En tenant compte d'une inertie d'une minute (duel’@mogénéisation), pour

déterminer la consommation @t la production de COse produisant au sein de la pate a
instant (t-1), les relations XXVI et XXVII devierent :

XXV
Ry, x Vg (100 = %0, ,— %CO,,)
N, -nN, = x [9%0,,, - || %0, - 20910 x AP, | x ° °
O2(ty) Ox(t-1) 2ty 24) e (t-to) 4
o RxT (100 - %02(0 - 20910" x AP(t_tO)— %COy)
et (XXIX)
RO X Vg (100 - %02(10)_ %COZ(IO))
n COZ(I—l) - nCOZ(to): — X %COz([) X _4 - %COZ(I())
RxT (100 - %02(0 - 20910" x AP(HO)— %CQO,y)

Au début du pétrissage, environ 60 mmoles,d¥0nt disponibles pour alimenter les
systemes redox. Dans le sitoxygraphe, la consoromatioxygéne en fin de pétrissage se
situe autour de 5 umoles d@* ms, soit prés de 10 mmoles consommées pour uee pat

témoin (composée de 2,5 kg de farine dont la teepwgau est de 14,85 %). La quantitéd’O

disponible n’est donc pas limitante puisque seutgnsmviron % de I'O, disponible est

consommeé.
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Correction de la mesure d’oxygene de la pressiangda mesure de celle-ci)

cas des pates non levurées

La mise en évidence de l'effet de la pression ¢otal sein de la cuve sur la réponse du
capteur de mesure de la teneur era@ sein de la cuve ayant été tardive (dans lesritiats
mois de la these), la plupart des essais de mésula consommation d’Qont été réalisées
sans mesurer les variations de pression dans li@ecau cours du pétrissage. L'équation
(111.14) exprime la consommation dx@'une pate a l'instant (t-1) en fonction des teseen
0O, et CQ affichés sur I'analyseur de gaz a l'instant tlaléempérature T, du volume de gaz
initial Vg et de la variation de pression entre l'instantiahi(to) et I'instant t. Pour une pate
non additionnée de levure, le nombre de moles dg @Qduites varie peu (variation de la
teneur de 0,07 % a 0,3 % entre le début et ladipétrissage) et peut étre négligéx &ioles
d’O, sont consommeées a l'instant (t-1), le nombre td&aimoles a linstant (t-1) {p1) est
égal a (fgo) —X). De méme, le nombre de moles g{@0,.1)) vaut (fbago)—X), et par suite la

teneur en Qréelle PoOsel (-1) dans I'enceinte du pétrin est :

n
Ot
(XXX) % Onesyy = Mo 100

Ny — X

Pour établir la relation entreet la variation de pression totale au sein deulgeg les

hypotheses suivantes sont posées :
« le volume moyen de la pate est constant au coupgttissage

» la variation de température de la phase gazeusgapefe pétrissage varie peu

(quelques degreés) et est négligeable.

Des lors, en appliquant la loi des gaz parfaitsa@ation de pression au sein de la cuve

(lorsque la pate est formée) due a la consommadt@npeut étre calculée :

(XXX RO
AP,_, = ——X

(t -to)
Vg

Par suite, en remplacant la variation de pressiofX() dans I'équation (XVIII), le

pourcentage d’'@affiché par I'analyseur de gaz a l'instant t péue exprimé en fonction de
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modeéle Rodbard : R%=0.999

modéle bolvnomial de dearé 4 R? = 0,998

0z (umol.g! ms)

0 5 10 15 20 25
t (min)

Figure 72 Choix d'un modéle de type sigmoide pour modélisdévolution
de la consommaion d'O, au sitoxygraphe
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la consommation d’'e) du volume de gaz g/t de la température uniguement. De plus, si le
temps d’homogénéisation est considéré constansteégal a 1 min, entre 0 et 1 min de

pétrissage, la consommation d'€st nulle. Pour un instant t supérieur a 1 minigiht :

nOZ(tO) - X —4 Rﬁ
(XXXII) %0y, = ———— x 100 - 209107 x

nT(tO) - X Vo

X

avec,X = Nozwo) - No2¢-1) Pour t> 1 min.

Cette expression nous permet de corriger la répdasmpteur & oxygene a tout instant
de la variation de pression totale pendant I'expérnitation.

4.1.5 Modélisation des courbes de consommation d'O,

Dans les précédentes études réalisées au biorgalsudonnées de consommation
d’O,, une fois transformées, sont modélisées par umpolg de degré 4 pour calculer les
vitesses instantanées de consommation d’oxygersgevant le polynédme (Eyoum, 2002).
Les coefficients du modele sont déterminés par kthode des moindre carrés. Au
bioréacteur, la modélisation est valable entre 32ahin et donne généralement un coefficient
de régression R2 supérieur a 0,99.

Dans le cas du sitoxygraphe, cette modélisationagssi valable, entre 0 et 23 min
(inertie prise en compte) avec un R2? égal a 0,9@8re 72). Cependant, I'utilisation d’'un
polyndme pour modéliser les valeurs d’@ntraine une oscillation des valeurs modélisées
autour des valeurs réelles expérimentales, du dag points d’inflexion des fonctions
polynomiales. Ainsi, la dérivation des coefficierds polynbme aboutira a des vitesses
instantanées de consommation soit surestimées ¢surbe théorique est au dessus des points
expérimentaux comme c’est le cas en début et eddipétrissage) soit sous-estimées. Par
ailleurs, les courbures de la courbe de consommatioxygéne obtenues au sitoxygraphe
sont plus marquées que celles obtenues au biovéastepar suite, le modéle polynomial
s’ajuste moins bien dans ce cas. De plus, la ptladatence au tout début du pétrissage ou
'asymptote vers laquelle tendent les vitesseaimanées de consommation d’oxygene en fin
de pétrissage sont variables d'une farine a l'autbe ces données potentiellement

intéressantes sont mal prises en compte par unlexpdgnomial.

Etant donné, I'allure de la courbe de type sigmordmis avons adapté le modéle de

Rodbard (DeLeanet al, 1978) (relation XXXIII) pour modéliser les cougede
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0,040 - rodbard
0035 | ~ polyndme de degré 4

carré des écarts théorique
exprimental

t (min)

Figure 73. Evolution des écarts au carré entre les valeurs egpmentales e
les valeurs calculées déterminées par le modele dRodbard et par le
polyndme de degré 4.

0,012
0,010

0,008 - modélisation de la premiére partie

0,006 - modélisation de la seconde partie

0,004 +
0,002 +

carrés des écarts (données
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théoriques)
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Figure 74.Evolution des écarts au carré entre les valeurs pgrimentales et les valeul
calculées déterminées par la modélisation en dewanies (deux modeles de Rodbar:
entre 0 et 10 minutes et entre 7,5 et 25 minutes.
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consommation d’'@ Un tel modele a été développé pour modélisercdasbes de type effet

dose-réponse dans le domaine de la physiologiemmogant.

(XXX (1 .\ ( % jb]

Avec,

a : valeur de la consommation d’O, a un temps t infini

(op

: valeur négative, liée a la pente a I'origine

(¢

: temps de % consommation

o

: valeur de la consommation d’O, quand t tend vers 0.

Ce modéle donne un meilleur R2 (0,999), avec dedlaitons des données calculées
autour des données expérimentales beaucoup moinguées que pour la modélisation
utilisant un modele polynomial. Le modeéle de Rodkadonc été retenu pour la modélisation

de nos courbes.

Un examen détaillé de la courbe du carré des é@aotgbe de résidus) fait encore
apparaitre des oscillations des valeurs calculeesiade valeurs expérimentales (figure 73).
Pour remédier a cela, il est préférable de modélese courbes de consommation g’én
deux parties. Un premier modéle de Rodbard estcqagpentre 0 et 10 min et le second entre
7,5 et 25 min. Le passage d’'un modéle a l'autreléstrminé lorsque les valeurs des vitesses
de chacun des modéles sont identiques. Dans celwgje partie du modéle aboutit a un R2
supérieur a 0,999. Les écarts entre les valeuiléals et expérimentales sont minimaux
(figure 74). Cette approche, bien que relativemmarhplexe, présente un certain nombre
d’avantages :

«  seule la jonction entre les deux modeéles peut repmte Iégéres différences
entre les deux modéles, mais les parties initidldirale de la courbe d’©sont bien
modélisées, ce qui est important si I'on s’intéeessux phénoménes qui limitent la

consommation d® en tout début de pétrissage, par exemple ;
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AC
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Figure 75. Exemple d’évolution d’'une courbe de couple Téoin (Corde Noire
spéciale hydratée a 60 %) données brutes (en gris), Cmax et Cmin (en rougegr
noir (Cmoyen).

90 - 4 tours de fraseur
\ —

80 -
€70
z
<60 - L S—— e >
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850 - 02, CO2, T,
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Figure 76. Exemple d'évolution du couple d'une pateTémoin (Corde Noire
spéciale hydratée 860 %) pendant deux séquences d’acquisition rapid® s) alor:
que le bras mobile tourne a 52,5 rpm. Les partiesass données de couple sc
utilisées pour acquérir les autres données (% 9% CO,, température, pression
a une fréquence de 0,5 Hz.
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. les valeurs calculées n’oscillent plus autour desnées expérimentales, ainsi
les vitesses calculées rendent compte avec undemeilprécision des pentes réelles de la

courbe.

Le fait de devoir utiliser un modeéle en deux parimplique la présence d'une rupture
dans la courbe de consommation g'Qette rupture peut correspondre a un certain nemb
de phénomeénes se déroulant au sein de la patearticuper la diminution d’activité
enzymatique (par exemple, celle de la LOX) quidradn changement dans la répartition de
'O, consommé par les différents systéme mis en jeunisa au point d’'un modéle « idéal »
n'a pas été plus approfondie, mais il est clairugumodéle qui permettrait d’étudier ce
phénomene de rupture et le corréler avec des ph&mesrenzymatiques ou structurels serait

intéressant comme perspective de travail.

Pour systématiser le traitement et faciliter I'gsal des données, nous avons mis au
point une Macro (programmée en Visual Basic for ligapion (VBA)) qui permet de
transformer les données brutes sous forme de fichieen fichiers .xls en appliquant les
corrections nécessaires sur les données brutesndeirt en oxygene et en les exprimant
directement en pmoligms. Cette macro permet également d’extraire kesses instantanées

de consommation d'£aux différents temps du pétrissage.
4.1.6 Mesure de couple

Le systeme d’acquisition permet de faire une meslereouple de facon discontinue
mais a haute fréquence. En effet, il est possitalegdiérir une mesure de couple toutes les 20
ms (fréquence 50 Hz). Un exemple de courbes deledmutes est présenté figure 75.
Lorsque le bras mobile tourne a 52,5 rpm dans texlitons classiques, on a donc 57
mesures de couple pendant un tour de bras. Leerfice données générés étant de taille
importante, I'acquisition du couple est donc réadisle facon séquentielle, avec un intervalle
de 6 s entre chaque série d’acquisition qui dueeaelssi 6 s dans la plupart des essais réalisés
(figure 76).

Un certain nombre de remarques découle de I'obtervales données de couple a
analyser. Tout d’abord, pendant le frasage, onepablsn milieu discontinu biphasique
(poudre et liquide) a un milieu pateux continu. ldorte dispersion des valeurs de couple et
la faible répétabilité d’'une expérience a l'autce Qui illustre la difficulté d’étre répétable

dans la phase initiale de formation de la patapdlyse de couple n’est pas réalisée pendant
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le frasage. Dés lors, le traitement des donnéeodple n’est fait qu’a partir de la troisieme

minute de pétrissage (démarrage de la grande @jtess

Par ailleurs, I'analyse des signaux obtenus maqueel’on peut extraire I'enveloppe de
la courbe, soit une courbe de minimumy¢ et une courbe de couple maximumui&)
(Celhay, 2000). De facon plus précise que Celh@9ER nous pouvons mesurer I'évolution
du couple au cours d’un tour du bras mobile (figiBg Le couple semble atteindre la valeur
Cwmax lorsque le bras mobile passe a proximité du braseft la valeur de Gy lorsqu’il en est
le plus éloigné. Les effets observés sur les varatde la valeur de couple sont mesurables
aussi bien sur les minima que sur les maxima, cpaymet de définir une valeur moyenne du

couple ainsi que I'épaisseur de la courbe pardiedions XXXIV et XXXV respectivement :

Cuax + Cmin
(XXXIV) Crmoy =

2
avec ,
Cmoy: couple (en N.m) moyen.
Cwmax : valeur maximale du couple (en N.m) au cours daur de bras

Chin : valeur minimale du couple (en N.m) au cours daur de bras.

(XXXV) AC = Cwax — Cnmin
avec,
AC : épaisseur du couple en N.m
Cwmax : valeur maximale du couple au cours d’un toubdes en N.m

Chin : valeur minimale du couple au cours d’un toubdss en N.m
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Figure 77. Définition des parameétres (nomenclaturet n° utilisé) étudiés sur les donnéede couple (exemple (
courbe de couple moyen obtenue sur une pate de Certlloires spéciale
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Ayant constaté la présence fréquente (aprés laeptasfrasage) de 2 maxima de
consistance avec une remontée éventuelle de catt@k en fin de pétrissage, nous avons
défini, pour I'analyse des courbes de couple (mate@paisseur), différents parameétres dans
les phases initiale et avancée de pétrissage €figdj soit un total maximum de 2 fois 16

parametres :

2 paramétres de consistance maximale, CM1 (1) e2 @), ainsi que leur

temps d’apparition correspondant, tM1 (2) et tMP;(9
2 parameétres de stabilité (Stl1 (3) et St2 (12)jespondant a la durée en min

pendant laquelle le couple est supérieur a 95 % daleur maximale ;

2 parameétres de consistance minimale, Cml (4) €2 (I8), ainsi que leur

temps d’apparition correspondant tml et tm2 ;

3 parametres de variation de consistance, un dermagsement apres le
premier maximum soit Raf = CM2 — Cm1 (10) avec Uaée (tRa,) correspondante (11) et 2
d’affaiblissement (Afl = CM1 — Cm1 (6) et Af2 = CM2Cm2 (15)) avec les durées (tAl et
tA2) correspondantes (7) et (16).
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Figure 78. Evolution moyenne de la consommation d'oxygéne d'enpate témoin (2,5 kg de farin
BPMF, 60 % d'eau, 1,8 % de NaCl
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Figure 79. Evolution de la pression (données brutes) d'une patTémoin obtenue a partir de 2,5 kg ¢
farine BPMF hydratée a 60 % et contenant 1,8 % de ACI
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Figure 80. Evolution moyenne de la variation de pression au sede la cuve lors du pétrissage d'une pa
témoin (2,5 kg de farine BPMF, 60 % d'eau, 1,8 %le NaCl) pendant 25 min (2 min de frasage a 30 mpet 2:

min de pétrissage a 52,5 rpm)
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4.2 Etude d'une pate témoin pétrie au sitoxygraphe

Le terme « pate témoin » utilisé dans les chapgr#gants sous entend que la pate est
pétrie pendant 25 min, comprenant 2 min de fragsagevitesse de rotation du bras de 30 rpm
suivies de 23 min de pétrissage a vitesse rapi® (pm).

4.2.1 Répétabilité de la mesure de consommation d'oxygene de la pate

témoin

La farine témoin utilisée dans ce paragraphe edariae BPMF (Base boulangére
panifiable pour la Meunerie Francaise). Les cartigues de cette farine sont résumées
dans le chapitre Matériel & Méthodes. Nous avonsuréela consommation d’oxygéne de 5
pates témoins. La courbe moyenne présentée fiuest7obtenue a partir de courbes brutes
mesurées indépendamment du jour, et du sac damasl legfarine BPMF est conditionnée. Le
CV maximal, toujours inférieur a 1,33 % (obtenu @25 min) montre une trés bonne
répétabilité des expériences. Le CV est méme gféra 1 % jusqu’au temps t = 15 min de
pétrissage. Des essais de répétabilité fait awéodeur montraient qu’on obtient un CV allant
jusqu'a 12 % dans la phase initiale de pétrissegeym, 2002), les CV étant plus faibles au
fur et & mesure de la progression du pétrissage<{@\8 % en fin de pétrissage). Au vu de
ces résultats, avec le sitoxygraphe, nous pouvaspgrer détecter des variations de
consommation d’oxygéne et caractériser tres finéneecomportement des pates et ce des les
premiers instants de pétrissage de facon plussarégi'au bioréacteur.

4.2.2 Répétabilité de la mesure de pression

Le signal délivré par le capteur de pression auscdu pétrissage d’'une pate témoin est
donné dans I'exemple de la figure 79. L’'ensemblg@alats obtenus par la mesure montre que
le signal est fortement bruité, 'amplitude du bse situe entre 5 et 10 mbar (~8 mbar). Il est
possible que ce bruit corresponde a des positidfésehtes du bras mobile au moment de
I'acquisition du signal issu du capteur de presskm conséquence, les données subissent un
premier traitement de fagon a éliminer les valelmsrrantes, puis la courbe d’évolution de la
pression est lissée par une moyenne glissanteeswaleurs. Le pré-traitement des données
est réalisé par une fonction Macro spécialementld@pée. L'allure de la courbe moyenne

(sur trois pétrissages identiques) d’'évolutionalpression est décrite figure 80.

210



Résultats et Discussions

70 A
65 -
60 -
55

Couple (N.m)

50 -
45 -

= Cmoyen

Epaisseur

40

10 15

t (min)

20 25

Figure 81. Evolution moyenne du couple moyen (noijeet de I'épaisseur du couple (rose) au sein dedave
lors du pétrissage d'une pateTémoin (2,5 kg de farine CNS, 60 % d'eau, 1,8 % dnlaCl) pendant 2t
minutes (2 min de frasage a 30 rpm et 23 minutes deétrissage a 52,5 rpm). En trait fin, les courbe

moyennes + ET sont représentées..

Tableau 23. Parameétres extraits des courbes de cdaprémoin (moyen et épaisseur) d’'une pate formée a

partir de Corde Noire spéciale

CM1 tM1 Stl Cmil tm1 Afl tAf
Couple moyen 63,9 2,5 0,5 56,4 5,5 7,6 3,1
ET 0,7 0,1 0,1 0,7 1,3 0,7 1,4
Epaisseur 56,9 2,5 0,3 46,9 6,1 10,0 3,6
ET 2,0 0,1 0,1 1,4 2,3 0,7 2,3
CMm2 tM2 Raf tRa St2 Cm2 tm2 Af2 tAf
Couple moyen 63,5 20,3 7,1 7,1 111 61,0 24,1 2,5 3.8
ET 0,3 1,6 0,5 2,1 0,5 0,4 0,3 0,2 18
Epaisseur 56,7 19,2 9,8 4,4 8,8 52,4 23,7 4,3 4,5
ET 1,1 0,1 1,4 1,5 1,7 0,7 0,3 0,4 0,4
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Pour chaque pate témoin, le maximum de pressioratesnt au-dela d’une min de
pétrissage, c'est-a-dire lorsque toute la pate p&Emeé considérée comme un milieu
viscoélastique macroscopiqguement homogéene. La ipressaximale moyenne est atteinte
aprées 1,5 min de pétrissage. Etant données lesitieas de la réponse du capteur
(probablement imputable aux variations de la possatmosphérique dues au changement de
climat), il existe une relative dispersion des mgEs de mesure de pression. Cependant, le

CV ne dépasse jamais 0,6 % sur I'étendue de ldbeour

4.2.3 Répétabilité de la mesure de couple

La répétabilité présentée sur la figure 81 estrdétete aprés trois répétitions de
pétrissage d’'une pate formée a partir de farinel€dloire Spéciale pétries lors d’expériences

différentes.

Pour chaque pate téemoin, les maxima de couple (Mt CM1L,) sont atteints des le
début du pétrissage (tMdy et tM1s, < 2 min 30 s) (tableau 23). Les minima de couplesda
phase initiale (Cmyloy et Cmiy) sont atteints vers 6 min de pétrissage (ispet tmlky). Le
seconde pic de consistance (GMg2et CM2,) apparait vers 20 min (tMgy et tMZ). A la
fin du pétrissage, les courbes de couple se sitemm la zone d’affaiblissement (Cm2, tm2,
Af2, St2 et tA2 ne peuvent étre déterminés). Pdwrgoe courbe, la stabilité dans la phase
initiale est courte (Sty et Stk < 30 s) tandis que I'affaiblissement initial (Al et Afley)
se produit sur une durée relativement longue {thet tAl, > 3 min). Un raffermissement
important (Rafoy et Rafy, se produisent pendant une durée comprise entrd 4nén (tRaoy
et tRayp)). Pour les valeurs de couple, la répétabiliteegsellente puisque le CV ne dépasse
jamais 2,4 % sur I'ensemble de la courbe. Globatenie répétabilité reste satisfaisante pour
les différences de couple (Afl et Raf) et les temgsociés aux maxima (tM1 et tM2) avec
des CV inférieurs a 10 % alors qu’elle est médiquar St1, tm1, tAl et tRa. Pour ces trois
derniers paramétres, cette mauvaise répétabilitduesa la difficulté de positionner la valeur
de tm1 alors que pour Stl cela est di a une détatimn d’'une durée relativement courte

dans une zone ou la valeur de couple varie rapideme

4.2.4 Maturation de la farine témoin

A la réception, la farine BPMF recue était fraicleamproduite au moulin. Pour des
raisons de logistique, il a été impossible de comsda totalité de la farine BPMF a —20 °C,

température qui garantit la stabilité des propsiétéulangeres des farines. Nous avons fait le
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choix de conserver celle-ci dans des sacs herne&tigwabri de la lumiére a 4 °C. Conscients
des modifications biochimiques qui peuvent se pireddans ces conditions de stockage, nous
avons pris soin de faire un essai témoin pour ohaguie d’expériences réalisée, de facon a

rendre comparable nos observations.

4.2.5 Optimisation des conditions de pétrissage

4.2.5.1 Avis de I’'"homme de l'art

Les premiers essais de pétrissage au sitoxygrapheté réalisés en présence d’'un
maitre boulanger. La particularité du sitoxygrapibat dans le fait que toute ou presque toute
la pate est pétrie a chaque tour de bras, contraiteaux pétrins de type spirale ou oblique
qui ne pétrissent qu’une partie de la pate, 'aptdie étant au repos pendant un tour de cuve.
Ainsi, dans le sitoxygraphe, la pate est constamireemapidement homogénéisée (1 min)
pendant le pétrissage, mais aussi lors de la fiomade celle-ci, puisque moins d’'une minute
est nécessaire pour former la pate a la vitesseadage de 30 rpm. En accord avec l'avis du
maitre boulanger, nous avons fixé la période dgaffa & 2 min a une vitesse de 30 rpm, c’est-

a-dire 2 fois moins de temps que sur un pétringoigliet a une vitesse inférieure.

Par la suite, nous avons pétri une farine Corded\iila vitesse de 60 rpm. D’aprés le
comportement de la pate au pétrissage, évaluéauaher par le boulanger, le temps optimal
de pétrissage est de 15 min et I'hydratation adégest de 60 %. Dans la suite des travaux,
nous avons décidé de systématiquement pétrir la pahdant 10 min supplémentaires,

portant le temps total de pétrissage a 25 min.
4.2.5.2 Ftude de quelques paramétres de pétrissage

Afin de modéliser les influences relatives de cimadas parametres physico-chimiques
de pétrissage (vitesse du bras, hydratation, teatyrér de départ des ingrédients) sur les
échanges gazeux, le comportement rhéologique des péiles échanges énergétiques ayant
lieu entre le moteur, la pate et la double envedoply pétrin, la méthode des plans

d’expériences a été utilisée (tableaux 18 et 19).

4.2.5.2.1 Effet de la vitesse, de I'hydratation et de la température

des ingrédients sur la consommation d’'0,

L’influence des parametres de pétrissage sur laaumation d’'Q et sur les vitesses

instantanées de consommation g@®été étudiée au cours du pétrissage d’'une f@orde
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Tableau 24. Importance relative des facteurs (valirs des coefficients exprimées en pourcentage denhoyenne
étudiés dans le plan d'expérience sur la mesure deonsommation d’Q, d'une pate (seul les coefficien
significatifs avec un intervalle de confiance de 9% sont représenté)

OZtotaI V2,502 V402 VGOZ VSOZ VlOOZ V1202 V1402 V1602 VlSOZ VZOOZ V2202 V2402

moyenne by | 3,42 0,082 0,278 0,323 0,221 0,169 0,137 0,115 0,099 0,086 0,077 0,069 0,063
Vrot b;| 72 356 258 13,6
Hyd b, | -29 -254 -6,3

T b3 16,2 3,8 0,002
Vrot /Hyd bj,
Vrot/ T by
Hyd /T by
Vrot b1y
Hyd b, 0,010
T bs3
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Noire Spéciale 2004 (tableau 24). Les résultatstranhque seules la consommation totale
d’'O, et les vitesses instantanées de consommationidf€ieures a 8 min sont influencées

par les facteurs étudiés.

Parmi les facteurs qui influent sur la consommatioale d’'G,, la vitesse joue le rble le
plus important (b=7,2 % de la valeur moyenne) alors que l'effetI'tigdratation sur la
réponse est de signe oppose et 2,5 fois plus féipke -2,9 %). La température de départ des
ingrédients n’influence pas la consommation firdi®, de la pate. L’examen des coefficients
obtenus confirme ces observations. Jusqu'a 8 mipétassage, la vitesse du bras a une
influence linéaire positive sur la vitesse de comsation d’'oxygene. De plus, cette influence
est plus importante au tout début du pétrissage @6 % a t=2,5 min contre 14 % at=6
min). Pour des temps inférieurs a 6 min, la vitedseconsommation d’'oxygéne par les
systemes redox est influencée de facon négativéagaoportion d’eau ajoutée a la farine et
de facon positive par la température des ingréslidgefin, I'influence de ces deux facteurs
est également la plus importante en début de pages (t = 2,5 min). L'ensemble de ces
résultats est cohérent avec ceux décrits dangtéaalure (Ameille, 1998 ; Celhay, 2000 ;

Eyoum, 2002), a savoir :

v' plus la température est élevée (dans notre donhaimaximum est de 20 °C),
plus la vitesse de consommation est importante @putdde pétrissage, en raison de

I'accroissement de l'activité enzymatique ;

v' plus I'hydratation est faible, plus la concentratiEn substrat est importante et

par la-méme l'activité enzymatique des systéemesxed
v I'apport d’'G; est limitant en début de pétrissage.

Lors du pétrissage de la pate, les enzymes (pataigent le systéme lipoxygénasique)
utilisent 'oxygéne pour oxyder les substrats erams de la pate et initier des réactions
d’oxydoréduction couplées (oxydation des carotéemidformation de ponts diS). Le
pétrissage va apporter 'oxygene nécessaire awctioéa d’'oxydation tout en favorisant les
contacts enzymes-substrats et les réarrangemeetéritra moléculaires protéiques. La forte

influence (35 %) de la vitesse de rotation du lerasst le témoin.

Dans une moindre mesure, I'hydratation contr6ledacentration en substrats redox au
sein de la pate. Dans notre domaine d’étude, lpgrtion d’eau ajoutée a la farine varie entre
57 et 63 %. La teneur en acides gras polyinsatxgdables de la farine étudiée (Corde Noire
spéciale, voir figure 99 p 262) est de 3,37 pmblgs. En exprimant cette quantité par
gramme d’eau présente dans la pate, on a uneiwaridienviron 8 % de la concentration

entre la pate la plus hydratte et la moins hydratdea variation de
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I'hydratation modifie par ailleurs la mobilité dewlécules, et plus le milieu est dilué, plus la
mobilité moléculaire est importante. Deés lors, gmentation de la concentration en substrat
et la diminution de la mobilité liées a la dimiratide I'hydratation devraient avoir un effet

opposé sur la vitesse de consommation d’oxygerentEtonnée I'importance des réactions
d’'oxydoréduction dans la structuration et les pitgs rhéologiques des protéines, ces
observations, si elles confirment I'importance deydratation de la farine, paraissent

difficilement explicables par son effet sur les gmétres concentrations et mobilités de

réactants.

L’activité enzymatique dépendant de la températiurenilieu, elle est aussi affectée en
début de pétrissage par la température. En eftatr p,s0, la vitesse de consommation
d’oxygéne s’accroit de 30 % entre 10 et 20 °C. Baset al. (1999) montrent qu’entre 10 et
20 °C, l'activité Lox purifiée extraite de la sen@ule blé dur mesurée a pH = 6,8 augmente
d’environ 30 % d’activité, I'activité maximale étanbtenue a 40 °C. Nicolas et Drapron
(1981) citent plusieurs références qui traitent'éeide de la température sur l'activité de la
LOX (de féve, de soja et d'orge). En général, dansas de la LOX de blé, la mesure est
réalisée a 25-30 °C. On peut aisément imaginerlgueit de pétrir la pate provoque un
échauffement de celle-ci, estompant probablemeitet’ de la température de départ tres
rapidement. Par ailleurs, le fait d’hydrater lesttipales de farines entraine une forte
augmentation de la température de pate de I'ordrg W (confirmé avec les observations sur
les mesures de températures de pate).

De la méme facgon, les effets de la vitesse etlg@tatation s’estompent apres le début
du pétrissage. La limitation en,@tant prépondérante en début de pétrissage, flossible
gu’elle masque l'effet de I'hydratation puisqu’ilamque un des substrats nécessaires aux
réactions mesurées. Ainsi, bOdés gu'’il est mis en contact avec les systemedexreest
immédiatement consommé. En méme temps, cette conatom d’'Q, s’accompagne d’une
diminution d’acides gras polyinsaturés, transforneés hydroperoxides, avec I'apparition
transitoire d’espéces radicalaires qui vont pragvesnent dénaturer la LOX et réduire son
activité. Ainsi, les résultats de Castello (1998) montré que la quasi-totalité des acides gras
polyinsaturés libres étaient consommés dans lesprEiniéres min de pétrissage au
consistographe. De méme, l'activité lipoxygenasigliminue rapidement. Delcrost al.
(1998) montrent que dans une pate pétrie au cogsigth€, 60 % de I'activité LOX est
perdue apres 2 min de pétrissage et 75 % de ligcti©X est perdue aprés 5 min. Ainsi, la
limitation de la disponibilité de I'oxygene poursleéactions redox est remplacée par celle
d’'une moindre activité LOX et d'une quantité de PUexydables faible, ce qui explique en
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Figure 82.Effet de la masse de pate sur la consommation (2e} sur les vitesses de consommation ;@B.) au cours
du pétrissage de 1,- 2- 2,5 et 3 kg de farine BPMF avec le sitoxygrap!
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partie le fait que les facteurs étudiés n’ont pluscune influence sur la vitesse de
consommation d'@ aprés 8 min de pétrissage. Ces auteurs décrigalerdent un effet
protecteur de I'hydratation sur la perte en adiVippoxygenasique et un effet activateur de la

vitesse (Delcrost al, 1998).

En extrapolant ces résultats au sitoxygraphe, tildesc probable que I'essentiel des
PUFA libres soient oxydés aprés 8 min de pétrissagge méme la majeure partie de I'activité
LOX doit étre perdue a ce stade du pétrissageaiaurs, les trois facteurs étudiés ont des
effets linéaires et indépendants sur le consommalimxygene mesurée avec le sitoxygraphe.

4.2.5.2.2 Effet de la masse de pate et du volume de phase gazeuse

4.2.5.2.2.1 Sur la consommation d’O2 mesurée au sitoxygraphe

Dans ce chapitre, le volume de gaz entourant ka p&té modifié pendant le pétrissage
de fagon a étudier I'impact du rappdaz/ Veae sur la consommation d'Qde la pate. Pour

chaque pétrissage, 60 g d’eau distillée pour 186 farine humide sont ajoutés et la teneur en
NaCl est de 1,8 g pour 100 g de farine humide. tesditions de pétrissage sont les

conditions de la pate témoin. D’'une part, nous avait varier la masse totale de péate entre
2,4 et 4,9 kg (correspondant respectivement a deses de farine comprises entre 1,5 et 3
kg), puis, d’autre part, nous avons réduit le vadumort gazeux de la cuve en ajoutant une
piece plastique pleine dans la partie supérieurladrive, permettant de réduire le volume

gazeux de 0,96 L (voir § 11.2).

Lorsque la masse de pate varie, deux tendancesgameht dans les consommations
d'O, mesurées (figure 82). En effet, I'allure des cesrde consommation et des courbes de
vitesses instantanées de consommation sont idestjppur 1,5 et 2 kg ainsi que pour 2,5 et 3
kg de farine. La différence entre ces essais se sihiguement dans la valeur de la vitesse
maximale de consommation d:@tteinte (figure 82.B.), autour de 0,5 umdlms.mir' pour
des masses de farine supérieures a 2,5 kg et arij¢qumol.g ms.min' pour des masses de
farine inférieures a 2,5 kg. Il est surprenant die un effet seuil : en effet, au sitoxygraphe, le
pétrissage d’'une masse de pate supérieure a 2 kqdeit par une augmentation de la

consommation d'@

Nous avons introduit la piece plastique dans lanthée du pétrin seulement pour les
essais avec 2,5 et 3 kg de farine. Les résultaenab avec la piéce plastique sont strictement
les mémes que ceux obtenus en son absence (norésjoltans ces expériences, le rapport

Vees/ Vpae N'influence donc pas les échanges gazeux entpétia et I'atmosphére pour un
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Tableau 25Représentation du Volume de la phase gazeuseg)/et de la quantité d'G; disponible au sein de |
cuve en fonction de la masse de farine et/ou derkduction du volume mort par I'ajout de la piéce pastique

M farine (KQ) Vg (L) O, (umoles.g™ ms)
1,5 8,7 59
2 8,3 42
2,5 7,9 32
3 7,5 26
2,5 6,9 28
3 6,6 22
en gras, les expériences réalisées en présence de |  a piece plastique

40 -
38 - .-

36 §
34 -

E 32 {
€ 30
s .
= 284 -
5 o6 § y =6,94x + 14,50
J & o
24 | R R?=0,98
22 R
20 + | 1 | 1 | 1 | i
0 1 2 3 4
mfarine (kg)

Figure 83. Effet de la masse de farine humide ajoéé dans le sitoxygraphe (quartéé d’eau ajoutée constant
60 %), quantité de NaCl constante = 1,8 %) sur laaleur du Cmin.
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méme volume de péate. Si on compare la part d@sommeée par la pate avec la part,d'O
disponible au départ au sein de la cuve (tablegud@bmontre qu’en présence de la piéce
plastique, la plus grande quantité de pate (3 kfpdee) consomme au maximum 26 % de
'oxygene de départ. L'©n’est donc jamais limitant. L'intérét de la piepkastique réside
donc uniquement dans le fait d’améliorer la setitghile la mesure de la consommation £'O
puisqu’elle provoque des variations de teneurs enplds importantes (par exemple le
mesureur de gaz affiche une valeur de 16,4 % edefipétrissage avec la piece plastique alors
gu’en son absence, il affiche 17,5 % dans le capédtissage d’'une pate réalisée a partir de
2,5 kg de farine). Aucune différence d’inertie m’esonstatée sur les courbes de
consommation d'@avec ou sans la piéce plastique. Il est probabk lgudiminution du
volume de phase gazeuse a homogeénéiser est coragmrséne moins bonne efficacité de la

pompe de I'analyseur pour la circulation du gazsdarcuve.

L’écart 'O, consommeé par gramme de matiére seche entre meeséss et faibles de
pate pourrait s’expliquer par une efficacité moediu pétrin lorsqu’il est peu chargé. La
surface d’échange gaz-pate est dépendante de Eerdadfarine mais aussi de la fagon dont
les bras étirent et compriment la pate. Il appahits que pour des masses de pate de 4 kg
(2,5 kg de farine), le pétrissage (a une vitess&je rpm) favorise l'incorporation d’Qlans
la pate, au-dela de cette masse, alors qu'en desgeucette masse, l'incorporation est
limitante. Certains auteurs ont étudié I'importanieel'aération lors du pétrissage des pates
(Campbellet al, 1998 ; Campbelkt al, 2001). En effet, les alvéoles gazeux sont présis
la formation de la pate par inclusion miecleid’air (diameétre variant de 10 a 100 pum) et sont
cruciaux pour initier leur gonflement lors de lanfientation. Dans le contexte de I'étude des
systemes redox, cesuclei sont aussi un moyen de fournir de I'oxygene augtesyes
enzymatiques dans la pate. Il serait intéressafdiceune étude similaire avec d’autres types

de bras mobiles pour comparer les efficacités diiporation d'Q.

4.2.5.2.2.2 Sur les courbes de couple Cmin et Cmax.

En fonction de la masse de farine humide ajoutés thacuve du pétrin, respectivement
15 -2 - 25 et 3 kg de farine, nous obtenons alleses de courbes de couple moyen

relativement similaires, en revanche, les valeersaliple min et max sont différentes.

En premier lieu, la masse de farine de départ énite évidemment la valeur dyife
La variation du Gi, pendant le pétrissage est faible. Pour chaque, éasaaleur de Gi,
moyen a été exprimée entre le début du pétrissgéq 2 min de frasage) et la fin de celui-
ci. La figure 83 montre que la valeur dw;est constante au cours du pétrissage (CV < 5,5 %
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Tableau 27. Effet de la masse de farine sur les gamétres significatifs extraits de la courbe
de couple moyen (temps d’apparition des pics, affalissement, raffermissement et stabilité)

Tableau 26. Effet de la masse de farine sur les mea et

minima extraits de la courbe de couple moyen.

Miaine (KG) | CMlmoy  CMlumoy | CM2mo, CM2Zmoy
27,05 23,9 27,05 23,9
1,5 47,1 42,8 48,7 46,1
50,7 47,8 54,8 53,4
2,5 62,7 56,1 63,7 61,0
65,9 60,5 66,1 65,1
13,3 12,4 13,5 14,1
26,8 23,9 27,8 24,6
R2 0,984 0,997 0,989 0,994

Miarine tM1poy  tMlpo,  tM240,  tRAmoy  St2mey tM2pey  Af2n,, tA2moy
h(“;éd)e (min)  (min)  (min)  (min)  (min)  (min)  (N.m)  (mMin)
15 2,40 54 18,6 59 11,7 23,9 2,6 5,3
2 2,42 5,6 22,9 8,7 10,2 22,5 1,4 0,4
2,5 2,46 4.4 21,7 45 7,2 23,5 2,7 1,8
3 2,42 53 22,8 13,0 14,6 20,5 1,0 2,3
Moy 2,43 5,17 21,49 nd nd 22,61 nd nd
ET 0,02 0,51 2,01 nd nd 1,51 nd nd
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sur les valeurs moyennes). Plus la masse de farirogluite dans le cuve est grande, plus la
valeur du Gi» moyen est important. La pente de la droite eskeégd®,94 N.m.kg avec un
coefficient de corrélation (R2) égal a 0,98. A vidke valeur moyenne du.§, extrait de la

courbe de couple moyen obtenu vaut 22,4 + 0,5 N.m.

L’effet observé sur le couple moyen montre une propnnalité entre les maxima et
minima extraits de la courbe pour chague masseadeef (tableau 26). Par contre, si le
coefficient b de la droite de régression (y = axb}correspond (aux erreurs pres) au
maximum et minimum moyen du pétrissage a videglag@de la droite (a) est identique (13,3
et 13,5 N.m.kg) pour les maxima (CMoy €t CM24q,), plus faible (12,4 N.m.K§ pour le
premier minimum (Cmdo) et plus fort (14,1 N.m.k§ pour le Cmgygy (couple moyen
minimum en fin de pétrissage). Ceci souligne lestéaque peut provoquer le remplissage de
la cuve sur la répartition d’eau et/ou la strudiorade la pate, différences certes faibles, mais
bien présentes. Il est envisageable qu'une hydvatalifférente accentue ces différences ou
les gomme. Ainsi, pour faciliter 'analyse des dmsg de couple, on pourrait envisager de
déterminer les conditions de pétrissage qui fopiaegitre de telles différences. Concernant
les autres parameétres extraits de la courbe deleoupyen, les temps d’apparition des
maxima et minima sont d’autant plus variables gudurée du pétrissage augmente (tableau
27). Quelle que soit la masse de farine, le premierde consistance (CMJd,) apparait de
facon tres réguliere aprés environ 2 min et 25 §,2+s), le premier minimum (Cmd,)
apparait aprés 5 min et 10 s (+ 30 s) alors ggedend maximum (CMg,) apparait aprées 21
min et 30 s (x 2 min). Pour ce dernier, le tempapgarition du pic (tMR.y) a tendance a
augmenter avec la masse de farine utilisée. Laeddteraffermissement (tRg) entre le
premier minimum de courbe et le second maximum meame augmentation en fonction de
la masse ajoutée (sauf pour la masse 2,5 kg deejaknfin, le parametre de stabilité (k2
intervalle de temps pendant lequel la valeur duptunoyen est supérieur a 95 % de la
valeur du CM2,) a tendance a diminuer lorsque la masse de pgtaenie. Le remplissage
de la cuve influence donc les phénoménes dynamigdes raffermissement ou

d’affaiblissement en retardant ou accélérant |ppastion.

La comparaison des courbes d’épaisseur ne faitapparaitre de différences sur les
observations faites d’aprés les courbes de coupiem

Par ailleurs, nous n'avons pas décelé de difféemedre les essais réalisés avec la piece
plastique et sans piéce plastique pour une masdaride de 2,5 kg. Cependant, le petit
nombre d’essais réalisés oblige a la prudence desmigonclusions. Une surpression dans la

cuve a un effet positif sur [lincorporation deuclei de gaz dans la pate
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(Baker et Mize, 1946 ; Campbetit al, 1998), mais une différence dans la variation de
pression au cours du pétrissage (c’est probabletlaargs lorsqu’on travaille avec ou sans la
piece plastique) a t-elle un impact sur les pra@siéhéologiques de la pate ? L'incorporation
de gaz au sein de la pate diminue la densité teecelmais plus on incorpore de gaz, plus on
apporte d’Q aux systemes enzymatiques endogenes, ce qui pwmgtétre pas sans
conséguence sur les réactions d’oxydation, etesurdarrangements moléculaires provoqués
par ces réactions. Il est possible d’envisager desumer I'effet de la pression sur la
consommation d’@avec le sitoxygraphe puisqu’on peut faire varigtecci d’environ 1 bar

autour de la pression atmosphérique.

4.3 Etude du comportement des farines au cours du pétrissage

Depuis plusieurs années, un projet récurrent awrdabire de biochimie L.A.A.
concerne I'étude du comportement des farines detéarpures pendant le pétrissage. Ces
farines sont différenciées par leur consommatiaxyjéne (Celhay, 2000 ; Eyoum, 2002)
ainsi que par leur comportement rhéologique (medareouple) au bioréacteur (Levavasseur
et al, 2006). Dans toutes ces études, un lien est reltd@ntre les données obtenues avec les
mesures directes réalisées pendant le pétrissdge @dnnées biochimiques mesurées soit sur
les farines soit sur les pates (activités enzymatigconcentrations des substrats redox), ainsi
gue sur les données de panification ou de rhéokmgigrique obtenues a partir de ces variétés
pures. La mise au point du sitoxygraphe a permisned part d’alimenter cette base de
données par la comparaison des farines lors dispgge au sitoxygraphe et au bioréacteur, et
d’autre part, de la compléter parce que nous @aicette étude sur des pates trés proches
(du point de vue de I'hydratation et du pétrissatg)celles utilisées pour fabriquer du pain
(industriel ou artisanal). Outre les paramétresatessommation d'Q les mesures d’évolution
du couple au cours du pétrissage sont disponib&eshapitre qui suit comprend deux études
variétales volontairement présentées dans un sgirsh@onologique. La premiere, réalisée
sur les farines issues de la mouture industriedlevariétés pures de blé francais de I'année
2005, permet la comparaison entre le sitoxygraphke dioréacteur du point de vue des
consommations d'oxygene, mais aussi de limpact mhtrissage sur les différents
protagonistes (substrats oxydables lipidiques,gjates). Dans cette partie, le fil conducteur
concerne les données issues des farines et des pétites au sitoxygraphe, les données
issues des pates pétries au bioréacteur serveminks de comparaison et de complément aux

observations faites. La seconde étude variétaddisé& seulement avec le bioréacteur sur des
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Figure 84. Evolution des consomations d’oxygene (A,C,E) et de leurs vitesses (BfE) par des pates de farines issues
variétés pures pendant leur pétrissage au sitoxygpde.

Conditions de pétrissage : 2 min a 30 rpm, puis 2@inutes a 52,5 rpm a 20 °C ; 2,5 kg de farine - 1/5d'eau - 45 g d¢
NaCl. La consommation d’'Q, (O,) est exprimée en umol.g ms et les vitesses de consommation ¢QV,0,) son

exprimées en en umol.gms.min™

AP : Apache %), AU : Aubusson ), BPMF : base farine pour la meunerie francaiag, (CA : Cap Horr
(m), CH : Charger«{), CN0O4 : Corde Noire 2004<$ ), CNS : Corde Ndipéciale # ), ME : Mende'y),
NI : Nirvana (@ ), OR : Orvantis§, QB : Quebon {> ), S1: Sankara n7L), S2 : Sankara n°a§
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farines de variétés pures de I'année 2003 a falifjdt d’une publication (Levavasseetrr al,

2006) et l'article est présenté sous sa forme pabli
4.3.1 Etude variétale 2005

Cette étude variétale a porté sur un ensemble darites (3 farines commerciales et
10 farines issues de la mouture industrielle deétés pures de blé tendre destinées a la
panification francaise). Les caractéristiques de fagines sont fournies dans le chapitre
Matériel & Méthodes.

Dans cette étude, notre travail expérimental argémeée grande quantité de données sur
lesquelles une analyse statistique a été réalisgela logiciel Statgraphifs Celle-ci a porté
sur la recherche de corrélations entre les donisSees du sitoxygraphe £Qa., vitesses
instantanées de consommation d’'oxygeng),\et parametres de couple), celles issues du
pétrissage de pate au bioréacteur, (&0, et paramétres de couple), les données
enzymatiques (activités enzymatiques extractibiefadnes, quantités d’activité perdue dans
les pates en fin de pétrissage), les données ishueksage des lipides (cartographie des
farines, quantités de PUFA oxydés, teneur en caotdés des farines, quantités de pigments
oxydés), les données sur l'état d’agrégation deépres, les caratéristiques des farines
(teneurs en eau, taux de protéines, tests alvélniguegs, farinographiques et de

panification)...

4.3.1.1 Courbes de consommation et de vitesses instantanées

de consommation d’oxygéene

D’une maniére générale, les courbes de consommdiinsont de type sigmoide aussi

bien dans le cas du sitoxygraphe que dans celbiatéacteur.
4.3.1.1.1 Obtenues au sitoxygraphe

Les consommations et les vitesses instantanéeommmmation d’'@ des pates au
cours du pétrissage des farines de variétés partgpeesentées dans la figure 84. Sur chaque
graphe, les courbes obtenues a partir des patesfateaees CNS et BPMF sont
systématiquement représentées. Toutes les couebesndommation d’©mesurées avec le

sitoxygraphe présentent des similitudes dans l&unea

v' une phase de latence durant laquelle aucune conattomnd’Q, n'est mesurée

(formation de la pate), puis une accélération de d¢ansommation d'Q;
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v/ une phase intermédiaire pendant laquelle la consdimm d’'Q, aprés avoir
atteint sa vitesse maximale (vers 5-6 min) restie fimais diminue Iégerement. L'intervalle de
temps pendant lequel les vitesses instantanéesrd®mmation d’@ sont importantes varie

selon les farines pétries ;

v une phase finale dans laquelle les vitesses dimtrdefagon quasi-linéaire avec
le temps de pétrissage et tendent vers une vitkssensommation faible uniforme d’environ
0,1 umol.g" ms. min* (figure 84).

L’examen détaillé de ces courbes fait apparaitf@rénts groupes de farines. Les
farines OR, CH, S2 et NI ont les plus faibles consmtions d’Q (environ 3 pmol.g ms)
apres 25 min de pétrissage (figure 84.A.). Ce soitemment les farines dont les vitesses
instantanées de consommation d’oxygene sont lesfaibles avec une;@, maximale égale
a 0,3 pumol.g ms.min' (figure 84.B.). S2 présente tout de méme une \dteds
consommation maximale lIégérement supérieure aursafarines de ce groupe, tandis que NI
conserve une vitesse de consommation,dis importante que les autres vers la fin du
pétrissage (figure 84.B.).

Un deuxiéme ensemble de farines regroupe BPMF M et CNO4. Dans ce groupe,
les courbes obtenues pour BPMF et AP sont treshpeoffigure 84.C.). Les consommations
totales d’'Q aprés 25 min de pétrissage sont de 3,5 prhahg et les YO, maximales se

situent entre 0,32 et 0,4 pmot.gns.min* (figure 84.D.).

Ayant des YO, maximales du méme ordre de grandeur (figure 84l#s)farines QB,
AU, S1 et CA constituent un troisieme ensembleatmés qui se distingue du précédent par
des consommations totales plus importantes allart & 4,5 pmol:d ms (figure 84.E.). Ces
farines ont des XD, plus importantes que les autres a partir de 10 o¥st-a-dire dans les
phases intermédiaire et finale du pétrissage. Mdrg dit, la diminution de la vitesse de
consommation d'@ pour les farines QB, AU, S1 et CA est relativemphis faible. Les
farines QB et CNS présentent la particularité diaume VO, maximale autour de 6 min,
alors gque toutes les autres farines atteignent\fgds maximale vers 5 min. Enfin, la farine
CNS se distingue de toutes les autres farines paicansommation d’Oa plus forte en fin
de pétrissage (5,3 pmof-gns), de méme les;®, sont supérieures aux autres farineggV
maximale = 0,5 umol:y ms.min') jusqu’a 15 min de pétrissage environ. La CNS, egti
caractérisée par un temps de plancher optimumigpitsssemaines), est une farine de qualité
supérieure en panification francaise. Cette fams¢ celle pour laquelle I'intensité des
réactions d’oxydation qui ont lieu au cours du igéage est la plus importante. Aprés 15 min,
les IO, sont devenues trés faibles, inférieures & 0,15 jgrhahs.miri* pour cette farine, et
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Figure 85.Mise en évidence d'une décélération linéaire de latesse a partir de 16 minutes de pétrissage
pour la farine CNS

Tableau 28.Correspondance entre le temps d'apparition de la zw linéaire de décroissance de la vitesse
de consommation d'Q, la vitesse de consommation d’©a laquelle apparait cette zone et sa décélération
pour chaque variété de farine étudiée

farine * (min) Vioz_lpour t*_ . Décélération falntre t* .et_225 min
(umol.g™ ms.min™) (nmol.g™ ms.min™)
CNO04 12 0,14 -8,56
CNS 16 0,12 -7,73
BPMF 16 0,12 -4,27
AP 12 0,15 -6,15
AU 14 0,15 -6,02
CA 16 0,14 -6,23
CH 16 0,09 -2,84
ME 14 0,12 -5,72
NI 15 0,13 -5,98
OR 14 0,11 -3,47
QB 14 0,17 -7,06
S1 15 0,13 -5,79
S2 14 0,10 -5,10
""" moyerne | 145 | o128 | 5763
ET 1.4 0,022 1,59
CV (%) 9,6 17,1 27,6

* instant t ou débute la zone linéaire
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de plus, a partir de cette durée de pétrissagatdsse diminue proportionnellement au temps
(figure 85).

Ce dernier phénoméne est observé pour toutes temdapétries dans cette étude
variétale. Pour chaque variété de farine pétrissitaxygraphe, le moment d’apparition de
cette zone de décroissance linéaire de la vitessmdsommation d’'©a été déterminé. Les
résultats sont présentés dans le tableau 28. ligremd que, pour chaque variété, la vitesse
diminue de facon proportionnelle au temps a paktirl5 min environ, a I'exception des
farines CNO4 et AP (t = 12 min). La;® au début de cette zone est en moyenne de 0,13
pumol.g* ms.mir. Pour les variétés S2 et CH, 1gO¢ est proche de 0,1 pmofgns.min'
alors que la variété QB a encore un®forte (0,17 umol.g ms.min') lors de I'apparition

de ce phénomeéne.

Aucun lien n'a pu étre mis en évidence entre lawabu O,uax et la valeur de la
décélération, mais CH et OR, qui ont des vitesdmsydation faibles pendant le pétrissage,
ont aussi des décélérations faibles en fin de gsétge (-2,84 et —3,47 nmot.gns.mir?,
respectivement) alors que S1 a une diminution tess@ moyenne (-5,79 nmot.gns.mir?).

A l'opposé CNS, AP, AU, CA et QB, qui font partiesivariétés ayant des fortes vitesses
instantanées de consommation d’'oxygéne dans lesiénes phases de pétrissage, présentent
de fortes décélérations de consommation,d®bur I'ensemble des variétés, la décélération
moyenne est de —5,76 nmaét.qis.min? (CV = 27 %). Ces résultats sont cohérents aveéd'i
gue lorsque les systemes redox sont trés actifsemu de la pate, ils diminuent plus
rapidement pour atteindre un seuil d’activité iielrnent uniforme (environ 0,13 pmotg
ms.mir* pour un CV de 17,1 %).

4.3.1.1.2 Obtenues au bioréacteur

Outre leur allure générale en forme de sigmoide,cleurbes de consommation @'O
obtenues sur le bioréacteur ont en commun (fig@je 8
v' une phase de latence durant laguelle la consommesionulle ;
v'une phase initiale ou la vitesse passe par un mawigers 5 min ;
v'une phase intermédiaire caractérisée par une gitlssonsommation dxQui
décroit presque linéairement avec le temps justpu’phase finale au cours de laquelle la

vitesse de consommation @¢'Otend vers une valeur faible (en moyenne égale a

0,03 pmol.gf ms.min*) mais non nulle.
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Figure 86. Evolution des consommations d’'oxygéne (A,C,E) et deurs vitesses (B,D,F) des patete farine issues d
variétés pures pendant leur pétrissage au bioréaaie

Conditions de pétrissage : 60 min a 200 rpm a 30 @325 g de farine — 227,5 mL d'eau — 6,5 g de Nadla
consommation d’G, (O,) est exprimée en pmol.g ms et les vitesses de consommation ¢@V;0,) sont exprimées e
pmol.g* ms.min™

AP : Apache %), AU : Aubusson ), BPMF : base farine pour la meunerie francaikg, (CA : Cap Hort
(m), CH : Charger«{), CN04 : Corde Noire 2004<¢ ), CNS : Corde Mdipéciale # ), ME : Mende!)),
NI : Nirvana @ ), OR : Orvantisf, QB : Quebon{> ), S1: Sankara nL), S2 : Sankara n°a3{
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Au bioréacteur, la modélisation débute a t =4 maimsi les vitesses instantanées de
consommation sont représentées a partir de 4 masidement jusqu’a 52 min. De plus, a
I'exception de CNS (©ota= 6,1 pmol.gf ms) et CH (Qo= 3 pmol.g* ms), la majorité des
pates consomment entre 4 et 5 pmbhgs. Dans un souci de lisibilité, le critére retqrowr
la description des différentes courbes est l'alldes courbes de vitesse de consommation
d'O,. BPMF étant une farine commerciale issue de mékwrdg variétés pures, elle est

représentée sur chacun des graphiques. Ainsi,goouge :

v' BPMF, NI, S2, OR, AP, QB et CA (figur86.B.). A partir de 4 min de
pétrissages, les vitesses instantanées de consmmmdO, de ces pates diminuent
régulierement jusqu’a environ 30 min puis la dintion de vitesse est plus lente jusqu’a 60
min de pétrissage.

v CNS, BPMF, CH, AU et S1 (figure 86.D.). La caraistéque commune de ces
pates est la stabilité des vitesses instantanéesr®mmmation d'@ En effet, aprés 4 min,
les vitesses instantanées de consommation sbox fortes et stables pendanés de 10 min
pour CNS, alors qu’elles sont plus faibles@y< 0,15 umol.g ms.min') et stables sur des

temps plus courts (4-5 min) pour les autres vagiété

v' CNO04 et ME (figure 86.F.). Ces farines se distimgymr des vitesses maximales
fortes (0,22 pmol:g ms.mirt), et une diminution de celle-ci plus rapide quagie cas de la
BPMF. De plus, les vitesses finales sont égalerpar faibles (< 0,02 pmolgms.min?)
gue celles des autres farines étudiées.

4.3.1.1.3 Comparaison des vitesses instantanées de consommation

d’'0, issues du sitoxygraphe et au bioréacteur

4.3.1.1.3.1 Corrélations de Pearson sur les données

En premier lieu, les quantités dfdra. consommeées en fin de pétrissage sont bien

corrélées (r = 0,78) pour les deux appareils (8ab29).

Pour les deux pétrins, les,f3ta. consommeées sont bien corrélées avec les vitesses
instantanées de consommation initiales et interanédi, particulierement £ota. g avec
VeOzs et V50,5 (r = 0,82) et QroraL savec Vb Ozp (r = 0,88).

La comparaison des vitesses instantanées de coret@mnnd’G; fournies par les deux
appareils montrent que de nombreuses corrélatiossiyes peuvent étre déterminées entre
les ViOqs (issues du sitoxygraphe) et lesOys (issues du bioréacteur). Globalement, les

meilleures corrélations sont trouvées entre lesssis initiales (entre 2,5 et 8 min pour le
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Tableau 29.Corrélations de Pearson entre les vitesses de comsnation et 'oxygéne consommeé mesurés
sur les deux pétrins, le sitoxygraphe (\D,s et Oxrotacs) €t le bioréacteur (MO et Oxrotais)

VZ,SOZS V4OZS VGOZS VSOZS VlOOZS VlZOZS V14OZS VlGOZS VlBOZS VZOOZS VZZOZS OZtotaIS

VO | 0,39 035 0,27 019 0,13 0,08 002 -005 -009 -010 -0,05 0,14
VgOs | 059 060 056 050 045 038 028 0,12 -005 -0,10 0,03 0,44
V120 | 0,70 0,77 0,77 074 069 062 051 028 001 -009 0,12 0,67
ViOs | 0,72 083 088 086 083 0,77 065 039 006 -007 0,18 0,80
V20O | 069 083 091 091 089 084 0,72 045 0,09 -005 0,22 0,85
V24O | 065 081 09 092 0911 0,87 0,77 050 013 -0,02 0,25 0,88
V6022 | 059 0,76 0,87 091 0907 0,88 0,792 054 0,17 0,02 0,29 0,87
V320 | 050 067 0,79 085 0,87 085 0,793 057 024 009 0,34 0,84
V6O | 0,34 050 063 070 0,74 0,75 0,74 059 032 019 041 0,73
V4O | 0,13 025 0,36 043 048 053 058 055 042 034 046 0,52
VaOzs | -0,01 004 0,11 017 023 030 040 049 050 047 051 0,31
VO | 0,11 0,14 0,18 021 025 032 044 057 060 058 061 0,38

Oxoae| 065 0,76 082 082 080 0,76 067 044 0,14 001 0,24 0,78
V0,5 : vitesse de consommation d'@mesurée sur le sitoxygraphe a l'instant t
VO, : vitesse de consommation d'©mesurée sur le bioréacteur a l'instant t

En gras, corrélation significative avec un niveau € confiance de 95 %

§ 40
S 35
®
.-g 30’ y:2x+8
5 25 RZ: y:2X+4
T ~ 2
2 € 20- R =
e <
S 15 -
3 10 -
K
s 5
-y
9 0
0 5 10 15 20

échelle de temps du sitoxygraphe (min)

Figure 87. Correspondances des échelles de temps pour les s#tes les miel
corrélées entre les deux pétrins (sitoxygraphe efdréacteur).
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sitoxygraphe et entre 4 et 16 min pour le bioréagténtermédiaires (entre 10 et 16 min pour

le sitoxygraphe et entre 20 et 36 min pour le l#iotéur) et finales (supérieures a 18 min pour
le sitoxygraphe et supérieures a 40 min pour leghicteur) des deux pétrins. Ceci correspond
a une dilatation de I'échelle de temps entre lescgetrins, proche de 2,4 quand on passe du

sitoxygraphe au bioréacteur.

Si on regarde plus en détail, les rapports de teempe les vitesses qui correlent le
mieux entre les deux appareils, il apparait qusard les vitesses des temps intermédiaires
qui sont les mieux corrélées (figure 87). Connaista vitesse de consommation d'@une
farine a l'instant t compris entre 10 et 18 min saloxygraphe, pour avoir le temps de la
vitesse la mieux corrélée au bioréacteur, il sufBt multiplier le temps (de la vitesse de
consommation du sitoxygraphe) par deux et d’ajodtenin. Pour les vitesses initiales, la
proportionnalité est la méme (pente = 2) mais lewade la constante est deux fois plus
grande. Ce résultat indique que les vitesses itestaas de consommation d'@esurées sur
les deux appareils sont proportionnelles a conditieffectuer une correction sur I'échelle
des temps. Cette correction dépend de la phasettiiggage. La valeur de la constante de
temps a appliquer varie du simple au double (8 danshase initiale et 4 dans la phase
intermédiaire). Le sitoxygraphe engendre vraisebiblaent d’'avantage d’inertie dans la

phase initiale de pétrissage.

La majeure partie des réactions d’oxydation enziquat se déroule dans la phase
initiale de pétrissage (@, les plus fortes, correspondant aux plus fortesviges
enzymatiques associées aux concentrations en PUWidables les plus élevées). Enfin, les
vitesses instantanées de consommation, ddd fin de pétrissage (tableau 29) sont

moyennement corrélées (r = 0,61 entpeO4s et Vig02g).

4.3.1.1.3.2 Discrimination des farines par analyse en composantes

principales

Pour chaque pétrin, une analyse en composantespaies (ACP) a été réalisée a partir
des parametres oxygéne (vitesses instantanéesdencmation et oxygéne total) de facon a
discriminer les farines. Pour chacune des ACP géed, les 2 premiéres composantes
principales permettent d’expliquer 83,6 % (figui® &t 91,0 % (figure 89) de la variabilité
des données issues du bioréacteur et du sitoxygrapBpectivement. De plus, la
discrimination des farines obtenues sur les donissees du bioréacteur et du sitoxygraphe
montre une répartition similaire des différentesnies étudiées, ce que laissaient prévoir les

résultats  dans les  paragraphes  précédents. Pour ldsux  pétrins:
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Figure 88. Analyse en composante principale (ACP) sur les doBes oxygene (consommation totale dxOa la fin du
pétrissage et vitesse instantanée de consommatioxd/gene (MO,)) issues du Bioréacteur. A. Projection des variéséde
farine. B. (encadré) Projection des variables

AP : Apache %), AU : Aubusson ), BPMF : base farine pour la meunerie francaikg, (CA : Cap Hort
(m), CH : Charger«{), CN04 : Corde Noire 2004<¢ ), CNS : Corde Ndipéciale # ), ME : Mende!),
NI : Nirvana @ ), OR : Orvantisf, QB : Quebon{> ), S1: Sankara nL), S2 : Sankara n°23{
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Figure 89. Analyse en composante principale (ACP) sur les dodes oxygéne (consommation totale dxGa la fin du
pétrissage et vitesse instantanée de consommaticd/géne (MO,)) issues du Sitoxygraphe. A. Projection des varié{
de farine. B. (encadré) Projection des variables

AP : Apache %), AU : Aubusson £), BPMF : base farine pour la meunerie francai&g, (CA : Cap Hon
(m), CH : Charger«), CN04 : Corde Noire 2004<$> ), CNS : Corde NMdipéciale 49 ), ME : Mende!y),

NI : Nirvana (@ ), OR : Orvantis§, QB : Quebon{> ), S1: Sankara n7l), S2 : Sankara n°a{
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Tableau 30.Vitesse de consommation d'@maximale et durée (Stab) pendant laquelle la vites de
consommation d'G; reste supérieure a 80 % de la vitesse maximale poies 13 variétés au bioréacteur et
au sitoxygraphe

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF : base farine ptairmeunerie francaise, CA : Cap
Horn, CH : Charger, CN0O4 : Corde Noire 2004, CNCdrde Noire Spéciale, ME : Mendel,
NI : Nirvana, OR : Orvantis, QB : Quebon, S1 : Saakn°1, S2 : Sankara n°2

ViOmaion Stabgior ViOgmasito Stabsiro ViO2maxsito / Stabgior/

(min) (min) ViO2maxgior Stabs;ro
CNO4 0,22 10,2 0,39 2,6 1,75 3,88
CNS 0,19 20,2 0,51 4,0 2,64 5,00
BPMF 0,18 9,5 0,35 3,2 1,90 2,95
AP 0,18 10,2 0,36 3,0 1,97 3,36
AU 0,15 15,7 0,39 3,1 2,51 5,04
CA 0,20 10,5 0,38 2,9 1,92 3,65
CH 0,13 13,0 0,29 3,3 2,28 3,96
NI 0,17 10,0 0,41 2,9 2,35 3,49
ME 0,22 8,8 0,27 4.4 1,24 2,00
OR 0,17 9,2 0,28 2,8 1,60 3,31
QB 0,20 12,0 0,43 3,2 2,20 3,73
S1 0,13 18,4 0,41 3,0 3,30 6,08
S2 0,17 10,1 0,31 3,3 1,80 3,04
moyenne 0,18 12,1 0,37 3,2 2,11 3,81
ET 0,03 3,7 0,07 0,5 0,52 1,05
CV (%) 16,6 30,4 18,5 15,4 24,8 27,7

ViOzmax €N pmol.g* ms.min™ ; BioR = bioréacteur; SiTo : sitoxygraphe
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# CNS et QB ont les vitesses intermédiairesQy¢s et V140,s) et consommation totale
les plus importantes ;

# CNO4 et ME présentent les vitesses initialeplas importantes (MOg et VeO2s) ;
# CA, AU, BPMF ont les plus fortes vitesses fingMsO2s et V240.9) ;

# CH, OR et S2 ont les vitesses intermédiaireg@% et Vi1,0,5) et consommations

totales les plus faibles.

Par ailleurs, la comparaison des figure 88t/89.A montre que le sitoxygraphe (S) est

plus reproductible puisque les points expérimentamn tres proches pour une méme farine.

Le sitoxygraphe permet donc une discrimination @emes, a I'instar du bioréacteur
(Eyoum (2002), Manceaucgmmunication personne)leLevavasseuret al. (2006), étude

variétale 2005,) par la caractérisation directéaldg/dation ayant lieu au cours du pétrissage.

4.3.1.1.3.3 Vitesses maximales et stabilité des vitesses instantanées de
consommation d’O2 obtenues au sitoxygraphe et au

bioréacteur

Le tableau 30 présente les vitesses maximales megedéterminées pour chaque
variété de I'étude ainsi que le critére de stabitle la vitesse de consommation g'Qes
ViOouax Obtenues au bioréacteur sont trés homogéng®. 4y, = 0,18 + 0,03 pmol§
ms.min%), et seules S1 et CH se distinguent des autréétésravec des valeurs faibles
(ViO,=0,13 pmol.gd ms.min'). En revanche, la moyenne des vitesses maximales
déterminées au sitoxygraphe vaut 0,37 + 0,07 pmohg.mif’, il existe donc un rapport des
vitesses maximales moyennes égal a 2,11 entriolg/giaphe et le bioréacteur. Par exemple,
CNS (MOaumax = 0,51 umol.g ms.mir') a une VO,uax prés de 2 fois plus forte que ME
(ViOomax = 0,27 pmol.g ms.min'). La relative homogénéité des résultats du bicetmast
probablement responsable de I'absence de cornélatitre les vitesses maximales des pates
pétries au moyen du sitoxygraphe et du bioréa¢t@ur< 19 % pour les deux appareils).

Le terme stabilité des @, est défini comme l'intervalle de temps pendant &da
vitesse de consommation ¢@®st au moins égale a 80 % de la valeur @\ax. Dans le cas
du bioréacteur, cet intervalle est déterminé dettemps t = 2 min et le temps ou lgy vaut
80 % de la vitesse maximale. Dans le cas du sitapye, c’est l'intervalle de temps pendant

lequel la vitesse est supérieure a 80 % dg@ Mhaximale.
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Figure 90. Représentation des vitesses de consomimatd'O, (V;0,) en fonction de I'O, consommé dans la cuve ¢
bioréacteur (A. - C. - E.) et du sitoxygraphe (B. D. - F.). les fleches—) indiquent la teneur en PUFA oxydables de
farines (umol.g"* ms)

Conditions de pétrissage : 2 min a 30 rpm, puis 28inutes a 52,5 rpm a 20 °C ; 2,5 kg de farine - 1)5d'eau - 45 g d¢
NaCl. La consommtion d’O, (O.) est exprimée en umol.g ms, la vitesse de consommation d’Q(V;0,) est exprimé:
en pmol.g* ms.min™

AP : Apache %), AU : Aubusson ), BPMF : base farine pour la meunerie francaikg, (CA : Cap Hort
(m), CH : Charger«{), CN04 : Corde Noire 2004¢ ), CNS : Corde Mdipéciale # ), ME : Mende'y),

NI : Nirvana @ ), OR : Orvantisf, QB : Quebon{> ), S1: Sankara n/L), S2 : Sankara n°a{
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A linverse des observations faites sur le©XNiax, la stabilité des ¥D,gior €St €N
moyenne 3,8 fois plus importante que celles d&»v, (tableau 30), et la variation inter-
variété est plus importante dans le cas du biceéac{Stab =12,1 + 3,7 min pour le
bioréacteur contre 3,2 £ 0,5 min pour le sitoxygp Il n’existe pas de corrélation entre les
stabilités des vitesses instantanées de consommdii@, ceci est principalement di au
comportement différent des pates des farines Mabi(ge faible au bioréacteur et grande au
sitoxygraphe) et S1 (stabilité grande au bioréaatepetite au sitoxygraphe). En retirant ces
deux variétés de I'analyse, nous déterminons ufficeat de corrélation R2 = 0,616 entre les

stabilités.

Pour résumer, les cinétiques de consommation, gi@ur les deux appareils sont
différentes : au sitoxygraphe, les vitesses sopiantes, probablement favorisées par une
hydratation plus faible, une meilleure homogéné@satlu milieu et un apport d’Oplus
efficace. Par ailleurs, la diminution de vitessecdasommation d’'@intervient rapidement
aprés le passage auOduax. La consommation d’©plus importante dans la cuve du
sitoxygraphe semble étre responsable du ralentsserapide des systéemes enzymatiques lié
a une consommation rapide des substrats réducesutsgenes a la farine. Ces résultats
confirment donc que [lutilisation du bioréacteurrmpet de ralentir les phénomeénes
biochimiques qui se produisent pendant le pétresstgilitant ainsi I'étude de ces systemes
en dilatant I'échelle de temps par 2,4. Cependargc un tel outil, la variabilité autour des

vitesses maximales de consommation,d2&t moins bien appréhendée.

Par ailleurs, I'évolution des vitesses instantardeEsonsommation d9au sein de la
pate a été étudiée non plus en fonction du temps deal’oxygéne consommeé. Les résultats
obtenus sont présentés sur la figure 90 pour leeédaveur et pour le sitoxygraphe. Les
courbes obtenues sont divisées en 3 groupes. laefi§0.A. montre des péates dont la
décélération de consommation @’'én fonction de I'Q consommé dans la pate est linéaire
(ME, BPMF, OR et S2). La figure 90.C. montre detepaont la diminution de vitesse en
fonction de I'G consommé est quasi-linéaire (AP, CA, QB, CH, CKHDAII). La figure 90.E.
illustre des péates dont la diminution de vitessea®sommation d’'@est non-linéaire (CNS,
AU, S1). Au sitoxygraphe, les courbes mesurées da#t allures similaires a celles du
bioréacteur a I'exception de AU, NI et S1 dontdesélérations de consommation g’€ont

différentes selon le pétrin utilisé (figure 90.BeDF).
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Tableau 31.Vitesses maximales de consommation d’O2 (en rougef) leur diminution (en %, en noir) en
fonction de la quantité d'O, consommée

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF : base farine ptairmeunerie francaise, CA : Cap
Horn, CH : Charger, CNO4 : Corde Noire 2004, CNtbrde Noire Spéciale, ME : Mendel,
NI : Nirvana, OR : Orvantis, QB : Quebon, S1 : Samakn°1, S2 : Sankara n°2

Diminutions de vitesse en pourcentage de V0, ax €n fonction de la quantité d'O,

consommeée 0 8’8/2-3
0,25 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45 50 & N 2max

Oz cognioa 0,39 5,9 18,1 30,5 44,0 57,7 71,7 822 nd nd nd 1,16
CNS 051 04 2,3 55 10,2 165 242 336 455 604 793 2,73
BPMF |0,35 3,9 125 219 324 440 569 694 741 nd nd 1,40
AP 0,36 5,9 17,8 30,0 42,7 554 680 77,2 nd nd nd 1,08
AU 0,39 3,6 11,2 196 28,7 385 492 603 705 nd nd 1,52
CA 0,38 3,7 11,6 205 30,1 40,7 525 64,7 732 nd nd 1,47
%_ CH 029 5,3 17,2 304 455 63,0 77,6 nd nd nd nd 1,10
g ME 041 4,6 142 249 36,4 493 638 799 nd nd nd 1,27
< NI 0,27 0,7 49 12,3 228 539 675 nd nd nd nd 1,86
fng OR 0,28 5,4 17,3 306 452 606 70,6 nd nd nd nd 1,10
QB 0,43 3,4 10,6 184 269 364 46,7 579 691 758 nd 1,59
S1 0,41 3,8 121 21,3 31,2 420 540 668 77,7 nd nd 1,42
S2 0,31 51 16,4 28,7 428 59,0 756 75,8 nd nd nd 1,14

. _r_n_o_y_ B 6:3;7' I e N = 'i,'4'5' T
o o S S o o > > > > o
v |8 = S L S S e > e > o
CN04 ]0,22 3,6 109 188 27,2 36,3 46,1 57,2 nd nd nd 1,68
CNS 0,17 -0,9 -1,4 -0,2 2,7 7,6 144 235 358 51,9 74,22 3,42
BPMF |0,18 5,3 16,0 266 373 476 57,7 670 753 nd nd 1,18
AP 0,18 45 139 238 34,2 453 571 70,1 nd nd nd 1,30
AU 0,15 1,6 6,2 12,7 21,2 320 454 629 814 nd nd 1,93
CA 0,20 3,9 12,0 206 296 393 496 610 734 nd nd 1,46
% CH 0,13 4,2 136 247 37,7 539 729 nd nd nd nd 1,28
*g ME 0,22 5,0 152 257 36,9 484 60,7 738 nd nd nd 1,23
‘g NI 0,17 51 155 26,2 37,3 48,7 605 nd nd nd nd 1,22
m OR 0,17 59 179 30,0 423 546 66,7 nd nd nd nd 1,08
QB 0,20 2,9 9,4 16,7 24,7 338 441 56,1 697 823 nd 1,70
S1 0,13 1,3 53 11,3 194 29,7 425 58,1 74,3 nd nd 2,22
S2 0,17 5,0 154 266 381 50,6 642 784 nd nd nd 1,20

. _r_n_o_y_ B E)_l_8_ I e N = _i,_G_l_ T
T lem o I I S o > > > > oes
v |16 = S L S L e > e > g
r nd 0,501 0,580 0,657 0,730 0,885 0,897 0,855 0,941 nd 0,806

- les valeurs en noirs représentent le pourcentagke perte par rapport a ViOsmax
- les valeurs en rouge, correspondent au@,pmay exprimées en pmol.g ms.min*
- en gras, le coefficient de Pearson déterminant Eorrélation entre les données bioréacteur et sitggraphe pour
une méme quantité d'Q consommée.

- O, a 0,8*V,0smax: quantité d'O, consommeée quand 80 % d¥;0,.« €St atteinte
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Par suite, les décélérations de consommatiorp dé€h fonction des quantités ¢O
consommeées pour chacune de pate pétries au biewéattau sitoxygraphe ont été calculées.
Les résultats sont exprimés en pourcentage dedasé maximale de consommation (tableau
31). Dans l'annexe 1 sont fournies les données itlessse en pmolyms.min'et de

diminution de vitesse en pmot.gns.min?.

Tout d’abord, en moyenne, lorsque |g0Y devient inférieure a 80 % de la vitesse
maximale (VOawax), 0,15 pmol.g ms d’G, ont été consommées en plus dans le bioréacteur
(tableau 31). Par ailleurs, lesQ4uax interviennent pour les deux pétrins quand envir@b
pmoles d’Q sont consommeées, a l'exception de CNS dont j@)¥ax au bioréacteur
intervient seulement aprés 1 pmdl.qis d’G consommée. Dans le cas de cette farine, la
VO, est quasi-constante entre 0,25 et 1 prifoing d’Q, consommée (quel que soit le pétrin
utilisé) signe d’'une stabilité importante de©Ypour cette farine puisqu’on observe de®y
inférieuresa 80 % de VO.uax Seulement aprés la consommation de 2,5 pmohg d'G, au

sitoxygraphe et 3 umol’gms d’Q; au bioréacteur.

Entre 1,5 et 2 pmolyms d’G sont déja consommées dans les deux pétrins qaand |
ViO, devient inférieure a 80 % dei®max pour AU et QB. Pour des quantités d'O
consommeées identiques, cette observation est eafaiir NI seulement au sitoxygraphe, et
pour CNO4 et S1 seulement au bioréacteur. Pouedolaels autres farines, 1aQ®% devient
inférieurea 80 % de YO.uax pour des quantités dxxonsommées comprises entre 1 et 1,5

pmol.g* ms.

Par ailleurs, les diminutions moyennes d®)pour chaque pétrin sont de 75,5 £ 4,2 %
au sitoxygraphe et 72,4 £ 7,3 % au bioréacteure@eéant, les décélérations au maximum de
consommation d'@ des variétés pétries au bioréacteur et au sitapygr ne sont pas
corrélées. En revanche, on remarque que la valewodfficient de corrélation (r) augmente
guand on compare les diminutions de vitesses de @pareils respectifs pour des quantités
d’O, consommées croissantes. Au-dela de la quantitgadi@guelle les vitesses instantanées
de consommation sont stables, plus la quantité, d@nhsommée est grande, plus les
diminutions de vitesses instantanées de consommswiat similaires d’'un appareil a I'autre.

Dans les deux pétrins, la quantité de substratdablgs est identique pour une méme
farine en tout début de pétrissage. Une fois la filimée (2 min pour le bioréacteur, et 1 min
pour le sitoxygraphe), I'apport d’Caux systemes enzymatigues est supposé constarauou
long du pétrissage (hypothese) pour chaque pdiiirsi, il est intéressant de constater que
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pour plus de la moitié des farines, la diminutioa stabilité des XD, assimilée a une
diminution de [l'activité enzymatique dans la patgeivient aprées une quantité ¢'O
consommeée identique quel que soit le pétrin. Cédshc la quantité de réaction de
consommation d’'@ayant eu lieu dans la pate qui influence I'acfivehzymatique dans celle-
ci. La quantité d’Q consommeée est aussi a mettre en relation avamiaution de substrats
oxydables. Dans le cas du sitoxygraphe, les cinésiqde réaction étant plus rapides,
l'incorporation constante d’oxygéne est trés prédaent supérieure a celle du bioréacteur.
Au bioréacteur, la vitesse de consommation,adi€pend principalement de la quantité initiale
en acide gras polyinsaturés (PUFA) oxydables et'atdivité LOX (Eyoum, 2002). Ces
résultats devront étre confirmés au sitoxygraphaisrpour une quantité dxOconsommée
équivalente dans les deux appareils, il sera dossiessant de connaitre les cinétiques de
dénaturation de la LOX et de diminution en PUFA dadyles (effet de I'incorporation d4D
surtout au début du pétrissage permettant enseiteodnaitre leur impact respectif sur la

vitesse de consommation ¢.O

En résumé, le sitoxygraphe et le bioréacteur foppaeaitre des différences de
comportement des farines de variétés pures. Damsajarité des cas, les fortes vitesses
instantanées de consommation initiale entrainagiglement de fortes consommations g'0O
totale (CNS, QB), ceci étant modulé par l'intergatle temps pendant lequel la vitesse de
consommation d'@reste élevée (grand dans le cas de la CNS), ¢a plaminution de vitesse
de consommation dans les phases intermédiairasaégd de pétrissage (faible pour QB, forte
pour CNS). On peut dire que les conditions de ggdge influencent les vitesses des réactions
d’oxydation (influence du bras, hydratation), mkas corrélations entre les vitesses sur les
deux appareils et les corrélations entre legofA. révelent que les deux pétrins donnent des

résultats similaires.

Un point important concerne le début des courbesatsommation d’oxygene qu'l
convient de modéliser de la facon la plus précisssible si I'on veut faire apparaitre les

effets de limitations notamment celui de I'incorgtion d’G; en début de pétrissage.
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Figure 91. Activité lipoxygénasique extractible a partir des &rines et des pates issues du sitoxygraphe et
bioréacteur

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF : base farinergauneunerie francaise, CA : Cap Horn,
CH : Charger, CN04 : Corde Noire 2004, CNS : CoMdée Spéciale, ME : Mendel, NI : Nirvana,
OR : Orvantis, QB : Quebon, S1 : Sankara n°1, S&nkara n°2

Tableau 32.Variation de I'activité LOX (nkat.g * ms) des farines pour les années 1999, 2002, 2(#K)5

Année 1999 2002 2003 2005
Nombre de farines
8 7 7 13
étudiées
Moyenne 58,4 56,4 54,1 a7
Ecart type 21,0 27,7 13,4 7,6
Activité LOX la plus
89,3 98,7 74,6 60
forte
Activité LOX la plus
25 20,35 34,8 33,6
faible

A : données fournies par Eyowhal (2003); B : données fournies par Levavasseual (2006)

Tableau 33. Tableau présentant les coefficients de corrélatiomle Pearson déterminés sur les activités
lipoxygénasique des farines et des pates issues desx pétrins.

pate sitoxygraphe pate bioréacteur
farine : a b c : a b c
oate aloi18 :
sitoxygraphe b | 092 -0.21
c| 023 :-09 059 |
R al] 066 : 057 043 -0,24 :
o b|os |-015 091 047 | 019
ioréacteur : :
c|-048:-05 -024 033 :-097 0,04

a: LOX résiduelle ; b : quanti'té de LOX perdue ; ¢ :Pourcentage de perte
En gras, corrélation significative avec un niveau deonfiance de 95 %
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4.3.1.2 Mesures biochimiques

4.3.1.2.1 Mesure des activités enzymatiques extractibles sur farine

et sur pate

Les dosages d'activités enzymatiques de chaqueefaat de chaque pate ont été
effectués quatre fois (deux dosages sont effectsfeschacune des deux extractions,

respectivement).

4.3.1.2.1.1 Activités LOX

Les activités lipoxygénasiques (moyenne et écqu tyalculés pour chaque farine et
pour chaque pate issue du sitoxygraphe et du lméd sont représentées sur les
histogrammes de la figure 91. L'activité LOX moyenextractible sur les farines est de 47 +
7,6 nkat.g’ ms, et les activités résiduelles dosée sur lesspdétries au sitoxygraphe et au
bioréacteur sont de 7,4 + 3,0 nkdtigps. La diminution moyenne d’activité pour I'ensdenb
des farines étudiées est de 84 %, ce qui représapteiminution de 24 % de plus que celle
décrite par Eyounet al. (2003) aprés 60 min de pétrissage au bioréactels &4 % de plus
que celle décrite par Delcres al. (1998) aprés 15 min de pétrissage au consistogtaplour
chaque farine, le coefficient de variation moyeh ds 3,65 £ 2,39 %, tandis que pour les
pates sitoxygraphe, le CV moyen est de 12,0 £ 7,6t%our les pates bioréacteur, le CV
moyen est de 9,5 + 6,7 %. La précision de la medarkactivité LOX est tres bonne sur les
farines (CV < a5 %), alors que sur les pates,danmbonne précision dans la mesure tient au
fait que l'activité résiduelle dans la pate endapétrissage est faible.

D'aprés la figure 91 AU (60 nkaf'gms) et S2 (58 nkaf'gms) sont les farines qui
possedent la plus grande activité LOX extracti®lel’lopposé, NI a la plus faible activité
(33,6 nkat.g ms). La comparaison de lactivité LOX des fariissues des récoltes des
années 1999, 2002, 2003 et 2005 montre que, deguige 2003, on se situe dans un rapport
de 1 a 2 entre l'activité LOX la plus forte et lgpfaible (tableau 32) tandis que ce rapport
était de 1 a 4 pour I'année 1999 et de 1 a 5 pannée 2002. En 2005, il apparait que le
critére « activité LOX » est moins variable que iptas farines des années précédentes avec
une activité moyenne globalement plus faible. Aetitomparatif, Leenhardit al. (2006a)
rapportent une activitt LOX de 85 nkat.gns pour une farine panifiable composée d'un
mélange inconnu de variétés, 33,6 nkatmgs pour une farine de blé dur et 12 nkatgs

pour une farine « ancestrale ».
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Figure 92. Corrélation entre les activités LOX (nkat.g* ms) extractibles des farines et des pates en fie gétrissag
au sitoxygraphe
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Figure 93.Corrélation entre les activités LOX (nkat.g* ms) extractibles des farines et des pates en fir gétrissage a
bioréacteur
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Figure 94.Activités catalasiques extractibles a partir des fanes et des pates issues du sitoxygraphe et du té#acteur
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Le tableau 33 donne les valeurs des coefficientsod&lation de Pearson obtenus entre
les données LOX, a savoir l'activité initiale extible dosée dans la farine, l'activité
résiduelle dosée dans la pate, la quantité d'aétiperdue pendant le pétrissage et le
pourcentage de diminution. Ces résultats montreet dans le cas du sitoxygraphe, il y a
logiqguement une forte corrélation entre l'activitétiale et la quantité d’activité perdue
(r=0,92). Il existe par ailleurs une corrélatioroyenne (r = 0,59) entre le pourcentage de
diminution d’activité et la quantité perdue. Aingiapparait que plus la farine posséde une
activité lipoxygénasique importante, plus la LOXd@nature lors du pétrissage. Ce résultat
est confirmé avec les données issues du bioréactewernant la corrélation entre 'activité
initiale et la quantité d’activité LOX perdue : 1086, alors gu’aucune corrélation n’est
observée entre le pourcentage de diminution etubniifé de LOX perdue. Pour les deux
appareils, on observe logiquement une corrélatiégative entre I'activité résiduelle et le
pourcentage de diminution (r=-0,9 et -0,97 poer ditoxygraphe et le bioréacteur
respectivement). Par ailleurs, une bonne corrélagigt observée entre les quantités de LOX

perdue au sitoxygraphe et au bioréacteur (r = 0,91)

Ainsi, il est possible de déterminer I'activité LO&siduelle, connaissant I'activité LOX
présente dans la farine. Le graphique de la fi@2reeprésente la corrélation entre l'activité
LOX initiale et la perte d'activite LOX mesurée silgs pates sitoxygraphe. Pour le

sitoxygrape, nous avons donc la relation (XXXVI) :

activité LOX perdue = 084 x LOXinitiale

Au bioréacteur (figure 93), le coefficient direatale la droite vaut 0,83. La validité de
ces prédictions est évidemment restreinte au damdiectivités pour lesquelles le modele a
été déterminé (33,6 nkat:gns < activité LOX initiale < 60 nkafgms).

Par ailleurs, pour le sitoxygraphe, les quantig&é@X résiduelles ne sont pas corrélées

avec l'activité initiale de la farine alors qu’dlée sont pour le bioréacteur (tableau 33).

4.3.1.2.1.2 Activités CAT

Les activités catalasiques sont représentées diguie 94. L'activité CAT moyenne
extractible sur les farines est de 5,23 + 0,98 jgRans, et I'activité résiduelle dosée sur les
pates pétries au sitoxygraphe est de 1,81 + 0,34.gikms. La perte en activité catalasique
est plus importante au bioréacteur puisque l'agtiviésiduelle moyenne n’est que de
0,86 + 0,50 pkat:y ms. La perte moyenne d'activité pour I'ensemble figines étudiées est

de 65 % au sitoxygraphe et de 84 % au bioréactéaalpgue aux 70 % de pertes décrits par
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Tableau 34.Variation de l'activité CAT (ukat.g* ms) des farines pour les années 1999, 2002 et 2005

Année 1999 2002 2005
Nombre de farines 13
étudiées 8 7
Moyenne 7,59 7,87 5,23
Ecart type 1,62 1,89 0,98
Activité CAT la plus
10,5 11,07 6,55
forte
Activité CAT la plus
4.7 5,95 402
faible

A : données fournies par Eyoum.et al (2003); B : données fournies par Manceau (communication
personnelle).

Tableau 35.Corrélation de Pearson entre I'activité CatalasiqugCAT) des farines, des pates et la perte en
activité au cours du pétrissage des variétés avacditoxygraphe et le bioréacteur

péate péate
sitoxygraphe bioréacteur
farinei a b a b
pate a|] 048
sitoxygraphe p | 0,83 | -0,08
pate aloa46 {047 023 |
bioréacteur b | 0,87 | 0,28 0,81 | -0,04

a : CAT résiduelle ; b : quantité de CAT perdue
En gras, corrélation significative avec uniseau de confiance de 95 %
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Figure 95. Activités peroxydasiques (POD) extractibles a pantides farines et des pates issues du sitoxygraphk
du bioréacteur
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Eyoum (2002) apres 60 min de pétrissage au biteéaet supérieur aux 30 % décrits par
Delcroset al. (1998) aprés 15 min de pétrissage au consistogtaphaprés ces derniers, la
CAT est inactivée a pH acide. Par conséquent, ngsed’exposition de I'enzyme a ce pH

pendant 60 min au bioréacteur explique la pertetdiée plus importante.
Les variétés peuvent étre réparties en trois niveactivités :
CNO4, AP, AU, ME et OR ont une activité CAT proate4 pkat.d ms ;
CNS, CH, QB et S1 ont une activité CAT proche qek&t.g* ms ;
BPMF, CA, NI, S2 ont une activité CAT proche de gl&t.g* ms.

Comme pour l'activité LOX, il semble que I'activiBAT soit moins variable en 2005

gue dans les années précédentes (tableau 34).

Le tableau 35 présente les corrélations de Pearsioa I'activité CAT mesurée dans les
farines et les pates ainsi que la perte en CAT @uscdu pétrissage. Il y a une faible
corrélation positive entre I'activité résiduelle sneée pour les pates sitoxygraphe (r = 0,48) et
bioréacteur (r = 0,46). De facon identique a la L@¥is on mesure d’activité CAT dans la
farine, plus la perte est importante pendant leigsatge (r > 0,83 entre la perte d’activité et
I'activité initiale pour les deux pétrins) ce quirduit logiquement a une bonne corrélation

entre les quantités perdues observées avec lessp@te 0,81).

4.3.1.2.1.3 Activités POD

Les activitts POD sont représentées sur la figse 9activite POD moyenne
extractible sur les farines est de 5,22 + 0,51 jgRans, et les activités résiduelles dosées sur
les pates pétries au sitoxygraphe (4,88 + 0,94.gkanhs) et au bioréacteur (5,17 + 0,58
pkat.gt ms) sont identiques : l'activité peroxydasiqueraatible est peu affectée par le
pétrissage. De plus, ces résultats montrent edaareés grande homogénéité des farines du
point de vue des activités peroxydasiques (le mefit de variation de I'activité moyenne est
inférieur a 10 %).

La perte en activité POD extractible est plus ingatie au sitoxygraphe puisque les
activités résiduelles sont systématiquement infiée® ou égales pour les pates pétries au
sitoxygraphe (sauf dans les cas de CH et QB dantiVité résiduelle dans la pate issue du
sitoxygraphe est supérieure a celle dosée surifeejaLa peroxydase est une enzyme connue
pour la stabilité de son activité dans les patesoemparaison avec la LOX et la CAT. Delcros
et al. (1998) et Garcia (200®bservent des pertes d’activité POD inférieure$ &cllors du

pétrissage de pate de farine reconstituée (glutamiglon) au consistograpghe
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Figure 96. Evolution du coefficient de corrélation de Pearsorentre les vitesse
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Rakotozafy et al. (1999) ont montré que l'activité POD d'une pate fdeine de blé
supplémentée en GOX chute pendant les deux presmairede pétrissage puis se stabilise a
90 % de son activité de départ. Parmi les varideefarines dont la chute d’activité POD est
importante (notamment au sitoxygraphe), AP, AU, G/ et S1 ont des pertes comprises
entre 17 (CA) et 33 % (S1).

4.3.1.2.1.4 Corrélations enzymes-oxygene

Des corrélations ont été recherchées entre lesédsnoxygene (consommation totale et
vitesses instantanées de consommation) issuesed&spétrins et les activités enzymatiques.
Sur les données fournies par le sitoxygraphe, auaorrélation n’est trouvée entre les
données enzymatiques concernant la LOX et la CAlEtionnées « oxygene » (tableau de

corrélation non montré).

Une faible corrélation positive est trouvée ené® Vitesses initiales de consommation
d’'O, (de 2,5 a 8 min) et I'activité POD initiale prégenlans la farine (r < 0,42, résultat non
montré). Ceci peut souligner la faible contributia la POD aux consommations ¢ /@ien
gu’elle puisse catalyser des réactions d’oxydaties acides gras polyinsaturés par son noyau
hématinique. Dans ce cas, la participation de 1B R0Ox réactions d’oxydation améliorerait la
vitesse d’oxydation en début de pétrissage. Ceiaterésultat illustre que la consommation
d'O, fait intervenir d’autres systémes enzymatiquespeBdant, la majeure partie de
I'oxydation des acides gras est attribuée a I'#€étilzOX et il est d'ailleurs surprenant de ne

pas observer de corrélation entre I'activité LOXestvitesses instantanées de consommation.

De facon similaire, les données issues du biorgaad®, i et ViO,) ne sont pas
corrélées avec l'activité ou la perte en activi@Xd (données non montrées). Ces résultats
difféerent de ceux d’Eyournet al. (2003), peut-étre en raison d’une faible variabilde
l'activité LOX en 2005. En revanche, il est posside trouver des corrélations significatives
entre les vitesses instantanées de consommatian ldaseconde partie du pétrissage et les
dosages d’activité CAT et POD. L'activité POD extible de la farine est corrélée
positivement avec les vitesses instantanées dewonation a partir de 30 min de pétrissage
(figure 96) et la corrélation devient forte verditadu pétrissage avec r = 0,72 a 52 min. Ces
résultats sont différents de ceux du sitoxygraghebioréacteur, il semble que la POD et la
CAT aient un réle croissant dans les réactions ytlation au sein de la pate aprés 30 min,
prenant peut-étre le relais de la LOX pour oxyderdste des acides gras oxydables quand
celle-ci n'a plus qu'une faible action. L'activit€AT est corrélée avec les vitesses
instantanées de consommation gdu bioréacteur (r = 0,62 a 44 min, figure 96). g\iren
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Figure 97.Quantification des différentes fractions de lipidesles farines.

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMMmase farine pour la meunerie frange
CA : Cap Horn, CH: Charger, CNO4 : Corde Noire £20@NS :Corde Noir
Spéciale, ME : Mendel, NI : Nirvana, OR : OrvantidB : Quebon, Sl1Sankar
n°l, S2: Sankara n°2. Moyenne : moyenne sur lrabée des farines moyenn
variété: : moyenne sans CNet CN04.
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début de pétrissage, quand le systeme LOX/PUFA&stactif, I'oxydation de PUFA par les
composés hématiniques de la CAT et de la POD smiaibritaire, en revanche, a la fin du
pétrissage (LOX dénaturée, PUFA oxydables consomnudte activité oxydante non
spécifiqgue des PUFA des fractions AGL et MAG detieon négligeable pour les composés
hématiniques (faible activité du systeme LOX, moéndompétition vis-a-vis de I'9) et
'oxydation de PUFA peut se poursuivre dans latfomc TAG par exemple. Eyoum (2002)
avait remarqué que les activités résiduelles CAP@D des farines étaient fortes quand les
pertes en activités LOX des pates étaient faihlggérant un effet protecteur de ces enzymes
sur la LOX. Les résultats obtenus soulignent aim& participation possible de ces enzymes
dans la consommation d;Omais, ceux-ci ne sont observés que dans le camdiacteur.

4.3.1.2.2 Dosage des lipides des farines et des pates

4.3.1.2.2.1 Cartographie lipidique

Adapté de la méthode de Tsen et Hlynka (1962)otade des lipides est réalisé sur les
lipides polaires totaux (LPT) et lipides neutresNJL Parmi les lipides neutres, nous
distinguons différentes fractions de lipides (TABAG;:3 DAG:, MAG, AGL) en les
séparant par chromatographie sur couche mince (C@M)sein de chaque fraction, les
acides gras qui la composent sont quantifiés aggparation et dosage en chromatographie
phase gazeuse (CPG) couplée a un détecteur ationida flamme (FID).

La cartographie lipidigue des farines réalisée densadre de I'étude variétale est
présentée dans la figure 97. Les résultats sonire&p en quantité d’acides gras présents
dans les différents fractions de lipides. La quartbtale moyenne d’acides gras présents dans
les farines est de 33,8 + 1,8 pmdi.ms, montrant ainsi la faible variation des quéstit

totales de lipides.

Parmi les farines étudiées, il est important deemafu’elles sont toutes issues de
moutures fraiches (temps de plancher inférieusamaine) des blés a I'exception des farines
CNO0O4 et CNS (qui ont eu un temps de plancher deiguus semaines). Etant donné
l'incidence du temps de plancher sur I'évolutiors dipides, les deux farines a temps de
plancher optimal (CN0O4 et CNS) ont été séparéeempgiquement des moutures fraiches.
Les deux derniers histogrammes (figure 97) reptéseries valeurs moyennes réalisées sur

'ensemble des farines ou sur les variétés puregiament.

Les résultats obtenus au sein des différentesedade lipides soulignent le peu de
variabilité dans les fractions majoritaires. La wfité de TAG moyenne est de
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Figure 98. Quantification des acides gras saturés et monoinsats (SMUFA) des fraction:
AGL et MAG des farines et des pates (bioréacteur efitoxygraphe

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF : base farine poulda meunerie francaise, CA Cap
Horn, CH : Charger, CN04 : Corde Noire 2004, CNS Corde Noire Spéciale, ME Mendel
NI : Nirvana, OR : Orvantis, QB : Quebon, S1 : Saak#l, S2 : Sankara n°2
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Figure 99. Quantification des acides gras polyinsaturés (PUFAjles fractions AGL et MAG de:

farines et des pates (bioréacteur et sitoxygraphe

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF : base farine pouta meunerie francaise, CA Cap Horn,
CH : Charger, CNO4: Corde Noire 2004, CNS: Corde Noire Spéciale, ME :Mendel,

NI

: Nirvana, OR : Orvantis, QB : Quebon, S1 : Sankra n°1, S2 : Sankara n°2
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19,82 + 1,32 umol:g ms, la variété BPMF posséde la plus faible quardié TAG (16,87
pumol.g' ms) et AU la plus forte (22,13 pmof.gns). De méme, les LPT moyens pour
I'ensemble des variétés atteignent une valeur 8@ 9,0,82 umol.g ms, la variété AU en
posséde la plus faible quantité (8,1 pumibings) tandis que CNO4 la plus forte (11,29 pniol.g
' ms). Les fractions minoritaires présentent dedfictents de variation plus importants du
fait des faibles valeurs dosées, respectivemer® 9,8,1 pmol.g ms, 1,07 + 0,19 pmoly
ms et 0,65 + 0,07 umol’gms pour les fractions MAG, DAG et DAG, 5. Enfin, la fraction
AGL est également tres homogene parmi les varféa@éshement moulues (moyenne de 2,43
+ 0,48 pmol.g ms). Dans cette fraction, les quantités d’AGL swettement supérieures pour
les farines CNO4 et CNS, respectivement 4,21 ef fghol.g" ms. Il est connu que la
maturation des farines (ou temps de plancher) imetrda libération d’acides gras par
hydrolyse des fractions de lipides sous l'action liigases (Castellet al, 1998). La quantité
d’AGL pour CNO4 et CNS témoigne de leur maturatiplns longue (figure 97). Cette
observation est confirmée par les quantités de IAG5 pmol.g ms), identiques pour ces
deux farines et supérieures a la moyenne des éarféaichement moulues (1,77 umdl.g
ms).

Afin d’étudier les réactions d’oxydation ayant @ulau cours du pétrissage, nous avons
exprimé séparément les acides gras polyinsatutdBAP substrats de la LOX et les acides
gras saturés et monoinsaturés (SMUFA) non substeata LOX contenus dans les fractions
AGL et MAG des farines et des pates. La teneurMiBA (figure 98) diminue au cours du
pétrissage quel que soit le pétrin utilisé. La dqiérde SMUFA dosée sur les pates est
identique pour le sitoxygraphe et pour le bioréact®ans la fraction MAG, on observe
toujours dans les pates des valeurs inférieuresllascdes farines, et dans certains cas, la
quantité de SMUFA dans les MAG n’est plus déteetgtdr notre systeme de mesure. La
perte moyenne en SMUFA de fractions AGL et MAG diasspates se situe autour de 30 %
et semble variable selon les farines (de 10 a 50 @ phénomene de diminution
d’extractibilité a déja été observé par plusieursears (Eyoum, 2002, Castello, 1999). Dés
que la pate est formée, I'extractibilité des SMUgiAinue de 30 a 35 % en moyenne, puis la
guantité de SMUFA extractible est constante toubag du pétrissage. Pour Castello (1999),
cette chute d’extractibilité est due a la formatincomplexes d’inclusion entre les SMUFA
et les hélices d’amylose.

Concernant les acides gras oxydables (PUFA desdnscAGL et MAG), pour chaque

farine, la quasi-totalité des PUFA ont été oxyd@®s 60 min de pétrissage au bioréacteur et

25 min de pétrissage au sitoxygraphe (figure 99nDla plupart des cas, I'oxydation des
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Figure 100.Corrélation entre la quantité d'acides gras poly isaturés oxydés des fractions
AGL et MAG dans les pates bioréacteur et sitoxygralpe

Tableau 36.Corrélation de Pearson entre les teneurs en acidgsas polyinsaturés (PUFA) oxydables et oxydés desaétions
AGL, MAG et des deux réunies avec les données, @O.ro1a. €t V,0,) issues du sitoxygraphe (En gras, corrélation
significative avec un niveau de confiance de 95 %)

AGLpuea MAGpuEA Som(r;:(sddaebsiePSUFA AGL oxydés Somrr:)i;j(;eéssPUFA
V403 0,75 0,54 0,38 0,56 0,76
VO3 0,82 0,62 0,42 0,64 0,84
V5O, 0,83 0,65 0,44 0,67 0,86
V1002 0,78 0,64 0,44 0,66 0,81
V1202 0,70 0,62 0,43 0,63 0,75
V1402 0,60 0,57 0,42 0,57 0,65
V1602 0,42 0,49 0,41 0,46 0,47
V1502 0,09 0,29 0,34 0,24 0,15
V2002 -0,26 0,04 0,20 -0,03 -0,20
V2,0, -0,37 -0,08 0,12 -0,16 -0,32
V2402 -0,14 0,06 0,20 -0,01 -0,09
Orora 0,63 0,57 0,42 0,57 0,67

Tableau 37.Corrélation de Pearson entre les teneurs en acidgsas polyinsaturés (PUFA) oxydables et oxydés desaétions
AGL, MAG et des deux réunies avec les données, @O,rora. €t ViO,) issues du bioréacteur(En gras, corrélation
significative avec un niveau de confiance de 95 Po

AGLpuFA MAGpuEA Somcr)r;;ddaebsleF;UFA AGL oxydés Sommoi)(/jdeésSPUFA
V40, 0,29 -0,02 0,09 -0,07 0,27
V5O, 0,56 0,20 0,25 0,14 0,55
V1202 0,74 0,39 0,37 0,33 0,75
V1602 0,82 0,50 0,45 0,45 0,84
V2002 0,84 0,56 0,48 0,50 0,86
V240, 0,82 0,59 0,51 0,53 0,85
V250, 0,77 0,59 0,52 0,52 0,80
V3,0, 0,67 0,56 0,52 0,47 0,70
V3602 0,48 0,45 0,48 0,34 0,51
V4002 0,15 0,24 0,36 0,11 0,18
V4402 -0,14 0,03 0,23 -0,11 -0,12
V4802 -0,16 -0,02 0,19 -0,14 -0,14
V5,0, 0,18 0,19 0,27 0,12 0,21
OsrotaL 0,75 0,51 0,52 0,40 0,77
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PUFA dans la fraction MAG ne permet plus de lesctér dans les pates. Dans le cas du
bioréacteur, deux variétés se distinguent par destdés de MAG plus importantes dans la

pate que dans la farine, il s’agit de CA et S1.r8sultat analogue a été observé avec les
SMUFA des MAG de ces pates. Ceci est lié a unaeiedans le dosage (probablement lors du
grattage de la taiche MAG mal séparée des LPT. Eremant pas compte des ces données
erronées, nos résultats indiquent qu’une quarititdaire de substrats ont été oxydés dans les
pates issues des deux pétrins (perte supérieuds% des PUFA pour toutes les farines

pétries avec les deux pétrins). Il y a par ailleung tres bonne corrélation entre les deux
appareils sur les quantités de PUFA oxydés (figd®. Cependant, on peut raisonnablement
envisager des dynamiques de réactions différeniesemn des pates pétries par les deux

appareils notamment dans les premieres min despatye.

Dans la suite, des corrélations obtenues entrePldBEA oxydables, oxydés et les
données oxygéene issues du sitoxygraphet¢@l et \(O,) et du bioréacteur sont discutées.
Les autres corrélations éventuellement obtenues,upa analyse systématique entre les

données oxygene et les autres fractions lipidigoes fournies dans I'annexe 2.

Au sitoxygraphe, les teneurs en PUFA oxydables s$ms bien corrélées avec les
données de consommation d'@ans la premiére partie du pétrissage (tableauBE3gje 6 et
10 min, le coefficient de corrélation est supériaul,8 pour les PUFA de la fraction AGL, en
revanche, il est a peine supérieur a 0,65 pour amiXa fraction MAG. Ces résultats
confirment le lien fort entre les acides gras oxjda (PUFA des fractions AGL et MAG) et
les vitesses instantanées de consommation a@lQdébut du pétrissage. Dans la littérature, il
est rapporté que la LOX de blé oxyde préférentiediet les PUFA des fractions AGL et
MAG (Nicolas et Drapron, 1983). C’est bien en déHut pétrissage que se produisent la
majorité des phénomenes d’oxydation, et dans r#trde, seuls les PUFA déterminent la
vitesse de consommation ¢Qusqu’a 10 min de pétrissage, puisque l'activiteX et les
vitesses instantanées de consommation d®sont pas corrélées. De plus, I'expression des
résultats sous la forme d’acides gras oxydablaesifs® des MAG et AGL) n’améliore pas la
corrélation. En revanche de meilleures corrélaten g obtenues entre legO4 et le total des
PUFA oxydés avec des coefficients de corrélatior 0,8 entre 6 et 10 min) légérement
meilleure que ceux obtenus entre lg®)et les PUFA de la fraction AGL. La détermination
de la teneur en AGL des farines semble suffisashvat(les 2/3 sont des PUFA oxydables).
Ces résultats confirment ceux d’Eyowenal. (2003) et montrent que la mesure des vitesses
instantanées de consommation gii@rmet d’avoir une idée immédiate de la teneuA@ih
d’'une farine exempte d’additifs (et dans une ceeanesure de son degré de maturation).
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Figure 102.Corrélation entre la quantité de caroténoides oxyd&au cours du pétrissage eomparaison du sitoxygraphe ¢

du bioréacteur

AP : Apache %), AU : Aubusson ), BPMF : base farine pour la meunerie francaikg, (CA : Cap Hort
(m), CH : Charger«{), CN04 : Corde Noire 2004<¢ ), CNS : Corde NMdipéciale # ), ME : Mende!),
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De méme, I'acidité grasse des farines reflet dgtdyse constitue un bon indicateur de leur
oxydabitlié (au moins au début de la maturationfdaaes).

Au bioréacteur, les résultats sont similaires @abl 37). En effet, les meilleuress
corrélations (r>0,84) sont trouvées entre lesesges instantanées de consommation
intermédiaire (16, 20 et 24 min de pétrissage),®0Ola fraction AGL, elles sont inférieures
avec la fraction MAG, ce qui est probablement di daibles quantité d’acides gras
oxydables présentes dans cette fraction et le wmaplent des PUFA oxydables par les
PUFA oxydés n'améliore pas les corrélations. Cepehdon note deux différences
principales, I'Q @ Mesuré au bioréacteur est mieux corrélé avecdelesgras oxydables
(tableau 37) que celui mesuré au sitoxygrapheg#abB6). Dans le cas du sitoxygraphe, les
coefficients de corrélations ont des valeurs prectie 0,64, tandis qu'au bioréacteur les
valeurs sont proches de 0,75. De plus, au sitopygrala meilleure corrélation PUFA-vitesse
de consommation est a 8 min alors qu’au bioréaahkeirest a 20 min confirmant un rapport

de 2,5 entre les deux échelles de temps.

De toute évidence, nos conclusions sont limitées Ipafait que les réactions
d’oxydation des lipides ont lieu dans les phasésles et intermédiaires du pétrissage. En
effet, dans les pates aprés 25 min de pétrissagétatygraphe et 60 min au bioréacteur, la
majeure partie des activités LOX sont perdues stdpeure partie des PUFA sont oxydés. Un
développement de ce travail serait de réaliser@inde cinétique des pertes en PUFA et en
activité LOX pendant le pétrissage dans les p&les.mesures permettraient probablement de
décomposer le mécanisme de consommation, @& la pate et comprendre I'influence de
chacun des acteurs (enzyme, substrat) sur cellecit cela, il conviendrait de travailler sur

une période plus courte de pétrissage, entre B etid pour le sitoxygraphe par exemple.

4.3.1.2.2.2 Dosage des pigments caroténoides

Aprées avoir réalisé un extrait chloroformique degles, les pigments caroténoides ont
été doseés par spectrophotométrie pour les exttaifarine et de pate issues des deux pétrins.
Dans le cas des pates, le dosage rend comptequerdité de caroténoides résiduelle dans la
pate. Les résultats montrent une quantité moyemenpigments caroténoides de 30,9 + 9,0
mAU.g' ms, 1,94 + 1,36 mAUgms et 3,56 + 2,82 mAUms dans les farines, les pates
sitoxygraphe et les pates bioréacteur respective(fignre 101). La majorité des pigments a
disparu en fin de pétrissage. En moyenne, plussd® @les pigments sont co-oxydés lors du
pétrissage dans le sitoxygraphe et plus de 90 % kgahioréacteur. La figure 102 indique la
corrélation entre la quantité de caroténoides oxalé sein des pates pétries par les deux
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Figure 103. Quantité totale de protéines extraites des farinedes variétés pures de blé et des pates pétries
bioréacteur et au sitoxygraphe.
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Figure 104.Comparaison de la quantité relative de gluténineselhaut pads moléculaires (HMW) par rapport aux
gluténines de faibles poids moléculaires (LMW) en& les farines et les pates des variétés de blé ppedr at
bioréacteur et au sitoxygraphe (rapport F1/F2).
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Figure 105. Comparaison de la quantité relative des gliadies (fractions F3 + F4) par rapport aux gluténine
totales (F1 + F2) entre les farines et les patessieariétés de blé pétries au bioréacteur et au siggraphe.
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appareils. Les quantités perdues sont effectivetnient corrélées (R2 = 0,92) et la quantité de
pigments caroténoides oxydés dans la pate pétsi@ygraphe est légerement supérieure a

celle du bioréacteur.
4.3.1.2.3 Mesure de I'état d'agrégation des protéines

En utilisant une adaptation de la méthode de Metral. (2000b), nous avons réalisé les
profils protéiques des farines étudiées ainsi qsepdites issues des pétrins. Les protéines sont
extraites dans un tampon contenant du SDS. Apgeggivation des protéases contenues dans
'extrait, un traitement aux ultra-sons permet déukiliser la plupart des macropolymeres
protéigues qui demeuraient insolubles au SDS. taéxtde protéines totales est alors
fractionné par filtration sur gel. La détection 214 nm donne le profil protéique pour
chaque variété de blé, a la fois sur les farinesietes pates.

Tout d’abord, concernant I'extractibilité des piogs (figure 103), nous avons observé
peu de différences entre les quantités moyennesnii@tees a partir des farines et des pates.
Les valeurs moyennes sont de 1260 + 70 UA.ptp, 1211 + 114 UA.LiGms, 1241 + 114
UA.ugt ms pour les farines, les pates bioréacteur epdtss sitoxygraphe respectivement.
On note toutefois une diminution de 20 % d’extfzitité apres le pétrissage pour la variété
CH et cette diminution est identique pour les dappareils. Ce résultat reste inexpliqué. De
plus, au sitoxygraphe, une diminution significatitVextractiblité est mesurée pour les pates
des variétés BPMF et AU (entre 5 et 10 % par rapada farine), alors qu’elle augmente
pour les variétés CN04, OR et S2 de 6 a 12 %. Nwoss Vvérifié que la quantité totale de
protéine extraite sur chaque farine étudiée étaitétée (r = 0,87) avec le taux de protéines
déterminées par dosage Infra rouge (dosage rgadisées moulins Soufflet), confirmant les

résultats de Moredt al.(2000b) et de Garci@@mmunication personne)le

Concernant le rapport gluténines de haut poids cotdées (HMW, fraction F1) sur
gluténines de bas poids moléculaires (LMW, fractk) (figure 104), aucune différence
n'est observée entre le rapport moyen obtenu sufalenes (0,85 + 0,048) et sur les pates
sitoxygraphe (0,85 = 0,045) et bioréacteur (0,80,867). Aucune différence significative
n'est observée entre les farines et les pates diiteér alors que le rapport chute
significativement pour les variétés CNO04, AU, NI @B lorsqu'elles sont pétries au
sitoxygraphe. Ces différences pourraient étre daiesn surpétrissage de ces pates au
sitoxygraphe (observation confirmée par [|'évaluationanuelle des boulangers). Par
conséquent, comparé au bioréacteur, le pétrissugedpastique du sitoxygraphe (25 min)

semble entrainer une dépolymérisation des prot@negluten pour les variétés CN04, AU,
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NI et QB qui seraient alors surpétries. Au con&ratA, réputée pour étre une farine « forte »,
ne I'est pas (pas de modification du rapport Flg&Rle pétrissagelparde (2001) assimile le

surpétrissage a une baisse importante de la mésista I'extension de la pate et de la
viscosité, due a la dépolymérisation des sous sigilgténiques lors de la rupture des ponts

disulfures.

Par ailleurs, la figure 105 présente les rappofiadipes (fractions F3 + F4) sur
gluténines (fractions F1 + F2) pour les farinegestpates étudiées. Il est d’'usage de conférer
les propriétés d’extensibilité aux gliadines, ellesed’élasticité aux gluténines. Le rapport
moyen pour I'ensemble des farines dans notre étslede 1,24 + 0,06, variant entre
1,13+ 0,03 (AU) et 1,4 + 0,017 (QB). Ce rapport identique pour les pates bioréacteur et
supérieur a celui des pates sitoxygraphe (1,15046), Les pates pétries dans la cuve du
sitoxygraphe ont un rapport gliadines sur glutémiggal ou inférieur a celui de la farine.
Seules ME et CA conservent une valeur identiquespgetivement 1,15 + 0,058 et
1,21 £ 0,015). Pour les autres variétés, la dinmudu rapport oscille entre 4 (CN0O4 et CNS)
et 14 % (NI). On a donc, en plus d'un effet vatiéarqué sur la valeur du rapport
gliadine/gluténines pour les farines, un effet ro@rgur la diminution du rapport selon les
variétés lorsque la pate est pétrie au sitoxygrafiet effet est moins visible sur les pates
issues du bioréacteur, soulignant le caracterevigant du pétrissage qui ne semble pas

engendrer de profond remaniement des structuréSigues dans ce cas.

Aucune corrélation (r < 0,5) n’a été observée elgsedonnées « protéines » des pates
du sitoxygraphe (fraction totale (FT), gluténin€4€F2), rapport F1/F2, gliadines (F3+F4),
rapport gluténines sur gliadines (F1+F2/F3+F4) ractfons Fi prises séparément) et les
données @issues du sitoxygraphe pas plus qu'avec les danwéetivités enzymatiques » ou

les données lipidiques. Le tableau global des @dio@s est fourni dans I'annexe 3.
4.3.1.3 Paramétres de couple issus du sitoxygraphe

Pour chaque pate pétrie au sitoxygraphe, a pasivdleurs brutes de couple mesurées,
les courbes de couple moyen et d’épaisseur de eaulété déterminées comme décrit dans
le chapitre « mise au point de la mesure de coupRour chague pate (méme masse de
farine, de chlorure de sodium, d’eau ajoutée et en@wonditions de pétrissage), apres
détermination des paramétres de chaque courbe l[écoupyen et épaisseur), ceux-ci sont
analysés pour identifier les plus pertinents afnrdlier un comportement typique lors du

pétrissage au sitoxygraphe avec une donnée detédsation de la pate, qu'elle soit
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Tableau 38. Corrélation de Pearson entre les parart@s de couple moyen de la premiére phase de
pétrissage au sitoxygraphe (24 observations compdes).

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF : base farine ptairmeunerie francaise, CA : Cap
Horn, CH : Charger, CN0O4 : Corde Noire 2004, CNCdrde Noire Spéciale, ME : Mendel,
NI : Nirvana, OR : Orvantis, QB : Quebon, S1 : Saakn°1, S2 : Sankara n°2

CMlpy CMlpy  tmln,  Afly,,  tAly,
CMZpnoy 0,92 -0,34 0,04 -0,34
CM Loy -0,56 -0,35 -0,57
tM Loy 0,62 1,00
Afl oy 0,62

En gras, corrélation significative avec un niveau @ confiance de 95 %

Tableau 39. Corrélation de Pearson entre les parartr@s de couple moyen des deux phases de pétrissage
(excepté St2,,) au sitoxygraphe (18 observations complétes).

tMlnoey Aflmgy CM2poy tM2hey Rafmgy tRAmgy CM2mey Af2pey
CM1pyey | -0,60 0,52 095 -0,67 -0,09 -0,42 0,83 0,78
tm1ney -0,18 -0,69 0,22 -0,23 -0,20 -0,73 -0,30
Afloy 042 -0,09 035 -0,01 048 0,13
CM2p0y -0,48 0,14 -0,19 0,93 0,71
tM2pm0y 0,71 091 -0,23 -0,74
Rafioy 0,81 0,38 -0,39
tRamoy 0,07 -0,62
CM2moy 0,40

En gras, corrélation significative avec un niveau € confiance de 95 %
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biochimique, rhéologique ou technologique. Un aotigctif de cette partie est de mettre en
évidence d’éventuelles différences entre les patr@néle couple moyen et d'épaisseur.

4.3.1.3.1 Remarques préliminaires

Dans I'ensemble, les allures des courbes de caopledifférentes pour chaque farine,
comme lillustre 'exemple de la figure 106. Paltaairs, le nombre d’observations completes
lors de chaque analyse est précisé car soit cestdarines n’'ont pas pu étre soumises a la
totalité des tests de caractérisation, soit lesrpatres n’existent pas pour certaines farines

(par exemple, il n’est pas possible de détermieesatond pic maximum (CM2) pour CA).

Dans notre étude, le parameéetre Cm2 s’apparente \@l&ur de couple (moyen ou
épaisseur) finale. Par conséquent, le parametrecéftespond a la différence entre la valeur

de couple au second pic et la valeur finale.

L’ensemble des données est fourni dans I'anneX@odr le couple moyen, les données
mesurées sont précises et répétables, avec unca@ftle variation maximum (Gyx) de 7
% pour I'ensemble des farines étudiées, pour lesma(CM1 et CM2), les minima (Cm1 et
Cm?2) et le temps d’apparition du premier maximuM1(t A I'exception de la farine AP,
I'affaiblissement dans la premiére phase (Afl) enés un CVjax de 15 %. Les temps
d’apparition du premier minimum (tm1) et du secomaximum (tM2) montrent un Gyax de
26 %. Ce dernier passe a 39 % pour le raffermisse(®af). Pour tous les autres paramétres,
le CVuax dépasse 40 % montrant leur faible précision. Lécipion sur les parameétres

d’épaisseur est en général moins bonne que calbmob sur les parametres de couple moyen.

4.3.1.3.2 Corrélations entre les parameétres de couple et les autres

données

Sur les 32 paramétres définis (16 par courbe delepuoutes les farines sauf CN0O4
(soit 24 observations completes au maximum) posgéele paramétres 1 a 7 (CM1, tM1, St1,
Cmil, tm1, Afl et tAl). CA, S1 et QB ne font pasagitre de second pic de couple (constant
affaiblissement des valeurs au cours du pétrisgsigsi, pour les parametres CM2, tM2, Raf,
tRa, Cfin et Af2, seulement 9 farines (soit 18 otaons complétes au maximum) possedent
une valeur pour les paramétres. Il s'agit de CNBMB, AP, AU, CH, ME, NI, OR, S2.
Enfin, le paramétre St2 n’existe que pour un failbenbre d'observations complétes (12).
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Tableau 40. Corrélation de Pearson entre les parartres de couple définis a partir de la courbe
d’épaisseur.

CMley tM1ey Stley Cmle, tmley Afle, tAle, CM2ep tM2e, Rafe, tRae, Cfineg, Af2e,
CM1, 0,70 -0,50 0,98 0,05 09 -006 095 -0,70 -0,23 -0,72 0,91 0,86
tM1ep -0,6 0,74 0,46 054 036 062 -044 -043 -059 0,55 0,67
Stlep -0,47 059 -049 065 -050 043 -0,01 0,25 -0,51 -0,36
Cmle, 0,09 081 -002 093 -0,72 -0,33 -0,76 0,88 0,84
tmle, -0,04 099 -004 0,19 -0,36 -0,13 -0,05 0,06
Afle, -0,11 0,86 -0,52 0,02 -052 0,84 0,79
tAlep -0,14 0,31 -0,30 0,00 -0,14 -0,03
CM2, -0,60 0,03 -0,59 0,97 0,86
tM2¢p, 0,44 0,95 -0,51 -0,62
Rafe, 0,56 0,09 -0,08
tRae, -0,50 -0,65
Cfinep 0,72
Af2,,

En gras, corrélation significative avec un niveau e confiance de 95 %

Tableau 41. Corrélation de Pearson entre les parametres de colg définis a partir de la courbe

d’épaisseur et de la courbe de couple moyen.

CMlyoy tMlpoy Stlioy Cmlmgy tMlngy Aflmey tAlrgy CM2imoy tM240y

Rafnoy tRamey Cfinggy Af210y

CM1g] 0,88
tM1e, | 0,47
Stle, | -0,62
Cmilg| 0,82
tmle, | -0,31
Aflg, | 0,89
tAle, | -0,40
CM2,,] 0,87
tM2, | -0,68
Raf,, | 0,03
tRae, | -0,59
Cfing, | 0,84
Af2e, | 0,79

0,02
0,22
-0,01
0,01
0,16
0,08
0,17
0,05
0,37
0,11
0,32
0,13
0,02

0,06 0,92
0,16 0,53
0,01 -0,58
0,12 0,89
0,41 -0,25
-0,08 0,86
0,36 -0,35
-0,04 0,92
-0,05 -0,78
-0,45 -0,04
-0,18 -0,71
-0,06 0,86
0,03 0,86

-0,55
-0,20
0,42
-0,50
0,48
-0,57
0,52
-0,60
0,60
-0,20
0,46
-0,50
-0,63

0,34
0,17
-0,35
0,22
-0,20
0,56
-0,21
0,31
-0,01
0,20
0,05
0,37
0,24

-0,55
-0,20
0,42
-0,50
0,48
-0,57
0,52
-0,60
0,60
-0,20
0,45
-0,51
-0,62

0,80
0,38
-0,57
0,73
-0,34
0,84
-0,42
0,89
-0,57
0,31
-0,46
0,85
0,80

-0,61
-0,34
0,40
-0,67
0,15
-0,38
0,26
-0,47
0,83
0,63
0,79
-0,41
-0,47

En gras, corrélation significative avec un niveau € confiance de 95 %

-0,47 -0,36 0,67 0,70
-0,30 -024 0,24 0,552
-0,06 0,22 -0,53 -0,38
-0,27 -0,44 058 0,72
-0,28 -0,08 -0,38 -0,07
0,10 -0,12 0,78 0,56
-0,23 0,02 -041 -0,21
0,06 -0,19 080 0,65
0,44 055 -0,37 -0,75
092 10,73 049 -0,30
054 058 -025 -0,74
0,11 -0,18 0,78 0,57
-0,03 -0,18 0,68 0,67
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4.3.1.3.2.1 Sélection des parametres de couple pertinents

L’ensemble des paramétres a été examiné pour clhessplus pertinents d’entre eux et

éviter les redondances.

Tout d’abord, le temps d’apparition du premier nnaxim de couple moyen (tMd,) a
une valeur moyenne de 2,47 min avec un coefficamtvariation faible de 2,9 % pour
'ensemble des farines (Annexe 4). Ce parameétré&laainé car peu variable d’'une farine a
lautre et par conséquent peu intéressant. Paeuadl] le manque de précision sur le
détermination des parametres Stl que ce soit gocouple moyen ou I'épaisseur de couple

conduit a son élimination.

Ensuite, en raison d’'une meilleure répétabilité, parametres de couple moyen ont été
examinés en premier. Dans la premiere phase disgage, le premier maximum de couple
(CM1y,y) est conserveé (tableau 38), et celui-ci est céraglec Cmdgy (r = 0,92), lequel est
par conséquent €liminé. De plus, Al est éliminé car corrélé avec tml(r = 1, tableau
38). Le tableau 39 présente les coefficients deétairon de Pearson entre les paramétres de
couple moyen (excepté St2) soit 18 observationspbetes. Arbitrairement, nous avons
estimé qu’'un coefficient supérieur a 0,75 signiige les deux paramétres considérés sont
redondants, menant au choix de I'un d'entre ewapi®s ce tableau, CMg, Cm2Zyoy et
Af2 1m0y sont élimineés car corrélés avec Gl tM2y,0y est éliminé car corrélé avec tRamoy et
ce dernier I'est aussi car il est corrélé avecRakinsi, a I'issue de cette analyse, seuls les

paramétres CMloy, tMnoy, Aflnoy €t Rakoy SONt cOnservés pour le couple moyen.

A partir du tableau 40, la méme analyse a été meunédes parametres d’épaisseur,
conduisant a ne conserver que GMImle, tM2, et Raf, Les corrélations entre les
parametres sélectionnés montrent que EMIM2e, et Raf, sont corrélés avec leurs
homologues CMdoy, tM210y €t Rafnoy et sont par conséquent €liminés (tableau 41).nEnfi
tmle, N'est pas corrélé avec tmdl car les valeurs de ces paramétres sont totalement
différents pour la variété ME (annexe 4). Par cqosét sur les 32 parameétres définis
initialement, seuls 4 ont été retenus : GMLtM1noy, Aflmey et Rafey. Dans la suite, I'indice
«moy » sera sous entendu pour simplifier I'écetdies parametres (puisqu’ils proviennent
tous de la courbe de couple moyen). Pour les pr@shiers (CM1, tm1, Afl), 24 observations
complétes sont utilisées pour la recherche de letiog, pour Raf, seulement 18 observations
complétes.
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Tableau 42. Corrélation de Pearson entre les parameétres de colg moyen les plus pertinents et les
données oxygeéne issues du sitoxygraphe (S).

V2,5 V4 V6 V8 VlO V12 V14 V16 V18 V20 V22 V24 OZtotaI
OZS OZS OZS OZS OZS OZS OZS OZS OZS OZS OZS OZS S
CMl,, J 032 036 038 039 038 037 033 022 004 -006 -002 0,16 0,37
tmlmy | 0,31 025 019 015 015 019 028 042 050 053 055 027 0,26
Aflmey | 052 051 048 046 046 049 055 061 054 049 057 046 0,57
Rafmy | 046 060 069 0573 073 0,70 060 033 -007 -021 0,13 0,77 0,67
En gras, corrélation significative avec un niveau € confiance de 95 %

Tableau 43.Corrélation de Pearson entre les parametres de colgpmoyen les plus pertinents avec les
données oxygéne issues du bioréacteur (B).

V4Oap  VgOop V12025 Vi6O2p V20025 V24025 V2s02p V320an V3602 VagOop ViaaOzp VagOaz V52020 Ozrotals
CMl,,}| 059 065 060 050 041 032 024 014 -0,02 -0,17 -0,28 -0,20 -0,02 0,15
tmln, | 009 0,11 o011 0,12 o011 0,11 0,13 0,16 023 032 042 054 0,55 0,38
Afln, | 0,24 027 036 041 041 043 045 046 047 045 042 048 0,53 0,46

Raf., | -0,25 0,20 052 067 0,74 0,77 076 0572 060 0,29 -0,03 -007 0,37 0,57
En gras, corrélation significative avec un niveau € confiance de 95 %
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4.3.1.3.2.2 Corrélations entre les parametres sélectionnés et les données

oxygene issues du bioréacteur et du sitoxygraphe

Les résultats présentés dans le tableau 42 momjrentles vitesses instantanées de
consommation d'@(V;O,g) initiales sont corrélées avec le raffermissententa pate (Raf),
la meilleure corrélation étant obtenue avg®4 et V10025 (r = 0,73). Les YO,s initiales sont
aussi corrélées avec l'affaiblissement (Afl), maiec des coefficients de corrélation moins
élevés (r < 0,52). En revanche, la valeur des wiefits de corrélation devient meilleure (r =
0,61 avec YgO,5) avec les YO,s intermédiaires et finales. De méme, 163§ finales sont
corrélées avec le temps d’apparition du minimumljtnCes résultats indiquent que les
systemes redox de la pate modifient les parameékeesouple de la pate tout au long du
pétrissage. L'action du systéme lipoxygénasiquebablement prépondérante dans la phase
initiale, se traduit par un effet raffermissant #n de pétrissage (polymérisation). La
participation des systemes secondaires d’oxydateient quant a elle prépondérante en fin

de pétrissage. Elle pourrait étre due a I'oxydatlerPUFA par les composés hématiniques.

Ces résultats montrent que lintensité des réastiatioxydation, apres un
affaiblissement initial, provoque une structuratide la pate qui tend a la renforcer. Ce
résultat intéressant nécessite d’'autres analysss pdées pour déterminer l'origine du
phénomeneA priori, par I'intermédiaire de réactions d’oxydation, pests disulfures formés
seraient plutdt déstructurants dans un premier seffgisant intervenir des molécules de
faible poids moléculaire) puis structurants. Il yrat une sorte de dépolymérisation initiale
utile pour favoriser des réarrangements molécuddmeorisant les liaisons rhéologiguement

actives.

Avec les données LQssues du bioréacteur, des corrélations similasis trouvées
(tableau 43) : corrélations faibles entre Afl at\gO,, avec des coefficients qui augmentent
légerement en fin de pétrissage (r = 0,53 avef£)), corrélations fortes entre Raf et les
ViOy initiales et intermédiaires (r = 0,77 aveg,®yp), et corrélations faibles entre tm1 et les
ViOy finales. De plus, le maximum de couple CM1 estraééravec les ¥D,y initiales

(r = 0,65 avec YOup). Ces résultats confortent ceux du sitoxygraphe.

Ces résultats vont dans le sens d’'une dépolymiénisdti réseau protéique (Graveland
et al, 1985) lors du pétrissage, favorisé par des cimésm mécaniques, la possibilité
d’échanger des liaisons disulfures et d’oxyderrésdus thiols libres. De plus, le lien entre
les vitesses initiales de consommation d&D le raffermissement de la pate confirmerait les

effets
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Tableau 44Corrélation de Pearson entre les paramétres de colgpmoyen les plus pertinents et les teneurs
en PUFA endogénes de la farine.

AGL pyea MAG pyra DAG13 DAG1,
PUFA PUFA
CM1y0y 0,29 0,32 0,31 0,36
tM 1oy -0,07 0,32 -0,07 -0,05
Afl oy 0,29 -0,40 0,28 0,28
Rafmoy 0,76 0,57 0,64 0,52

En gras, corrélation significative avec un niveau e confiance de 95 %

Tableau 45. Corrélation de Pearson entre les parametres de colg moyen les plus pertinents avec les
parameétres du consistographe de chopin (54 % d’eadlistillée pour 100 g de farine).

Consistographe® de Chopin

Pruax  termax Stab
CMlmye | 0,86 -0,56 0,24
tmlny | -0,15 0,75 -0,60
Aflny | -0,08 0,64 -0,66
Rafney | -0,23 0,11 0,24

En gras, corrélation significative avec un niveau @ confiance de 95 %
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rhéologiques attribués a l'oxydation des acidess grar la lipoxygénase (Hoseney al,
1980).

4.3.1.3.2.3 Corrélations entre les parametres pertinents et les activités

enzymatiques endogenes

D’aprés les observations réalisées dans le patagragécédent, montrant une
participation des phénomenes oxydatifs dans lesuvslde couple moyen, les liens entre ces
paramétres de couple et les activités oxydoréaestrde la farine et de la pate ont été
recherchés. Aucune corrélation n’est déterminéee diaictivité LOX endogéne de la farine, la
diminution en activité due aux pétrissages (I'atdiL.OX est treés constante dans I'ensemble
des variétés étudiées, donc peu discriminante)ekanche, I'activité POD endogene de la
farine est corrélée avec tml et Afl (r = 0,75 &) @pnfirmant I'hnypothése de I'oxydation des
acides gras polyinsaturés (PUFA) par les compos#satiniques, particulierement ceux

apportés par la POD.

4.3.1.3.2.4 Corrélations entre les parametres pertinents et les teneurs

en lipides des farines et des pates

Le tableau 44 présente les corrélations de Peaste les paramétres de couple les
plus pertinents et les PUFA des farines (seuledréations montrant une corrélation sont
représentées). Seul Raf est corrélé avec les PUFsAfrdctions AGL (r=0,76) et MAG
(r=0,57), tous deux substrats directs de la L@&pfirmant la contribution du systeme
lipoxygénasique au raffermissement de la patealtegfie les PUFA des fractions DAG1,3 et
DAG1,2 soient corrélés avec Raf (r = 0,64 et Org8pectivment) peut paraitre surprenant
puisque ces derniers ne sont pas substrats deXa C€xi indique une possible oxydation de
ces derniers par les composés hématiniques ouxydation couplée via le systeme LOX.
Par ailleurs, aucune corrélation n’est déterminge des données concernant les caroténoides

endogenes ou oxydés (résultat non montré).

4.3.1.3.2.5 Corrélations entre les parametres pertinents et les
parametres de rhéologie empirique.
Sont regroupés sous le terme parameétres de rhé@agpirique, les paramétres fournis

par les données issues du consistogramtee Chopin , ainsi que les paramétres déterminés

lors des tests a lalvéograghede Chopin et au farinographede Brabender.
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Tableau 46.Corrélation de Pearson entre les parametres de colgpmoyen de la premiére phase de

pétrissage au sitoxygraphe avec les parameétres détenés au farinographe (22 observations complétest

a l'alvéographe (22 observations complétes).

Farinographe® (brabender) Alvéographe® (Chopin)

Hyd Stabint AFF 12 W G P P/L
CM1;0y -0,16 0,27 0,02 -0,63 0,20 -0,45 -0,35
tM 1oy 0,55 -0,28 0,24 0,75 -0,70 0,82 0,83
Aflngy -0,01 -0,46 0,10 0,32 -0,34 0,34 0,42

Rafioy -0,81 -0,28 -0,64 -0,33 0,77 -0,71 -0,76
En gras, corrélation significative avec un niveau @ confiance de 95 %
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Les pates pétries au consistograpfdopin sont constituées de 280 g de farine, 54 %
d’eau distillée et 2 % de chlorure de sodium pdd® & de farine. Le maximum de couple
(CM1) est corrélé positivement avec la pression imale mesurée au consistographe
(tableau 45) avec un coefficient de corrélation @J86, montrant une analogie entre la
consistance maximale atteinte apres la formatiota giite dans ces deux pétrins. De plus, le
temps d’apparition du minimum de couple (tml) estr@é positivement avec le temps
d’apparition du pic de consistance au consistogfaph= 0,75). Enfin, le paramétre de
stabilité (Stab) est négativement corrélé aveddiblissement (Afl), ainsi, plus la pate
s’affaiblit au sitoxygraphe dans la phase initigle pétrissage, moins elle est stable au
consistographe(r = -0,66). Ces résultats montrent une analogige@te entre les paramétres

mesurés au sitoxygraphe et au consistogfaphe

Concernant les corrélations entre les parameétresod@le du sitoxygraphe et les
paramétres obtenus au farinogrdphles corrélations obtenues entre I'hydratation dHgt
tml et entre Hyd et Raf sont difficilement intetjatdes, bien que celle-ci soit de —0,81 pour
ces derniers. En effet, au farinograPhkhydratation est ajustée de maniére & obtené& un
consistance de 500 UB au niveau du pic de développe de la pate. Dans le cas du
sitoxygraphe, la quantité d’eau ajoutée est cotestgoelle que soit la farine, sans tenir
compte de la teneur en eau de celle-ci. Il estrodgo® intéressant de noter des corrélations
entre I'affaiblissement (Afl) au sitoxygraphe etstabilité (Stab int) au farinographér = -
0,46), indiquant que plus la farine est stableaaindgraph®, moins son affaiblissement dans
la phase initiale de pétrissage au sitoxygraphargstrtante. Dans le méme ordre d’'idée, plus
I'affaiblissement & 12 min aprés le pic de dévetappnt au farinograpfieest petit, plus le
raffermissement de la pate (Raf) au sitoxygraphegesnd (r =-0,64). Ces résultats sont
encourageants, mais nécessitent de travailler dassconditions similaires, c’est-a-dire
adapter I'nydratation au sitoxygraphe pour obteleis valeurs de CM1 constante quelles que
soient les farines, ou ajouter une quantité d’éamilaire & celle déterminée au farinographe

Dans ce cas, les corrélations devraient étre andéko

Les corrélations obtenues entre les parametre®u@ec du sitoxygraphe mesurés lors
du pétrissage peuvent par ailleurs étre rechercinéssles parameétres mesurés lors du test a
I'alvéograph@ (tableau 46). Le rapport P/L (indice de viscoétitsf) est corrélé positivement
(r= 0,83) avec le temps d’apparition du minimura douple (tml), tandis qu’il est
négativement corrélé (r =- 0,76) avec le raffesmisent (Raf). Plus précisément, il semble
gue tml permette de prédire le caractére élasfigmacité) d’'une pate, puisqu’il est corrélé
positivement avec P (r=0,82). Au contraire, Ra&frag plutdt reli€é aux propriétés
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Figure 107. Contribution des phénomenes oxydatifsua variations des paramétres de consistancesynthese de
corrélations entre les données d'oxygéne et les ganétres de couple mesurés au sitoxgraphe.
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d’extensibilité de la pate (r =0,77 avec G). Omtpeppeler que tml et Afl sont corrélés
entre eux (r=0,62), expliquant probablement laré&ation obtenue entre Afl et P/L
(r=0,42). Les paramétres W et P sont aussi ésm@htre eux (r = 0,99, donnée non montrée)
expliquant les corrélations similaires trouvéesrentM1l et W (ou P), ou tml et ces

parametres.

Les corrélations entre les parametres de couplssitbxygraphe et les données de
rhéologies empiriques permettent donc de mettreévddence des similitudes entre les
comportement des pates dans ces différents appabailtoute évidence, ces résultats sont a
confirmer, notamment en tenant compte des conditab préparation des pates différentes
entre le sitoxygraphe et les différents appareis rdéologie. Dans ces conditions, les
corrélations entre les mesures de consommation, dOles parameétres rhéologiques

pourraient devenir plus robustes.

4.3.1.3.2.6 Corrélations entre les parametres pertinents et 1’état

d’agrégation des protéines des farines et pates

De faibles corrélations sont observées vis-a-vis dennées protéines des farines
(données non montrées) et les paramétres de cegfdetionnés. Seul le raffermissement
(Raf) est corrélé avec le rapport F1/F2 (gluténideshaut poids moléculaires/ gluténines de

faibles poids moléculaires).

En conclusion, la mesure de la consommation et udEsses de consommation
d’oxygene pendant le pétrissage pour un ensembi8 darines de composition biochimique
différente a permis de discriminer ces farines @apeurs paramétres de consommatiorpd’O
les phénoménes d’oxydation intervenant au courpditissage sont comparables pour les
deux types de pétrissage réalisés au sitoxygrapha bioréacteur. Au niveau biochimique,
les vitesses initiales de consommation d’oxygéeme goncipalement expliquées par la teneur
en PUFA de la fraction AGL des farines. Il est aysebable que des systemes secondaires
(composés hématinigues notamment) participent @axctions d’oxydation. De plus, des
corrélations ont été mises en évidence entre tessgs instantanées de consommation €tO
les parametres de couple définis au sitoxygrapleeréSultat confirme la participation des
phénomenes oxydatifs dans I'acquisition des prtgsiéle la pate. Une synthése est présentée
dans la figure 107 résumant les liens entre donoé&ggene et paramétres de couple du
sitoxygraphe. Par ailleurs, la possibilité de demdées parametres du sitoxygraphe avec des

données de rhéologie classique permet d’entre@opdssibilité de relier les phénomenes
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biochimiques intervenant au cours du pétrissagepaopriétés des pates et au comportement

technologique des farines en panification.

4.3.2 Etude variétale 2002 et 2003 (annexe 5)

Cette étude variétale a été réalisée uniquemernt laveioréacteur sur un ensemble de
12 farines dont 10 de variétés pures (5 en 20@2egt 2003) et 2 commerciales (1 par année
de récolte). L'objectif de cette étude est doupkrmettre la discrimination des farines selon
des critéres de consommation d’oxygéne et selomldeparametres de couple. Un lien entre
les parametres mesurés au bioréacteur et les éastiques biochimiques ou technologiques
des farines est recherché. Cette étude fait I'abjete article publié fourni dans I'annexe 5.
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Figure 108.Effet de I'ajout d'acide L-Thréo ascorbique (0,6 et 2,3 pmol:jms)
sur la courbe de consommation d'@Q les courbes moyenne + ET des 3 est

sont représentées en traits fins.
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4.4 Effets de I'addition d’améliorants connus sur les différentes

parameétres mesurés au sitoxygraphe

L’'objectif de cette partie n’est pas de décrire d&tail I'effet d’'un parameétre de la
formulation, mais de faire varier la composition ldepate, pour travailler sur des pates
possédant des propriétés trés différentes. C’asigpoi nous avons choisi d’étudier les effets
d’additifs connus (acide ascorbique, cystéine, latenet azodicarbonamide (ADA)) ainsi que
de glucose oxydase. La plupart des additifs et raesyutilisés ont déja été caractérisés en
milieu modele et ajoutés dans des pates pétries lavkioréacteur (Ameillet al, 2000a ;
Louarme, 2001 ; Eyoum, 2002), pour tenter d’appadies explications sur les mécanismes
d’oxydo-réduction au sein de la pate. Dans la cddria mise au point du sitoxygraphe, le but
est de fournir quelques points de comparaison amecmesure des phénomeénes pendant le
pétrissage dans des conditions classiques d’hydratat d’apport d’énergie a la pate (au
sitoxygraphe). Lorsque cela a été possible, poseds cette comparaison en travaillant sur
les mémes farines, les effets ont également ét@indesu bioréacteur, la seule différence

était la teneur en eau de la pate.

4.4.1 Influence de I'ajout de composés redox sur les propriétés des pates

Pour chaque additif étudié, les conditions de g&aige sont les mémes que celles
utilisées pour pétrir la farine témoin (CNS). Laea une masse totale de 4 kg, la quantité
d’eau ajoutée représente 60 % de la masse de,ftaimeasse de NaCl représente 1,8 % de
cette masse. Le pétrissage est effectué pendanirkBomprenant 2 min de frasage a 30 rpm
suivies de 23 min a 52,5 rpm. Chacun des subgedtsx est dissous soit directement dans
l'eau distillée (AA, Cys, bromate) soit sous forrnencentrée dans du tampon acétate a

pH 5,6 (cas de l'acide férulique, AF).
4.4.1.1 Ajout d’acide ascorbique

Deux doses d’acide L(+)-ascorbique ont été incaresrdissoutes dans I'eau distillée, a
savoir 100 et 400 ppm (base farine). Ces quardjtdgées représentent respectivement 0,6 et

2,3 umoha.g* ms.
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Figure 109. Effet de I'ajout d'acide LThréo ascorbique (0,6 et 2,3 umol:jms) sur
la vitesse de consommation d'©@dans la partie initiale du pétrissage. les courb
moyenne = ET des 3 essais sont représentées enttréins.
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Figure 110.Effet de I'ajout d'acide L-Thréo ascorbique (0,6 et 2,3 pmol:gms)
sur la vitesse de consommation d'©dans la partie finale du pétrissage. Le
courbes moyenne * ET de 3 essais sont représenténdraits fins.
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Figure 111.Effet de I'ajout d'acide L-Thréo ascorbique (0,6 et 2,3 umol:jms) sui
la vitesse de consommation d'©exprimée en fonctionde I'oxygéne consommeé dal
la pate pendant le pétrissage. Les courbes moyenne ET de 3 essais so
représentées en traits fins.

Tableau 47. Effets de l'ajout de I'AA sur les paramétres extrais de la courbe \b, = f(O,) (les pates
supplémentées en acide ascorbique sont répétées xldois). Voomax €xprimée en pmol.g ms.min,
tyoomax €Xprimée en min, Quoavax €xprimée en umol.g ms. Staly, : critéres de stabilité correspondant
d’'une part au laps de temps depuis le début du pésage (en min) pendant lequel @, > 0,8*Vooyax €t
d’autre part la quantité d’O , consommée pendant ce laps de temps (umai.ms).

V(:)LZMAX L tyoamax Ozvozr\{le Stabo StathlOZ
(umol.g™ ms.min™) (min) (umol.g” ms)  (min) (Mmol.g™ ms)

Témoin (n=4) 0,507 5,89 1,54 8,26 2,62
ET 0,03 0,05 0,03 0,22 0,09

AA 0,6 pmol.g* ms 0,522 5,78 1,71 8,34 2,90
ET 0,002 0,04 0,05 0,06 0,09

AA 2,3 pmol.g’ ms 0,522 5,73 1,70 8,29 2,94
ET 0,01 0,01 0,03 0,11 0,03
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Figure 112 Effet de I'acide ascorbique (0,6 et 2,3 pmolgms sur I
consommation d’QG, au bioréacteur. A. Courbes de consommation d'©
B. Vitesses de consommation d'Dexprimée en fonction du temps. (
Vitesses de consommation d'©exprimée en fonction de l'oxyger
consommeé.
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La figure 108 montre que I'ajout de différentes eksl'acide ascorbique augmente la
guantité d'Q consommé par rapport au témoin. Une dose crossHA® ajouté provoque
une augmentation non proportionnelle de f&a. consommé en fin de pétrissage (5,25
numol.g* ms consommé par la pate témoin contre 5,39 et|5/M8.g° ms consommé par la
pate additionnée de 0,6 et 2,3 pmal* ms respectivement (augmentation de consommation
de 0,14 et 0,18 pmol’gms respectivement). La stcechiométrie de la réactioxydation de
I'AA par I'ascorbate oxydase est de 1 mole g€@nsommée pour oxyder 2 moles d’AA. Si
tout I'’AA était consommé, une surconsommation d& €, 1,15 pmol.g ms devrait étre
observée. Ameille (1998) a étudié la consommatiacide ascorbique dans une pate pétrie
au bioréacteur et montre qu’environ la moitié decile ascorbique introduit (1,2 umét.g
ms) est consommeé a la fin du pétrissage. Nos oatsems sont cohérentes avec ces résultats

pour la dose de 0,6 pmalg™ ms ajoutés mais pas pour la dose supérieure.

Les courbes de consommation ¢'@e pate additionnées en AA se superposent
parfaitement entre 0 et 10 min de pétrissage @dud8). Dans la phase initiale, les vitesses
instantanées de consommation g'€ont identiques lorsqu’on ajoute l'acide ascorbiqu
(figure 109). Ceci implique gqu’en sa présence,Uarité de réactions d’oxydation augmente
(écart quasi-constant de vitesses entre 2 et 6 D@plus, la vitesse maximale est |égerement
supérieure en présence d’acide ascorbique et lendgliilon de vitesse de consommation apres
le passage par laj®@uax €est réduite en présence d'acide ascorbique. G gi€en fin de
pétrissage, apres 11 min, que les vitesses insgggade consommation d’oxygéne des pates
contenant de l'acide ascorbique deviennent Iéganeinérieures a celles de la pate témoin
(figure 110).

Pour les différents essais, lorsqu’on exprime [essges instantanées de consommation
d’O, en fonction de la quantité dxOconsommeé (figure 111), celles-ci sont légerement
inférieures en présence d'acide ascorbique quaaddatité d’'Q consommé est inférieure a
1 umol.g* ms. De plus, aprés avoir atteint 1gOvuax, la présence d’acide maintient une
vitesse de consommation importante pour des gqeantit; consommeées comprises entre 2
et 4 umol.g ms, et en fin de pétrissage, quand 4,5 prfoig d’G, sont consommeés, les

vitesses instantanées de consommation sont idestjopur toutes les pates.

En conclusion (tableau 47), I'ajout d’acide ascque dans la pate augmente lintensité
des réactions d'oxydation dans la pateofyax |égerement supérieur, quantité d'O
consommeée au dmax plus importante), accélére les réactions d’oxyuhatidiminution du
temps d’apparition de la vitesse maximale doxywlatidépendant de la dose ajoutée).

L’action de [l'acide ascorbique est principalemenisible en début de pétrissage,
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Figure 113. Effet de I'ajout d’acide ascorbique sur I'évolution du couple moyel
pendant le pétrissag
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Figure 114. Effet de I'ajout d’acide ascorbique sur I'évolution de I'épaisseur de |
courbe de couple pendant le pétrissa

Tableau 48. Effet de I'ajout d'acide ascorbique sul'évolution du couple pendant le pétrissage.

CMlpoy tMlmoy Stlmoy CMlmey tMlmoy Aflmoy CM2moy tM2moy CM2mey tM2mey
Témoin (n=2) 64,2 2.4 05 562 62 80 636 194 611 242
ET 0,85 0,02 0,12 0,93 0,91 0,08 0,08 0,24 0,29 0,29

T
AA O’Gm“Smo"g 633 24 04 544 74 89 610 238 604 242
ET nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

-1
AA 2’3m“3m°"9 59,6 2,6 15 540 96 56 572 232 567 233
ET 3,06 0,20 1,07 1,47 4,64 1,58 2,30 0,80 1,71 0,16
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l'instant ou la vitesse de consommation deviendriefire a 80 % de ladéuax est identique
(Stalkp = 8,3 min pour toutes les conditions) alors qugolit d’acide ascorbique provoque
une augmentation de plus de 10 % du critere deligtabxprimée en fonction de I'D
consommeé (stafy,). L'ajout d’acide ascorbique dans la pate ouvree utouvelle voie
d’'oxydation, voie en compétition par rapport a eetléja existante dans des pates non
supplémentées. En effet, ce substrat redox (ack@us la compétition sur la consommation
d’'O,) joue le réle d’inhibiteur en ralentissant I'oxyaen de PUFA (Ameille, 1998), tout en
accélerant la diminution d’activité LOX (Delcrat al, 1998). Il déplace probablement les
équilibres chimiques dans les réactions d’oxydationplées en oxydant les thiols de bas
poids moléculaires en disulfures (Grosch et Wie4689 ; Koehler, 2003a, 2003b) et en
modifiant le potentiel redox dans la pate (Pot@87). Les mémes expérimentations réalisées
au bioréacteur conduisent a des différences bepucmins marquées (figure 112), ceci est
probablement lié a la limitation de la vitesse darporation d’Q dans la pate pétrie au

bioréacteur.

L’ajout de I'acide ascorbique affaiblit les valewhs couple. En effet a tout instant, les
valeurs de couple du témoin sont supérieures @&scalu couple des pates avec acide
ascorbique (figure 113). Apres le pic de consigamuis un passage des valeurs de couple
par un minimum vers 6 min pour la courbe témoin,obiserve une reprise des valeurs de
couple aprés 10 min. Il semble que dés que I'ontajde I'acide ascorbique le phénomene de
reprise soit décalé vers des temps de plus enlgoigs. Ainsi, la réaugmentation des valeurs
de couple ne se produit quasiment pas pendantSleni? de pétrissage en présence de 2,3

umol.g* ms d’acide ascorbique.

Les courbes d'épaisseur de couple pour les ess@s at sans acide ascorbique
conduisent & des observations similaires a celéesf avec les courbes de couple moyen
(figure 114).

D’aprés le tableau 48, I'ajout d’'acide ascorbique pas d’effet notable en début de
pétrissage, puisqu’aucun des paramétres calcukst mignificativement différent de ceux
obtenus pour la courbe témoin. Celle-ci présentepiende consistance a 64,2 N.m qui
intervient environ 30 s apres le début du pétrissagrande vitesse. 30 s plus tard (t=2,9
min) les valeurs de couple sont inférieures a 95déocelles du pic de consistance et
I'affaiblissement a lieu trés rapidement dans uenper temps puis ralentit pour atteindre un
minimum du couple (56,2 N.m) a t = 6,2 min, ce igrésente un affaiblissement global de 8
N.m, soit 12,5 % de la valeur maximale. A titre qgaratif, I'affaiblissement moyen a 12 min

obtenu au farinograpfiede Brabender dans le cadre de I'étude variétales 26ur 13
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Figure 115. Effet de I'ajout de cystéine (0,06 et®8 umol.g* ms) sur la courbe
de consommation d'Q. les courbes moyenne + ET sont représentées enits

fins.
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Figure 116. Effet de I'ajout de cystéine (0,06 et 0,23 pmol’gms) sur la vitesse ¢
consommation d'Q, pendant le pétrissage. les courbes moyenne + ET s
représentées en traits fins.
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farines est de 102 + 11 Unités Brabender (soit 20)4La CNS (farine témoin) présente un
affaiblissement & 12 min de 16 % (donnée farindugdp Ainsi, sur I'ensemble des variétés,
I'affaiblissement mesuré avec le farinograPite Brabender est plus important que celui du

sitoxygraphe (valeur moyenne de toutes les vajiétés

En revanche, I'action de I'acide ascorbique esbigssur les valeurs de couple apres le
passage par une valeur minimum vers 7,4 et 9 ralsigau 48). Ainsi, les valeurs de couple
moyen tardent a réaugmenter, les valeurs restédsesadans les pates contenant de l'acide
ascorbique pendant prés de 10 min et le secondeptonsistance n’apparait pas avant la fin
du pétrissage. A la dose de 0,6 pnidlmgs, la valeur de couple finale est comparablella ce
du témoin (environ 60 N.m), signe qu’aprés un effdfaiblissant, I'acide ascorbique
provoque un raffermissement au sein de la pate e@@et apparait plus tardivement dans le
cas de la pate contenant 2,3 umidhgs d’acide ascorbique.

La mesure de la consommation ¢'€ celle du couple sur une pate boulangére petrie
sitoxygraphe, additionnée ou non en acide ascoebprmettent de confirmer que l'acide
ascorbique favorise et accélére les réactions datkyn dans la pate des les premiers instants
de pétrissage (figure 109), provoquant un affasllisent des valeurs de couple dans cette
période traduit par des tm1 plus longs (figure 1B3)n effet améliorant intervient en fin de
pétrissage (dose de 0,6 pmdl.ms) par une amélioration de la reprise de comsistglus
rapide que la pate témoin. On peut imaginer queastion améliorante se poursuit pendant la

phase de repos de la pate. A forte dose (2,3 ptholg), cet effet semble retardé.

On sait que I'action de I'acide ascorbique est elenettre I'oxydation des thiols de type
GSH, responsables du relachement de la pate (GrtstMieser, 1999). Si la reprise de
couple & la dose de 0,6 pmal.ms observée en fin de pétrissage confirme cefiethgse, en
revanche, l'effet affaiblissant observé au débutphss difficile a expliquer. Il est possible
gue laugmentation de consommation gd’'@aduise un état de réactivité de la pate plus
important en présence d’acide ascorbique qui ewraine dépolymérisation accrue des
polyméres gluténiques (rendant peut-étre égalerpleist accessible les thiols de bas poids
moléculaires a neutraliser), conduisant a une dition des valeurs de couple. Une fois
'acide ascorbiqgue consommé, et les GSH oxydéspaigmérisation du gluten pourrait

intervenir et de facon plus rapide que dans une tg@oin en fin de pétrissage.
4.4.1.2 Ajout de L-cystéine

Dans cette partie, nous avons étudié I'effet dexdimses (0,06 et 0,23 umot.gns) de

la L-cystéine monohydratée.
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Figure 117.Effet de I'ajout de Cystéine (0,06 et 0,23 umol’gms) sur la vitesse ©
consommation d'Q, exprimée en fonction de I'oxygéne consommé dans fgte
pendant le pétrissage. les courbes moyenne + ET soaprésentées en traits fins.

Tableau 49.Effets de I'ajout de cystéine sur les paramétresxiraits de la courbe Vo, = f(05). Voomax
exprimée en umol.g1 ms.min?, tyoamax exprimée en min, Qyoavax €Xprimée en pmol.g1 ms. Staly :
criteres de stabilité correspondant d’'une part au aps de temps depuis le début du pétrissage (en min)
pendant1 lequel MO, > 0,8*Vouax €t d'autre part la quantité d’O, consommée pendant ce laps de temps
(umol.g™ ms).

Voamax tvoovax  Oazvozmax Stabo Stabigo2

(umol.g™ ms.min™)  (min) (umol.g” ms)  (min) (umol.g™ ms)

Témoin (n=4) 0,507 5,89 1,54 8,26 2,62
ET 0,03 0,05 0,03 0,22 0,09

Cys 0,06 umol.g'1 ms 0,494 5,73 1,60 8,25 2,75
ET 0,00 0,11 0,07 0,16 0,06

Cys 0,23 umol.g'1 ms 0,434 5,28 1,32 7,68 2,27
ET 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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L’examen des courbes de consommation d’oxygénenabtau sitoxygraphe montre
gue I'ajout de cystéine engendre une légére suotomation d’'Q en tout début de pétrissage
identique pour les deux doses utilisées (figure).1C® phénoméne se maintient tout au long
du pétrissage pour la faible dose de cystéine samaée la consommation d;Q@le la pate en
présence de 0,23 pmof.gns devient inférieure & celle du témoin au-dela5dmin de
pétrissage. On peut tout de méme noter qu’en fipé&tessage, les quantités totales 4’0
consommées par toutes les pates sont trés proeheisoh 5,2 pmol.g ms). Les effets de
I'ajout de cystéine sont plus nets sur les coudewitesses instantanées de consommation
d’'O; (figure 116). En tout début de pétrissage et quelke soit la dose, on peut observer une
activation des systémes consommateurs,,di®t effet est dépendant du temps, c’est-a-dire
gue plus la dose de cystéine ajoutée est grands,|’pffet sur 'augmentation des vitesses
instantanées de consommation £'€t court. Pour la dose 0,23 pmdl.ms de cystéine
ajoutée dans la péate, la courbe de vitesse de gonation est caractérisée par une vitesse
maximale observée plus tot et inférieure a cellééduoin, et une diminution de vitesse moins
importante puisque apreés 13 min, les Yif@viennent supérieures a celles du témoin. Quand
on exprime les vitesses instantanées de consonmt® des différentes pates en fonction
de la quantité d’@ consommé, on s’apercoit qu'au fort dosage en imystdes ViQ sont
systématiquement inférieures a celles du témoileggee soit la quantité d’Oconsommée
sauf en tout début de pétrissage ou elles sonttifges au témoin (figure 117). En
conclusion, l'ajout de cystéine a une pate pétne stoxygraphe et pour une méme
consommation d’'@diminue l'intensité des réactions d’oxydation méhution de la vitesse
maximale d’oxydation, diminution du temps d’apparit du VO,uax de la quantité d'Q@
consommeé au Duax, et diminution des facteurs de stabilité notamnpmir la forte dose
de cystéine ajoutée (tableau 49). Ce phenomeneresiablement provoqué par l'effet
inhibiteur de la cystéine sur la LOX et par congfguwsur le fonctionnement de ce systeme
dans la pate.

Enfin, dans nos conditions d’exprériences aucufférdnce n'a été détectée entre les
parameétres de couple de la pate témoin et de clfgdémentées en cystéine.

4.4.1.3 Ajout d’oxydants chimiques (bromate, ADA)

Bien que non autorisés en Europe et en France ditybi@r, pour des raisons de
toxicité potentielle, le bromate et I'azo-di-carlomde sont deux agents oxydants encore

largement utilisés dans certains pays. Le bromaegt, entre autres d’améliorer la tolérance
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Figure 118. Effet de I'addition de deux doses de bmate de potassium sur |
consommation d'G, de la pate pétrie au sitoxygraphe.
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Figure 119. Effet de laddition de deux doses de bromate de potassium sla
vitesse de consommation d'@de la pate pétrie au sitoxygraphe.
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au surpétrissage et aux fermentations longues,istande I'ADA peut étre utilisé en
remplacement de 'iodate de potassium (oxydantegpi

En premier lieu, 'ADA a été ajouté & la dose deppdn (0,3 pmol.g ms), aucun effet
sur la courbe de consommation d'®a été observé (résultat non montré). Le brondate
potassium a été ajouté a la dose de 125 ppm (Or&7.gi* ms) et 375 ppm (2,6 pmotigns).
Louarme (2001) rapporte qu'entre 40 et 160 ppm denhte ajouté a la pate pétrie au
bioréacteur, aucune modification de la consommatib@, n'est observée. Il précise
également que le bromate n’influence pas I'actiki®X en milieu aqueux a la dose de 1 mM.
Au sitoxygraphe, dés la dose de 0,87 pnbirgs, la consommation est plus importante que la
consommation témoin (figure 118). L’effet du bromatir la consommation dx@emble étre
dose dépendant avant 12 min de pétrissage. Apremihi2 la courbe d'@ de la pate
additionnée de 0,87 umof-gns de bromate maintient une consommation fortelisaque la
pate additionnée de 2,6 umat.gis se rapproche de la courbe témoin. L'examervitesses
instantanées de consommation g'@ontre que seules les vitesses instantanées de
consommation initiales (t< a 5 min) et intermédiai(entre 9 et 15 min) sont Iégerement
supérieures a celles du témoin pour la pate contéh@87 pmol.g ms. De facon différente, la
pate supplémentée avec 2,6 umolgs présente desi®, nettement supérieures a la courbe
témoin jusqu'a 5 min de pétrissage (avec un é@af,85 pmol.g ms.min’) puis deviennent
inférieures au-dela (figure 119). Si on comparevdlgtion des vitesses instantanées de
consommation de ces différentes pates en fonctola djuantité d’'@ consommée au cours
du pétrissage, on voit que quand la quantité& d@sommée est inférieure & 1,5 pumodings,
la pate qui contient 0,87 umof-gns de bromate a des vitesses instantanées denumasion
légérement inférieures au témoin tandis que la gétéenant 2,6 umol'gms est strictement
identique au témoin (figure 120). Pour les patgpmentées en bromate, I'apparition de la
vitesse maximale de consommation est décalée vesquantité d’'@ consommée plus
grande (environ 0,15 pmol‘gns), puis les vitesses sont maintenues fortesiaet fa mesure
du pétrissage (et de la consommationi’Qusqu’a la fin du pétrissage pour la dose d&¢ 0,8
pumol.g* ms, tandis qu'aprés 3,5 pmot.gns d’G consommé les vitesses instantanées de
consommation d’@de la pate contenant 2,6 pmdil.ms chutent rapidement et deviennent

inférieures au témoin aprés 4,5 umdlgs d'G, consommé.

En résumé, le bromate de potassium accélere lewptanes d’oxydation (traduits par
la consommation d'¢) en diminuant le temps d’apparition du Mfx de facon
proportionnelle et en augmentant la quantité,df®nsommée au VLax sans modifier la
valeur de cette derniére (tableau 50). L'additien domate ne modifie pratiguement pas
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Figure 120. Effet de I'addition de deux doses de bromatie potassium sur la vitess
de consommation d'Q exprimée en fonction de I'oxygéne consommé de l&étp
pétrie au sitoxygraphe.

Tableau 50.Effets de I'ajout de 2 doses de bromate de potasgiusur les parameétres extraits de la courbe
Vor = f(02). Voawax exprimée en pmol.gd ms.min’, tyoouax €xprimée en min, Quoawax €Xprimée en

pumol.g' ms. Staly : critéres de stabilité correspondant d’une part a laps de temps depuis le début du
pétrissage (en min) pendant lequel XD, > 0,8*Voomax €t d’autre part la quantité d’O, consommée
pendant ce laps de temps (umolgms).

Vozmax tvoomax  Oazvoamax Stabo Stabigo2

(umol.g' ms.min™) (min) (umol.g™ ms)  (min) (umol.g™ ms)

Témoin (n=4) 0,506 5,87 1,55 8,27 2,66
ET 0,02 0,07 0,04 0,19 0,12

KBrO5 0,86 umol.g™ ms 0,494 5,63 1,69 8,38 2,89
ET nd nd nd nd nd

KBrO; 2,6 umol.g'1 ms 0,500 5,22 1,68 7,93 2,91
ET nd nd nd nd nd
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Figure 121. Effet de I'ajout de deux doses de brornm de potassium (0,87 eR,€
pmol.g* ms) sur I'évolution du couple pendant le pétrissae

Tableau 51. Effet de I'ajout de bromate de potassi sur les parametres extraits de la courbe de coupl

moyen

CMlpey tM1noy Stlmey CMlpoy tMlpoy Aflne, tALpe

CM2moy tM20y St2moy CM2moy tM200y Af2poy

Témoin n=3
ET

55 7,6 31 63,5 20,3 111
1,3 0,7 1,4 0,3 1,6 0,5

61,0 24,1 2,5
0,4 0,3 0,2

KBrO; 125
ppm

5,9 6,8 3,5 62,4 22,3 9,7

60,9 24,0 1,5

KBrO; 375
ppm

63,9 2,5
0,7

60,4 2,4

68,7 2,4

120 85 9,5 62,0 15,0 nc

53,0 243 9,0
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Figure 122. Effet de I'ajout de deux doses de brortmde potassium (0,87 et 2,6 umol’gns)
sur I'évolution du couple pendant le pétrissage

Tableau 52. Effet de I'ajout de bromate de potassia sur les paramétres extraits de la courbe d’épaissir

de la courbe.
CMle tM1g, Stley Cmie, tmile, Afl, tAle|CM2e, tM2,, St2., Cm2e, tm2e, Af2ep d:LéFe
Témoinn=3 |569 25 03 469 61 100 36| 567 192 88 524 237 43 45
ET 2,0 0,1 0,1 1,4 2,3 0,7 2,3 1,1 0,1 1,7 0,7 0,3 0,4 0,4
KBrO; 125 ppm| 546 24 04 454 53 92 29 |571 178 72 534 240 37 62
KBrO;375ppm| 699 24 1,8 524 120 174 96 | 536 154 nc 414 250 12,3 96
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l'instant ou la vitesse de consommation gl'@vient inférieure a 80 % de la Vi x, mais
augmente la quantité dx@onsommeée pendant cette période.

Ces résultats sont surprenants car les réactiomsqekes impliquant le bromate dans la
pate décrites dans la littérature ne font pasvetar directement I'Q Cependant, les thiols
oxydés par le bromate peuvent intervenir dans destions impliquant '@ diminuant du

méme coup la compétition vis-a-vis de I'utilisatida ce dernier.

Le fait d’ajouter du bromate de potassium dansae provoque de nets effets sur les
valeurs du couple moyen pendant le pétrissager€fidl). En fonction de la dose ajoutée, la
nature des effets est différente. A la dose depib (0,87 pmol.g ms), I'effet principal est
un léger affaiblissement des valeurs de coupleeft@t, les valeurs maximales (CM1) et
minimales (Cm1) de couple sont diminuées de 5 %rqaport au témoin (tableau 51) alors
qgue le second pic de consistance (CM2) est idemtigour la pate témoin et la pate
supplémentée en bromate (0,87 unibhgs). Dans le cas de cette derniére, ce seconespic
[égerement décalé (environ 2 min) vers les temps phportants (tableau 51). A cette dose,

on obtient donc un effet affaiblissant global quitefois s’atténue en fin de pétrissage.

Au contraire, lorsqu’on ajoute un excés de bron{@6 pmol.g* ms), l'allure de la
courbe de couple (figure 121) est totalement difiée, puisque les valeurs de couple sont
supérieures a celles du témoin jusqu'a 15 min. s,pméme si vers 15 min une légére
augmentation (reprise) des valeurs de couple esereée, le couple diminue de fagon
réguliere au-dela. Dés lors, les paramétres détésnsont totalement différents du témoin
(tableau 51), augmentation de 7,6 % du premiedpiconsistance (CM1 = 68,7 N.m au lieu
de 63,9 N.m), stabilité initiale plus longue (Stl1,2 min au lieu de 0,5 min), affaiblissement
plus important (Afl = 8,5 N.m contre 7,6 N.m) etré@® plus longue de cet affaiblissement
(tA1 = 9,5 min au lieu de 3,1 min), tres |égérerimpde consistance dans seconde période de
pétrissage (CM2 — Cm1 = 1,7 N.m au lieu de 7,1 Netrfprt affaiblissement des valeurs de
couple (Af2 =9 N.m au lieu de 2,5 N.m).

En outre, 'examen de I'épaisseur de la courbeasle ne montre aucune différence
entre la pate témoin et celle contenant 0,87 proig puisque les deux courbes sont
superposées (figure 122). En revanche, les dift@®msont nettes entre le témoin et I'essai
réalisé en présence de 2,6 umblmgs de bromate et encore accentuées par rappettea ¢
observées sur le couple moyen. La comparaison aldeaux 51 (couple moyen) et 52

(épaisseur) montre par exemple que les ratios heohtémoin passent de :
» 1,08 & 1,23 pour CM1;
» 2,4 a6 pour Stl ;
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Figure 123. Effet de I'ajout de 30 ppm d’azodiarbonamide (ADA) sur I'évolution du

couple pendant le pétrissag
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Figure 124. Effet de I'ajout d’ABTS (0,5 pmol.g* ms) sur I'évolution du couple

moyen pendant le pétrissag
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Figure 125. Effet de I'ajout d’ABTS (0,5 pmol.g" ms) sur I'évolution du couge moyer

pendant le pétrissage.
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« 1,12 2 1,74 pour Afl ;
« 3,6 & 2,86 pour Af2 ;
« 5,4 &4 6,3 pour 'affaiblissement total (CM1 — Cm2).

Ce dernier résultat souligne l'intérét de conserless données sur les parametres

d’épaisseur de couple.

L'effet de 'ADA (0,3 pmol.g* ms) sur le couple moyen (figure 123) est similaire
I'effet du bromate (dose de 0,87 umdims), les valeurs des pics de consistance et duie€ou
minimum sont identiques et diminuées de 5 % pgpogpau témoin. En revanche, I'effet de
I’ADA 30 ppm est différent vers la fin du pétrisgadl entraine une augmentation du couple
aprées 10 min de pétrissage pour atteindre desungalsupérieures au premier pic de
consistance vers 15 min (60 N.m). Le couple atteaptés 24 min représente une
augmentation de 8,4 %, les valeurs de couple restables autour de cette valeur (65,3 N.m)

en fin de pétrissage.
4.4.1.4 Ajoutdel’ ABTS

Dans la suite du travail, nous avons entreprisudiér le mécanisme d’action de la
laccase au sein de la pate pendant le pétrissagdatcases sont peu spécifiques, et ont donc
un large spectre de substrats redox potentiels ldapate tels que les acides cinnamiques ou
d’autres composés phénoliques comme la tyrosinge @azyme est également utilisée pour
oxyder des composés difficilement oxydables ensatilt des médiateurs d’oxydation. Etant

un trés bon substrat, 'ABTS est potentiellemenmédiateur modéle intéressant.

Nous avons donc mesuré l'effet de ce composé ajpeué dans la pate au cours du
pétrissage. Aux doses de 0,5 et 1 pumbhgs d’ABTS ajoutés, nous n'observons pas de
différences entre les courbes de consommation d€3 pates supplémentées et la courbe

témoin (résultats non montrés).

Nous avons examiné l'effet de 'ABTS ajouté seuhsléa pate sur la mesure du couple
au cours du pétrissage. L'ajout d’ABTS, & la dose 05 umol.gd ms, conduit & une
diminution systématique du couple moyen (figure)l&brs qu'il est sans effet notable sur

I'épaisseur de couple (figure 125).
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Figure 126. Courbes de consommation d’oxygéne mes# au sitoxygraph
pour des pates non levurées additionnées de glucase/dase (GOX, 5 nkat.g
ms), de glucose (Glc, 40 g) et de NaCl (1,8 %) podes pates de 4 kg (55
d’eau.100 ¢ farine).
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Figure 127 Cinétique de consommation d’oxygéne mesurée au iygraphe
pour des pates non levurées additionnées de glucaseydase (GOX, 5 nkat.d
ms), de glucose (Glc, 40 g) et de NaCl (1,8 %) podes pates de 4 kg (55
d’eau.100 ¢ farine).
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4.4.2 Effet d’'oxydoréductases sur les parameétres mesurés au sitoxygraphe

4.4.2.1 Effet de la glucose oxydase
4.4.2.1.1 Sur la consommation d’'O,

La glucose oxydase est une enzyme intéressantespsuwaffets ameéliorants sur les pates
souvent préconisées dans les formulations (VemllilagtaHoseney, 1998 ; Rasiadt al,
2005 ; Bonett al, 2006 ; Hanft et Koehler, 2006).

Tout d’abord, nous avons étudié I'effet de I'ajolet GOX dans des pates dont la base
est composée de farine Corde Noire spéciale etud’ba masse de pate est maintenue
constante a 4 kg. A 100 g de farine et 55 mL d'saut ajoutés (ou non) 0,43 pkat d’activité
GOX (Lyven), 1,54 g de glucose et 1,8 g de NaCl.figare 126 présente les courbes de

consommation d'@obtenues.

En premier lieu, en absence de GOX, l'ajout de agec provoque une légere
surconsommation d’oxygene au début du pétrissagmestfaible sous consommation en fin
de pétrissage. Il est possible que suite a I'ajeuglucose, une modification de la disponibilité
de l'eau affecte les systémes enzymatiques respl@ssale la consommation d’oxygéne.
L’ajout simultané de chorure de sodium conduit @ nette diminution de la consommation
d’'oxygene en début de pétrissage mais avec untisdement moins prononcé dans la
seconde phase du pétrissage. Ainsi, la figure 12Wtm qu’'en présence de chlorure de
sodium, la vitesse est fortement ralentie pendanblpremieres min du pétrissage puis passe
en-dessus du témoin (avec ou sans glucose) awddl@ min. L'effet inhibiteur du NaCl sur
le systtme LOX est probablement responsable desseés initiales plus faibles (Nicolas et
Potus, 1994). Moins active en début de pétrisdageQX peut poursuivre son action en fin
de pétrissage. Ces résultats soulignent I'impodashe la formulation sur les phénomeénes

oxydatifs a I'origine de la consommation ¢'@e la pate.

Lorsqu’on ajoute de la GOX sans glucose, une ssaomation d’Q finale d’environ
1 pmol.g" ms est observée. Selon Poatsl. (1994) la teneur en glucose libre dans la farine
est proche de 0,3 m@gms (environ 1,6 pmolhms ou encore 1,88 mM dans la phase
agueuse de la pate). Aprés 15 min de pétrissagihsence de levure, cette teneur passe a
1,7 mg.g* ms (environ 9,4 pmollms ou encore 10,6 mM dans la phase aqueuse). Nos

résultats montrent donc que tout le glucose imitrednt présent dans la farine gefortiori
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Figure 128 Cinétique de consommation d'oxygéne mesurée aucsiygraphe e
exprimée en fonction de la quantité d’'Q consommée pour des pates additionné
de glucose oxydase (GOX, 5 nkat’'gms), de glicose (Glc, 40 g), et de NaCl (1,8 ¢
pour des pates de 4 kg (55 g d’eau.100 darine).
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Figure 129. Représentation de l'attribution de la itesse de consommation a
GOX en fin de pétrissage Evolution de la différenceentre la vitesse d
consommation d’O, exprimée en kat.g" ms avec ou sans Gox, pour des pa
formées de farine et d’eau, de glucose ou non et NaCl ou non
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celui formé pendant le pétrissage) n'est pas consdpar la GOX. Cette observation peut
s’expliquer par les conditions dans lesquelles&eude la réaction enzymatique catalysée par
la GOX. En effet, les constantes d’affinités (askies au Km) de la GOX sont
respectivement de 0,48 mM vis-a-vis deJl'€n milieu saturé en glucose et de 22 mM vis-a-
vis du glucose (Garcia, 2000). Ainsi, au début dtripsage, les concentrations des substrats
sont voisines de 0,25 Km pour b@et voisine du Km en fin de pétrissage, avec dreaune
compétition vis-a-vis du systeme LOX) et infériesiee0,1 Km pour le glucose ( < 0,6 Km en
fin de pétrissage). D’'apres les vitesses instaata®s (figure 127), la GOX ne fonctionne que
faiblement au début du pétrissage alors qu’ellephst active dans la seconde partie. Il est
probable que les systemes endogenes (le systemePILMA-O, notamment) fonctionnent
majoritairement en début de pétrissage puis deei@nmoins actifs apres 10 min de
pétrissage, la glucose oxydase prenant ensuite elaisr (vitesses instantanées de
consommation forte en fin de pétrissage (figure)) 2ouisque la compétition sur I!Cest

moindre avec les systémes enzymatigues endogéenes.

Par ailleurs, I'ajout simultané de glucose a ung Epplémentée en GOX (avec ou
sans NaCl) provoque une nette surconsommation géne tout au long du pétrissage (figure
126). Celle-ci est de 4 pmof:gns aprés 25 min de pétrissage. L'ajout de 1,54 gldcose
pour 100 g de farine humide conduit & une augmientate la concentration en glucose libre
de 100 pmol.g ms ou encore 120 mM dans la phase aqueuse deelaDsss lors, la GOX se
trouve en présence d'une concentration en glucapérieure a 5 Km et donc dans des

conditions nettement lus favorables a I'expressi@son activité.

L’examen des vitesses en fonction des quantitésydéne consommeée (figure 128)
montre pour le témoin une cassure vers 4 pntahg. Celle-ci pourrait étre expliquée par la
consommation quasi-totale des PUFA oxydables ptesiams la farine utilisée par le systeme
LOX (figure 99). Cette cassure également observdéepeisence de glucose (moins
nettement), ne I'est plus en présence de NaCl. bamtkernier cas, il est possible que le NaCl,
en ralentissant I'activité LOX au début du pétrigsgprotége cette activité d’'une dénaturation
rapide. En présence de GOX, aucune cassure n'sstw@e puisque le systeme GOX-glucose
est toujours fonctionnel en raison du large excesgtucose par rapport a l'oxygene
disponible.

L’examen des vitesses en fonction du temps desgéage (figure 127) montre que des
les 5 premiéres min de pétrissage, les vitessgaésence de GOX sont systématiquement
supérieures a celles des pates équivalentes saksa@@ un surplus maximum de vitesse de

0,1 pmol.g' ms.min’. Au-dela de 10 min, cet écart s’accroit d’autdos mettement que I'on
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passe d'une pate GOX seule, a une pate avec GAMcosg + chorure de sodium et enfin a
une pate GOX + glucose (figure 127).

Dans ce dernier cas (pate GOX + glucose), en fipé&tassage et en considérant que
I'apport d’'O; est constant au sein de la pate, que la quaritputose disponible est en large
exces et que les autres systémes enzymatiquegpsordctifs, soit parce que les substrats
redox sont quasiment épuisés et/ou que les enzgomdargement dénaturées (confirmé par
les vitesses instantanées de consommation faiblés de pétrissage pour la pate témoin), on
peut émettre I'hypothése que la vitesse de consdimmfinale est uniquement due a I'action
de la GOX. De plus, I'bD, formé lors de la réaction de transformation dwcgée en acide
gluconique est fortement inhibiteur de la LOX (\éatd, 2000). La figure 129 montre la
différence entre les vitesses instantanées de oonation a chaque instant entre une pate
contenant et ne contenant pas de GOX (pour attrilue vitesse de consommation a la GOX
seule). Pour chaque pate (témoin, glucose, gluetsdlaCl), le surplus de vitesse de
consommation tend vers une valeur constante, régpeent 0,045, 0,18 et 0,14 umot.g
ms.min' soit 0,75, 3 et 2,25 nkat'gms. Au maximum, 3 nkatyms peuvent donc étre
attribués a l'action de la GOX & comparer aux 5tigkams incorporé a la farine. Ceci
correspond a une diminution d’activité voisine @2% ce qui confirme les résultats obtenus
par Rakotozafyet al. (1999) et Garcia (2000) qui ont observé une dinamute 30 % de

I'activité GOX extractible aprés 20 min de pétrigsau consistograpfie
4.4.2.1.2 Sur les parameétres de couple

Dans toutes les pates étudiées composées soitimdeafarine et d’eau, soit a partir de
farine, d’eau et de glucose, soit a partir de fgrisieau, de glucose et de NaCl, nous avons
étudié I'effet de I'addition de 5 nkat'gns d’activité GOX. Sur le couple moyen, I'ajout de
GOX renforce la résistance moyenne de la pate agaga du bras pendant le pétrissage
(figure 130). Plus précisément, I'ajout de GOX gpfite témoin (composée uniquement de
farine et d’eau) augmente les valeurs de coupleir@m 5 N.m) pendant le pétrissage, de
facon plutét constante (figure 130.A). Entre 0 etm&, I'écart par rapport a la courbe
moyenne témoin est a la limite de la significaévites données de couple viennent ici
compléter les données GOEnN effet, bien que peu active (effet a peineblgsisur la
consommation d'@(figure 126) en début de pétrissage), des dift@emues a la présence de
GOX sont observées sur les données rhéologiques8 dam. Apres 10 min, I'effet est
accentué. On observe un raffermissement plus irapbde prés de 7,5 N.m vers 15 min par

rapport a la courbe moyenne témoin.
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En présence de glucose et GOX (figure 130.B), flemaissement observé par rapport
au témoin est plus important entre 10 et 15 miartét’environ 10 N.m), tandis qu’en fin de
pétrissage vers 25 min, les valeurs de couple maemnuent fortement en devenant
inférieures a 50 N.m. En présence de GOX et d'ueexle glucose (40 g) avec ou sans NaCl,
les pates sont peu tolérantes au surpétrissages dlmns noté que ces pates sont totalement
déstructurées, en sortie de pétrin, granuleuses@sistantes. Par ailleurs, il est important de
noter I'effet du glucose seul ajouté a la pateuel (en absence de sel) provoque un pic de
consistance moyen initial semblable a celui du i@n@5 N.m), ralentit I'affaiblissement des
valeurs de couple et maintient des valeurs sup@&sedienviron 5 N.m par rapport a la pate
témoin. Ces deux derniers effets sont égalemermroés en présence de NaCl (figure 130.C).
Il est possible que I'ajout de glucose modifiedpartition de I'eau au sein de la pate et mime
un effet de sous hydratation. En présence de G@Xré 130.B), il est peu envisageable que
la quantité de glucose consommée modifie la réfartd’eau entre les constituants de la pate
et il est possible que ce soit la production £Dkiqui soit responsable des effets rhéologiques
constatés (déstructurants entre 0 et 7 min, strarttsi entre 7 et 16 min et déstructurants au-
deld). Lorsque du NaCl est ajouté, seuls les etfétructurants apparaissent au-dela de 14
min de pétrissage (figure 130.C).

Cette observation souligne I'importance du NaCl kurconsistance des pates. Le
sitoxygraphe fait apparaitre des différences ingmés sur les mesures de couple et I'effet du
NaCl (modification de la force ionique, modificatiales propriétés des protéines) semble

pouvoir étre étudié et caractérisé de manierefplesavec cet appareil.

L'’examen de l'effet de l'ajout de GOX dans les pé&teidiées sur I'évolution de
I'épaisseur du couple pendant le pétrissage comgloitalement aux mémes remarques que
celles faites ci-dessus, c’est-a-dire I'effet rafiessant lors de I'ajout de GOX et en présence
de glucose déstructuration de la pate en fin despége. En revanche, I'effet raffermissant
est accentué en milieu de pétrissage en présené®de(figure 131. B et C ) tandis que les
effets des ingrédients sont moins soulignés. Lapawaison des courbes de couple moyen et
d’épaisseur (figure 131.B) montre que le glucosenaeffet constant sur le couple moyen
(+ 10 N.m) tout au long du pétrissage alors queal&disparait sur I'épaisseur au-dela de 10
min de pétrissage (effet possible sur la répartitie 'eau dans la pate). L’ajout simultané de
GOX donne une allure similaire pour les deux cosirgdeec un effet structurant (pra rapport
au témoin) jusqu’a 17 min de pétrissage (effet ipbssle la production d’bD,).

Par la suite, nous avons caractérisé les effesrods sur les parametres décrits dans les

chapitres précédents extraits des courbes d’épaigeecouple. La synthése des résultats est
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Tableau 53. Synthése de résultats : effet de I'ajoude Glucose oxydase (GOX, 5 nkathms) sur les
parameétres extraits de la courbe d'épaisseur de cple pendant le pétrissage (en présence de gluco&dc)
et de glucose et de NaCl (Glc + NacCl).

CM1 tM1 Stl Cml tm1l Afl TAf
(N.m) (min) (min) (N.m) (min) (N.m) (min)
Témoin
) 99,4 2,6 1,3 55,6 22,9 43,8 20,4
n=
ET 4,1 0,2 0,2 0,9 1,2 3,2 0,9
Glc 108,9 2,7 2,1 56,1 23,4 52,8 20,7
ET 1,4 0,5 0,0 2,9 0,2 4,3 0,3
Glc +
88,0 6,9 2,7 62,6 22,2 25,5 15,3
NacCl
ET 4,6 1,7 1,4 14 0,1 3,2 1,8
GOX 104,9 3,0 1,5 66,1 24,0 38,8 20,9
ET 2,5 0,3 0,4 4,3 0,6 18 0,3
Glc +
100,1 3,9 2,1 47,9 24,3 52,2 20,4
GOX
ET 2,3 15 0,3 2,6 0,2 0,3 1,3
Glc +
92,3 2,6 8,2 45,0 24,1 47,3 21,5
NaCl + GOX
ET 3,0 0,2 1,3 0,0 0,1 3,0 0,1
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dans le tableau 53. L'allure des courbes (pateatgdra 55 %) ne fait pas apparaitre de
second pic de consistance, ni de second minimumvadiesirs, nous n’avons donc pas pu

déterminer ces parametres.

L’'ajout de GOX entraine une augmentation des valdurpic de consistance (CM1) de
5,5 N.m (5,5 %), et du minimum de couple (Cm1) 8¢6IN.m (18,8 %). Ceci entraine une

diminution de l'affaiblissement (Afl) de la consiste de la pate.

L’ajout de GOX en présence de glucose provoqueffien gtabilisant qui se traduit par
I'apparition plus tardive (3,9 min contre 2,6 mioup le témoin) du pic de consistance (tM1),
un maintien plus long (2,1 contre 1,3 min pourdmoin) des valeurs de couple au dessus de
95 % de la valeur du pic de consistance (Stl).ewanche, I'épaisseur minimum (Cm1l) est
plus faible de 7,7 N.m par rapport au témoin dfdialissement Afl est 20 % (52,2 N.m) plus

fort que celui du témoin (43,8 N.m).

En présence de glucose seul, le pic de consis{@idda = 108,9 N.m) est 10 % plus
important par rapport au témoin (CM1 = 99,4 N.m)estvaleurs de couple supérieures a 95

% du pic sont maintenues pendant 2,1 min au liel,8lenin pour le témoin (Stl).

En présence de NaCl, la GOX limite la diminution amsistance sur le premier pic
(CM1) a 7 % contre plus de 11,5 % sans GOX (88 pamrapport a 99,4 N.m) et accentue la
stabilité des valeurs (St1 = 8,2 min contre 1,3)miNptons enfin qu’Ameillest al. (2000a)
observent un effet raffermissant transitoire dentdmps d’apparition dépend de la dose de
GOX utilisée. L'effet raffermissant transitoire avke sitoxygraphe pour une pate farine-eau-
chlorure de sodium-glucose se situe vers 10 mipéiéssage et permet un gain de couple de
5 N.m. Selon ces auteurs, I'ajout de GOX, en fasgamnt du peroxyde d’hydrogéne active la
peroxydase dans la pate. Celle-ci va permettre élfication oxydative des pentosanes
expliquant ainsi I'effet raffermissant transitoirBien que non formellement identifiés, la
formation de réseau mixte pentosanes protéinete oenforcement des pontages protéiques
via les ponts dityrosine (Hanft et Koehler, 2008, di-sulfures (Neukom et Markwalder,
1978 ; Hoseney et Faubion, 1981 ; Vemulapalli eséthe@y, 1998 ; Tillewt al, 2001 ; Hanft
et Koehler, 2005 ; Piber et Koehler, 2005 ; Nicaasal, 2007) pourraient étre a l'origine des

phénomeénes observés.
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Tableau 54. Constantes cinétiques (Km en mM, et Vren nkat.mL™) déterminés pour chacune des
enzymes a pH = 4 et a 30 °C pour différentes subats redox et calcul des efficacités catalytiques fi=
Vm / Km exprimée en pourcent de I'efficacité de P@is-a-vis de I'AF).

Substra AT K1 PC B TSN
Kml 0,09 1,06 0.15 0.12 0.08
AF vm 405 152 760 409 126
Eff 89 2.8 100 (5,06%) 68 33
Kml o011 0.17 0.0 0.10 0.06
AS vm 548 411 601 488 150
Eff 99 48 265 98 53
Kml 236 0.63 4.82 47,83 8.81
ApC vm 190 3 700 1907 83
Eff 1,6 0,09 2.9 0,79 0,19
Kml 127 1.25 1,04 1,32 2.01
AV vm 370 10 580 278 88
Eff 5,7 0,16 11 42 0,87
Kml| 0.5 0,38 0.12 0.17 0,09
ABTS vm 578 367 736 443 149
Eff 74 19 121 53 33
Kml 003 112 0.03 0.05 0.06
ASR vm 372 154 621 345 124
Eff 238 2.8 398 145 42

* |a valeur entre parenthéses (efficacité de PC vg-vis de I'acide férulique a pH 4) est exprimée en

pkat.mLmMm ™,

Tableau 55 Constantes cinétiques (Km en mM, et Vm en nkat.mt) déterminés pour chacune des
enzymes a pH = 5,6 et a 30 °C pour différentes sulats redox et calcul des efficacités catalytiqueEff =

Vm / Km exprimée en pourcent de l'efficacité de PCvis-a-vis de I'AF). Entre crochets, efficacité en
pourcent de I'efficacité de PC vis-a-vis d’'AF a pH= 4.

Substra AT K1 PC B TSN
Km 0,08 0,66 0,08 0,08 0,05
AF vm 224 175 194 157 55
Eff | 115[55] 11[5,3] 100 (2,43) 77 [37] 45 [22]
Km 0,08 0,05 0,04 0,03 0,03
AS Vm 250 214 175 128 53
Eff | 137[66] 177 [85] 197 [95] 174 [84] 81 [39]
Km 0,59 3,29 1,06 1,81 3,94
ApC vm 177 5 161 141 85
Eff 12,4 [6] 0,06 [0,03] 6,3 [3] 3,2 [1,5] 0,89 [0,43]
Km 0,16 2,23 0,60 0,45 0,58
AV Vm 178 12 197 136 52
Eff 47 [23] 0,22 [0,11] 14 [6,7] 12,5 [6] 3,7[1,8]
Km 0,06 1,62 0,12 0,18 0,11
ABTS vm 173 135 162 136 52
Eff | 127[61] 3,4 [1,6] 55 [26] 31[15] 19 [9,1]
Km 0,03 1,50 0,04 0,03 0,04
ASR Vm 182 199 158 123 50
Eff | 231[111] 5,5 [2,6] 155 [74] 155 [74] 47 [23]

* Ja valeur entre parenthéses (efficacité de PC vi&-vis de I'acide férulique a pH 5,6) est exprimée

en pkat.mLt.mM™.
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4.5 La laccase : une enzyme potentiellement intéressante en panification

La démarche mise en ceuvre pour étudier les enzigagsus prometteuses a été dans
un premier temps de caractériser en milieu modattidn des enzymes (spécificité), valider
'action de celles-ci au sein de la pate liquideoi@acteur). A ce stade, deux enzymes
candidates ont été retenues : PC (extrait brukletenzyme pure). Leur étude (purification
de 'enzyme PC, inhibition par le chlorure de sadljwa fait I'objet de deux stages de niveaux
BTS et un master (Jeanneau, 2005), et une synttéserésultats est présentée. Une
caractérisation plus fine des mécanismes d’act®oes enzymes sur les substrats potentiels
se trouvant dans la pate (étude de I'oxydationateposés phénoliques en mélange) au pH de
celle-ci a été entreprise. En paralléle a cettdeétbéorique, nous avons également caractérisé
I'action des enzymes choisies pendant le pétrisGamgesommation d’'g@ mesure de couple),

leurs effets sur les protéines pendant le pétresaatsi que I'effet sur les produits panifiés.

4.5.1 Etude préliminaire : sélection de deux laccases potentiellement

intéressantes en panification (milieu modéle)

Pour étudier l'intérét potentiel des laccases, Ibtems d’enzymes ont été fournies par
la société Puratos :
« 3 extraits bruts de couleur brune (PC, TB, TSN)
« 2 extraits semi-purifiés, I'un de couleur jaune JAT I'autre de couleur bleutée
(K1) purifiée (Arnautet al, 2006).

4.5.1.1 Détermination des constantes cinétiques en milieu

modeéle

Afin de sélectionner, les enzymes les plus prorusés, les constantes cinétiques de
chacune des enzymes ont été déterminées par palphig vis-a-vis de substrats phénoliques
endogenes (acide férulique (AF), acide sinapiqu8)(Aacide vanillique (AV), acidpara-
coumarique (ApC) , tyrosine (Tyr)), exogénes (acilgingique (ASR)) et synthétique
(ABTS) a pH = 4 et a pH = 5,6. Les résultats (KnVat) obtenus sont présentés dans les
tableaux 54 et 55. Dans la pate de farine, leserttr&tions en substrats phénoliques sont pour

la plupart d’entre eux tres faibles et largemeférieures au Km, ce qui signifie que la vitesse
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de la réaction enzymatique pour chacun des substsatproportionnelle % . ('équation

de Michaelis-Menten se simplifie en= % S , si S est tres petit). Dés lors, la mesure de

I'efficacité de I'enzyme %) revét une importance particuliere pour appréder

comportement des enzymes dans la pate. Les efésgcapport Vm / Km) sont exprimées en
pourcent de l'efficacité de PC (enzyme la plus emticée) vis-a-vis de l'acide férulique

(acide phénolique le plus abondant dans les pates).
4.5.1.1.1 apH =4 eta 30 °C.

Un examen global du tableau 54 montre tout d’abqué parmi les extraits bruts
enzymatiques, PC semble étre I'enzyme la plus cdree puisqu’elle présente les Vm les
plus forts quel que soit le substrat oxydé. La tsmtuenzymatique K1 probablement la plus
pure car de couleur bleutée, ce qui est logiqguequil s’agit d’'une enzyme recombinante
purifiée en plusieurs étapes (Arnattal, 2006), est aussi parmi les moins concentréesn Si
s'intéresse aux constantes d’affinités, on peue djue toute les laccases étudiées sont
singulieres, en effet, la comparaison des enzyneea-vis des Km pour un méme substrat
montre gu’elles sont différentes, mais, a I'exoeptde K1, les ordres de grandeurs sont
similaires pour un méme substrat. Nous avons peues, recherché les enzymes capables
d’oxyder la tyrosine. Seules PC, AT et TB, ont awévité laccasique vis-a-vis de la tyrosine,
celle-ci reste cependant faible et aux limites de détection lors d’'une mesure par
polarographie (quelques nkat.fl. ce qui ne permet pas de déterminer des parasnétre

cinétiques avec suffisamment de précision.

L’examen des résultats du tableau 54 montre qu& BAI'ApC ne sont pas de bons
substrats. Tous les deux ont des efficacités faifeoches voire nettement inférieures a 10 %
de celles observées avec AF) dues soit a des Knékeeés (Km = 48 mM pour TB vis-a-vis
de I'ApC) et/ou & des Vm faibles voire trés faib{®m = 3 nkat.mL* pour K1 vis-a-vis de
I'ApC). Décrit parfois comme un inhibiteur (Eggest al, 1996), nous observons que I'ApC
est le plus mauvais substrat acide phénolique pesirlaccases, résultat en accord avec
Garzillo et al. (1998). Concernant les autres substrats, a I'eiaeptes activités mesurées
avec I'enzyme K1, on peut les classer par rapptetiaaffinité (ASR < AS < AF < ABTS).
Les Km les plus bas sont obtenus pour PC et AT €&Kdi03 mM) vis-a-vis de I'ASR, le plus
élevé est mesuré avec TB (Km = 0,17 mM) vis-a-w@sI'dBTS. A titre comparatif, les
teneurs moyennes en AF et en AS de 7 farines dad& 2003 sont respectivement de 0,510
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pumol.g' ms et 0,045 pmol yms (Louarmeet al, 2004) soit, pour une pate hydratée a 60 %,
une concentration théorique de 0,59 mM, c'est-a-d*Km pour l'acide férulique
(respectivement 0,052 pmofgnms soit 1 & 2 Km vis-a-vis de I'acide sinapiquié)faut
cependant rappeler que la plupart des AF sontilgssesiux arabinoxylanes dans les farines (>

90 %) et que les Km sont déterminés sur I'AF libre.

Si on considere les efficacités, du fait de saefarbncentration, PC présente les
meilleurs rapports Vm/Km pour I'ensemble des suisttestés, notamment pour I'AF (100)
et pour I'AS (265) les deux acides phénoliguesplas abondants dans la farine.

Pour terminer, une enzyme se distingue dans létlatié. Il s’agit de K1 qui présente
les plus faibles affinités pour les substrats AS, ABTS et ASR, ainsi son Km vis-a-vis de
'AF est de 1,06 mM alors qu'il est inférieur & OfBM pour tous les autres extraits
enzymatiques analysés. A I'opposé, I'affinité de pdur AV et surtout ApC est parmi les
plus élevées avec néanmoins des valeurs de Vrfaildss. Ces deux derniers sont les moins

bons substrats pour les autres enzymes.
4.5.1.1.2 apH=5,6 eta 30 °C.

D’aprés les résultats obtenus a pH = 4, PC estd#laure candidate pour oxyder les
substrats cibles dans la pate (AF et AS) puisqu'@liésente les meilleures efficacités
catalytiques vis-a-vis de ces substrats. Pour eex dubstrats (ainsi que pour 'ABTS et
'ASR), le passage du pH de 4 a 5,6 (pH de la pataine une diminution simultanée du
Km et du Vm (tableau 55) de lI'enzyme PC, mais surtone diminution importante
d’efficacité catalytique de 52 % (vis-a-vis de 'AEt 64 % (vis-a-vis de I'AS) due a la
diminution plus élevée du Vm. Parmi les extraitstb(PC, TB, TSN), PC reste tout de méme
'enzyme qui a la meilleure efficacité catalytiquis-a-vis de ces deux derniers substrats. Le
changement de pH affecte differemment I'activitél’'dazyme K1 puisque son efficacité est
doublée vis-a-vis de I'AF et de I'AS, alors qu’elleste faible vis-a-vis des autres substrats
testés. A pH 5,6, I'enzyme K1 possede la secondienne efficacité catalytique vis-a-vis de
'AS par rapport aux autres enzymes étudiées @erriPC). Par ailleurs, a ce pH, I'extrait
enzymatique AT est celui qui posséde la meilleufiicaeité catalytique vis-a-vis de
'ensemble des composés phénoliques (a I'exceptias).

A pH = 4, on se situe en dessous du pKa de laifomecide carboxylique de la plupart
des substrats qui se situe entre 4,34 et 4,58k(Biahl, 2005). Tous les substrats sont sous
forme protonée. A pH = 5,6, la fonction acide cagigue est sous forme anionique. La

diminution d’activité relative a pH 5,6 , moindrapacité a générer un radical phenoxyl,
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Tableau 56. Effet de I'ajout de NaCl (0,2 M) sur lactivité des laccases (nkat.mt) testées a pH = 5,6
(tampon acétate 0,1 M), 30 °C, mesurée par polarogphie vis-a-vis de deux concentrations en AF.

[AF] =2 mM [AF] = 0,2 mM
sans NaCl avec NaCl sans NaCl avec NaCl
AT 207 158 (76 %) 161 70 (43 %)
K1 107 75 (70 %) 42 20 (47 %)
PC 180 173 (96 %) 140 75 (54 %)
B 145 84 (58 %) 111 44 (40 %)
TSN 52 29 (56 %) 44 16 (36 %)
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pourrait étre reliée a la stabilisation de la famttacide carboxyligue déprotonée a ce pH,
rendant plus lente la vitesse de transfert d’'untéda lors de I'oxydation du composé par la
laccase. Concernant les enzymes (dont le pl estiénir a 4), 'augmentation du pH provoque
un accroissement de la charge négative de fac@nguiumoins importante selon les enzymes
sans modifier le signe de la charge globale (ATlagilus acide avec un pl = 2,6 et PC la
moins acide avec un pl = 3,7). L'augmentation durpétlifie les phénomeénes électroniques

mais ne modifie pas le classement relatif des satisstelon leur efficacité catalytique.

En effet, I'ApC, I'AV et 'ABTS restent les substsales plus médiocres (du plus au
moins médiocre) quelle que soit I'enzyme et qued gait le pH. A pH =4 et a pH = 5,6, les
efficacités enzymatiques pour les enzymes étudigastrent que les substrats phénoliques
comportant 2 fonctions méthoxy emntho de la fonction phénoliqgue (ASR et AS) sont ceux
pour lesquels l'efficacité est la plus élevée, ouet soit I'extrait enzymatique. La présence
d’'une seule fonction méthoxy @mtho de la fonction phénolique ne conduit a un bon sabs
gue si elle est associée a la présence d’'une ddiaiden conjuguée au cycle benzénique
(chaine propénoique de I'AF). Dans le cas de I'AVla double liaison conjuguée au cycle
benzénique est absente, l'efficacité des extraiyyraatiques diminue fortement. L'absence
de fonction méthoxy pénalise également I'activies @xtraits que nous avons étudié (cas de
'ApC). La présence de deux groupements méthoxyssiués favorise la délocalisation

électronique en minimisant 'encombrement stérige 1996).
4.5.1.2 Effet du NacCl 0,2 M sur l’activité laccasique

Les ions halogeénures et en particulier les chors@s des inhibiteurs connus de
I'activité des laccases (Xu, 1996). Or le chlordeesodium est un des 4 ingrédients essentiels
de la pate boulangere. L’effet inhibiteur du NaGup chacune des enzymes étudiées a donc
été déterminé en mesurant 'activité laccasiqueppéarographie a 30 °C et a pH = 5,6 vis-a-
vis de I'acide férulique (2 et 0,2 mM) en présemcenon de NaCl (0,2 M). Les résultats
présentés dans le tableau 56 montrent que I'effébiteur du NaCl est plus important a la
faible concentration en AF (activité résiduellerer@6 et 54 %). A la concentration de 2 mM,
l'activité en présence de NaCl est comprise en@e/bpour TSN a 96 % pour PC, cette
derniere n’'est pratiquement pas affectée par le|INaSque le substrat se trouve a la
concentration proche du Vmax. L'enzyme K1 en présethe NaCl conserve 70 % de son
activité pour [AF] = 2 mM et 47 % pour [AF] = 0,2\ Dans la pate la concentration en AF
est de I'ordre du mM ce qui signifie que lors durigéage PC et K1 devraient étre moins

affectées par la présence du NaCl que les autmsnas étudiées.
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4.5.1.3 Effet de lI'ajout de laccase sur la consommation d’O;

d’une base farine (BF14) au bioréacteur

Pour faire un choix parmi les oxydoréductases fiesripar le groupe PURATOS, des
essais préliminaires de pétrissage au bioréactdusté réalisés. La farine utilisée est la BF14
et les conditions de pétrissage sont les suivaritepate composée de 325 g de farine, 227,5
g d’eau distillée et 6,5 g de NaCl est malaxée perhd0 min a 200 rpm a 30 °C. Les
solutions de laccases sont ajoutées dans l'eaillégiset le volume de chaque solution
enzymatique est calculé de facon a introduire urentjté d’'activité identique dans la cuve.
L’activité de référence est mesurée en milieu modamponné (tampon acétate 0,1 M a
pH =4 & 30 °C) vis-a-vis de I'acide férulique ([KF2 mM).

Pour chaque enzyme, une premiére activité de Oab mksurée par polarographie (1,8
nkat.g' ms) est ajoutée dans la pate. Les résultats fé&sdans la figure 132 montrent que
toutes les enzymes entrainent une surconsommadtntatal en fin de pétrissage d’environ
0,5 umol.g" ms ce qui représente prés de 12,5 % de gain dseonation par rapport a la
consommation totale témoin (4 pmol.gns) & I'exception de K1. En effet, cette enzyme
provoque une surconsommation de 1 pmbhgs, surconsommation qui débute vers 10-12
min de pétrissage. Lors de l'ajout de cette adiviaccasique dans le pétrin, la
surconsommation est visible vers 20-30 min poute®Ules autres enzymes. Il est important
de noter que malgré une faible activité de K1 vigsade I'AF, la surconsommation
provogquée par cette enzyme est importante. Lesasascsont des enzymes peu spécifiques
capables d’oxyder un grand nombre de substratencemt I'activité de K1 vis-a-vis de I'AF
et de I'AS est plutét faible (en milieu modele). Pkis, toujours en milieu modele, cette
enzyme n’'est pas capable d'oxyder la tyrosine (f@snon montré). Il est possible que K1
fonctionne via des systemes médiateurs pour oxgdesubstrats de la farine, ou encore que
malgré I'encombrement stérique elle possede unwitactimportante vis-a-vis des AF
estérifiés aux arabinoxylanes comparée a I'AF l{pndieu modeéle) ce qui ne serait pas le cas
des autres extraits enzymatiques dont le taux detéest plus faible. Ce résultat surprenant
étant donné les caractéristiques de I'enzyme est @mcourageant. Le volume d’enzyme
ajoutée représente environ 6 mL, étant donné lee feurconsommation engendrée, nous
avons décidé de diviser la dose par deux dansaondeesssai. Lorsqu’on ajoute une activité
de 0,25 pkat en cuve, la surconsommatior,@ifdvoqué par I'ajout de K1 est environ 2 fois
moins importante (figure 133.B). Pour toutes lesemuenzymes (AT, PC, TB et TSN) dont

nous disposons en quantités importantes, nous alémidé de multiplier par quatre l'activité
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soit 2 pkat (figure 133.A-C-D-E). Les effets dosemt représentés sur les graphique de la
figure 133 et montrent que la surconsommation.@@gendrée dépend de I'enzyme :

« on peut classer les enzymes par ordre croissargudmnsommation, cela
donne TB (3,8 %) < PC (6,5 %) < AT (7,9 %) < TSN2(86) lorsqu’on ajoute 0,5 pkat.

« un classement sensiblement différent est obtenuorée fdose (2 pkat)
(TSN (8,2 %) < TB (12,1 %) < PC (14,7 %) < AT (164).

De plus, la comparaison de leffet des différentescases montrent que la
surconsommation est visible plus tét (vers 10 miarée dose) dans le cas des laccases PC et
K1 (figure 133.B et C). Pour les autres enzymele apparait vers 20 min de pétrissage
((figure 133.A, D et E). On peut raisonnablementgse que les deux premiéres enzymes sont

plus rapidement actives dans la pate.

La seule observation des courbes de consommationp#Ermet seulement de conclure
gue toutes les laccases étudiées influencent éesiosés d’oxydation se produisant au sein de
la pate (en milieu sur hydraté par rapport a urte paulangére classique). Il est cependant
difficile de quantifier la part prise par le sys@accasique dans la consommation d’Bn
effet, a un instant t de pétrissage, la présenseedenzyme exogene (laccase) consommatrice
d’O, entraine [l'apparition d'une compétition vis-a-vide celui-ci (limitation de
l'incorporation d'Q dans la péate). La réorientation de la consommati®a vers le systeme
exogene peut aussi étre favorisée si celui-ci eahtun inhibiteur des activités endogenes
(dans I'extrait brut par exemple) ou l'inverse si activateur est présent. Enfin, la répartition
de 'oxygene consommé entre les différents syst@amegmatiques présents est conditionnée
par leurs affinités respectives vis-a-vis de ce, gees affinités étant elles-mémes
conditionnées par les conditions phycio-chimiquassdlesquelles se déroule la réaction.
Lorsque I'oxydation avance, la teneur en subswajslables diminue et les produits générés
peuvent étre inhibiteurs (ou activateurs). Aingijodification de la réaction par une enzyme
exogene (la laccase, par exemple) a l'instant pélnissage se répercute sur les réactions a
linstant t+1. On peut tout de méme dire qu’au \as @llure des courbes de consommation
obtenues en présence des enzymes PC et K1, I'ippaprécoce des surconsommations
montre que I'impact de ces enzymes sur les réactiboxydation dans la pate a lieu des le

début du pétrissage.

Pour terminer, sur les 5 laccases étudiées, paguédles nous avons déterminé les
constantes cinétiques a pH 4 et a pH 5,6 (30 “@Qyli& I'effet du NaCl ([NaCl] = 0,2 M) a
pH = 5,6 (30 °C) et mesuré leur effet sur la consation d’'oxygéne d’'une pate de farine de
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Tableau 57. Bilan des étapes de purification de 2 lode I'extrait brut (EB) de la laccase dePycnoporus

cinnabarinusdonné pour 1 mL d’extrait.

o Rendement
spécifique

Protéines

(nkat.mg™)

Taux de

purification

1,14

Activité

Etape totale

(nkat)

EB (2 mL) 765

Dialyse 690
Chromatographie (P1) 547
Chromatographie (P2) 60

3,14
2,02
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blé tendre lors du pétrissage au bioréacteur, ahgiee que PC et K1 sont les deux enzymes
les plus prometteuses. Ces deux enzymes sont i@s sensibles aux ions Ghhibiteurs des
laccases. PC est tres active vis-a-vis de I'’ABulestrat cible dans la pate et K1 provoque une
surconsommation d’oxygene importante quand elleagsaitée dans le bioréacteur. Dans la
suite du travail, 'enzyme PC a été étudiée spfudiment et les résultats obtenus ont été
comparés de facon ponctuelle avec ceux obtenus lareryme K1 (disponible en moins

grande quantité).
4.5.2 Purification de la laccase de Pycnoporus cinnabarinus

Apres les essais préliminaires conduisant a lactéte de PC, un nouvel extrait
enzymatique nous a été fourni par la société PURATCet extrait produit dans les mémes
conditions que le premier a été utilisé pour leapés de purification. Ces constantes
cinétiques déterminées & pH = 4 vis-a-vis de I'KB(= 0,14 et Vmax = 405 nkat.rf)) et de
I'’AS (Km = 0,05 et Vmax = 300 nkat.nil) montre que ce second extrait est moins concentré
gue le premier. L'objectif de cette partie du tideat I'élimination de contaminants éventuels
protéigues mais aussi phénoliques (forte coloratéompartir d’un protocole rapide tout en
conservant un rendement élevé pour permettre lac@arsation physico-chimique de

'enzyme sous une forme semi-purifiée
4.5.2.1 Purification en deux étapes

Tout d’abord, un protocole en deux étapes a étis@jtiune dialyse de I'extrait brut
(EB) suivie d’'une chromatographie d’échanges d'iales I'extrait dialysé (ED) sur une
colonne Mono & HR 5/5 (échangeuse d’anions). Les résultats obtspat donnés dans le
tableau 57. La premiére étape de dialyse provoaqeelégére diminution d’activité (pres de
10 %) associée a une élimination partielle desémes conduisant a un faible taux de
purification (1,1). La seconde étape de chromafgead’échange d’'ions permet de séparer
deux fractions actives (P1 et P2). P1 contientasi®&ité de 547 nkatal et représente prés de
80 % de I'activité déposée et de 72 % de I'actidiéél’extrait brut. P2, minoritaire, contient
60 nkatal soit moins de 9 % de l'activité dépos&ebalement, le rendement de ce protocole
de purification est de 80 % (somme des pics P12t dh accord avec notre objectif
(rendement élevé et procédure rapide). Les coratéoris en protéines données dans le

tableau 57 sont issus de dosages réalisés parttodeédu micro Bradford. A partir de ces
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données, les taux de purification globaux sontrgent supérieurs a 3 et 2 pour les pics P1
et P2 respectivement, ce qui est relativement miedes

Par ailleurs, le profil d’élution montre la présermte deux fractions actives lorsque le
gradient de force ionique est appliqué (figure 131 est élué lorsque la concentration en
sulfate d’'ammonium est égale a 0,03 M et regroepdrhctions 18 et 19. P2 est élué lorsque
la concentration en sulfate d’ammonium atteint OMd5De plus, les pics P1 et P2 sont
exempts de coloration (contrairement a I'extradtlylié) alors qu’une partie de cette derniere
se retrouve dans les fractions éluées en fin dentdwographie (fractions 40 a 44). Si I'on
tient compte des fractions actives qui ont été téear (fractions 20, 21, 22 et 25), le
rendement de la chromatographie d’échange d’'iohsasin de 100 % ce qui confirme la

stabilité de I'activité laccasique de cet extraihd ce type de chromatographie.

La procédure de purification en deux étapes employé donc permis d’éliminer un
certain nombre de composés contaminants (protéplednols) sans perdre d’activité ou
presque. De plus, deux isoformes ont été isoléee(P2), P1 étant majoritaire. Otterbein
al. (2000) ont décrit la présence d'une seconde istdode la laccase dBycnoporus
cinnabarinus Enfin, ce protocole, répété a plusieurs repriseentre une excellente
répétabilité du profil chromatographique. Toutefdes rendements récupérés ont légerement

baissé probablement due a une fixation irréversibephénols oxydés sur le gel.

4.5.2.2 Caractéristiques physico-chimiques de la laccase

purifiée

Les extraits bruts et dialysés ainsi que les deagtibns purifiées P1 et P2 ont été
caractérisés par deux types d'électrophorése.

4.5.2.2.1 Isoélectrofocalisation (I.E.F) sur gel de polyacrylamide

Pour estimer le pl des différents extraits, undgelpolyacrylamide est utilisé avec des
marqueurs de pH allant de 3 a 9. La révélationlau e Coomassie (figure 135.A) montre la
présence d’'une bande majoritaire autour d’'un pB,depour les fractions EB, ED et P1. Une
bande minoritaire est visible autour d’'un pHi d& fpur EB et ED et est absente dans la

fraction P1. La fraction P2 montre une tres fined®a un pHi de 3,7.

L’apparition de la coloration verte spécifique ABTS (figure 135.B) est immédiate et
les bandes actives s’étalent tres rapidement, rnértificile une détermination précise des pl

correspondants. Cependant, la révélation spécifigoatre, dans tous les cas, une bande
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)

Anode (+)

A

14,4 kDa (Lactalbumine)

20,1 kDa (inhibiteur trypsique de soja)
30 kDa (Anhydrase carbonique)

43 kDa (Ovalbumine)

67 kDa (Serum Albumine Bovine)

94 Kda (Phosphorylase B)

Cathode (-)

Figure 136 : Electrophorése SDS PAGE (révélation ableu de Coomassie)
1 et 6: Marqueurs LMW en conditions dénaturansgxtrait P2 3 : extrait P1 4 : extrait dialysé (ED) ;

5: extrait brut (EB)
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active a pH 3,7. Cette valeur de pH correspondlascsignalées dans la littérature (Eggeirt
al., 1996) pour la laccase de PC.

La fraction P2 montre également une coloration @utte pH 6. Cette valeur de pl est
étonnante puisque les conditions de la chromatbhigagiéchanges d’'ions ne devraient pas

permettre de fixer des protéines dont le pointleszique est supérieur a pH 4,5.
4.5.2.2.2 Electrophorése SDS-PAGE

L’électrophorese en gradient de porosité en camtitidénaturantes a été réalisée sur
les mémes échantillons que pour I'LE.F. avec uh dg polyacrylamide permettant la
séparation des protéines entre 10 et 250 kDa, é&gepce de SDS. La révélation des protéines
est effectuée avec du bleu de Coomassie. Des masjo®léculaires protéiques de masses
moléculaires comprises entre 14 et 94 kDa ont ttgés.

L’électrophorése (figure 136) révele une bande nitajoe vers 67 kDa ainsi que
plusieurs autres bandes minoritaires autour det2@t vers 90 kDa pour les extraits bruts et
dialysés indiquant la présence d’autres moléctlegevanche, pour les extraits purifiés P1 et
P2, la bande de 67 kDa est tres nette pour laidra&l et peu apparente pour P2. Pour ce
dernier extrait, un simple point coloré vers 90 ld3aaussi visible.

Ces résultats sont en accord avec la taille dacleake PC déterminée par Eggeral.
(1996) autour de 81 kDa. De plus, Otterbeiral. (2000) indiquent également que la seconde
isoforme de PC a une masse moléculaire légeremp@tisure (86 kDa) en accord avec nos
résultats. Les conditions d’électrophorése miseegivre ne permettent pas de discuter de la
taille des isoformes de laccase PC avec plus déspa.

4.5.3 Inhibition de lI'activité laccasique par les ions CI’

Les ions halogénures sont des inhibiteurs plus ainsn puissants de ['activité
laccasique (Xu, 1996). Plusieurs auteurs ont étledie effet inhibiteur (Eggeret al, 1996 ;
Xu, 1996 ; Garzilloet al, 1998 ; Robert, 2001). Dans une pate boulangérgéerieur en
chlorure de sodium est de I'ordre de 1,8 a 2 %ra@port au poids de farine. Par conséquent,
plusieurs expériences ont été réalisées pour digternieffet d’ajout de NaCl en milieu
tamponné sur l'activité laccasique, pour détermieemécanisme d’inhibition du NaCl sur
l'activité, étudier la stabilité de l'activité errgsence de NaCl ainsi que la réversibilité de

I'inhibition.
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Tableau 58. Effet de I'exposition de la laccase P&tix ions chlorures

Temps d’incubation (h) Activité LAC (%)

Témoin - 100
[NaCl] =10 mM 0 68,9 (x0,4)
12 47,4 (x0,4)
20 42,4 (nd)
[NaCl] = 6 mM 0 70,1 (+0,9)
12 59,5 (£1,2)
20 48,6 (+0,4)
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Concernant le mécanisme d’inhibition, le fait digier du NaCl (1 et 3 mM) dans le
milieu provoque une augmentation du Km et peu détian sur le Vmax déterminé par
polarographie vis-a-vis de I'AF (a pH=4 et T =3Q) (Jeanneau, 2005). Des résultats
similaires sont obtenus lorsque I'activité laccasig@st mesurée par spectrophotométrie dans
les mémes conditions de pH et de température. Bligeént I'effet sur le Vmax, la constante
d’inhibition déterminée par Jeanneau (2088} voisine de 3 mM. Ce résultat indique le fort
pouvoir inhibiteur des ions Chlorure, puisque laantration au sein de la pate avoisine les
400 mM. Le caractére compétitif de I'inhibition dactivité laccasique par le NaCl dans le
cas de la laccase PC mesurée vis-a-vis de I'AFplkest marqué que pour le mécanisme
déterminé par Robert (2001) et Garzi#b al. (1998), qui décrivent une inhibition de type
mixte pour les laccases deametes versicoloet Trametes trogirespectivement. Garzillet
al. (1998) précisent que les constantes d’inhibitiépehdent de la taille du substrat qui va
influencer I'accessibilité au site actif des iorsldgénures. Selon Xu (1996), les ions ClI
limitent I'accessibilité du substrat aux atomescdévre situés dans la partie T2/T3 du site

actif de I'enzyme.

Par la suite, I'effet du temps d’exposition de Pgme avec I'inhibiteur a été étudié. Les
résultats présentés dans le tableau 58 montrenivité LAC résiduelle mesurée vis-a-vis de
'AF 2 mM a pH = 4 et 30 °C lorsque l'inhibiteurNRCI] = 6 et 10 mM en solution) est mis
en présence de I'enzyme pendant des temps dedd,2[Ph. Pour chaque dose, dés la mise en
contact, une diminution d’activité d’environ 30 Yo(r les deux doses de NaCl ajoutées)
apparait. Ensuite, plus la durée d’exposition esglie, plus I'activité résiduelle mesurée est
faible. La diminution d’activité est proportionnelau temps d’exposition de I'étude et le
facteur de proportionnalité est quasiment le méme pes deux doses d’inhibiteur ajoutées.
La plus faible activité résiduelle (42,4 %) est orég apres 20 h d’exposition de I'enzyme
avec du NaCl 10 mM. Ces résultats indiquent quediaction entre I'inhibiteur et 'enzyme
provoque une modification lente de celle-ci quieadt son pouvoir catalytique. Enfin, la
réversibilité de l'inhibition a été mesurée parlgia ou dessalage rapide sur colonne de gel
filtration (PD-10, Sephadex) d’extraits de laccagesibés avec du NaCl (0,3 M). Dans les
deux expériences, réalisées a la fois sur I'extmait PC et le pool P1 (aprés purification par
chromatographie d’échanges d’ions), plus de 85 %ad#ivité est récupérée (données non
montrées). L'inhibition de l'activité laccasiquergda chlorure de sodium est donc largement

réversible.

A titre comparatif, le mécanisme d’inhibition deldéacase K1 par le chlorure de sodium
a aussi été étudié en mesurant I'apparition du yptodloxydation de 'ABTS a 405 nm
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Figure 137. Effet de doses croissantes de chlorude sodium (10 a 200 mM) sur l'activité dda
laccase K1 mesurée vis-ais de I'ABTS par spectrophotométrie a pH = 5,6 eta 30 °C
(Représentation de Lineweaver-Burke) en icone, grdggue secondaire.

OH

0-
@ + Cu** (laccase) —= @ + HY + Cu* (laccase réduite)

phéncl
polymimes

Figure 138. Mécanisme d'oxydation des phénols parallaccas
(Brown, 1967
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(tampon acétate, pH = 5,6, 30 °C) pour des doséad# comprises entre 10 et 200 mM. Les
résultats sont fournis sur le graphique de la égl87 et montre une inhibition de type non
compétitif. La constante d’inhibition (Ki) déternéie@ a I'aide du graphique secondaire est

€gale a 150 mM.

La comparaison de la sensibilité au NaCl des engyA@ et K1 ne peut étre effectuée
puisque les substrats et les pH utilisés pour lesumes d’'inhibition sont différents pour les 2
extraits enzymatiques (le manque de temps ne npas permis de pousser plus avant cette
étude). Robert (2001) préconise de porter unetaiteparticuliere a I'utilisation des laccases,
en incorporant de facon la plus tardive possiblehlerure de sodium lors du pétrissage pour
permettre a 'enzyme d’agir dans la pate, maisiawssu de nos résultats limiter I'effet dans
le temps du NaCl sur I'enzyme. Le fait d'ajoutechdorure de sodium en fin de pétrissage est
une pratique couramment utilisée par les boulangets obtenir une pate moins creme (en

raison de |'effet négatif du NaCl sur I'action @eliboxygénase).

4.5.4 Oxydation de mélanges de phénols en milieu modéle

Les laccases sont capables d’oxyderdeko- et para-diphénols ainsi que legara
monophénols. Dans le cas de I'AF, I'oxydation a l&lon le mécanisme proposé par Brown
(1967) avec formation d’'une semiquinone (figure )138n électron est échangé entre un
atome de cuivre au niveau du site actif de I'enz@hé&e phénol, conduisant a la formation
d’'une espece radicalaire oxydée (la semiquinoneyamt réagir avec d’'autres composés du
milieu. En conditions aérobies, 1/2 mole d'fixe deux protons libérés lors de I'oxydation de
deux molécules du phénol (libération d’'une moléalikau). Dans le cas de I'AF libre en
milieu modele, son oxydation par la laccase engrédrformation de dimeres, principalement
les acides 5-5’ et 8-5' benzo di-férulique ainseda 8-8'gamma-lactone (structures données
dans la figure 28). En présence de POD et,@31 Garcia (2000) observe aussi une
disparition d’AF estérifié, attribuée a la formatide dimeres. La formation de dimeres d’AF
estérifié aux arabinoxylanes explique égalemengdéfication oxydative des pentosanes
(Neukom et Markwalder, 1978 ; Figueroa-Espinetral, 1998b). De nombreux travaux ont
été réalisés pour détailler les mécanismes deio@éacsecondaires suivant I'apparition des
semiquinones libres (Robert, 2001 ; Rakotoztfal, 2004a et 2004b) ou estérifiés (Garcia,
2000 ; Garciaet al, 2002b), au sein de la pate ou sur des solutiGamalidnoxylanes, en
présence de phénols, thiols, acides aminés ou asiderbique (Figueroa-Espinoea al,

1998a ; Figueroa-Espinoza et Rouau, 1999 ; Robedt]). L'ensemble des résultats montrent
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Figure 139. Mécanisme mis en jeu lors
I'oxydation par un systéme laccase en présence d
médiateur (d'apres Fabrinni et al, 2002)

Tableau 59. Constantes cinétiques du nouvel échafdn de PC vis-a-
vis de I'AF et de I'AS déterminé par polarographiea pH =4 et a

30 °C
AF AS
Km (mM) 0,14 0,05
Vm
. 405 360
(nkat.mL~)

1,2
o
o)
S 09
+—
[}
E .
8 506
§ £ 0 AF=0,375 mM
o A AF=0,1
3 0.3 AF=0,15 mM
8 ® AF=0,0375 mM
A9
S ® AF=0
S 0,0 T T T T

0 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125
[AS] (mM)

Figure 140. Vitesse de consommation d’'oxygéne (a pH4 et a 30 °C) dans les mélanc
AF-AS en présence de la laccase PC (trait plein oarbe modélisée).
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gue les radicaux féruloyl libres sont susceptilllegouer un réle de médiateur (figure 139,
Fabbriniet al, 2002) pour ensuite co-oxyder les thiols, 'AFéesies, ou d’'autres phénols.
Cependant, la formation de liaison covalente etér® résidus AF de pentosanes et des acide
aminés des protéines n’a jamais été formellememiodérée, bien que des tentatives aient été
réalisées (Figueroa-Espinoehal, 1999a).

Apres avoir étudié I'activité des laccases K1 etwXza-vis de substrats seuls en milieu
modeéle, des milieux plus complexes avec des métangesubstrats phénoliques ont été
employés. En mettant en présence dans le miliesiquits substrats potentiels (AF, AS,
DOPA, tyrosine) de la laccase au sein de la pabjektif était d’étudier la possibilité
d’utiliser un médiateur d’oxydation (AF ou ABTS) ynotenter de former des liaisons
covalentes entre le réseau des pentosanes etddcegliiten. Dans plusieurs expérimentations
sur les mélanges, les quantités g'@onsommeé ainsi que les vitesses instantanées de
consommation d'@ont été mesurées par polarographie et simultanéleerévolutions des
composés phénoliques du milieu ont été mesuréesChliP. En présence d’ABTS, les

cinétiques ont été mesurées par spectrophotométrie.
4.5.4.1 Mélanges AF-AS (pH 4 a 30 °C).

Dans cette partie, un nouvel extrait brut de laedS, moins concentré, a été fourni par
la société Puratos. Les caractéristiques cinétigieeset échantillon d’enzyme vis-a-vis de
I'AF et de I'AS ont été déterminées par polarogiapfiableau 59). La laccase PC utilisée
montre une affinité 3 fois supérieure pour I'AS papport a I'AF, si 'on admet I'assimilation
du Km a la constante de dissociation enzyme-substradis que les Vmax sont trés proches.
Pour chaque expérience, 1,2 nkat de PC (mesuréapport a I'AF 2mM a pH = 4) sont
ajoutés dans le milieu réactionnel complexe (voluwtal = 1,4 mL). Les concentrations
variables en AF et AS sont les suivantes : acidmplique seul, ¥ Km, 1 Km et 2,5 Km, soit
pour 'AF 0, 0,0375 mM, 0,15 mM et 0,375 mM et pd&S 0, 0,0125 mM, 0,05 mM, 0,125

mM, respectivement. Au total, 15 mélanges ont &tdiés.

Les résultats obtenus sont présentés sur le graplaig la figure 140. L'ajout d’AF, a
une concentration constante d’AS, provoque une auaggation de la vitesse de consommation
d’'oxygene, d’autant plus marquée que la concentratbnstante en AS est faible. La méme
observation peut étre faite en considérant leslte#suobtenus avec I'ajout d’AS a une
concentration constante en AF. Pour une concenirat AF de 0,375 mM et au-dela, I'ajout

d’AS entre 0,0125 et 0,125 mM est pratiquement sdfes sur la consommation d’oxygéne.
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En appliquant les équations de la cinétigue Mideaak et en considérant, d’une part que
'enzyme agit indépendamment sur les deux subsphé&noliques et, d’autre part, que la
guantité d’'oxygéne consommeée par mole de subgté&iglique oxydé est identique pour AF
et AS, les résultats expérimentaux ont été modebseadaptant le modéle de Janovitz-Klapp
et al. (1990). Ce modele a été mis au point sur des métade phénols (4-méthylcatéchol,

acide chlorogénique, et (+)-catéchine) oxydés paolyphénoloxydase isolée de pomme :

VmL x S1  Vm2 x &

+
B Kml Km2
XXXV V=
si X
1+ +
Kml Km2

avec,
S1 et S2: concentrations de chaque phénol (en mM), respectivement AF et AS

Kmi et Vmi : constantes cinétiques de I'enzyme vis-a-vis de chaque substrat pris isolément, Km
en mM et Vm en nkat. Pour AF, Vm; = 1,3 nkat et Km; = 0,14 mM et pour AS, Vm, = 1,14 nkat et
Km, = 0,05 mM.

Les courbes en traits pleins de la figure 140 msrtent les valeurs de consommation
d’'O, théoriques calculées. Il apparait que les résutgapérimentaux sont en accord avec le
modéle. Dans ce modele, la part d’oxygéne utilipée I'enzyme pour oxyder I'AF est

représentée par :
Vml x S1

(XXXVIII) Ve = Kml

S1 S
1+ +
Kml Km2

Celle utilisée pour oxyder I'AS est représentée:par

Vi x

(XXXIX) Km2
Vas =

S1 SY)
1+ +
Kml Km2
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Figure 141. Evolution du pourcentage d'AF dans lemilieux contenant de I'AF 0,27 mNh
(trait plein) ou AF 0,16 mM (trait pointillé) en pr ésence d'AS (0,1 mM ou 0,058 mM) «
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Figure 142. Evolution du pourcentage d'AS dans lesiilieux contenant de I'AS 0,058 mN
(trait pointillé) ou AS 0,1 mM (trait plein) en présence d'AF (0,16 mM ou 0,27 mM) ou non.
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Il en résulte que pour chacun des phénols dan€lange, par rapport au phénol seul,
les vitesses instantanées de consommation deslprsém ralenties puisque le dénominateur

de chacune de ces équations est augment%@ﬁ12 pourVar dans I'équation (VI.2) et de

%ml pourVasdans I'éguation (V1.3)).

Cette étude a été réalisée sur des mélanges d’AB at3 concentrations soit 0, 0,16
et 0,27 mM pour I'AF et 0, 0,058 et 0,1 mM pour 8ALes conditions expérimentales étaient,
par ailleurs, identiques c’est-a-dire pH 4, 30 t@,2 nkat de I'extrait de laccase. Pour chacun
de ces mélanges, la consommation d’oxygéne estréegar polarographie en fonction du
temps et un volume de 20 pL est prélevé aux temp@5040 et 60 s pour étre injecté
immédiatement dans un appareillage CLHP équipé détacteur UV. Les surfaces des pics
d’AF et AS sont déterminées pour chaque temps migtique et cela pour I'ensemble des 8
milieux étudiés. Le pourcentage de phénols résidest calculé en prenant comme référence,
les surfaces obtenues avec le milieu aux temps(zans enzyme).

Les résultats obtenus sont présentés sur la figlhtepour I'AF d’'une part et sur la
figure 142 pour I'AS d’autre part. D’apres la figut41, la consommation d’AF est fortement
ralentie lorsque des doses croissantes d’AS sanitégs au milieu (symboles triangle
comparés aux symboles carré et rond). L'effet &st particulierement marqué pour la plus
faible concentration en AF (0,16 mM, traits poigs).

En ce qui concerne I'AS (figure 142), I'ajout d’Affovoque un faible ralentissement
lorsque la concentration de I'AS est fixée a 0,088/ (traits pointillés). Pour les
concentrations de 0,1mM (traits pleins), I'effet ddentissement n’est observé que pour
l'ajout d’AF a la plus forte concentration (0,27 mMSi I'on applique les conditions
opératoires testées aux calculs de vitesse de mwonation de phénols par les équations
(VI.2) pour I'AF et (VI.3) pour I'AS, le ralentisseent prévisible est compris entre 30 et 50 %
(le ralentissement est d’autant plus fort pourdasommation d’'un phénol si l'autre phénol
est ajouté en quantité importante). Il apparaiajo’expérimentalement, le ralentissement de
la consommation en AF est plus élevé que ne leofirégquation (VI.2), alors que celui de
I'AS est plus faible que ne le prévoit I'équatiovil.8). Ces résultats semblent mettre en
évidence des réactions chimiques, simultanéesréalgion enzymatique, probablement des
réactions secondaires d’oxydation couplée (non reangues) entre les semi-quinones
produites enzymatiquement et les phénols résidiElas notre cas, on peut penser que ce
sont les semi-quinones d’AF produites par la lagcgsi oxydent I'AS et simultanément

redonnent de I'AF. De tels phénomeénes d’oxydationptée ont déja été observés par
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Tableau 60. Quantités d'Q consommeées (nmoles) par la laccase PC dans lesan§es AF-AS a

différentes concentrations en fonction du temps (pH: 4 a 30 °C)

AS (mM) 0 0,058 0,1
AF 0,16 0,27 0 0,16 0,27 0 0,16 0,27
t=

25 g 23 27 12 23 24 24 24 25
t=
40 44 25 42 38 35 40 39
40 s
t=
59 63 25 58 59 54 60 60
60 s

Tableau 61. Valeurs moyennes (et écart type) desasthiométries phénols disparus/oxygéne consommeé)
pour I'ensemble des extraits (8 milieux x 3 durées 24 valeurs), les extraits du milieu « mélange » (
milieux x 3 durées = 12 valeurs) et les extraits demilieux « purs » (4 milieu x 3 durées = 12 valesy

Phénols totaux /Q AF /O AS/ O,
Ensemble Expérimental 4,7+15 et
des milieux ~ Théorique 4 A )
Milieux Expéerimental | ~--_ ] 59+£15 - 43+1,8 -
« purs » Théorique A 4 4
Milieux Expérimental | 44%10 | 16208 28+10
« mélange »  Théorique 4 2,12 1,9°

a . - - , N  ~ - - . T
Valeurs calculées en attribuant la totalité de I'oxygene consommé a la disparition de I'acide férulicg

P Valeurs calculées en attribuant la totalité de I'oygéne consommé a la disparition de I'acide sinapigu
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Richard-Forgetet al. (1992) lors de l'oxydation de mélange d’acide obdgnique et
d’épicatéchine catalysée par la polyphénoloxydssiée de la pomme.

Parallelement, la consommation d’oxygéne associéesapertes en AF et AS a été
déterminée a partir des enregistrements polarograe$. Les résultats obtenus pour les 3
durées cinétigues de consommation sont donnés ldatebleau 60 pour I'ensemble des
mélanges étudiés. Si l'on excepte le cas de I'A8| se 0,058 mM, l'ensemble des
consommations d’oxygene est relativement peu afpat les variations de concentrations en
AF et AS dans le domaine expérimental. Ceci estoeord avec les résultats illustrés dans la
figure 140 représentatifs du modeéle théorique @swéquation (VI.1). Dans le cas de I'AS
seul a 0,058 mM, l'arrét de consommation d’oxygewant 40 s est di a la disparition
complete de substrat de I'enzyme aprés 25 s déaggammme le montre la figure 142.

A partir des quantités de phénols disparus calsuéé#aide des données illustrées
dans les figures 141 et 142 et les quantités comsms du tableau 60, les ratios phénols
disparus / oxygene consommé pour les 24 extradtysds ont été déterminés (3 durées de
réactionsx 8 milieux). Les valeurs moyennes (avec I'écarejyge ces stoechiométries sont
données dans le tableau 61 pour I'ensemble desitsx{{24 valeurs) en distinguant les
milieux « mélanges » ou les deux phénols sont ptégd?2 valeurs) de ceux « purs » ou ils
sont seuls (12 valeurs). Ces valeurs moyennes comparées aux valeurs théoriques
calculées a l'aide des équations (VI.1), (VI.2)(¥t.3) pour les milieux « mélange ». La
steechiométrie théorique de la réaction enzymategptiale 4 moles de phénols disparus pour
une mole d’'oxygéne consommeé (2 moles de semi-gemennt produites a partir de 2 moles
de phénol pour ¥2 mole d’oxygéne consommée avecatimmd’'une mole d’eau).

L’analyse du tableau 61 montre que, pour I'enserdele milieux, la valeur moyenne
des stcechiométries, égale a 4,7, est supérieura waleur théorique. Cet écart est
probablement lié a la présence de réactions seteadsonsommant les phénols sans faire
intervenir 'oxygene, vraisemblablement via les sgoinones. L'écart a la théorie est encore
plus marqué pour I’AF et moins marqué pour I’AS sléas milieux « purs ». Dans les milieux
« mélange », lorsque I'on considéere chacun desqgibéla stoechiométrie observée pour I'AF
(1,6) est inférieure a la valeurs théorique (2Jbysaqu’avec I'AS, elle est nettement plus
élevée (2,8) que la valeur théorique (1,9).

Ces observations s’expliquent si I'on admet unenmdorte réactivité des semi-
qguinones issues de I'AS comparée a celle des seiméues issues de I'AF. Ces derniéres, en
présence de I'AF seul, le dégradent par des vaesemzymatiques ne faisant pas intervenir

d'oxygene ce qui augmente la stoechiométrie phédisisarus / oxygene consommé. En
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Figure 143. Détermination des constantes cinétiquede la laccase PC vis-a-vis de la DOPA par
polarographie (représentation de Lineweaver et Burk). Conditions : pH = 5,6 ; 30 °C.
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Figure 144. Détermination des constantes cinétiquete la laccase PC vis-ais de I'AF par polarographie
(représentation de lineweaver et Burke). Conditionsl’expériences : pH = 5,6 ; 30 °C.
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Figure 145. Consommation d’Q mesurée par polarograhpie lors de I'oxydation d’AF(0,3 mM) et de L-
DOPA (0,6 mM) seuls ou en mélanges (a pH = 5,6 a 30) dans 1,4 mL de solution
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présence d’AS, ces semi-quinones seraient en pagé@nérées en AF tout en dégradant I'AS
expliqguant du méme coup la stcechiométrie plus élegl’AS et le fort ralentissement de la

consommation d’AF dans le mélange observé darngueef142.
4.5.4.2 Mélanges AF-DOPA (pH 5,6 a 30 °C)

Au préalable, les constantes cinétiques de I'enzgmieété déterminées vis-a-vis de
chacun des substrats phénoliques dans les corgiporches des précédentes (pH 5,6 a
30 °C) avec une quantité d’enzyme égale a 1,2 (mkasuré avec 2 mM d’AF a H 5,6) dans
un volume de 1,4 mL. Les mesures ont été réaliaépsl 5,6 afin de se rapprocher des
conditions existantes dans la pate. La figure 1d8nd la représentation en double inverse
vis-a-vis de la L-DOPA. Les Km et Vm déterminés tsde 0,44 mM et 18,3 nkat.rf_
respectivement. Pour I'AF, les constantes déteresir@épartir de la représentation en double
inverse (figure 144) sont de 0,097 mM pour le Kni8@2 nkat.mL* pour le Vm. La valeur du
Km obtenue est cohérente avec celle déterminée ldan®émes conditions expérimentales

sur le premier lot de PC utilisé (tableau 55).

Une premiére étude a été réalisée avec les mibepid 5,6 contenant I'AF (0,33 mM)
et la L-DOPA (0,6 mM), seul ou en mélanges (figiib) auxquels sont ajoutés 1,2 nkat
d’enzyme (mesurés avec 2 mM d’AF a pH 5,6). L'atéivesurée pour la L-DOPA seule est
de 0,4 nkat. En présence d’AF (seul ou en présdadeDOPA 0,6 mM dans le milieu), la
vitesse de réaction est plus élevée soit 0,97 ma@ir les deux substrats seuls, les quantités
totales d’'Q consommeées sont respectivement de 0,118 mM pAErdt 0,182 mM pour la
L-DOPA. Dans le cas de I'AF seul, apres 4 min detién, la consommation dxatteint un
plateau correspondant probablement a la consommaiéo tout I'AF, ce qui donne une
stoechiométrie de 2,8, valeur inférieure aux donniéésriqgues de 4 moles d’AF pour une
mole d’G, consommeée (Brown, 1967). Ce résultat indique cger’gunantité d’Q consommée
plus importante est mesurée, probablement duectitg de la laccase vis-a-vis des dimeres
formés. Dans le cas de la L-DOPA, la quantité éothD, consommée aprés environ 15 min
est de 0,182 mM, ce qui donne une stcechiométrid,8leCes données sont également en
contradiction avec la théorie. Il est cependantbabte que les composés primaires de

I'oxydation de la L-DOPA par la laccase participerdins a la consommation d’oxygene.

Lorsque les deux phénols sont présents dans leuniibut I'G présent dans le milieu
est consommeé et de facon rapide (activité égakdla mesurée en présence d’AF seul). Ceci
est cohérent avec le role de médiateur de I'AFt des espéces radicalaires oxydent la L-
DOPA en régénérant I'AF de départ (Figueroa-Esmnozt Rouau, 1999).
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Figure 146. Vitesse de consommation d’oxygéne (a p+5,6 et a 30 °C) dans les mélan¢
AF-DOPA en présence de la laccase PC.
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Figure 147 Profils d'élution obtenus lors de I'oxydation par PC d'un mélange
DOPA-AF suivis a 275 nm (haut) et 320 nm (bas).
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Une étude plus compléte a ensuite été réaliséedr@emélanges AF/DOPA contenant
0, 0,016, 0,033, 0,16 et 0,33 mM en AF et 0, 0,27D et 1,5 mM en L-DOPA toujours a pH
5,6 avec une quantité d’enzyme égale a 1,2 nkasyrée avec 2 mM d’AF a pH 5,6). La
figure 146 montre les résultats obtenus sur lassdgede consommation d’oxygéne dans ces
différents mélanges. Plus la quantité d’AF ajoust emportante, plus la vitesse de
consommation s’accroit. Comme dans le cas du melARgAS, les effets sont d’autant plus
marqués que les concentrations en DOPA sont faiblest-a-dire que I'enzyme n’est pas
saturée en substrat. En revanche, I'ajout de (eéaotbissante de DOPA n’augmente que
faiblement la vitesse de consommation dfuand les deux substrats sont présents dans le
milieu (au-dela de 0,2 mM en L-DOPA). De plus, tpron applique I'équation VI.1, les
valeurs expérimentales des vitesses instantanéesodsommation d'@ sont toujours
supérieures a celles prédites par le modele, faisgparaitre systématiquement un
phénomeéne d’accélération de la consommation, diéns les mélanges. Pour les faibles
concentrations en AF seul, la vitesse de consoromatiO, ralentit trés rapidement
(épuisement du substrat) ce qui rend difficiletiimation des vitesses initiales. Lors de I'ajout
de L-DOPA a I'AF, le ralentissement de la consomamatl’O, est beaucoup moins marqué.
La mesure des consommations de phénol par HPLCaitlepermettre d’expliquer ce

phénomeéne.

La mesure de la disparition de L-DOPA dans le mikst réalisé a 275 nm et celle de
I'AF a 320 nm. Les spectres des produits formésmi sur un détecteur a barrette de diodes
ont permis lidentification de ces derniers. L'éut se déroule pendant 60 min dans les
conditions mises au point au laboratoire par Ratafto communication personne)lest
précisées ci-apres. Pendant les 20 premiéres réintidn, un gradient linéaire permet de
faire varier le rapport tampon phosphate pH 2,%¢sct&ile de 98/2 a 70/30 pour éluer
progressivement la DOPA et ses produits d’oxydatmis I'AF et ses produits d’oxydation.
Un chromatogramme type obtenu est présenté ddigute 147 correspondant a un mélange
DOPA 0,6 mM — AF 0,33 mM, 180 s aprés I'ajout d@ hkat de laccase PC. Dans ces
conditions, la L-DOPA a un temps de rétention deié et 'AF de 33 min. 3 produits
d’oxydation (n°1 — 2 — 3) apparaissent, respect@na 9, 38 et 41 min. Un pic apparait vers
37 min dd a I'enzyme (vérifié par injection de [zyme seule). Entre 17 et 30 min, un
ensemble de molécules mal séparées sont misesidenés. L'analyse des spectres de ces
dernieres montrent des caractéristiques commungsddférentes espéces en présence,
substrats et certains produits d’oxydation. Il #'@gobablement d’intermédiaire de réactions

non stables. Les produits 1, 2 et 3 ont été idéstifpar leur spectre d’absorbance
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Figure 148. Spectres d'absorption de la IDOPA et de I'AF ainsi que de leurs produits d’oxydéon
par la laccase PC
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Figure 150. Détermination des constantes cinétique la laccase PC vis-a-vis de
I'AS par polarographie (représentation de Lineweaveet Burke). Conditions
d’expériences : pH =5,6 ; 30 °C.
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correspondant au dopachrome (produit d’oxydationladé-DOPA) et aux deux dimeéres
d’AF, l'acide 8-5’ benzodiférulique et la 8-8' ganantactone (figure 148).

La composition du mélange DOPA 0,2 mM —AF 0,33 midté étudiée apres 60, 120,
180 et 240 s de réaction enzymtique. L'oxydationIp2 nkat de laccase PC de L-DOPA 0,6
mM conduit & une disparition lente et proportiotmelu temps de celle-ci. Aprés 3 min de
réaction, seulement 10 % de la quantité initiatksparu (figure 149). Environ la moitié de la
L-DOPA de départ est oxydée aprés 30 min de réadilonnée non montrée). Le fait
d’'ajouter de I'AF (0,33 mM) dans le milieu provoquee forte accélération de la diminution
de DOPA. Aprés 3 min, la quasi-totalité de la DO consommeée. Dans des conditions
équivalentes, aprés 3 min de réaction avec 0,33 diAF seul, une consommation quasi-
totale de I'AF est observée alors que I'ajout d2 \M en DOPA ralentit fortement la
consommation de I’AF puisqu’aprés 3 min, seulen®n¥% d’AF sont consommeés.

On observe un effet accélérateur de la consommatéote DOPA lorsque I'AF est
ajouté et simultanément un effet retardateur deolessommation d’AF lorsque la DOPA est
ajoutée. Ceci peut s’expliquer par une réaction emxymatique d’oxydation de la L-DOPA

par la semiquinone d’AF. Dans ce cas, I'AF joua@le de médiateur d’oxydation.

L’analyse de différents mélanges AF/DOPA a monu& goncentration constante en
AF, des concentrations croissantes en DOPA rabaittsla vitesse de consommation d’AF
alors qu’'a concentration constante en DOPA, deseardmations croissantes d’AF augmente
la vitesse de consommation de DOPA. Enfin, dans cwxlitions d’expériences, aucun
produit de couplage entre les semiquinones de D&RPAF n’a été détecté quel que soit le

temps de cinétique.
4.5.4.3 Mélanges AS-DOPA (pH 5,6 a 30 °C)

Une expérimentation similaire a été réalisée avex miélanges AS/DOPA. Comme
dans le paragraphe précédent, les paramétres quiagtide I'enzyme PC vis-a-vis des
substrats seuls ont été déterminés. Le Km et levigaa-vis de la L-DOPA sont identiques
aux précédents a savoir 0,44 mM et 18,3 nkat.mespectivement. Vis-a-vis de I'AS, ils sont
fournis par la représentation en double inverséadegure 150. les valeurs déterminées sont

0,08 mM pour le Km et 36,3 nkat.ritlpour le Vm, respectivement.

Dans la figure 151, dans le cas du mélange AS-DQRHKet de I'ajout d’AS a des
solutions de DOPA provoque une accélération detsa@mmation d’@ donnant des vitesses
instantanées de consommations di@esurées supérieures a celles prévues par laighéor

(équation VI.1) appliquée a ce mélange. Ces rdsukant identiques a ceux précédents
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trouvés lors de I'ajout d’AF a une solution de L-B® dans le milieu en présence de la
laccase PC. L'ajout d’'une petite quantité d’AS & delutions de DOPA en présence de
laccase PC entraine une accélération importanta densommation d’'@initiale. Dans ces

milieux (a pH = 5,6 et a 30 °C), l'activité¢ oxydansemble devenir tres intense trés
rapidement. Ce phénoméne est a rapprocher deatedarvé dans les mélanges AF/DOPA. i
est vraisemblable que la aussi, I'AS joue un rébecElérateur de la consommation de L-
DOPA alors que sa consommation propre est ralgrarel’ajout de DOPA. Comme pour

I'AF, I'AS jouerait un réle de médiateur pour I'odgtion de la L-DOPA par la laccase PC.

4.5.4.4 Mélanges tyrosine-AF (pH 5,6 a 30 °C)

Des essais ont été réalisés pour étudier 'oxydatle mélanges Tyrosine-AF. Par
polarographie, une faible consommation g&3t observée lors de I'ajout de laccase PC a une
solution de tyrosine. De méme, par spectrophotagéipjout de laccase dans le milieu
provogue une variation lente du spectre de la iyeofdonnées non montrées). Cependant,
pour observer I'oxydation de tyrosine par la PCsdan temps raisonnable, il est nécessaire
d’utiliser un échantillon concentré d’enzyme et Upnete concentration de tyrosine (2,76
mM).

Ainsi, la vitesse de consommation d'®pH 5,6 par la méme quantité de laccase PC est
plus de 1000 fois plus faible en présence de tyeo&2,76 mM) qu’en présence d’Af (2 mM).
Selon Rakotozafycommunication personne)leles produits d’oxydation de la tyrosine par
PC sont des diméres, dityrosine et isodityrosigg donnus (Tilleyet al, 2001). Par ailleurs,
toujours selon Rakotozafycgmmunication personnejleen présence d’AF, les radicaux
tyrosyl générés enzymatiquement accélerent la filomades dimeres d’AF avec un
ralentissement de la formation de diméres de tyeofpar rapport a un milieu ne contenant
gu'un seul phénol) sans formation détectable dihoélienéres d’acide déhydroférulique-

tyrosine.

Dés lors dans nos conditions expérimentales, eleumnihodele et a pH 5,6, les radicaux
tyrosyl générés par la laccase semblent étre les @kydants parmi les subtsrats étudiés.
Cependant la vitesse d’apparition est trés pararmp celle des radicaux féruloyl qui sont
eux-mémes tres réactifs puisqu’ils forment des damé@t/ou oxydent d’autres composés tels
qgue I'AF esterifié, l'acide sinapique, la L-DOPAadide ascorbique et les thiols (Figueroa-
Espinozeet al, 1998c ; Garci&t al, 2002a).

Il semble difficile de former des liaisons covalEmientre tyrosine des protéines et AF

des pentosanes, les essais conduits dans ce seasleasvlaccases ont été infructueux
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Figure 152. Spectre d’absorption de 'ABTS (0,05 mioxydé par la laccase PC at =t
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(Figueroa-Espinoza&t al, 1999a). L'explication suivante peut étre avandee.effet, pour
augmenter la probabilité de réaction entre radicyuasyls et féruloyls, il faut les former
avec des vitesses de réactions enzymatiques praihes identiques. Ceci est difficile a
mettre en ceuvre dans les pates de farine aveadeaskes dont nous disposons puisque les
concentrations en composés phénoliques (tyrosinecate férulique) ne peuvent étre
modifiées. Notons cependant que Piber et KoehldlOFR ont détecté la présence
d’hétérodimeres d’acide déhydroférulique-tyrosiramgl la farine de blé et montré qu’il s’en
formait de petites quantités pendant le pétrissBge. ailleurs, Oudgenoegt al. (2001 et
2002) ont aussi mis en évidence la formation dehéésrodimeéres dans les milieux modéles a
pH 8 en utilisant la peroxydase de raifort en pnésed’HO,, d’'acide férulique et d’'un
tripeptide Gly-Tyr-Gly a condition d’utiliser un paort de concentration [Gly-Tyr-Gly]/[AF]
égal a 40.

4.5.4.5 Mélanges AF-ABTS et Tyrosine-ABTS (pH 5,6 a 30 °C)

L’ABTS est le substrat des laccases connu pour @irddon médiateur d’oxydation.
Lors de son oxydation par la laccase a pH = 5& &b °C, il se forme un produit bleu-vert
correspondant a I'apparition d’'un radical catiomcgiable ABTS® (figure 152). Dans un cuve
de 3 mL, l'oxydation d’ABTS 0,05 mM par la laccaBE est mesurée a 405 nm. Plusieurs
expériences ont été menées en ajoutant a unewoldtABTS oxydée par PC, 20 nmoles
d’AF (20 pL d'une solution a 1 mM préparé dans dmpon acétate 0,1 M pH 5,6) a
intervalle de temps réguliers (60, 100 et 120igufeé 153), puis la méme expérience avec 28
nmoles de tyrosine (20 pL d’'une solution a 1,4 n&jputés a 60, 120, 180 et 240 s (figure
154).

Pour ces trois expériences, 'augmentation de velpmovoquée par I'ajout de solutions
n'excede pas 2,7 % du volume initial et la dilutemgendrée est négligeable. Dans toutes les
expériences, la vitesse initiale d’oxydation deBPS est de 1,35 nkat en prenant un
coefficient d’extinction molaire pour 'ABTS de 360 M.cm' & 405 nm. Sur la courbe
témoin, aprés 120 s de réaction, un plateau estin@ati{absorbance d’environ 1,5)
correspondant a I'oxydation de I'ensemble des mudésc d’ABTS en radical ABTS®. A
chaque ajout de 20 nmoles d’AF, une chute d'absm#a 405 nm voisine de 0,6 est
observée soit la réduction d’environ 50 nmoles dT/AB en ABTS. Si I'on considere que la
totalité de I'AF est oxydé, cela conduit a une stbemétrie ABTS°/AF proche de 2,5. Cette
valeur est probablement sous estimée puisque leadac continue d’agir sur 'ABTS

(augmentation de I'absorbance a 405 nm) et consonmagartie de I'AF ajouté. Aprés 180 s
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Figure 155.Spectre d’absorbance caractéristique obtenu lors déoxydation d’ABTS
en présence de tyrosine aprés 60 min de réaction.
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de réactions, la vitesse d’apparition du radicalTSB est nettement ralentie. A cet instant,
dans le milieu, 'AF ajouté et les dimeres d’AF guds par oxydation couplée sont également

substrats de I'enzyme et donc susceptibles d’'@meammés.

Lorsqu’on ajoute la tyrosine a la solution d’ABT$ydée par la laccase PC, aucun effet
n’est observé sur I'évolution de I'absorbance a ABbpar rapport au témoin jusqu’a 180 s de
réaction (figure 154). Ce n’est que lors de I'ajdeat 28 nmoles de tyrosine apres 180 s de
réaction qu’une diminution lente de l'absorbance4@ nm est observée. Celle-ci est
accentuée par un deuxieme ajout de 28 nmoles dsitgr aprés 240 s de réaction. Ainsi, il
apparait que dans la phase initiale de la réacksnradicaux ABTS® n’oxyderaient pas la
tyrosine ou le feraient trop lentement pour étreect@bles. En revanche apres 180 s (lorsque
tout 'ABTS a été transformé en ABTS®), il est pbss que les produits d’oxydation
enzymatique de la tyrosine réagissent avec I'ABTBffectivement, lorsqu’on laisse la
réaction se dérouler pendant 60 min, une coloratimiette apparait dont le spectre

d’absorbance présente 2 maxima a 550 nm et 405igung( 155)
4.5.5 Effet de la laccase en milieu pateux

Les laccases catalysent les réactions d’oxydatesnndono-prtho et diphénols, et sont
donc potentiellement intéressantes pour leur aaigmante au sein de la pate. Une étude de
I'effet dose a été réalisée (1,5 — 6 — 12,5 et R&.g* ms mesuré avec 'AF 2 mM a pH 4).
Dés la dose de 6 nkat:gns, la pate devient collante et difficilement npa@ble au-dela de
25 nkat.g* ms. Nous pouvons également ajouter que lorsqdeda de laccase augmente, la
pate devient de moins en moins consistante etudegn plus extensible, la dose de 25 nkat.g

! ms conduit & une pate trés extensible.
4.5.5.1 Sur le volume du pain

Des essais préliminaires ont été réalisés au sefoudnil de la société Puratos (test de
panification « pistolet » normalisé pour la fabtioa de petits pains de 50 g). 2 doses de
laccase PC (2 et 6 nkat.gns) ont été utilisées seules, ou en présencede ascorbique.
L'effet sur le volume spécifique des pains a al@® comparé avec des cocktails
enzymatiques commerciaux (hémi-cellulases et amyldss volumes spécifiques moyens
sont calculés en prenant la moyenne des volumes! quains pesés. Les coefficients de
variation sont inférieurs a 5 %. L'ajout de laccgsevoque une |égere augmentation du

volume spécifique de 4 et 7 % respectivement (gabl62), I'accroissement de volume
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Tableau 62 Comparaison de l'ajout de laccase PC sur le pourotage d’'augmentation du volume
spécifique de pains I'effet d’améliorants classique: 1, Témoin. 2, acide ascorbique (AA) 100 ppm. 3,
laccase PC 2 nkat.g ms. 4, PC 6 nkat.g ms. 5, AA 100 ppm + PC 2 nkat:g ms. 6, AA 100 ppm + PC 6
nkat.g™ ms. 7, AA 100 ppm + amylase (AMY) 10 ppm. 8, AA T0ppm + hemicellulase (HC) 50 ppm 9, AA
100 ppm + AMY 10 ppm + HC 50 ppm.

Essai

Augmentation du
Volume spécifique (%) 7 2 5 6 4

g

Figure 156. Photographies des pains lors des essdes panification. Comparaison de I'effet de laccasPC
avec des améliorants classiques. : 1, Témoin. 2jdascorbique (AA) 100 ppm. 3, laccase PC 2 nkat.gns.
4, PC6 nkat.g' ms. 5, AA 100 ppm + PC 2 nkatg ms. 6, AA 100 ppm + PC 6 nkat.gms. 7, AA 100 ppm -
amylase (AMY) 10 ppm. 8, AA 100 ppm + hemicellulasgHC) 50 ppm 9, AA 100 ppm + AMY 10 ppm + H(
50 ppm.
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Figure 157. Effet de I'ajout de la laccase PC sumlconsommation d’oxygen
au sitoxygraphe pour des pates pétries dans les abiions variétales (2,5 kg d
farine, 1,5 kg d’eau, 45 g de NaCl)
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spécifique est encore plus élevé en présence @'asdorbique pour la forte dose de laccase
(22 % pour I'essai AA + laccase contre 17 % poAAl'seul). En revanche, ces résultats sont
nettement plus faibles comparés a ceux obtenusder$ajout d’'acide ascorbique avec
amylase ou hémicellulase seule (35 et 36 % d'autatien du volume spécifique) ou
'ensemble acide ascorbique-amylase-hémicellulas@ermet une augmentation de 54 % du

volume spécifique.

En présence d’'acide ascorbique, I'ajout de laccask faible dose entraine une
augmentation de volume spécifique inférieure aegalbvoquée par I'ajout d’acide seul, et un
volume spécifique supérieur pour la forte dose.deamant I'aspect des pains, I'ajout de deux
doses de laccases sans acide ascorbique favofmeniation de pains plus ronds que le pain
témoin ne contenant aucun améliorant (figure 1%8). présence d’acide ascorbique, le
caractére rond favorisé par l'acide ascorbiqueaditcase semble étre renforcé. Un léger
brunissement du pain est également observé eavienla dose d’enzyme incorporée dans la
pate, probablement imputable a la couleur brundadsolution enzymatique non purifiée
utilisée. Ajoutée a la pate, 'enzyme K1 provoqgalément une augmentation de volume du
pain (Arnaut et al, 2006). Ces résultats prometteurs ont conduit dpdarsuite des

investigations sur I'action des laccases au seia géte.
4.5.5.2 Sur la consommation d’oxygéne.

Au bioréacteur, I'ajout d'une dose de 6 nkatms (environ 2 pkat dans la cuve du
pétrin) provoque une surconsommation d’oxygénex&olapres 25 min de pétrissage (figure
133) par rapport a une farine témoin (BF14). Damsas, la surconsommation est visible dés
10 min de pétrissage. Additionnée a une pate pétrisitoxygraphe (composée de farine
CNS), la laccase PC provoque aussi une augmentiden consommation dfigure 157).

Un effet de la dose ajoutée est visible et la sssommation totale est d’environ 0,1 et 0,3
umol.g* ms pour les doses 1,5 et 6 nkatrgs ajoutés. La surconsommation apparait aprés 8
a 10 min de pétrissage au sitoxygraphe. Lorsquédsss d’enzyme sont augmentées (de 12,5
a 50 nkat.g ms), aucune surconsommation supplémentaire ntestreée. En revanche, au-
deld de 6 nkatyms, la pate devient filante, extensible et colaatmesure que la dose
d’enzyme augmente, rendant la manipulation de ta palicate & partir de 25 nkat.gns.

L’'ajout de laccase en excés semble donc préjudeiabux qualités des pates.
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Tableau 63. Effet de la dose de laccase PC sur lparamétres (W, G, P) déterminés lors du test a

I'alvéographe.
Dose
d’enzyme
0 1,5 6 12 25 35
(nkat.g*
ms)
W 196 198 177 117 63 30
G 28 28,4 27,2 27,3 24 17,6
53 53 54 40 35 33

Tableau 64. Effet de la dose de laccase sur les paretres de couple moyen définis au sitoxygraphe

Activité CM1 tML St1 Cml tml Afl tAl CM2 tM2 St2 Raf TRa Cm2 tm2 Af2 tA2
(nkat.g’1 ms) (N.m)  (min) (min) (N.m) (min) (N.m) (min) (N.m) (min) (min) (N.m) (min) (N.m) (min) (N.m) (min)
0 68,8 3,74 0,82 628 666 60 29 646 11,3 nd 18 4,7 575 25 7,1 13,7

1,5 64,9 3,77 0,68 574 724 752 347 60,1 156 nd 2,76 8,32 565 25 3,63 945

6 66,2 329 092 583 7,16 7,95 387 623 145 nd 401 73 60 211 227 6,62
12,5 65,2 3,38 0,54 565 68 8,7 34 625 182 125 6,1 114 594 25 31 6,9
25 63,1 35 06 553 60 78 25 630 160 95 7,6 10,0 540 250 9,0 90
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4.5.5.3 Sur les mesures rhéologiques
4.5.5.3.1 Parameétres alvéographiques

Un effet de la dose (1,5 — 6 — 12 — 25 et 35 nKkang) de laccase PC a été déterminé a
I'alvéograph& Chopin (AFNOR, 2003, tableau 63). L'ajout de dosgissante provoque une
diminution de la valeur des 3 parametres W, G eP®&ur chaque parametre cette chute
dépend de la dose ajoutée. Ainsi, le W diminue dirpd'une dose ajoutée égale a 1,5
nkat.g' ms et le phénoméne est fortement accentué aprkat&ihms ajouté. A 12 nkatly
ms, la force boulangére ne représente plus que @& % valeur de la pate témoin. Le G
diminue légérement avec des doses croissantesytenajoutées jusqu'a 12 nkat.gns. En
ce qui concerne le P, la résistance a I'extensimindie lorsque la dose de PC ajoutée dépasse
6 nkat.g' ms et le phénoméne s'accentue lorsque la dosmipétieure a 12 nkat'gns. Au
sein de la pate, & la dose de 1,5 nkamgs, I'action oxydante de I'enzyme modifie les
structures biochimiques sans empécher le développede la pate (acquisition du maximum
de résistance). A plus forte dose, la pate semibded®structurée pendant le pétrissage. Au
dela de 6 nkat:hyms, I'oxydation est probablement trop importaretrainant peut-étre la
dépolymérisation des arabinoxylanes et/ou la sutatign des fonctions thiols responsables

de la formation du réseau de gluten.
4.5.5.3.2 Parameétres de couple moyen au sitoxygraphe

Pour les doses (1,5-6-12,5 et 25 nKatms), les paramétres de couple moyen définis
dans la figure 77 ont été déterminés. Chaque estarépété deux fois, les valeurs des
parameétres calculés sont des moyennes et les -§gaets sont similaires pour chaque
parameétre a ceux décrits dans le chapitre « mig@aent du sitoxygraphe » (figure 77). Dans
le tableau 64, 'augmentation de la dose de lacegsetée entraine une diminution du
CM1y0y et Cmlkyey, plus importante sur ce dernier avec pour conséguan affaiblissement
(Af1) plus important lorsque la dose d’enzyme augr@ede méme le critére Stl de stabilité
diminue. De plus, I'apparition de CMd, (tM1mo,) est plus précoce si la dose de laccase est
importante alors que I'apparition du minimum (tfs) ne dépend pas de la dose d’enzyme.
En revanche, quand la dose d’enzyme ajoutée augmentaffermissement (Raf) augmente
dans la seconde phase et le second pic de comsEistgparait plus tardivement. Au-dela de
12,5 nkat.g ms ajoutés & la pate, il est possible de caldalparamétre St2 de stabilité des
valeurs de couple autour du pic de consistance £eMEnfin, le second minimum (Cmga)

correspondant a la valeur de couple moyen en fipétassage est de plus en plus faible.
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Figure 158. Effet de 'AF 1 pmol.g' ms et du glycérol sur le consommation d’oxygeé
d’une farine CNO4 pétrie au sitoxygraphe (& kg farine, 1,5 L d’'eau, 1,8 % de NaCl
pétrie pendant 25 min a 52,5 rpm (dont 2 min de freage a 30 rpm).
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Figure 159. Effet de I'ajout de laccase PC (6 nkag ms) en présence d’AF (1 umol:y
ms) sur la consommation d'Q d’une pate pétrie au sitoxygraphe.
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Etant donné le manque de consistance et le folardobbservé sur les pates contenant de
fortes doses de laccase, on peut attribuer I'effetervé sur le CMgy a I'apparition du

collant, et la forte diminution du Cmg a la diminution de consistance. De plus, la
diminution du temps d’apparition du temps de premie accompagnée d’'une diminution des
valeurs de celui-ci vont dans le sens d’une adi&structurante rapide de I'enzyme et celle-ci
d'autant plus nette que la quantité d’enzyme aputét importante. Ces résultats sont

identiques a ceux obtenus par Labigal.(2000a).

4.5.5.4 Effet des laccases en présence de médiateur

d’oxydation au cours du pétrissage

Les essais de pétrissage en présence de laccdsearetdiateur (AF et ABTS) ont été

réalisés a la dose de 6 nkdtms de PC.
4.5.5.4.1 Ajout d’AF (1 pmol.g! ms)

Pour ces essais, la pate (composée de 2,5 kgide @04, 1,5 kg d’eau distillée et 45
g de NaCl) est pétrie dans les conditions de I'étatiétale (2 min de frasage a 30 rpm suivie
de 2 min de pétrissage a 52,5 rpm). L'extrait BP@ utilisé étant stabilisé avec 2 % de
glycérol environ, un pétrissage témoin a été réatians enzyme en ajoutant un volume
théorique équivalent de glycérol. Aucun effet dycglol n'a été constaté sur les valeurs de
couple. En revanche, le glycérol provoque une Egarconsommation d’oxygene a partir de
10 min de pétrissage (figure 158). Cette surconsatiom est faible mais significative étant
donné la bonne répétabilité de la mesure. En peésd®F 1 umol.g ms, on observe une
baisse de la consommation d’éntre 8 et 18 min. L’AF est décrit comme un intebr de la
LOX, ce qui expliquerait un ralentissement de lasmmmation d’'oxygéene par cette enzyme
visible vers 10 min de pétrissage. Au-dela de 1b aei pétrissage, les vitesses instantanées de
consommation en présence d’AF sont supérieuregranin puisqu’en fin de pétrissage les
consommations totales de ces deux essais sonségdlgmol.g ms.

Sur le couple mesuré au sitoxygraphe, I'effet d@lit d’AF sur les paramétres n'a pas
pu étre analysé car la mise au point de la mesereodple n’était pas encore réalisée au
moment de ces essais. Cependant, I'observatiopates montre que la présence d’AF dans
la formulation rend la pate légérement collantepleénomene étant accentué en présence de

laccase (Labat al, 2000a). Seules les mesures de consommationsodiGité réalisées.

La figure 159 montre I'effet de I'ajout de PC (266 nkat.g ms) sur la consommation

d’O, d’une pate contenant également de I'AF (1 pnibhig). A la dose de 1,5 nkat.gns de
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Figure 160. Effet du systeme médiateur d’'oxydatiomomposé de la laccase F
et d’ABTS (0,5 pmol.g* ms) sur la consommation d’Q au cours du pétrissage
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PC, le gain de consommation est de 0,18 pntohg (I'Ouio CONSOMME aprés 25 min passe
de 3,97 & 4,15 pmol’ms). La surconsommation a lieu entre 5 et 10 minsque aprés 10
min de pétrissage, I'écart est constant avec labeotémoin (pate contenant uniquement de
I'AF). Quand la quantité d’enzyme ajoutée est plaportante, la surconsommation finale est
de 0,38 pmol.g ms. Si on admet une stoechiométrie de 4 moles d¥ylées pour une mole
d’O, consommée, la surconsommation gl@vrait &tre de 0,25 umot:gns pour 1 pmol:§

ms d’AF ajouté. Si I'on tient compte des 0,4 pmolms d’AF estérifié présentes dans la
farine (Louarmeet al, 2004), la surconsommation théorique est de Or86lig* ms, voisine

de celle observée entre le témoin et le témoin +Akat.g' ms de laccase PC.
4.5.5.4.2 Ajout d’ABTS (0,5 pmol.g™! ms)

Un essai a été réalisé en ajoutant 0,5 pritaing d’ABTS seul ou en présence de 6
nkat.g* d’enzyme PC lors du pétrissage d'une pate fabrigaépartir de farine CNS
(conditions d’hydratation et vitesses identiqueles précisées dans le chapitre précédent).

Les pates ont été pétries en absence ou en présedc® de levure.

4.5.5.4.2.1 Pates sans levure.

Pour ces conditions expérimentales, les courbesodsommations d’'@sont fournies
dans la figure 160. L’'ajout d’ABTS seul ne provoqas de variation de la consommation par
rapport a une pate témoin. En revanche, lors |a& rais présence de PC dans la péate, une
surconsommation d’Ototale de 0,5 pmol:yms apparait aprés 25 min de pétrissage. Comme
dans le cas de I'AF, une stoechiométrie de 1 malp donsommée pour 4 moles d’ABTS
oxydées montre que la surconsommation ,d&st largement supérieure a celle nécessaire
pour oxyder I'ABTS, une surconsommation de 0,12%jgit ms d’G; devrait étre observée
suite & ladditon de 0,5 pmollgms d’ABTS. Par comparaison avec I'AF ajouté
précédemment, la quantité d’ABTS est 2 fois moimpadrtante alors que la surconsommation
est supérieure (+ 0,5 pmof.gns au lieu de 0,38 umol'gms). Le systéme médiateur
laccase/ABTS semble plus efficace que le systeree laccase/AF. Cette surconsommation
est visible dés les premiers instants de pétrisdagye du mélange des ingrédients pendant le
frasage, 'ABTS est rapidement oxydé par la lacaaseainant I'apparition d’'une couleur
bleu-verte caractéristique du radical ABTS® forfRéis, quand la pate est formée, la couleur
disparait immédiatement. Par analogie avec lesraddens faites en milieu modéle, le
radical en réagissant avec des molécules oxydgiésentes dans la pate est probablement

réduit en molécule d’ABTS initiale, puis ré-oxydarpla laccase au cours du pétrissage
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Figure 161. Effet du systeme ABTS/PC sur les vitess de consommation d'@exprimée:

en fonction de 'O, consommé dans la pate

70 -
T 65 -
Z
= 60 -
Q
§ 55 -
= 50 -
: 7’ .
8 45 | — témoin
40 —‘ABTS/PC
0 5 10 15 20
t (min)

25

Figure 162. Comparaison des allures de courbes deuple moyen en présence ou en abse

du systeme médiateur ABTS/PC
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Figure 163 Effet du systéeme ABTS/PC médiateur d’oxydation suta consommation d’oxygéne ¢

pates pétries en présence ou en absence de levuré).
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transmettant ainsi sa forme radicalaire a d’autmetecules de la pate. De plus, dés 5 min de
pétrissage, la pente de la courbe est supérieaefleadu témoin, indiquant que les vitesses

d’oxydation en présence du systeme médiateur sostmpportantes.

Les vitesses instantanées de consommation d&®la courbe témoin et de la pate
contenant le systeme médiateur ont été représeatemction de I'Q consommé au cours
du pétrissage (figure 161). Jusqu'a 1 umbhg d’0, consommé dans la pate les vitesses sont
identiques. Lorsque la consommation g&igmente, I'écart entre les vitesses instantamiées
consommation d'@de la pate contenant le systéme médiateur et patéatémoin augmente
et lorsque 2 pmoly ms d'Q sont consommés, il devient constant (environ
0,1 pmol.g- ms.min', soit 1,7 nkat.d ms). La vitesse maximale de consommation,cB6x
alors de 0,52 pmolgms.min'. Aprés le pétrissage, en présence d’ABTS et deats; la
pate au repos se teinte progressivement d’'une wouielette qui s’intensifie au fur et a
mesure que la période de repos s’allonge, Cettéeaouappelle celle observée quand la

tyrosine est mise en présence d’ABTS en milieu rfeode

L’effet engendré par le systeme médiateur ABTS/P&éaétudié sur les courbes de
couple moyen (figure 162). On observe une dimimutda CMZney et du Cmiey.conduisant a
un affaiblissement important et rapide en débutpdiissage de la pate. Dans la seconde
phase du pétrissage, les valeurs de couple moyaagr@entent, et deviennent supérieures a
celles du témoin vers 19 min de pétrissage. LedRaissement observeé est alors supérieur a
I'affaiblissement initial (supérieur a 10 N.m). Eevanche, le second pic de consistance ne
peut étre déterminé car les valeurs de couple rssepa pas par un maximum. Bien
gu’'apparemment moins collante et moins inconsistaoe la pate supplémentée en AF et en
PC, le fait d’observer un raffermissement importantfin de pétrissage ne peut s’expliquer

uniquement par un effet structurant de la pate.

4.5.5.4.2.2 Pates additionnées de 1 % de levure

En présence de levure, la consommation,di®la pate est fortement augmentée (figure
163). En effet, 8 umolyms sont consommées aprés 25 min en présence e, lsoit 3
umol.g' ms de plus que la pate témoin dépourvue de levDegte surconsommation est
décelable a partir de 7 min de pétrissage et falgénérale des consommation gifi@s pates
levurées est quasi-linéaire (vitesse de consommdtio, quasi-constante au cours du temps).
En présence d’ABTS seul (et de levure), aucuneémiffce n’'est observée sur les
consommations d'©@par rapport a la pate contenant uniqguement la méose de levure.
Comme dans le cas des pates non supplémentéesuwzg, |[Bajout du systeme ABTS/PC
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Figure 164 Pourcentage de C® produit lors du pétrissage de pate en présence devure

avec ou sans systéeme médiateur d’oxydation et ens@mce de celle-ci.
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Figure 165 Fractions totales des protéines extraites des patgétries en présence
levure (ou non), en présence de systéeme médiat€(ou non et en présence de glycéi

ou non) d’oxydation et en absence de celle-ci.
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Figure 166 Rapport de fractions F1/F2 des protéines extraitesles pates pétries ¢
présence de levure (ouan), en présence de systeme médiateur ((ou non at@ésence d

glycérol ou non) d’oxydation et en absence de cele
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augmente les consommations ainsi que les vitesestantanées de consommation
instantanées d'©des pates levurées et non levurées dans les pseimétants du pétrissage.
En présence de levure, la hausse de consommat@npdbvoquée par I'ajout du systeme
ABTS/PC est visible plus rapidement. En revanclees \a fin du pétrissage, la pate contenant
de la levure et le systéme ABTS/PC atteint le méimeau de consommation d;Que la pate
additionnée de levure (8 umof.gns). Entre 10 et 15 min, les vitesses instantamiées
consommation de cette pate subissent un ralente&sgequi se poursuit jusqu’a la fin du
pétrissage. La présence dans le milieu d'un comps® réactif (ABTS®) semble donc
interférer sur l'activité de la levure. Les prodans de CQ engendrée par la présence de

levure ont été examinées.

Pour une pate sans levure, le pourcentage de &@mente trés faiblement et
proportionnellement au temps (0,3 % a t = 25 minpdtrissage). En présence de 1 % de
levure (figure 164), la vitesse de production de;&@ccroit au cours du pétrissage. En fin de
pétrissage (a 25 min), la teneur des&fans la cuve est d’environ 8 %. La méme cinétiipie
production de C@est observée pour la pate contenant la levure lavegsteme médiateur
d’oxydation. La présence d’ABTS oxydé dans la @#mble donc uniguement modifier la
cinétique de réaction d’oxydation mais pas la potidn de CQ par fermentation de la levure

qui débute pendant le pétrissage.

L’effet observé sur les parametres de couple esttigue en présence ou en absence de
levure pour des pates contenant le systeme ABTStP&st-a-dire un affaiblissement accru
par la présence du médiateur, puis un raffermisseni@ns la seconde phase du pétrissage
associé a I'apparition d’un fort collant de la pétefin de pétrissage (données non montrées).

4.5.5.4.2.3 Effet sur I’état d’agrégation des protéines

Les pates pétries en présence de levure ou nam @sence du systeme médiateur ou
non ont été congelées dans l'azote liquide immédiant aprés le pétrissage. Un pétrissage
témoin sans levure en présence de glycérol a égalegaié analysé. Pour chaque pate, les
protéines sont extraites (dénaturation et soldiibgs) et le profil protéique de chaque
échantillon est obtenu par CLHP (détection UV a 2itd). Pour I'ensemble des essais

étudiés, la fraction totale rest constante quelie spit la formulation (figure 165). la quantité

totale de chaque pate donne une absorbance moglentiz76 UA.p'gl ms (CV < 10 %). La
figure 166 présente le rapport des gluténines de paids moléculaires (HMW-GS) sur les
gluténines de bas poids moléculaires (LMW-GS). késultats obtenus montre que par

rapport a la farine (F1/F2 = 0,8), le pétrissaggnaente le rapport F1/F2 des protéines de la
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(F3+F4)/(F1+F2)

Figure 167 Rapport gliadines / gluténines ((F3+F4)/(F1+F2)) & protéine
extraites des pates pétries en présence de levuoal (non), en présencee system
médiateur ((ou non et en présence de glycérol ou mod’'oxydation et en absenc

de celle-ci.

20 +
15 4 —— ABTS en solution
5 (témoin)
‘é 10 - ~——— ABTS extrait des pates
5 4
0
200 250 300 350 400 450 500 550 600
A nm

Figure 168. Détection du pic correspondant a I'élution d'BTS
dans les échantillons de pate analysé par CLHP —UV.
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Figure 169. Quantification par HPLC —DAD de I'ABTS libre dans les
extraits protéiques des pates. Témoinréponse correspondant a un
solution d’ABTS 10 uM injecté directement dans leysteme HPLC
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pate non levurée (F1/F2 = 0,92). L'ajout de levid&®BTS et de glycérol seul ou deux a

deux rameéne la valeur du rapport a celui obserws tkafarine (F1/F2 ~0,8 a 0,82). L'ajout

de laccase PC provoque une diminution du rappog phportante (F1/F2 = 0,69), accentuée
en présence de levure (F1/F2 = 0,61). La présemceétliateur n'augmente pas l'effet sur le
rapport (en présence ou en absence de levure). dPague essai, le rapport gliadine sur
gluténines ((F3+F4)/(F1+F2)) a également été remtés(figure 167). Les résultats montrent
gue le pétrissage affecte la valeur de ce rapfgttgour la farine, 0,9 pour la pate témoin).
L’ajout d’ABTS, levure, glycérol provoque une augmetion (valeurs entre 0,95 et 1), de
méme que l'ajout de laccase (valeur du rapporteégal). L'ajout de laccase et de levure
provogue une plus forte augmentation du rappote(@rale 1,1 en présence d’ABTS ou non).

Ainsi, I'addition de laccase a la pate semble pguer une diminution du nombre de
polymeéres de hauts poids moléculaires au profitpdettines de bas poids moléculaires et des
gliadines. Ce phénomene est accentué en présencgdiateur mais aussi en présence de
levure. En présence d’ABTS, les réactions d’oxyatationt augmenter le rapport gliadines
sur gluténines. La présence de glycérol dans léilan modifie le profil protéique de la
pate, mais les modifications sont faibles compaédeffet di a I'enzyme.

Du fait de sa toxicité, I'utilisation d’ABTS dane domaine agroalimentaire n'a aucun
avenir. Cependant, son intérét réside dans I'étnélerique de systeme médiateur capable de
modifier les réactions d’oxydation. Lors de I'értides échantillons de pate, il a été possible
de d’identifier le pic correspondant a I'ABTS (tesnde rétention 23 min) ajouté dans la
formulation de la pate a I'aide de son spectre WBble (figure 168). La quantification de
'ABTS résiduel dans les extraits protéiques a édélisée par l'injection d’'un témoin
(JABTS] 10 uM directement dissous dans le tamp8in)a totalité d’ABTS ajoutée a la farine
(1 umol.g* ms) est extrait en méme temps que les protéinés pigte et si celui-ci est libre,
la concentration d’ABTS serait égale a 8 puM. Ainstul 75 % du médiateur ajouté est
retrouvé a l'état libre en fin de pétrissage (fgui69). Les 25 % disparus ont été
probablement impliqués dans des réactions de cgei@sec les résidus tyrosine (apparition
de la couleur violette dans les pates). Les ré&sufpgesentés montrent que 'ABTS peut
modifier le niveau d’oxydation au sein de la péate@ermettre I'oxydation de composés non
oxydables par les systémes endogenes classiquesa¢iiion probable avec la tyrosine).
Cependant, les conditions actuelles d'utilisaticABIS (et d’AF) avec la laccase pour
oxyder les composés biochimiques de la farine semlplaider en faveur d’'une trop forte

oxydation au sein de la pate, ayant un effet glphaidt négatif sur les qualités boulangeres
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des pates. Le fait que les effets de dépolyménisabient amplifiés en présence de levure est
€galement un point négatif pour ces systemes @aghsnhaine de la panification.

L’effet affaiblissant de la laccase PC a pu étrsuné& avec le sitoxygraphe (effet sur les
parameétres de couple) en accord avec les résuldtsnus par Labagt al. (2000a). En
présence d’AF, la surconsommation d'@rovoquée par l'ajout de laccase est renforcée.
Cependant, Selinheimet al. (2006) ont récemment montré a l'aide du test ddfé&ieque

I'ajout de laccase améliore la résistance a I'esitendes pates.
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Initié en Octobre 2003, ce programme de thése aweait objectif premier de mettre
au point un pétrin instrumenté pour caractérisecdemportement des farines pendant le
pétrissage. Ce pétrin, le sitoxygraphe, est unduten du bioréacteur, un pétrin concu et
instrumenté au laboratoire pour I'analyse simuléadés échanges gazeux (consommation
d’O, et production de C£ et la consistance des péates pendant le pétrissagatoxygraphe
est un pétrin instrumenté étanche qui fournit :

. un ensemble de données pour caractériser les daginsi que I'effet d’améliorants,
d’un point de vue oxydatif (consommation d)@t rhéologique (couple moteur) ;
. des échantillons de pate pour mener des analysekitniques et rhéologiques.

Le second objectif concerne I'étude des laccases,odydoréductases potentiellement

intéressantes en panification, et la caractérisateleurs effets pendant le pétrissage.

Lors de cette thése, la mise en évidence de ctomd$a entre des évolutions
biochimiques (consommation d;QOactivité enzymatique, teneur en substrat redes) ghtes
et leurs propriétés rhéologiques (paramétres dpleppendant le pétrissage au sitoxygraphe,
ainsi qu’avec les propriétés technologiques (rhgiel@mpirique des pates, qualité des pains
qui en résultent aprés cuisson) a pour objectivaliger la contribution des phénoménes
oxydatifs dans I'acquisition des propriétés rhémags uniques de la pate qui influencent les

caractéristiques du produit final.

Lors de la mise au point, aprés un certain nombreédifications nécessaire a la mesure
des pourcentages gazeux dans le pétrin (étanchéiéermination du volume),

l'instrumentation a été développée.

Tout d’abord, inspirée du systéme d’analyse des djadioréacteur, la mesure des
teneurs en dioxygene et en dioxyde de carbone adéigtée au sitoxygraphe. Le changement
d’échelle d’un volume de 1,5 L au bioréacteur avalume de 10 L au sitoxygraphe a mis en
évidence la nécessité de prendre en compte deumoptames, négligés au bioréacteur :
l'inertie importante sur les mesures de gaz dubariogénéisation de I'enceinte gazeuse et
I'influence de la pression sur la réponse du capeaxygéne. Une correction constante d’'une
minute, résultant d’'un décalage entre la valeusluele capteur et le pourcentage gazeux réel
au niveau de la pate, est appliquée sur I'écheletemps. Pour prendre en compte l'influence
de la pression sur la réponse du capteur a oxygeneapteur de pression a été mis en place.
La relation entre la variation du pourcentage difiiché et la pression a été établie pour une
teneur de 20,9 % d'f) puis extrapolée lorsque ce pourcentage diminuec@ws du

pétrissage.
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Par ailleurs, la mesure de la pression pendantétaspage a révélé que lors de la
formation de la péate, une surpression de quelquesings de mbar consécutive a la
diminution rapide du volume gazeux apparaissaitnsii le volume de la farine
(correspondant a 2,5 kg de poudre) et d’eau (1g& liquide) est inférieur a celui de la pate,
d’environ 100 a 200 mL. La formation de la patenétan phénoméne complexe (passage d’'un
milieu discontinu a un milieu homogene, libératchngaz occlus dans la farine), la mesure de
laugmentation du volume de pate est difficlemeatlisable (volumes déterminés peu
précis), en revanche, la mesure de pression appéiedile (précise et répétable).
L’augmentation du volume de la phase condenséedfaiinuer le volume de gaz dans
I'enceinte environnant la pate entrainant une sson. Une fois formée, lors du pétrissage
de la pate, une diminution de la pression est oBsemttribuable a la fixation de bQ@u sein
de la pate (importante par rapport a la produatierCQ dans le cas des pates non levurées).
De plus, l'incorporation d’air dans la pate pourragalement influencer la variation de
pression dans I'enceinte gazeuse (modificatioradiehsité de celle-ci).

La mesure de couple est obtenue par la mesurandenkité électrique nécessaire au
moteur pour maintenir la vitesse de consigne cotstdJne courbe d’étalonnage intégrée par
le constructeur au niveau du variateur permet éioibtune mesure directement transformée

en N.m. La vitesse du bras est également mesurée.

Pour I'ensemble des paramétres mesurés (pourcentggeeux, pression, couple,
vitesse), un programme d'acquisition a été dévelogpus Labvief: Celui-ci permet deux
types d’acquisition, I'une réalisée a basse fréqadgie I'ordre de 0,5 Hz) pour les données
gaz et pression et l'autre réalisée a haute fréopués0 Hz) pour les données couple et vitesse
du bras. Cette derniere permet de mesurer lestioasades valeurs de couple pendant un tour
de bras (57 valeurs de couple par tour de bras,% p2n). Tout au long du pétrissage, le

systeme d’acquisition alterne entre les deux tgp@squisition.

L’exploitation des données brutes a été systénmbs@our cela, des macros Excel ont
été développées. Pour les mesures gazeuses, la paaret de transformer les pourcentages
gazeux en umol de gaz {Ou CQ) produites ou consommeées par gramme de matiehe.sec
Dans le cas de I'oxygene, la correction de la jjpessst appliquée et cette derniére est lissée
par une moyenne glissante. La mise en équatiorcal@bes de consommation d’oxygéne a
été réalisée par deux modeéles successifs (modéRodbard) permettant de modéliser des
courbes de type sigmoide. La dérivée du modéleraipal’extraire les vitesses instantanées

de consommation d'oxygene des courbes de consommakioxygene, pour aboutir a
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I'expression de celle-ci soit en fonction du tempsejt en fonction de la quantité O

consommeée.

Le traitement des données de couple (haute frégliemst réalisé par une macro
permettant d’extraire les valeurs maximales et maies obtenues lors de chaque tour de
bras. Apres lissage des valeurs (moyenne glissale®)maxima et minima obtenus sont
utilisés pour définir une courbe de couple moyeny@mne des maxima et des minima) et une
courbe d’épaisseur (différence entre les maximanieima). A partir de ces courbes, 32
parameétres sont définis, puis utilisés pour carasetéle comportement rhéologique des pates

pétries au sitoxygraphe.

Pour valider la mise au point, I'influence des dtiods de pétrissage est étudiée pour
guelques parametres. Dans un premier temps, laeniggace d’'un plan d’expériences pour
étudier les influences respectives de la vitesa&rde30 et 75 rpm), de la température de
départ des ingrédients (entre 10 et 20 °C) et dediatation (entre 57 et 63 %) sur la
cinétique de consommation d¢Gnontre que les trois facteurs ont des effets linéaet
indépendant les uns des autres sur les vitesgastasées de consommation gd'Qa vitesse

de consommation d’£est principalement favorisée par :

. 'augmentation de la vitesse de rotation du braisagnéliore I'incorporation

d’oxygene et favorise les contacts enzyme-substrats

. la diminution de [I'hydratation qui provoque une mentation de la
concentration en substrats redox dans la pate, gieimt aux enzymes d’agir plus

rapidement ;

« une augmentation de la température des ingrédigmitsfavorise I'activité

enzymatique.

Ces résultats confirment en partie des observatbtenues avec le bioréacteur sur des
pates plus hydratées (autour de 70 % par rappde farine humide dans le cas du
bioréacteur), la géométrie de ce dernier et lesssés de pétrissage (au dela de 100 rpm)
utilisées étant également différentes. Ainsi, l#ssges de consommation ¢@’'®ont limitées
par 'apport d'Q aux systemes enzymatiques, les contacts enzynséauét la concentration

de ces derniers.

Dans un second temps, 'effet de la masse de pale la réduction du volume de phase
gazeuse par l'ajout d’'une piéce plastique a ét@ié&tuSeule la vitesse maximale de
consommation d’'@ est influencée par la masse de pate. Pour unetigudreau distillée

ajoutée identique (60 % d’eau par rapport a lané&ahumide), la MO2uax passe de 0,4 a 0,5
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umol.g' ms.mif' lorsque la masse de pate devient supérieure & €£éyeffet de seuil
indiqgue que l'efficacité de pétrissage interviernsl la consommation dxDd’'une part,
I'incorporation d’Q est probablement dépendante du remplissage devéa et d’autre part,
la surface d’échange avec I'atmosphere gazeuseifiéeog@ar I'extension et la compression
de la péate, joue probablement un réle. La rédudi®wolume gazeux par I'ajout de la piece
plastique ne modifie pas les cinétiques de consdimomd’O; et ce dernier n'est pas limitant
puisque moins de 10 % de la quantité gdiditiale est consommeée. Concernant les données de
couple, 'augmentation de la masse de pate entmafieeaugmentation proportionnelle des
valeurs de couple maximale &) et minimale (G,,), mais seuls le temps d’apparition du
second maximum (t) et la stabilité (St2, durée pour laquelle leseuad de couple sont
supérieures a 95 % de la valeur du second maxineugodple) sont modifiés. Leurs valeurs

augmentent avec la masse de pate introduite damséa

Apres avoir mis en évidence l'influence des coodii de pétrissage sur les mesures,
linfluence de la formulation des farines sur lesesures réalisées avec les pétrins
instrumentés (bioréacteur et sitoxygraphe) a étdiét. Des liens entre les données mesurées
(oxygéne, couple) ont été établis avec des donbiehimiques obtenues par analyse des
farines et des pates, les données rhéologiquess efulalités boulangéres des farines dans le
cadre de deux études variétales sur trois annéeiscdite (2002, 2003 et 2005). De plus, les
effets d’améliorants couramment utilisés ont étésunés (acide ascorbique, cystéine,

bromate, glucose oxydase).

Lors de la premiére étude variétale réalisée searéravec le bioréacteur, il a été
montré que les courbes de consommation, @Oes 4 paramétres de couple définis a partir
des courbes de couple pouvaient fournir des infoboms complémentaires aux données
rhéologiques des farines, permettant en outreskeridiination de 12 variétés de farines selon
ces parametres. Cependant, la surhydratation reéeestes pates au bioréacteur impose la
prudence dans l'interprétation des phénomenes abigples, rendant difficile les liens avec
les données rhéologiques classiques. Les parantitresuple issus du bioréacteur n’ont pas
été pris en compte dans I'étude variétale 2005f¢fiBes). Mais les données d’oxygene sont
venues compléter I'ensemble des données acquissgoxygraphe, de méme, les données
biochimiques sur les pates issues du bioréacteturétenanalysées. Au total, les données
analysées rassemblent des données oxygene etmeseddiochimiques (farine et pate) pour
les deux pétrins, des données rhéologiques (codplesitoxygraphe, consistografhe
farinograph®, alvéograph® et des données issues des tests de panificatésnrésultats
obtenus ont confirmé l'importance du systéme liggnasique, les vitesses instantanées de
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consommation d’oxygéne initiales étant fortemenmtélées avec la teneur en AGL oxydables
des farines. Bien qu’aucune corrélation n'ait pasépre mise en évidence entre les vitesses
instantanées de consommation g I'activité LOX des farines, la dénaturation guitale

de celle-ci a été constatée dans les pates isegadedx pétrins, dénaturation expliquée par le
fonctionnement de cette enzyme. L'absence de @bioél avec les vitesses instantanées de
consommation d’oxygéne peut étre attribuée a lddaiariabilité dans les activités LOX des
farines étudiées. Jusqu’a 70 % de la quantitéeatalxygene consommeée peut étre attribuée
a I'oxydation des acides gras polyinsaturés degifmas AGL et MAG (PUFA oxydables), et
la vitesse de consommation d’oxygéne devient iatéd a 80 % de la vitesse maximale pour
des quantités d’'oxygéne consommeées proches du eatelmoles de PUFA oxydables dosés
dans les farines. Ces derniers représentent m@ns0d% de la quantité totale de PUFA
contenus dans lI'ensemble des fractions lipidigusisisi, la vitesse de consommation
d’'oxygene dépend aussi de systemes redox secondaireontribution de I'activité CAT et
POD a été mise en évidence par la corrélation sactvités avec les vitesses instantanées de
consommation d’'Q@ principalement dans la phase finale du pétrisgaffet plus visible au
bioréacteur). Les noyaux hématiniques de ces ergypoerraient oxyder les PUFA des
farines (parmi les 90 % non substrats de la LOX)ymamécanisme non enzymatique, et par
conséguent moins spécifique comparé au systemeytipoasique. En fin de pétrissage, les
PUFA substrats de la LOX sont consommes et I'aétige cette derniere est faible, alors qu’a
'opposé, les composés hématiniques sont intaasspbsent probablement de substrats, ceci
expliquerait que la participation des composés li@maes soit détectée principalement en
fin de pétrissage. Leur participation aux phénoreedeeconsommation dn’'est pas exclue
en début de pétrissage, mais, la compétition wisade 'O, est trés probablement a

'avantage de la LOX.
La comparaison du sitoxygraphe et du bioréactenomatré que :

» les quantités d’'@consommées sont corrélées (r = 0,8), la consommditale

moyenne obtenue au sitoxygraphe représentant en®&§86 de celle obtenue au bioréacteur ;

» les vitesses instantanées de consommation d’oxyg@meégalement corrélées
d'un appareil a l'autre. Cependant, les instants deesses instantanées de consommation
d’'oxygene les mieux corrélées pour chaque appaait reliés par une fonction affine
différente en début et milieu de pétrissage. Leriggstge plus efficace (incorporation
d’'oxygene, extension, compression de la pate) ahydeatation plus faible est responsable

des cinétiques rapides au sitoxygraphe. A la \ét@saximale de consommation d’oxygene, la
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vitesse de consommation au sitoxygraphe est en mmeye,2 fois plus grande qu’au

bioréacteur ;

. la discrimination des farines par analyse en commes principales selon leurs
parameétres d’oxygéene est identique quel que sofiélein, en revanche, elle semble plus

précise au sitoxygraphe, en raison d’'une meillegpétabilité ;

« en fin de pétrissage, la diminution en activité L@dXZns les pates des deux
pétrins représente 85 % de l'activité de la fariaequasi-totalité des PUFA des fractions
AGL et MAG a été oxydée, de méme, la quasi-totaliés caroténoides sont co-oxydés.
L’activité POD est stable tandis que l'activité CAdst plus faible dans les pates du
bioréacteur. Cette derniere est dénaturée lorbguse trouve a pH acide, au bioréacteur,
I'exposition est plus longue (60 min de pétrissage)

. peu de différences sont obtenues entre I'étatréigadion des protéines dans
les pates issues des deux pétrins. Le pétrissage grstique au sitoxygraphe semble
toutefois engendrer une dépolymérisation des preséplus importante pour certaines farines

(diminution du rapport F1/F2).

L’analyse des parametres de couple déterminéstia gas courbes de couple moyen et
d’épaisseur de couple a permis de sélectionnerapsres sur les 32 définis initialement a
partir des allures générales des courbes : le pramaximum de consistance (CM1), le temps
d’apparition du minimum de couple (tml), l'affakdiement (Afl, différence entre le premier
maximum et le minimum de couple) et le raffermissatRaf, différence entre le minimum
de couple et le second maximum de couple). Un #ieété établi entre les phénomenes
d’oxydation au sein de la pate et les parametreodple du sitoxygraphe :

«  corrélation entre les vitesses finales de consoimmatoxygene et tml, ainsi
qQU’'Afl ;
«  corrélation entre les vitesses initiales de consimma’O, et Raf.

Les parameétres de couple pertinents du sitoxygrapheaussi été corrélés avec des
données de rhéologies empiriqgues. CM1 est correc de paramétre de consistance
maximale du consistographetml semble plutdt corrélé avec la ténacité (Psurée a
l'alvéograph®&, Afl et Raf sont corrélés négativement avec lemmatres de stabilité et
d’affaiblissement & 12 min au farinografihet stabilité au consistogragheEnfin, Raf est
corrélé avec le parametre d’extensiblité (G). Césultats confirment la contribution des
systemes enzymatiques dans I'acquisition des @#wmirhéologiques des pates. De plus, la

mesure simultanée de la consommation d’oxygéne lavewsure du couple au sitoxygraphe
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permet de relier les phénoménes oxydatifs aveprigsriétés rhéologiques et technologiques
des farines. Le caractére prédictif des paramétbésnus directement pendant le pétrissage

semble une voie intéressante a explorer.

Un second volet de l'effet de la formulation degepéa été abordé lors de l'ajout
d’améliorant couramment utilisé en panification idac ascorbique, cystéine, bromate,
azodicarbonamide, glucose oxydase). Des effetsdiff&yents ont été observés tant sur les
cinétiques de consommation @'Que sur les parametres de couple. A I'exception de
'azodicarbonamide, les améliorants a caracteredamty (acide ascorbique, bromate, GOX)
améliorent l'intensité des réactions d’oxydatiorr pae augmentation de la consommation
totale d’oxygene, de la vitesse maximale de consatiom d’oxygene ou un maintien de cette
vitesse sur une durée plus importante. Dans ledeaBacide ascorbique et de la glucose
oxydase, les réactions enzymatiques font intervBokygene, en revanche, les réactions
faisant intervenir le bromate ne sont pas consomeeatd’oxygene, en théorie. Concernant
les parametres de couple, la plupart des agenttaoky entrainent une diminution du premier
maximum de couple (CM1), a I'exception du bromatesdju’il est ajouté en fort exces (0,26
pumol.g* ms). De plus, en régle générale, I'apparition doimum de couple (tm1) est plus
tardive, et 'affaiblissement dans la premiere ghast plus important. L'effet raffermissant
est généralement plus tardif que le témoin et lest@u moins marqué selon 'améliorant et la
dose utilisée. Au contraire, la glucose oxydasebdéeravoir un effet de raffermissement
rapide, puis en présence de glucose, les valeucsujgle chutent de facon importante apres
15 min de pétrissage, les pates ayant un aspestlgt et déstructuré. Par ailleurs, la
cystéine en tant que réducteur diminue la vitesagimmale de consommation mais ralentit
également la diminution de vitesse de consommatfiservée en fin de pétrissage. Aucune
différence n'a été déterminée sur les valeurs deanpetres de couple par rapport au témaoin.
Ainsi, l'analyse simultanée des cinétiques d'oxjmlatet des parametres de couple fait
apparaitre des différences dans les effets obseRa&s manque de temps, des analyses

biochimiques n'ont pu étre réalisées pour explideemécanismes mis en jeu.

La derniere partie de cette these a pour but dectéiser I'effet des laccases au sein
des pates. Sur 5 extraits de laccases, 2 onttérduseaprés détermination de leurs efficacités
relatives a pH 4 et 5,6. La laccase Bgcnoporus cinnabarinugPC) et la laccase
recombinante K1 possedent les meilleures efficaaiédatives a pH 5,6 vis-a-vis de I'acide
férulique (substrat majoritaire dans la pate). Despces deux enzymes semblent moins
sensibles que les autres laccases testées a ifiahipar le chlorure de sodium. L’'enzyme PC

a été partiellement purifiée par chromatographéeldange d’ions (facteur de purifiation égal
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a 3) conduisant a la séparation de deux isoforascaractérisation physico-chimique a
permis de confirmer les données de la littératp@int isoélectrique égal a 3,7 et masse
molaire égale a 70 kDa). Le chlorure de sodium &ffet inhibiteur sur l'activité de cette
enzyme en présence d’acide férulique. L'inhibitest de type compétitif (Ki = 3 mM). Pour
'enzyme K1, seule I'inhibition par le chlorure dedium a été examinée. A pH 5,6 et vis-a-
vis de 'ABTS, l'inhibition est de type non compét{Ki = 150 mM).

Aprées leur caractérisation biochimique, I'oxydatidas composés phénoliques par la
laccase PC a été étudiée en présence de mélandesxdsubstrats dans le milieu réactionnel,
a pH égal a 4 pour le mélange acide férulique ABgide sinapique (AS) et a pH 5,6 pour le
mélange AF-DOPA et AS-DOPA. Les résultats obtemtsnaontré que les radicaux féruloyl
générés lors de I'oxydation de I'AF permettent dilerer I'oxydation du second phénol dans
le milieu tout en régénérant I'AF. Dans ces méland@F jouerait un réle de médiateur

d’oxydation pour la L-DOPA. Il en est de méme avAS.

BN

Lors de l'oxydation de I'ABTS par la laccase PCvsiipar spectrophotométrie a
pH = 5,6, I'ajout d’AF provoque une réduction ra@idu radical ABTS® formé. Dans ce cas,
c’est 'ABTS qui joue un rble de médiateur, celuiétant réputé pour étre un tres bon
médiateur d’oxydation. Lors de la réduction du calABTS® en ABTS, un nombre de moles
d’ABTS® plus important que le nombre de moles d'Afroduit dans le milieu semble
nécessaire. (stoechiométrie supérieure a 1). Ebdilout de tyrosine a un milieu contenant
'ABTS oxydé par la laccase PC ne provoque pasdaation rapide du radical. En revanche,
aprés un temps long (30 min) d'incubation, une lon violette apparait résultant
probablement d’'une interaction entre les molécdlA8TS* et celles de tyrosine.

Dans la pate, l'ajout des laccases PC et K1 engemmhe augmentation de la
consommation d'@ Une modification des valeurs de couple est anlsservée, plus marquée
a forte dose. Lors de test de panification prélaim® I'ajout de laccase provoque une légere
amélioration du volume du pain. En revanche, déofe de 12 nkaf’gms, I'apparition d’'un
fort collant est constatée, ainsi qu’un fort exd&xtensibilité, rendant les péates difficilement
manipulables. L'effet de dépolymérisation des prae provoqué par la laccase PC a été
confirmé par I'analyse de I'état d’agrégation dest@ines. Cet effet est renforcé en présence
de levure §. cerevisideet d’ABTS. Ce dernier semble par ailleurs régénguisqu’il est
retrouvé libre dans les extraits protéiques. Enclmion, I'effet améliorant des laccases au
sein de la pate reste a confirmer. Cette enzymprebablement responsable de phénoménes
de suroxydation conduisant a la détérioration desprpetés rhéologiques des pates.

L'utilisation de 'ABTS comme systéme médiateur rated est par ailleurs intéressante,
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puisque ce systeme permet de générer des radibaes, Istables capables d’interagir avec les
composés de la pate tout en étant régénéré (fasndation de diméres comme dans le cas de

I'acide férulique).

De l'instrumentation du sitoxygraphe a la carastiion des laccases, notre travail de
thése a abordé un grand nombre de problématiques/ett de nombreuses perspectives.

Tout d’'abord, le sitoxygraphe permet I'acquisitida la température de pate et de la
température d’entrée et de sortie du fluide cinculdans le double enveloppe thermostatée.
Par manque de temps, les données mesurées n’'dittgexploitées. L’exploitation de ces
dernieres devraient permettre d’étudier les écharggeergétiques au cours du pétrissage
(énergie fournie par le moteur, énergié absorbédgopate sous forme de chaleur, énergie
dissipée dans le double paroi du pétrin).

Concernant l'instrumentation, I'apport de la mestdegoression ouvre une nouvelle voie
de recherche sur I'évolution de la densité desspdia effet, le calcul de la variation du
nombre de moles de gaz dans I'enceinte et la melsupeession permettent d’appliquer la loi
des gaz parfaits en négligeant la variation de éatpre de la phase gazeuse. Ainsi, il est
possible de calculer le volume de phase gazeuskaque instant du pétrissage et par
conséquent, le volume de péate. Connaissant la ndaspéte introduite, il semble possible de
mesurer I'évolution de sa densité au cours du gs&tge. De plus, en présence de lev8re (
cerevisiag, il parait possible de calculer la densité dpdte au cours d’'une fermentation en
masse directement apres le pétrissage. Enfin,dera fermentation (ou lorsque le bras du
pétrin est arrété en cours de pétrissage sansleViévolution des pourcentages gazeux de la
pate au repos devrait permettre d’étudier les pimé&nes de diffusion des gaz a travers la pate
(mesure de la porositée de celle-ci). Ainsi, l'effde différentes formulations (ajout
d’émulsifiants ou de lipase par exemple) modifi@ntiensité et la porosité de la pate devrait
pouvoir étre mesuré pendant le pétrissage et tadietation. |l parait également possible de

pétrir en sur ou sous pression.

Concernant les conditions de pétrissage, les sgdsutibtenus ont montré qu'il était
envisageable d’adapter les conditions de pétrispage faciliter les comparaisons avec les
appareils classiques de rhéologie par exemple (aiilayp de I'hydratation des pates par
exemple). La mesure simultanée de paramétres digakes et oxydatifs sur le sitoxygraphe
constitue un avantage certain pour faire étudiecdmportement des farines au cours du

pétrissage.
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Enfin, pour modéliser les courbes de consommatiaxydéne par des parametres
biochimiques explicatifs, il serait intéressantfifetuer une analyse cinétique des évolutions
des substrats oxydables au cours du pétrissagsi gqire des activités enzymatiques
extractibles et dexplorer les effets de composésomdaires (dosages des composés
hématiniques par exemple). De méme, une analys&tiquie de I'état d’agrégation des
protéines semble intéressante, en distinguant riegtidns solubles au SDS, des fractions
insolubles. Ces analyses seraient également is@reEs pour les pates supplémentées en
améliorants.

Enfin, la mise en évidence de I'effet médiateul’d8TS au sein de la pate mérite de
poursuivre les recherches sur les systemes lacessigoit en testant de nouvelles enzymes,

ou en cherchant des systémes médiateurs naturels.
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7.1 Annexel:

Tableaul-Annexe 1Expression des vitesses instantanées de consomwomaii’O, (en umol.g* ms.min™)
pour les deux pétrins (sitoxygraphe t bioréacteur} intervalle d’O, consommé donné (en pmolgms)

Sitoxygraphe
0O, consommé 025 050 100 150 200 250 300 350 400 450 5,00
CNO04 045 042 037 031 025 0319 0,13 0,08
CNS 052 051 050 049 046 043 039 034 028 020 0,11
BPMF 037 036 033 029 025 021 016 0,11 0,10
AP 0,40 038 033 028 023 018 0,13 0,09
AU 043 041 038 034 030 026 022 017 0,13
CA 039 038 03 031 028 023 019 024 0,11
CH 033 031 027 023 018 0,12 0,07
ME 045 043 038 034 028 023 0,16 0,09
NI 026 026 025 023 020 0,12 0,08
OR 029 027 024 020 0,16 0,11 0,08
QB 045 043 040 037 033 029 024 019 014 011
S1 045 043 040 035 031 026 0,22 0,15 0,10
S2 03 033 029 025 020 0,4 0,08 0,08
Bioréacteur
0O, consommé 025 050 100 150 200 250 300 350 400 450 5,00
CNO04 023 022 0212 0319 017 0,15 0,13 0,10
CNS 0,19 o019 019 019 o018 0,17 0,16 0214 0,12 0,09 0,05
BPMF 0,19 o018 0,16 0,214 0,12 0,10 0,08 0,06 0,05
AP 0,19 o018 016 014 0,12 0,10 0,08 0,06
AU 0,15 015 015 0,14 0,12 0,211 0,08 0,06 0,03
CA 020 020 0,18 0,16 0,14 0,212 0,10 0,08 0,05
CH 0,13 0,12 011 0,10 0,08 0,06 0,03
ME 022 021 019 017 014 0,212 0,09 0,06
NI 0,18 0,17 015 0,13 0,112 0,09 0,07
OR 0,18 0,17 015 0,12 0,10 0,08 0,06
QB 020 019 o018 0,17 015 0,13 0,11 0,09 0,06 0,04
S1 0,13 012 012 0,211 0,10 009 0,07 0,05 0,03
S2 0,17 017 015 013 0,11 0,09 0,06 0,04
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7.2 Annexe 2:

Tableaul-Annexe 2Coefficients des corrélations de Pearson entre Iésctions a priori non oxydables et
les données @mesurées au sitoxygraphe (£total et V;0,)

TAGpyra DAG1,3purn  DAGL,2pyea LPToura
V4,0, -0,11 0,60 0,58 0,21
V6O, -0,06 0,65 0,50 0,08
Vg0, -0,03 0,64 0,42 -0,02
V100, -0,03 0,59 0,36 -0,07
V1,0, -0,05 0,50 0,32 -0,09
V140, -0,11 0,32 0,29 -0,08
V160, -0,22 -0,01 0,25 0,00
V150, -0,29 -0,35 0,19 0,11
V200, -0,30 -0,48 0,20 0,18
V2,0, -0,25 -0,29 0,32 0,13
V240, -0,02 0,33 0,34 -0,09
OuroraL -0,11 0,45 0,44 0,02

Tableau2 Annexe 2Coefficients des corrélations de Pearson entre l&sictions a priori non oxydables et les
données Q mesurées au bioréacteur (@total et V,0,)

TAGpusa  DAGL,3pusa DAGL,2puea  LPTpura

V4,0, -0,16 0,42 -0,12 0,13
Vg0, -0,14 0,62 0,06 0,14
V1,0, -0,10 0,73 0,21 0,12
V160, -0,09 0,75 0,32 0,10
V200, -0,08 0,73 0,37 0,07
V240, -0,10 0,67 0,39 0,04
V50, -0,15 0,60 0,39 0,00
V3,0, -0,24 0,48 0,36 -0,06
V360, -0,40 0,26 0,30 -0,14
V400, -0,57 -0,06 0,16 -0,21
V440, -0,70 -0,34 0,06 -0,22
V450, -0,73 -0,37 0,16 -0,17
V5,0, -0,53 -0,07 0,44 -0,03
OsrotaL -0,28 0,67 0,29 0,06
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7.3 Annexe 3:

Tableaul-Annexe 3Corrélations entre I'état d’agrégation des protéins des farines et des pates pétries au
sitoxygraphe et les données oxygénes mesurées aoxggraphe.

0]
V2,5025 V4OZS VGOZS V8OZS VlOOZS VlZOZS V14OZS VlGOZS VlSOZS VZOOZS VZZOZS Zstmal

Fr 034 044 052 055 0564 0560 052 038 016 004 017 059
Fi+Fs 025 034 040 042 041 038 030 012 -010 -021 -013 0,38
FotFy 034 045 054 058 060 061 059 048 026 016 032 0,64
Fu/F, 039 036 031 02 023 022 022 022 019 016 016 027
2 (Fs+Fy)I(F+F)| 0,13 o016 020 023 026 032 041 051 053 054 064 0,36
3 Fi 037 043 0462 0460 044 042 035 020 000 -010 -0,03 0,44
Fa 009 019 027 030 031 028 019 002 -019 -029 -020 026
Fs 034 040 0424 0419 040 036 029 013 -005 -014 -0,04 0,39
Fs 029 041 050 056 059 0610 0609 052 033 023 039 064
Fs 025 026 026 025 027 029 033 038 034 029 030 034
Fr 013 018 021 023 023 023 021 016 006 001 006 0724
FitFs 013 017 020 021 021 020 017 010 -001 -007 -0,03 0,20
o FotFy 014 020 023 025 025 024 021 013 002 -003 005 026
= Fu/F, 024 027 027 027 026 02 025 023 015 010 015 0,30
S (F+F,)I(Fi+F)| 004 006 007 008 009 010 011 012 012 017 028 0,17
2 F 020 025 028 029 029 028 025 017 005 -002 003 029
2 Fa 004 008 011 012 012 011 008 002 -006 -010 -0,08 0,09
S Fa 018 023 024 022 018 011 -003 -024 -043 -049 -041 0,13
Fs 012 017 021 023 024 025 025 022 013 010 017 026
Fs 003 006 009 012 016 021 028 037 037 034 033 018
Fr 033 038 041 041 039 038 034 024 009 000 007 040
Fi+Fs 017 026 033 037 040 043 045 042 030 025 036 044
- FotFy 020 027 033 035 036 036 034 02 012 005 014 036
2 Fu/F, 018 027 034 037 039 040 039 031 017 009 020 037
$ (FetF)IF+F)| 011 -012 011 -009 -006 -002 007 021 031 039 042 001
2 F 022 030 036 038 039 040 037 028 013 005 016 039
g Fa 017 024 029 031 031 032 030 023 011 004 012 032
2 Fa 015 021 026 029 029 030 028 021 010 005 014 0,30
Fs 017 026 034 038 041 045 047 045 034 028 040 046
Fs 008 012 018 022 026 032 039 046 044 039 043 032
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7.4 Annexe4:

Tableaul Annexe 4valeurs moyennes des parametres pour chaque farirde I'étude variétale 2005
(entre parentheses, coefficient de variation, CV e¥%)

CNS [ME | AU [CA [CH |OR |AP |S1 |QB |NI |S2 |BPMF |moyeme| ev | O

639 |686(639 (560|492 579|615 |543 |618 [63,6 606 |569 599 | 53|89
Mooy |2 |01 |02 |G |02 [@4o |63 [0 |00 |06 [en |e@bn ’ ’ ’

25 |25 |24 |25 |24 |25 |25 |24 |24 |24 |25 |25 25 |007| 29
tMlny | 3.7 (3.6) | (0.9 0.5) ©0.7) (4.0) (7.6) 0.8) 0.0) 0.9 (5.0) (4.3) ’ ’ ’
05 |14 [07 [10 [16 |09 [09 [08 [13 [19 [14 |12 11 |048|425

Stlnoy | (20.7) | (21,0) | (26.5) | (36.8) | (55.6) | (14.8) | (7.5) | (32.0) | (0.0) | (39.2) | (1.9) (19.3)

564 | 625|558 |44,0 (452 |528 |545 452 |54,4 592 |54,9 |500 52 9 6 108
Clmey |3 |1 |as |ey |2 [en (62 (a8 (00 |an [62 [09 ’ ’

55 71 |55 241 |96 |66 |64 |158 |22,3|6,3 |65 |10,2 105 |652|62.1
tlney |(23.8) |08 |(140) |02 |(11.8) [(102) |64 |57 [(00) |(244) |69 |67 : : ‘

76 |62 |81 |119 |40 (51 |69 |91 |74 (45 |57 |69 69 |228|329
Aflny |07 |04 |©6) |En |a14 |00 |E23) |@2 |00 [044 |(53) |20 ’ ’ ’
31 |46 (31 |217 |72 |41 |40 |134|199 |38 (40 |77 80 |653/813

tAlnoy | 455) [ 3.2 | (@57 | ©.1) (16,1) [ (14,0) | (24.4) | (18,5) | (0.0) (40,0) | (24.5) | (8.2)

635 [641[599 [nd [491 [56,2 (568 [nd |nd [607 (574522 | 578 |49 |85

CM2noy | (0.4) 10 |a1 |nd ©6 |18 [(46) |nd nd 2 |@n |a.3)
20,3 (10,0 (14,2 | na 23,1 |15,7 | 13,8 | nd nd 109 (144 | 141 152 |427|282
tM2noy [@.1) | (7.8) |(24.9) |nd “9 |63 |[@1 |nd nd @6.1) | (15.2) | @.1) ’ ’ ‘
7.1 nd |61 nd 89 |64 |68 |nd nd nd 18,3 | nd 89 |460|515
St2moy | (16,6) | nd (44,4) | nd 0 |76 |69 |nd nd nd (11.1) | nd ’ ’ ‘
nd 138|141 |nd |nd |nd |154 |nd |nd |nd |nd nd 144 |131]90
St3moy | nd (5.00 |52 |nd nd nd (4.5) nd nd nd nd nd ’ ! !
71 16 |41 nd 39 |34 |22 |nd nd 15 25 2,2 32 174|548
Rafmoy | (6.3) (35.4) | (3.6) nd (7.0) (12,1) [(39.2) | nd nd (20,3) | (28.2) | (9.3) ‘ ‘ ‘
148 (29 |86 |nd |135 |91 |74 |nd |nd |46 |79 |39 81 |426|527
tRamey | (2.2) 29.1) | (49.8) | nd 0.0) | (18,2) |(10,3) |nd nd (94.9) | (13.9) | 3.8) ! ‘ ‘
610 |57,3|56,2 | nd 482 | 54,1 |54,4 | nd nd 56,4 | 53,0 | 50,3 54 5 38|69
Cinney | (0.6) 03 |04 |nd 0.1) [(©.6) |40 |nd nd (3.3) 0.0 |(.5 ! ! !
25 6,8 (3.8 nd 0,9 21 24 | nd nd 42 |44 1,9 32 197|610
Af2noy | 3.9) (6.6) [(23,3) |nd (26,1) | (32,2) |(16.9) |nd nd (60.8) | (60,9) | (21.4) ! ! ‘

58,2 |65,8|56,3 43,9 |40,4 (49,2 |54,9 |42,6 |57,3 |66,6 [595 52,1 539 86 160
ML, (6 (5 |@an [@6e |[E@n |an |64 [G3 (00 |@9) [a1s |07 ‘ ‘ ’

2,6 35 (26 |24 |25 (27 |26 (25 (28 |29 |29 |27 27 lo33|120
[ tML, a3 [©3) @4 |an |a0 |60 |06 |68 (00 |69 [a050 |@o0 ‘ ‘ :
0,4 1,7 (05 |17 18 |06 (04 (15 |08 (0,7 (06 |09 10 (077|799

Stle, |(448) |89 |(21.8) |(62.2) |86.9) |(27.6) |43.3) |@e.) [00) |@75 |@5 |40
482 |471|468 (336 36,2 (439 (460|353 |455 |558 |51,3 [459 44 6 7 |14.8
1Clmey (6.3 |06 @9 |u5 |02 |an |@a |02 |00 |a9 |69 |08 ’ :

66 |235(68 |242 |88 |65 |61 |17,7 |118 (85 |79 |83 114 |657|576
thily |79 |04 |62 |02 |00 |25 |20 [@.0 (00 |y |60 |@4s ’ ’ ‘

100 |18,7|94 |104 |42 |53 |88 |72 11,8 10,7 |82 6,2 92 379(41 1
Afly |aan [@5 |con |69 |@.49 |66 |90 |89 |00 (¢4 |@20 |01 ‘ ’ ’

40 [200]41 [218 |64 [38 |36 |152 |90 |56 |51 |56 87 |649|749

TAl, | @25 |04 |39 |04 [@3.0 [(72) [GL9) [@6.2) |00 [G0.6 |40 |74
574 |nd |515 |nd |418 |492 50,2 |nd |486 |591 |54,6 |489 51,3 | 5,2 (10,2

M2, |48 |nd |1 [nd |©5 |[ON [63 [nd [0 [an [62 |we
172 |nd |132 |nd 212 |150 |13,8 | nd 19,2 {100 |13,9 |17 4 15,7 |3,92|25,0
tM2 | (153) [ nd (17.0) | nd (5,0) (14.2) [ (11,6) |nd (0,0) (6.8) (43.6) | (21,5) ! ! ’
35 nd |26 |nd 50 |19 |43 |nd 59 |14 |49 |81 4,1 |2,2955,3
St2 [ (23.9) |nd (3.8) nd (31,8) | (1.1) | (144 |nd (0.0 (57.2) | nd (35.6) ’ ’ ‘
94 |nd |47 |nd |nd |59 |U5B |nd |nd |52 |112 |nd 8,0 [3,78|47,2
St3e @) [nd |Gl [nd  |nd | @89) [64) [nd |nd |45 |(529) |nd : : l
9,2 nd |47 |nd 57 |54 |42 |nd 31 |33 |33 (31 4,7 |2,0143,2
Rafe, |29 |nd @8.3) |nd 60 |153) |65 |nd ©0 |a3.1 |6GL4 |(13.6) - - -
106 |nd |64 |nd 124 |85 |77 |nd 74 (15 |59 |91 7,7 |3,67|47,5
tRas | (138 |nd | @94 | nd (4.9 | 4.6) | 3.3 | nd ©.0 |(8.0) |(112,8) | (37.1) ’ ’ ‘
52,6 |nd |459 |nd 40,3 |45,0 (47,2 | nd 465 |152,0 (495 | 465 473 |37 |79
Cfiny (@2 |md |©0 |nd ) |5 [ |nd 0O |E1) |@2 |05 : - -
48 |nd |56 |nd |15 |42 |30 |nd (22 |71 |51 |24 4,0 |1,92|48,1
Af2e; | (33.3) | nd 19 |nd (12.8) | (16.9) | (50.7) |nd 0.0 (65 |@.7) |@46) - : -
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7.5 Annexe 5:
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Discrimination of wheat vaneties by

simultaneous measurements of oxygen
consumption and consistency of flour dough

during mixing

Lok Levavasseur,’ Lalatiana Rakotozafy,' Elise Manc=sau,’ Lok Louarme,
Hugues Fokert,” Jean-Luz Baret,” Jacques Potus’ and Jacques Micolas™
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Nbsiruci: Using, an insirunsnicd misng reacior, asxpeon |.1:|rI:|.|n1|:|I||:l1 and iomqus eveuiion sere reconded during,
the miing alwhet four doughs Fom aght pure Fronch wheat varieties horvestal in 202 awl 200, Wheat lears
warne il closrscieriosd by Feshemien] amibses irchding lipoeopenase (LI acirriiy o Iree pulyunsniuicd
iy sl (PUEA] conent, gluisibion and lerulie aod conianis, resaliz olabsograph rl-r'nl:“rnph i sl
brzidoeiking peribrominces. Some paramciers defined from ihe ohisimea ionque corves, egermloni io consise ey
curves, were cormnebicl with dwograph aml B aph da. The impriance of LK actreiiy levels and free
I"UEA coniznt i n|:IH||1 the oxypen consnmpiicn l':,_l.l'"r' I'I'I:III" 18 sanbrmesl . In nddien io ihe clamdarisiics
um- aryEen sonsumplion curies, the sxisnt o which the |.1|1l|l||:rl.':|' curve pramsiers are dble o dilferaniic

oy donghs veide waih Bours froam differeni whest ki = consideral |

ﬂ'.ﬂ.l.lﬁfnnl:l.!l ol Chemicd Indusiry

Keyworch: mixng. oxygen; conssiency;, whaai; disceiminaiion; lipecygenmos

INTRODUCTION

Deugh is a complex mistwe of siarch, waisr, protan,
i aned sl Mixng hew theer imperiani funcione:
it blerele the ingradimiz inio a moorescopicaly
hemogeneous mus, & desvlops the deugh threugh
a three-dimensional vicochsi struciues with gas-
raiaining propecties mnd it incompomtes ar. During
mixing, several compmmiz of dough preseni . the
hipid, glusen mnd arabinoxylan {penicsany Facionm
or meorhie ookl fwhen sdded) cn b oxidoed
by mnzpnes using 07 as subsiraie. These ameymes
may bz sither present (endegereus] in wheat dme
g Spooymemme (LOK], poocidee, polypherned
oxichms or ascorhaie oxides] o innborally sdded
o= ogenou s io thedough cecrps (o g, soybean 1LOX or
peresddass, funpgal glucme mxidee or lecas]. Thus
exichiion of pelyunmiumted Gity ackds (FLIFA] in
the men cecylglyeerol and e e ferma by wheat 100 in
the proserse of O oo leads b= ithe co-meidation
pf differend mdq_:nm:. deugh aubsirates (thiols,
crotereds, de). Cerdaten uI'!Jm:n e lemd b
rearcangrmeni of inice dnier-chonn diaulbde bond?
m wal m diyrosne honds,! improwing itha sisbahiy
of the gluten mainz and resuliing v meshifed dough
theclogical characiermtice. The oxidation of ferdic

meid mokties in srabinmeylans cataksed by hioooe

in the prasorecs of oxygen oo by pensidess in the
prezsnce of bpdrogen peresdde (Tommed during gluces e
ezichation by glucoss ccidee] lesd s b fhe Fonmation of
diferulabe ex disulficde bridges, b resuhiing inthe gelation
of peniomars caming, theokggical changgs of dough.t
The irerems m dough. meing okrames dus io LOX
mciweity con be expluined by the free ndicals el eosed
by ihm enmyme in the liped fracien.” [ has boen
recogriaed that ihe theolegical propsriion of dough
play a significani ok indis handlng preperies dunng
processing ared in the quality of the finad braad” mnd
that aeration. durirg dough mecing is ertical = achiee
n beead with geod sohime, sirucium and iestwe?
The inieresi of ceygen in the bakng mdusiry ™
ircreaing, becauseii mnow ovisbhshed that the scien
of cerain improvers depends on cgpEen. weailabibiy
durirg mizing.® ¥

At the beginnirg of mixirg, sveral O -reguinng
reaciiorm in dough compeie for ihe low amouni
of dimched O in ithe agquecus phase of breoad
dough This ameurt, rnrr-:q:-url-:ln!_ io the malubility
of 01 in waier (024 gmoll"" ai 25703, repreEniz
q1rlr|:|:|:|n1.|||:|:|' 0.153 pmal l:l,,!_ Hewr. ficcording, i

Speum ad al,, " this cpamiity of Oy s consumed in
the fest mimis of mizng, meaning that wheat Ame

dough becomes anagrckic ot the very begnning of
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mxirg. Thereloee tha extent of redee rowations during
miccing in lpxly dependeni on the dfficien oy of cogpen
irccrporaiion. in dough by the iype of mixer usad.
Klary reporis decribe the siudy of mixng under
conirollad :||n1-=-||:|'|'|-l'rl,”": and ihe fack thai ihe
meygen uptske by mquems nspmsers of dow
wmples is manly dur o owhesi 1OK- il yead
oxichiion of sndegmowm frew FLUIFAY™ hm been
wiell documenisd. [aing an eirumenied  miseg
reacior, we wers ahke o Ellew the depleiion of O in
nereurding air during the mizng of whis How!™18
md i deisct the efficis of dow wpplkmmiaiion
by o exogenous enmymen’” {gluose oxides and
lipme] en ocoymen conaumpiion. Thus, for doughs
mads with whei Bour wiithoui sddiinem, ihe b
FLIEA conient ared LOX activity in Bour oes the main
ey sxplaining ihe coygen upiake duning mi:'nu."
In addition in Uy comumpiin, this insimmenied
mxing horescior ales allews the mesurement of
iorque durnrg, mi:l:ire;.m" " In the presmi siudy
we simed = ewimblish il both cxygen upake mnd
cormisiere y curves can ba used o disenmin st wheai
varkiion. W oles trvesiigaicd iF seme charciermiics
of thrss curws =an be correl sbed wath bechomical and
checlogical daia of Aoum or with thar breadmaking

periorrmamn o,

EXFERNEHRNTAL

Flours

Seven doun ohizined from irdusina millng of pure
wheai vanciiss Apache (AP}, Asiec (AFS, Cap Hom
TCH], Orvaniis (OR], Shargo (5H, Sossens (500
md [sergram (15} mnd a commercal Hour {CF) for
two years of barvesiing; (2002 and 2005 werre prosi died
by Eculflei BA (Nogeni sur Stire, Frnce). The wheai
viriiien wara harvwsied duning enly o pear (CHOI
md 1507} e hoth years JAP0D, A0S, AFDT, AFDT,
CYROZ, OROF, SHO2, §HO3, S002 and 5003) and ithe
Hours wers siored ap =230~

Fathods

Lipsmeygenene (LOX) acrdity ard the snounis ef
pedyunmivraed ity acide o the

md Frew fiiy scd fraciiens {oxidoabk PUEA) of
Hours were deiemmined socording o Ddaros 24 al .19
md Canizlle i al "™ resperiivaly.

Toial Frer and oxvienbed) feedic soid  deier-
miraiicn wim sdopied from Peyron it . Flowr
wmples 350 mgl wene neperaded in disiilled and
demz ygmaied watsr {2.5mL). The iniecral siandard
35 nmeibesyrornamic sad (TMEA, & momed L,
S0ul) was added 1o the mumpermion mprther with
dmed L7 WO H 2.5 ml2 Afier | hai 35 ~C thesolu-
tion wan adjustsd = pH Dt @med L7 HIC1 02 mll,
md phinolc sads were extncted with % 2 3ml of
sihyl acwinie. Al ceninlugaiion (B0 = g, 2ming ihe
sthyl acvine phas wan collecind and mods up i
I0mL.. A ZmL. aliquet of this phass ws serpocaicd ai
07 undar vacium. The deed exirack was deschd

ot Pl Apee Wt 16EE- LE0E (200407
I: Lo 1002 M

Iemmiraiton of whest wrncien

m 500 gl of acwie acd |ﬂ|]5|'."}':|-:-l|nrl'|.ri|-l 7:23
wivl and injecizd (S0upld inis 3 Waiers (Malford,
A, LIEE) high-perdformance Iquid chromaiegrphy
THFLCS wpuiern scpipped with o meded 800 pumgp
wpaiem coniroler, n omedel % phoicsicde amay
deizater with Millemium 31 chromaiography man-
nger sofreears, a roimey valve [(Rheodyms mesde] B135)
fited with a S0l le=sp, and o C18 TAC ODE ol
umn (250mm = d.6mm 10y AT, Healles, Franca)
proiecied by a guard column [Bom « 4w O of
the zne muatenal. lecoatic dution was perifommd
with meaie acH [‘JI]EL":Ihm-:ﬂ'l.rilr M523 vy o
i ml min ™! for 35 mun. The renporee Tacier of foulic
scid wim drbenmimed from ithe calbeaien curve of peak
nrims sxiracied s F30om wersus cencmirabon All
d rierminniconm wers formed m duplicnis.

Reduced Foem ghiaibions COFH) wan analyeed
meeoncing o the Ellowing presedure. Fleur (3
wis homegsmised wiih w-pheapbonc aod Gigl",
IOmL] . an e baith wsmg an Ukm Tuersx
hemogermmer (TKA Werks, Himubm, Gemmany) for
15z Mmllwed by 2 58 e pericd mnd snother
152 roatmmi. The homegena= was immediaicly
cenirifuged s BO00 = p for 15min & 4°C. The
wuperraiani wim bliered theough a 0.2 pm nydon B
md suitably diluied in the HALC mobie phas hefere
muayem by HPL Clelecirechomical deizciion (ECDN
mecencing, b Wi grand i al 1

The parcenisge of preivins end ibe Haghsng
fllirg number (HEN] were deemmined according; i
AFNOR methode 555 Akecgraph md Erinograph
izmin  were perfommed sccording o siandacdied
L Deugh score mnd loal wlane wore
ohaired according 1= Franch BIPEA Broadmating
twstn.** The dough scere, ampirically ghom by the
baker, inkes mic nocouni Wl the chamdersiice of the
dough immeedinizly afier mixing, mnd afior wwiing.

Einiiniical armbmes, prncpal componmi arobpis
PCAI and conmhiens weres coned ouil g
Sitgraphics Fhae 5.1 Fer Windewn®” The corralation
coefhcient mairices and PCA were compuied on the

whele dain wei for beth years (20000 ared 2005,

Inzinrmantation
Tornque evolution wm recorded ming mn dreico-
menied mixing bicrsacior'® oquipped with. o mixer
mginoiorqua racorder (TRAVIEC MR-DL, 1EA
Warke, Stofen, Germany). Ok ygen. corsumpiion wis
recerded durmp mizing md the dais wers anal yaed
meeerding o Eyeum ot o, ¥

The recipe wad for mixng wm 35g of dowr,
1N.5g of wabter and BS g of Ball. Owing io ihe
mechanizal lmiis of ow spparaios, the dough wm
syt cally oesr-brpdrabed. dlizang wom pecformeed ai
50" Card 200 rpmifor 40:min. Therekancoe of mxing
for up io S0 rovin was = empharise the phenommon of
ox ygen comumpiion during mixng. Each mixng wm

coenied cwi i beast in dupboaie, sxcepi fer K202 dour.,
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RESUL TS aND DIECUSSIGH

Akacgqmph and Ennsgrmphidata and

breadrmaking parformancas

Tuble | shevwn the reaulis chisired fex ithe abreograph

md Brnograph iosis md breesd making, perffonman ces.

Fer the alvecgraph daia, whent doum of X000 were

sircnger fhan thear of 2002, with an avaage IF

valur of 231 = 107 compared with 1T = ID'LI!"

dough, ared exhibiad 2 Wgher dough-swaling capaciiy
i of 15.2 compared with 21.5). The

AL wwlur for 2003 Aours wam |ower then for 2000

Hours {1151 ared 0.6 respechi valyl.

For the FEriregraph daia, comsidering boith yeams,
CYRDE gxhibiied ihe hoghesi weaicr-abeeching capaciiy
Hour MFACE valee, 12, 59,9, wink S002 shoaed
the lowest: walue, ia. 0. The degres of wealkening
afiter | 2mmn of midng cheened in the Ernograph
temt {Weak |2 mind samed from 40 500 4o 100 (OR)
n 2003 and frem 30 {15, AP end CF io |30 Q02
md BH) in 3002 Wheat Beurs of 3003 showead briber
wiahikiy on mzcing than thees of 3002, with an osverage
Weak |2 minvelurck enly 73 compared wiih ¥7.

Pleugh scorea rnged frem 75 (CH) 0 98,5 (AT
i 2003 and from 62 {05} = %1 (A in 502 Loafl
vohenes vaned from 1406 0% b 1996cm”™ (A in
2002 arsd Freen. 1622 (AT o LET0 em® (O in 2003,

Biszhambkzal diola

‘The biochemizal choracterntics of the Howes aee ghen
in Tabk 1 The 10X aciiviy of the 3003 Hours
virbad from 368 (50 i '-'-1.5n|-:l|u" dry mam
(A (CH). [n 302 [R edhibiied the lowest velue
[t I"-:llu-l DM while AX tad ihe Hgheoi ssdus
l:‘]ﬂ.'l'rl-:llu" CAL [n 3003, whesi dowr vanciies

had Feomegenecus salues of cxidimbs PLFA onieni
with an meerage of 147 pnelg™ DM, lading o 2
coefhcint of wirmion (V) bolow 16%, In 30032
the valies weres more dispersed 1V --S1%5, wich [5
exhibing the kvweni content (Ld3uma g™ DA and
CF the highesi: (5. 2dpmaolg ~! DAL, Hoih mean LOX
mciviy and mean cdimbe FLEA were weiihin the
rarg en of valurs reporiad o n previeus siwdy on sighi
French whent varietiea year 1 9905, ¥

In X005 ik mwan GE5H conieni ranged from 32 i
|!I-'|nrr|-:-|l'I DM, whike mn 2002 1 vaned from 12 i
280 ] l-l Pl Except fer EHOZ, which shewed
the hghesi kewel, thess volues wera of ithe sene coder
of magriiusds au ihoss proseniad by ciher auihore? 20
The sisrage values of toial krulc acd content weee
Ell:lnrn-u-lu" DY in 0% and II-I:I'Jnm-n-IH" 2% in
X5, In thor vackeial wiudy in 1999, Eyoumn o ol 1#
fourdd an mierage valie of 492 nm-:le:" AL

Preioin conimimand HEN valuies of the 2003 Hours
wra higher than those of ihe 3002 dours.

Cxygen corsumpton data
The curves of O upinks seraac time wees approxi
maizd by pobrremiak of fowih degres md the instamni
raien of O upaks (FOh] were caleunbed ai iimes |
fmin) of m'::ir!." Threze phases wers daitrguished
during mixmp i cakusis the tmiank o of O
upisks ithe il (F0h], imieemediory (V2,00 ] and
firal (Fely) phamse. Tobke % gives the rasuliz of cop-
g comumpiicn ducing mizng of ihe sodied Beurs
Mlean ioial O upiakos veked frem 16T (I5] i
T.'.'lipmnlE" Pl fOR) n X402 and frem 5.35
P 5.'.'I]p.n1u|5" D CHY = 2003, [nrial
raien of ooymen upiske vacied from 005 (5] i

Table: 1. fdesapeaph e brreoapd debs sred bresceslosg porkorrsscan of B il v | srbeaa i Fiea e ol ee®

H-'|'l:l"]-g'1 i Deugh Losf -achsra
Varmip chonughl 2 I-"'I'I.h‘ WACF 12 rran® arcen IE:I1:I
(B MD MO KD KD MO a B
i .2 | b 04E EE1 [=41] o5 141
&0 105 EL 04 LT o0 T 1232
CHOE ] M [11=1] 2. u] m [ B
OROE 1x 2.7 0Te ] 00 T 1232
H a0 L 04 4D [.]1] [ = 1T
2003 4 ;i a4 EE 1] [ 1
LAz o ) | =T [1E3] ET ] B s
o i | 41 oz oir a s d 14
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B 1EE a8 OEE L al (5] 1435
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" Hald e, rooira | sed rararesl msisar; D red diedes rmsd 50, sharede v e in,
b pawcly ooden peror reeched blesing e dough piecn b pheat L mdereibdiy fangih of e camal P i s obic o eled s b
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0.3 pmolg™! DL e ! (C2F) a0 3002 and from 0,15
(EH, &P, OR ard 50 = 0.3 pmelg™ DO mn?!
(CH) o 303, The rates during the memned

phase of miirg rargad from Q03 (15 b
0.13 |.|11|:||E'I P in ! OCF and OF) 0 3002 mnd
froam 0L05 (AP and 5HI io 0.10 |.|11|:||E'I O rmrin !
(CH) in 300% The final phass vahees canged frem
002 (1% ard 500 = 0083 |.|11|:||E'I PO rnin ' YR
in 32 and from 0.0 AP, SH od 500 o
I].l:l-'lpnull:"D.'l.lrnin" (CH and AF o 20035,

Sci Fond Agec W 16 88— 1608 (1008}
I: 101002 s

Whaieswer the paametes of O upiaks considenad,
the CW wam alwerys hgher in 2002 compared with
XE. Thie resuk is probably due io the higher
vrmiion in oxklnhk PUFA conimiz oheered {or

Hour vmrwnes in 22 jhan for those n 2003

{Tahlk I}
Torque avobition curde pore Eanoy oo

The iorque svolbon cune con be comidersd o

the comisiency curie of the deugh (Fag 10 & the
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beginnmp of micing, the resmiancs of the dough i
deformation {consstaresy? is low, o sheeen by tho ke
iorque vahw= Wiih bme, this reisisnorincreses il
nmeximmum, described m the prak dough deved opmani
valur, = memched. A mixng coninue, the dough
cormisierey decrames. This phmommon could be
miinbubed o depnlmernmiion of the gluien reiwock
md is characierbed by parial solbilzabon of ihe
imoluble glaisn proicine =® Pariiculady, the glisnin
macrep olymer (CG8F, which is ithe glutemin fraciion
imoluble in 15gl? sxdhiam dedecyd sullaia (51E],
decreases an the mixing fime increnss, kadng o
m. ireremw in ihe ininnec vscosiiy of the STIE-
eduble gluiznin il the paak dough deed opemeni
time. ™ ficcoedng io the same muihon, hriher
mixirg bepond ihe peak deugh desedopment bme
leads i diwpcwicn of the guibmin pariicles @i
smaler fragmenis, which raulis m a2 decrone in
the minnek: vocoiiy of the SDSsclubk glisnin
mggreguiv. Howeer, ownpg o the lage difftrence in
mnenEy inpui of our mizing conliiom, ¥ the siaic of
the deugh chisined ai cur peak dough devel opemeni
time is probably sery different from that chisned by
Ten i al ™

For CF in 3002 ihe coreistency reachad 2 valur of
A BN emmt 2.5min (T {bg 1 [k then decresed
rapidly uniil 20 min of mixng and reached 2 value of
325 M om. This was fdlowed by a seswer dea o
in 260 B cm ai ithe nd of mixng, reproseniing a
cormsizrey koas of 44% compared with the Oy value,
Themean CV of the curve was cal culated from theee
raplicnizn. &t the begirming: of mizing (hareoen O and

B

Tiras {ruimj
Figars 1. b epss pecdiian A sring reoung civickosl Bae desgv dedr nn o | pecerssi nec

1mm) the memn. OV wms Hgher than 8%, showing ihe
lack ef reproducibilivy Fr ionque walues in this poriesd
of mizng dur o the Feematen of deugh. Afier 2:min
the deugh can be conridernd homegmeom  From
1.5min wniil the end of mming (3 ming, the moan
% wan lous than 5%,

Theoe paramcizn herve bom exdmcied om ihe

iorque curew b characieniss the dough coroisiency

iFag. 1).

# C1y meprewmied the iorque vale = bime o
25 min afier ike bxgnming of mixng i wm
conuidered an the pesk of comisimncy.

# (Dpp — Tagle mnd (O — Sl [ Ghe (] were
wed i characierie the woakening of the dough
n the wmitial ard iniermediory phass of mixing
rempa cireely.

# Cgg reproseniad the erque valua ai the and of mixing

(A0 man}.

The resulis chinined for esch vaneiy amn presmied in
Toble d. In 202 ke Chy values ranged frem 1503
{15} b B & M em (CF]L In 3006 tha & 5 values were
clow o ihese of 302 bui ks disperacd, with 183
{EHD) For the momimuom and 43.7 M om (CH] For the
madmum Tha deugh weskernmng in ihea tricial phose
of mixng mnged rom 19,2 00 o 30, 0% (SH) in
00 e From 18] (AL 4o 290,58, (A H) in 2003, [n
the iniscmeday phase of mixing, i ranged From H8
(15 b= 1BA4% (SH) 2002 and from 33 (A8 =
1288 {HH] in 2003, The bnal iorque valuss canggd
from 12& 050 0 361 MW an (OHE) 0 200 and from
162 (FH) io 2EE N om (OR)] m X403 [n all cmes

T Kz P Agmic Wik 1468 B- 14508 2 004]
30 10.10 0 efa
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the resulis were mees dispemsed in 3002 than in 2003,
Moremmr, the mean valuss of dough wokaning were
nles higher for Hour varniciies in 3002 ihan For thosa in
03,

Cormalation bokvaan Hachamical
chamchenstios and akecgrph data, fannsgraph
data and breadmaking perimmances

Tehle 5 shern the Poarsen corrdoten cosffiamis
beiween some hiechemizal pareneien nd empinca
rhes] ogical measicemenis ared Franch braadmaking
perfermances. Boi surpemingly, the basi postinee cor-
ralation cosffideniz were oloxred betwem the pro-
twin contmt mnd the dvwesgraph dain W (r = D235
md & {r= 0817, Concerning the beiregraph daia,
the dough wealening afer [2mm wme comabied
negmiraly with the proten conini (r .60
Thin parameter was slso comchied pesiiely with
LOX namiy (r = 05500 and megnirraly with HFN
r 0617, Lasly, the Ferubc acd conbmt wms
comebied werith WACE {r = 0.6%5). All cther corrals-
tion cosfhoenis were lees than 0.6 Gbeolus value],

Tabled. Corrdarey pars reded paluee orean & chadar ol e
phdsinad Ior doeaghr rsce: e e il lesanl skl foan e

2k L - LI L s
Ty L | i _- 0 . I|
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A0 o, Pk 13 =R ZEha 0z
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" ps, e | s rireesl welnes S desded dension

Ddwonmrraiion of whest vareises

ircheding those tmiolving the French beaadmaking

periocmman o

cormalation boksaan aEygan CI:II'EIJITIFHI:TI
curdes, bk eamical chamobarisios, HI'.I-I-:-grq:h
data, farnegraph data and breadmaking
parkanTEnG e

The mygen connanpiion paameiese durmp dough
mecing (ioial mygm opiake and instani caies of
meygen conmmpion) were maink corredaied with
LOX scirdiy md PUEA content (Tahle &. Th
okservation is in agreement with the reulis of Eyoum
i al 1% Exeapt for the coerdation cocfficiant baiween
YL and Fyglz, nom of the ceraliion cosfiamia
beiween the coppen comumpiien parameiers mnd
the akwograph dats, fErircgrph dsta and French
bresdnakng perfomnances  exhibied an abecluie
value higher than D&

carmkation bokyaan l:':ll'ﬂﬁblﬂ::ﬂ CUMNES,
Hocharmical chamclerktos, akgagraph data,
farrgraph data ard easdmmking
perionmances
Tehle? shern the Poamon corrdaien coshamis
beiween the parameters s dracied From ihe commiskeney
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thr bicrsactor were used an vanabks in the second
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Résumé :

Le pétrissage des pates constitue une étape gérefication qui conduit au développement
des réseaux de gluten et d’arabinoxylanes. Lorgélissage, les réactions d'oxydation, pour
la plupart enzymatiques, participent a I'acquisitates propriétés viscoélastiques de la pate et
contribuent a la qualité du produit final. Afin deesurer et caractériser les réactions
d'oxydations au sein de la pate, I'objectif deraedil de these est la mise au point d'un pétrin
pilote, le sitoxygraphe, instrumenté pour la meglirecte de la consommation et des vitesses
de consommation d'oxygéne et de I'évolution du lowgexercant sur le bras mobile du
pétrin. Ces mesures ont permis d'étudier l'inflierae la composition biochimique des
farines sur les consommations d’oxygene et surpasametres de couple, confirmant
l'importance du systéme lipoxygénasique dans lemars instants de pétrissage ainsi que la
probable participation de réactions secondaires.dogrélations entre les données oxygéne et
les paramétres de couple ainsi gu’entre les paraméte couple du sitoxygraphe et des
données rhéologiques ont mis en évidence la conitib des réactions d’oxydation dans
I'acquisition des propriétés rhéologiques de la&p&uelques effets d’améliorants connus ont
€galement été mesurés. Enfin, aprés avoir séledialeux laccases (polyphénoloxydases)
potentiellement intéressantes en panification, sleefifets au cours du pétrissage ont été
étudiés mettant en évidence un effet positif sumolasommation d’oxygéne et négatif sur les
parameétres de couple (probable suroxydation). ldaxipn de composés endogenes par ces
enzymes via un médiateur d’oxydation constitue woie intéressante.

Mots-clés : acides gras polyinsaturés ; améliorariccase ; lipoxygénase ; mesure de
couple; mesure de la consommation d’oxygene ; awddliction ;pate; pétrissage ;
propriétés rhéologiques ; systeme médiateur d’axyda variétés de blé.

Abstract :

Wheat flour dough mixing is a key step in the breakling process leading to the formation
of macromolecular networks (gluten, arabinoxylalg)ring mixing, the enzymatic oxidation
reactions play an important role in the acquisitodrihe rheological properties of the dough.
For that purpose, the aim of this work was to dewpehe instrumentation of pilot kneader in
order to measure the oxygen consumption and thanhste of oxygen uptake during mixing
and the torque applied on the blade. These measmesused to study the influence of the
biochemical composition of the flour, confirmingaththe lipoxygenase system activity was
preponderant during the initial phase of mixingeTdorrelations between oxygen data and
torque parameters, and between torque parameténhaological data showed that oxidation
phenomena are linked to the acquisition of rhealagbroperties of the dough. The effects of
common used improvers were measured. The posgibith use laccase, a
poplyphenoloxidase, was also studied. First, twanpsing enzymes were selected and their
effect during mixing were measured (positive effent the oxygen consumption, negative
effect on the torque parameters). Then, the usacobse mediating systems for the oxidation
of endogenous compounds was explored.

Key word : polyunsaturated fatty acids; bread imvprs; laccase; lipoxygenase; torque
measurement; oxygen consumption; oxidoreductionigp mixing; rheological properties;
laccase mediating system; wheat varieties.




