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Introduction

L’exploitation du milieu marin produit chaque année une biomasse estimée a 144 millions
de tonnes de produits divers, poissons, mollusques et crustacés, issus d’espéces sauvages ou
cultivées (rapport SOFIA 2009, FAO, www.fao.org). La démonstration récente des effets
bénéfiques de la consommation de poissons gras et maigres dans la prévention des maladies
cardio-vasculaires et du tractus gastro-intestinal a renforcé l'intérét des consommateurs pour les
produits de la mer et encouragé une utilisation compléte des captures, y compris les coproduits
comme les peaux, les tétes, les viscéres, les os ou les cartilages (Guérard, 2009). On extrait
désormais des co-produits une grande variété de molécules : huiles marines, enzymes, pigments,
squalene, dérivés de la chitine, etc... La production halieutique frangaise est évaluée a 500 000
tonnes dont 50% sont éliminées sous forme de co-produits (faux poissons, peaux, arrétes,...)
susceptibles d'étre valorisés. A ce jour, la principale voie de valorisation (52%) est la
transformation de ces co-produits en farines et en huiles pour I'alimentation animale, I'agriculture
et la consommation humaine (rapport OFIMER, 2007). Néanmoins cette voie de valorisation
donne des produits a faible valeur ajoutée, seulement 25% des co-produits ont une valorisation a

forte valeur ajoutée (utilisation en pharmacologie, produit alimentaire intermédiaire,...).

Confrontés a des enjeux environnementaux (notamment la raréfaction de la ressource),
mais également a des enjeux économiques et sociaux, les professionnels de la filiére péche et
transformation des produits de la mer se sont associés aux chercheurs pour promouvoir une
utilisation rationnelle des biomasses marines (produits et co-produits). Ainsi, plusieurs projets a
I'échelle régionale comme le PSDR GO (Programme de Recherche pour et sur le Développement
Régional dans le Grand Ouest — 2008-2011) ou européenne comme les programmes
SEAFOODplus (6éme PCRD) ou BIOTECMAR (INTERREG IVB Espace Atlantique), ont été
menés avec pour objectif de (1) faire un état des lieux des biomasses disponibles, et (2) d'explorer
de nouvelles voies de valorisation des biomasses marines. Parmi les procédés biotechnologiques
offrant un champ trés dynamique de recherche et d’applications industrielles, I'hydrolyse
enzymatique constitue une approche d'un intérét stratégique majeur pour réhabiliter la fraction
protéique des co-produits marins. L'utilisation combinée de Ihydrolyse enzymatique, et des
procédés de filtration sur membrane est susceptible de conduire a I'obtention de nouveaux actifs

ou molécules, dotés de propriétés fonctionnelles, nutritionnelles et/ou biologiques. Par ailleurs, la
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modification chimique des mélanges peptidiques par des substrats carbonylés (Réaction de
Maillard ou RM) s'est s'avérée intéressante pour renforcer et standardiser les niveaux d’activité
antioxydante des hydrolysats protéiques (Sumaya-Martinez et al., 2005; Guérard et al., 2007) ou
pour modifier les propriétés fonctionnelles des protéines telles que les propriétés émulsifiantes ou
moussantes (Chevalier et al., 2001a ;Kato, 2002 ; Wooster et Augustin, 2006 ; Corzo-Martinez et
al., 2010). Les applications visées sont l'alimentation humaine et animale, la nutraceutique, mais
également la production de nouveaux ingrédients naturels destinés aux industries alimentaires.
Parallélement, le développement de nouveaux produits, ayant des textures ou caractéristiques
complexes (doubles émulsions, produits aérés,...) a conduit les industriels a rechercher de
nouveaux ingrédients fonctionnels, d'origine naturelle, pour répondre aux souhaits des
consommateurs en attente d’une réduction de la teneur en composés d’origine chimique dans les

produits transformés.

Dans ce contexte, des travaux ont été menés au laboratoire sur la valorisation des co-
produits marins par hydrolyse enzymatique couplée a des réactions de glycation (Sumaya-
Martinez, 2004 ; Laroque, 2008) ou des procédés de fractionnement sur membranes (Chabeaud,
2008). L'utilisation de la réaction de Maillard, menée dans des conditions de réaction
suffisamment douces pour prévenir la production de molécules toxiques, a permis de développer
des composés dotés d'une forte capacité antioxydante. Toutefois, I'impact de la RM sur les

propriétés fonctionnelles des protéines n'avait pas encore été exploré au laboratoire.

La thése porte sur la production de nouveaux actifs bifonctionnels, a la fois émulsifiants et
antioxydants, a partir d’'un hydrolysat de crevette modifié par RM menée en conditions contrélées.
Pour aboutir a une modification de ses propriétés émulsifiantes et antioxydantes initiales, cet
hydrolysat a subi une RM avec des glucides réducteurs ou peu réducteurs, et en présence ou en
absence d’un catalyseur. Parallélement, du caséinate de sodium natif, et hydrolysé a différents
degrés, a été étudié en tant que référence et témoin dans les mémes conditions. La difficulté
majeure rencontrée dans le cadre de la présente étude concerne la faible réactivité de certains

des glucides utilisés, palliée par des conditions d'activité de l'eau trés spécifiques.

Le premier objectif de ce travail a donc été de déterminer les conditions de RM pour la

thése. Ainsi, les paramétres tels que la présence d’'un catalyseur et d’'une faible aw ont tout
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d’'abord été définis. Puis, les effets de la source protéique (hydrolysat de crevette ou caséinate)
couplés a la réactivité des glucides (mono ou polysaccharides, réducteur, ou peu réducteur) et de
leur concentration, ont été étudiés. Sur ces aspects, les présents travaux visent a élargir le champ
des connaissances sur la RM menée en conditions contrlées. Son second objectif est la
caractérisation des propriétés des composés néoformés issus de la RM. Il s’agit de leurs
propriétés émulsifiantes étudiées dans des émulsions modéles, huile/eau, et de leurs propriétés

antioxydantes mesurées par des méthodes in vitro.

Le premier chapitre de la thése présente dans un premier temps I'état de lart des
connaissances dans le domaine de la chimie de la RM, des émulsifiants et des émulsions, puis
aborde l'origine biologique des processus oxydatifs et leurs mécanismes de défense. Enfin, une
seconde partie porte sur le role de la RM en tant que procédé capable de moduler ou modifier les

propriétés émulsifiantes ou antioxydantes des sources protéiques.

Le second chapitre est consacré a la présentation des matériels et méthodes. La
démarche scientifique permettant d’aboutir @ la combinaison des paramétres de la RM pour la
production de composés émulsifiants et antioxydants est traitée, et les méthodes analytiques
mises en ceuvre sont décrites.

Les résultats sont présentés dans le troisiéme chapitre en commengant par les étapes de
mises au point des conditions de la RM et des méthodes de caractérisation des emulsions. Les
résultats traitent ensuite des mécanismes de la RM selon les réactants utilisés. Puis, les

conséquences de la RM sur les propriétés émulsifiantes et antioxydantes sont analysées.
Ces points sont abordés selon trois angles :

- impact du type du glucides par comparaison entre une protéine de référence (le
caséinate de sodium) et I'hydrolysat marin
- influence du poids moléculaire de la source protéique

- effet de la concentration en glucide

Pour terminer, un bilan des résultats portant sur les différents aspects et conséquences de
la réaction de Maillard étudiés au cours de cette thése ainsi que les perspectives qui en découlent

sont présentés.






1 Etude Bibliographique

1.1 La réaction de Maillard

La réaction de Maillard est 'ensemble des interactions résultant de la réaction initiale entre
une fonction aminée et une fonction carbonylée. Cette réaction est a la fois souhaitée et redoutée.
En effet, la réaction de Maillard a une importance considérable dans la chimie des aliments. Elle
est la principale responsable des flaveurs, et de la couleur des aliments cuits. Néanmoins,
certains des composés produits entrainent une dégradation de l'aspect et du godt, ou sont

toxiques (cancérigénes, mutagénes, . . . ).

Ces réactions de brunissement non enzymatique, plus connues sous les termes de
caramélisation et réaction de Maillard sont associées a la formation de nouveaux composés dotés
de propriétés antioxydantes et fonctionnelles. La réaction de Maillard joue un rdle majeur dans la
stabilité des produits alimentaires, la nutrition, le développement d’ardme et la santé. Elle a été

décrite pour la premiére fois par Louis Camille Maillard en 1912.

1.1.1 La chimie de la réaction

La réaction de Maillard a lieu entre des composés carbonylés, essentiellement des
glucides réducteurs, et des groupes aminés issus d’'acides aminés libres, de peptides ou de
protéines. Dans les matrices alimentaires, les principaux glucides réducteurs concernés sont des
monosaccharides et des disaccharides. Depuis une vingtaine années, la réaction de Maillard est
aussi utilisée dans la production d'ingrédients fonctionnels. Dans ce cas, les glucides utilisés
peuvent étre des glucides dits simples, les mono et disaccharides (Gu et al., 2010 ; Laroque et al.,
2008 ; Chobert et al., 2006 ; Chevalier et al., 2001a) , ou des glucides dits complexes, les
polysaccharides (Corzo-Martinez et al., 2010 ; Wooster et Augustin, 2006 ; 2007 ; Jiménez-
Castafio et al., 2005 ; 2007).



Les conséquences de la réaction de Maillard sont nombreuses :

Apparition de pigments bruns, appelés mélanoidines. Ces composés ont un haut poids
moléculaire, des propriétés fonctionnelles et biologiques variables. Leur structure et
leur formation sont encore peu élucidées (Wang et al., 2011).

Formation de composés volatils. Ces composés sont souvent des composés d’ardmes
développés au cours de la cuisson ou de la torréfaction des aliments (Ames et al.,
2001 ;Wang et al., 2011).

Production de molécules ayant des activités biologiques. Ces molécules peuvent étre
antioxydantes (Sumaya Martinez et al., 2005), antibiotiques (Rufian — Henares et
Morales, 2008) ou antimutagénes (Kikugawa et al., 2000 ; Gokmen et Senyuva,
2007). Ces activités biologiques sont en partie dues a I'apparition de réductones.

Perte de la valeur nutritionnelle des aliments. La réaction de Maillard entraine une
diminution de la disponibilité d’acides aminés essentiels tels que la lysine, I'arginine et
la méthionine (Gibson et al., 2006), une diminution de la digestibilité¢ des protéines
(Rawel et al., 2007) ainsi qu’une perte en vitamine C et K.

Génération de composés potentiellement cytotoxiques tels que l'acrylamide ou des
amines hétérocycliques produites, sous certaines conditions, lors de la réaction de
Maillard.

La réaction dont le mécanisme simplifié est donné en figure 1.1 se déroule en trois

étapes : la phase précoce, la phase avancée et la phase tardive.
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Figure 1.1 — Schéma simplifié de la réaction de Maillard (d’apres Hodge, 1953)

Phase précoce :

La premiére étape de la réaction de Maillard est I'addition nucléophile d’une fonction
aminée libre (ex : protéine, peptide, acide aminé) sur la fonction carbonylée d’un glucide réducteur
ou d'un composé possédant une fonction carbonyle libre (figure 1.2). Cette réaction de
condensation entraine I'élimination d’'une molécule d’eau et la formation d'une base de Schiff.

Celle-ci s'isomérise en glycosylamine N-substituée (aldosylamine ou cétosylamine).



NHR
OH NR
St =
HC/O CH HC™”
H——OH H—7—OH
H————OH + RNH, -H,0 isomérisation
HO——H HO——H
HO -
H——0OH H——0H
H————OH
H——OH H———O0H
H————OH
CH.OH CH.OH
CHaOH i
Base de Schiff (instable) Glucosylamine
D-glucose

Figure 1.2 — Addition nucléophile d’'une fonction amine sur la fonction carbonyle du D-

Glucose lors de la phase précoce de la réaction de Maillard (d’aprés Davidek et Davidek, 2004)

Cette réaction est réversible et le glucide réducteur et I'acide aminé peuvent étre
régénéres. Les aldosylamines donnent, en milieu acide, des cétosamines : c’est le réarrangement
d’Amadori (figure 1.3). Les cétosylamines donnent des aldosamines par réarrangement de Heyns.
La fonction carbonylée des acides aminés catalyse ces réactions et produit des molécules

spécifiques de la réaction de Maillard. Cette phase précoce est assez bien comprise et

documentée.
N H H H
H——N—-R H=F=N"—"R H——N— I H——N—-R
| _0OH —0OH e EOH - JTOH
HO——+ + H OH——H t OH——+ équilibre PP OH
H——0H - " o = H——0OH ¢éto-énclique H——OH H=—OH
H——OH A B H—T—0H H——0H H——on
H——on HeTen H—{—0H H—{—0H H——OH
H H H A H
Base de Schiff 1,2-énaminol cétosamine N-substitude 2 3-&nediol

{1-amino-1-deomeycétose)
Produit d'Amadori

Figure 1.3 — Formation d’'un composé d’Amadori lors de la réaction de Maillard entre le

Glucose et un composé aminé (d'aprées Davidek et Davidek, 2004)

Phase avancée :

Elle comprend de nombreuses réactions qui se déroulent en paralléle. Toutefois trois voies
principales peuvent étre mises en exergue : la déshydratation forte, la déshydratation modérée et
les phénomenes de scissions. La prépondérance d’une voie sur une autre dépend des conditions

expérimentales, notamment de la température et du pH.



La déshydratation forte

L’énolisation en position 1,2 des produits d’Amadori/Heyns donne, par chauffage en milieu

acide, des composés a-dicarbonylés insaturés (figure 1.4).

Ainsi les cétosamines, par chauffage en milieu acide, peuvent générer des composés de
type furaldéhyde (dans le cas d’'un pentose) ou déshydrofuraldéhyde (dans le cas d'un hexose),
en particulier le 5-hydroxyméthylfurfural qui absorbe a 285nm (Ames et al., 1999). La formation et
la disparition de ce composé caractéristique de I'avancée de la réaction de Maillard peuvent étre

suivies par chromatographie liquide.

NHR NHR HC=—NH—R =0 =0

0 | OH OH (0] 0 CJC

OH  énolisation —OH , 1+ o ‘ H +H,0.- RNH; H -H:0 "o-HO éf{\ E\C

oOH =—— OH =———= OH OH H r © \O

OH OH OH oH or o

o o o o oM 5-hydroxyméthylfurfural
Produit d'Amadori 1,2-enaminol

3-deoxyosone
Cétosamine N-substituée

Figure 1.4 — Schéma du mécanisme de la déshydratation forte

La déshydratation modeérée

Elle est favorisée en milieu alcalin ou quand I'amine liée au sucre réducteur est trés
basique. Dans ce cas, les produits d’Amadori/Heyns sont dégradés par énolisation en position 2,3
formant des substances réductrices, les réductones et les désoxyréductones (figure 1.5). Ces
composés peuvent ensuite réagir avec une amine secondaire pour former des polyméres
hétérocycliques comme les pyranones et furanones ou subir une scission hydrolytique et produire

des cétones, des aldéhydes et des acides parfois odorants et volatils.

H; C—NHR H;C—NHR CH, CH, CHs
0 | o +HO O enolisation 3,4 © o
énolisation 2,3 i énolisation 3, OH
H OH OH 0 | -+ H OH
H OH H OH ; ; H OH OH | OH
H OH H OH RNH, OH H OH OH
Produt dmador 2.3 -énol Composé méthyl réductone

Cétosamine N-substituée . i
o dicarbonylé

(instable)

Figure 1.5 — Schéma du mécanisme de la déshydratation modérée



Les composés a-dicarbonylés sont capables de réagir a nouveau avec un acide aminé et
entrainer sa dégradation (dégradation de Stecker). Cette réaction est autocatalytique, en effet, les
réductones réagissent avec les acides aminés selon le méme schéma que la réaction initiale de la
réaction de Maillard (figure 1.6). Cette réaction se manifeste par un dégagement d’anhydride
carbonique, par l'apparition d’'un aldéhyde et, par désamination, elle régénere la réductone,

augmentant considérablement le brunissement.

R—C—C—R; R— ﬁ‘— cl'H—R2 —>» R— ﬁ_ ﬁ—Rz + NH;
T

o 0O O NH, O O
Réductones Ri— ﬁ_ ﬁ_ Ry Aminocétone Réductones
- —CH—C _ _
+ T * Condensation
NH,— CIH_ COOH R, Ry—CHO  — puis polymérisation
R Aldéhyde
3

+ Acide amine
‘ L, +
Acide aminé . .
Réaction de Maillard

co,

Figure 1.6 — Mécanisme de la dégradation de Stecker (R1 — R2 — R3 différents radicaux)

Les réactions de scissions

Les réactions de scissions se déroulent a pH alcalin et a haute température, la coupure
des aldosamines et cétosamines obtenues conduit a la formation d’une grande variété de produits

de scissions.

Phase tardive :

Lors de la phase tardive, les produits avancés de la réaction de Maillard subissent des
scissions donnant des produits volatils et odorants ou des polymérisations (par condensation
aldolique) formant des pigments bruns caractéristiques de la réaction de Maillard : les

mélanoidines. La structure et la formation des mélanoidines ne sont pas encore bien connues.

Toutefois, dans le cas des protéines de soja, Lan et al. (2010) ont montré que la réaction
de Maillard entraine la formation de composés de masses moléculaires supérieures a 1000Da par
polymérisation des peptides de masses moléculaires inférieurs a 1000Da et des acides aminés

libres.
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La structure conformationnelle de la protéine et du glucide a une influence lors de la
réaction de Maillard (Hiller et Lorenzen, 2010). Ainsi les protéines globulaires entrent de fagon
limitée dans la réaction de Maillard du fait de leur structure compacte liée notamment a la
présence de ponts disulfures, alors que les protéines linéaires entrent plus facilement dans la

réaction de Maillard du fait de leur structure dépliée.

Dans les systémes modéles, le pH apparait comme un facteur important qui influence la
structure des mélanoidines alors que la température et la durée de chauffage vont, quant a eux,
dicter le poids moléculaire des mélanoidines (Wang et al., 2011). Trois hypothéses sur la

formation des mélanoidines de haut poids moléculaire ont été décrites dans la littérature.

La premiére théorie est que les structures colorées de haut poids moléculaire sont formées
par polymérisation des intermédiaires de la réaction de Maillard de faibles poids moléculaires, tels
que les furanes, les pyrroles et leurs dérivés (Tressl et al., 1998). Ces composeés, de par leur
activitt  polymerisante, pourraient étre des intermédiaires réactionnels pendant la
polycondensation, rendant le poids moléculaire final des mélanoidines dépendant de la durée de

chauffage.

La deuxieme a été émise par Hofmann (1998). Il a postulé que les mélanoidines de haut
poids moléculaire (> 100 kDa) dérivent de liaisons entre les produits intermédiaires de la réaction
de Maillard avec les chaines latérales d’acides aminés réactifs tels que la lysine, I'arginine ou la

cystéine.

Enfin, une troisieme théorie propose que les glucides peuvent ne pas étre dégradés en
hétérocycles lors de la RM et entrer directement dans la formation des mélanoidines. Cette
théorie est supportée par Cammerer et al. (2002) qui ont mis en évidence des structures

glucidiques intactes aprés hydrolyse acide des mélanoidines.
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1.1.2 Facteurs influengant la réaction de Maillard

La réaction de Maillard est un ensemble de réactions, principalement des réactions
d’oxydation et de déshydratation, conduisant a la formation d’une kyrielle de produits dont la
concentration et la composition dépendent des conditions opératoires et des réactants mis en

présence.

La réaction de Maillard est influencée par des paramétres tels que la température, le pH, le
temps de chauffage, I'activité de I'eau, la nature et la concentration des réactifs (sources aminées
et glucides), le type et la concentration du tampon, la présence d’ions métalliques, etc. Le
changement d'un de ces facteurs peut favoriser une voie de réaction, la vitesse des différentes
réactions et les produits finaux (figure 1.7). Ainsi, la température et le pH sont les deux facteurs
jouant un réle prépondérant dans I'orientation de la réaction. Ces facteurs influencent la formation

des ardbmes, du godt, de I'aspect du produit ainsi que la présence ou non de composés toxiques.

Fluorescence

Groupes amines .
P Pigments bruns

%\-‘e (%)

1t
L0

Reductones

Concentration t‘%z

Sucre réducteur

>

Temps

Figure 1.7 : Concentration des réactants et produits de la réaction de Maillard en fonction

du temps de chauffage (d’aprés Davies et Labuza, 1997).
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1.1.2.1 Nature des réactifs

Nature de la source aminée :

Les protéines ou les peptides impliqués dans la réaction de Maillard subissent des
dommages, dus a des pertes en certains acides aminés basiques tels que la lysine, I'arginine et
Ihistidine. Les glucides réducteurs réagissent avec les fonctions aminées libres, dans le cas des
protéines, il s’agit de I'acide aminé N-terminal et/ou les fonctions aminées latérales des acides
aminés basiques. Toutefois les fonctions aminées latérales (e-aminés) sont moins réactives que

les fonctions aminées terminales (a—aminés).

Ajandouz et Puigserver (1999) ont montré que la thréonine est I'acide aminé le plus réactif
apres la lysine. lls soulignent aussi l'influence du pH sur la réactivité des acides aminés. En effet,
lorsque le pH est proche du pKa de I'acide amine, la réactivité augmente. En fonction du type
d’acide aminé, l'intensité du brunissement est différente. Ainsi, un brunissement intense lors de la
réaction de Maillard est obtenu avec les acides aminés basiques auxquels s’ajoute la tyrosine
alors qu’en présence de thréonine, d’'acide aspartique et glutamique et de cystéine, on observe les
plus faibles intensités de brunissement (Ashoor et Zent,1984). L'importance de ces pertes en
acides aminés dépend aussi de la nature du glucide intervenant dans la réaction (Alaiz et al.,
1997).

En plus de la composition en acides aminés, le poids moléculaire de la source protéique
joue un réle important dans la réaction de Maillard. Ainsi @ masse égal, plus la source protéique
est de faible poids moléculaire, plus la concentration en acides aminés libres est importante, ces
différences de concentrations entrainent des changement de vitesse de réaction méme si les

paramétres de réaction (température, temps, ...) sont identiques (Ter Haar et al., 2011).

De plus, les protéines ont une conformation propre qui peut étre globulaire ou linéaire.
Cette conformation influe sur la réactivité vis-a-vis de la réaction de Maillard. Ainsi les protéines
globulaires sont moins réactives que les protéines linéaires car leur conformation limite voire
masque certaines fonctions aminées latérales réactives (Eihorn et al., 2005 ; Hiller et Lorensen
2010).
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Nature des glucides

La réactivité des glucides est liée a leur forme acyclique en solution. La forme acyclique
correspond a la forme active des sucres, c'est-a-dire qu'ils peuvent réagir avec les groupements
aminés. Les sucres les plus réactifs sont les pentoses (ribose, Xylose, arabinose) suivis des
hexoses (mannose, fructose et Glucose), puis des diosides et enfin les polysaccharides (Buera et
al., 1987 ; Laroque et al., 2008).

En milieu aqueux, Guan et al. (2006) ont montré que la vitesse de réaction entre un
disaccharide (lactose ou maltose) et des protéines de soja est 30 fois supérieure a celle d’'un

polysaccharide, le Dextran, en utilisant des conditions similaires de glycation.

De méme, Li et al. (2009b) ont montré qu’en milieu liquide, dans les mémes conditions de
réaction, le degré de substitution des acides aminés libres est deux fois supérieur en présence de
monosaccharide (Glucose ou lactose) qu'en présence d’un polysaccharide (maltodextrine ou

Dextran).

Toutefois peu d’études comparent la réactivité des sucres simples et des polysaccharides.

Les différences de réactivité entre les glucides simples (mono et disaccharides) et
complexes (oligo et polysaccharides) peuvent étre dues a différents facteurs tels que le poids
moléculaire du glucide et la proportion de forme acyclique/cyclique. Seule la forme acyclique est
réactive vis-a-vis de la réaction de Maillard en raison de la présence d’une fonction réductrice. En
milieu aqueux, les deux formes cycliques et acycliques sont présentes et la proportion de I'une par

rapport a 'autre dépend principalement de la stabilité de la forme cyclique.

Cette stabilité est en premier lieu thermique. Ainsi, plus la température du milieu est
élevée, plus la proportion de forme acyclique augmente. Toutefois la stabilité, principalement dans
le cas des oligo et des polysaccharides, est fonction du poids moléculaire de la molécule.
L’augmentation du nombre d’unités glucidique entraine une augmentation de la stabilité thermique

et donc une diminution de la réactivité (Oliver et al., 2006 ; Corzo-Martinez et al., 2010).

La stabilité de la forme cyclique est en second lieu conformationnelle. En fonction du
glucide, les groupements hydroxyles s'orientent differemment, de ce fait il peut se créer des

encombrements et des tensions stériques entre groupements hydroxyles du méme coté du cycle

14



provoquant le passage a la forme acyclique plus stable. C'est la cas notamment pour le Xylose

dont la forme acyclique est plus stable que la forme cyclique (Laroque et al., 2008).

Le deuxiéme facteur est le poids moléculaire des glucides. Celui-ci intervient a deux

niveaux : la mobilité moléculaire et 'encombrement stérique.

Bien qu'intervenant dans la proportion de forme cyclique/acyclique, le poids moléculaire
régit la diffusion des molécules dans le milieu réactionnel. Plus les molécules sont mobiles dans le
milieu réactionnel, plus celle-ci sont réactives (Acevedo et al., 2006). Dans le cas des glucides
simples, la différence de mobilité entre un pentose et un hexose est faible mais, dans le cas des

oligo et polysaccharides, cette mobilité devient un facteur clé.

Pour une protéine ou un peptide, il peut exister plusieurs sites réactionnels pour la réaction
de Maillard. Dans le cas de glucides de faible poids moléculaire, plusieurs molécules peuvent
réagir avec une protéine ou un peptide. Toutefois, dans le cas des oligo et polysaccharides, la
glycation d’une molécule peut entrainer soit un encombrement stérique limitant la glycation
d’'autres polysaccharides, soit masquer un second site réactionnel. Ces deux hypotheses sont
corroborées par différents auteurs (Kato, 2002 ;Li et al., 2009b ; Xu et al., 2010 ; Ter Haar et al.,
2011).

1.1.2.2 Température et durée de chauffage

La température et la durée de chauffage sont deux paramétres qui interviennent sur la
cinétique de réaction ainsi que sur les produits formés. Une augmentation de la température
entraine une augmentation de la réactivité entre les glucides et les groupements aminés libres,
notamment en augmentant les formes acycliques — et donc réactives — des glucides (Yaylayan,
1997 ; Martins et al., 2001).

Cette augmentation de réactivité est dépendante de la gamme de températures utilisées. I
peut y avoir formation, dés 45°C, de produits monocycliques et de produits hétérocycliques. Ainsi,
méme a cette température, les conditions thermodynamiques sont favorables a la formation et a la
polymérisation des cycles et a I'évolution vers la synthése des mélanoidines (Georgescu et al.,
1998). Ames et al. (2001) ont identifie et quantifié les principaux composés volatils issus de la

réaction de Maillard entre la cystéine et le Glucose ou le Xylose. Ces auteurs montrent que pour
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un méme pH, plus la température de réaction est importante, plus la concentration en composés

volatils augmente et ce, pour tous les composés identifiés.

L’augmentation du temps d'incubation n’entraine pas, dans tous les cas, une
augmentation de la glycation des protéines. Ainsi Aminlari et al. (2005) montrent qu'il y a plus de
molécules de Dextran glyquées au caséinate aprés 48h de chauffage a 60°C qu'aprés 72h. Ces
différences peuvent étre liées a la décomposition des composés d’Amadori au cours de la réaction
de Maillard. Le méme phénoméne a été montré par Brands et Van Boekel (2002) entre la caséine

et des disaccharides.

Les températures élevées, bien qu’elles accélerent les vitesses de réactions, favorisent
aussi la production de composés toxiques comme [I'acrylamide. Ce composé est produit et
dégradé en partie lors de la réaction de Maillard, 'augmentation de la température accélére les
vitesses de formation/élimination de I'acrylamide. La voie prédominante de formation de ce
composé est consécutive a linteraction entre I'asparagine et les glucides réducteurs a des

températures supérieures a 100°C (De Vleeschouwer et al., 2009a) .

La réaction de Maillard se produit également a faible température. Ainsi, une diminution du
pourcentage de fonctions aminées libres présentes dans des poudres de lait stockées a 37°C
peut étre observée. Cette diminution est liée aussi a 'activité de I'eau de la poudre et au temps de
stockage. Ainsi une diminution de 60% des fonctions aminées libres est atteinte apres 50 jours de

stockage pour une aw de 0.47 contre 150 jours pour une aw de 0.85.

La réaction de Maillard a aussi lieu dans le corps humain. Cette réaction provoque une
altération irréversible des protéines fonctionnelles. Ces dommages ne sont pas seulement
impliqués dans les mécanismes de vieillissement « naturel » mais aussi dans les mécanismes de
maladies liées a I'age telles que le diabéte, I'athérosclérose et les maladies neurodégénératives.

Ces réactions ont lieu au niveau cellulaire & température modérée (37°C).
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La réaction de Maillard au niveau cellulaire et son impact sur les cellules dépendent de
parameétres physiologiques tels que le renouvellement des protéines, les concentrations en
Glucose cellulaire ainsi que les mécanismes d’élimination des produits de la réaction de Maillard

in vivo (Tessier, 2010).

1.1.2.3pH

Au cours de la réaction de Maillard on observe une diminution du pH du fait de la
production d’acides organiques de plus faible pKa (parmi lesquels 'acide formique et acétique)
ainsi que la perte en acides aminés basiques. De plus, de nombreuses réactions se développant
au cours du brunissement non-enzymatique sont dépendantes du pH et on remarque une

diminution des vitesses de réactions avec I'acidification du milieu (Brands and Van Boekel, 2002).

L’initiation de la réaction de Maillard est favorisée par un pH alcalin, augmentant ainsi la
nucléophilie du composé aminé (Ames, 1988 ; Ajandoux et Puigserver, 1999). Néanmoins, les
vitesses de réactions ne sont pas uniquement dépendantes du pH, dautres paramétres
réactionnels rentrent également en jeu. Le pH a une forte influence sur les mécanismes
réactionnels, notamment la voie réactionnelle prépondérante lors de la phase avancée, le type de
composes intermédiaires et les produits finaux. Ainsi Martins et al. (2005) ont montré qu'a pH
inférieur a 6, les composés majoritaires de la réaction de Maillard entre le Glucose et la glycine
sont les composés d’Amadori et que la baisse du pH augmente la formation de 5-
hydroxyméthylfurfural. Les auteurs montrent notamment que la constante de réaction de

fabrication des mélanoidines est fortement dépendante du pH.

Cette influence sur les composés formés au cours de la réaction de Maillard en fonction du
pH a été montrée par d'autres auteurs. Ainsi, les pH acides, par le mécanisme de la
déshydratation forte, favorisent la formation de furfural, de 5-hydroxyméthylfurfural, de méthional
ou de composés sulfurés (Yalayan, 1990 ; Ames et al., 2001 ; Martins et al., 2005), tandis que les

pH alcalins favorisent la voie de la déshydratation modérée qui entraine la formation de pyrazines.

1.1.2.4 Activité de l'eau et humidité relative

La réaction de Maillard est dépendante de la teneur en eau du milieu réactionnel. Dans le
cas de réaction de Maillard en milieu liquide on parle d’activité de I'eau (aw) et, dans le cas de

réaction de Maillard en milieu sec, d’humidité relative (RH).
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L’activité de I'eau est un facteur majeur de la réaction de Maillard, car I'eau joue a la fois le
réle de réactif et de matrice mais est aussi un des nombreux produits de cette réaction. Une
teneur en eau trop élevée est néfaste car elle entraine une dilution des substances réactives et
une trop faible teneur en eau ne permet pas aux réactants de se rencontrer. L’idéal pour un bon
développement des réactions de Maillard correspond a des produits ayant une aw intermédiaire
(0,7 < aw <0,8) (Ames, 1988).

Lorsque la réaction de Maillard se déroule en milieu sec, on ne parle plus d’activité de
'eau mais d’humidité relative. De la méme fagon qu'en milieu liquide, il existe une humidité
relative optimale pour les réactions en milieu sec. Cette humidité relative va contrdler la mobilité

moléculaire des réactifs et donc I'étendue de la réaction de Maillard (White et Bell, 1999).

Pan et Melton (2007) ont réalisé des réactions de Maillard en milieu sec a 60°C entre le
caséinate et le lactose pour des humidités relatives (RH) allant de 29% a 95%. Ils montrent que la
dégradation des produits d’Amadori augmente avec le temps d’incubation quelle que soit
humidité relative utilisée, néanmoins cette dégradation est plus importante pour des humidités
relatives comprises entre 50% et 75%. Dans la littérature, lorsque la réaction de Maillard est
conduite en milieu sec, 'humidité relative utilisée est généralement comprise entre 60% et 80%
(Scaman et al., 2006 ; Wooster et Augustin, 2006 ; Medrano et al., 2009)

1.1.2.5 Rble des sels

Bell (1997) a démontré que le type de tampon et sa concentration avaient un effet sur la
réaction de Maillard, aussi plus le tampon a une concentration élevée, plus la réaction est a un

stade avancé.

Guérard et al. (2007) ont montré que lors de la réaction de Maillard, en milieu aqueux,
entre un hydrolysat de crevette et le ribose, le brunissement est multiplié par 16 entre une réaction
en milieu non tamponnée et une réaction dans du tampon phosphate 0,5M, pH 6,5.

Cette augmentation d’activité peut étre expliquée par la double activité catalytique du
tampon phosphate : I'anion phosphate serait capable de donner et d’accepter simultanément un
proton nécessaire pour la conversion en dicétopipérazine dans la réaction de Maillard (Bell et
Wetzel, 1995). L'ion phosphate agirait de deux fagons au niveau de la réaction nucléophile entre
une amine et un carbonyle : il catalyserait le réarrangement d’Amadori/Heyns et augmenterait la

proportion de la forme acyclique des glucides en solution (Watkins et al., 1987).
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L’activité catalytique des ions phosphates pourrait aussi étre due a un mécanisme
intramoléculaire (figure 1.8). Ainsi Rizzi (2004) suppose que I'addition de XO> sur le groupement
réducteur d'un glucide oriente la fonction X=O dans une position favorable au piégeage d'un
proton du carbone a du glucide. Ce piegeage entraine I'énolisation (voie A) ou sa déshydratation

(voie B).
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Figure 1.8 : Réaction des aldoses en présence d’anions polyatomiques (d’aprés Rizzi,
2004).

Lors du chauffage en milieu sec des solutions réactionnelles, les protéines et/ou les
glucides pourraient se phosphoryler. Cette phosphorylation serait susceptible d'augmenter la
réactivité de la réaction de Maillard en milieu sec. En effet Li et al. (2004, 2009a, 2010) ont montré
que la présence de phosphate lors du chauffage de protéines ou de peptides basiques en milieu
sec peut entrainer une phosphorylation. Une fois la phosphorylation achevée, la répulsion due aux
charges négatives introduites par le phosphate tendrait @ provoquer un déplissement des
protéines. Ce déplissement exposerait a la réaction de Maillard des groupements aminés

masqués par la conformation de la protéine.

1.1.2.6 Milieu sec/milieu liquide

En présence de glucides simples, la réaction de Maillard est souvent menée en milieu
liquide @ des températures variables (allant de 4°C a 200°C). Toutefois en présence de

polysaccharides, le milieu liquide semble ne pas offrir les meilleures conditions de glycation.
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Selon Kato (2002), les glycoconjugués issus de la réaction de Maillard, entre un
polysaccharide et une protéine, peuvent étre obtenus efficacement par incubation des poudres
lyophilisées a 60°C sous des humidités relatives de 65% a 79% dans des dessiccateurs. Dans
ces conditions, la réaction entre les groupements a-aminés et les groupements carbonylés des

polysaccharides est accélérée par la faible activité de I'eau.

En milieu sec, tout comme en milieu liquide, la présence de tampon phosphate augmente
le brunissement en présence de glucide simple. Les forts taux de brunissement en milieu sec, ne
sont pas seulement dus a la catalyse de la condensation de Maillard (premiére étape de la
réaction), comme dans le cas des solutions. Ainsi, il semblerait que le tampon phosphate
catalyserait aussi les réactions des étapes suivantes, dont le réarrangement d’Amadori (Bell et al.,
1998).

Kawai et al. (2005) proposent un modele pour la réaction de Maillard en milieu sec (Figure
1.9), entre le Glucose et la lysine. Ce modele prend en compte le type de matrice du milieu sec.
Cette matrice est un composé ajouté au melange avant lyophilisation (disaccharide, polymére) et
qui sert de support inerte a la réaction. Selon eux, le taux de réaction de Maillard dans une
matrice polymere est supérieur a celui d’une matrice disaccharidique. En effet, lors de I'utilisation
de disacharides comme support inerte, des liaisons hydrogénes se créent entre la matrice et les
réactants limantant leur mobilité et donc la réaction de Maillard, ce qui n'est pas le cas lors de
[utilisation d'un matrice polymere. Ainsi la matrice polymére n'empéche pas la mobilité et la

rencontre des molécules et donc permet une réaction de Maillard plus importante.
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Figure 1.9 — Modéle de la réaction de maillard dans différentes matrices seches (a : sans

matrice, b : matrice dissacharidique et ¢ : matrice polymére) (d’apres Kawai et al. 2005).

Toutefois, dans cette approche les composants de la matrice sont des supports inertes
n'intervenant pas lors de la réaction de Maillard. En utilisant des oligosaccharides ou des

polysaccharides a la place des polyméres, d’autres interactions peuvent intervenir et la matrice

devient réactive.
1.1.2.7 Autres facteurs

D’autres facteurs que ceux précités peuvent aussi influer sur la réaction de Maillard que ce

soit en tant que réactifs, catalyseurs ou encore procédés de chauffage.

L’acide ascorbique, la vitamine K, les orthophénols, les ardmes naturels et les produits de
I'oxydation des lipides peuvent intervenir comme substrats de la réaction de Maillard puisqu'ils
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possedent des fonctions carbonylées (Hildalgo et al., 1999). Ces réactions entre lipides oxydés
(notamment les produits secondaires) et les composés aminés générent, par des mécanismes
complexes, la formation de nombreux produits parmi lesquels des composés de faible et de haut

poids moléculaire.

Les ions métalliques (Cu?*, Fe2*, Zn?*) peuvent former au cours de la réaction de Maillard
des complexes avec différents produits, oxyder les composés d’Amadori et leurs dérivés et
catalyser d’autres interactions entre les composés. Ramonaityté et al. (2009) ont réalisé une étude
sur l'influence de la concentration et du type d'ions métalliques présents au cours du chauffage
d'un mélange glycine/lactose sur le brunissement et la chélation des métaux. De maniére
générale, ils observent que la présence d’ions métalliques dans le mélange diminue la période
d’induction du brunissement, ce qui est en accord avec les travaux de Rendleman et Inglet (1990).
Toutefois, en fonction du métal utilisé, I'influence sur le brunissement est différente. En effet, la
présence de cuivre a Tmg/ml augmente le brunissement pendant toute la durée du chauffage ; a
linverse, la présence d'une concentration de Smg/ml de cuivre entraine une inhibition du
brunissement par rapport au contrle (mélange sans métal). Le méme comportement, a des
concentrations plus élevées, est observé pour le zinc. Cet effet inhibiteur serait expliqué par la
capacité des groupements amines, carboxyles ou hydroxyles a chélater les métaux diminuant
ainsi la propagation de la réaction de Maillard dans les mélanges, lorsque les ions métalliques

sont en forte concentration.

En revanche, dans le cas du Fer, le taux de brunissement augmente dés le début du
chauffage et on observe un effet dose positif, c'est-a-dire que plus la concentration en fer est
importante, plus le brunissement I'est aussi. Dans ce cas, C'est l'influence redox des ions
métalliques libres qui augmente la réaction de Maillard et c'est la capacité a servir de métal de

transition pour différentes étapes de la réaction de Maillard qui est mise en exergue.

Le mode de chauffage peut aussi influencer la réaction de Maillard. Ainsi Guan et al.
(2006) ont montré que les vitesses de disparition des groupements amines libres dans des
systémes réactionnels aqueux chauffés dans un bain marie étaient 6 a 7 fois plus faibles, dans le
cas du lactose et du maltose et 57 fois plus faibles dans le cas du Dextran, que lorsque le

systéme était chauffé par cycles au micro-onde.
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D’autres techniques pour la promotion de la réaction de Maillard ont récemment été
montrées. L'utilisation de rayon gamma (Chawla et al., 2009) sur des concentrats protéiques de
lait entraine la réaction de Maillard. L'impact de l'intensité de la radiation sur la réaction de
Maillard a été mesurée par absorbance a 284 nm (composés intermédiaires de la réaction) et
420nm (composés bruns). Ainsi plus la dose de radiation gamma est importante, plus la

production de composés intermédiaires et bruns augmente.

L'utilisation de champ électrique pulsé est une méthode non-thermique utilisée
principalement pour tuer les microorganismes pathogenes. Guan et al., (2010) ont montré que
I'utilisation de champ électrique pulsé entre l'albumine et le Dextran accélére la réaction de
Maillard (composés intermédiaires et brunissement) comparativement au mélange chauffé a
30°C.

1.2 Propriétés tensioactives, émulsifiants, émulsions

1.2.1 Tension superficielle

La tension superficielle (ou de surface) est liée a la force existant a la surface d’un liquide
due a la cohésion des molécules du liquide qui s’oppose a la rupture de la surface. Lorsque deux
phases non miscibles se superposent, ce phénomene est a l'origine d’une tension interfaciale.
Pour permettre de disperser les deux phases I'une dans I'autre, et donc créer une émulsion, il faut
alors apporter une énergie extérieure au systeme, par exemple, par agitation ou ultrasons. (Le
Neindre, 1993). La valeur de la tension interfaciale dépend de différents paramétres tels que la
nature et les propriétés des phases (propriétés rhéologiques, interfaciales, force ionique), la
température, la présence de substance tensioactives, et I'hydrodynamique du systéme. Plus la
température augmente, plus les molécules sont mobiles et donc plus la tension interfaciale

diminue.

23



Tension de surface, ¥y (mN/m)

=
!

cme InCy

s SEYS %ﬁg
3 P %ﬁ micelle

Figure 1.10 : Isotherme de tension de surface pour un tensioactif simple (d’aprés Monteux,
2004).

La figure 1.10 représente I'évolution de la tension de surface en fonction de la
concentration d’'un tensioactif simple en solution. Pour les faibles concentrations (partie A), les
molécules s'orientent aux interfaces mais il reste une forte portion de surface non couverte. Avec
I'augmentation de la concentration, la tension de surface diminue linéairement (partie B) ce qui
signifie que le nombre de molécules adsorbées reste constant. L'interface est proche de la
saturation en tensioactifs. A partir d’'une certaine concentration, appelée concentration micellaire
critique (CMC), la diminution de la tension de surface est beaucoup plus faible (partie C). La
surface est totalement saturée et les molécules de tensioactifs forment désormais des micelles

dans la solution.
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1.2.2 Les émulsifiants

1.2.2.1 Les différentes classes d’émulsifiants

Les émulsifiants peuvent étre de différentes origines: naturelle (phospholipides,
protéines,...) ou synthétique (lécithine,...) mais aussi de différents types: anionique (Sodium
dodécyl sulfate), cationique (sels d’ammonium) amphiphile, ou encore non-ionique (Tween)
auxquels s'ajoutent les émulsifiants utilises sous forme de particules solides (émulsions de

Pickering)

Il existe, au niveau alimentaire, deux grands types d’émulsifiants : ceux de faibles poids
moléculaires (comme la lécithine) et les biopolyméres de poids moléculaires plus importants, dont
font partie les protéines. Ces molécules sont indispensables au procédé d’émulsification, de par

leur role stabilisant mais aussi car ils influencent le type de dispersion H/E ou E/H.

La premiére catégorie regroupe les émulsifiants ioniques, nonioniques et amphotéres (cas
des phospholipides). lls peuvent aussi étre caractérisés par leur habilité a se dissoudre soit dans
la phase aqueuse ou dans la phase huileuse caractérisée par la valeur HLB (Hydrophilic Lipophilic
Balance) de Griffin. Elle est calculée grace au rapport entre la proportion de groupements
hydrophiles et la longueur de la chaine lipophile. Cette valeur permet de classer les surfactants
par hydrophilie croissante. Pour des valeurs de HLB inférieures a 9, on parle d’émulsifiants
lipophiles et pour des valeurs comprises entre 11 et 20, d’émulsifiants hydrophiles (Brochette,
1999).

Le deuxiéme groupe comprend les protéines qui, par leur caractére amphiphile, ont
tendance a se placer aux interfaces huile/eau et a s’y adsorber. C’est pourquoi elles sont utilisées

comme stabilisants des émulsions alimentaires.

Ces émulsifiants vont avoir des effets stabilisant différents : les répulsions stériques vont
prédominer dans le cas des émulsifiants de hauts poids moléculaires alors que ceux de faibles
poids moléculaires vont engendrer majoritairement des répulsions électrostatiques (Brochette,
1999).
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1.2.2.2 Les propriétés d’un émulsifiant

Les agents émulsifiants tels que les molécules de faible poids moléculaires (Low Molecular
Weight Emulsifier — Fig.1.11 ) ou des molécules de plus haut poids moléculaire (biopolymer,
protein, polysaccahrides Fig. 1.11) jouent a la fois un réle dans la fabrication mais aussi dans la
stabilisation des émulsions (Bos et Van Vliet, 2001). Le point commun de ces composés est leur
caractére amphiphile, c'est-a-dire qu'ils possedent a la fois un caractere hydrophile et
hydrophobe. lIs se caractérisent ainsi par :

- La capacité des molécules a s’adsorber aux interfaces.

- Leur capacité a diminuer les tensions interfaciales

- Leur capacité a changer de conformation pendant et aprés I'adsorption

- L’épaisseur de la couche interfaciale.

- Les interactions entre les molécules adsorbées.

La vitesse de migration des tensioactifs vers l'interface est aussi un critére important pour
leur efficacité.

Ces caractéristiques et leurs conséquences a I'échelle interfaciale sont résumées dans la
figure 1.11 (d’aprés Rodriguez Patino et al., 2008).

Food dispersions
Formation, stability, and
mechanical properties PRODUCT ENGINEERIN

{macroscopic length-scale)

TOPOGRAPHY

Eood emulsifiers
MORPHOLOGY Interfacial physico-chemical

REFLECTIVITY B ) crfamcterigucs
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Low-molecular-weight emulsifiers

Figure 1.11 - Caractéristiques interfaciales physico-chimiques des émulsifiants
alimentaires (d’aprés Rodriguez Patino et al., 2008)
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La plupart des agents émulsifiants sont capables de diminuer les tensions interfaciales
diminuant ainsi I'énergie nécessaire a I'émulsification. Les agents émulsifiants de faibles poids
moléculaires sont plus efficaces que les biopolyméres pour abaisser les tensions interfaciales et

leur vitesse d’adsorption est généralement plus rapide.

Une fois adsorbés aux interfaces, la conformation des biopolyméres, spécialement celle
des protéines, peut changer radicalement, s’apparentant dans certains cas a une dénaturation.
Cette modulation de conformation des biopolymeres limite fortement les phénoménes de
désorption des interfaces. Dans le cas des protéines, ce phénoméne n'intervient que dans le cas
de compétition avec d’autres biopolyméres. En présence d'une faible concentration de
surfactants, la stabilité des émulsions diminue, ce qui entraine la désorption des protéines par
compétition (Wilde et al., 2004)

La présence de biopolyméres aux interfaces entraine une épaisseur de la couche
interfaciale plus importante qu'en présence de surfactant. Une couche interfaciale épaisse, en
plus de promouvoir les répulsions stériques, peut généralement étre assimilée a un film
viscoélastique qui diminue la mobilité des gouttelettes. Cette épaisseur est amplifiée d’'une part
par la taille des biopolyméres et d’autre part par la formation de liaisons non-covalentes (Bos et
Van Vliet, 2001).

1.2.3 Le caséinate de sodium

Le caséinate de sodium est une protéine utilisée fréqguemment dans l'industrie alimentaire
pour ses propriétés émulsifiantes. Ces caractéristiques moléculaires et propriétés émulsifiantes
ont été aussi décrites abondamment dans la littérature scientifique (Dickinson and Golding,
1997a ; 1997b ;McClement, 2004).

Les bonnes propriétés émulsifiantes du caséinate peuvent étre attribuées a I'amphiphilité
des différentes caséines qui le constituent notamment I'a et la $-caséine ainsi qu’a leur structure
linéaire. Ces monomeres existent en solutions en tant que chaines linéaires désordonnées ayant
une charge négative nette a pH neutre (Dickinson et Golding 1998). En effet, il s’adsorbe

rapidement aux interfaces et se réorganise pour former une couche protéique interfaciale. A pH
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neutre cette couche entraine des répulsions a la fois stériques et électrostatiques stabilisant les

gouttelettes et prévenant les phénomenes de floculation et crémage (Dickinson et Golding, 1997)

Une diminution de la stabilité au crémage peut se produire dans des émulsions contenant
du caséinate en exces, c'est-a-dire que les interfaces sont saturées en protéines et qu'il y a des
protéines dans la phase aqueuse. La présence de ces protéines dans la phase aqueuse peut
entrainer une floculation par déplétion des gouttelettes possédant une couche de protéines
adsorbées et le caséinate non-adsorbé présent dans la phase aqueuse. Dans ce cas un temps

d’induction du crémage peut étre observé (Dickinson et Golding, 1997 ; Manoj et al. 1998).

A l'inverse, une faible concentration en caséinate peut aussi entrainer une déstabilisation
des émulsions. Dans ce cas, des molécules de caséinates peuvent s'adsorber sur deux

gouttelettes adjacentes provoquant une déstabilisation par pontage et donc un crémage accéléré.

La présence de certains éléments, comme des cations divalents, peut perturber les
propriétés fonctionnelles du caséinate de sodium. L'addition ou la présence de calcium (Ca %)
peut provoquer la déstabilisation des émulsions contenant du caséinate par diminution de la
charge négative nette des protéines adsorbées diminuant ainsi les répulsions électrostatiques. De
plus, la liaison d'ions divalents avec les protéines adsorbées diminue I'épaisseur de la couche
interfaciale diminuant de ce fait les répulsions stériques. Les ions divalents peuvent aussi se lier a

deux molécules différentes provoquant la floculation par pontage.(Dickinson et Golding, 1998)

1.2.4 Les hydrolysats issus de produits marins

L’hydrolyse enzymatique des protéines marines génére un mélange d'acides aminés
libres, et de di -, tri — et oligopeptides, ce qui augmente le nombre de groupements polaires et la
solubilité¢ de I'hydrolysat par rapport a la protéine native. De ce fait, les caractéristiques
fonctionnelles des protéines sont modifiées (Kristinsson et Rasco, 2000). Ainsi, de nombreuses
études ont montré que I'hydrolyse enzymatique de protéines issues de co-produits marins, si elle
n’est pas trop poussée, permet la fabrication de composés ayant de propriétés technofonctionelles

intéressantes.

Gbogouri et al. (2004) ont montré que I'hydrolyse enzymatique de protéines de téte de
saumon par 'Alcalase entraine la production de peptides plus solubles que les protéines natives.
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En outre, plus I'hydrolyse est poussée, plus la solubilité est augmentée sur toute la gamme de pH.
Quand aux propriétés émulsifiantes, les hydrolysats de faible degré d’hydrolyse ont une capacité
émulsifiante importante alors qu'une hydrolyse extensive entraine une perte de ces propriétées. Ce
phénoméne peut s’expliquer par une adsorption rapide aux interfaces des petits peptides (poids
moléculaires inférieurs a 2,5kDa) mais ils présentent une plus faible efficacité pour réduire les
tensions interfaciales et pour se déplisser ou se réorienter aux interfaces comme les peptides de
plus haut poids moléculaire. Lee et al. (1987) ont suggéré que pour qu’un peptide présente de

bonnes propriétés émulsifiantes, il faut qu'il soit constitué d’au moins 20 acides aminés.

Des résultats comparables ont été obtenus avec des protéines de Selar (Klompong et al.,
2007), de carcasses de cabillaud (Slizyté et al., 2009), d'ceufs de carpe indienne (Chalamaiah et
al., 2010) ou de Brémes (Nanilanon et al., 2011). Tous ces auteurs supposent que les petits
peptides ne sont plus assez amphiphiles pour avoir de bonnes propriétés émulsifiantes. En effet,
si 'hydrolyse est trop poussée, I'équilibre entre les zones hydrophobes et hydrophiles du peptide

est rompu.
1.2.5 Les émulsions

1.2.5.1 Définition d’une émulsion

Une émulsion est un systeme hétérogéne comprenant au moins un liquide immiscible
dispersé dans un autre sous forme de gouttelettes. Les deux phases ou liquides formant les
émulsions sont appelés symboliquement eau (E) et huile (H). De tels systémes se caractérisent
par une stabilité minimale. La persistance de I'état dispersé est accrue par la présence d'additifs
tels que les tensioactifs et agents émulsifiants. Ces molécules, en s’adsorbant aux interfaces,

entrainent une organisation et un maintient de I'émulsion.

La fabrication d’'une émulsion nécessite un apport d’énergie qui permet de déformer et de
rompre les gouttelettes, augmentant ainsi I'aire interfaciale entre les deux phases. Cette énergie
correspond a I'énergie nécessaire pour rompre les liaisons faibles existant entre les molécules
d'une méme phase. Elle est apportée par des procédés mécaniques (agitation) ou non
mécaniques (injecteurs, valves d’homogénéisation, sonication). L'énergie a apporter au systéme

dépend de nombreux paramétres : les tensions et propriétés interfaciales, les propriétés
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rhéologiques des deux liquides, I'hydrodynamique du systéme (turbulent ou laminaire) , la
présence de tensioactifs (Poux et Canselier, 2004 ; Brochette, 1999), et les conditions du milieu

(salinité, pH).

Caractéristiques des émulsions

Il est possible de caractériser une émulsion suivant différents paramétres : type, qualité de
la dispersion, stabilité et éventuellement propriétés rhéologiques. On caractérise le type d'une
émulsion par ces deux phases. Ainsi dans une émulsion, on dit que la phase présente sous forme

de gouttelettes dispersées est la phase dispersée ou interne, tandis que la phase qui constitue le

milieu dans lequel les gouttelettes se trouvent en suspension est dite_phase continue ou externe.

On distingue donc deux types d’émulsions : les émulsions huile dans eau (H/E) ou la phase
continue est la phase aqueuse et les émulsions eau dans huile (E/H) ou la phase continue est la

phase huileuse.

Il existe des émulsions simples ou des émulsions multiples. Les émulsions multiples sont
souvent désignées par e/H/E ou h/E/H. Il s'agit d’'une émulsion constituée de petites gouttelettes
de phase continue, elles-mémes dispersées dans des gouttelettes de phase dispersée, comme le
montre la figure 1.12. Le type d’émulsion créé dépend principalement de la formulation et du

procédé de fabrication.

Emulsions simples Emulsions multiples ou doubles

A A

@® o | OO O D (%0
e o B8O O @ @

H/E E/H e/H/E h/E/H
Figure 1.12 : Les différents types d’émulsions

La prédiction du type d’émulsion peut étre lue sur une carte de formulation-composition
(figure 1.13) qui tient compte a la fois du ratio entre la phase huileuse et la phase aqueuse
(composition du systéme) mais aussi de la formulation (HLD). La valeur HLD traduit la somme des

contributions des composants du systeme.
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Figure 1.13 : Carte bidimensionnelle de formulation - composition (d’aprés Salager, 2000)

Dans les zones B+ et A+ de la Fig. 1.13, I'affinité de I'émulsifiant est plus marquée pour la
phase huileuse favorisant les émulsions type eau dans huile. En revanche, dans la zone C+, la
quantité¢ d’eau est importante, entrainant la formation d’émulsions multiples de type e/H/E.
L’analyse est similaire pour la partie inférieure du diagramme (zone -), en considérant que dans ce

cas, I'émulsifiant a une affinité plus marquée pour la phase aqueuse.

Le trait en gras représente la ligne d'inversion standard. La traversée de ce trait, de
maniere horizontale ou verticale, impligue un changement du type d’émulsion, c'est-a-dire le

passage d'une émulsion eau dans huile a une émulsion huile dans eau ou inversement.

1.2.5.2 Mécanismes de stabilisation physico-chimiques d’une émulsion

Les émulsions sont des systémes dispersés métastables. La stabilité dans le temps d'une
émulsion est alors assurée par la formulation, qui entraine un ralentissement ou une inhibition des
meécanismes physiques qui conduiront inéluctablement a la séparation des deux phases
immiscibles. Quatre processus de stabilisation se mettent en ceuvre afin de permettre d’accroitre
la stabilité dans le temps : rhéologique, stérique, électrostatique et électrostérique (Brochette,
1999).

La théorie DLVO

L’'un des mécanismes sur lequel repose les phénomenes de stabilisation et de
déstabilisation, plus particulierement les phénomeénes de floculation et de coagulation, est

expliqué par la théorie énoncée par Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek (DLVO). Selon cette
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théorie, les gouttelettes sont soumises a deux forces : les forces attractives (négatives) de Van

der Waals, et les forces répulsives (positives) de nature électrique.

Lorsque deux gouttes chargées se rapprochent, un potentiel de répulsion électrique
apparait. L'énergie globale d'interaction provient de la somme de I'énergie d'attraction et de

I'énergie de répulsion, comme le montre la figure 1.14.
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Forces 3ar-iere contre la
répulsives coagulation
Energie /\
d’interaction \/ » Distance entre les gouttelettes
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Forces Agrégation faikble :floculat on

attractives

v Agreégationforte:coalescence

Figure 1.14 — Energie potentielle résultant de la théorie DLVO (d’aprés Rodriguez Rojas,
2007)

Le premier minimum de la courbe, a courte distance, correspond a une trés forte
agrégation des particules : la coagulation, ce phénoméne est irréversible. Dans cette hypothése
les forces de répulsions sont négligeables. Le deuxiéme minimum de la courbe, pour une longue
distance, correspond au processus de floculation, le minimum étant peu profond et les
agrégations peu résistantes permettent avec un faible cisaillement de I'émulsion une séparation
facile.

Pour une distance intermédiaire, il existe un potentiel positif, qui constitue une barriere

contre la coagulation, s'il est suffisamment élevé par rapport a I'agitation thermique.

Stabilisation rhéologique

La stabilisation rhéologique vise a incorporer des additifs tels que les agents viscosants ou
certains tensioactifs pour augmenter la viscosité de la phase continue. Cela permet de limiter la
mobilité des gouttelettes au sein de la phase continue diminuant ainsi la probabilité de chocs.
Cette méthode limite les phénomeénes de crémage et de floculation (Osmond et al., 1975 ;
Vincent, 1974 ; Brochette, 1999).
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Stabilisation stérique

La stabilité stérique consiste a ajouter des macromolécules non-ioniques, telles que des
polyméres amphiphiles qui vont s’adsorber a l'interface des gouttelettes formant ainsi une couche
macromoléculaire a la surface de celles-ci. Ces couches créent une barriére physique qui

augmente la distance entre les gouttelettes.
Stabilisation électrostatique

Dans un milieu aqueux les particules acquiérent une charge électrique en surface qui
dépend de leur structure, de la présence de groupements ionisables et/ou de I'adsorption
sélective d'ions présents dans le milieu. Il apparait alors une charge superficielle, positive ou
négative selon le pH du milieu. Les ions avec une charge de signe opposé a celle de la particule
(contre-ions) vont se concentrer autour de sa surface tandis que les ions avec la charge de méme
signe (co-ions) seront repoussés vers l'extérieur. Loin de la surface des particules, la
concentration en ions positifs et négatifs est la méme, ce qui conduit @ un milieu électriquement
neutre. Cette distribution non-homogeéne est appelée double couche électrique ou couche de
Stern.

Lorsque deux particules chargées se rapprochent, chacune avec sa charge ionique un
potentiel de répulsion électrostatique est créé. L’adsorption a la surface des gouttelettes de telles
particules permet de créer une charge non nulle prés de l'interface et la répulsion correspondante.

La présence de sels dans le systeme augmente la force ionique ce qui provoque une
diminution de la portée des répulsions et peut entrainer des phénoménes d’agrégation.

Ces deux mécanismes de stabilisation des émulsions sont résumés dans la figure 1.15.

Partie lipophile
huile

4 N ]
t—ee ST

Surfactantionique Surfactant Polymere surfactif
non ionigque

Répulsion
eélectrostatique

Figure 1.15: Exemple de deux cas de répulsion entre deux gouttes (d’aprés Allouche,

Repulsion sterique

2003)
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Stabilisation électrostérique

Il s'agit d’'une combinaison des deux effets expliqués précédemment, provoquée par des
macromolécules présentant des groupements ioniques distribués dans la chaine principale ou
dans les ramifications. Ces molécules apportent un effet stérique (stabilisation & courte portée) et

un effet électrostatique (stabilisation a longue portée) a la gouttelette.

1.2.5.3 Mécanismes de déstabilisation physico-chimiques d’une émulsion

Au cours du temps une émulsion évolue invariablement vers la séparation des deux
phases qui la constitue ; les mécanismes de déstabilisation d’'une émulsion peuvent étre répartis

en deux catégories (Brochette, 1999), schématisées sur la figure 1.16 :

- La premiére regroupe les phénoménes de migration des gouttes et met en jeu des

phénoménes réversibles : floculation, sédimentation et crémage.

- La seconde concerne la variation de la taille des gouttes, consistant en des processus

irréversibles : coalescence, marissement d'Ostwald ou inversion de phase.

Inversion de
phase

© 00

Cremage
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Emulsion stable
%= &k 50T - b

v

O (@ O Sed mentction / O O O

O O O Coalescence

seccice

Phénomenes réversibles

Phénomenes irréversibles

Migration des gouttes Variation de la taille des gouttes

Figure 1.16 — Phénoménes d'instabilité des émulsions (d’apres Tadros, 2004)
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Phénomenes réversibles

Le crémage et la sédimentation

La sédimentation et le crémage résultent du méme phénoméne, dont le moteur est la
pesanteur. Dans la mesure ou le systeme est nécessairement en équilibre cinétique, une goutte
de la phase dispersée est animée de mouvements browniens induits par les molécules de solvant
(Van Aken et al., 2003). La méme goutte est soumise au champ de pesanteur qui tend a imposer
un mouvement vers le bas si la goutte est plus dense que la phase continue ou vers le haut dans

le cas contraire.

Soit une goutte, de masse m et de rayon r, plongée dans une phase continue de viscosité
n, soumise au champ de pesanteur, la vitesse limite (v) est alors atteinte quand les forces de
frottement de la goutte sur le fluide constituant la phase continue sont compensées par la force de

pesanteur. Cette vitesse est la vitesse de sédimentation ou de crémage.

mg

v é6mnr

avec : v = vitesse de sédimentation ou de crémage (m.s”)
m = masse de la gouttelette (g)

n = viscosité de la phase continue (Pa.s)

r = rayon de la gouttelette (m)

g = accélération de la pesanteur terrestre (m.s?2)

D'aprés Manoj et al. (1998) il existe deux types de crémage. Le crémage de type |
correspond @ une émulsion opaque a la base de I'échantillon pendant une période significative
pendant qu'une couche concentrée en créme se développe dans la partie supérieure de
I'échantillon. Ceci est retrouvé dans les descriptions de Robins (2000) qui explique que,
notamment dans le cas d’émulsion dont les gouttelettes sont polydisperses, il y a un front de

séparation diffus entre I'émulsion et la couche concentrée en surface.

Le crémage de type Il correspond a un front de séparation net entre I'émulsion et le sérum.
Ces émulsions sont dites « simples », les gouttelettes sont monodisperses et hautement chargées
ou recouvertes d’un bon surfactant. Les gouttelettes se repoussent entre-elles et crément comme

des particules individuelles et ce, a la méme vitesse (Robins, 2000).
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Robins (2000) propose un troisiéme type de crémage quand la fraction volumique est
importante et ou il y a des fortes interactions de déplétion, 'émulsion forme une structure de
réseau qui peut étre décrite comme un gel de particules. Le front de séparation est généralement
limpide et I'évolution de I'émulsion comporte trois étapes: i) une phase de latence sans
mouvement visible, ii) une augmentation linéaire du front jusqu’a la créme, et iii) une compaction

de I'émulsion entre la phase liquide et la phase creme.

La floculation.

La floculation intervient quand les gouttelettes formées ne restent pas indépendantes. Il y
a donc agrégation des gouttes, sous forme de grappe, sans fusion. Ce phénoméne est précurseur
de la sédimentation/crémage des grappes ainsi formées. La floculation est soumise a trois

principaux mecanismes :

- La force de Van der Waals qui tend a rapprocher les gouttelettes entre elles.

- Un mécanisme de déplétion, qui est induit en présence de micelles ou de polymeres
dans la phase continue. Quand deux gouttes se rapprochent, les particules initialement réparties
dans tout le volume de la phase continue n'accedent plus a I'espace entre les gouttes. Dans cette
zone de phase continue, il y a une augmentation de la pression osmotique qui favorise un flux de
liquide de la zone séparant les deux gouttes vers le reste de la phase continue. L’accolement des
gouttes est donc favorisé (figure 1.17). L'importance de ce phénoméne augmente avec le volume

de la goutte.
o« * . e . ...'r;)'..'...."
d B Rea X B | X
[ ] L ] [ ] a @ /\1 L ] o =}
® . . .'.o e *% .
Figure 1.17 — Floculation par déplétion

- Un mécanisme par pontage entre les gouttes. Ce phénoméne est provoqué par
I'adsorption de macromolécules utilisées pour promouvoir la stabilité stérique. Si les polyméres
choisis sont trop longs (i.e. possédent un haut poids moléculaire), il existe un risque que ces
polyméres s’adsorbent sur plusieurs gouttes simultanément en réalisant un pontage entre gouttes.
Ce pontage favorise du méme coup la floculation que I'on cherche a éviter (figure 1.18).
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Figure 1.18 — Floculation par pontage

Selon Dickinson (1998), ces différents phénoménes de floculation peuvent étre entrainés

par:

- Une diminution du pH vers le point isoélectrique des protéines

- Une augmentation de la force ionique

- Une diminution de la qualité du solvant pour les protéines adsorbées.

- La déplétion des molécules adsorbées du fait de la présence d’autres molécules

non adsorbées.

Les propriétés des émulsions floculées varient considérablement du fait de la grande
variété des types de mécanismes de floculation et des forces d'intéractions gouttelettes-
gouttelettes. Toutefois, dans le cas des émulsions floculées, un front de séparation net
correspondrait @ une migration des flocs a la méme vitesse ce qui impliquerait une répartition
monodisperse des flocs. Ainsi, Dickinson et Golding (1998) expliquent que dans les émulsions
stabilisées par la caséine, si la concentration substantielle en protéine non adsorbée dans le
milieu est importante, il se produit une floculation par déplétion induite par les sub-micelles de

caséine non adsorbées.

Phénomenes irréversibles

Le mdrissement d’Ostwald.

A lissue de I'émulsification, si la population de gouttelettes est polydisperse, il existe une
pression de Laplace (P) différente entre gouttelettes. Plus la gouttelette est petite, plus cette
pression est importante. L'existence de cette surpression implique que le potentiel chimique (u)
dans les petites gouttes est plus élevé que dans les grosses. Le retour vers I'équilibre

thermodynamique s’accompagne d’un flux de matiére des petites vers les grosses gouttes
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dépendant de la solubilité partielle de 'huile dans I'eau. Ce flux entraine une modification de la

granulométrie du fait de la disparition des classes de petites tailles (Kabalnov et al., 1987).

La coalescence.

La coalescence est le phénoméne de dégradation ultime des émulsions (figure 1.19). C'est
linverse de I'étape de dispersion : deux ou plusieures gouttes vont fusionner pour former une
goutte plus grosse (Van Aken et al., 2003). Le processus se répétant, la phase dispersée se
sépare et I'on revient au systéme diphasique initial. Tous les phénoménes qui favorisent le

rapprochement des gouttelettes placent le systéme dans une situation a priori favorable a la

coalescence.
Fusion des membranes des
Emulsification gouttes
Systeme . .
.y . Emulsion stable
diphasique

-q»ooo.-,g%g

0 0
X Qe

Repétition du processus de
fusion des membranes

Figure 1.19 : Processus de coalescence

Effet de la concentration en tensioactifs

La teneur en émulsifiant va influer sur le crémage, la floculation et la coalescence des
émulsions. Lorsque la teneur en protéine est trop faible, les émulsions présentent un fort taux de
floculation qui s’accompagne d'une coalescence partielle (une protéine stabilise plusieurs
gouttelettes). Il existe une concentration optimale d’émulsifiant qui permet le recouvrement total

des interfaces entrainant la stabilité de 'émulsion (Brochette, 1999).
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1.2.6 Mesures et évaluation des propriétés émulsifiantes

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer les propriétés émulsifiantes d’un produit. Elles

peuvent étre cependant combinées afin d’évaluer les relations structure-fonction de I'émulsifiant.

1.2.6.1 Mesure par absorbance

La mesure de la turbidité des émulsions, par absorbance a 500nm, a été développée par
Pearce et Kinsella (1978). La turbidité de I'émulsion, révéle selon ces auteurs I'habilité de
I'émulsifiant a s’adsorber aux interfaces huile-eau et les stabiliser. Ainsi, ils supposent que la
capacité a stabiliser les interfaces est liée a la surface couverte par les émulsifiants et la stabilité

d’une émulsion dépend de la constance de la surface couverte au cours du temps.

Les mesures d’absorbances sont réalisées sur des échantillons dilués dans du sodium
dodécyle sulfate (SDS) (0,1%). Le prélévement de I'émulsion se fait au fond du récipient

contenant I'émulsion.

Il en découle deux relations qui permettent de déterminer I'index d’activité émulsifiante
(EAl) et l'index de stabilité des émulsions (ESI). Plus I'EAI est important plus I'émulsifiant est

considéré comme bon et plus 'ESI est important plus I'émulsion est considérée comme stable.

2% 2,303 * Asoonm
pC

EAI (m?.g™ 1) =

Avec : _ ¢ la fraction de phase dispersée (%)
_ C la concentration en protéines (g.ml")

Ay * t,

ESI n) = ———
(min) R

Avec : Ag absorbance a to
tx = temps de mesure (min)
A« = absorbance au temps x

1.2.6.2 Mesures rhéologiques

La rhéologie peut étre utilisée pour comprendre le comportement et la structure des
émulsions. Elle permet d’obtenir des informations sur I'émulsion telles que la viscosité apparente
qui peut étre reliée par exemple a la fraction volumique de phase dispersée présente dans
I'émulsion, voire mettre en évidence une floculation, ou encore si I'émulsion est monodisperse ou

polydisperse.
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Tadros (2004) a réalisé une synthese des méthodes rhéologiques utilisées pour
caractériser les phénoménes de déstabilisation des émulsions. Dans le cas de crémage, I'étude
de la viscosité des émulsions permet de connaitre la contrainte de déformation critique (ocr) au-
dela de laquelle la structure de I'émulsion se rompt. Cette contrainte est associée a une viscosité
limite n(). Pour limiter le crémage, il faut formuler I'émulsion de fagon a ce que la viscosité limite
soit la plus grande possible. Dans le cas de la floculation, les mesures rhéologiques peuvent étre

réalisées en mode permanent ou dynamique.

Les courbes d’écoulement obtenues, soit la représentation de la contrainte (t en Pa) en
fonction des taux de cisaillement appliqués (D en s), peuvent étre modélisées par des modéles
connus :

- Le modeéle en puissance ou modéle d'Ostwald

T = kD"

Avec 1 : contrainte (Pa)

D : taux de cisaillement (s)

K : indice de consistance (Pa.s")
n : indice d’écoulement (sans dimension)

Dans ce modéle, plus la valeur de n est faible, plus I'émulsion présente alors un

comportement rhéofluidifiant. (Tadros, 2004).

- Le modéle de Bingham
T =Tp + nPlD

Avec 1 : contrainte appliquée (Pa)
D : taux de cisaillement (s)
78 : contrainte seuil (Pa)
Nel : Viscosité plastique (Pa.s)

La contrainte seuil (0g) et la viscosité plastique (ne) peuvent étre liées a la floculation. Une

augmentation d’une de ces deux valeurs indique que I'émulsion peut étre floculée.

- Le modéle de Herschley-Buckley
T =15 + kD"

Avec 1 : contrainte appliquée (Pa)
D : taux de cisaillement (s)
78 : contrainte seuil (Pa)
k : coefficient de consistance (Pa.s)
n : indice de comportement
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Pour les mesures en mode dynamique, un balayage en déformations ou en fréquences est
généralement utilisé. Ces mesures permettent de déterminer G’ (module élastique en Pa) qui

correspond a I'énergie stockée et G” (module visqueux en Pa) qui correspond a I'énergie dissipée.

Une forte floculation est généralement accompagnée d'une augmentation rapide de G’
avec l'augmentation de la fréquence. Cette augmentation peut étre accompagnée de la

déstructuration du systeme.

La présence de polysaccharide dans une émulsion entraine un croisement du module
élastique (G’) et du module visqueux (G”) c'est-a-dire que G” est supérieur a G', a de faibles

fréquences, ce qui indique une structure plus organisée qui peut étre attribuée a :

- La formation d’'un réseau de gouttelettes hautement floculées qui entrainent un
comportement viscoélastique
- La formation de structure de type gel dans la phase continue par les

polysaccharides.

1.2.6.3 Suivi du déphasage

L’'une des méthodes de suivi du déphasage est visuelle. Elle consiste @ mesurer en
volume ou en distance, le front de séparation des phases d’'une émulsion placée dans une
éprouvette ou tube gradué. L'évolution de ce front de séparation des phases au cours du temps
peut révéler des informations sur le comportement des gouttelettes de I'émulsion ainsi que de leur
répartition en ftaille. Ceci est di au fait que la floculation et le crémage impliquent un
réarrangement spatial des gouttelettes. Généralement le crémage est dominé par la floculation

des gouttelettes

Robins (2000) décrit le comportement des émulsions en fonction de I'évolution de la
hauteur de ce front de séparation des phases au cours du temps. Quatre comportements ont pu
étre mis en exergue, ceux-ci sont résumeés dans la figure 1.20. Les deux premiers graphiques (a
et b) montrent I'évolution du front de séparation des phases en fonction de la répartition de taille
des gouttelettes dans I'émulsion et les deux suivants (c et d) traitent de I'état de floculation de

'émulsion.
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Figure 1.20: Cinétiques théoriques du front de séparation des phases (a: émulsion

monodisperse ; b: émulsion polydisperse; c¢: émulsion faiblement floculée et d: émulsion

fortement floculée) (d’aprés Robins, 2000).

La figure 1.20a représente I'évolution d'une émulsion idéale dont les gouttelettes sont
monodisperses et migrent comme des particules individuelles. Ce cas peut s’expliquer soit par
des gouttelettes ayant une charge nette importante, soit par des gouttelettes recouvertes d'un

surfactant efficace. Le front de séparation entre la phase aqueuse et I'émulsion est net.

Dans le cas ou les gouttelettes sont polydisperses, I'allure de I'évolution du front de
séparation des courbes ressemble a la figure 1.20b. Le front de séparation des phases est diffus
entre le sérum et I'émulsion. Ce front est difficilement visible, les gouttelettes migrent
généralement selon leur taille. Dans certains cas, quand la fraction volumique d’huile est
importante ou qu'il y a de fortes interactions entre les gouttelettes, il se forme dans I'émulsion une
structure en réseau du a la floculation des gouttelettes d’huile. Cette émulsion peut étre décrite

comme un gel de particules.

Les courbes ¢ et d de la figure 1.20 représentent des émulsions dont le déphasage se

produit apres un temps de retard.
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Une autre maniére de suivre le déphasage est une méthode par ultrason. Cette méthode

se base sur la vitesse de propagation des ultrasons dans une émulsion a différentes hauteurs.

Cette méthode permet notamment de suivre des émulsions polydisperses (front de
séparation de phase diffus) et de faire une détection précoce du crémage. En effet, en fonction de
la taille des gouttelettes d’huile la vitesse de propagation des ultrasons est différente. La figure
1.21 présente deux graphiques typiques de cette méthode. Le graphique A présente une émulsion
avec un front de séparation des phases net et le graphique B une émulsion ayant un front de

séparation des phases diffus.
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Figure 1.21 : Profil ultrason pendant le déphasage d’une émulsion avec front de séparation

de phase net (A) ou avec un front de séparation de phase diffus (B) (d’aprés Manoj et al. ,1998).

Toutefois cette méthode nécessite un appareillage lourd (méthode infrarouge) ainsi qu’'une

répétition de la calibration entre chaque intervalle de temps.

1.2.6.4 Granulométrie laser

La granulométrie laser permet de mesurer la distribution en taille des gouttelettes dans
une émulsion. Premiérement, elle permet de savoir si I'émulsion est monodisperse ou
polydisperse. Deuxiemement, elle permet de connaitre I'impact du tensioactif utilisé dans

'émulsion.

1.2.6.5 Méthodes microscopiques

Les méthodes microscopiques fournissent le méme type d'information que la
granulométrie laser. De plus elles permettent d'observer le comportement des gouttelettes entre
elles comme [lapparition de flocs ou de pontage entre les gouttelettes. Ces méthodes
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comprennent la microscopie : optique, électronique a balayage ou a transmission, confocale a

balayage laser, et a force atomique.

La microscopie a force atomique permet de visualiser la topographie de la surface d'un
échantillon. Le principe se base sur les interactions entre I'échantillon et une pointe montée sur un
microlevier. La pointe balaie (scanne) la surface a représenter, et I'on agit sur sa hauteur selon un
parameétre de rétroaction. Un ordinateur enregistre cette hauteur et peut ainsi reconstituer une
image de la surface. Cette méthode permet d’observer les molécules individuelles adsorbées sur
une interface et donc de comparer leur mobilité et leur organisation aux interfaces (McClements,
1999).

Les émulsions, de part la présence d'une phase grasse, sont sensible aux réactions
d’oxydation des lipides. Ces oxydations lipidiques provoquent des altérations physico-chimiques
qui ont des conséquences entre autre sur la stabilité des émulsions, leurs propriétés

organoleptiques. Il est donc nécessaire de protéger les émulsions contre 'oxydation.

1.3 Origines biologiques des processus oxydatifs et mécanismes de

défenses

Tout organisme vivant produit des espéces radicalaires qui sont pro-oxydantes. Leur
quantité est regulée par 'organisme car elles sont hautement réactives, réagissant avec toute une
serie de substrats biochimiques (enzymes, protéines, ADN, ...) et provoquant des dommages sur
I'organisme mais elles possédent aussi des fonctions bénéfiques (signaux intercellulaires, défense
contre les agents infectieux,...) (Valko et al, 2007). Il existe donc un équilibre entre la production
et le piégeage des substances radicalaires. Lorsque cet équilibre est rompu, on parle de stress
oxydant. La réaction de Maillard en milieu controlée peut produire des substances ayant un
pouvoir antioxydant. Les mécanismes impliqués sont divers tels que le piégeage des radicaux
libres ou la chélation des métaux induisant 'oxydation. Ce chapitre vise & mettre en évidence les
principaux mécanismes du stress oxydant ainsi que les mécanismes antioxydants qui y sont

assocCiés.
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1.3.1 Espéces réactives de I'oxygene et de I'azote

Un radical libre, ou substance pro-oxydante, est une espéce chimique possédant un
électron célibataire sur sa couche périphérique. Ces substances sont produites dans I'organisme

au cours du métabolisme normal (figure 1.22).
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Figure 1.22 : Origine des différents radicaux libres et espéces réactives impliqués dans un

organisme biologique (d’aprés Favier 2003).

Dans la plupart des cas, les radicaux libres sont issus de I'oxygéne, on parle alors
d’especes réactives de 'oxygene (ERO). L'oxygéne, bien qu'il soit un élément indispensable au
bon fonctionnement des organismes vivants, est aussi le principal générateur de substances
radicalaires. En effet, la respiration mitochondriale, dont le dioxygéne (O-) est le dernier accepteur
d’électron, est un systéme présentant des failles. Ces failles, notamment la réduction incompléte

du dioxygene en eau, générent des espéces réactives de I'oxygeéne : les radicaux libres. La
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premiére espéce réactive de I'oxygéne est I'anion superoxyde (O2). Ce radical est peu réactif
mais il est a l'origine de plusieurs autres ERO plus nocives. Celles-ci sont générées par des
cascades de réactions. Par exemple, sa dismutation génére le peroxyde d’hydrogéne (H20) qui

peut diffuser au travers des membranes biologiques.

Toutefois certains radicaux sont aussi issus de I'azote, on parle alors d’espéces réactives
de l'azote (ERA). Parmi ces espéces réactives, il y a entre autre le monoxyde d’azote et le

peroxynitrite.

Ces espéces peuvent s'attaquer a différentes molécules de I'organisme telles que les
lipides, les protéines et 'ADN. De plus, leur production, si elle n'est pas contrée par des
antioxydants entraine une accumulation de radicaux libres dans les cellules, responsable du

vieillissement et de nombreuses pathologies.

1.3.2 La production des radicaux libres par les espéces réactives de I'oxygene

et de I'azote

Comme dit précédemment, les radicaux libres sont produits par des cascades de réaction.
Ces réactions ont lieu entre les ERO et des molécules biologiques avec lesquelles elles entrent en
contact. L’attaque radicalaire initie des cascades de réactions appelées généralement oxydation.
Ces réactions sont généralement initiées par un composé azoté (figure 1.23). Quatre phases se
succedent et tournent en boucle dans cette réaction : I'initiation, la propagation, I'inhibition et la

terminaison.
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Initiation: R,N, > 2R*+ N,
R*+ 20, > ROO*
ROO* + LH > ROOH +L°
Propagation: L*+ 0O, > 00O
LOO"® + LH > [OOH +L*
Inhibition: LOO® + LH > [OOH +L*

v

Terminaison: A"+ (n-1}LOO® produits non radicalaire

produits non radicalaire

v

LOO® + LOO"
Figure 1.23 : Etapes de I'oxydation lipidique d’aprés Huang et al. (2005) (L = lipide, R = radical, A

antioxydant)

L'initiation de la réaction d'oxydation lipidique est due a Iextraction d'un atome
d’hydrogene d’une des doubles liaisons carbonées d’un acide gras insaturé. Le radical alkyle (L)
généré est oxydé en radical peroxyle (LOO") qui est trés instable et réactif vis-a-vis des molécules
biologiques environnantes. Ce radical peut aussi réagir avec un autre acide gras produisant de
nouveaux radicaux lipidiques et des peroxydes (LOOH). Les radicaux sont ensuite entrainés dans
la phase de propagation. Ce processus forme une boucle de réaction jusqu’a I'interruption lors de

la phase de terminaison ou lors de l'intervention d'un antioxydant provoquant I'inhibition.

La phase de propagation est caractérisee par une accumulation des peroxydes dans les
cellules. Ces peroxydes peuvent poursuivre dans la voie de I'oxydation et de la fragmentation ou
étre interceptés par des mécanismes antioxydants. Des catalyseurs, tels que les métaux de

transition comme le fer et le cuivre, peuvent intervenir dans cette phase oxydative.
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La dégradation des produits de cette réaction peut entrainer soit la production de radicaux

LO dans le cas des peroxydes, soit la production de produits secondaires de I'oxydation.

Toutefois la phase de propagation peut étre interrompue de deux maniéres. L'une est
lintervention d’'un composé antioxydant capable de piéger un radical libre, I'autre est la formation

d’un complexe stable et non radicalaire par réaction entre deux substances radicalaires.

La phase d'initiation de la réaction d’'oxydation est favorisée par différents facteurs
externes tels que les rayonnements UV, les radiations ionisantes, I'absorption d'oxyde d'azote, de
dioxyde d’azote présent dans notre environnement ou I'ingestion d’alcool. Des facteurs internes a
I'organisme comme certaines enzymes (oxydases, ...) ou la présence de nombreux métaux tels

que le cuivre, le fer le cadmium (Jomova et Vlako, 2011) peuvent aussi favoriser cette phase.

1.3.3 Conséquences de la présence de radicaux libres

La production excessive de radicaux libres provoque deux types de dommages: la

dégradation des aliments et des dommages oxydatifs in vivo.

La dégradation des aliments due a la présence de radicaux libres englobe principalement

les réactions d’oxydation lipidique. Ces réactions entrainent une accumulation de produits
primaires (hydropéroxydes, diénes conjugués, ...) et de produits secondaires de 'oxydation, dont
les molécules volatiles responsables de I'odeur et du goit rance caractéristiques des produits
alimentaires oxydés. Ces composés peuvent étre détectés par chromatographie en phase

gazeuse et certains peuvent devenir toxiques a haute concentration (malondialdéhyde).

De plus, ces réactions d’oxydation s’accompagnent généralement d’'une modification de la
couleur et de la texture des aliments. L'altération des lipides et la présence de radicaux libres
pouvant s’attaquer aux protéines entraine une perte nutritionnelle. De plus, ces réactions
d’oxydation sont des réactions en chaine qui ont tendance a s’amplifier et s’autoalimenter, et

peuvent compromettre la sécurité alimentaire du produit
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Il est donc important pour les industriels de contréler et prévenir les réactions d’oxydation
susceptibles d’intervenir au cours de la transformation du produit ou de la conservation de celui-ci.
L’ajout d’antioxydant dans la formulation des produits permet de prolonger les durées de
conservation en limitant I'apparition de radicaux libres. De plus, les modifications sensorielles,
principalement I'apparition d’'odeurs et de changement de couleur, peuvent influencer la
perception du produit par le consommateur et donc son comportement d’achat provoquant des

pertes économiques dans la filiére agroalimentaire.

D'un point de vue médical, le stress oxydant est un processus accompagnant le

vieillissement cellulaire normal d’un individu. Toutefois, la présence de fortes quantités d’espéces
radicalaires et oxydées favorise le développement de diverses maladies telles que les maladies
cardio-vasculaires, certaines formes de cancer, diabétes, arthrite, les maladies
neurodégénératives, la déficience immunitaire, I'inflammation cellulaire, etc. (Viako et al., 2007).
En effet, les différentes molécules issues de I'oxydation peuvent modifier les protéines, perturber
les activités enzymatiques, oxyder les lipides membranaires ou encore provoquer des Iésions de
I'acide désoxyribonucléique (ADN). L'action cumulée de ces différents mécanismes, s'ils ne sont
pas enrayés au niveau cellulaire par des mécanismes de défenses, provoquent a terme la mort

cellulaire.

La place de I'oxydation dans I'apparition de ces maladies peut étre a la fois cause et
conséquence. Les pro-oxydants interviennent par exemple dans ['activation des pro-carcinogénes

ainsi que dans augmentation de la résistance a l'insuline.

La prévention et la lutte contre I'oxydation est a la fois un enjeu industriel mais aussi un
enjeu sanitaire. Sa prévention permet de limiter les dommages et les pertes quelle peut
engendrer. Cette prévention s’effectue grace a des systemes antioxydants qui peuvent étre de
nature endogéne ou exogéne. Dans le cas des systemes exogénes, une partie peut servir dans le

domaine alimentaire mais aussi dans le domaine de la santé publique.
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1.3.4 Systemes antiradicalaires endogénes et exogénes

L’organisme utilise de nombreux mécanismes pour réguler la quantité de substances
radicalaires. Ces mécanismes permettent de piéger les radicaux libres en captant I'électron
célibataire (vitamines, caroténoides...) ou en détruisant les superoxydes et peroxydes (voie
enzymatique). Les systémes antiradicalaires de I'organisme se classent en deux catégories : les
systémes endogenes et les systémes exogenes. Parmi les antioxydants intervenant dans le

systéme exogene se trouvent beaucoup d’antioxydants alimentaires.

En agroalimentaire, un antioxydant est défini par: toute substance, synthétique ou
naturelle, qui, ajoutée dans un produit prévient ou retarde sa détérioration due a I'oxygéne (Huang
et al., 2005).

1.3.4.1 Systémes antiradicalaires endogénes

Le systeme antiradicalaire endogéne est principalement de nature enzymatique. D’autres
composés comme les protéines, les vitamines ou les oligo-éléménts peuvent aussi intervenir.
Toutefois dans ce dernier cas, les mécanismes et les substances antioxydantes sont souvent les

mémes que dans le systéme antiradicalaire exogéne.

L’organisme peut produire des enzymes antioxydantes afin de réguler le stress oxydant.
Ce systeme enzymatique est principalement constitué de trois enzymes qui se complétent

(Albrecht, 1994). Leurs réles sont expliqués dans la figure 1.24.

SOD
20, +2H* > 0, +H.0,
catalase
2H.0, > O,+2H.0
GSHPx
ROOH + 2 GSH > ROH+ GSSG +H.,.0

SOD: Superoxyde dismutase
GSPHXx: glutathion peroxydase
GSH: Glutathion réduit

GSSG: Glutathion oxydé

Figure 1.24 : Mécanismes de défense enzymatique de I'organisme contre les radicaux

libres (d"aprés Pincemail et al., 2002).
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Favier (2003) décrit ce systtme enzymatigue comme une cascade de réactions
enzymatiques ou interviennent en premier lieu les superoxydes dismutases (SOD) suivies de la

catalase et enfin du glutathion peroxydase.

II existe deux types de SOD dans les organismes vivants, elles se distinguent
principalement par le métal auquel elles sont associées. Il existe ainsi la SOD a manganése qui
protege la mitochondrie, la SOD cuivre-zinc que I'on peut trouver dans le cytosol, au niveau de la
membrane externe des cellules endothéliales ou encore dans le plasma sanguin. Ces enzymes
sont capables par une réaction de dismutation déliminer I'anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogene (Favier, 2003).

Le peroxyde d’hydrogene, qui est une espece plus nocive que I'anion superoxyde, est

alors deétruit par les catalases ou les glutathions peroxydases.

Les catalases sont des enzymes présentent principalement dans les hématies et les

peroxysomes. Elles convertissent le peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygéne.

Les glutathions peroxydases existent sous plusieurs formes, notamment une qui posséde
le sélénium comme co-facteur, et favorisent aussi la dégradation du peroxyde d’hydrogene mais
elles peuvent aussi détruire les péroxydes organiques issus de I'oxydation du cholestérol et des
acides gras. On les trouve a différents niveaux de I'organisme comme dans le plasma sanguin, le

cytosol ou au niveau de la membrane cellulaire.

Le glutathion, un tripeptide, intervient aussi dans les actions antiradicalaires endogénes. |l
réduit le peroxyde d’hydrogéne en eau et les péroxydes en alcool. D’autres molécules peuvent
intervenir dans I'action antioxydante, telles que les protéines synthétisées par les cellules, I'acide
urique, les polyamines et des molécules ayant des groupements thiols. Les meécanismes
intervenant dans ce cas seront expliqués dans le paragraphe suivant traitant du systeme

antiradicalaire exogene.
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1.3.4.2 Systémes antiradicalaires exogénes

Le systéme exogéne est principalement constitué de molécules telles que les protéines,
les polyphénols, les hydrolysats et les vitamines, entre autres. De nombreux antioxydants peuvent
assurer leur role de protection au sein d’'un organisme vivant ou dans une denrée alimentaire.
Toutefois, une molécule reconnue antioxydante in vitro, ne I'est pas forcément in vivo. En effet
pour étre active in vivo, il faut qu’elle ne soit pas détériorée lors de son passage dans I'organisme

ou au sein méme de I'organisme.

De nombreux auteurs (Moure et al., 2001) ont montré que notre alimentation apporte
différents antioxydants, qu'ils soient issus de fruits, légumes, de plantes ou encore de la viande.
Ces molécules peuvent interagir avec les radicaux libres ou avec les métaux de transition

(molécules chélatrices) ralentissant ou inhibant les mécanismes de propagation de I'oxydation.
Antioxydants non protéiques

. La vitamine C (acide ascorbique) permet la protection de I'oxydation du cholestérol
des LDL et réduit le risque de maladies cardiovasculaires. L’acide ascorbique est un puissant
piégeur de radicaux libres. Il peut soit rompre la séquence oxydative par réaction avec les
radicaux lipidiques soit capter les radicaux libres initiateurs de I'oxydation. Le radical libre qui
résulte de cette réaction est relativement stable. L’acide ascorbique permet aussi de régénérer

certains antioxydants comme la vitamine E ou le glutathion.

Toutefois comme beaucoup de substances antioxydantes, la vitamine C peut avoir une
action pro-oxydante. Notamment la chélation du fer par lacide ascorbique peut créer un

catalyseur actif de la production d'EROs (Rietjens et al., 2002).

. La vitamine E (a-tocophérol) permet de protéger les acides gras poly-insaturés en
rigidifiant la membrane plasmique empéchant ainsi 'oxydation des lipides membranaires. De plus,
la vitamine E piége les radicaux peroxyles par le don d'atome d’hydrogéne. A forte concentration,
celle-ci peut présenter une activité pro-oxydante: en effet, laugmentation des concentrations en a-
tocophérol, dans le cas d'un stress antioxydant conséquent entraine une augmentation des
concentrations en radicaux a-tocophérol, ceux-ci pouvant a leur tour initier I'oxydation lipidique
(Rietjens et al., 2002).
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¢ Les caroténoides sont une grande famille de molécules dont certaines sont des
précurseurs de la vitamine A. Ce sont des pigments, présents dans les végétaux, notamment les
fruits et legumes. Les représentants les plus connus de cette famille sont le B-caroténe, le
lycopéne et la lutéine. Bien que ces composés soient majoritairement connus pour leur capacité
colorantes, ils peuvent intervenir dans de nombreuses applications alimentaires et médicinales
pour leurs activités antioxydantes ou antimutagénes (Dufossé et Pintéa, 2005 ; Dufossé, 2004).
lls réagissent avec les radicaux peroxyles, le complexe résultant est stabilisé par un phénoméne
de résonnance. En effet, ces composés sont caractérisés par une longue chaine carbonée
constituée d’'une succession de doubles liaisons conjuguées (Faure et al, 1999). Cette
caractéristique structurale peut expliquer 'effet anti-oxydant des caroténoides ainsi que la faible
réactivité du radical résultant. Parmi les études récentes sur les caroténoides, Pintéa et al. (2011)
ont montré que les xanthophylles pouvaient protéger les cultures de cellules rétiniennes humaines

contre I'oxydation.

. Les composés polyphénoliques sont la catégorie la plus vaste des antioxydants.
On trouve parmi eux les flavonoides et les tannins présents dans le thé (Langley-Evans, 2000), le
vin ou le café. De nombreux flavonoides ont été dénombrés dans diverses espéces végétales
(thé, café, fruits,...). Les flavonoides sont de bons piégeurs de radicaux libres par transfert d’'un
atome d’hydrogéne. Cette classe de molécules est trés variée ; ainsi la taille, la nature, et la
position des groupements réactifs permet de déterminer le potentiel antioxydant de la molécule
ainsi que la stabilité du radical formé (Villafio et al., 2005). Les radicaux sont stabilisés par
résonnance au niveau du noyau aromatique. lls peuvent aussi avoir des activités chélatrices des

métaux de transition limitant et retardant les réactions d’oxydation.
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Les oligoéléments

D’une maniére générale, les ions métalliques, en particulier le fer, le cuivre, le zinc et le
chrome agissent lors des réactions d’oxydo-réduction par don d’un électron stabilisant ainsi les
produits radicalaires. Les oligoéléments interviennent également via les enzymes antioxydantes
telles que les SOD, notamment le cuivre, le zinc et le sélénium.

Le sélénium en plus, d’étre associé a une SOD, permet de neutraliser les radicaux libres
ralentissant le phénoméne de vieillissement cellulaire. Il est aussi capable de réparer certains
dommages occasionnés par les radicaux libres au sein des cellules.

Toutefois, certains de ces oligoéléments peuvent devenir pro-oxydant, soit via les
réactions d’oxydation, soit en se liant avec des antioxydants les rendant inactifs (Jomova et Valko,
2011).

Antioxydants protéiques
. Les protéines d'origine végétale.

La farine de Lupin et les isolats protéiques de cette farine ont un effet antioxydant et
protégeraient I'acide linoléique de I'oxydation (Tsaliki et al., 1999). Les protéines solubles de féve

possedent une activité contre les radicaux superoxydes (Okada et Okada, 1998).

Moure et al (2006) ont montré que les fractions protéiques issues de la production de
concentrats de Soja possédent des activités antioxydantes, notamment les fractions de faible
poids moléculaire (inférieures a dkDa) qui sont les plus actives pour piéger les radicaux libres.
Une hydrolyse partielle des fractions de poids moléculaire supérieure a 30kDa améliore les
activités antioxydantes. Les isolats de protéine de cacahuete et leurs hydrolysats montrent des
activités réductrices et chélatrices du fer, et de piégeage des radicaux DPPH (Jamdar et al.,
2010). Les isolats de protéines de cacahuétes montrent de fortes activités réductrices du fer ainsi
que de chélation du fer. Toutefois une hydrolyse de ces protéines permet d’améliorer les

propriétés de chélation du fer ainsi que de piégeage des radicaux libres.

Zhang et al (2011) ont identifié et caractérisé un peptide issu de I'hydrolyse enzymatique
de Pois chiche par I'Alcalase. Ce peptide, dont la séquence est Asn-Arg-Tyr-His-Glu, présente
une activité chélatrice du fer et du cuivre ainsi qu'une capacité a inhiber 'oxydation de I'acide
linoléique.
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. Les protéines et hydrolysats d’origine animale.

- La lactoferrine est une glycoprotéine chélatrice du fer. In vivo, elle présente une activité
inhibitrice de I'oxydation de I'acide ascorbique et du tryptophane. L’oxydation du tryptophane est
totalement inhibée a 37°C par 2g.L-" de lactoferrine et celle de I'acide ascorbique est diminuée de
70% (Lindmark-Mansson et Akesson, 2000 : Bihel et Birlouez-Aragon, 1998).

- Les caséines (a, B et k) possedent une activité inhibitrice de I'auto-oxydation lipidique
catalysée par la lipoxygénase ainsi qu’'une activité protectrice contre la peroxydation induite par le

fer.

Leur activité antioxydante serait due a l'inactivation des radicaux libres par I'oxydation de
leurs acides aminés. Toutefois, I'activité antioxydante d’'un mélange d’acides aminés libres issus
de la caséine est inférieure a celle de la protéine native, ce qui sous-entend que la structure
primaire des caséines joue un role dans 'activité antioxydante (Pihlanto, 2006). De plus, toutes les
sous-unités de la caséine (a, B et k) possedent une activité antioxydante bien que la caséine a
semble étre la plus active. Le test TBARS (Substance Réactive a I'Acide Thiobarbiturique) montre
que la caséine a inhibe totalement, & une concentration de 250ug/mL, la peroxydation de I'acide

arachidonique pendant 120 minutes (Cervanto et al., 1999).

Méme si les caséines, en elles-mémes, sont antioxydantes, leur hydrolysat notamment les
caséinophosphopeptides (CPP) sont eux aussi antioxydants : ils agissent lors de la phase de
propagation de I'oxydation en diminuant la peroxydation lipidique ainsi que les dommages causés
par le radical hydroxyle (OH") (Pihlanto, 2006). L’activité antiradicalaire des CPP contre le radical
peroxyde peut étre attribuée a leur aptitude a réduire le radical superoxyde en le rendant plus
stable, donc moins réactif (Kitts, 2005 ; Kim et al., 2007b)

- Les protéines et hydrolysats protéiques du lactosérum montrent des activités
antioxydantes dans un modéle liposomique (test au TBARS). Les hydrolysats ayant une faible
masse molaire (entre 0,35 et 1,5kDa) ainsi qu'une composition en acides aminés spécifiques sont
des inhibiteurs de I'oxydation des liposomes. En effet, les hydrolysats possédant un fort taux
d'histidine ainsi que de nombreux acides aminés hydrophobes montrent de fortes activités

antioxydantes (Pefia-Ramoz et al., 2003).
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Bien que les protéines laitieres soient trés étudiées, et possédent des activités

antioxydantes, d’autres protéines ou peptides d'origine animale sont aussi antioxydants.

- La carnosine (B-alanylhistidine), dipeptide, que l'on trouve dans les muscles
squelettiques, inhibe ['oxydation lipidique grace a un mécanisme combinant le piégeage
radicalaire et la chélation des métaux. La capacité a piéger les radicaux libres serait due a la
liaison entre la B-alanine et I'histidine. De plus, ce dipeptide possede des propriétés réductrices et

chélatrices du cuivre (Wu et al., 2003).

- les peptides issus de différentes espéces de poissons et de crustacés présentent des
activités antioxydantes (tableau 1.1). Les mécanismes exacts de leur activités antioxydantes sont
variables et dépendent de la source protéique (Laroque et al., 2008). Ainsi il a été montré que les
peptides d’origine marine peuvent agir en tant que piégeur de radicaux libres, chélateur de
métaux, inhibiteurs de la peroxydation lipidique (voie enzymatique ou non). De plus ils peuvent
aussi induire I'expression de genes codant pour la synthese d’antioxydant endogénes. (Harnedy
et FitzGerald, 2011).
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Tableau 1.1 : Peptides d’origine marine qui possédent des activités antioxydante
Auteurs année | Nom commun | Nom latin Traitement activité antioxydante fraction ou peptide
Alcalase, - Leu-Leu-Gly-Pro-Gly-Leu-Thr-Asn-His-
s Brachionus a-chymotrypsine, Ala (1076 Da)
Byun et al. 2009 | Rotitére rotundiformis Neutrase, ~ Papaine, | DPPH - Asp-Leu-Gly-Leu-Gly-Pro-Gly-Ala-His
Pepsine, Trypsine (1033 Da)
Gimenez Sole ot - Chélation des métaux
2009 Alcalase - FRAP Augmentation avec le DH
etal. calmar
- ABTS
1o Morue de ™ - DPPH
Slizyté etal. |2009 'Atlantique Gadus morhua Protamex ) Activité des liposomes
- DPPH
Batista etal. |2010 | Sabre noir Aphanopus carbo | Protamex™ - Pouvoir réducteur
- Piégeage des radicaux hydroxyles
. Alcalase - DPPH
L Oreochromis ’ . -, . Asp-Pro-Ala-Leu-Ala-Thr-Glu-Pro-Asp-
Ngo et al. 2010 | Tilapia niloticus Prongse E, trypsine, |- P!r-',\geage des rat'jlcaux hydroxyles Pro-Met-Pro-Phe (1382 Da)
Pepsine - Piégeage du radical superoxyde
Aleman Protamex™, trypsine, | - ABTS
2011 | Calmar Dosiducus gigas | Neutrase,  Savinase, | - Chélation des métaux
etal.
Esperase, Alcalase - FRAP
i . . - ORAC
Halldorsdottir . . . mélange de protéase . .
otal 2011 | Lieu noir Pollachius virens de morue Cryotine F | Chélation des métaux
- DPPH
. . - DPPH . : A
Nanilanon 2011 Nemipterus Pepsine ) ABTS la fraction de poids moléculaire de 1,3
etal. hexodon P -y , kDa montre la plus forte activité
- Chélation des métaux
Qin et al. 2011 | Oursin Strongylocentrotus Papallne, Pepsine, | - DPPH_ ’ !es’ Ifrac‘tlons de poids moléculaire
nudus Trypsine - Pouvoir réducteur inférieur a 1 kDa
Sampath Pepsine, Trypsine ) DPPH
Kumar et al. 2011 Magalaspis cordyla o chymotrypsine - P'o'uv0|r reducteur' Ala-Cys-Phe-Leu (518 Da)
- Piégeage des radicaux hydroxyles
Nazeer Pepsine, Trypsine ) DPPH
otal 2012 Otolithes ruber o chymotrypsine - Piégeage des radicaux hydroxyles Lys-Thr-Phe-Cys-Gly-Arg-His (861 Da)

- Activité in vivo
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Les caractéristiques qui semblent étre déterminantes dans l'activité antioxydante de ces

peptides sont :

- Le poids moléculaire : de nombreux auteurs (Rajapakse et al., 2005 ; Kim et al., 2007a)
ont mis en avant que les peptides ayant des activités antioxydantes étaient constitués de courtes

séquences comprises entre 3 et 20 acides aminés, soit un poids moléculaire inférieur a 3kDa.

- La composition en acide aminé : en plus du poids moléculaire, la composition en acides
aminés des peptides est importante dans l'activité antioxydante. Les acides aminés aromatiques
(tyrosine, tryptophane et phénylalanine) auraient une activité antioxydante vis-a-vis des radicaux
libres en libérant un atome d’hydrogéne (Kim et al., 2001). Les acides aminés basiques
interviendraient notamment dans la chaine d’oxydation en acceptant les électrons (Suetsuna et
al., 2000).

Certains auteurs ont montré que la séquence peptidique aurait un lien avec l'activité
antioxydante (Wu et al., 2003). Une activité potentielle de piégeage de I'anion superoxyde a été
trouvée pour le peptide Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu (Pihlanto, 2006). D’autres séquences en acides

aminés ont démontré des propriétés antioxydantes.

1.4 Modification des propriétés biologiques et technofonctionelles de

sources protéiques par la réaction de Maillard
1.4.1 Propriétés biologiques

1.4.1.1 Effet de la réaction de Maillard sur la capacité antioxydante

Les produits de la réaction de Maillard présentent souvent des propriétés antioxydantes.
Celles-ci peuvent étre liées a deux mécanismes : le piégeage par don d'un électron ou d'un
proton. Ces caractéristiques mécanistiques sont dépendantes de différents facteurs tels que la
source protéique, le glucide utilisé ainsi que les conditions de réaction de Maillard (temps,
température, pH, ...). De méme, certains produits de la réaction de Maillard présentent une

activité chélatrice ou ont un impact sur certains systémes enzymatiques.

De plus, les produits de la réaction de Maillard peuvent étre évalués dans leur ensemble

ou selon leur poids moléculaire. En effet, la réaction de Maillard produit une pléthore de molécules
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sont certaines sont de faible poids moléculaire et d’autres de plus haut poids moléculaire,
notamment les mélanoidines qui sont issues des réactions de polymérisation de composés

intermédiaires ou des glucides de la réaction de Maillard.

. Piégeage des espéces réactives de I'oxygene

Kim et Lee (2009a) ont montré que le temps de chauffage ainsi que le poids moléculaire
de la source protéique avaient un impact sur les propriétés antioxydantes. lls ont chauffé a 100°C
trois mélanges modeles contenant du Glucose avec de la glycine, diglycine ou de la triglycine.
Plus le temps de chauffage est important, plus les activités de piégeage des radicaux DPPH et
ABTS ainsi que le pouvoir réducteur sont importants. Toutefois, cet effet du temps de chauffage
est plus marqué pour le mélange contenant de la diglycine, celui contenant de la glycine
développant peu ces activités. Dans tous les cas, les produits de la réaction de Maillard
présentent a la fois une capacité a piéger des radicaux libres ainsi que la capacité a réduire les
espéces radicalaires. En plus de la taille de la source protéique, la composition en acides aminés

joue un réle dans le développement de la capacité antioxydante.

Maillard et al. (2007) ont réalisé une réaction de Maillard entre différents acides aminés et
le Glucose. lls montrent ainsi que la réaction de Maillard avec certains acides aminés tels que la
proline et la glycine ne permet pas, dans les conditions choisies, le développement d’une capacité
antioxydante alors que pour d’autres acides aminés tels que la lysine et I'arginine, la réaction de
Maillard améliore les propriétés antioxydantes. L'activité antioxydante de certains acides aminés

tels que la cystéine ne serait pas modifiée par la réaction de Maillard.

Le type de glucides utilisés lors de la réaction de Maillard a aussi un impact sur les
propriétés antioxydantes. Sun et al. (2006) ont réalisé une réaction de Maillard entre l'o-
lactoglobuline et trois glucides simples. lls montrent que la glycation augmente la capacité a
piéger le radical ABTS. Cette augmentation est corrélée avec la réactivité des glucides. Plus le
glucide est réactif vis-a-vis de la réaction de Maillard, plus les produits sont susceptibles de

présenter une activité antioxydante.
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Toutefois, la capacité antioxydante des produits de la réaction de Maillard est différente
selon leur poids moléculaire et parfois la capacité totale est inférieure a celles des différentes
fractions. Il peut se produire entre les différents composés des réactions d’inhibition et de
compétition. Gu et al. (2009) ont testé la capacité antioxydante de fractions de différents poids
moléculaires, issues de la réaction de Maillard entre le Glucose et la caséine. lls montrent qu'en
fonction du poids moléculaire étudié, le mécanisme principal de lactivité antioxydante est
différent. Ainsi, bien que toutes les fractions présentent un pouvoir réducteur similaire, les
fractions inférieures a 5kDa présentent I'activité de piégeage du radical DPPH la plus importante.
En revanche, ce sont les fractions de poids moléculaire compris entre 5-10 kDa et 30-50 kDa qui
montrent la plus grande capacité a inhiber la péroxydation lipidique grace a leur capacité a
chélater le fer , élément potentiellement pro-oxydant. Les capacités de ces fractions sont
supérieures a celles mesurées pour les produits de la réaction de Maillard avant le
fractionnement. Su et al. (2011) ont montré le méme phénomene. lIs ont fractionné les PRM issus
d’'un hydrolysat de cacahuéte incubé en présence de Glucose. lls montrent que quelle que soit la
fraction considérée, la réaction de Maillard entraine une augmentation de la valeur ORAC ce qui
correspond a une augmentation de la capacité a piéger des radicaux libres. Toutefois
I'augmentation de la valeur ORAC est plus importante pour les fractions de poids moléculaire
supérieur a 3kDa que pour les fractions de poids moléculaire plus faible ou I'hydrolysat non
fractionné. Les auteurs supposent que les peptides de poids moléculaires entre 3 et 5kDa seraient
les plus réactifs lors de la réaction de Maillard formant ainsi des polymeéres tels que les

mélanoidines dotés d'une haute capacité antioxydante.

En plus des activités antioxydantes basées sur le piégeage des radicaux libres ou sur la
réduction des radicaux, les produits de la réaction de Maillard peuvent aussi développer une

activité de chélation des métaux, principalement les métaux de transition.
. Propriétés chélatrices

La capacité des produits de la réaction de Maillard a chélater les métaux de transition

comme le fer et le cuivre a également été démontrée.

Ramonaityté et al. (2009) ont réalisé une réaction de Maillard. entre le lactose et la lysine
en présence de différentes concentrations de métaux (fer, cuivre et zinc). lls montrent que la

quantité de métal incorporé dans les mélanoidines augmente avec le temps de réaction. En
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revanche, dans le cas du cuivre, une partie est relarguée dans le milieu avec la production de
composés bruns et la polymérisation. Ainsi les mélanoidines sont aptes a chélater les métaux de
transition tels que le fer, le cuivre et le zinc. Toutefois cette chélation n'est pas irréversible et les

métaux peuvent étre relachés dans le milieu réactionnel.

L'impact de la durée du chauffage a également été étudié par Kim et Lee (2009a) sur des
mélanges Glucose/glycine ou diglycine ou triglycine. Les auteurs montrent que la capacité a
chélater le cuivre augmente avec le temps de chauffage puis diminue et ce, pour les trois
mélanges. Néanmoins cette capacité reste faible et ne dépasse pas les 15%. Dans le cas de la
chélation du fer, la capacité augmente avec le temps de chauffage et est supérieure a 40%. Le
mélange Glucose-diglycine est le mélange qui présente la capacité la plus importante par rapport
aux deux autres mélanges. Ainsi la longueur de la chaine peptidique et la durée du chauffage ont

un effet sur la capacité chélatrice du fer et du cuivre.

En fonction du glucide utilisé, la capacité a chélater le fer n’est pas la méme. Morales et al.
(2005) ont montré que les mélanoidines issues d'acides aminés et de Glucose ont une capacité
plus importante a chélater le fer que ceux issus des modéles contenant des acides aminés et le

lactose.

Les auteurs supposent que les mélanoidines issues du Glucose ont en plus des chaines
Glucose, des résidus actifs dans leur chaine carbonnée. Ces résidus qui sont riches en

groupements hydroxyles seraient responsables des propriétés importantes de chélation du fer.

Lors de la réaction de Maillard entre la caséine et le Glucose, Gu et al. (2009) ont montré
que les produits de la réaction de Maillard de poids moléculaire supérieur a 30kDa possedent une

activité chélatrice du fer qui serait liée a la présence de groupements hydroxyles.

La littérature montre donc que la réaction de Maillard produit des composés capables de
chélater les métaux de transition tels que le fer, le cuivre et le zinc. Ces capacités sont
apparemment portées par des composés de hauts poids moléculaires. Toutefois certaines études

montrent I'effet inverse.
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Ainsi Maillard et al. (2007) ont montré que les composés issus de la réaction de Maillard
entre des acides aminés et le Glucose possedent des activités chélatrices du cuivre inférieures a
celles des mélanges natifs a I'exception des mélanges contenant de la lysine. Cet effet a aussi été
montré par Chériot et al. (2009) dans des mélanges cystéine-Glucose. La cystéine seule,
chauffée, ou les mélanges natifs ont des propriétés chélatrices du cuivre supérieures a celles du
mélange maillardisé. Ainsi les auteurs supposent que ce sont les groupements sulfydryles qui sont
responsables de la chélation du cuivre. Aprés la réaction de Maillard ces groupements sont

bloqués par les glucides.

1.4.1.2 Proprigtés antibiotiques

Einarsson et al. (1983) ont montré que les mélanoidines, issues d'un mélange
histidine/Glucose ou arginine/Xylose, possedent une activité antibactérienne plus prononcée sur
les bactéries GRAM + que sur les GRAM - . Cette inhibition est constatée sur les bactéries
pathogénes et sur les bactéries responsables de la dégradation des aliments (Escherichia coli,

Streptococcus, Salmonella, ...).

Les produits de la réaction de Maillard entre le gluten et le Glucose présentent une activité
inhibitrice de la croissance de Escherichia coli et de Staphylcoccus aureus. Cet effet est plus
marqué en présence de produits de la réaction de Maillard produits a 150°C plut6t qu'a 120°C
(Del castillo et al., 2007). Ceci suggére que les produits de la réaction de Maillard issus d’une
réaction Maillard plus poussée (150°C) sont plus efficaces pour inhiber la croissance bactérienne

ce qui peut étre lié a la production de composés toxiques lors de la RM.

Chang et al. (2011) montrent que le trempage de viande de porc dans un bain de produits
de la réaction de Maillard (PRM) issus du chauffage du chitosan en présence de Glucose, avant
un stockage réfrigéré permet de retarder le développement de la microflore par rapport aux
viandes non traitées. Le retard mesuré est de 3 jours pour la microflore totale et de 5 jours pour

les bactéries psychrotrophes.

Parmi les produits de la réaction de Maillard ayant une activité antibiotique, les
mélanoidines de poids moléculaires >10kDa, issus du café ou de gateaux, possédent une activité

bactériostatique (inhibition de la croissance bactérienne) a faible concentration (2,5mg.ml-') et une
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activité bactéricide (mort cellulaire des bactéries) a plus forte concentration (5-10 mg.ml") vis-a-vis
de Escherichia coli.

L’activité bactéricide est due a une désorganisation des membranes externe et interne de
la bactérie par chélation des ions Mg#. En effet ce cation posséde un réle structural : il stabilise
les membranes procaryotes en réalisant des liaisons métalliques entre les groupements
phosphates et les phospholipides. Les mélanoidines interférent aussi avec des processus vitaux
de la cellule comme le transport des nutriments ou la synthése de précurseurs macromoléculaires
(Rufian-Henares et Morales, 2006 ; 2008).

Les mécanismes principaux de [l'activité antimicrobienne des mélanoidines sont

schématisés sur la figure 1.25.
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Figure 1.25: Mécanismes d’action des mélanoidines dotés d’activité antimicrobienne

(d"aprés Rufian-Henares et De la Cueva, 2009)
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L'activité antibactérienne des produits de la réaction de Maillard serait due a différents
mécanismes (Einarsson et al., 1987 ; Del Castillo et al., 2007 ; Rufian-Henares et Morales, 2008)

tels que :

- la chélation du fer, métal essentiel au développement et a la survie des bactéries,
de maniére directe ou indirecte (utilisation des sidérophores)

- des interférences avec I'absorption de la sérine, du Glucose et de I'oxygeéne

- linhibition des enzymes bactériennes de la catalyse glycidique entrainant une
diminution des sources de carbone accessible

- la désorganisation des membranes bactériennes

1.4.1.3 Formation de composés cytotoxiques

Malgré certains effets bénéfiques ou recherchés de la réaction de Maillard, celle-ci peut
conduire a la production de composés cytotoxiques tels que l'acrylamide ou les amines

hétérocycliques.

Jing et Kitts (2000) ont observé que les fractions de haut poids moléculaire, issus de
mélanges fructose-lysine ou Glucose-lysine, possédaient une plus forte cytotoxicité vis-a-vis des
cellules Caco-2 que les fractions de plus faible poids moléculaire ou les mélanges non fractionnés.
Cette cytotoxicité n'apparait qu'apres 24h d'incubation en présence des composés a 1mg.mL-".
Par contre Chevalier et al. (2001b) ont montré que les produits issus de la glycation de la (-
lactoglobuline ne présentent aucune activité cytotoxique sur les cellules COS-7 et HLGO0. lls
supposent que la glycation étant réalisée dans des conditions douces (72h a 55°C), les composés
les plus toxiques sont présents dans des concentrations insuffisantes pour provoquer la mort
cellulaire. Jing et Kitts (2002) n’observent pas, en présence de caséine glyquée, de cytotoxicité

vis-a-vis des cellules Caco-2 et ce, quelles que soient les conditions de chauffages.

Robert et al. (2010) montrent quant & eux que la présence méme a faible concentration
des produits avancés de la réaction de Maillard (issus d’'acides aminés, de dipeptides ou de
protéines) augmente la mort cellulaire des fibroblastes de la peau et ce méme a faible
concentration. Cette cytotoxicité est transmise de la génération exposée a la génération suivante
(non exposee). Robert et al. (2011a) supposent que I'exposition prolongé aux produits avances de

la réaction de Maillard entraine une modification permanente des génes.
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De plus certains produits avancés de la réaction de Maillard (AGE) augmentent la
prolifération cellulaire qui peut entrainer des maladies telles que le cancer (Robert et al., 2011b).
La présence d'AGE issus du lysozyme et de la BSA-glyquée module I'expression de certains
génes tels que les génes du collagéne et de la fibronectine qui jouent un réle dans la

désagrégation des cellules et la mort cellulaire (Robert et al., 2001a).

Lors de la réaction de Maillard la présence d’espéces réactive de I'oxygéne (ROS) peut
avoir une implication dans la production d’AGE cytotoxiques et dans les phénoménes

d’inflammation cellulaire qu'ils induisent (Robert et al., 2011b).

1.4.1.4 Propriétés mutagenes

Différents composés issus de la réaction de Maillard peuvent provoquer des effets
mutagénes. Toutefois, selon les auteurs et les tests employés, les opinions divergent sur la
fraction du poids moléculaire et le type de composés chimiques qui en sont responsables. Ainsi
les composés dicarbonylés, les mélanoidines, l'acrylamide, les amines hétérocycliques, les
thiazoles et les pyrazines font partie des composeés suspectés d’avoir des propriétés mutagénes
(Kikugawa et al., 2000 ; Jing and Kitts, 2004, Gokmen et Senyuva, 2007). La plupart des ces

composés sont produits a des températures supérieures a 100°C.

Les amines hétérocycliques sont produites en présence de glucides, d’acides aminés et de
créatine. La présence dans le milieu réactionnel de composés antioxydants tels que les phénols
ou les flavonoides, limite leur formation. Toutefois une grande quantité de substances
antioxydantes est nécessaire pour obtenir une diminution significative de l'activité mutagéne
(Kikugawa et al., 2000).

L’acrylamide (composé cancérigéne pour 'homme d'apres le Centre international de
Recherche sur le Cancer (CIRC)) peut étre produit et éliminé lors de la réaction de Maillard entre
I'asparagine et le Glucose ou le fructose. Alors que la constante de formation de I'acrylamide ne
dépend pas des réactants, la constante d'élimination est, elle, dépendante du type de glucide
utilisé ou de la composition en acide aminé. Ainsi la présence de cystéine dans le systeme réduit

le taux d’acrylamide de 99% (De Vleeschouwer et al., 2009a, 2009b). De plus la présence dans le
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milieu de cation, notamment de cations divalents comme le calcium (Ca2*), inhibe la formation

d’acrylamide (Gokmen et Senyuva, 2007).

Wijewickreme et al. (1999) montrent que la préincubation de 'ADN en présence des
produits de la réaction de Maillard et de fer (Fe?*) protége I'ADN contre I'oxydation et donc
prévient les mutations. L'activité antimutagéne des mélanoidines semble fortement corrélée a leur

capacité antoxydante, réductrice et chélatrice (Kato et al., 1985 ; Jing et Kitts, 2004).

1.4.1.5 Perte de la valeur nutritionnelle des aliments

La réaction de Maillard diminue la disponibilité nutritionnelle des acides aminés essentiels
a l'instar de la lysine, I'arginine et la méthionine (Gibson et al., 2006). En effet, des liaisons se
forment entre ces acides aminés et les glucides réducteurs dés les premiers stades de la réaction
de Maillard. Ces glycations entrainent une diminution de la digestibilité des protéines et des
glucides car les nouvelles liaisons formées ne peuvent étre rompues par les enzymes du tube
digestif (Culver et Swaisgood, 1989 ; Rawel et al., 2007).

De plus, d’autres composés présentant des groupements carbonylés (Vitamine C, vitamine
B3, vitamine K) ou aminés (vitamines B1) peuvent intervenir comme substrat dans la réaction de

Maillard. Ces vitamines ne sont plus disponibles d’un point de vue nutritionnel.

Le devenir de ces molécules (absorption, dégradation, assimilation, ...) est dépendant des
organismes. Par exemple, les produits avancés de la réaction de Maillard (AGE) sont faiblement
absorbées chez le rat (environ 10%). Toutefois chez les nourrissons, l'absorption de
carboxylméthyl (produit de la caséine et du lactose) présent dans les laits industriels

s’accompagne ensuite d’'une excrétion importante des molécules. (Birlouez — Aragon, 2008).

Toutefois, les composeés issus de la réaction de Maillard peuvent aussi avoir des aspects
« nutritionnels » positifs. En effet, certains produits volatils de la réaction de Maillard et leurs
métabolites sont capables d'avoir des effets pharmacologiques. Kagami et al. (2008) ont montré
que les produits volatils de la réaction de Maillard tels que les méthylpyrazines sont métabolisés
par 'organisme des rats en leurs dérivés carboxyliques. Ces PRM volatiles et leurs métabolites
montrent une diminution de la concentration en lipides sanguins. Ces effets sont a priori basés sur

la stimulation des récepteurs de I'acide nicotinique.
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1.4.1.6 Autres effets de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard permet une diminution des effets allergenes des protéines. En
effet, les sites allergenes de certaines protéines peuvent étre altérés par glycation avec les
glucides (Friedman, 1996). Ainsi la diminution du caractere allergéne a été constatée par plusieurs
auteurs avec des protéines de différentes sources : de lysozyme (Usui et al., 2004) de soja (Van

de Lagemaat et al., 2007), de sarrasin (Nakamura et al., 2008) ou de noisette (lwan et al. 2011).

La réaction de Maillard permet de masquer les sites allergénes des protéines et donc
d’inhiber I'allergénécité par changement de conformation des protéines ou par liaisons covalentes
avec le site allergéne. La glycation peut diminuer I'affinité des anticorps pour les protéines et donc

limiter le potentiel allergéne des protéines.

Par exemple la réaction de Maillard entre 'allergéne principal du pollen du cedre japonais
(Cry j 1) et le Dextran ou le galactommanan masque stériquement les épitopes des allergénes ;
alors que la glycation en présence de mono ou d'oligosaccharides de petites tailles n'a pas d’effet
masquant. Cela suggére que, dans ce cas, il est important de glyquer les protéines avec des
polysaccharides de haut poids moléculaires pour entrainer une inhibition stérique de I'allergénicité
(Hwang et al., 2012)

Toutefois, la production d’'une grande variété de composés aprés la réaction de Maillard
entre les protéines et les glucides peut engendrer de nouveaux allergénes parmi les composés

néoformés.

La réaction de maillard in vivo ou in vitro a des conséquences aussi sur des maladies liees
a I'age : diabétes, arthérosclérose ou maladie d’Alzheimer ainsi que sur des maladies liées aux

reins, au tabac, a la prolifération cellulaire (Monnier et al., 2002).

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement
importante au sein d'un tissu normal de 'organisme. Les cellules cancéreuses sont issues d'une
cellule ayant acquis la capacité a se diviser indéfiniment. Certains produits de la réaction de
Maillard peuvent inhiber la prolifération des cellules cancéreuses. Hwang et al (2012) ont isolé et
identifié un produit de la réaction de Maillard issu du fructose et de la tyrosine possédant un effet

inhibiteur de la prolifération cellulaire. Ce composé le 2,4 — bis (p-hydroxyphényl) — 2 — butenal
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montre un effet inhibiteur de la prolifération cellulaire sur six lignées différentes de cellules

cancéreuses humaines. Toutefois son mécanisme d’action est encore inconnu.

Langner et al. (2011) ont quant a eux montré que I'extrait aqueux du chauffage de Potex
(fibres de protéines de pomme de terre) entraine la formation de mélanoidines qui inhibent la
prolifération cellulaire des cellules de glioma avec un effet dose des mélanoidines. Ces auteurs
montrent que cette inhibition est due a la fraction de haut poids moléculaire (> 10kDa) et que trois
types de mécanismes sont impliqués dans l'inhibition de la prolifération par les produits de la
réaction de Maillard : le changement de voie métabolique de la protéine kinase activatrice de la
mitose ; un arrét du cycle cellulaire et un changement dans I'organisation des microtubes de la
cellule. Par contre, ils ont montré que dans ce cas, I'activité inhibitrice n'est pas due a une

régulation de 'ADN.

Néanmoins, la réaction de Maillard, dans certaines conditions de pH (pH faible),
température (températures > 100°C) peut aussi produire des composés cancérigénes tels que

I'acrylamide ou le 4(5)-methylimidazole (Moon and Shibamoto, 2011).

Depuis quelques années, un autre aspect de la réaction de Maillard a été étudié : la
relation entre les produits avancés de la réaction et leur devenir dans les organismes. De ce fait,
Baynes (2001) explique que pour une douzaine d’AGE identifiés dans les tissus, seulement la
moitié est connue pour s’accumuler avec I'age. Ces AGE affectent la biochimie et les propriétés
physiques des protéines et de la matrice extracellulaire. Toutefois il est probable que la relation
entre les AGE et les maladies liées au vieillissement (arthérosclérose, diabétes, ...) soit plutét une
relation de corrélation qu’une relation de cause a effet. Néanmoins la diminution de la formation
d’AGE lors de ces maladies peut limiter les dommages oxydatifs et inflammatoires dans les tissus

retardant la progression de la pathologie et améliorant la qualité de vie du patient.

Dans les cas de forte absorption d’AGE, issus de I'alimentation par des patients atteint de
diabéte de type I, on observe une augmentation du stress oxydant ainsi que du taux de cytokine
circulante. Alors que pour des patients ayant une alimentation faible en AGE, une diminution du
stress oxydant, du cholestérol et des triglycérides plasmatiques est observée accompagnée d’une
augmentation des vitamines C et E plasmatiques et des acides gras de type w-3 (Birlouez -
Aragon, 2008).
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Suyama et al., (2007) ont montré que la glycation entre le prion et le Glucose provoque
une inactivation de celui-ci entrainant I'absence de développement de la maladie de Creutzfeld-
Jacob chez les Hamsters. Ainsi ces auteurs suggérent que la réaction de Maillard peut étre

utilisée comme moyen de décontamination des co-produits de viande et d'os.

L’activité antihypertensive des produits de la réaction de Maillard a été démontrée in vitro
par I'activité inhibitrice de 'ACE (Angiotensin | Converting Enzyme). L'impact du glucide mis en
jeu lors de la réaction de Maillard se répercute sur I'activité antihypertensive. Ainsi les composés
issus des systémes fructose-acides aminés sont plus inhibiteurs de 'ACE que ceux issus des
systemes Glucose-acides aminés (Hwang et al., 2011). Rufian- Henares et Morales (2007) ont
montré que cette activité inhibitrice est portée par le squelette des mélanoidines. Toutefois, le
mécanisme de l'inhibition de 'ACE par les produits de la réaction de Maillard n’est toujours pas

élucidé.
1.4.2 Propriétés technofonctionnelles

1.4.2.1 Formation d’arémes

Dans de nombreuses applications, la réaction de Maillard est souhaitée afin d’obtenir des
ardmes et des colorations brunes. Généralement, c'est principalement le glucide et I'acide aminé
utilisés qui influencent le type, le taux et la voie de formation des arémes. Ames et al. (2001)
montrent que l'intensité des arbmes augmente avec le pH pour des échantillons préparés a la
méme température et en utilisant le méme glucide. Ainsi par exemple, par réaction de Maillard
notamment lors de la dégradation de Stecker, le glutathion (tripeptide) est un précurseur de
composés ayant une note associée a la viande tels que les thiols, les thiazoles ou les polysulfites
qui possédent des atomes de soufre (Lee et al., 2010). Dans une réaction de Maillard, les
nombreux composeés d’'arbmes produits possedent des flaveurs différentes. Le chauffage a 160°C
pendant 2h d’'un mélange liquide de glutathion en présence de Glucose ou de fructose entraine
I'apparition de notes métalliques, caramel, amandes, vertes ou encore médicales. L'intensité de

ces ardbmes dans ces mélanges depend de la nature du glucide utilisé (Lee et al., 2010).
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Parmi les précurseurs ou composés aromatiques issus de la réaction de Maillard on peut

citer :

- le furfural qui est un produit de la réaction et le précurseur du 2-furfurylthiol, un arbme clé

de la torréfaction du café (Wang et al., 2008).

- le 2-furanméthanthiol qui posséde une odeur de note grillée que I'on retrouve notamment

dans le café et le popcorn (Wang et al., 2008).

- le 2-méthy-3furanthiol qui lui posséde une odeur de viande cuite que 'on retrouve dans

les odeurs de cuisson du beeuf. (Ames et al., 2001 ; Lee et al., 2010).

Toutefois, quel que soit le systéme étudié, la majorité de ces composés est apparentée a

la famille des thiols ou des furanes (Wang et al., 2008 ; Lee et al., 2010).

1.4.2.2 Solubilité

La solubilité des protéines dans un solvant dépend de nombreux paramétres. D’un point
de vue thermodynamique, la solubilité correspond a une dissociation simultanée des molécules du
solvant et des protéines. Suite a cette dissociation, les protéines se dispersent dans le solvant
avec une surface de contact interfaciale maximale entre la protéine et le solvant. Pour se
solubiliser, les protéines sont amenées a interagir autant que possible avec le solvant. De ce fait,
pour une protéine donnée, la solubilité dépend principalement du type du solvant, du pH, de la

force ionique et de la température.

Les données sur les caractéristiques de solubilité sont utilisées pour la détermination des
conditions optimales d’extraction et de purification des protéines a partir de sources naturelles
ainsi que pour la séparation des fractions protéiques. Cependant, la solubilité d’'une protéine ou
d'un hydrolysat, est aussi un pré-requis pour caractériser leurs propriétés technofonctionnelles

telles que les propriétés émulsifiantes, moussantes ou gélifiantes.

L’hydrolyse enzymatique, telle que celle pratiquée sur les protéines d’origine marine, est
un moyen technologique largement utilisée afin d’améliorer la solubilitt de ces protéines.
L’hydrolyse améliore la solubilité du fait de la libération de peptides de faible poids moléculaire et

de 'augmentation de composés polaires dans le milieu et donc de I'hydrophilie et de la solvabilité
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des peptides. Plusieurs parametres influent sur la solubilité des hydrolysats tels que I'enzyme

utilisé et le degré d’hydrolyse atteint.

Ainsi Klompong et al. (2007) ont montré, en réalisant I'hydrolyse de protéine de Selar que,
sur une gamme de pH allant de 2 & 12, la solubilité des hydrolysats était comprise entre 85% et
100% pour les hydrolysats obtenus avec 'Alcalase et entre 90 et 100% pour ceux obtenus avec la
Flavourzyme. L'augmentation du DH entraine une augmentation de la solubilité particulierement
entre les pH 4 et 6. Cette zone de pH correspond a la zone ou se situe le point isoélectrique de la
majorité des protéines. Lors de I'hydrolyse des protéines de bréme (Nemipterus hoxodon) par
I'Alcalase, Nanilanon et al. (2011) ont montré que l'augmentation du DH est associée a une
augmentation de la solubilité. Cette augmentation est particuliérement marquée a pH 5. En effet a
ce pH, la solubilité passe de 71% pour un DH de 10% a 92% pour un DH de 30%. Les auteurs
expliquent cette augmentation de la solubilité par une diminution du poids moléculaire des
molécules qui possedent plus de groupements polaires susceptibles de créer des liaisons

hydrogénes avec les molécules d’eau.

D'autres systémes protéiques marins, tels que les protéines de Merlu du Pacifique
(Pacheco-Aguilar et al., 2008) ou les protéines d’ceuf de Carpe Indienne (Chalamaiah et al., 2010)

montrent aussi aprés hydrolyse une augmentation de la solubilité.

Un autre moyen technologique qui peut potentiellement augmenter la solubilité est la
glycation. Dans ce cas, on remarque soit un déplacement du point isoélectrique par rapport a celui
de la protéine native, soit une augmentation de la solubilité sur toute la gamme de pH. La
glycation permet donc, a priori, une utilisation sur une plus grande gamme de pH que les
protéines natives notamment a des pH acides. Shepard et al. (2000) ont montré que la glycation
entre le caséinate et la maltodextrine (1.4kDa) augmente la solubilité sur toute la gamme de pH

alors que le caséinate natif est insoluble autour de son point isoélectrique (pH 4 - 4.5).

L’amélioration de la solubilité des glycaconjugués est attribuée a des changements de la
charge nette des protéines ainsi qu'a 'augmentation de I'hydratation du fait du greffage des

composes glucidiques. (O’Reagan et Mulvihill, 2010)
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1.4.2.3 Propriétés émulsifiantes

La réaction de Maillard entre les protéines et les glucides affecte les propriétés

fonctionnelles des protéines en changeant leur charge, leur solubilité et/ou leur conformation.

De nombreuses études portent sur les propriétés émulsifiantes des sources protéiques
glyquées. Ainsi Chevalier et al. (2001) ont montré que les conjugués de B-lactoglobuline (Blg) et
d’'arabinose ou de ribose amélioraient les propriétés émulsifiantes a pH 5. Parallélement, les
conjugués de Blg et de rhamnose, Glucose et galactose semblent augmenter la stabilité des

émulsions. Le type de sucre a donc un impact sur les propriétés technofonctionnelles.

Dans le cas des glucides simples, la nature du glucide semble étre le facteur déterminant
pour la modification des propriétés fonctionnelles des protéines par réaction de Maillard. Kato et
al. (1990) ont ainsi montré que la glycation avec du Glucose entraine la formation de
glycoconjugués avec des propriétés de surface plus faibles que celle de la protéine native. Saeki
et al. (1997) ont montré que la modification des protéines lors des premiéres étapes de la réaction
de Maillard entre le Glucose et les protéines de carpe augmente la stabilisation des émulsions

formées.

Toutefois, selon la littérature scientifique, les polysaccharides sont plus utilisés pour
augmenter les propriétés émulsifiantes par réaction de Maillard comparativement aux
monosaccharides (tableau 1.2). Ainsi depuis les années 1990, les polysaccharides ont été utilisés

dans ce sens notamment le Dextran, les galactomannanes et le chitosan.
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Tableau 1.2 : Conséquences de la réaction de Maillard sur les propriétés fonctionnelles de différentes protéines.

auteurs année source protéique | sources glucidique conditions de RM conséquences sur les propriétés fonctionnelles
. . diminution de la solubilité entre le pH 3,5 et 5;
. ribose, arabinose, e o . .
Chevalier et . milieu liquide 60°C pendant | augmentation de la taille des gouttelettes pour
2001 | B-lactoglobuline | galactose, Glucose, , . . .
al. 72h les émulsions a pH 7 sauf en présence de
rhamnose et lactose . , . X .
glycoconjugué de ribose et d'arabinose
protéine de milieu sec; 60°C; RH 79%; augmentation de la solubilité; amélioration des
Hassan et al. 2007 | . galactomannane . ies s . "y e
Millet 7jours propriétés émulsifiantes (capacité et stabilité)
. augmentation de I'épaisseur de la couche
Wooster et . . milieu sec; 60°C; RH 76%; . 8 . . . P ' N
. 2007a | B-lactoglobuline | maltodextrine interfaciale; résistance de I'émulsion a la
Augustin 36h N .
floculation induite par les sels ou la température
augmentation de I'épaisseur de la couche
Wooster et . milieu sec; 60°C; RH 76%; . & . . P ' A
. 2007b | B-lactoglobuline | Dextran <A interfaciale; résistance de I'émulsion a la
Augustin de 5 a 10j . . . .
floculation induite par les ions calcium
Matemu et . . | galactomannane; milieu sec; 60°C; RH 60%; 7 | amélioration des propriétés émulsifiantes
2008 | protéine de Soja . . . e
al. chitosan jours (capacité et stabilité)
amélioration des propriétés émulsifiantes
Decourcelle 2010 hydrolysat de Xvlose milieu liquide 60°C pendant | (crémage moins important); augmentation de la
etal. crevette ¥ 4h viscosité apparente et de l'indice de consistance
des émulsions contenant le composé glyqué
stockage jusqu'a 12
semaines de poudre a 3 RH
Le et al. 2011 | poudre de lait lactose et galactose (44; 66 0u 84%) a 4 perte de la solubilité des poudres de lait

température (25, 30, 35 et
40°C)
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Certains auteurs, comme Kato et al. (2002), ont montré que la glycation avec des
polysaccharides ramifiés augmentait efficacement les propriétés émulsifiantes par rapport aux
polysaccharides linéaires. La présence de ramification augmente les répulsions stériques entre les
gouttelettes. Cette hypothése a été validée dans le cas de la B-lactoglobuline et du Dextran, ou
Wooster et Augustin (2006) montrent que I'épaisseur de la couche interfaciale des gouttelettes est
due au Dextran. Ces mémes auteurs (2007) montrent qu'avec la maltodextrine, on observe les

mémes comportements.

En plus de la présence de ramification ou non des polysaccharides, la position de la
glycation est importante. Wong et al. (2011) ont étudié I'effet de la taille et de la position de
greffage de Dextran sur des protéines de blé sur la stabilisation d’émulsion a pH acide. lls ont
montré que bien que le conjugué entre des protéines de blé et le Dextran (41kDa) présente le plus
faible taux de glycoconjuguaisons, il offre la meilleur stabilité des émulsions a pH acide (pH 4).
Ceci est expliqué par la localisation préférentielle en N-terminal de la glycation entrainant a ces

pH une augmentation de I'épaisseur la couche interfaciale.

Miralles et al. (2007) supposent que I'augmentation des propriétés émulsifiantes de la 8-
lactoglobuline et du chitosan est due a la fois a I'augmentation de la flexibilité protéique ainsi qu'a

I'exposition de groupement hydrophobes accélérant I'adsorption aux interfaces.

La glycation entre les protéines ou les peptides et les glucides anioniques grace a la
réaction de Maillard semble avoir le méme effet qu’'une succynilation c’est a dire une conversion
des groupements cationiques en groupements anioniques. Cette altération de charges est
responsable, entre autres, de I'augmentation des propriétés émulsifiantes. Cette hypothése est
supportée par Matemu et al. (2008), qui supposent que laugmentation des propriétes
émulsifiantes entre les protéines de tofu et le chitosan ou le xyloglycan est due aux charges des
polysaccharides ainsi qu’a leur taille entrainant ainsi des répulsions électrostériques entre les

gouttelettes.

Toutefois, bien que le type de glucide soit déterminant pour 'amélioration des propriétés
fonctionnelles des protéines, la conformation de celles-ci ainsi que la concentration en composés

maillardisés utilisés dans les émulsions sont aussi des facteurs importants.
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Ainsi Liu et al. (2012) ont réalisé une réaction de Maillard entre des isolats protéiques de
cacahuete et le Dextran. lls montrent que la prolongation du temps d'incubation des composés
entraine une amélioration de I'activité émulsifiante. Néanmoins, la stabilité des émulsions diminue
lorsque que des composés dont le temps d'incubation est supérieur a un jour sont utilisés. Cette
diminution est probablement causée par une conformation plus compacte des protéines glyqués
diminuant de ce fait la réorganisation aux interfaces. Les auteurs soulignent que 'amélioration des
propriétés émulsifiantes serait plus importante si toutes les fractions protéiques des isolats
participaient a la réaction de Maillard. Or la fraction contenant I'arachine qui est la fraction
majoritaire des isolats protéiques de cacahuete ne réagit pas ou peu lors de la réaction. Cette
faible réactivité est liee aux résidus lysils qui sont bloqués par la conformation compacte de cette
protéine. Les auteurs concluent que pour ces isolats 'amélioration des propriétés par la réaction
de Maillard dépend entre autre du taux de dénaturation de I'arachine ainsi que du temps
d’incubation (Liu et al., 2012).

Alvarez et al. (2012) ont aussi montré I'impact du type de protéine lors de la glycation avec
le Dextran sur les propriétés émulsifiantes. Quelle que soit la protéine utilisée (globuline,
hémoglobine et albumine) la glycation améliore la capacité émulsifiante par rapport aux protéines
natives. Toutefois, cette amélioration est plus marquée pour 'hémoglobine que pour les autres
protéines. De plus, ils mettent en exergue I'impact de la concentration en protéines glyquées dans

les émulsions. Ainsi, si la concentration est insuffisante, I'impact de la glycation est peu net.

1.5 Conclusion

La synthese de I'état de I'art sur la réaction de Maillard a mis en évidence qu'il existe de

nombreux paramétres de réaction sur lesquels on peut agir.

Or la réactivité des glucides vis-a-vis de la réaction de Maillard est différente en fonction
de leur conformation mais aussi du degré de polymérisation des glucides complexes. Ainsi, il
semblerait que, plus le poids moléculaire du glucide augmente, moins celui-ci est réactif lors de la
réaction de Maillard. Un des paramétres pour catalyser la réaction en présence de glucide peu
réactif est l'utilisation de températures élevées. Toutefois afin de limiter la production des
composés indésirables (cytotoxiques, mutagénes, cancérigenes, ...), il est recommandé de
travailler en conditions modérées de température, de temps et de pH, et de réduire la durée de la

réaction de Maillard.
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La littérature montre qu’en fonction du type de glucide la réaction peut étre conduite en
milieu liquide ou en milieu sec. Il semblerait que le milieu liquide soit principalement utilisé pour les
glucides simples (mono et disaccharides) alors que le milieu sec est privilegié dans le cas des
glucides complexes. En effet, le milieu sec permettrait de « palier » la faible réactivité des glucides
complexes sans pour autant travailler a haute température et donc de greffer des chaines

glucidiques sur des sources protéiques diverses.

Parmi les conséquences de la réaction de Maillard conduite en milieu sec ou liquide, il y a
le développement de colorations brunes, la modification de certaines propriétés fonctionnelles

ainsi que l'augmentation des propriétés antioxydantes.

La littérature montre aussi que la glycation de protéine via la réaction de Maillard tend a
améliorer les propriétés fonctionnelles, notamment la solubilité ainsi que les capacités
émulsifiantes et moussantes. En outre il semblerait que I'utilisation de glucides complexes ait un
effet positif sur les propriétés de solubilité et émulsifiantes alors que les glucides simples

entrainerait des effets plus contrastés.

La majorité de ces études sont conduites en milieu sec lors de l'utilisation de glucides
complexes et en milieu liquide dans le cas des glucides simples. Toutefois dans ces deux cas la

source protéique est soit une protéine native, soit un acide aminé ou encore un peptide modéle.

Il existe cependant peu d'études sur limpact de la glycation sur les propriétés

fonctionnelles d’hydrolysats protéiques.

La réaction de Maillard est aussi reconnue pour le développement de molécules
potentiellement antioxydantes. Cette activité peut intervenir in vivo ou in vitro selon différents
mécanismes comme le piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux de transition. Ces
activités antioxydantes ont été montrées lors de la réaction de Maillard entre différentes sources
protéiques allant de l'acide aminé a la protéine en passant par I'hydrolysat et des glucides

simples.

Il semble que cette activité antioxydante soit liee au développement des composés bruns

et donc a I'avancée de la réaction de Maillard et a la réactivité des glucides.
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On cherche donc & mettre au point des conditions de réaction de Maillard (nature des
glucides, présence de phosphate, milieu liquide ou sec) permettant la production de composés
bifonctionnels, dotés a la fois de propriétés eémulsifiantes et antioxydante, a partir d’'un hydrolysat

de co-produits marins
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2 Matériel et méthodes

Ce chapitre présente les matériels et méthodes utilisés pour répondre aux objectifs de la
thése. Dans un premier temps, il s'attachera a la fabrication des produits que ce soit dans la
description des sources protéiques et glucidiques utilisés pour les réactions de Maillard mais aussi
au principe et au choix des conditions d’hydrolyse enzymatique utilisées. Les parameétres de

réaction de Maillard seront ensuite décrits pour toutes les conditions choisies.

Dans un deuxiéme temps, la caractérisation des produits sera décrite par différentes
techniques. Tout d’abord par les dosages biochimiques permettant d’évaluer I'avancement de la
réaction de Maillard. Puis par I'évaluation des propriétés physico-chimiques des produits de la

réaction de Maillard. Enfin 'évaluation de leur capacité antioxidante sera abordée.

Enfin, il décrira les méthodes de chromatographie d’exclusion de taille utilisées pour

caractériser les PRM.

2.1. Caractérisation des réactifs utilisés
2.1.1 Sources protéiques

Deux sources protéiques ont été utilisées : le caséinate de sodium et un hydrolysat de

crevette.

- le caséinate de sodium a été donné a titre gracieux par Armor Protéines (France). Il est
obtenu a partir de caséine acide a laquelle on incorpore une base (ici le sodium), ce qui solubilise
le produit en augmentant le pH. Il est utilisé dans [lindustrie agro-alimentaire en tant
qu'émulsifiant, et dans notre étude il servira de protéine de référence. La composition du
caséinate utilisé est : 91.7% de protéines ; 5.5% d’humidité ; 1% de matiere grasse. Ce caséinate
de sodium sera hydrolysé a trois degré d’hydrolyse par I'Alcalase® 2,4L dans la suite de I'étude.
Ces trois hydrolysats seront eux aussi choisis comme source protéique dans la réaction de
Maillard.
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- 'hydrolysat de crevette (Pandalus borealis) a été fourni par Diana Naturals. Il est issu de
Ihydrolyse de tétes de crevette et son degré d’hydrolyse (DH) est de 55.2% (évalué par dosage a
'OPA).

2.1.2 Glucides

Dans cette étude, quatre glucides ont été utilisés dans la réaction de Maillard : le Xylose,
le Glucose, les Fructo-oligosaccharides (FOS) et le Dextran. Tous ces glucides possédent au
moins une fonction réductrice. Toutefois, il est nécessaire que le glucide soit sous forme linéaire
pour étre réactif lors de la réaction de Maillard. La proportion de forme cyclique/acyclique dépend

de nombreux paramétres et est différente pour chacun des glucides utilisés.

- Le Xylose (figure 2.1) est un aldopentose. Il posséde une saveur sucrée semblable a
celle du Glucose et un pouvoir sucrant de 0,7. Il est trés réactif vis-a-vis de la réaction de Maillard
(Laroque et al., 2008).

O% _H O\ _H
H——OH HO——H
HO——H H——OH
H——CH HO——H

CH,-OH CH,OH
D-Xylosc L-Xylosc

Figure 2.1 : Molécule de Xylose en projection linéaire

- Le Glucose (figure 2.2) est un aldohexose. Il posséde un pouvoir sucrant de 0,7. C’est un
glucide largement utilisé en agroalimentaire et dans les études de systemes modéles lors de la

réaction de Maillard.

O\\\\/H O\\\\/H
H——OH HO——H
HO——H H——OH
H—+—OH HO——H
H——OH HO——H

CH,OH CH,OH
D-Glucose L-Glucose

Figure 2.2 — Molécule de Glucose en projection linéaire
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- Les Fructo-oligosaccharides (FOS) (figure 2.3) ont été fournis par BENEO Orafti. Ce sont
des oligoméres de fructose de 2 a 8 unités. Les unités sont liées entre elles par des liaisons

(2,1). lls possédent un pouvoir sucrant de 0,7.

OH
O

HO C(I;Hz
HOH,C
n
wd cH,
SN
Ky
L& cHoH

Figure 2.3 — Molécule de fructo-oligosaccharide

- le Dextran (figure 2.4) est un polymére ramifié de Glucose de masse moléculaire élevée
(minimum 1500 Da). Les unités Glucoses sont reliées entre elles par des liaisons a (1-6) et les
ramifications par des liaisons a (1,2) ou a (1,3). Ce polymére est synthétisé principalement par
une bactérie : Leuconostoc mesentoroides. La fiche technique du Dextran utilisé est donnée en

Annexe 1. Le Dextran utilisé dans la theése a un poids moléculaire moyen de 270kDa.

In

Figure 2.4 — Structure d’un fragment de molécule de Dextran (fiche technique Sigma)
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2.2 Réaction de Maillard en milieu sec

Mise en ceuvre :

La réaction de Maillard a été réalisée avec trois sources protéiques : le caséinate de
sodium (CS) (Armor proteines), un hydrolysat de crevette(SH) (Diana Naturals) et du caséinate
de sodium hydrolysé (DH 6,5% ; 10% et 13,5%).

Pour le caséinate de sodium et I'hydrolysat de crevette, quatre glucides ont été utilisés : le
Xylose, le Glucose, les Fructo-oligosaccharides et le Dextran. Dans le cas des hydrolysats de

caséinate, seul le Xylose et le Dextran ont été utilisés pour la maillardisation.

Pour la réalisation des réactions de Maillard en milieu sec, on dissout, dans un bécher, 30
g de protéine (150 mg.ml") et 18 g glucide (90 mg.mL-") dans 152 g de tampon phosphate de
sodium (0,3M, pH 6,5) ou 152 g d’eau distillée. Aprés dissolution totale des deux réactifs, les
mélanges sont placés dans des pots en plastiques et congelés a -80°C pendant 24 h avant
lyophilisation (-50°C, 76h;Bioblock Scientific CHRIST® alpha 1-4 LD plus). Le lyophilisat est
ensuite aliquoté dans des boites de Pétri, aprés avoir été concassé pour obtenir une poudre
homogéne (environ 6 g de poudre par boite). Les boites sont disposées dans un dessiccateur
hermétiquement fermé et contenant une solution saline de chlorure de sodium saturée. La
réaction de Maillard se produit grace a lincubation de ce dessiccateur dans une étuve
thermostatée a 50°C pendant 48 h (figure 2.5).
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Glucide {90mg/ml):
Source protéique - Xylose
(150mg/ml) - ou Glucose
-ou FOS
\ - ou Dextran ]
Ve

Mélange dans du tampon phosphate 0,3M pH = 6,5 ou de
I'eau distillée a 'aide d’un agitateur magnétique

lere Lyophilisation
(-48°C, 1,25mbars, 96h)

Incubation, 50°C, 48h,
HR=75%

Mise en solution dans de I'eau
2nde Lyophilisation, stockage a - 80°C

Figure 2.5 : Schéma de fabrication des produits Maillardisés.

Afin de voir si les conditions choisies ne sont pas limitantes, un effet dose en Xylose a été
réalisé. La concentration en Xylose a été multipliée par 2 (180 mg.ml~") et par 4 (360 mg.ml-1). La
concentration en protéine n'a pas été changée (150 mg.mi-'). Les réactifs ont été traités et

maillardisés dans les méme conditions que pour I'étude de I'impact de la nature du glucide.

Pour voir si le poids moléculaire du glucide avait un impact sur les propriétés
fonctionnelles des protéines modifiées, une réaction de Maillard a été réalisée avec le caséinate
de sodium et 'hydrolysat de crevette et du Dextran de différentes masses moléaires : 6kDa ;
40kDa ; 100kDa et 270kDa.

Mesure de la cinétiqgue d’humidité relative au cours de I'incubation :

Afin de créer I'humidité relative désirée au cours de la RM, le mélange protéine/glucide
lyophilisé a été placé dans des dessiccateurs hermétiques (figure 2.6) contenant une solution

saline.
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Dessiccateur

Humidimétre (Testo175T1, testo)

Boitesde pétricontenantle
mélange réactionnel lyophilisé

Cuvette contenantla solution
saturée en NaCl (>99% Carlos
Erba)

Figure 2.6 — Dessiccateur avant la réaction de Maillard
L’humidité relative produite a été contrélée grace a un humidimetre (Testo 175 T1, Testo)
situé dans les dessiccateurs. La figure 2.7 montre la courbe d’humidité relative moyenne produite

par la solution saline saturé a 50°C dans I'enceinte du dessiccateur pendant la réaction de

Maillard.

©
o

(0]
o

o]
o

1 |

~
(S,

~d
o
\
'ﬁ—'E
A 1

(&)
(&)
N

[o2]
o

Humidité relative (%)

o
&
—
.
S
"

o1

o
rd
A

TN
(8]

40 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Temps d’incubation (h)
Figure 2.7 - Cinétique de 'humidité relative (%) dans le dessiccateur et au cours de la

réaction de Maillard.
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On remarque qu'aprés 20 heures d’incubation, I'numidité relative de I'enceinte avoisine les
72% (CV moyen : 5%). La baisse d’humidité relative au début de l'incubation peut étre due a

I'absorption d’eau par les poudres.

2.3 Hydrolyse enzymatique des protéines

L’hydrolyse d’une protéine correspond a la rupture des liaisons peptidiques. Cette
hydrolyse peut étre de nature chimique (a l'aide d'un acide ou d'une base) ou enzymatique. Dans
le cas d’une hydrolyse acide, ce sont les protons (H3O*) qui rentrent en jeu et dans le cas d’une
hydrolyse basique, les ions hydroxyles (OH-). Les hydrolyses acides, ou basiques ne sont pas
spécifiques et il est difficile de contréler I'avancée de la réaction. Des dosages biochimiques sont

ensuite nécessaires pour évaluer le degré d’hydrolyse des protéines.

Dans le cas d’'une hydrolyse enzymatique en milieu basique ou neutre, la rupture des
liaisons peptidiques entraine la libération de proton dans le milieu et donc une acidification. Sans
controle du pH du milieu, I'hydrolyse s'arréte lorsque le pH du milieu réactionnel ne correspond
plus a la gamme de pH optimum de I'enzyme utilisée. Comme dans les hydrolyses acides ou
basiques, il est nécessaire d'utiliser des dosages biochimiques pour évaluer le degré d’hydrolyse
des protéines. Toutefois, il est possible d’utiliser la méthode du pH-stat qui permet de travailler a
pH constant par ajout de soude et de déterminer le degré d’hydrolyse au cours de I'hydrolyse

durant la phase de protéolyse enzymatique.

Principe :

L'utilisation d’un pH-stat permet de déterminer le nombre de liaisons peptidiques rompues
au cours de I'hydrolyse. En milieu basique ou neutre, la rupture de la liaison peptidique, entraine
une libération d’ion H* dans le milieu car le pH est supérieur au pKa des groupements COOH. Il'y
a donc acidification du milieu. La méthode du pH-stat consiste a maintenir le pH du milieu
réactionnel a une valeur stable (dans notre cas a un pH de 8) en ajoutant de la soude dans le

milieu.
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Lorsque I'hydrolyse se fait en milieu basique, le degré d’hydrolyse est obtenu avec la
formule d’Adler-Nissen (1976, 1977).

DH * 100

B M, hypy

Avec : B : le volume de soude ajouté (mL)

N : la normalité de la soude (mmol.mL-")

Mp : la masse de protéine (g)

Htwt : le nombre total de liaisons peptidiques

a : le degré de dissociation des groupements aminés (qui varie en fonction du pH et de la
température)

Réalisation des hydrolyses :

Le caséinate est introduit a la concentration de 8 g.L-" : 16 g de poudre sont dissout dans
184 g d’eau distillée. Le mélange est agité pendant environ 2 heures afin d’avoir une dissolution
totale du caséinate. Le mélange est ensuite introduit dans un réacteur ouvert de 250mL
thermostaté a double paroi pour réaliser I'hydrolyse. Tout au long de I'hydrolyse, le mélange est

homogénéisé par un agitateur magnétique tournant a une vitesse de 300rpm.

Les hydrolyses sont conduites dans les conditions suivantes : le ratio substrat/eau est de
8% ; la température de 50°C; le pH de 8, la durée d’hydrolyse varie de 26 & 120 minutes et le ratio

Enzyme/Substrat (E/S) varie de 0,38% a 3%. L'enzyme utilisée est I'Alcalase® 2,4L (Novozymes).

L’hydrolyse est faite avec un titreur 718 stat trinitro de Methrom piloté par le logiciel Tiamo
(Titration and More, Metrohm, France). La premiére phase consiste a ajuster le pH a la valeur de
consigne (pH=8) : C’est la phase de pré-titration puis I'nydrolyse démarre avec I'ajout de I'enzyme.

Avant chaque série d’hydrolyse, le pH-metre est étalonné.

Une fois I'hydrolyse terminée, I'enzyme est inactivée par traitement thermique en
plongeant I'hydrolysat pendant 30 minutes dans de I'eau bouillante. Puis le mélange est lyophilisé
(Bioblock Scientific CHRIST® alpha 1-4 LD plus) et conservé des tubes en polypropyléne a fond

conique de 25 mL a -80°C avant utilisation.
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Le degré d’hydrolyse est calculé avec la formule d’Adler Nissen ou dans notre cas
N=1mol.L-* ;Mp = 14,72 g ; h=8,2 (Zhao et al, 2007) et a=' = 1,13 (Adler Nissen et al., 1983).

2.4 Dosages biochimiques

Les dosages biochimiques utilisés dans cette étude ont principalement visé a caractériser
I'avancée de la réaction de Maillard en fonction des différents glucides utilisés et des différentes

sources protéiques.

2.4.1 Dosage des fonctions aminés libres

Principe :

Pour comparer les différents produits finaux, un dosage a 'orthophtaldialdéhyde (OPA) est
réalisé, d’aprés la méthode élaborée par Church et al. (1983). Cette méthode est basée sur la

détection a 340 nm d'un complexe spécifique entre le réactif OPA et les amines primaires. Les

résultats s’expriment en concentration équivalente en leucine (mM).

Mode Opératoire :

Le réactif OPA est réalisé extemporanément en mélangeant dans une fiole jaugée de 50
mL : 25 mL de tétraborate de sodium a 0,1M, 5 mL de Sodium Dodécyl Sulfate a 10%, 100 uL de
B-mercaptoéthanol, 40 mg d’OPA dilué dans 1 mL d’éthanol et en ajustant le volume a 50 mL

avec de 'eau distillée.

Les échantillons préparés a la dilution appropriée (afin d’obtenir une concentration
comprise dans la gamme) sont centrifugés a 10 000 g pendant 30 minutes. A 50 pL du
surnageant est ajouté 1 mL de réactif OPA. Les microtubes contenant le mélange sont vortexés
puis placés a l'obscurité, a température ambiante, pendant 2 minutes. Une lecture d’absorbance

(Libra S12, Biochrom, Milian, Suisse) est réalisée a 340nm dans des cuves en quartz.

Un contréle est réalise en substituant I'échantillon par 50 ul d’eau distillée. Lorsque les
échantillons traités sont colorés, un blanc approprié a été effectué, en remplacant la solution OPA

par 1 mL d’eau distillée.

Le test est réalisé en quadruplat.
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Traitement des données :

Les valeurs d’absorbances a 340nm sont converties en équivalent leucine (mM) au moyen

d’une gamme étalon de Leucine, systématiquement renouvelée a chaque test.
Exemple

Equation des droites des courbes étalons :

Assonm = 0,216*[Leucine (mM)] (R? = 0.9892)

Assonm = 0,134*[Caséinate de Sodium (mg/ml)] (R? = 0.998)

Assonm = 0,651*[Hydrolysat de crevette (mg/ml)] (R? = 0.974)

Assonm = 0,237*[Caséinate de Sodium Hydrolysé DH = 6,5% (mg/ml)] (R* = 0.996)
Assonm = 0,282*[Caséinate de Sodium Hydrolysé DH = 10% (mg/ml)] (R? = 0.991)
Assonm = 0,352*[Caséinate de Sodium Hydrolysé DH = 13,5% (mg/ml)] (R? = 0.97)

2.4.2 Mesure du brunissement

L’intensité du brunissement non-enzymatique est un indicateur de I'avancée de la réaction
de Maillard. Ce brunissement est di a la formation de composés bruns, les mélanoidines au cours

de la réaction. Cette méthode est complémentaire du dosage a I'OPA.

Les échantillons sont dissous dans de I'eau distillée a la concentration de 3 mg.mL-". Une
lecture d’absorbance a 420nm est effectuée (330 uL par puits) (Spectra max384 Plus, Molecular
Devices, USA). Dans le cas ou la valeur d’absorbance est supérieure a 1, des dilutions

appropriées en eau distillée sont réalisées.
2.5 Evaluation des propriétés physico-chimiques

2.5.1 Solubilité des glycoconjugués

Principe :

L’étude de la solubilité dans différentes conditions, notamment de pH, donne une bonne
indication sur les applications potentielles des protéines. Il en est ainsi du fait que la mesure du

degré d'insolubilité est une mesure simple de la dénaturation-agrégation protéique et que les

protéines montrent alors une faible aptitude a I'émulsification.

La méthode utilisée a été adaptée des travaux de Mu et al. (2009).
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Mode Opératoire :

Une solution mére de chacun des échantillons est préparée a 0,5 mg.mL-" dans de I'eau
distillée. Cette solution est alors aliquotée (4 mL) dans des pots en polypropyléne de 40 mL ou le
pH est ajusté avec de la soude (NaOH 0,5 M) ou de l'acide (HCI 0,5 M) pour une gamme de pH
allant de 3 a 9 (Mettler delta 340, AES Laboratoire, France). Aprés I'ajustement du pH, de I'eau
distillée est ajoutée a la solution pour obtenir une concentration finale de 0,1 mg.mL-" (volume
final 20 mL). Une lecture d’absorbance a 220 nm est effectuée (330 uL par puit). (Polar star
Omega, BMG LABTECH, Allemagne).

Les échantillons sont alors centrifugés en microtube (Hermle Z233MK-2, Allemagne) a
3000 g pendant 15 minutes. Une seconde lecture d’absorbance sur le surnageant est réalisée
(330 wlL par puit).

Chaque lecture est réalisée en quadruplat.

Traitement des données :

On exprime la solubilité (en %) comme le rapport de I'absorbance du surnageant (Asur) et

de I'absorbance de la solution (Asa).

Asurnageant

S(%) = * 100

Asolution

2.5.2 Mesure de la tension de surface

Principe

La tension superficielle est déterminée en mesurant la traction juste avant que la lame de
Wilhelmy ou I'anneau de du Noly se détache de la surface du liquide. La détermination peut étre

réalisée en arrachant 'anneau ou la lame du liquide ou en effectuant des oscillations verticales qui

n’entrainent pas 'arrachage.
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Mode Opératoire :

Une solution mere de chacun des échantillons de caséinate de sodium est préparée a 1
g.L" dans de I'eau distillée. Dans le cas des échantillons d’hydrolysat de crevette, cette solution

mére est préparée a 10 g.L" dans de 'eau distillée.

Dix ml de solution sont versés dans un cristallisoir placé dans I'enceinte du tensiométre
(K100, Kruss). La lame de Wilhelmy est plongée de 3 mm dans la solution. La mesure de tension
de surface est calculée par tension générée lors de I'oscillation verticale (2mm) de la lame dans le

liquide.

Pour chaque solution, la mesure est répétée 10 fois et entre chaque échantillon une

mesure de la tension de surface de I'eau distillée est réalisée comme controle.

Toutes les mesures ont été réalisées a 21°C.

2.5.3 Cinétique de déphasage des émulsions

Préparation des émulsions :

Les solutions aqueuses contenant les sources protéiques natives ou leur glycoconjugué
sont préparées par dissolution de 250 mg d’échantillon dans 250 mL (soit 0,1 % pour obtenir 0,05
% au final dans I'émulsion huile/eau 50/50) d’eau distillée et agitées pendant 30 minutes. Le pH
des solutions est mesuré en utilisant un pH métre (Mettler delta 340, AES Laboratoire, France)

équipé d’une électrode de verre.

Dans le cas de l'ajustement de pH, les solutions aqueuses ont été préparées a pH 4,5 ou
pH 7. Elles sont alors préparées par dissolution de 250 mg d’échantillon dans 200 mL d’eau
distillée. Le pH est ajustée a pH 4,5 ou pH 7 avec de la soude (NaOH 0,5 M) ou de l'acide (HCI
0,5 M) (Mettler delta 340, AES Laboratoire, France). Aprés I'ajustement du pH, de I'eau distillée
est ajoutée a la solution pour obtenir une concentration finale de 0,1% (p/p) soit un poids final de

250g de solution.

Les émulsions sont fabriquées a un ratio huile/eau de 50/50. La concentration finale de
produit dans I'émulsion est de 0,05 % (p/p). La solution aqueuse (100 g) est d’abord versée dans
un bécher et le méme poids d’huile de Tournesol commerciale (Coeur de Tournesol®, Lesieur™,

France, Densité mesurée= 0,93) est lentement ajouté. Le processus d’émulsification est réalisé a
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température ambiante par mélange avec un Ultra-Turrax® (IKA™, France) a 18 000 rpm pendant

90 secondes (figure 2.8). Le melangeur est placé @ 1 cm du fond du bécher.

Deux séries d’émulsions ont été réalisées, une sans ajustement de pH et la seconde avec

ajustement du pH (4,5 ou 7) de la solution aqueuse avant émulsification.

Suivi de I’évolution de la fraction volumique de phase dispersée :

Afin de suivre I'évolution de la fraction volumique de phase dispersée, la cinétique de la
libération de la phase aqueuse par I'émulsion au cours du temps a été mesurée. Plus celle-ci est

importante ou apparait tot, moins I'émulsion est considérée comme stable.

Avant émulsification

Apres emulsification

Phase grasse ‘

émulsion ‘

Phase aqueuse

Figure 2.8 : Emulsion huile/solution aqueuse 50/50 (p/p) avant et apres homogénéisation

par Ultra-Turrax

Dés l'arrét de I'émulsification, I'émulsion est versée dans un tube en verre gradué (de 20
mL). La cinétique de I'évolution de la fraction volumique de la phase dispersée (@ en %) est
évaluée grace au front de séparation (Rodriguez Rojas,2007).

Vb
Vp + V¢

P (%) = * 100

Avec : @ la fraction volumique de la phase dispersée (%)
Vb le volume de la phase dispersée (ml)
V¢ le volume de la phase continue (ml)
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L’évolution du front de déphasage a été suivie pendant une période de 4 heures, selon les
protocoles définis par Moates et al. (2001) et Chanamai et McClements (2000), a une température
de 20°C. Un colorant bleu (E 131 & 0,001% (p/p)) a été ajouté aux émulsions afin de faciliter
I'observation du front de séparation des phases. Il a été vérifié que ce colorant n'avait aucun effet
sur les propriétés émulsifiantes. La figure 2.9 montre un exemple de suivi du front de séparation

des phases d’'une émulsion.

émulsion Phase aqueuse

3h 3h30 4 h

..... P [rm-as———

30min 1h 1h30 2h 2h30

Figure 2.9 : Exemple de cinétique de I'évolution du front de séparation des phases dune

émulsion.
Chaque émulsion a été préparée en double et trois suivis de la cinétique de crémage sont
réalisés par émulsion.

2.5.4 Mesures rhéologiques

2.5.4.1 Mesures de la viscosité

Principe :
La rhéologie est I'étude de la déformation et de I'écoulement de la matiere sous I'effet

d’une contrainte appliquée.

La viscosité d'un fluide est due a des frottements qui s'opposent au glissement des
couches fluides les unes sur les autres. Les phénoménes dus a la viscosité des fluides ne se
produisent que lorsque ces fluides sont en mouvement. La mesure de la viscosité revient a

mesurer la force nécessaire (force de cisaillement) a la mise en mouvement du fluide.
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Les courbes d’écoulement ont été réalisées avec un viscosimétre Haake VT 550 (Figure

2.10) et du Module NV. Le module utilisé sert aux émulsions de faibles viscosités.

Viscosimétre Haoke VT 550

Figure 2.10 : Viscosimétre Haake VT 550 utilisé dans I'étude

Mode opératoire :

Aprés émulsification, 9 mL d’émulsion sont versés dans le godet du module du
viscosimétre. L'émulsion est alors soumise a un gradient de cisaillement allant de 0 @ 500 s en
120 s. La viscosité apparente a 13 s'et 103 s est mesurée. Les courbes d'écoulements

obtenues ont été modélisées avec le modéle d’Ostwald :
T =KD"

Avec T la contrainte appliquée (Pa)
D le taux de cisaillement (s)
K : le coefficient de consistance (Pa.s)
n : indice de comportement

2.5.4.2 Mesures oscillatoires

Ces mesures rhéologiques ont été réalisées sur des émulsions présentant des cinétiques
d’évolution de fronts de séparation proches (CS natif, CS Dex maillardisé en tampon phosphate et

SH Xyl maillardisé en tampon phosphate).
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La fabrication des émulsions est la méme que celle utilisée pour le suivi du front de
separation. La concentration en échantillons dans I'émulsion est de 0,05% pour le CS et CS Dex
maillardisé en tampon phosphate. Toutefois dans le cas de I'hydrolysat de crevette maillardisé
avec le Xylose en présence de tampon phosphate, la concentration en échantillon dans I'émulsion
a été augmentée d’'un facteur 10, soit une concentration finale de 0,5%. Cette augmentation a été
réalisée afin de prévenir I'apparition d’'une couche huileuse au dessus de I'émulsion qui perturbait

le prélévement des échantillons et la reproductibilité des mesures.

Les mesures ont été réalisées a l'aide d’'un rhéométre (ARES, TA instrument, USA) en
géométrie plan-plan (entrefer 1mm) avec du papier de verre 80um a 20°C. L’échantillon est
prélevé a la spatule deux heures aprés la fabrication de I'émulsion. Deux types de mesures
rhéologiques ont éte réalisées : _ balayage en déformation (1Hz de 0,1 a 1000%)

_ balayage en fréquence (0,1Hz & 15Hz a 0,5%).

2.6 Evaluation de l'activité antiradicalaire

Une des conséquences de la réaction de Maillard est la production de composés
possédant des activités biologiques telles que antioxydantes antimicrobiennes ou encore

antimutagénes.

Dans notre étude, nous nous sommes focalisé sur les propriétés antioxydantes des

produits.

2.6.1 Dosage du fer réducteur

Principe :

La détermination du pouvoir réducteur est basée sur la transformation des ions ferriques
(Fe®) en ions ferreux (Fe?*), en présence d’une substance potentiellement réductrice. L’apparition
des ions (Fe?*) est révélée par I'ajout dans le milieu d’ions chlorure, qui formeront avec les ions

(Fe?) du FeCl> de couleur bleu vert, absorbant a 700nm. Le test a été adapté a partir de la

méthode de référence (Oyaizu, 1986).

Mode opératoire :

A 250 pL d’échantillon sont ajoutés 250 uL de tampon phosphate de sodium (0,2 M pH

6,6) et 250 uL de solution de ferricyanure de potassium a 1 % (w/v). Les microtubes contenant le
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mélange sont homogénéisés et placés au bain-marie (20 min ; 50°C). On introduit ensuite 250 uL
de solution d'acide trichloroacétique (TCA) a 10 % (w/v) avant que le mélange ne soit centrifugé
(15 min ; 5000 g). Les échantillons sont ensuite dilués au demi, en prélevant 500 pL du
surnageant que I'on ajoute a 500 L d’eau distillée et 200 uL d’une solution de FeCls a 0,1 %
(w/v). Le mélange est vortexé et placé pendant 10 minutes a température ambiante, avant d’étre a
nouveau homogénéisé. Une lecture d’absorbance a 700 nm est alors effectuée (330 uL de
mélange réactionnel dans chaque puits de microplaque) (Polar star Omega, BMG LABTECH,

Allemagne). Une dilution, en eau distillée, peut étre réalisée si I'absorbance est supérieure a 1.

Chaque échantillon est testé a différentes concentrations ; de 1 a 80 mg.mL™" pour le

caséinate de sodium et de 0.1 a 20 mg.mL~" pour les hydrolysats de crevette et de caséinate.

Deux témoins positifs sont systématiquement inclus dans ce dosage, par substitution de
I'échantillon avec 250 uL d’acide ascorbique @ 1 mg.mL-" ou 250 uL de BHA & 2,5 mg.mL™". Le
contréle correspond au systéme dont les 250 uL d’échantillon ont été remplacés par 250 uL d’eau

distillée.

Les systéemes réactionnels sont préparés en dupliquat, de méme pour les mesures

d’absorbance.

Traitement des données :

Le pouvoir réducteur d'une substance est évalué par comparaison entre la courbe
représentative de I'absorbance a 700 nm en fonction de la concentration en échantillon et la
courbe homologue obtenue en présence de la molécule de référence (acide ascorbique). Plus la

DO a 700 nm est élevee, plus le pouvoir réducteur d’une substance est important.

La concentration nécessaire pour atteindre une DO égale a 0,5 est déduite des courbes et
traduit I'efficacité de I'échantillon : plus cette valeur est faible, plus I'échantillon est actif.

2.6.2 Dosage au DPPH

Principe :
Ce test traduit la capacité d’une substance a piéger le DPPH" (1,1-diphényl-2-

picrylhydrazyl), un radical libre stable. Lorsque ce composeé se trouve en solution dans I'éthanol, il

95



présente une coloration violette foncée détectée a 520nm. Si une substance susceptible de piéger
les radicaux libres est ajoutée au milieu réactionnel, I'électron célibataire du DPPH+ s'apparie. I
s’ensuit une décoloration, pouvant aller jusqu’'au jaune, en rapport avec le nombre d’électrons
neutralisés. Le mode de piégeage du radical DPPH s'effectue selon deux types de réactions
(Brand-Williams et al., 1995) :

DPPH: + AH — DPPH - H+ A
DPPH + R — DPPH-R

Il est généralement admis que ce dosage met en jeu un mécanisme d’échange d’électrons
(Huang et al., 2005), mais le mécanisme d’échange de protons ne peut étre exclu dans certains
cas (MacDonald-Wicks et al., 2006 ; Prior et al.,2005).

Mode opératoire :

Le protocole suivi repose sur la méthode décrite par Morales et Jiménez-Pérez (2001),
également appliquée au dosage des produits de la réaction de Maillard. A 200 uL d’échantillon
préparé a la dilution appropriée est ajouté 1 mL de solution éthanolique de DPPH" a 74 mg.L™".
Les microtubes contenant le mélange sont vortexés et incubés a 25°C pendant 1 heure (soit
jusqu’a ce que la réaction soit parvenue a son terme). Afin de s’affranchir du pH, les échantillons
sont préparés dans du tampon phosphate (pH 6,6). Une fois l'incubation terminée, les microtubes
sont centrifugés (Hermle Z233MK-2, Allemagne) (10 000 g ; 10 min) et une lecture d’absorbance a
520 nm est réalisée sur le surnageant (test en microplaque ; 330 uL par puits) (Polar star Omega,
BMG LABTECH, Allemagne).

Un contréle est realisé par substitution de I'échantillon par 200 uL d’eau distillée. Les
témoins positifs correspondent aux tubes contenant 200 uL de Trolox® (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchromane-2-carboxylique) a 400 uM ou d’hydroxyanisole butylé (BHA) a 2,5 mg.ml~" .
Lorsque les échantillons sont colorés, un blanc approprié a été effectué, en remplagant la solution
de DPPH- par 1 mL d’éthanol.

Le test est réalisé en quadruplat.
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Traitement des données :

Les valeurs d’absorbance a 520nm sont converties en pourcentage de DPPH* résiduel au
moyen d’une gamme étalon de DPPH", systématiquement renouvelée lors de chaque test.

Exemple :

Equation de la droite de la courbe étalon :

As201m=0,0159* (%DPPH resiauer) + 0,0278 (R?=0,9999)

L’activité antiradicalaire (AAR) peut alors étre calculée selon la formule suivante, aprés

correction pour le facteur de dilution de la solution testée :

Avec %DPPH'résiduelscn = pourcentage de %DPPH:' résiduel obtenu en présence
d’échantillon (%)

%DPPHrésiduelc.nt = pourcentage de %DPPH" résiduel obtenu en présence d’eau
distillée (%)

Au final, les résultats peuvent étre exprimés en uM équivalent Trolox® grace a la droite de
calibration présentée dans la figure 2.11.

100 —Droite de régression .
y = 0,233 x — 0,496
Rz = 0,9996
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AAR (en pM éq Trolox) = AAR (en %) + 0,496
A _ 0,233
0 ‘ | | | |
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concentration en Trolox (M)
Figure 2.11: Gamme étalon utilisée pour I'expression de I'activité antiradicalaire (test
DPPH*) en uM éq trolox.
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Chaque échantillon a été dosé sur une gamme de concentrations croissantes. La courbe
représentative de I'activité en fonction de la concentration en échantillon permet de calculer I'ACso,
concentration pour laquelle I'activité est égale a 50 %. Cette grandeur est d’autant plus faible que

I'échantillon testé est actif. Le principe de la détermination de I'ACsp est illustré dans la figure 2.12.
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Figure 2.12 : Principe du calcul de I'ACsp

2.6.3 Pouvoir chélateur
Principe :

L'utilisation de la méthode ferrozine permet d’évaluer in vitro, le pouvoir chélateur. En effet,
le fer libre dans le milieu sera stabilisé par la ferrozine formant un complexe ferrozine - Fe?* de
couleur violette prononcée. La quantification de ce complexe par spectrophotométrie renseigne

sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la capacité des substances a piéger le fer.
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Mode Opératoire :

Le protocole suivi a été adapté de la méthode de Zhao et al. (2006).

Dans un puit de microplaque, 10 pL d’échantillon sont déposés auxquels sont ajoutés 5
L d’une solution de FeCl, @ 2 mM. Le mélange est laissé pendant 5 minutes a température
ambiante. On ajoute alors 10 uL de Ferrozine a 5 mM et 275 ulL d’eau distillée. Une lecture

d’absorbance a 562 nm est réalisée apres 10 minutes de repos a température ambiante.

Un contrble est réalisé par substitution de I'échantillon par 10uL d'eau distillée. Une
gamme étalon de 100 a 600 pg.mL-" avec de 'EDTA est réalisée (Ethylene Diamine Triacétique

acid).

Traitement des données :

Le pourcentage d'inhibition de la chélation du fer (Pl) est calculée selon la formule

suivante, apres correction par le facteur de dilution de la solution testée :

_ (DOtémoin — DO échantillon)

PI
D Otémoin

* 100

Chaque échantillon a été dosé sur une gamme de concentrations croissantes. La courbe
représentative de I'activité en fonction de la concentration en échantillon permet de calculer I'lCso,
concentration pour laquelle I'inhibition est égale a 50 %. Cette grandeur est d’autant plus faible
que I'échantillon testé est actif. Le principe de la détermination de I'lCso est le méme que celui de
I'’ACso dans le test DPPH (voir figure 3.11).

2.7 Analyse des PRM par chromatographie d’exclusion de taille

Lors d'une chromatographie d’exclusion stérique, les composés sont séparés en fonction
de leur poids moléculaire (PM) grace a la phase stationnaire qui retient les composés de petite
taille plus longtemps dans la colonne. La solution contenant les molécules a séparer est entrainée
par la phase mobile dans la colonne et passe a travers le gel constitué de billes poreuses (phase
stationnaire). Les petites et moyennes molécules peuvent entrer dans les pores mais les plus
grosses en sont exclues, ces molécules incluses dans les pores ont donc une vitesse de migration

plus faible que les grosses molécules.
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Les chromatographies sont réalisées a moyenne pression (SEC-FPLC) avec un injecteur
automatique (module Water 717 plus), une pompe (module Waters 600) et un détecteur a
barrettes de diodes (module Waters 996) qui permet une détection sur une large plage de
longueur d'ondes. La détection est réalisée entre 200 et 500 nm et les chromatogrammes sont

extraits a 220 nm, 280 nm et 420 nm. Le systeme est piloté par le logiciel Empower® (Waters).

Deux colonnes de chromatographie ont été utilisées.

La premiére est une Superdex™ Peptides HR 10/300GL (GE Healthcare). Son domaine
de fractionnement est compris entre 7000 et 100 Da. La matrice est composée d’'un gel poreux
réticulé d’agarose et de Dextran (diametre des pores de 13-15um; VT = 24mL). Les solutés sont
élués par un mélange aceétonitrile :eau + 0,1% TFA (30% :70%) (Guérard et al., 2001).

La courbe d’étalonnage (figure 2.13) est obtenue par injection de 7 standards : cytochrome
C (12327 Da) , apoprotine (6512 Da), chaine B de l'insuline (3495,9 Da), neurotensine (1672,9
Da), substance P (1347,6 Da), substance P fragment 1-7 (900 Da), leupeptine (463 Da).

45
Cytochrome C
4 i
_| Inciline Chaine R
3,5 nroaulmmre wiimaine Substance P
neurotensine® & Substance P
3 w‘ent 1-7
=
&2’5 Leupeptine
g 2
-
1,5
1
0,5
O I I I 1
16 32

0 4 28
Temps de reztention (min)

Figure 2.13: Courbe d'étalonnage obtenue pour la colonne Superdex Peptides HR
10/300GL
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L'équation de la courbe est:

Avec: - PM : poids moléculaire de la substance (Da)

- Ry : temps de rétention (min)

La seconde est une colonne Superdex 200 10/300GL (GE Healthcare). Son domaine de
fractionnement est compris entre 600 et 10kDa. La matrice est composé d’un gel poreux réticulé

d’agarose et de Dextran (diamétre des pores de 13-15um; VT = 24mL). Les solutés sont élués par
du tampon phosphate 50mM (pH 7) + 0.15M de NaCl.

La courbe d’étalonnage (figure 2.14) est obtenue par injection de 5 standards : apoferritine
(443 000 Da), alcool déshydrogénase (150 000 Da), albumine (66 000 Da), anhydrase carbonique
(29 000 Da), et cytochrome C (12 327 Da).

6 Apoferritine

Alcool
Deshydrogénase
5

. Anhydrase
Carbonique
Albumine * d
4 ®
Cytochrome C
z
53
<)
|
2
1
O T T
20 24 28

32

36
temps de rétention (min)

Figure 2.14 — Courbe d’étalonnage obtenue pour la colonne Superdex 200 10/300GL
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L’équation de la courbe est :
Log (PM) = —0,107 Ry + 9,02
R? =0.98

Avec: - PM : poids moléculaire de la substance (Da)
- Rt : temps de rétention (min)
Les échantillons sont dissous a la concentration de 5 mg.mL™" ou 3,125 mg.mL"! en
protéines. Les échantillons sont filtrés sur des filtres Millex®-GV de 4mm qui ne laissent passer
que des fractions de diamétre inférieur a 0,22um, ils sont alors placés dans des vials de 40 mm

de long sur 8,2 mm (Chromoptic SAS, France). On injecte 50 uL d’échantillon.

2.8 Traitements statistiques

Deux grands types de tests sont effectués. Les tests que l'on peut qualifier de

préliminaires puis les tests pour l'interprétation des résultats.

Parmi les tests préliminaires, on trouve le test de Shapiro et Wilk qui donnent la normalité

de la distribution et le test de Bartlett qui est un test d’homogénéité des variances.

Une fois que I'on a montré que la distribution était normale et que les variances étaient
homogénes, on réalise une analyse de la variance (ANOVA). LANOVA permet de déterminer les
facteurs et les interactions significatives. Grace aux résultats de TANOVA, on peut aussi calculer
les coefficients du modéle et verifier sa validité théorique. Un des derniers points est la validité

pratique du modéle.

Le test de la plus petite différence significative a été réalisé sur les différents dosages

réalisés (p < 0.05).

Ces différents tests ont été réalisés avec le logiciel StatGraphics version 4. Des tests

d’analyses de variances et de significativité (p<0,05 ou p<0,01) sont effectués.
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3 Résultats et discussion

3.1 Mises en ceuvre et validation des conditions de réaction de Maillard et

de I'émulsion modéle

3.1.1 Maitrise du procédé de la réaction de Maillard en milieu sec
3.1.1.1 Milieux réactionnels et conditions de réaction

Des travaux antérieurs du laboratoire ont porté sur la réaction de Maillard en milieu liquide.
Les conditions de réaction alors utilisées, impliquaient des hydrolysats protéiques et des oses,
dans le but de produire des composés présentant une capacité antioxydante. Les aspects
mécanistiques de ces réactions ont permis de mettre en évidence les effets de la concentration en
oses, I'impact du tampon phosphate ou de la nature de l'ose utilisé (Guérard et al., 2007 ; Laroque
et al,, 2008). Ainsi, une base de connaissance sur la réaction de Maillard en milieu liquide avec
des oses simples a été constituée. Parallélement, les propriétés émulsifiantes de ces mémes
hydrolysats glyqués ont été étudiées (Decourcelle et al, 2010). Il a ainsi été observé que le
glucide le plus réactif lors de la réaction de Maillard permettait de modifier significativement les
propriétés émulsifiantes de I'hydrolysat natif.

Les perspectives d’études de la réaction de Maillard impliquant des hydrolysats de
protéines sont intéressantes. En effet, des études sur le greffage entre oses et protéines par
glycation pour obtenir de nouvelles propriétés fonctionnelles sont encore a explorer. Ainsi, au
regard des précédents travaux menés au laboratoire, I'obtention de conditions permettant de
combiner au sein d'un glycoconjugué des propriétés antioxydantes et émulsifiantes a été
envisageée.

Pour ceci, une synthese de la littérature scientifique nous a montré l'intérét grandissant
concernant I'utilisation de glucides complexes comme le Dextran lors de la glycation (Zhang et al.,
2012 ; Liu et al., 2012 ; Alvarez et al., 2012 ; Corzo-Martinez et al., 2010 ; Mu et al., 2000).
Cependant, l'utilisation de tels glucides nécessite des conditions de réaction de Maillard
différentes de celles que nous utilisions, soit une réaction en milieu sec (aw faible) avec une
humidité relative controlée (Gu et al., 2010 ; O’'Regan et Mulvihill, 2010 ; Ercelebi et Ibanoglu,

2009). Nos conditions d’étude initialement en milieu liquide, ont donc di étre adaptées.
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Cependant, certaines conditions devaient tout de méme étre transposées dans ce
nouveau protocole. La réaction de Maillard conduite dans cette étude a ainsi été réalisée, a une
température peu élevée et dans des conditions modérées. Ceci permet de limiter 'apparition de

composés indésirables de type cytotoxiques ou mutagenes.

Comparaison milieu sec/milieu liquide

Avant de débuter les travaux de thése, les conditions de milieu liquide utilisées
antérieurement au laboratoire ont été comparées aux conditions en milieu sec choisies pour
I'étude (Laroque et al. 2008). Pour cette étude préliminaire, nous nous sommes limités au glucide
le plus réactif (Xylose) et a celui le moins réactif (Dextran), parmi les quatre étudiés. Pour les
milieux liquides, la concentration des solutions en hydrolysat de crevette était de 150mg.ml! et
celle en glucides (Xylose et Dextran) de 90mg.ml'. Ces composés ont été dissouts dans une
solution aqueuse contenant du tampon phosphate (0,3M ; pH 6.5). Les solutions obtenues ont été
ensuite chauffées a 50°C pendant 48h (tubes a essai placé dans un bain thermostaté).
Parallelement, un mélange des mémes réactants a subi une réaction de Maillard en milieu sec
selon les conditions décrites dans la partie 2.2. De plus, pour ces deux conditions de RM, une

serie de tubes a été agitée alors qu'une autre est restée statique.
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Figure 3.1: Quantification du nombre de groupements aminés libres avant et aprés
réaction de Maillard entre 'hydrolysat de crevette et le Xylose ou le Dextran dans différents

milieux réactionnels.
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La figure 3.1 montre la quantification du nombre de fonctions aminées libres des produits
issus de cette étude préliminaire. Celles-ci ont été dosées par la méthode de 'OPA, avant et
apres glycation. Plus le glucide a réagi avec la protéine, et moins la quantité de fonctions aminées
résiduelles est importante aprés la glycation.

Quel que soit le glucide observé, la figure 3.1 montre une diminution statistiquement
significative des groupements aminés libres apres glycation comparativement aux témoins, mais
ne montre pas de differences significatives entre le milieu agité et non agité. Elle montre
également que la glycation en milieu sec permet d’obtenir la diminution des groupements aminés
libres statistiquement significative la plus importante, comparativement aux milieux liquides. Ceci
s'observe aussi bien avec le Xylose qu’avec le Dextran. La réactivité entre les groupements o-
aminés et les groupements carbonyles pourrait étre accrue par la faible activité de I'eau dans le
cas d'un milieu sec (Kato, 2002).

La figure 3.1 montre de plus que la diminution du nombre de fonctions aminées libres est
plus importante lorsque la glycation est réalisée avec du Xylose comparativement au Dextran. En
effet, Drusch et al. (2009) montrent que les glucides simples sont plus réactifs que les glucides
complexes. Ceci est, entre autres, lié au nombre de glucides présents dans le mélange sous
forme acyclique, qui est la forme réactive. La proportion de formes acyclique/cyclique dans les
mélanges réactionnels dépend notamment de la stabilité thermique du glucide. Plus celui-ci est
stable thermiquement, moins il existe sous la forme acyclique (Oliver et al., 2006 ; Corzo-Martinez
et al., 2010)

Ainsi, conduire la réaction de Maillard en milieu sec semble plus approprié pour augmenter
le taux de glycation et permettre l'utilisation de glucides complexes moins réactifs que les glucides

simples. La réaction de Maillard a donc été conduite en milieu sec pour la suite de la these.

Impact du taux d’humidité relative sur la glycation en milieu sec.

Dans cette partie sont présenteés les résultats de la mise au point du protocole de la RM en

atmosphere controlée (cf. page 85).

Premiérement, il a fallu déterminer une méthode de contrle de I'humidité relative dans
I'enceinte. Dans la littérature, ce sont des solutions salines qui sont utilisées, comme l'iodure de
potassium (KI), le chlorure de sodium (NaCl) ou le bromure de potassium (KBr) (Hassan et al.,

2007 ; Wooster et Augustin, 2007 ; Ter Haar et al., 2011), pour contréler des humidités relatives.
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La solution saline doit étre choisie en fonction de la température et de I'humidité relative
recherchée. D'aprés la littérature, pour les réactions de Maillard en milieu sec, les humidités
relatives sont comprises entre 60 et 85% (Kato, 2002 ; Acevedo et al., 2006 ; Le et al., 2011), et la

température de la RM pour la thése a été fixée a 50°C.

Nous avons retenu deux humidités relatives citées dans la littérature pour des RM, soit
65% (Jiménez-Castafio et al., 2005 ; Ter Haar et al., 2011) et 75% (Drusch et al., 2009 ; Xu et al.,
2010). Ces humidités relatives sont obtenues a 50°C avec une solution saturée de chlorure de
sodium pour la premiére, et d’iodure de potassium pour la seconde. Ces deux humidités relatives
ont été testées selon le protocole présenté dans le matériel et méthode, partie 2.2, lors d’une

glycation entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose, le Glucose ou les FOS (figure 3.2).

mavant RM
mAprés RM (NaCl)
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concentration en équivalent leucine (mM)
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a
o
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SH Xyl SH Gle SHFOS
milieux réactionels

Figure 3.2: Quantification du nombre de groupements aminés libres avant et aprés
réaction de Maillard en milieu sec. La RM s’est déroulée entre I'hydrolysat de crevette (SH) et le
Xylose (Xyl), le Glucose (Glc) ou les FOS, et en présence de deux humidités relatives différentes
(NaCl : 65 % ; KI : 75 %).

La figure 3.2 présente la quantité de fonctions aminées libres avant et aprés réaction de
Maillard en milieu sec a deux humidités relatives pour les mélanges SH-Xyl, SH-Glc et SH-FOS.
Celle-ci est exprimée en équivalent leucine (mM). Tout d’abord, les résultats montrent que la
réaction de Maillard s’est bien déroulée (diminution statistiquement significative des fonctions
aminées libres comparativement au témoin), que ce soit a 65 % ou 75 % d’humidité relative.

Cependant, on remarque que pour chaque milieu réactionnel, il n'y a pas de différences
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significatives entre les deux taux d’humidités relatives sur la diminution du nombre de fonctions

aminés libres aprés la réaction de Maillard.

Compte tenu de ces résultats, le type de solution saturée permettant le controle de
humidité relative dans I'enceinte de réaction a été sélectionné pour la suite de la these, le prix
des sels ayant été déterminant. Ainsi, on considére, a 25°C que les solutions sont saturées a
partir d’'une concentration de 1g.mL-" pour l'iodure de potassium et de 0,35g.mL-" pour le chlorure
de sodium. L’iodure de potassium étant 3,5 fois plus onéreux que le chlorure de sodium, le
chlorure de sodium a été retenu. Nous avons donc choisi de réaliser les réactions de Maillard

avec le chlorure de sodium, permettant d’obtenir une humidité relative de 65% a 50°C.
3.1.1.2 Reproductibilité du protocole de fabrication des PRM

Plusieurs mesures ont été mises en place pour controler le protocole de réaction de
Maillard et vérifier que les productions étaient reproductibles.

En premier lieu, les cinétiques de température et d’humidité relative dans I'enceinte
hermétique ont été mesurées pendant les réactions gréce a un thermohygrométre (Testo 175T1,
testo, Allemagne). De plus, I'évaluation de la reproductibilité entre chaque fabrication s'est faite
par l'intermédiaire de I'aw des produits en fin de production, du dosage OPA, de la mesure du
brunissement et des propriétés émulsifiantes. Pour I'évaluation de la reproductibilité, plusieurs

fabrications ont été réalisées avec un méme mélange protéines/glucides.

Evolution de I’humidité relative (%) et de la température (°C) au cours de la RM

Comme vu précédemment, afin de créer 'humidité relative désirée au cours de la RM, une
solution de chlorure de sodium saturée a été introduite dans les dessiccateurs en présence des
mélanges protéine/glucide. Dans le méme temps, un thermohygrométre a été introduit dans les
dessiccateurs afin de contréler 'humidité relative produite. Le dessiccateur a été ensuite
hermétiquement fermé. La figure 3.3 montre les cinétiques d’humidité relative et de température

produites dans I'enceinte du dessiccateur au cours de la réaction de Maillard.
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Figure 3.3 : Cinétiques de 'humidité relative (% —) et de la température (°C —) dans le

dessiccateur au cours de la réaction de Maillard (Moyenne sur 8 courbes).

On remarque qu’a partir de 20 heures d'incubation, 'humidité relative de I'enceinte atteint
les 72% (CV moyen : 5%). La baisse d’humidité relative au début de I'incubation peut étre due a
I'absorption de I'eau par les poudres. On remarque aussi quelle que soit la production considérée,
la température a l'intérieur de I'enceinte du dessiccateur atteint rapidement la valeur de consigne
(50°C) et reste stable au cours de la RM. En revanche, cela n’est pas vérifié pour I'humidité
relative. Dans ce cas, la valeur de consigne est atteinte a partir de 20h et il existe une plus grande
variation entre les productions (écarts-types importants). Toutefois comme nous le verrons par la
suite, ces variations d’humidité relative entre les productions, n'ont pas entrainé de différence

dans la reproductibilité évaluée sur les produits finaux.

Activité de I'eau (aw) des produits apres fabrication

Avant la RM, une premiére lyophilisation permet d’obtenir un produit pulvérulent a partir du
mélange aqueux protéine/glucide. Cette poudre subit ensuite la réaction de Maillard (cf protocole
partie 2.2). Une seconde lyophilisation permet d’éliminer I'eau résiduelle regue par le produit au

cours de la réaction de Maillard et d’avoir des produits finaux homogénes. Les produits subissent
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donc deux lyophilisations, et c'est a la suite de cette seconde lyophilisation que I'aw a été mesurée

(tableau 3.1).

Tableau 3.1 : aw des produits de la réaction de Maillard

CS natif CS Xyl CS Gle CS FOS CS Dex
Sans Tp 0.237 £0.02 | 0.232+0.02 0.242+0.01 0.265+0.03 0.221+0.02
Avec Tp 0.23+0.001 0.239+0.01 0.248+0.01 0.266+0.02 0.253+0.03

SH natif SH Xyl SH Glc SH FOS SH Dex
Sans Tp 0.247+0.02 | 0.242+0.02 | 0.242+0.01 0.255+0.03 | 0.241+0.02
Avec Tp 0.245+0.01 0.249+0.01 0.240+0.01 0.256+0.02 | 0.233+0.03

D’apres le tableau 3.1, les produits de la réaction de Maillard issus du caséinate de sodium

ont une aw comprise entre 0,23 et 0,266 et ceux issus de I'hydrolysat de crevette ont une aw

comprise entre 0,24 et 0,256 (Tampon phosphate 0,3M, pH 6,5).

Evaluation de la reproductibilité de la RM.

Au cours de la thése, deux productions ont été réalisées pour le Xylose et le Dextran. Ces

productions ont été faites dans I'objectif d’évaluer la reproductibilité de la fabrication des produits

utilisés pour la thése. La reproductibilité a été évaluée grace aux dosages des fonctions aminées

libres et par la mesure du brunissement. Les figures 3.4, 3.5 et 3.6 montrent la reproductibilité de

fabrication pour les dosages des fonctions aminées libres, et les figures 3.7, 3.8 et 3.9 pour celle

évaluée par la mesure du brunissement.
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Figure 3.4 : Evolution du nombre de groupements aminés libres lors de la réaction de

Maillard entre le caséinate de sodium et le Xylose ou le Dextran pour les deux productions.
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Figure 3.5: Evolution du nombre de groupements aminés libres lors de la réaction de

Maillard entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose ou le Dextran pour les deux productions.
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Figure 3.6 : Evolution du nombre de groupements aminés libres lors de la réaction de
Maillard en présence du caséinate hydrolysé a trois degré d’hydrolyse et le Xylose pour les deux
productions.

Les figures 3.4, 3.5 et 3.6 montrent qu'il n’y a pas de différence significative entre les deux
productions, en termes de mobilisation des fonctions aminées libres. Sur cette base, la

reproductibilité des RM mises en ceuvre a été confirmée.

Les figures 3.7, 3.8 et 3.9 suivantes montrent le brunissement des composés issus des

différentes productions.
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Figure 3.7 : Evolution du brunissement pour les produits de la réaction de Maillard issus du

caséinate de sodium et du Xylose ou du Dextran obtenus lors des deux productions.
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Figure 3.8 : Evolution du brunissement pour les produits de la réaction de Maillard issus de

I'hydrolysat de crevette et du Xylose ou du Dextran obtenus lors des deux productions.
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Figure 3.9 : Evolution du brunissement pour les produits de la réaction de Maillard issus du
caséinate de sodium hydrolysé a trois degrés d’hydrolyse et du Xylose obtenus lors des deux
productions.

Dans le cas du caséinate de sodium, de I'hydrolysat de crevette et de I'hydrolysat de
caséinate, on n'observe pas de différences significatives entre les deux productions (figure 3.7,
3.8et3.9).

3.1.2 Mise en ceuvre des émulsions modéles
3.1.2.1 Choix du ratio H/E

Au cours de la thése, nous voulions rester dans un systéme simple, c'est-a-dire une
émulsion simple type E/H ou H/E. Sil'on se réfere a la carte de composition-formulation théorique
(figure 1.13), cela correspond aux zones A+ et A-. Pour ceci, nous avons décidé de travailler avec
un ratio huile/eau de 50/50 (Lawal, 2004 ; Gbogouri et al., 2004 : éliiyté et al., 2009).
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3.1.2.2 Effet d’un colorant ajouté a I'émulsion.

Afin de mieux différencier les phases lors du suivi des cinétiques de crémage par le front
de séparation des phases aqueuses et huileuses (cf protocole partie 2.5.2), nous avons utilisé un
colorant (bleu patenté V, E131). Il a été validé qu'il n’y avait pas d’effet lors de I'émulsification. Il a
ainsi été déterminé que la concentration en colorant devait étre de 0,001%. A cette concentration,
aucun effet n'a été observé sur I'émulsification, alors que pour des concentrations supérieures, le

colorant avait tendance a stabiliser les émulsions (résultats non montrés).
3.1.2.3 Détermination de la concentration de protéines dans I'émulsion pour ['étude

La concentration des produits de la RM utilisée pour fabriquer les émulsions a été choisie
en rapport avec la stabilité émulsifiante donnée par le caséinate de sodium (protéine de
référence). En effet, le caséinate de sodium ayant un haut pouvoir de stabilisation des émulsions,
il produit des émulsions stables (peu de déphasage) dés les faibles concentrations. Or, les
hydrolysats de crevette glyqués ne se comportent pas ainsi. Pour évaluer les cinétiques de
fraction volumique de phase dispersée au cours du temps des émulsions contenant les
hydrolysats de crevette glyqués comparativement a celles du caséinate de sodium natif, une
concentration idéale a donc di étre déterminée. Pour ceci, un effet de la concentration en
caséinate de sodium natif a été mesuré dans les émulsions. (Fig. 3.11) Il a permis de sélectionner
une concentration en caséinate permettant de donner des cinétiques de déphasage proches de

celles observées sur les hydrolysats glyqués.

La figure 3.10 présente les cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée (%)
(voir partie 2.5.2) pour des émulsions contenant des concentrations en caséinate de sodium

comprises entre 0,01% et 1,5%.

114



110

~ 100
é
[«}}
D
o
g
2 90
5 —-0,01%
§ ©) -%-0,03%
2 80 —0,25%
) ——0,50%
£ --0.75%
5 @ 1%
g 70 T o
> 1.,50%
8
5
o
[T

50 R — T T T T 1

0 50 200 250

0temps (min)1
Figure 3.10 : Cinétique de la fraction volumique de phase dispersée dans des émulsions

contenant des concentrations croissantes de caséinate natif (T = 20°C ; pH 7).

La figure 3.10 montre des cinétiques de fraction volumique de phase dispersée : plus
celle-ci augmente au cours du temps, moins I'émulsion est considérée comme stable. D’aprés
cette figure, on remarque trois typologies de courbes.

Le premier groupe @© correspond a une augmentation lente de la fraction volumique de
phase dispersée. Ce groupe est constitué des émulsions contenant du caséinate de sodium a des
concentrations supérieures ou égales a 0,25% (m/m). Ces courbes représentent des émulsions

stables dans le temps.

Le second groupe @ correspond a une cinétique plus rapide de la fraction volumique de
phase dispersée. Ce groupe contient les émulsions a 0,03% et 0,05% de caséinate de sodium.
Les concentrations en caséinate de sodium utilisées dans ces émulsions permettent donc

d’observer une évolution de fraction volumique visuellement au cours du temps.

Enfin le troisiéme groupe @ présente une augmentation trés importante de la fraction
volumique de phase dispersée. Cette émulsion correspond & une concentration de 0.01%(m/m)
en caséinate de sodium. Ces émulsions sont considérées comme instables car la séparation des

phases est rapide au cours du temps.
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Compte tenu de ces résultats, la concentration de 0.05% a été choisie pour la suite de
I'étude. Les propriétés émulsifiantes des PRM ont donc tous été testés a cette concentration. Les
émulsions fabriquées avec les PRM a 0,05% permettront donc a la fois un suivi visuel du front de

séparation des phases et un positionnement par rapport aux propriétés du caséinate de sodium.

NB : Une seule étude au cours de la thése a utilisé des concentrations a 0,5 %. Il s'agit de
celle concernant l'effet du poids moléculaire du Dextran. Il s’agissait d’assurer une stabilité plus

grande des émulsions pour permetire d’évaluer de faibles différences entre les composés
glyqués.
3.1.2.4 pH des solutions aqueuses

Le tableau 3.2 présente les pH des solutions aqueuses contenant 0,1% (p/p) de doit un
mélange protéine-glucide sans réaction de Maillard, soit un PRM. On remarque que le pH des
solutions aqueuses varie de 6,88 a 7,92 selon les réactants mis en ceuvre. Ces différences entre
les pH sont notamment dues a la réaction de Maillard qui tend a acidifier les milieux.

Tableau 3.2 : pH des solutions aqueuses contenant les mélanges natifs ou les PRM du

caséinate de sodium ou de I'hydrolysat de crevette.

cs CS Xyl CS Gl CS FOS CS Dex
Mélange natif 682 642 7.0 643 637
RM
| en el 668 011 | 703 2007 | 71 4006 | 725 £0.03
distillee
RM en tampon 688 £008 | 68001 | 694 £002 | 7.63 £0.05
phosphate
SH SH Xy SH Glc SH FOS SH Dex
Mélange natif 736 797 736 741 752
Rivien eau 5474005 | 649 004 | 7744003 | 792 £0.04
distilles
Rmen t
M en tampon GlL004 | 6952002 | 7612007 | 7.5440.05
phosphate

Les propriétés émulsifiantes des protéines sont dépendantes du pH de travail. Afin de
pouvoir comparer l'impact des PRM sur la stabilité des émulsions, le pH de celles-ci sera ajusté

au cours de la thése. Deux pH ont été testés : 4,5 et 7.
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3.1.2.5 Validation de I'effet du tampon phosphate résiduel

La réaction de Maillard mise en ceuvre dans la thése utilise du phosphate dans I'un des
milieux. Des molécules résiduelles de phosphate sont donc susceptibles d’étre présentes en fin
de RM dans les PRM. Or, il a été montré que le tampon phosphate pouvait montrer un pouvoir
émulsifiant (codex alimentarius). En effet les ions phosphates sont amphiphiles et peuvent se
comporter comme des émulsifiants s'adsorbant aux interfaces et stabilisant les gouttelettes
d’huile. Il a donc été testé préalablement si ce dernier avait une influence sur I'émulsification. Pour
valider ce point, une émulsion eau tamponnée (0,3 M) avec du phosphate a été préparé. De
méme, une émulsion, contenant la quantité de tampon phosphate présente dans 0,05% (m/m)

d'un composé issu de la glycation soit 13 mg de tampon pour 200g d’émulsion, a été réalisée.

La figure 3.11 montre les cinétiques de la fraction de phase dispersée dans I'émulsion en
fonction du temps. Sur cette figure, on observe que, la courbe de I'émulsion témoin (eau distillée)
et la courbe de I'émulsion contenant le tampon phosphate dans 0,05 % de PRM ne stabilise pas
I'émulsion. La quantité de phosphate présent dans 0,05 % de PRM n'a donc pas d'effet sur
I'émulsion. En effet, on observe une augmentation immédiate du volume de fraction volumique
dispersée qui correspond a un déphasage instantanée de I'émulsion. En revanche, I'émulsion
fabriquée avec du tampon phosphate 0.3 M a la place de I'eau distillée présente un comportement
différent de I'émulsion témoin. Bien que le phosphate puisse avoir un effet sur I'émulsification a
0,3 M, dans nos conditions d’étude, la quantité résiduelle dans 0,05% de PRM n’est pas suffisante
pour permettre une stabilisation de I'émulsion. On peut donc en déduire que le tampon phosphate

résiduel n'a pas d'influence sur les propriétés émulsifiantes des composés.
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Figure 3.11: Cinétique de la fraction volumique de phase dispersée (%) pour des
émulsions contenant de 'eau distillée, du tampon phosphate 0.3M pH 6.5 ou la quantité résiduelle

de tampon phosphate.

3.1.2.6 Reproductibilité des émulsions

La reproductibilité de fabrication des émulsions s’est basée sur les cinétiques d’évolution
de la fraction volumique de la phase dispersée d’émulsions contenant des PRM. Ces cinétiques
montrent que plus la fraction volumique de phase dispersée est importante au cours du temps,

moins I'émulsion est stable. Leur interprétation sera présentée dans la partie 3.3.
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Figure 3.12 : Cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée des émulsions entre

les différentes productions pour I'hydrolysat de crevette glyqué avec le Xylose ou le Dextran.

Ces mesures ont été réalisées pour valider la reproductibilité de fabrication des émulsions.
On remarque, sur la figure 3.12, que dans le cas de I'hydrolysat de crevette on n'observe pas de
différence entre les cinétiqgues de la fraction volumique de phase dispersée des différentes

productions, et ce, quel que soit le mélange réactionnel et les conditions de réaction de Maillard.

3.1.2.7 Mise en place des mesures rhéologiques

- Viscosimétrie a cylindre coaxial

Des essais de mesures de la viscosité des émulsions fabriquées ont été réalisés pour
définir le module rhéologique qui sera retenu pour les mesures de viscosités. Les deux modules
testés sont adaptés aux produits de faibles viscosités. Le premier module essayé était un module
MV (cylindre introduit dans un godet), et le second, était de type NV (a double entrefer). Avec ces
modules, une gamme de vitesse de cisaillement de 0 a 500 s a été testée : 30, 60 et 120
secondes. L'objectif était d’obtenir le couple durée d’analyse/mobile permettant d’avoir la meilleure
sensibilité de mesure compte tenu de la faible viscosité des émulsions. L'observation des courbes

a conduit au choix du module NV a double entrefer et 120 secondes pour la durée des mesures.
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- Mesures oscillatoires

Dans un premier temps, nous avons réalisés les mesures rhéologiques sur des émulsions
contenant soit SH Dex RM soit CS Xyl RM. Ces systémes avaient été choisis car leur fraction

volumique de phase dispersée n’évolue plus apres 2h de repos.

Pour effectuer les prélévements et réaliser le dépdt ou chargement sur le module plan-
plan, nous avons testé deux méthodes : _ avec une spatule.

_ avec une seringue.

G’ (Pa
G’ (Pa) Module élastique plan-plan avec PV _( )
ot / seringue
1Hots
s E : o /
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Figure 3.13 : Module élastique d’une émulsion contenant du CS Xyl RM en Tp en fonction

de la déformation.

On remarque sur la figure 3.13 que pour une méme émulsion, il y a une dispersion des
points pour un méme échantillon. De plus, lors du prélévement a la spatule, des différences
étaient visibles : présence d'llots d’émulsion dans de lhuile, évolution du systeme au cours du

temps due a I'élimination de la couche d’huile supérieure.

L’obtention d'un module élastique plus important avec un prélévement a la seringue peut
s’expliquer par un cisaillement du systéme lors de I'aspiration dans la seringue. En effet lors du
prélevement a la seringue I'échantillon subi une homogénéisation due a I'aspiration lors du

prélévement et a 'expiration lors du chargement.

Ces grandes disparités sont dues a I'évolution continue du systeme étudié, émulsions
instables, ainsi qu'aux traitements mécaniques lors des prélévements. Un autre systeme a donc

été étudie afin de voir s'il était possible d’avoir des mesures rhéologiques reproductibles.
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Nous nous sommes intéressés aux émulsions contenant du caséinate de sodium natif car
le caséinate est la protéine qui, dans notre étude, nous sert de référence pour les propriétés
émulsifiantes. De maniére a comparer nos systémes, le prélevement se faisait juste aprés

I’'homogénéisation a l'ultra Turrax.
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Figure 3.14 : Module élastique et viscoélastique d’'une émulsion de caséinate de sodium a
0,05%.

On remarque sur la figure 3.14 qu’entre le premier prélévement (chargement) et le second,
cing minutes se sont écoulées et le module élastique a augmenté. Cette augmentation du module
élastique des émulsions pendant les 5 premiéres minutes aprés homogénéisation a été observée
pour chacune des émulsions contenant du caséinate de sodium. L'émulsion évolue donc dans le

temps.

Des mesures de balayage en déformation ont alors été réalisées a différents temps de
repos afin de voir si I'émulsion évoluait sur toute la période de repos ou si celle-ci se stabilisait a
un moment donné. Aprés un temps de repos de 2h, les mesures de balayage en déformations
étaient reproductibles, il n’y avait donc plus d’évolution au sein de I'émulsion. De plus ces

mesures sont répétables et reproductibles.

Un temps de repos de deux heures aprés la fabrication a donc été choisi avant de réaliser

les mesures pour les émulsions, présentant une cinétique de évolution de la fraction volumique de
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phase dispersée similaire a celle du caséinate de sodium, soit des émulsions contenant les
produits SH Xyl RM en tampon ou CS Dex RM en Tp.

3.1.3 Conclusion

Gréace a ces résultats préliminaires, nous avons pu valider nos conditions de réaction de
Maillard en milieu sec, a savoir une incubation a 50°C pendant 48h sous une humidité relative de
62%. En effet, le choix du milieu sec permet pour le méme couple temps-température que nous
appliquions en milieu liquide, une glycation plus importante ente les sources protéiques et le
Dextran. Ainsi, la glycation, en conditions séches, en présence de Dextran a été augmentée d'un

facteur 5 par rapport au milieu liquide.

De plus, dans les conditions choisies, la réaction de Maillard est reproductible pour tous
les systémes étudiés. Les différentes productions ne présentent pas de différence significative
dans l'avancée de la réaction de Maillard (dosage des fonctions aminées libres) ni dans le

brunissement.

Dans le cas des propriétés émulsifiantes, ces résultats ont permis de choisir la
concentration en produits de la réaction de Maillard dans les émulsions. Cette concentration de
0,05% (m/m) permet la comparaison du comportement des produits de la réaction de Maillard
avec celui de la protéine de référence : le caséinate de sodium. De plus, ni la concentration en
tampon phosphate résiduel, ni la concentration en colorant n’a d'influence sur le comportement

des produits de la réaction de Maillard dans les émulsions.

Ces expériences ont aussi permis le choix du module rhéologique pour la mesure de la
viscosité ainsi que la détermination des systemes pouvant étre décrits par spectrométrie

meécanique.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons aborder la réaction de Maillard en nous
intéressant a l'influence du type de glucides, de la source protéique notamment vis-a-vis du poids
moléculaire ainsi qu’a la concentration en glucides. Puis nous aborderons les propriétés
fonctionnelles des produits obtenus et enfin les propriétés antioxydantes potentielles des produits

seront déterminées.
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3.2 La réaction de Maillard

Dans cette partie, la réaction de Maillard est étudiée en fonction de différents paramétres
réactionnels tels que : 'origine de la source protéique, le type de glucide, la concentration en

hydrate de carbone et la présence de tampon.

3.2.1 Effet du type de glucide et de la source protéique

Deux sources protéiques ont été utilisées dans l'optique de modifier leurs propriétés
technofonctionelles. Le caséinate de sodium (CS), qui est dans notre cas la protéine de référence
utilisée dans l'industrie pour ses propriétés émulsifiantes et un hydrolysat de crevette (SH), qui est

le co-produit marin choisi.

Ces deux sources protéiques nous permettent de mettre en ceuvre la réaction de Maillard
en présence d’une protéine native (le caséinate de sodium) ainsi que de protéines ayant subi une

hydrolyse poussée (I'hydrolysat de crevette).

D’apres la littérature, la glycation peut se dérouler en milieu sec ou en milieu liquide.
Néanmoins, la glycation en milieu sec sous humidité relative semble plus favorable a la glycation
des polysaccharides tout en utilisant des températures modérées (50°C) permettant de prévenir
I'apparition de composés cytotoxiques (Kato, 2002). Ceci est du a une augmentation de la
réactivité des glucides en milieu sec. Cette augmentation de la réactivité est lice a différents

paramétres notamment la température et I'activité de I'eau.

Ces changements de réactivité peuvent étre liés au phénoméne de la transition vitreuse.
En effet, en dessous la température de transition vitreuse (Tg), le systéme est dans un état vitreux
caracterisé par une haute viscosité intrinseque et une faible mobilité moléculaire. Au dessus de la
Tg, le systeme passe a 'état caoutchouteux, plus souple, caractérisé par une plus faible viscosité
intrinséque et donc des mobilités moléculaires plus fortes et plus propices aux différentes
réactions chimiques (Bell et al. 1998a). La présence de molécules d’eau, en milieu sec diminue la
Tg, entrainant un changement des propriétés thermodynamiques du systéme et donc un
comportement différents des glucides vis-a-vis de la réaction de Maillard. Dans les milieux secs, la
mobilité associée a la plasticité due aux molécules d’'eau, affecte le taux de brunissement de

facon plus significative que I'activité de I'eau (Bell et al., 1998b).
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Dans I'objectif de modifier les propriétés technofonctionelles des protéines, quatre glucides

ont été choisis : deux monosaccharides, un oligosaccharide et un polysaccharide.

Les deux monosaccharides, le Xylose et le Glucose ont été étudiés dans des travaux
précédents au laboratoire et leur réactivité vis-a-vis de la réaction de Maillard en milieu liquide est

déja connue.

Le Xylose est un aldopentose trés réactif vis-a-vis de la réaction de Maillard en raison de

la stabilité de sa forme non cyclique, et donc réactive, en milieu liquide (Laroque et al., 2008).

Le Glucose, quand a lui est un aldohexose, moins réactif que le Xylose car sa forme
cyclique est plus stable que celle du Xylose. Ce glucide est souvent utilisé dans les milieux
modéles de la réaction de Maillard contenant soit des acides aminés (Yalayan et Kaminsky, 1997 ;
Ajandoux et Puigserver, 1999; Arribas-lorenzo et Morales, 2009 ; De Vieeschouwer et al., 2009a
et b), soit des protéines natives (Jing et Kitts, 2002 ;Benjakul et al., 2005 ; Ajandoux et al., 2008).

|l est connu et largement utilisé dans les industries agroalimentaires.

Les oligosaccharides utilisés sont les Fructo-oligosaccharides (FOS), des polymeéres
composés de 2 a 8 unités Fructose liées par des liaisons B 2-1. lls sont utilisés dans lindustrie

agro-alimentaire en tant qu’agents sucrants.

Le polysaccharide utilisé est le Dextran. C'est un polymére de Glucose de haut poids
moléculaire. Bien que peu réactif vis-a-vis de la réaction de Maillard, possédant une seule fonction
réductrice par molécule, il est souvent utiliseé dans la littérature pour modifier les propriétés

technofonctionelles des protéines.

Le caséinate de sodium et I'hydrolysat de crevette ont donc été mis en présence de ces
quatre glucides et chauffés apres lyophilisation pendant 48h a 50°C sous une humidité relative de
65%.

3.2.1.1 Brunissement

On observe un changement de I'aspect de la poudre, lors de la réaction de Maillard (figure
3.15). Ainsi dans certains cas, la poudre perd son aspect poudreux et ressemble plus a un fluide
visqueux (SH+Xylose ; SH+Glucose) alors que dans d'autres cas on observe la présence
d’agrégats plus ou moins gros. Le développement d’une couleur brune, notamment en présence

de Xylose et de Glucose est important. On constate aussi qu'il y a une augmentation de la teneur
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en eau dans les boites de Pétri. Elle se traduit par un changement de I'aspect des poudres ainsi
qu’'une augmentation du poids dans les boites de Pétri. Cette augmentation est due a la fois a
I'adsorption d’eau du milieu par les poudres et au fait que I'eau est I'un des produits de la réaction
de Maillard.

cs

CS+ Xylose

.\| CS+ Glucose

A

C5+ FOS

CS+ Dextran

Avant réaction Maillard Aprés réaction Maillard A

SH

SH+ Xylose

|1 SH+ Glucose

SH+FOS

SH+ Dextran

Avant réaction Maillard Apres réaction Maillard B

Figure 3.15: Evolution de la couleur consécutive a une réaction de Maillard entre

différents hydrates de carbones et le caséinate (A) ou I'hydrolysat de crevette (B).

La présence de composeés bruns est caractéristique de la réaction de Maillard. L'intensité

de ce brunissement est évaluée par mesure de I'absorbance a 420nm (figure 3.16 A et B).

Dans certains cas, le chauffage des glucides seuls entraine une augmentation de
I'absorbance a 420nm et I'apparition de composés bruns : c’est le phénomene de caramélisation.

Ainsi, la caramélisation du ribose a été observée en milieu liquide des 75°C (Sumaya Martinez et
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al., 2007) Dans notre cas, le chauffage des glucides seuls n’entraine ni brunissement visible ni
changement de I'absorbance a 420nm. La réaction de caramélisation n'a donc pas lieu dans les

conditions utilisées (tableau en Annexe 2).
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Figure 3.16 : Evolution du brunissement des différents mélanges avant et aprés la réaction

de Maillard (A — caséinate de sodium (CS) ; B - hydrolysat de crevette(SH))

L’apparition de composés absorbant a 420 nm est caractéristique de l'apparition des

mélanoidines lors de la phase tardive de la réaction de Maillard.

En l'absence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard, I'absorbance est
multipliée respectivement par un facteur 11 ou 7,5 pour les mélanges réactionnels CS + Xylose et

CS + Glucose en comparaison des mesures faites avant réaction de Maillard (figure 3.19 A).
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En revanche, en présence du mélange SH + Xylose, I'absorbance augmente d’un facteur
40 par rapport au mélange avant réaction de Maillard et d'un facteur 6,7 dans le cas du mélange
SH + Glucose.

Ces différentes augmentations s’expliqueraient par le nombre plus élevé de groupements
aminés libres mis en jeu avec I'hydrolysat de crevette comparé au caséinate de sodium ainsi que
par la nature des acides aminés qui constituent les deux sources protéiques. L'utilisation du
Xylose, glucide trés réactif dans la réaction de Maillard, accentuerait ces différences entre sources

protéiques.

En présence de FOS et de Dextran, les produits montrent une plus faible absorbance et la

différence des absorbances avant et aprés réaction de Maillard est faible voire nulle.

En présence de tampon phosphate, on remarque une augmentation significative de
I'absorbance qui est respectivement multipliée par 15, 10 et 7,5 pour les mélanges CS + Xylose,
CS + Glucose et SH+ Glucose par rapport aux mémes mélanges sans tampon phosphate. Cette
différence pourrait étre liée au réle catalyseur joué par les ions phosphate. Comme cela a été

précédemment démontré en milieu liquide (Sumaya Martinez et al., 2007 ; Laroque et al., 2008).

Néanmoins, pour le mélange SH + Xylose, aucune différence d’absorbance n’est

remarquée entre les mélanges maillardisés en eau distillée et ceux en tampon phosphate.

La réactivité des glucides joue un réle sur le brunissement. En effet, le brunissement est
dd a la formation des produits avancés de la réaction de Maillard. Toutefois, le temps d'initiation
de la formation des composés bruns dépend du type de glucides, du temps d'incubation et de la
température (Van Boekel, 2001). Dans notre cas, le temps d'incubation et la température sont les
mémes pour tous les mélanges réactionnels. Pour la méme source protéique, on peut donc
supposer que le facteur majoritairement impliqué dans I'apparition des composés bruns est la

nature du glucide.
Toutefois, le changement de source protéique entraine un changement de comportement

vis-a-vis de la réaction de Maillard. En effet, entre deux sources protéiques, il existe de nombreux

parameétres susceptibles d’intervenir dans la réaction de Maillard :
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Le premier paramétre est la composition en acides aminés. Les acides aminés ne
réagissent pas de la méme fagon lors de la réaction de Maillard. Certains acides aminés,
notamment les acides aminés basiques sont trés réactifs vis-a-vis de la réaction de Maillard car
leur forme majoritaire est R-NH3*, forme qui intervient dans la premiére étape de la réaction de
Maillard. Ajandouz et Puigserver (1999) ont étudié en milieu liquide impact du chauffage, a
100°C, pH 7,5, sur les mélanges contenant un acide aminé — parmi sept acides aminés essentiels
— et du Glucose. lls en déduisent que la lysine est la plus réactive du fait de la présence de deux
fonctions aminées libres suivie par la thréonine et la phénylalanine. La méthionine montre, quand

a elle, une faible réactivité dans la réaction de Maillard.

Le second paramétre est la conformation de la source protéique. Ainsi les protéines
linéaires, telles que le caséinate facilitent la réaction de Maillard quelles que soient la taille et la
structure spatiale du glucide. Inversement les protéines globulaires telles que les protéines du
lactosérum limitent la réaction de Maillard notamment en présence de glucides possédant une

structure complexe (Hiller et Lorezon, 2010).

Le troisiéme paramétre est le nombre de fonctions aminées libres. La composition en
acides aminés d’une protéine, notamment au niveau des extrémités N-terminales joue un role
important. De plus dans le cas d’'une protéine, Iimpact de la composition en acide aminé est
encore plus important aprés une hydrolyse enzymatique. En effet 'hydrolyse augmente le nombre
de fonctions aminées libres en libérant des acides aminés qui étaient masqués auparavant. Cet

aspect sera plus développé dans la partie 3.2.2.2.

D'apres ces résultats de brunissement on peut supposer un ordre de réactivite des
glucides :
(Moins réactif) Dextran = FOS < Glucose < Xylose (plus réactif)
La réactivité des glucides mis en ceuvre dans la réaction de Maillard sera discutée dans la

section suivante.

3.2.1.2 Dosage des fonctions aminées libres
Alors que le brunissement et 'apparence des produits de la réaction de Maillard sont des

indicateurs visibles de 'avancée de la réaction, le dosage des fonctions aminées libres permet de
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mesurer le nombre de fonctions aminées libres engagées dans la réaction. (Wooster et Augustin,
2007 ; Drusch et al., 2009).
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Figure 3.17 : Quantification des groupements aminés libres, A : réaction de Maillard en
présence de caséinate de sodium et B: réaction de Maillard en présence de I'hydrolysat de

crevette (m Avant la RM ; m Aprés la RM en eau distillée ; = Aprés la RM en tampon phosphate).

La figure 3.17 montre la quantité de groupements aminés libres avant réaction de Maillard

et apres réaction de Maillard en présence ou non de tampon phosphate.

En l'absence de glucides, dans le cas du caséinate de sodium seul, il y a une diminution

du nombre de groupements aminés libres aprés le chauffage. Cette diminution ne se retrouve pas
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avec I'hydrolysat de crevette seul. On peut supposer que cette diminution est due a une
agglomération des protéines de caséinate au cours de la lyophilisation et du chauffage. Gu et al.
(2009) supposent que lors du chauffage des ponts disulfures sont créés entre les molécules de

caséinate.

En présence de glucides avant réaction de Maillard, on observe qu’il n'y a pas de
différence significative (p<0.05) entre les différents mélanges et la protéine (CS ou H) seule. On
remarque, tout de méme, que I'une des principales différences entre les deux sources protéiques
est le nombre de fonctions aminées libres. En effet 'hydrolysat de crevette natif posséde environ

quatre fois plus de fonctions aminées libres que le caséinate.

En présence de glucides apres RM, on observe un ordre de réactivité des glucides qui est
corrélé a la taille des glucides utilisés, et ce, quelle que soit la source protéique. Plus le glucide a
une faible masse moléculaire, plus il est réactif. Cet ordre de réactivité est principalement lié a la
stabilité des formes pyranoses des glucides. En effet, pour la réaction de Maillard, c’est la forme

linéaire qui est réactive. Plus la forme pyranose (cyclique) est stable moins le glucide est réactif.

De plus, en présence de tampon phosphate, on remarque une diminution plus importante,
estimée a 10mM pour le caséinate et a 40mM pour I'hydrolysat, du nombre de groupements
aminés libres par rapport a la réaction de Maillard en eau distillée. Cette diminution semble
corroborer I'hypothese du caractere catalyseur du phosphate vis-a-vis de la réaction de Maillard
(Bell, 1997 ; Sandwick et al., 2005 ; Sumaya-Martinez et al., 2005).

Plus la différence — avant et aprés réaction de Maillard — de concentration en équivalent
leucine est importante et plus la réaction est poussée. Ceci traduit une plus grande mobilisation
des fonctions aminées libres dans la réaction. Ainsi la réaction en présence d’hydrolysat de
crevette est plus poussée car la difference de concentration en équivalent leucine est plus
importante qu’en présence de caséinate pour un méme glucide. On peut méme supposer que

dans le cas du Xylose et de I'hydrolyse de crevette, le glucide est un facteur limitant de la réaction.

Si 'on compare la réactivité des glucides en fonction du milieu réactionnel, on remarque
que le milieu sec semble plus réactif que le milieu liquide étant donné que pour le mélange SH +
Xylose, une diminution de 30% des groupements aminés libres a lieu en milieu liquide (Laroque et

al., 2008) contre 50% en milieux sec.
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La confrontation des taux de glycation avec la littérature est délicate car la plupart des taux
de glycation sont exprimés en pourcentage de groupements aminés libres par rapport a la source
protéique native ce qui implique un biais lorsque I'on change de source protéique. La vitesse de la
réaction de Maillard et sa réactivité (mesuré par la perte en fonctions aminées libres et/ou la perte

en glucides) sont dépendantes de nombreux paramétres tels que :

- le ratio protéine/glucides (Medrano et al., 2009, Drusch et al., 2009). Medrano et al.
(2009) montrent que lors de la glycation entre la B-lactoglobuline et le Glucose, le nombre de
résidus glucidique greffés a la protéine augmente avec le ratio molaire. Il passe de 8 a 19 résidus
glucidiques par protéine, lorsque le ratio molaire B-lactoglobuline : Glucose passe de 1:10 a 1:

100 dans les méme conditions chauffage (temps, température, pH).

- le temps d'incubation (Sun et al., 2006, Miralles et al., 2007, Wooster et Augustin 2007).
Wooster et Augustin (2007) se sont penchés sur I'impact du temps d'incubation de la réaction de
Maillard entre des protéines du lactosérum et du Dextran de poids moléculaires différents (29,4 et
42,2kDa). Ces auteurs montrent que le passage de 5 a 10 jours d’incubation augmente le nombre
de molécules de Dextran attachés par mole de protéines de lactosérum et ce, indépendamment
du poids moléculaire du Dextran. Ainsi, le nombre de molécules passe de 0.75-1 a 5,6-5,7 pour le

Dextran de 29,4 ou 42,2kDa lorsque I'on double le temps d’incubation.

- la température d'incubation et I'numidité. Jimenez-castafio et al. (2007) ont compare la
glycation entre la B-lactoglobuline et le Dextran en réalisant la réaction de Maillard & 60°C;
0,44aw ou a 55°C; 0,65aw. La réaction réalisée a 60°C ; 0,44aw montre des vitesses plus
importantes que celle réalisée a 55°C ; 0,65aw. Néanmoins, le taux de glycation est similaire dans

les deux cas.

- le type de chauffage. Guan et al. (2006) ont comparé l'influence de deux modes de
chauffage : le bain-marie a 90°C pendant 2-3 minutes et le micro-onde a 90°C pendant 1,5
minutes sur la glycation de protéines de Soja (SPI) par trois glucides (lactose, maltose et
Dextran). lls montrent que les constantes de disparitions des groupements aminés libres sont
multipliées par des facteurs 5,9 ; 6,6 et 57 par chauffage au micro-onde pour les mélanges SPI-
lactose ; SPI-maltose et SPI- Dextran, respectivement. Les auteurs supposent que I'utilisation du
micro-onde augmente la vibration des molécules entrainant une mobilité plus accrue et donc une

augmentation de la réaction de Maillard.
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Toutefois les résultats obtenus sont en accord avec la littérature scientifique. En effet les

ordres de réactivité sont similaires a ceux de la littérature :
(Moins réactif) Dextran < FOS < Glucose < Xylose (plus réactif)

Cet ordre de réactivité est supporté par de nombreuses études (Laroque et al., 2008 ;
Drusch et al., 2009 ; Hiller et Lorenzen, 2010). Toutefois la réactivité des glucides dépend de

nombreux facteurs.

D’une maniére générale, les glucides peuvent étre classés par poids moléculaire, du plus
faible vers le plus élevée: monosaccharides > disaccharides > oligosaccharides >
polysaccharides. Certains auteurs supposent qu'il existe une corrélation linéaire entre le degré de
glycation et |a taille des glucides (Nackta et al., 1998 ; Li et al., 2009b).

Cette classification reflete plusieurs mécanismes réactionnels. Le premier critere de
réactivité des glucides est la présence de fonction réductrice (fonction carbonyle). Cette fonction
est présente lorsque le monosaccharide ou le dernier élément de la chaine est sous forme
acyclique. La stabilité thermique du glucide utilisé influe sur la proportion des formes
cycliques/acycliques. Plus le glucide est stable thermiquement, moins il existera sous forme
acyclique dans le milieu réactionnel (Oliver et al., 2006). Cette stabilité est aussi assurée par la
longueur de la chaine carbonée, plus celle-ci est longue, plus la molécule est stable (Aoki et al.,
2001 ;Corzo-Martinez et al., 2010).

Pour les monosaccharides, la forme acyclique est présente dans les mélanges. Toutefois,
si la forme pyranose (cyclique) du glucide est stable, alors le glucide sera moins réactif vis-a-vis
de la réaction de Maillard. La stabilité des formes pyranoses est liée a la conformation de la
molécule ; ainsi si les groupements hydroxyles sont tous du méme c6té du cycle, il y a
encombrement et tension (cas du Xylose) ce qui favorise la forme acyclique et donc réactive du
glucide (Laroque et al., 2008). Le Glucose, glucide tres utilisé dans la littérature, notamment dans
les systemes modeles, est moins réactif que le Xylose. Cette différence est due a la stabilité
thermique et stérique de la forme cyclique du Glucose comparé au Xylose. L'utilisation de glucides
plus réactifs permet, entre autre, de pouvoir diminuer la température d’incubation et donc de

limiter 'apparition potentielle de composés cytotoxiques.
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Dans le cas des oligosaccharides, la vitesse initiale de réaction diminue avec
augmentation de la taille de l'oligosaccharide. En utilisant un dipeptide de synthese, ayant un
groupement aminé bloqué et une bonne accessibilité de la lysine, Ter Haar et al. (2011) se sont
penchés sur la réactivité¢ d'oligosaccharides de Glucose. Ills montrent que plus le degré de
polymérisation (DP) des oligosaccharides augmente, moins la réaction de Maillard est poussée.
Néanmoins, I'effet de 'augmentation du degré de polymérisation sur la réaction de Maillard n’est
pas linéaire mais montre plutét une tendance logarithmique. Ainsi la différence entre le Glucose et
le rhamnose est plus importante que la différence entre le maltoheptaose et le maltooctaose. Cet
impact du degré de polymérisation de l'oligosaccharide sur la réaction de Maillard a aussi été
démontré avec des protéines natives (ovalbumine et a-lactalbumine) (Aoki et al., 2001 ; Ter Haar
etal., 2011).

Dans ces deux cas, les variations de vitesse de réaction entre les différents mélanges sont
dues non pas au nombre de fonctions réductrices mais a la longueur de la chaine glucidique. En
effet, les mélanges ont été réalisés en ratio molaire lysine : fonction réductrice constant quel que
soit le glucide utilisé. Ainsi, Ter Haar et al. (2011) montrent que la vitesse de glycation entre I'a-
lactalbumine et le maltoheptaose est 8 fois plus faible qu’en présence de maltotriose et 40 fois

plus faible qu’en présence de Glucose.

Dans certains cas, les liaisons glucosidiques sont plus ou moins labiles et une hydrolyse
partielle ou totale de la molécule peut survenir lors de la réaction, libérant des fonctions
réductrices. C'est par exemple le cas, de l'inuline, un oligosaccharide composé d’unités fructoses
(liaisons B 2-1) et d’'une unité Glucose terminale (liaisons B 2-1) (Oliver et al., 2006).

Les polysaccharides sont des molécules stables du fait de leur taille et de la présence de
chaines latérales. De plus, souvent une seule fonction réductrice est présente par molécule ce qui
réduit leur réactivité vis-a-vis de la réaction de Maillard. En outre, de la faible proportion de
fonctions réductrices sous forme linéaire, les polysaccharides de par leur structure ramifiée
provoquent un encombrement stérique autour des fonctions aminées libres ce qui prévient la
réaction de plusieurs glucides avec la méme molécule (Kato, 2002 ; Oliver et al., 2006 ; Li et al.,
2009b ; Corzo-Martinez et al., 2010 ; Xu et al., 2010). Ainsi Ter Haar et al. (2011) ont montré qu'il
y a une diminution de la disponibilité et de I'accessibilité des fonctions aminées libres en présence

de Dextran.
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En milieu sec, tout comme en milieu liquide, la réaction de Maillard peut étre controlée par
la diffusion de molécules. Ainsi les petites molécules sont plus mobiles dans le milieu réactionnel
et donc plus réactives (Acevedo et al., 2005). Toutefois, en milieu sec, la mobilité des molécules
devient un facteur limitant, et celles ci se déplacent par diffusion. En plus de la mobilité, la
température devient, en milieu sec, un facteur clé de la réaction. Non seulement elle oriente la
réaction vers une voie prédominante mais, si celle ci est inférieure a la température de transition
vitreuse (Tg) du systéme, alors la réactivité des molécules diminuera. Ce paramétre est plus
important dans le cas des oligo et polysaccharides. En effet, pour des températures supérieures a
leur Ty ils deviennent plus flexibles et donc plus réactifs (Acevedo et al., 2005 ; Kawai et al.,
2005). Dans notre étude, nous avons choisi de travailler a 50°C, afin de rester en conditions
douces pour la réaction de Maillard et limiter la production de composés cytotoxiques. Les
températures de transition vitreuse pour les pentoses sont de I'ordre de 5°C, pour les hexoses de
31°C et dans le cas du Dextran elle est supérieure a 120°C. Nous avons donc bien travaillé a une
température supérieure a la Ty pour le Xylose et le Glucose mais pas dans le cas du Dextran.

Ceci pourrait expliquer la faible réactivité du Dextran au cours de la réaction de Maillard.

3.2.1.3 Etude des profils chromatographiques

Les profils chromatographiques donnent des informations précieuses sur la taille des
composés néoformés ainsi que sur la réactivité des glucides et I'impact de la taille et de la source
protéique. Pour cela, les chromatogrammes ont été extraits a deux longueurs d'onde : 220 nm
pour mettre en évidence les liaisons peptidiques et 294 nm pour mettre en évidence les composés

aromatiques, intermédiaires de la réaction (Sumaya Martinez et al. 2007).

Les échantillons ont été préparés a la méme concentration en équivalent protéines
(5mg.ml') et le méme volume a été injecté (50uL) en chromatographie afin d'évaluer I'impact de
la glycation. Si 'aire totale des mélanges glyqués a 220nm augmente par rapport aux mélanges

natifs, alors cela démontre la présence de composés néoformés lors de la réaction.

Caséinate de sodium
Tous les échantillons de caséinate de sodium ont été analysés avec la colonne Superdex
200 10/300GL qui fractionne entre 10 et 600 kDa. Les chromatogrammes des échantillons issus

des RM en présence de tampon phosphate sont présentés en annexe 3 et 4
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Figure 3.18 : Profils chromatographiques, extraits a 220nm, du caséinate de sodium seul
et du caséinate de sodium incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose, FOS et de
Dextran en eau distillée. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution par le tampon phosphate
50mM (pH 7) + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min-".

Le caséinate est issu des caséines ds1, sz, B et kK dont les poids moléculaires sont 23, 25,
24 et 19kDa, respectivement. Sur la figure 3.18, on remarque que le caséinate natif (courbe
orange) sort, majoritairement, a un temps de rétention correspondant & un poids moléculaire
estimé a 100kDa. De plus, on observe la présence de pics de caséinate a des temps de rétention
inférieurs a 15 min, c'est-a-dire dans le volume mort de la colonne, ce qui correspond a des
molécules de poids moléculaire supérieurs a 600kDa. Ces résultats, correspondant a des poids
moléculaires supérieurs au poids des caséines seules suggérent qu'il y a des agrégations, ou des
micelles dans le caséinate utilisé.

La répartition des poids moléculaires du caséinate de sodium (tableau 3.3) est de 25,4%
de molécules de poids supérieur a 200kDa ; 48,2% de molécules de poids compris entre 50 et
200kDa et 16,4% de molécules de poids inférieur a 50kDa. Cette répartition est proche de celle
reportée par Hiller et Lorenzen (2010) dont la répartition des poids des molécules de caséinate est
de 19% pour les molécules de poids supérieur a 200kDa ; 56,8% pour les molécules de poids

compris entre 20 et 200kDa et 24,2% pour les molécules de poids inférieur a 20kDa.
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Les différences de répartition moléculaire peuvent étre dues a la méthode de mesure, en
effet alors que nous avons opté pour la chromatographie d’exclusion sérique, ces auteurs ont opté
pour la SDS page. La source du caséinate peut aussi Iégerement influer sur la répartition par sa

préparation, son conditionnement et son stockage.

Le mélange CS + Xylose posséde un profil chromatographique trés différent des autres
échantillons. Cela s’explique par la faible solubilité des échantillons, ainsi seule la fraction soluble
d’'un mélange préparé a 20mg.mL-" (soit une concentration 4 fois supérieure a celle des autres
échantillons) a pu étre injectée. De ce fait, la répartition des poids moléculaire n'a pas pu étre

déterminée.

Dans le cas des autres mélanges, on remarque que les profils chromatographiques sont
proches de celui du caséinate natif. Toutefois, dans le cas du mélange CS + Glucose, on
remarque une différence de profil entre 20 et 27 minutes par rapport au caséinate natif: il n’y a
pas de diminution de I'absorbance. Cela peut s’expliquer par la présence de composés
néoformés. En effet, lorsque 'on regarde le pourcentage des composés par classe de taille dans
cette zone on remarque une augmentation par rapport au caséinate natif pour la classe de peptide
200-400kDa (multiplication par 3) et pour la classe de peptide 100-200 kDa (multiplication par
2.5).

Tableau 3.3 : Répartition des composés par classes de taille : caséinate de sodium seul et

du caséinate de sodium incubé respectivement en présence de Glucose, FOS et de Dextran.

Répartition des peptides (%) en fonction de leur poids moléculaire (Da)

Glycoconjugué | >400000 | 0000 | 2ROV | THONE | <50000
CS natif 21,51 3,87 9,06 39,14 26,42
CS GlcRmed 21,41 10,59 22,47 32,96 12,55
CS GlcRm tp 31,77 12,77 22,28 22,23 10,95
CSFOSRmed 23,27 4,13 16,38 37,16 19,06
CS FOS Rm tp 24,7 5,22 21,18 28,64 20,26
CS Dex Rm ed 26,07 6,51 17,6 31,93 17,89
CS DexRm Tp 25,14 6,83 23,69 26,78 17,56

Lorsque I'on observe la figure 3.22, on remarque que l'allure des chromatogrammes a
294nm suit celle des chromatogrammes a 220nm. On remarque aussi que I'absorbance avec le

Glucose est supérieure ce qui confirmerait I'apparition de composés néoformés.
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Figure 3.19 : Profils chromatographiques, extraits a 294nm, du caséinate de sodium seul
et du caséinate de sodium incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose, FOS et de
Dextran en eau distillée. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution par le tampon phosphate
50mM (pH 7) + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min-".

A 294nm, on observe comme a 220nm une légére augmentation de I'aire sous la courbe
en présence de caséinate maillardisé avec le Glucose (figure 3.19). Cette augmentation indique la
production de composés aromatiques lors de la glycation. Pour les autres glucides, aucune

différence significative est observée comparativement au caséinate natif.

Hydrolysat de crevette

Les échantillons d’hydrolysat de crevette glyqué avec le Xylose, le Glucose et les FOS ont
été analysés avec la colonne superdex peptide HR 10/300GL dont le domaine de fractionnement
est compris entre 100 et 7000 Da. Les chromatogrammes des échantillons issus des RM avec le
Xylose, le Glucose et les FOS en présence de tampon phosphate sont présentés en annexe 5 et
6. L’hydrolysat de crevette glyqué avec le Dextran a été analysé avec la colonne Superdex 200
10/300GL qui fractionne entre 10 et 600 kDa. Les chrommatogrammes issus de la RM en tampon
phosphate avec le Dextran sont présenté en annexe 7 et 8. L’hydrolysat de crevette natif a été

analysé avec les deux colonnes.
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Figure 3.20 : Profils chromatographiques, extraits a 220nm, d’un hydrolysat de crevette
natif et d'un hydrolysat de crevette incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose et de
FOS en eau distillée. Colonne Superdex peptide HR 10/300GL, élution par un mélange 30 :70
d’acétonitrile et d'eau + TFA (0,01%), débit de 0,5ml.min-1

Sur la figure 3.20, on remarque que les profils chromatographiques sont différents en
fonction du glucide utilisé. Le tableau 3.3 résume la répartition des poids moléculaires de
I'hydrolysat de crevette natif et maillardisée. Le profil chromatographique du mélange SH+FOS
(courbe mauve) aprés réaction de Maillard est proche de celui de I'hydrolysat natif (courbe bleu).
Ces résultats soulignent le caractére peu réactif des fructooligosaccharides dans de la réaction de
Maillard.

Au contraire le mélange SH+Xylose (courbe rouge) aprés réaction de Maillard differe de
I'hydrolysat natif. On remarque la formation de composé de plus hauts poids moléculaires (entre 3

et 7kDa) ainsi qu’une augmentation importante de I'aire sous la courbe.

Le mélange SH+Glucose présente une forme intermédiaire. Bien que son profil
chromatographique soit proche de celui de I'hydrolysat natif, I'aire sous la courbe augmente

légérement et on observe une augmentation de la proportion des peptides aux alentours de
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500Da ainsi qu’un pic aux alentours de 37minutes de temps de rétention soit un poids moléculaire

inférieur a 100Da.

Tableau 3.4 : Répartition de I'hydrolysat de crevette natif et 'hydrolysat de crevette natif
incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose, FOS et de Dextran en fonction de leur

poids moléculaire.

Répartition des peptides (%) en fonction de leur poids moléculaire (Da)
Glycaconjugue > 7000 7000-3000 | 3000-1000 1000-500 <500
SH natif 0,22 437 13,45 13,52 68,45
SH Xyl Rm ed 6 20,99 23,53 12,33 37,15
SH Xyl Rm Tp 11,13 24,25 21,6 10,67 32,35
SH Glc Rm ed 0,56 5,82 16,55 14,48 62,58
SH Glc Rmtp 0,56 6,34 17,6 14,9 60,61
SHFOS Rm ed 0,41 5,17 15,32 14,29 64,82
SHFOS Rm tp 0,35 5,2 14,98 13,81 65,66
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Figure 3.21 : Profils chromatographiques, extraits @ 220nm, d'un hydrolysat de crevette et

d’'un hydrolysat de crevette incubé avec du Dextran. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution par

le tampon phosphate 50mM (pH 7) + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min"".
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Sur la figure 3.21, on observe que les profils chromatographiques de SH et SH — Dextran
sont proches. De plus, dans le cas du SH+ Dextran, on ne détecte pas de composés supérieurs a
10kDa, or le Dextran utilisé dans 'étude possede un poids moléculaire moyen de 170kDa. On
peut donc supposer que la glycation avec le Dextran a été faible car on observe une légere
augmentation de I'aire sous la courbe. Toutefois, comme la distribution des poids moléculaires
n'est pas affectée, on peut émettre 'hypothése que la faible glycation est due a la présence de

glucides libérés des molécules de Dextran au cours du processus de fabrication des PRM.
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Figure 3.22 : Profils chromatographiques, extrait & 294nm, d’un hydrolysat de crevette et
d’'un hydrolysat de crevette incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose et de FOS en
eau distillée. Colonne Superdex peptide HR 10/300GL, élution au par un mélange 30:70
d’acétonitrile et d'eau + TFA (0,01%), débit de 0,5ml.min-1

A 294 nm, on observe les mémes tendances qu'a 220 nm c'est-a-dire qu'il y a peu de
différence entre le mélange natif et le mélange SH + FOS maillardisé ; la glycation en présence de
Glucose entraine une Iégére augmentation de I'absorbance, (figure 3.22). La glycation avec le
Xylose entraine la production de nombreux composés aromatiques, qui dans ce cas, sont de taille

comprise entre 7000 et 100 Da.
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Premierement, I'ordre de réactivité des glucides lors de la réaction de Maillard en milieu
sec est le méme pour les deux sources protéiques utilisées :
(moins réactif) Dextran < FOS < Glucose < Xylose (plus réactif)
De plus, la glycation entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose entraine I'apparition de
composés de plus haut poids moléculaire que ceux de I'hydrolysat natif (entre 3 et 7kDa) ainsi que

celle de nombreux composés aromatiques. Dans le cas de la glycation entre I'hydrolysat de

crevette ou le caséinate de sodium avec le Glucose, ces apparitions sont moins marquées

3.2.2 Effet du poids moléculaire de la source protéique

Afin de voir I'impact de la taille des peptides sur la réaction de Maillard, la protéine de
référence, le caséinate de sodium, a été hydrolysée par I'Alcalase® 2,4L afin d’augmenter le
nombre de fonctions aminées libres. Toutefois, étant donné que seul le ratio E/S varie, c'est la
proportion des différents peptides dans le milieu qui va changer (ce qui sera confirmé par les

profils chromatographiques).
3.2.2.1 L’hydrolyse du caséinate

Dans un premier temps, quatre hydrolyses de deux heures a différents ratios
Enzyme/Substrat ont été réalisées. Les ratios E/S choisis sont 0,375% ; 0.75% ; 1.5% et 3% soit
9, 18, 27 et 36 AU/kg. La figure 3.26 montre les cinétiques de degré d’hydrolyse (DH) du
caséinate par I'Alcalase pour les quatre ratios E/S. Les quatre cinétiques d’hydrolyse présentent
une vitesse de réaction rapide dans les premiéres minutes. Puis la vitesse diminue et le degré
d’hydrolyse tend vers un plateau qui n'est pas atteint aprés deux heures d’hydrolyse. Plus la
concentration en enzyme est importante, plus le DH au cours du temps est important. Ceci est en
accord avec les résultats de Zhao et al. (2007) ou la caséine est hydrolysée avec 4 concentrations
différentes en Alcalase (de 12 a 48 AU/kg). L'évolution du DH au cours du temps montre le méme

profil que dans notre étude.

Les allures des courbes d’hydrolyse sont similaires a celles de courbes d’hydrolyse
enzymatique obtenues a partir d'autres sources protéiques telles que des co-produits marins
(Klompong et al., 2007 ; Guérard et al., 2002).
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Figure 3.23 : Evolution du DH au cours du temps pour des ratios E/S compris entre 0,38%

et 3%. Hydrolyse a pH 8, température de 50°C, ratio Substrat/Eau de 8%.

Lorsque I'on s'intéresse aux DH finaux obtenus, on remarque qu'ils sont inférieurs a ceux
obtenus par Zhao et al. (2007). Dans notre cas, le degré d’hydrolyse maximum du caséinate
atteint 13.5% en incubant le caséinate pendant 2 heures en présence d'Alcalase® 2.4L pour un
ratio E/S de 3% alors que Zhao et al. (2007) atteignent un DH maximal de 16,5% en hydrolysant
la caséine avec I'Alcalase. Toutefois, les conditions d’hydrolyse sont différentes. Premiérement, ils
utilisent une concentration en substrat presque deux fois supérieure a la notre (S=15%) et la
concentration en enzyme utilisée varie entre 12 et 48 AU/kg. De plus, I'hydrolyse est réalisée a
60°C, pH 8 pendant quatre heures, alors que nous avons réalisé les hydrolyses a 50°C pH 8
pendant deux heures. Ces auteurs montrent que I'hydrolyse de la caséine est plus poussée a
60°C qu'a 50°C en utilisant la méme concentration en Alcalse (36 AU/kg) et en substrat. (15%).
Pour les mémes conditions de température, pH et concentration en enzyme, Zhao et al. (2007)
obtiennent des DH supérieurs aux nétres, méme en comparant les valeurs a 2h d’hydrolyse ce
qui peut s’expliquer par la concentration en substrat qui est de 15% dans leur cas et de 8% dans
le notre. Cette différence peut aussi étre due au procédé de fabrication de du substrat, en effet
Zhao et al. (2007) utilisent de la caséine alors que nous utilisons du caséinate de sodium qui est

obtenu par acidification de la caséine suivi de I'ajout d’'un élément basique, ici le sodium.
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Le degré d’hydrolyse augmente avec I'augmentation du ratio E/S. La représentation du
degré d’hydrolyse en fonction de la concentration en enzyme (log1o) a été utilisée pour déterminer
les couples durée d’hydrolyse — ratio E/S pour hydrolyser le substrat a un DH fixé selon Guérard
et al. (2002) (figure 3.24). Ces courbes ont été utilisées pour fixer les conditions d’hydrolyse afin
d’atteindre les trois DH choisis : le DH maximal obtenu de 13,5%, un DH intermédiaire de 10% et
un DH faible de 6,5%.
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Figure 3.24 : relation entre le Log1o (concentration en enzyme) et le DH pour le caséinate

de sodium.

Les conditions expérimentales retenues pour atteindre les DH choisis sont les suivantes :

-13,5% (E/S= 3% ; 120min)
- 10% (E/S = 1.5%; 80 min)
-6.5% (E/S = 1.5%; 26 min)

La réaction de Maillard a été conduite avec du Xylose ou du Dextran en présence ou non
de tampon phosphate soit quatre conditions de réaction de Maillard pour chaque degré
d’hydrolyse. Chaque mélange contenant le caséinate hydrolysé (CSH) + le glucide, a été préparé
a partir d’'un batch d’hydrolyse. La figure 3.25 montre les cinétiques d’évolution du DH pour les

trois conditions choisies.
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Figure 3.25: Cinétique dévolution du degré dhydrolyse pour les trois conditions
expérimentales choisies.

Pour chaque condition expérimentale, la courbe moyenne a été tracée. On remarque que
les hydrolyses sont trés reproductibles (CV moyen < 2) d’'un batch a I'autre. De plus, on remarque
sur la figure 3.25 que pour un méme ratio de 1,5%, I'hydrolyse de 26 minutes correspond bien au
début de I'hydrolyse mené durant 80 minutes.

L’hydrolyse du caséinate permet d’augmenter le nombre de fonctions aminées libres,
comme le montre la figure 3.26. On observe une corrélation linéaire (R? = 0.99) entre le degré

d’hydrolyse et la concentration en groupements aminés libres.
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Figure 3.26 : Lien entre le DH et la concentration en fonctions aminées libres.

Toutefois la concentration en groupements aminés libres aprés une hydrolyse de deux
heures (250mM équivalent leucine) est inférieure a celle de I'hydrolysat de crevette (430mM

équivalent leucine). Cette différence refléte la taille et la répartition des peptides, I'hydrolysat de
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crevette étant plus hydrolysé que I'hydrolysat de caséinate méme pour un DH de 13.5%. De plus
la composition en acides aminés des deux sources protéiques est différente ce qui aura un impact

sur les vitesses de réaction.
3.2.2.2 Dosage des fonctions aminées libres

Pour réaliser 'étude de I'impact du poids moléculaire de la source protéique, sur la RM
nous avons choisi de travailler avec deux glucides : le Xylose pour sa réactivité élevee dans la RM

et le Dextran pour ses propriétés émulsifiantes.

La mesure des groupements aminés libres, avant et aprés la réaction de Maillard, permet

d’évaluer la mobilisation des fonctions aminées libres lors de la RM.
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Figure 3.27 : Quantification des groupements aminés libres A : réaction de Maillard en
présence de Xylose et B : réaction de Maillard en présence de Dextran (m Avant la RM ; m Aprés

la RM en eau distillée ; = Aprés la RM en tampon phosphate).
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Sur la figure 3.27 A, on observe, une forte diminution des groupements aminés libres lors
de la glycation avec le Xylose en présence ou non de tampon phosphate. La présence de tampon
phosphate augmente la mobilisation des fonctions aminées libres lors de la réaction de Maillard,
et dans ce cas on ne remarque pas de différence significative dans la concentration finale en
groupements aminés libres pour les trois degrés d’hydrolyse. En présence de tampon, quel que
soit le degré d’hydrolyse, environ 75% des fonctions aminées libres initiales sont consommées
lors de la réaction de Maillard. Cette consommation correspond a une diminution de 128, 160 et
185 mM équivalent leucine pour CS (DH 6.5%) ; CS (DH 10%) et CS (DH 13.5%) respectivement.

En présence de Dextran (figure 3.27 B), on n'observe pas de diminution significative du
nombre de fonctions aminées en présence des trois DH en absence de tampon phosphate sauf
pour un DH de 10%. La présence de tampon phosphate permet une faible glycation, toutefois la
diminution du nombre de groupements aminés libres n’est pas significativement différente pour les
trois DH. On peut donc supposer que dans ce cas la réaction est limitée par les encombrements
stériques liés aux ramifications du Dextran ainsi qu’'au faible nombre de fonctions réductrices de

cette molécule.

La diminution des fonctions aminées libres avant et apres réaction de Maillard, pour les

différentes conditions utilisées, est synthétisée dans le tableau 3.5.

Tableau 3.5: Diminution des fonctions aminées libres (en mM équivalent leucine) en
fonction du degré d’hydrolyse, du glucide utilisé et de la présence ou non de tampon phosphate

(Tp) lors de la réaction de Maillard.

DH 6,5% DH 10% DH 13,5%
sans Tp Avec Tp sans Tp Avec Tp sans Tp Avec Tp
Xylose 1042+211204+411(1147+45(1609 +24 116, 4+ 731849+ 7 1
Dextran 029 122236 | 192243 | 25+45 016 66174

L'influence des peptides et/ou des protéines sur la réaction de Maillard reste un sujet
délicat du fait de leur complexité. Néanmoins quelques auteurs (Lu et al., 2005 ; Lan et al., 2010 ;
Ter Haar et al., 2011) se sont penchés sur l'influence de la nature des peptides lors de la réaction
de Maillard en utilisant des peptides purs tels que la diglycine, la triglycine ou la tetraglycine ou

des peptides de syntheses.

146



Dans certains cas, une dégradation thermique des peptides peut avoir lieu pendant le
chauffage induisant un enrichissement en fonctions aminées libres au cours de la réaction (Kim et
Lee, 2009b). Ceci n'est pas le cas dans notre étude car les hydrolysats chauffés seuls ne

présentent pas d’augmentation de la concentration en fonctions aminées libres.

A méme concentration massique, plus la taille du peptide est faible, plus la concentration
en fonctions aminées libres est importante. Ces différences peuvent entrainer des changements
de vitesse de réaction. En effet, Ter Haar et al. (2011) observent une augmentation de 17% de la
vitesse de réaction quand le ratio molaire lysine :Glucose passe de 1:2 a 1:5 mais seulement de

14% lorsque le ratio passe de 1:5 a 1:10.

La taille et la structures des peptides/protéines jouent un réle dans la glycation et ce, en
fonction du glucide utilisé. Ainsi Ter Haar et al., (2011) ont mesuré le pourcentage de lysine
modifiée au cours de la réaction de Maillard entre a-lactalbumine ou le FAAL (dipeptide : 3-(2-
furyl)acryloyl-Ala-Lys-OH) en présence de Glucose, maltriose et maltoheptaose. En présence de
Glucose les deux sources protéiques présentent la méme cinétique (courbes superposables) de
modification de la lysine. En revanche, lorsque ces deux sources protéiques sont en présence de
maltriose ou de maltoheptaose, la mobilisation des fonctions aminées libres est plus importante en
présence de FAAL qu'avec I' a-lactalbumine. Dans le cas du maltotriose, aprés avoir présenté la
méme cinétique de modification de la lysine pendant les premiéres 24h, on observe une
diminution du taux de réaction en présence d’a-lactalbumine. Dans le cas du maltoheptaose, la
cinétique de réaction avec I a-lactalbumine est plus faible que celle en présence de FAAL et ce
dés le début de la réaction. Cette différence s’expliquerait par la différence de mobilité des
molécules (sources protéiques et glucidiques) mais aussi par ['accessibilité des groupements

aminés libres aprés le début de la réaction (encombrements dus aux glucides glyqués).

Dans ce cas, le premier glucide greffé sur la protéine peut inhiber la glycation de glucides
sur les autres sites de la protéine. Cette inhibition est due soit aux encombrements stériques soit a
des changements conformationels de la protéine du fait de la glycation qui masque les autres

sites potentiellement réactifs.
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Hwang et al. (2011) ont étudié différents mélanges d’acides aminés et de Glucose ou de
fructose. En mesurant 'absorbance a 294nm des différents mélanges, ils montrent que certains
acides aminés sont plus réactifs lors du chauffage en présence de fructose. Les mélanges
fructose et tryptophane, alanine, asparagine, glutamine, acide aspartique, acide glutamique,
histidine ou lysine possédent les absorbance a 294nm les plus importantes. Cette longueur d’onde
sert a détecter les composés intermédiaires de la réaction de Maillard. La composition en acides
aminés de la source protéique hydrolysée, peut donc entrainer des différences de réactivité vis-a-

vis de la réaction de Maillard.

Etant donné que la composition en acides aminés ne change pas avec I'hydrolyse

enzymatique, on peut supposer que la réaction de Maillard est promue par :

- la concentration en fonctions aminées libres qui augmente avec le degré d’hydrolyse

- 'augmentation de la mobilité de la source protéique avec la diminution de son poids
moléculaire.

3.2.2.3 Brunissement

Comme dans le cas de la protéine native, on observe a la fois un changement de I'aspect
de la poudre (aspect visqueux, changement de la granulométrie) et de la couleur aprés la réaction
de Maillard (figure 3.28). Néanmoins, le changement de couleur est visible a la fois dans les
échantillons contenant du Xylose mais aussi dans ceux contenant du Dextran a partir du degré
d’hydrolyse de 10%.
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Figure 3.28 . Evolution de la couleur consécutive a une réaction de Maillard entre
différents hydrates de carbones et le caséinate hydrolysé & 6.5% (A) ; 10% (B) et 13,5% (C)

Toutefois, I'incubation de I'hydrolysat de caséinate en présence de Xylose entraine,
comme pour la protéine native, une augmentation significative de I'absorbance a 420nm (figure
3.29). Celle-ci est multipliée, aprés réaction de Maillard par 32, 30 et 22 pour CSH (DH = 6.5%)
Xylose, CSH (DH = 10%) Xylose et CSH (DH = 13.5%) Xylose, respectivement. On remarque que

le brunissement est plus important en présence de Xylose qu’en présence de Dextran.

En présence de Dextran, on observe une augmentation significative de I'absorbance avec
I'augmentation du degré d’hydrolyse, celle-ci est multipliée, aprés réaction de Maillard d’un facteur

1,2 et ce quel que soit le DH.
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Figure 3.29 : Evolution du brunissement en fonction du degré d’hydrolyse.

Dans le cas de I'hydrolysat de crevette, I'absorbance @ 420nm du mélange SH Xylose
maillardisé atteint la valeur de 17, ce qui correspond a la multiplication par un facteur 40 de
I'absorbance avant la réaction. Cette valeur d’absorbance est supérieure a celle des caséinates
hydrolysés glyqués avec le Xylose. La différence peut s'expliquer par la différence de
concentration en fonctions aminées libres ainsi que par composition différente en acides aminés
des deux sources protéiques entrainant une réaction plus importante avec lhydrolysat de

crevette.

Comme pour I'évolution du nombre de groupements aminés libres on observe un effet

positif du tampon phosphate sur le brunissement.
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3.2.2.4 Etude des profils chromatographiques
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Figure 3.30 : Chromatogramme extrait & 220nm du caséinate natifs et des caséinates
hydrolysés avec ['Alcalase® 2,4L. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution par le tampon
phosphate 50mM + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min"".

Comme vu préecédemment le caséinate natif sort & un temps de rétention supérieur a celui
attendu (figure 3.30).

Dans le cas des hydrolysats de caséinate, les composés de haut poids moléculaires ne
sont plus présents, les composés ont des poids moléculaires de l'ordre de 10 kDa. Cela suggere
que I'hydrolyse a scindé les agrégats ou les micelles. Sur ces chromatogrammes, il est difficile de
différencier les trois degrés d’hydrolyse, la colonne utilisée étant faiblement discriminante pour les
faibles poids moléculaires (tableau 3.6). Afin de mieux caractériser les trois caséinates hydrolysés,
une deuxiéme série de chromatographie a été réalisée avec une colonne Superdex peptide HR

10/300GL dont le domaine de fractionnement est compris entre 7 000 et 100 Da (figure 3.31).
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Tableau 3.6 : répartition des poids moléculaire entre le caséinate natif et le caséinate

hydrolysé a trois degré d’hydrolyse différents.

Repartition des peptides {3} en fonction de leur poids moléculaire (Da)

temps de rétention (min)

Glycoconjugué >400 000 | 400 000 - 200 000 |200 000 - 100 000100 000 - 50 000| <50 000
CS natif 21,51 3.87 9,06 39,14 26,42
CSH 6,5% 0,52 0 0 14,53 284,95
CSH 10% 0.34 0.09 0.01 94 90,18
CSH 13,5% 0,45 0.01 0,06 5,58 93,9
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Figure 3.31 : Chromatogramme extrait @ 220nm des caséinates hydrolysés natifs. Colonne

Superdex peptide HR 10/300GL, élution par un mélange 30 :70 d’'acétonitrile et d'eau + TFA

(0,01%), débit de 0,5ml.min"

L’augmentation du degré d’hydrolyse se traduit par un glissement des chromatogrammes

vers des poids moléculaires inférieur a 5 kDa (figure 3.31).

Il semblerait que I'on ait un point de pivot a 1 kDa. En effet, lorsque I'on augmente le degrée

d’hydrolyse, on enrichit le milieu en peptides inférieurs & 1kDa et on appauvrit le milieu en peptide

supérieur a 1kDa.
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Figure 3.32 : Chromatogrammes extraits a 220nm des caséinates hydrolysés maillardisés

avec du Xylose (trait plein), et des caséinates hydrolysés natifs (traits pointillés). Colonne
Superdex peptide HR 10/300GL, élution par un mélange 30 :70 d’acétonitrile et d'eau + TFA

(0,01%), débit de 0,5ml.min"

On remarque que: - (1) la réaction de Maillard semble avoir lissé les profils

chromatographiques, gommant les différences visibles entre les échantillons natifs (traits

pointillés). (2) Une augmentation du poids moléculaire des composés qui se traduit par un

décalage vers la gauche des chromatogrammes par rapport aux caséinates hydrolysés natifs.

Cette augmentation est due a la glycation avec les molécules de Xylose. Il semblerait que les
peptides engagés dans la réaction de Maillard soit principalement les peptides inférieurs a 1kDa.

La réaction de Maillard forme majoritairement des composés de masse moléculaire comprise

entre 3 et 7 kDa.
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Figure 3.33 : Chromatogrammes extraits a 220nm des caséinates hydrolysés maillardisés
avec du Dextran (trait plein), et des caséinates hydrolysés natifs (traits pointillés). Colonne
Superdex peptide HR 10/300GL, élution par un mélange 30 :70 d’acétonitrile et d'eau + TFA
(0,01%), débit de 0,5ml.min"".

Dans le cas de la glycation en présence de Dextran, les profils chromatographiques avant
et aprés réaction de Maillard (traits pointillés/pleins) sont pratiquement superposables et ce quel
que soit le degré d’hydrolyse utilisé. Ceci est en adéquation avec les résultats du dosage OPA qui

montrent une glycation faible voir nulle en présence de Dextran.
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Figure 3.34 : Chromatogrammes extraits a 294nm du caséinate natif et des caséinates
hydrolysés avec I'Alcalase® 2,4L. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution au tampon phosphate

50mM (pH 7) + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min-".

Pour le caséinate natif et les hydrolysats de caséinate, 'absorbance a 294 nm est faible
(figure 3.34). Cette faible absorbance a 294 nm indique qu'il y a peu de composés aromatiques

dans les échantillons natifs.

Synthése :

On observe une augmentation linéaire du nombre de fonctions aminées libres avec le

degré d’hydrolyse du caséinate de sodium.

L’hydrolyse enzymatique du caséinate de sodium enrichit le milieu principalement en

peptides de poids moléculaire inférieur a 10 kDa.

La glycation des hydrolysats de caséinates de sodium avec le Xylose semble

homogénéiser la répartition des poids moléculaires et ce quel que soit le degré d’hydrolyse utilisé.
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3.2.3 Mise en évidence d’un facteur limitant

D’apres les résultats obtenus avec I'hydrolysat de crevette glyqué avec le Xylose, soit une
diminution de 50% respectivement des fonctions aminées libres, on peut se demander si le Xylose
n‘est pas le facteur limitant de la réaction. Pour explorer cette hypothése, trois réactions de
Maillard ont été réalisées avec I'hydrolysat de crevette, 'une avec le ratio protéines-glucide utilisé
précédemment (SH X 1: 1), une autre avec une concentration en Xylose doublée (SH X 1: 2) et,

enfin, la derniére avec une concentration en Xylose quadruplée (SH X 1: 4).

3.2.3.1 Brunissement

L’augmentation de la teneur en Xylose n’entraine pas de différence visuelle dans la
couleur et I'aspect des produits (figure 3.35).

Effet de la concentration en xylose

SHX1:1

SHX1:2

SHX1:4

Avant réaction Maillard Apres réaction Maillard

Figure 3.35: Aspect des produits avant et aprés la réaction de Maillard avec différentes

concentrations en Xylose.

La figure 3.36 présente le brunissement des différents produits avant et apres la réaction
de Maillard. On remarque qu'il y a une forte augmentation du brunissement aprés la réaction de
Maillard pour les différents mélanges par rapport aux mélanges natifs. Toutefois quelle que soit la
concentration en Xylose, et ce méme en présence de phosphate, le brunissement des différents
milieux aprés la réaction de Maillard est similaire. Le changement de la concentration en Xylose

n’a, a priori, pas d’impact sur le brunissement.
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Figure 3.36 : Evolution du brunissement en fonction de la concentration en Xylose.

3.2.3.2. Dosage des fonctions aminées libres

Bien que I'on n'observe pas de différence significative de brunissement entre les différents
mélanges, on peut se demander s’il y a eu un impact de la concentration en Xylose sur la

mobilisation des fonctions aminées libres.

La figure 3.37 présente la quantification des fonctions aminées libres en fonction de la

concentration en Xylose et de la présence de tampon phosphate.

Apres la réaction de Maillard en présence de tampon phosphate, on remarque une
diminution significative de la concentration en équivalent leucine par rapport aux mélanges sans

tampon phosphate.
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Figure 3.37 : Quantification des groupements aminés libres avant et apres la réaction de
Maillard entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose a trois concentrations.
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Figure 3.38 : Effet de la concentration en Xylose (mg/ml) sur la diminution des fonctions

aminées libres exprimées en équivalent leucine (mM)
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On observe une diminution de la concentration en groupements aminés libres avec
I'augmentation de la concentration en Xylose dans le mélange. La concentration en Xylose est
donc un facteur limitant de la réaction. Toutefois, dans la gamme de concentration choisie, une
augmentation d’un facteur 2 n’entraine pas une diminution par deux de la concentration en
groupements aminés libres. On observe un ralentissement de la diminution de la concentration en

groupements aminés libres entre 180 et 360 mg/ml de Xylose (figure 3.38).

Une relation logarithmique peut étre établie entre la diminution de la concentration en
équivalent leucine et la concentration en Xylose (mg/ml) introduite dans le mélange en conservant

une concentration en hydrolysat de crevette de 150mg/ml.

[équivalent leucine] = —98,8In([Xylose]) + 677,7
R? =0,978

La concentration SHX 1:4 soit 360mg.mL" pour 90 mg.mL' de source protéique est
proche de la concentration limite. Dans les expériences précédentes avec I'hydrolysat de crevette,

la concentration en Xylose était bien limitante pour la glycation.

3.2.3.3 Etude des profils chromatographiques

L'impact de la concentration en Xylose introduite dans le mélange sur les composés
néoformés lors de la réaction de Maillard est mis en évidence aussi par les profils
chromatographiques. Les chromatogrammes ont été extraits a 220nm (liaisons peptidiques) et
294nm (composés intermédiaires de la réaction de Maillard). Les chromatogrammes issus des

RM en présence de tampon phosphate sont présentés en annexe 9 et 10.
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Figure 3.39 : Chromatogrammes extraits a 220nm des hydrolysats de crevette maillardisés

en eau distillée avec différentes concentration en Xylose. Colonne Superdex peptide HR
10/300GL, élution par un mélange 30:70 d’acétonitrile et d'eau + TFA (0,01%), débit de

0,5ml.min-1.

Lorsque I'on compare d’hydrolysat natif et les trois mélanges hydrolysat/Xylose on

remarque un changement dans les profils chromatographiques a 220nm (figure 3.39).

L’hydrolysat de crevette est de faible poids moléculaire, inférieur a 1kDa, il posséde de

nombreuses fonctions aminées libres qui le rendent trés réactif vis-a-vis de la réaction de Maillard.

La répartition des poids moléculaire varie avec les différentes concentrations en Xylose.
Dans le cas du mélange SH X 1:1, on remarque que I'absorbance augmente par rapport a
I'hydrolysat natif. Dans ce cas, la fraction la plus importante correspond a des poids moléculaires

compris entre 3 et 7 kDa.

Si I'on regarde le profil chromatographique du mélange SH X 1:2, on remarque qu'il est
différent de celui du mélange SH X 1 :1. Bien qu'il y ait une augmentation des composés de poids
moléculaire compris entre 1 et 7 kDa, les autres fractions de poids moléculaires inférieurs

augmentent aussi. Néanmoins, il n’y a pas d’apparition de composés supérieurs a 7kDa.

Pour le mélange SHX 1 :4, le profil est aussi différent de ceux des mélanges SH X 1:1 et

SH X 1:2. Par rapport aux deux autres cas, ce n'est pas la fraction de molécules de poids
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moléculaires compris entre 3 et 7kDa mais la fraction inférieure a 250Da qui augmente. Dans ce
cas aussi il 'y a pas d’apparitions de composés de poids moléculaires supérieur a 7kDa (tableau
3.7).

Tableau 3.7 : Répartition des poids moléculaires de I'hydrolysat de crevette natif et incubé

respectivement en présence de Xylose a trois concentrations différents

Répartition des peptides (%) en fonction de leur poids moléculaire (Da)
Glycoconjugue|  >7000 7000-3000 | 3000-1000 1000-500 <500
SH X natif 0,22 4,37 13,45 13,92 68,45
SHX1:1ed 6 20,99 23,53 12,33 37,15
SHX1:11p 11,13 24,25 21,6 10,67 32,35
SHX1:2ed 3.6 16,44 23,88 13,85 42,23
SHX1:21p 5,56 19,39 23,46 12,77 38,82
SHX1:4ed 1,52 10,09 21,57 14,91 51,91
SHX1:41p 1,72 11,37 21,96 14,58 50,38

En présence de Xylose et d’hydrolysat de crevette, dans les conditions utilisées on ne

produit pas de composés de trés haut poids moléculaire.

On observe une augmentation de I'aire sous la courbe pour les trois mélanges SH Xylose.
Plus la concentration en Xylose augmente plus 'aire sous la courbe augmente. Lorsque I'on trace
la concentration en équivalent leucine en fonction du rapport des aires, on observe une relation
linéaire (R*=0,99).
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Figure 3.40 : Relation entre la concentration en fonctions aminées libres et la  “reactivité”
du systéme.

Il semblerait qu'a partir de SHX 1:2 il y ait un ralentissement que I'on remarquait déja

entre la concentration en Xylose dans le milieu et la mobilisation des fonctions aminées libres.

En utilisant des peptides de faibles poids moléculaires, on ne produit pas de

macromolécules.

162



0,75

n~
| )]
W

1 05 0,25 kDa

0,65

0,55 [\

0,45 -
J \ —SH natif
0,35 SH X 1:1
SHX1:2
095 / —SH X 1:4
015 //// \N\Q\
0,05 A\

-0,05 L

Absorbance (294nm)

temps (min)

Figure 3.41: Chromatogrammes extraits a 294 nm des hydrolysats de crevette
maillardisés en eau distillée avec différentes concentration en Xylose. Colonne Superdex peptide
HR 10/300GL, élution par un mélange 30 :70 d’acétonitrile et d’eau + TFA (0,01%), débit de

0,5ml.min-1.

A 294nm, on voit I'apparition de composés aromatiques de petits poids moléculaires
(inférieur a 250Da). L'augmentation de la concentration en Xylose augmente la proportion de
composés aromatiques de petit poids moléculaires et non celle de composés de plus haut poids

moléculaire. Ces résultats confirment les observations a 220nm.

Synthése :

Dans les expériences précédentes avec I'hydrolysat de crevette, le Xylose a été introduit
en concentration limitante dans la réaction de Maillard. Il semble y avoir une relation logarithmique
entre le nombre de fonctions aminées libres présentes apres RM et la concentration en Xylose

introduite.

De plus, de fortes concentrations en Xylose, lors de la RM avec I'hydrolysat de crevette,
semblent privilégier I'apparition de composés aromatiques de faibles poids moléculaires (inférieurs
a 250Da).
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3.2.4 Conclusion

La réaction de Maillard en milieu sec a permis de glyquer les diverses sources protéiques
avec tous les glucides utilisés. L'ordre de réactivité des glucides est le méme pour toutes les

sources protéiques a savoir : Xylose > Glucose > FOS > Dextran.

Toutefois en fonction du glucide et de la source protéique, les conséquences de la réaction

de Maillard ne sont pas les mémes.

En présence des deux monosaccharides (Xylose et Glucose) on observe le
développement de composés bruns qui sont peu ou pas détectés dans le cas des FOS ou du
Dextran. De plus, avec I'hydrolysat de crevette, des composés de plus haut poids moléculaire (>
3kDa) sont formés et des composés aromatiques intermédiaires de la réaction sont détectés a
294nm.

L’hydrolyse du caséinate augmente la concentration en fonction aminées libres du milieu
et I'enrichissement en peptides inférieurs a 1kDa alors que la concentration en peptides de poids
supérieur diminue. Aprés réaction de Maillard avec le Xylose, les chromatogrammes se
ressemblent plus et I'influence du degré d’hydrolyse est beaucoup moins marquée. On remarque

tout de méme la production de composés de poids moléculaire plus important.

Enfin 'augmentation de la concentration en Xylose augmente certes la consommation de
fonctions aminées libres de I'hydrolysat de crevette lors de la réaction mais cela ne se traduit pas
uniquement par I'apparition de composés de plus haut poids moléculaire. Ceux sont les fractions

de faible poids moléculaire qui deviennent prédominantes dans le mélange final.

Ainsi nous avons montré par différentes méthodes que la réaction de Maillard avait lieu
dans tous les mélanges réactionnels et entrainait une modification des sources protéiques. Il est
donc intéressant d’évaluer les conséquences de ces modifications sur les propriétés

technofonctionelles et sur les propriétés biologiques.
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3.3 Solubilites, tensions de surface et propriétés émulsifiantes des

produits de la réaction de Maillard

Comme nous l'avons vu dans la partie bibliographique (1.3.3), des sources protéiques
glyquées par réaction de Maillard peuvent présenter des propriétés émulsifiantes modifiées. Ces
propriétés émulsifiantes sont liées d’'une part au degré d’affinité des composés formés pour I'eau,
et d'autre part, a leurs propriétés tensioactives. Cette partie a ainsi pour objet dans un premier
temps, de décrire le comportement en solution aqueuse des composés natifs et issus de la
réaction de Maillard (solubilité, tension de surface, et taille). Ces caractérisations, réalisées en
amont, permettront de mieux établir des liens entre propriétés en solution des composés obtenus
et les propriétés émulsifiantes. Dans une deuxiéme partie, nous explorerons les propriétés
émulsifiantes pour les composés natifs et les PRM obtenus avec le glucide le plus réactif et le

moins réactif. Enfin, la derniére partie établira une synthése.

3.3.1 Solubilité

La figure 3.42 présente la solubilité, sur une gamme de pH 3 a 9 du caséinate de sodium
natif (CS) et du caséinate de sodium glyqué en eau distillée ou en tampon phosphate avec le
Glucose (Glc), les FOS et le Dextran (Dex). Il faut noter que le caséinate glyqué avec le Xylose

s'est révele insoluble, il n’est donc pas représenté.
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Figure 3.42: Solubilité du caséinate de sodium natif et aprés réaction de Maillard en
présence de Glucose, FOS et Dextran. La réaction de Maillard a été réalisée soit avec de I'eau
distillée (A) ou soit avec du tampon phosphate (B).

On remarque sur la Fig. 3.42 une baisse importante de la solubilité du caséinate de
sodium entre pH 4 et pH 5. Cette zone de pH correspond a son pH isoélectrique (pHi). Ceci est
connue et conforme a la littérature (Cheftel et al., 1985 ; Guo et al., 1996).
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Les produits de la réaction de Maillard en eau distillée (figure 3.42 A) issus du Glucose et
des FOS montrent une diminution de la solubilité similaire & celle du caséinate natif. En effet la
solubilité passe de 90% a 20% entre pH 4 et 5. Par contre dans le cas de la glycation avec le
Dextran on observe une augmentation de la solubilité entre pH 4 et pH 5 par rapport au caséinate
de sodium natif. Pour ce PRM la solubilité est comprise entre 90% et 95% sur la gamme de pH

testée.

Les produits de la réaction de Maillard en tampon phosphate (figure 3.42 B), issus de CS-
FOS présentent la méme solubilité que le CS natif alors que les PRM issus de CS Glc et CS —Dex
ont une solubilité différente, pour ces deux mélanges, une augmentation de la solubilité par
rapport au CS natif est observée. Ainsi, le minimum de solubilité est observé a pH 4 pour CS Glc

avec une solubilité de 50% et celui de CS-Dex correspond a une solubilité de 70% a pH 5.

Chevalier et al. (2001b) ont montré qu’aprés glycation avec I'arabinose ou le ribose la -
lactoglobuline (Blg) perd sa solubilité entre pH 3 et pH 5. Cette perte de solubilité est moindre en
présence de glucide moins réactif lors de la réaction de Maillard. Les auteurs expliquent cette
perte de solubilité par une modification importante de la conformation de la protéine. D’'une
maniére générale, les auteurs supposent que plus la réaction de Maillard est poussée plus le pHi
est déplacé vers des pH acides. Jiménez -Castafio et al. (2007) ont montré quant a eux que
I'impact de la glycation sur la solubilité dépend de la protéine utilisée. lls ont réalisé la réaction de
Maillard entre le Dextran et trois protéines: la B-lactoglobuline, I'a-lactalbumine et la sérum
albumine bovine (BSA). lls montrent ainsi que la glycation du Dextran avec la Blg déplace le
minimum de solubilit¢ de la protéine vers le pH bas, celui-ci passant de 5 pour la protéine
chauffée en absence de glucide a 4 pour la protéine glyqué. Tandis que dans le cas de I'a-
lactalbumine et la BSA la glycation améliore la solubilité sur toute la gamme de pH par rapport a la
protéine native chauffée. Dans le cas de I'a-lactalbumine la solubilité de la protéine glyqué avec le
Dextran est supérieure a celle de la protéine native. Nos résultats sont en accord avec ces

derniers, comparativement a ceux obtenus par Chevalier et al. (2001b)..

La figure 3.43 présente la solubilité de I'hydrolysat de crevette natif et de I'hydrolysat de
crevette glyqué en eau distillée ou en tampon phosphate avec le Xylose, le Glucose, les FOS ou

le Dextran.
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Figure 3.43 : Solubilité de I'hydrolysat de crevette natif et aprés réaction de Maillard en
présence de Xylose, Glucose, FOS et Dextran. La réaction de Maillard est réalisée en eau distillée
(A) ou en tampon phosphate (B).

On remarque sur la figure 3.43 que pour I'hydrolysat de crevette avant ou aprés glycation
et avec ou sans phosphate, tous les composés montrent une solubilité comprise entre 90 et 100%
sur toute la gamme de pH. Les différents glucides utilisés lors de la réaction de Maillard ne

semblent pas avoir une influence sur la solubilité des hydrolysats de crevette.
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Ces résultats pouvaient étre attendus. En effet, les hydrolysats de poissons sont plus
solubles que les protéines natives dont ils sont issus car I'hydrolyse enzymatique affecte la taille

moléculaire ainsi que les groupements polaires et ionisables.

Gbogouri et al. (2004) ont montré que les hydrolysats de téte de saumon ont une solubilité
plus importante que les protéines natives sur une gamme de pH allant de 3 a 11. Ainsi la solubilité
de la protéine native est comprise entre 20 et 30% et elle est supérieure a 75% pour tous les
hydrolysats. Chalamaiah et al. (2010) ont montré des résultats similaires avec des hydrolysats
d’'ceufs de Mrigal. La protéine d’ceuf native présente une diminution de la solubilité (inférieure a
40%) entre pH 4 et pH 8 ; dans le reste de la gamme la solubilité est comprise entre 50 et 60%.
Apreés hydrolyse par la papaine ou 'Alcalase 2,4L, la solubilité de la protéine d’'ceuf est supérieure
a 70% sur toute la gamme de pH ; de plus la diminution de la solubilité observée pour la protéine
native ne se retrouve pas dans les hydrolysats. Les auteurs supposent que I'hydrolyse a libéré

des groupements polaires augmentant I'affinité avec le solvant sur une plus large gamme de pH.

Klompong et al. (2007) ont montré que pour des protéines de Sélar a bandes dorées, une
augmentation de degré d’hydrolyse (DH) entraine une augmentation de la solubilité. Ainsi les
hydrolysats de DH 5% obtenus avec I'Alcalase ont une solubilité entre 90 et 95% alors que ceux
ayant un DH de 25% ont une solubilité entre 95 et 100%. Sinha et al. (2007) ont montré le méme
phénoméne avec des protéines de lactosérum hydrolysées. lls supposent que cette amélioration
de la solubilité est attribuable a la dissociation en petites sous-unités qui possédent plus d’affinité

avec le solvant.

La figure 3.44 présente la solubilité des caséinates hydrolysés natifs et aprés glycation

avec le Xylose et du Dextran en présence ou non de tampon phosphate.
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Réaction de Maillard en eau distillée

Réaction de Maillard en Tampon phosphate
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Figure 3.44 : Solubilité des glycoconjugués issus de la réaction de Maillard, en présence
ou non de tampon phosphate, entre le caséinate de sodium hydrolysé DH 6.5% (A et B), DH 10%

(CetD) ou DH 13.5% (E et F) et le Xylose ou le Dextran.

On observe sur la figure 3.44 que contrairement au caséinate natif qui présente une

diminution de la solubilité entre pH 4 et pH 5, les hydrolysats de caséinate présentent une
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solubilité supérieure a 90% sur toute la gamme de pH, quel que soit le degré d’hydrolyse, le
glucide utilisé, et I'absence ou la présence de phosphate.

Comme nous l'avons vu précédemment, 'hydrolyse enzymatique augmente la solubilité
méme pour des pH proches du pHi. En effet, du fait de leur plus petite taille moléculaire et de la
libération de certaines fonctions, les hydrolysats présentent plus de groupements polaires et

ionisables leur assurant une meilleure solubilité (Thiansilakul et al., 2007).

La figure 3.45 présente la solubilité de 'hydrolysat de crevette glyqué en eau distillée ou
en tampon phosphate avec trois concentrations différentes en Xylose.
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Figure 3.45 : Solubilité des glycoconjugués issus de la réaction de Maillard, en présence
ou non de tampon phosphate, entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose a trois concentrations
différentes.
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On observe sur la figure 3.48 qu'il n’y a pas de différence entre la solubilité de I'hydrolysat
natif et de I'hydrolysat glyqué avec le Xylose et ceci, quel que soit la concentration en Xylose
utilisée lors de la RM. La concentration en glucide lors de la RM n’a aucune influence sur la
solubilité de I'hydrolysat de crevette. Celui-ci garde une solubilité importante (supérieure a > 90%)

sur toute la gamme de pH

Synthése :

Tout d’abord, le glycoconjugué caséinate/Xylose s’est révélé insoluble. Par ailleurs, la
présence de phosphate au cours de la RM augmente la solubilité du glyconconjugué
caséinate/Glucose (de 70%), et diminue celle obtenue du glyconconjugué caséinate/Dextran (de
28,5%). Par ailleurs, I'hydrolysat de crevette et ceux du caséinate ont montré de trés hautes
solubilités. Leurs solubilités n'ont de plus pas été modifiées par la RM, quel que soit le glucide
utilisé et I'absence ou la présence de phosphate. Enfin, des concentrations de Xylose différentes
utilisées pour la réaction de Maillard, avec ou sans phosphate, n‘ont pas d’effet sur la solubilité de

I'hydrolysat natif de crevette.

3.3.2 Tension de surface

Les tensioactifs sont des molécules dont les propriétés leur permettent de diminuer la
tension superficielle de I'eau et la tension interfaciale entre deux liquides non miscibles. Ces
tensioactifs, peuvent étre amphiphiles et ont la capacité de se localiser aux interfaces. Pour des
applications alimentaires, I'habilité d’'une molécule a baisser la tension interfaciale, est une
propriété recherchée pour l'obtention d’émulsions stables a I'échelle du consommateur (Le
Neindre, 1993). Ce sont ces valeurs de tensions de surface des PRM que nous étudierons dans
cette partie. Elles ont été étudiées d’une part avec des mélanges protéines/glucides sans réaction
de Maillard, puis apres réaction de Maillard.

Enfin, de nouveau dans cette étude, le glycoconjugué caséinate/Xylose étant insoluble,

ces tensions de surfaces n’ont pu étre étudiées.
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Figure 3.46: Evolution de la tension de surface en fonction de la concentration en
caséinate de sodium (A) ou en hydrolysat de crevette (B) natif ou en présence de Xylose,
Glucose, FOS ou Dextran sans réaction de Maillard.

La figure 3.46 présente I'évolution de la tension de surface pour le caséinate de sodium ou
I'hydrolysat en mélange avec les glucides étudiés et sans réaction de Maillard. Pour le témoin, le
caséinate de sodium (figure 3.46A), pour des concentrations comprises entre 0 et 0,25¢g/l, on
observe une diminution importante de la tension de surface suivie d'un plateau. Ce dernier
pourrait s’expliquer par I'apparition de la concentration micellaire critique (CMC) du caséinate de

sodium qui se situe entre 0,5 et 0,74g/L. Un comportement similaire est observé pour I'hydrolysat
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natif. La présence des glucides et des sources protéiques en mélange (sans RM) sur la tension de

surface (TS) donne

une méme allure de courbe que les sources protéiques natives mais des

valeurs de tension de surface supérieures.

Les figures 3.47 A et B présentent I'évolution de la tension de surface des mélanges issus

du caséinate de sodium apres glycation avec le Xylose, le Glucose, les FOS et le Dextran

respectivement en présence d’eau distillée ou de tampon phosphate
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caséinate de sodium en présence ou non de Glucose, FOS ou Dextran apres réaction de Maillard

en eau distillée (A) ou en tampon phosphate (B)
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Aprés réaction de Maillard entre le caséinate de sodium et les FOS ou le Dextran (figure
3.47A), les courbes montrent I'apparition moins nette d'un plateau, avec 'augmentation de la

concentration.

Dans le cas de CS-Glc, on observe une diminution de la tension de surface d’abord
importante pour des concentrations comprises entre 0,1 et 0,3g/l puis I'impact de la concentration
sur la tension de surface diminue pour des concentrations supérieures. Les valeurs de tension de

surface obtenues aprés 0,3g/l sont similaires a celles obtenues pour le mélange glyqué CS-Dex.

La glycation du caséinate de sodium avec le Glucose, les FOS ou le Dextran en présence
de tampon phosphate entraine donc une modification de I'évolution de la tension de surface par

rapport au caseinate natif (figure 3.47B).

Ainsi la glycation avec le Glucose et le Dextran entraine une diminution importante de la
tension de surface pour des concentrations comprises entre 0,1 et 0,3g/l suivi d’une diminution
moins marquée qui tend vers un plateau. Dans ces deux cas les valeurs de tension de surface

sont supérieures a celles du caséinate de sodium natif.

Pour le mélange CS-FOS, on observe une diminution importante de la tension de surface
pour des concentrations comprises entre 0,1 et 0,5¢g/I. Au-dela de cette concentration la tension
de surface reste quasiment stable avec I'augmentation de la concentration. De plus dans ce cas,
les valeurs de tension de surface obtenues pendant la phase de plateau sont similaires a celles du

caséinate de sodium natif.

Quel que soit les PRM observés, la tension de surface obtenue est supérieure a celle du
caséinate de sodium. La RM en eau distillée n'améliorerait donc pas la tension de surface par

rapport au caséinate de sodium natif.
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Figure 3.48: Evolution de la tension de surface en fonction de la concentration en

hydrolysat de crevette en présence de Xylose, Glucose, FOS ou Dextran aprés réaction de
Maillard en eau distillée (A) ou en en tampon phosphate (B).

Pour I'hydrolysat de crevette (figure 3.48A), les composés glyqués en eau distillée avec un
des quatre glucides étudiés présente la méme évolution de la tension de surface que I'hydrolysat
de crevette natif. Comme pour I'hydrolysat de crevette, on observe dabord pour des

concentrations comprises entre 0,1 et 29/l une diminution rapide de la tension de surface puis un
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ralentissement. De plus, les tensions de surfaces sont du méme ordre de grandeurs pour

I'hydrolysat de crevette natif et pour les différents mélanges issus de la glycation.

Dans le cas de I'hydrolysat de crevette (figure 3.48 B), pour des concentrations en produits
de la réaction de Maillard comprises entre 0,1 et 2g/l on observe une baisse importante de la
tension de surface et ce pour les quatre mélanges étudiés. A partir de 2g/l la tension de surface se
stabilise et tend vers un plateau. Ce comportement est similaire a celui de I'hydrolysat de crevette
natif, toutefois, les valeurs de tension de surface des mélanges glyqués sont supérieures a celles

de I'hydrolysat de crevette natif.

Ainsi la glycation en eau distillée ou en tampon phosphate ne semble modifier la baisse de
la tension de surface du caséinate de sodium ou de I'hydrolysat de crevette avec I'augmentation

de la concentration.
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Figure 3.49: comparaison des tension de surfaces entre le caséinate de sodium et

I'hydrolysat de crevette avant et aprés réaction de Maillard avec le Xylose et le Dextran.

La Figure 3.49 résume les résultats présentés de la Fig. 3.46 a 3.48 sur la gamme de
concentration de 0,1 a 1 mg/ml. Lorsque I'on compare le caséinate de sodium natif et I'hydrolysat
de crevette natif ou apres glycation, on remarque qu'a concentration égale, la tension de surface

du caséinate de sodium est plus faible que celle de I'hydrolysat et ce avant ou aprés réaction de
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Maillard. Il semble qu'il faille une concentration 10 fois supérieure pour I'hydrolysat de crevette

pour abaisser la tension de surface a 55mN/m.

Medrano et al. (2009 ; 2012) ont montré que la glycation entre la Blg et le Lactose ou le
Glucose ne modifie pas la tension de surface. Toutefois ils montrent que les modifications
engendrés par la réaction de Maillard ont des conséquences sur les propriétés technofonctionelles

notamment les propriétés moussantes. Wierenga et al. (2012) montrent des résultats similaires.

Hiller et Lorenzen (2010) reportent des résultats similaires pour des produits de la réaction
de Maillard issus de la glycation de caséinate de sodium ou de protéines de lactosérum avec le
Glucose, le Lactose, la Pectine ou le Dextran. Dunlap et Coté (2005) montrent que
comparativement les produits de faibles poids moléculaire issus de la réaction de Maillard entre la
Blg et le Dextran entraine une baisse plus importante de la tension de surface que ceux de plus
haut poids moléculaire. Ces différences sont dues a la diminution de la vitesse d’adsorption aux

interfaces des composés de haut poids moléculaire.

Synthése

Parmi les propriétés sous-jacentes aux proprietés émulsifiantes et moussantes, I'habilité
d'une molécule a abaisser les tensions de surface a un réle important. Or dans notre cas, on
s'apercoit que la RM n’'a pas d'influence sur la diminution de la tension de surface pour le

caséinate de sodium et I'hydrolysat de crevette.

3.3.3 Facteurs influengant les propriétés émulsifiantes

Pour évaluer les propriétés émulsifiantes des PRM, nous avons réalisé des émulsions
modéles dont nous avons suivi le vieillissement. Les résultats obtenus sont présentés et discutés
dans cette partie. Pour cette étude, sur la base des résultats présentés en partie 3.2, seuls les

PRM obtenus avec les glucides tres réactifs (Xyl) et peu réactif (Dex) ont été étudies.

Les cinétiques de déphasage des émulsions ont été réalisées grace au suivi du front de
séparation des phases (cf. page 91). Ce suivi, a ensuite permis d’estimer la fraction volumique de

phase dispersée (%) sur un temps de suivi de 4 h (cf. 2.5.2). Les émulsions étant constituées d’un
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ratio huile/eau de 50/50 (p/p) ce qui correspond a une fraction volumique de phase dispersée

(huile) de 52% avec une densité de I'huile de 0,93.

3.3.3.1 Type de glucide

Les effets du type de glucide sur les propriétés émulsifiantes des sources protéiques
natives ont été étudiés. Comme indiqué plus haut, le caséinate de sodium et I'hydrolysat de
crevette glyqué avec le Xylose et le Dextran ont été évalués, dans des émulsions H/E 50/50 (p/p)
apH4,5etpH?7.

Les figures 3.50 et 3.51 montrent l'impact du glucides utilisés lors de la réaction de
Maillard sur les cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée d’émulsions contenant soit
du caséinate de sodium maillardisé ou non avec du Xylose et du Dextran (figure 4.50) soit de

I'hydrolysat de crevette glyqué ou non avec du Xylose et du Dextran (figure 3.51)
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Figure 3.50 : Effet PRM (0,05%) dans I'émulsion a différents pH sur I'évolution de la
fraction volumique de phase dispersée pour le caséinate de sodium glyqué avec du Xylose ou du

Dextran apres RM en eau distillée ou en tampon phosphate.

La figure 3.50 montre que pour le caséinate de sodium natif et CS — Xyl maillardisé en

tampon phosphate, la fraction volumique de phase dispersée augmente fortement passant de
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50% a 100% dans les premieres minutes de suivi. Ce comportement traduit un déphase immédiat

de I'émulsion apres fabrication.

Par contre pour les mélanges Cs — Dex maillardisés en tampon phosphate ou eau distillée,
on remarque qu'a pH 4,5 la fraction volumique de phase dispersée évolue peu passant de 50% a
60 — 65% en quatre heures. Toutefois le profil des cinétiques de ces deux composés est différent.
Ainsi pour CS - Dex maillardisé en tampon phosphate, la cinétique est quasi linéaire apres une
phase de latence de 30 minutes ; alors que pour CS — Dex maillardisé en eau distillée, on observe
une augmentation importante de la fraction volumique de phase dispersée dans les premiéres

minutes passant de 50% a 60% puis une phase stationnaire pendant le reste du suivi.

Dans le cas de CS — Xyl maillardisé en eau distillée, on observe une augmentation
progressive de la fraction volumique de phase dispersée entre 0 et 90 minutes passant de 50% a
80% puis la fraction volumique de phase dispersée atteint un plateau. Cette émulsion est qualifiée

d’instable mais elle ne présente pas un déphasage immédiat comme le caséinate natif.

Pour les émulsions réalisées a pH 7, on remarque que pour presque tous les mélanges les
émulsions ont un comportement différent de celui a pH 4,5 sauf pour les mélanges CS - Xyl

maillardisés en tampon phosphate et CS — Dex maillardisés en eau distillée.

Pour le caséinate de sodium natif, on observe pour I'émulsion & pH 7 une diminution de la
fraction volumique de phase dispersée par rapport a I'émulsion a pH 4,5 ce qui démontre une
augmentation des propriétés émulsifiantes a pH7.

Dans le cas de CS - Xyl maillardisé en eau distillée, on observe une Iégére amélioration
des propriétés émulsifiantes a pH 7 par rapport a pH 4,5. Ainsi, bien que les deux courbes aient la
méme allure, la fraction volumique de phase dispersée a pH 7 est inférieure a celle a pH 4,5. Ceci
traduit une meilleure activité émulsifiante a pH 7. Toutefois pour ces deux pH, la fraction
volumique de phase dispersée est supérieure a celle du caséinate de sodium natif a pH 7. La
glycation avec le Xylose n'a donc pas entrainé une amélioration des propriétés émulsifiantes de la

protéine native.
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Pour le CS — Dex maillardisé en eau distillée, il n’y a pas de différence significative dans
les cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée a pH 4,5 et pH 7. Le pH ne semble pas

dans ce cas avoir un impact sur les propriétés émulsifiantes.

Pour CS - Dex maillardisé en tampon phosphate, la fraction volumique de phase
dispersée augmente fortement dans les premiéres minutes passant de 50% a 85% puis reste
stable jusqu’a la fin du suivi. On observe donc a l'instar de I'émulsion a pH 4,5 un déphasage
rapide et une déstabilisation de I'émulsion.
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Figure 3.51 : Effet des PRM (0,05%) dans I'émulsion a différents pH sur I'évolution de la
fraction volumique de phase dispersée pour I'hydrolysat de crevette glyqué avec du Xylose ou du

Dextran apres RM en eau distillée ou en tampon phosphate.

Dans le cas de I'hydrolysat de crevette a pH 4,5, quel que soit le mélange, le méme
comportement est observé a savoir une augmentation importante de fraction volumique de phase
dispersée dans les premieres minutes passant de 50% a 95 — 100%. Les émulsions sont donc

instables et tendent tres rapidement vers le déphasage total.
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A pH 7, on observe deux comportements différents dans I'évolution de la fraction

volumique de phase dispersée.

Le premier correspond au comportement des émulsions contenant de I'hydrolysat de
crevette natif et SH — Dex maillardisé en eau distillée ou en tampon phosphate. Dans ce cas, la
fraction volumique de phase dispersée augmente fortement dans les premieres minutes passant
de 50% a 90%. La fraction volumique de phase dispersée tend vers 100% c'est-a-dire la

separation totale des deux phases.

Le second correspond au comportement des émulsions contenant SH — Xyl maillardisé en
eau distillée et en tampon phosphate. Dans ces deux cas, on observe une augmentation linéaire
de la fraction volumique de phase dispersée pendant le suivi passant de 50% a 70% aprés 4

heures de repos. On observe donc un effet stabilisant de la glycation par le Xylose.

On remarque donc qu’en fonction du glucide, de la source protéique et des conditions de
réaction de Maillard utilisées, et du pH I'impact de la réaction de Maillard n’a pas le méme impact

sur les propriétés émulsifiantes.

En fonction du type de glucide utilisé lors de la réaction de Maillard les propriétés
émulsifiantes ne sont pas modifiées de la méme maniére. Ainsi Hiller et Lorenzen (2010) ont
montré que I'activité émulsifiante de protéine de lait (lactosérum et caséinate) augmente lors de la
réaction de Maillard avec les Pectines et le Dextran alors que celle-ci diminue en présence de
lactose et de Glucose. De méme I'augmentation de la stabilité des émulsions a principalement été
détectée dans le cas des mélanges issus de la glycation avec les pectines et le Dextran. Li et al.
(2009b) ont montré I'effet inverse, c'est-a-dire que pour les protéines de riz, c’est la glycation avec
le Glucose ou le Lactose qui permet la plus forte amélioration des propriétés eémulsifiantes (activité
et stabilité). La glycation avec le Dextran ou la Maltodextrine entraine une amélioration beaucoup
plus faible. Les auteurs soulignent que I'amélioration des propriétés émulsifiantes a lieu au cours
des premiéres étapes de la réaction de Maillard, une réaction prolongée entrainant une perte
d’activité (Miralles et al., 2007). Toutefois les réactions en présence de polysaccharides sont plus
lentes que celles avec des glucides simples. Il semblerait donc que les conditions de glycation
principalement la source protéiques soit un parametre plus important que le type de glucide utilisé

pour modifier les propriétés émulsifiantes. Ainsi comme nous I'avons montré pour le caséinate de
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sodium une augmentation de la stabilité est engendrée par la glycation avec le Dextran et non

avec le Xylose et dans le cas de 'hydrolysat de crevette le phénoméne inverse est observeé.

Parmi les études utilisant uniquement des glucides simples, Saeki et al. (1997) ont montré
que I'amélioration des propriétés émulsifiantes de protéine myofibrillaire de carpe pouvait étre
obtenue par glycation avec le Glucose pendant les premiéres étapes de la réaction de Maillard.
Chevalier et al. (2001) ont quant a eux évalué I'impact de la glycation entre la Blg et différents
monosaccharides et d'un disaccharide sur les propriétés émulsifiantes et moussantes. lIs
montrent qu’en fonction de la réactivité des glucides, I'impact n’est pas le méme sur les propriétés
fonctionnelles. Les glucides les plus réactifs vis-a-vis de la réaction de Maillard montrent les plus
fortes activités émulsifiantes soit une diminution de la taille des gouttelettes d’huile notamment a
pH 5 alors qu'il n'y a pas de différence significative entre la protéine native et la protéine glyqué
avec les différents glucides a pH 7. Néanmoins les glucides ayant une réactivité intermédiaire
montrent eux une amélioration des propriétés moussantes notamment une meilleure stabilité et un
drainage faible. Les auteurs suggérent que la forte modification de la Blg par le ribose et
I'arabinose entraine une modification drastique de la structure globulaire de la protéine et une

meilleure stabilité des émulsions a pH 5.

Selon la littérature, 'augmentation d’'une la stabilité interfaciale serait due a I'organisation
des complexes protéines — glucides aux interfaces, la partie protéique étant dirigée vers la phase
lipidique et la partie glucidique vers la phase aqueuse. De plus les produits de la réaction de
Maillard, principalement formés avec des polysaccharides entrainent des couches interfaciales
plus épaisses que les protéines natives entrainant une stabilisation par répulsion électrostérique
entre les gouttelettes (Fechner et al., 2007 ; Hiller et Lorenzen, 2010). Cette hypothése a été
démontrée par Wooster et Augustin (2006) avec la B-lactoglobuline glyquée avec le Dextran. Dans
cette étude, les auteurs ont mesuré I'épaisseur de la couche interfaciale en présence de Blg ou de
Blg glyquée avec du Dextran de différents poids moléculaires. lls ont montré que I'épaisseur de la
couche interfaciale peut passer de 3um en présence de Blg native a 20um en présence de Blg
glyqué avec du Dextran de haut poids moléculaire. L'épaisseur des couches adsorbées aprés

digestion par la Dextran ase est similaire a celle de la Blg native. Ceci suggere que la partie
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protéique des glycoconjugués permet I'arrimage aux interfaces et que la partie glucidique crée

une barriére autours des gouttelettes.

Toutefois le type de protéines utilisées lors de la réaction de Maillard a un impact sur la
glycation. Ainsi Einhorn — Stoll et al. (2005) ont montré que la glycation avec la pectine augmente
I'activité émulsifiante des protéines de lactosérum alors qu’elle diminue celle du caséinate de
sodium. Les auteurs supposent que la structure résiduelle micellaire du caséinate de sodium limite
la réaction de Maillard comparativement a la structure déplissée et globulaire des protéines de
lactosérum. Cette influence du type de protéine utilisée a aussi été montrée par Alvarez et al.
(2012) qui ont glyqué différentes fraction de plasma de porc avec du Dextran. L’amélioration des
propriétés émulsifiantes dépend dans ce cas de deux paramétres : la fraction protéique étudiée
ainsi que la concentration utilisée dans I'émulsion. En effet lors de I'utilisation des glycoconjugués
issus des fractions Il et Ill qui correspondent a des globulines, les auteurs montrent une
amélioration des propriétés émulsifiantes pour une concentration de 10mg/ml par rapport aux
protéines natives. Toutefois pour une concentration en glycoconjugués de 4 mg/ml, ce qui
correspond a une concentration de 1mg/ml de protéines, I'effet inverse est démontré. Cela serait
dd au fait que la partie hydrophobe portée par les protéines n'est pas en concentration suffisante
pour entrainer une adsorption et un recouvrement des gouttelettes d’huile provoquant une
diminution des propriétés émulsifiantes. Par contre, dans le cas de la fraction IV composée
essentiellement d’albumine, I'amélioration des propriétés émulsifiantes par le glycation avec le
Dextran est démontrée aux deux concentrations étudiées. Les auteurs imputent cette amélioration
au fait que pour cette fraction, la concentration en groupement hydrophobe est suffisante pour
former une émulsion et que I'addition de groupement hydrophile améliore d’autant plus cette

propriété.

Ainsi, le type de protéine est, peut étre, plus important que le glucide utilisé lors de la
réaction de Maillard. L'utilisation d’hydrolysat protéique suivi d’une glycation peut entrainer une
amelioration des propriétés émulsifiantes. Ainsi Hassan et al. (2007) ont montré que I'hydrolyse
enzymatique de protéines de Millet améliorait les propriétés émulsifiantes et la stabilité des
émulsions d'un facteur 2 par rapport a la protéine native. Apres glycation de I'hydrolysat par le
galactomannan, les propriétés émulsifiantes sont augmentées d’'un facteur 4,5 et la stabilité des
émulsions d'un facteur 5. Les auteurs ont attribué ces améliorations au fait que les résidus

hydrophobes des hydrolysats de protéines de Millet s’adsorbent aux interfaces et que le
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polysaccharide greffé s'oriente vers la phase aqueuse couvrant la surface des gouttelettes et
prévenant la coalescence. Dans le cas de I'hydrolysat de crevette, Decourcelle et al. (2010) ont
montré que la glycation d’un hydrolysat de crevette avec le Xylose en milieu liquide permettait une
modification de I'activité émulsifiante. Cette modification pourrait étre due a une migration vers les
interfaces plus efficace du glycoconjugué. De plus I'utilisation des glycoconjugués entrainerait une
concentration en molécules plus importante aux interfaces ainsi qu’'une augmentation de

I'épaisseur de la couche interfaciale.

Dans le cas du caséinate de sodium, on observe une amélioration des propriétés
émulsifiantes aprés glycation avec le Dextran, cet effet est particulierement observé au pH 4,5 qui

correspond au pHi du caséinate de sodium.

Des résultats similaires ont été montrés par différents auteurs. Drusch et al. (2009) ont
précisé que généralement la glycation des protéines par la réaction de Maillard améliorait les
propriétés émulsifiantes des protéines particulierement a des pH proche du pHi. Ainsi Al Hakkak
et Kavale (2002) ont montré que la glycation entre le caséinate de sodium et la pectine améliore
les propriétés émulsifiantes par rapport au caséinate de sodium natif. Ces propriétés sont
particulierement améliorées a pH 4, cela peut étre du a 'augmentation de la solubilité a ce pH du
fait des parties glucidiques. Fechner et al. (2007) ont montré que la taille des gouttelettes des
émulsions contenant du caséinate glyqué avec du Dextran n’est pas affectée par l'acidification,
celles-ci sont méme plus petites qu’en présence de caseinate natif et floculent peu. Les auteurs
ajoutent que la formation de glycoconjugués entre le caséinate et le Dextran permet d’'améliorer la
solubilité a pH 4 — 4,5 par rapport au caséinate natif. L'utilisation de ces glycoconjugués dans des
émulsions doubles permet la formation de plus petites gouttelettes d’huile et une distribution de
taille moins large. De plus, la glycation confere une augmentation de la stabilité contre 'agrégation

et la coalescence notamment en condition acide.

3.3.3.2 Concentration en glucide

La figure 3.52 présente les cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée de
I'hydrolysat de crevette glyqué avec trois concentrations en Xylose dans des émulsions a pH 4.5
(AetB)ouapH7(CetD).
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Figure 3.52 : Cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée d’une émulsion (ratio
eau/huile 50/50) contenant les hydrolysats de crevette glyqués (0,05%) avec trois concentrations

en Xylose dans des émulsions a pH 4,5 (AetB) oua pH 7 (C et D).

Les figures 3.52 A et B montrent qu’a pH 4,5 quel que soit les conditions de réaction de
Maillard les émulsions fabriquées présentent une augmentation rapide voir instantanée de la
fraction volumique de phase dispersée passant de 50% a plus de 85%. Cette augmentation traduit
une déstabilisation rapide de I'émulsion. On peut supposer que dans ces cas les produits de la
réaction de Maillard n'ont pas la capacité nécessaire pour s'adsorber aux interfaces. Il en résulte
des phénoménes de crémage couplés a la coalescence qui provoquent une déstabilisation rapide

de 'émulsion.

Lorsque les émulsions sont réalisées a pH 7, (figures 3.52 C et D) on s’apercoit qu'a un
temps t, plus la concentration en Xylose lors de la réaction de Maillard était importante, plus la

valeur de la fraction volumique de phase dispersée au temps t est importante.
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Ainsi, cette augmentation de la fraction de phase dispersée au cours du temps avec
'augmentation de la concentration en Xylose dans le mélange pourrait étre liée au fait que les
émulsions étant réalisées a la méme concentration en produits de la réaction de Maillard, plus la
concentration en glucide est importante, plus la part protéique diminue. Ainsi, pour des produits
issus des mélanges SH X 1:2 ou SH X 1:4, la part protéique des produits de la réaction de

Maillard serait en quantité insuffisante pour présenter des propriétés émulsifiantes.

3.3.3.3 Hydrolyse enzymatique.

L’hydrolyse enzymatique améliore la solubilité du caséinate de sodium avant et aprés
glycation avec le Dextran et le Xylose. Nous nous sommes intéressés a son impact sur les

propriétés émulsifiantes qui en découlent.

La figure 3.53 présente les cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée des
émulsions contenant les trois hydrolysats de caséinate.
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Figure 3.53 : Cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée d’une émulsion (ratio
eau/huile 50/50 ; pH 7) contenant les hydrolysats de caséinate de sodium a différent degré
d’hydrolyse a la concentration de 0,05%.

Les émulsions contenant du caséinate de sodium hydrolysé montrent une cinétique de la
fraction volumique de phase dispersée qui est typique d’une émulsion instable, et ce, quelque soit
le degré d’hydrolyse. En effet, la fraction volumique de phase dispersée passe de 50% a 90%

dans les premieres minutes de suivi et reste constante pour le reste du suivi. Alors que le
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caséinate de sodium natif montre une augmentation linéaire de la fraction volumique de phase

dispersée jusqu’a atteindre au bout de 4h la valeur de 67%.

L’hydrolyse enzymatique du caséinate de sodium entraine une perte des propriétés
émulsifiantes de la protéine. Cette perte peut étre expliquée par le fait que le caséinate est une
protéine linéaire qui peut s’'adsorber et se réarranger aux interfaces. L’hydrolyse entraine une
diminution du poids moléculaire et change la conformation de la protéine notamment I'alternance
des groupements hydrophiles et hydrophobes. De ce fait il est possible que les hydrolysats de
caséinate ne soient plus assez amphiphiles pour pouvoir stabiliser de maniére efficace les
interfaces (Gbogouri et al. 2004).

Klompong et al. (2007) ont montré que dans le cas de 'hydrolyse enzymatique de protéine
de Selar, plus le degré d’hydrolyse est élevé plus la capacité émulsifiante et la stabilité des
émulsions diminuent. Ce phénoméne a aussi été montré par Nanilanon et al. (2011) avec des
hydrolysats de bréme. Cette diminution des propriétés fonctionnelles avec I'augmentation du
degré d’hydrolyse peut étre expliquée par le poids moléculaire des peptides. En effet, les peptides
de faible poids moléculaire bien qu’ils migrent plus rapidement aux interfaces ne sont pas assez
amphiphiles ni capables de se réorienter ou de se réorganiser aux interfaces pour conférer une

bonne capacité émulsifiante (Kristinsson et Rasco, 2000 ; Gbogouri et al., 2004).

De plus Nanilanon et al. (2011) ont montré que la concentration en peptides utilisés dans
les émulsions peut masquer I'impact du degré d’hydrolyse. Ainsi dans leur étude, ils réalisent des
émulsions a trois concentrations en protéines pour trois degrés d’hydrolyse. Pour une
concentration de 0,1% en protéine dans I'émulsion, I'effet du degré d’hydrolyse est visible. Par
contre cet effet est masqué pour des concentrations en protéine dans I'émulsion supérieure ou
égale a 0.25%. Dans ce cas, il n'y a pas de différence significative entre les trois degrés
d’hydrolyse testés pour les propriétés émulsifiantes. A faible concentration, I'adsorption des
protéines aux interfaces est gouvernée par des phénoménes de diffusion. Tandis qu'a forte
concentration, la diffusion des protéines aux interfaces est un phénoméne « incompatible
thermodynamiquement », il en résulte une accumulation des protéines dans la phase aqueuse et

non aux interfaces (Thiansilakul et al., 2007).
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Ainsi dans le cas des hydrolysats, les

propriétés émulsifiantes sont gouvernées par des

propriétés moléculaires et plus particulierement la taille des peptides et la concentration employée

dans les émulsions.

La figure 3.54 présente I'impact de la glycation des hydrolysats de caséinate sur les

cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée des émulsions.

Réaction de Maillard en eau distillée

fraction volumiquea de la phase dispersée ("/ﬂ

60 f L
_./
//
50 e+ A
0 50 100 150 200 250
temps (min}
g'IOO — N
2
2 90
©
13
s
2 80
S
O
=]
g 70
£ ]
=
° /
> b
§ 60
g L//
= 50 : : ‘
0 50 100 150 200 ESO
temps (min)

Réaction de Maillard en Tampon phosphate

=5 natif
=C8&H (6,5%) Xyl

5

% CSH(10%) Xyl
b —C8H (13,5%) Xyl
o
90
2 b
£
=80
g
g
g70
E N
© x /
-g 60 - /
= [ /
0 50 100 150 200 250
temps (min)
%100 | Y o —— —_—— -
%
2
P e Z— —1
@
&
£ 80 —~CS natif
2 -=-CSH (6.5%) dex
@ CSH (10 %) dex
g— 70 —=C8H (13.5%) dex
£
=
° /
>
§ o
]
g
T 50 ; ; ‘
0 50 100 150 200 I350
temps (min)

Figure 3.54 : Cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée d’une émulsion (ratio

eau/huile 50/50 ; pH 7) contenant les hydrolysats de caséinate de sodium a différents degres

d’hydrolyse glyqués en eau distillée (A et C) ou en tampon phosphate (B et D) avec le Xylose ou

le Dextran a la concentration de 0,05%.

Lorsque l'on regarde les cinétiques de la fraction volumique de phase dispersée des

émulsions contenant les différents hydrolysats de caséinate glyqués avec le Xylose en eau

distillée (figure 3.54A), on remarque que, quel que soit le degré d’hydrolyse, les cinétiques ont le

méme comportement. La fraction volumique de phase dispersée augmente fortement passant de
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50% a presque 100% dans les premieres minutes du suivi. Les émulsions sont donc déstabilisées

dés l'arrét de I'émulsification.

Lorsque la réaction de Maillard a lieu entre les hydrolysats de caséinate et le Xylose en
tampon phosphate, la présence des différents composés entraine des comportements différents

dans les émulsions. Ainsi trois comportements peuvent étre dégagés (figure 3.54B).

Le premier comportement correspond a I'émulsion contenant 'hydrolysat de caséinate (DH
13,5%) — Xylose. Dans ce cas la fraction volumique de phase dispersée passe de 50% a 100%

dés l'arrét de I'agitation. L'émulsion produite est donc instable.

Le deuxiéme comportement correspond a I'émulsion contenant I'hydrolysat de caséinate
(DH 6,5%) glyqué avec le Xylose. Dans ce cas la fraction volumique de phase dispersée
augmente de 50% a 85% pendant les 15 premieres minutes puis reste stable jusqu’a la fin du
suivi.

Enfin le troisitme comportement correspond a I'émulsion contenant Ihydrolysat de
caséinate (DH 10%) glyqué avec le Xylose. Dans ce cas la fraction volumique de phase dispersée
augmente linéairement tout au long du suivi pour atteindre la valeur de 75% au bout de quatre
heures. Cette évolution linéaire dénote une migration des gouttelettes selon la gravité. De plus le

culot étant trouble on peut supposer que I'émulsion est polydisperse.

Dans le cas de la glycation des hydrolysats de caséinate avec le Dextran en présence ou
non de tampon phosphate, les cinétiques de fraction volumique de phase dispersée ont le méme
comportement. Ce comportement est celui d’'une émulsion instable qui déphase immédiatement

apres la fabrication.

Dans le cas du caséinate de sodium, I'hydrolyse enzymatique entraine une perte des
propriétés émulsifiantes par rapport a la protéine initiale. Cette perte n’est pas compensée par la

glycation avec un glucide simple ou un polysaccharide.
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3.3.3.4 Poids moléculaire du Dextran.

La figure 3.55 présente I'impact du poids moléculaire du Dextran utilisé lors de la glycation
avec le caséinate et I'hydrolysat de crevette sur les cinétiques de la fraction volumique de phase

dispersée des émulsions fabriquées a trois pH différents.
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Figure 3.55 : Evolution de la fraction volumique de la phase dispersée () des émulsions
au cours du temps contenant les glycoconjugués en eau distillée ou les témoins natifsa 0,5 % et a
différents pH (N : Natif ; D1 : Dextran 6000, D2 : Dextran 40000, D3 : Dextran 100000, D4 :
Dextran 270000 ; a a ¢ : caséinate ; d a f : Hydrolysat).

On constate d’aprés les figures 3.55 a et ¢ que le volume de la fraction volumique de la

phase dispersée pour le caséinate est quasiment la méme pour les différents pH. Cependant a pH
4,5, on remarquera que le CS natif et le CS Dex 100000 se distinguent des autres, leur fraction
volumique de la phase dispersée est plus importante. Ces résultats pourraient étre expliqués pour
le pH 4,5 car a ce pH nous sommes au pHi du caséinate de sodium. D'apres les graphiques de
I'hydrolysat (Fig 3.55 : d, e, f) nous constatons que le pH ou les émulsions sont le plus stable est
le pH 4,5 (Fig 3.55 : e), les fractions volumiques de la phase dispersée pour ce pH sont les moins

importantes contrairement au pH 3 qui est le pH le moins stable (Fig 3.55 : d) et les émulsions a
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pH 7 (Fig 3.55 : f) ont un comportement proche de celles a pH 4,5. Quand la fraction volumique
de la phase dispersée augmente en fonction du temps, il y a une concentration des globules gras
en surface dans la phase continue en fonction du temps. Ces résultats interprétent le phénoméne
de crémage des émulsions obtenues. Nous pouvons aussi dire que la fraction volumique de la

phase dispersée évolue difféeremment en fonction de la protéine et du pH utilisés pour les tests.

Nous pouvons conclure d’aprés cette figure (Fig 3.55) quentre les deux sources
protéiques, le pH le plus stable n'est pas le méme, ce qui veut dire que la stabilité varie en
fonction des glucides et des protéines utilisés. Cependant, nous n’observons pas de relation entre

les différents poids moléculaires du Dextran et la diminution du crémage.

3.3.4 Caractéristiques rhéologiques des émulsions

L'utilisation de glucides en présence de protéines dans des émulsions avant ou aprés
réaction de Maillard peut entrainer des modifications dans la rhéologie de I'émulsion (Tadros,
2004). De plus les mesures rhéologiques de telles émulsions peuvent offrir des éléments sur la

structure ainsi que sur les phénoménes d’évolution se déroulant dans I'émulsion.

3.3.4.1 Mesures rhéologiques

Le tableau 3.8 résume les indices d’écoulement (n) et la consistance (K) des émulsions
contenant les differents mélanges. Les mesures ont été réalisées apres quatre heures de repos
pour les émulsions étudiées a pH 7 contenant 0,5% de composés. La fraction volumique de phase

dispersée a aussi €té mesurée au temps de mesure.
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Tableau 3.8 : valeur de lindice de consistance (k), d’écoulement (n), de la viscosité

apparente a 13s (n 10) et 103s”" (n 100) et de la fraction volumique de phase dispersée des pour

les émulsions aprés 4 heures de vieillissement

K (Pa.s) n n 10 (Pa.s) \n 100 (Pa.s)
Cs 0,28+0,1 0,730,002 0,1+0,02 0,08+0,02 0,562
CcsD 0,39+0,1 0,72+0.33 0,13+0,03 0,1+0,02 0,52
CcsX 048022 0,72+0,08 0,21+0,07 0,1320,02 0,72
SH 064+005 064+005 032009 0124002 0,78
SHD 0,57+ 0,11 0,62+ 0,01 0,27 0,1+0,02 0,81
SH X 458+05 039+0,02 0,79+ 0,05 0,27 £ 0,01 0,79
SH X1:2 1,520,116 0,563 0,37+0,08 0,17+0,02 0,81
SHX 1:4 1,55 0,47 0,32 0,13 0,83

Dans le cas du caséinate de sodium natif et aprés glycation avec le Dextran on remarque

qu’il n'existe pas de différence significative dans la valeur de fraction volumique de phase

dispersée, dans l'indice d’écoulement ainsi que pour les viscosités obtenues. La glycation avec le

Dextran entraine une légére augmentation de la consistance de I'émulsion. Le faible taux de

glycation avec le Dextran pourrait expliquer cette similarité entre le caséinate de sodium natif et la

caséinate de sodium glyqué avec le Dextran.

Pour tous les échantillons les indices d’écoulement sont inférieurs a 1 ce qui laisse penser

que les émulsions se comportent comme des fluides pseudoplastiques (Sathivel et al., 2009)

Lorsque que I'on compare I'évolution du module élastique (G’), du modules visqueux (G”)

et de la viscosité complexe (n*) lors d’'un balayage en déformation d’'une émulsion contenant soit

du caséinate de sodium soit du caséinate de sodium maillardisé avec du Dextran, on n'observe

pas de difference significative entre les deux émulsions pour ces paramétres (figure 3.56).
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Figure 3.56 : Balayage en déformation d’une émulsion contenant du caséinate de sodium

natif (traits pleins) ou du caséinate de sodium glyqué avec du Dextran (symboles).

Cette absence de différences peut étre due a la faible modification du caséinate de sodium
lors de sa glycation avec le Dextran. En effet, comme vu dans la partie 3.2, la glycation avec le

Dextran n’entraine qu’une faible diminution du nombre de fonction aminée libres.

Ainsi, le faible impact de la glycation, n'entraine pas de différence majeure dans la
rhéologie des émulsions fabriquées avec du caséinate de sodium glyqué avec du Dextran. Cette
absence de différence est aussi remarquable lors du balayage en fréquence des échantillons

(annexe 11)

Dans le cas de 'hydrolysat de crevette (SH), on remarque qu’en fonction du glucide utilise
lors de la glycation les effets sur les valeurs de consistance, d’écoulement et de viscosité des
émulsions sont différents. Toutefois, toutes les mesures ont été réalisées sur des émulsions ayant

des valeurs de fraction volumique de phase dispersée proche.

Ainsi, la glycation avec le Dextran n'entraine pas de différence significative dans les
valeurs des différents paramétres par rapport a I'hydrolysat natif. Comme pour le caséinate de
sodium, on peut supposer que cette absence de différence est liée au faible taux de glycation du

polysaccharide.
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Par contre, la glycation de I'hydrolysat de crevette avec le Xylose entraine des différences
significatives par rapport a I'hydrolysat de crevette natif. On observe, et ce quelque soit la
concentration en Xylose utilisée lors de la réaction de Maillard une augmentation de la
consistance et une diminution de l'indice d’écoulement. De plus, il n'y a pas de différences
significatives entre les mélanges SH X 1:2 et SH X 1 :4 qui correspond a des mélanges ou lors de
la réaction de Maillard la concentration en Xylose a été doublée ou quadruplée. Ces mélanges
présentent toutefois une valeur de consistance et de viscosité apparente plus faible que pour le
mélange SH X. ce mélange présente les plus fortes différences avec I'hydrolysat natif. La
consistance augmente d’'un facteur 4 par rapport a celle de I'hydrolysat de crevette natif et la
viscosité apparente n10 d'un facteur 2,6. Ces données laissent suggérer que les émulsion
contenant I'hydrolysat glyqué avec le Xylose ont des concentrations en gouttelettes d’huile plus
importante et surement moins polydisperse et possédant une structure entre gouttelette plus rigide
que lors de [Iutilisation d’hydrolysat de crevette natif (Chanamai et McCmlements, 2000 ;
Decourcelle et al., 2010). Le systéme tendrair vers un empilement maximal des gouttelettes et
donc un emcombrement ce qui le raprocherait du comportement d’un fluide présentant un seuil de

viscosité.

Lorsque que I'on compare les émulsions contenant de I'hydrolysat de crevette maillardisé
avec du Xylose et celle contenant du caséinate de sodium, on observe des différences
significative lors du balayage en déformation (annexe 12) et du balayage en fréquence (figure
3.57)
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Figure 3.57 : Balayage en fréquence d’'une émulsion contenant du caséinate de sodium

natif (traits pleins) ou I'hydrolysat de crevette glyqué avec du Xylose (symboles).

Lors du balayage en fréquence de ces deux émulsions (figure 3.66), on remarque que
I'évolution des deux modules est de la viscosité est similaire bien que les valeurs soit supérieure
pour I'émulsion contenant du caséinate par rapport a celle contenant SH-Xyl. On observe que sur
toute la gamme de fréquence G’ est supérieur a G”, les émulsions présentent donc un
comportement solide sur la gamme de fréquence étudiée (Moates et al., 2001). De plus on
remarque que les deux modules sont relativement indépendants de la fréquence appliquée. De
mémes résultats ont été reportés par Chen et al. (2011) et Manoj et al. (2000) avec d’autres
systemes d’émulsions. Ces auteurs supposent que cette indépendance des modules vis-a-vis de

la fréquence démontre que les émulsions sont hautement floculées.

De plus on remarque que la viscosité chute avec 'augmentation de la fréquence ce qui

indique une rupture du réseau avec 'augmentation de la fréquence (Manoj et al. , 2000).

Les systemes montrent un comportement qui s'assimile a celui de systémes trés
concentrés. De plus, le module élastique présente un plateau ce qui peut se traduire par le fait
que la fraction volumique de phase dispersée est a sont empilement maximal ce qui limite les
mouvements entre goutelette. Pour valider cette hypothése il serait nécessaire d'évaluer la
distribution de la taille des gouttelettes. Il serait aussi interessant de déterminer la fraction

volumique effective des objets dans I'émulsion.
196



Ainsi, les émulsions contenant du caséinate de sodium ou de I'hydrolysat de crevette
Maillardisés avec le Xylose présentent une floculation importante. Toutefois, le réseau généré par

les flocs est plus rigide dans le cas du caséinate de sodium du fait des valeurs plus importante.

3.3.4.2 Microscopie de Force Atomique

Lors des expériences de tensions de surface a Lorient, un essai en microscopie de forces
atomiques a été réalisé sur I'hydrolysat de crevette et I'hydrolysat de crevette glyqué avec le
Xylose (figure 3.58).

Hydralysatde cravete natif Hydrolysat de crevette glyqué avec xylose
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Figure 3.58 : Image de la topographie d'une plaque de Mica sur laquelle a été déposée de

I'hydrolysat de crevette natif ou de I'hydrolysat de crevette glyqué avec le Xylose par AFM.

On observe des différences significatives entre les deux échantillons, il semble que
I'hydrolysat de crevette en solution se comporte plus sous forme de molécules individuelles. Aprés
glycation avec le Xylose, on observe des objets qui sont plus gros qui ne s'étalent pas a la
surface dénotant une structure plus rigide. Cette apparition de structure aprés la glycation peut
étre I'une des explications a l'augmentation de la consistance observée lors des mesures de

viscosimétrie.

Toutefois afin d’affiner les résultats de rhéologie et de microscopie de force atomique, il

serait judicieux d’effectuer des mesures complémentaire notamment de potentiel dzéta, mais
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aussi de caractériser la taille des goutellettes dans les émulsions formées et de réaliser des

mesures de tensions interfaciales entre la phase huileuse et la phase aqueuse.

3.3.5 Conclusion

La réaction de Maillard entraine dans certains cas une modification des propriétés
fonctionnelles des sources protéiques utilisées. Cet impact de la réaction de Maillard est différent

en fonction a la fois de la source protéique et du glucide.

Ainsi dans le cas du caséinate de sodium, la réaction de Maillard entraine une
augmentation de la solubilité, notamment au niveau du pHi du caséinate et ce quelque soit le
glucide utilisé a I'exception du Xylose. Pour les propriétés émulsifiantes, la glycation avec les
glucides simples (Glucose et Xylose) ainsi qu’avec les FOS a un impact plutét négatif, c'est-a-dire
que les émulsions fabriquées déphasent plus rapidement au cours du temps que celles contenant
du caséinate de sodium natif. Par contre, la glycation en présence de Dextran entraine une
cinétique de la fraction volumique de phase dispersée inférieure a celle du caséinate de sodium
natif, et ce a différent pH, dénotant une amélioration de la stabilité de I'émulsion. Toutefois, les
expeériences en rhéologie ne détectent pas de différences significatives entre les émulsions

contenant le caséinate natif et le caséinate glyqué avec le Dextran.

L’hydrolyse enzymatique du caséinate de sodium entraine une augmentation de la
solubilité qui devient supérieure a 90% sur toute la gamme de pH étudié. Par contre, les
émulsions fabriquées avec les hydrolysats de caséinate natif ou maillardisés présentent un
déphasage rapide (< 2heures) et donc une instabilité des émulsions. On peut donc supposer que
I'hydrolyse enzymatique du caséinate de sodium bien que permettant 'augmentation du nombre
de composés ioniques et polaires diminue les caractéristiques hydrophobes limitant de ce fait

I'affinité des molécules avec la phase huileuse et donc les propriétés émulsifiantes.
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Pour I'hydrolysat de crevette, la réaction de Maillard n’a pas d’effet sur la solubilité ou la
tension de surface quelque soit le glucide utilisé. Toutefois, des comportements différents sont
observables dans les émulsions. Ainsi les composés maillardisés avec le Xylose présente une
évolution de la fraction volumique de la phase dispersée linéaire et similaire a celle du caséinate
de sodium natif. De plus par rapport aux émulsions contenant de I'hydrolysat de crevette natif, ces
émulsions possédent une consistance et une viscosité supérieure ce qui indique que la glycation

avec le Xylose induit une structuration du systéme.

Toutefois aux vues de ces différents résultats, il semble étre difficile de prédire, les
conséquences d'un point de vue fonctionnel de la réaction de Maillard a partir d’'une source
protéiques et d'un glucide. Néanmoins, dans notre étude deux couples source protéique/glucide
se dégagent pour l'amélioration des propriétés fonctionnelles, notamment les propriétés
émulsifiantes, par la réaction de Maillard. Il s’agit du couple caséinate de sodium / Dextran et

hydrolysat de crevette / Xylose.

En plus d’avoir une incidence sur les propriétés technofonctionelles, la réaction de Maillard
peut produire des composés ayant des propriétés biologiques notamment des propriétés
antioxydantes. Les émulsions étant des systémes sensibles a I'oxydation, il est intéressant de

mesurer les capacités potentiellement antioxydantes des différents mélanges.
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3.4 La capacité antioxydante

La réaction de Maillard peut générer des composés antioxydants. Ceux-ci vont agir via
différents mécanismes (donneurs d'électrons ou donneurs de protons). Afin d’évaluer ces
activités, plusieurs tests utilisant différents mécanismes ont été réalisés. Nous avons choisi trois
tests antioxydants pour caractériser nos produits : le pouvoir réducteur, I'activité antiradicalaire
(par le test au DPPH) et le test ORAC.

Un autre mécanisme de la protection antioxydante est linhibition/élimination des
substances pro-oxydantes dont certains métaux tels que le fer. Cette protection peut étre assurée
par la capacité a chélater les ions métalliques des PRM. Dans notre étude, nous avons évalué la

capacité des PRM a chélater le fer.

3.4.1 Effet de la capacité antioxydante en fonction du type de glucide et de la

source protéique utilisée lors de la réaction de Maillard

Dans cette partie, nous présentons les résultats des activités antioxydantes obtenues pour
la protéine de référence, le caséinate de sodium, et ceux obtenus pour le co-produit marin,
I'hydrolysat de crevette. Dans les deux cas, les tests ont été réalisés sur les protéines natives et

les protéines apres glycation avec les quatre glucides.

Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur, c'est-a-dire la capacité d’'une substance a donner un électron, est un
test largement utilisée dans la littérature. En effet, la réaction de Maillard peut générer des
composés réducteurs parmi lesquels les substances aromatiques et les réductones. L’'avantage
de ce test est qu'il est simple a mettre en ceuvre, reproductible et fiable. De plus, il permet
d'évaluer la contribution des substances dans les réactions d'oxydo-réduction qui régissent le

processus d’oxydation.

Dans le test de I'évaluation du pouvoir réducteur, plus I'absorbance a 700nm est élevée, et

plus le pouvoir réducteur d’une substance est considéré comme important.

Pour évaluer le pouvoir réducteur, un effet dose a été réalisé pour tous les échantillons

analysés. La figure 3.59 montre I'évolution de I'absorbance a 700nm des échantillons : hydrolysat
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de crevette natif (SH) et hydrolysats glyqués en eau distillée par le Xylose, le Glucose, les FOS et

le Dextran, d'une part, et le caséinate (CS) non glyqué ainsi que le caséinate glyqué en eau

distillée par le Xylose, Glucose, les FOS et le Dextran. Les deux contréles positifs sont I'acide

ascorbique et le BHA. L’évolution des absorbances des échantillons maillardisés en présence de

tampon phosphate, ne présentant pas de différence avec les échantillons maillardisés en eau

distillée, est présentée en Annexe 13.
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Figure 3.59 : Evaluation du pouvoir réducteur des échantillons (Caséinate A et hydrolysat

de crevette B) avant et aprés réaction de Maillard en eau distillée avec différents glucides.

Controles positifs : BHA et acide ascorbique.
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On peut déduire trois groupes de produits a partir de I'observation de la figure 3.59.

Le premier groupe est composé des témoins positifs : le BHA et I'acide ascorbique. Ces
deux échantillons montrent une augmentation linéaire trés rapide de I'absorbance qui tend vers un
plateau avec l'augmentation de la concentration en échantillon. Ce plateau est atteint pour

1mg.ml-' dans le cas du BHA et il n'est pas atteint dans la gamme étudiée pour I'acide ascorbique.

Le deuxieme groupe présente une augmentation rapide de I'absorbance a 700nm suivie
d’'un plateau, c’est le cas de I'hydrolysat de crevette aprés glycation avec le Xylose et le Glucose
et du caséinate de sodium glyqué avec le Xylose et le Glucose. Le plateau est atteint pour une
concentration de 5mg.ml' aprés glycation de I'hydrolysat de crevette avec le Xylose ou le
Glucose, pour une concentration de 30mg.ml' pour le caséinate glyqué avec le Xylose et pour

une concentration de 20 mg.ml-' dans le cas du caséinate glyqué avec le Glucose.

Enfin le troisiéme groupe montre une augmentation linéaire de I'absorbance avec une
faible pente et dans les gammes de concentrations étudiées, le plateau n'est pas atteint. C'est le
cas de I'hydrolysat de crevette natif et du caséinate natif ainsi que des échantillons glyqués avec
les FOS et le Dextran.

La figure 3.60 présente un zoom de la figure 1 pour des concentrations en échantillons
comprises entre 0 et 10 mg.ml! pour les échantillons issus du caséinate de sodium et entre 0 et

2,5mg.ml"" pour les échantillons issus d’hydrolysat de crevette.
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Figure 3.60 : Zoom sur le pouvoir réducteur des échantillons (caséinate A et hydrolysat de

crevette B) avant et aprés réaction de Maillard en eau distillée avec différents glucides. Controles

: BHA et acide ascorbique.

Sur cette figure, on remarque qu’aux faibles concentrations en échantillons, les courbes

obtenues pour le pouvoir réducteur sont assimilables a des droites. A partir de ces deux

graphiques, les pentes a l'origine pour les différents échantillons ont été calculée.

Ainsi, la pente des courbes a l'origine est de 3,97 pour 'acide ascorbique et de 8,08 pour

(groupe 1).

204



Pour le groupe 2, la pente a l'origine pour CS-Xyl est de 0,22, celle de CS-Glc de 0,29,
celle de SH-Xyl de 1,26 et celle de SH-Glc de 1,16. On remarque, que bien que ces échantillons
appartiennent au méme groupe, les pentes des échantillons issus de I'hydrolysat de crevette sont
supérieures a celles de ceux issus du caséinate, ce qui signifie que les échantillons issus de

I'hydrolysat de crevette sont plus actifs que ceux issus du caséinate.

Enfin pour le groupe 3, les pentes a l'origine sont comprises entre 0,004 et 0,01 pour les

échantillons de caséinate et entre 0,05 et 0,1 pour les échantillons d’hydrolysat de crevette.

Afin de comparer les échantillons entre eux ainsi qu’'avec les contrdles positifs, nous avons
déterminé la concentration nécessaire pour atteindre une absorbance égale a 0,5 : dans ce cas,
plus cette grandeur est faible, et plus I'échantillon est considéré comme étant actif. Les
échantillons du caséinate de sodium glyqué avec le Xylose sont aussi présentés dans le tableau

3.9, toutefois, ceux-ci ne sont pas significatifs du fait de la faible solubilité de ces composés.

Tableau 3.9. Etude comparée du pouvoir réducteur des échantillons avant et aprés
réaction de Maillard. La concentration nécessaire pour atteindre une absorbance de 0,5 est

exprimée en mg.mL-! (ed = eau distillée ; Tp = tampon phosphate).

Echantillon fer reducteur
Concentration (mg/ml) pour
atteindre une DO =05

RM en ed RMen T
CS natif NAH
CS Xylose 4.4 +0,2 1,35+03
CS Glucose 2,5+0,02 2,41 +£0,05
CS FOS 32,1+312 348+£25
CS Dextran 426 +2.45 511+£1,92
SH natif 6.87 + 027
SH Xylose 0,28 +0 0,31 +0
SH Glucose 0,4 + 0,01 0,62 0,01
SH FOS 4,48 +0,33 5,79 £0,09
SH Dextran 8,29 +0,18 10,89 £ 0,19
Acide ascorbique 01+£0

En présence de caséinate de sodium, I'absorbance de 0,5 n'est jamais atteinte méme a la

concentration de 80mg.ml-'. En revanche, elle est atteinte aprés Maillardisation du caséinate avec
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tous les glucides utilisés. La glycation du caséinate par le Glucose améliore de fagon importante le
pouvoir réducteur. Celui-ci reste trés faible dans le cas d'une glycation par le FOS ou le Dextran.
L’amélioration du pouvoir réducteur refléte I'ordre de réactivité des glucides lors de la réaction de

Maillard a savoir Glucose > FOS > Dextran.

Dans le cas de I'hydrolysat de crevette, on remarque que I'hydrolysat natif possede un
pouvoir réducteur avant méme la glycation. Aprés réaction de Maillard en présence de Xylose,
Glucose et FOS on observe une augmentation du pouvoir réducteur et une diminution de celui-ci
en présence de Dextran. Le pourvoir réducteur augmente d’un facteur 25 pour la glycation en
présence de Xylose ; 17 pour celle en présence de Glucose et 1,5 pour celle en présence des
FOS. La présence d’'un pouvoir réducteur dans les échantillons maillardisés peut étre due a la
présence des composés aromatiques détectés a 294nm lors de la chromatographie d’exclusion

stérique.

Toutefois que ce soit pour les caséinates glyqués ou pour les hydrolysats de crevette
glyqueés, les échantillons sont moins actifs que les deux contrles positifs (BHA et acide

ascorbique)

L’allure générale des courbes, a savoir une augmentation linéaire du pouvoir réducteur
avec la concentration suivi de I'atteinte d'un plateau est retrouvée dans la littérature. Ainsi, lors de
I'évaluation du pouvoir réducteur des produits de la réaction de Maillard issus du caséinate et
Glucose, Gu et al (2009) observent la méme allure de courbes. Toutefois, dans I'étude des
protéines de plasma de proc glyquées avec du Glucose, du fructose ou du galactose, Benjakul et
al. (2005) n'observent qu'une augmentation linéaire du pouvoir réducteur en fonction de la
concentration en produits de la réaction de Maillard. Ceci peut étre du a la gamme de

concentration choisie qui n’était pas assez large pour observer le plateau avec ces composés.

De par la production de composés réducteurs, notamment les composés hétérocycliques
et les composés d’Amadori, la réaction de Maillard est supposée générer une augmentation de
I'activité réductrice. Bien que cela se vérifie sur plusieurs modéles comme le caséinate-Glucose
(Gu et al., 2009), les protéines de plasma de porc et différents glucides (Benjakul et al., 2005), des
concentrats de protéines de lait irradiées (Chawla et al., 2009), certaines études montrent un effet

négatif de la réaction de Maillard sur le pouvoir réducteur. Ainsi Liu et Kitts (2011) ont montré que
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la torréfaction de grains de café diminuait d’'un facteur deux le pouvoir réducteur par rapport aux
grains non torréfiés, cette diminution est notamment due a la diminution de la teneur en composés
phénoliques aprés réaction de Maillard. La méme tendance a été montrée par Duh et al. (2001)
lors de la torréfaction de I'orge. La comparaison de ces études montre que la réaction de Maillard
améliore le pouvoir réducteur dans le cas de protéines mais a priori pas dans le cas de systémes

plus complexes (grains d’orge ou de café).

La comparaison des valeurs de pouvoir réducteur avec la littérature peut aussi devenir
complexe. En effet, bien que la majorité des études présentent leurs résultats en valeurs
d’absorbances brutes, certaines expriment leurs résultats en fonction du contréle positif comme
Liu et Kitts (2011) ou les résultats sont donnés en g d’acide chlorogénique (CGA) équivalent par
gramme de poudre ou Wijewickreme et al. (1999) ou les résultats sont exprimés sur la base de
I'acide ascorbique a une concentration de 0,2mg.ml'. De plus, en fonction des études, le pouvoir
réducteur est évalué a une concentration donnée ou sur une gamme de concentration. L'utilisation
d'une concentration donnée pour tous les résultats peut masquer des différences entre
échantillons notamment si la concentration choisie correspond a un pouvoir réducteur au niveau

du plateau.

Le tableau 3.10 présente des valeurs de pouvoir réducteur de la littérature en fonction des

conditions de réaction de Maillard.

Tableau 3.10 : Valeur de pouvoir réducteur issu de la littérature en fonction des conditions

de réaction de Maillard.

auteurs années systéme conditions de RM pouvoir réducteur unité
L lysine + o
Wijewickreme| 4 qqq glucose/fructose 110-159°C pendant 43- 15,35 (pour 1ml) |absorbance
et al. . 119min milieu liguide
/tibose
o 0,27
Duh et al. 2001 orge entre 327 - 341 C (concentraion |absorbance
pendant 60s milieu sec inconnue)
protéines de plasma
Benjakul et al| 2005 de porc + 100°¢c pgndgnthDmm 0.1 pour 25 ml de absorbance
glucose/fructose/ milieu liquide PRM
galactose
Gu et al. 2009 | caséinate + glucose 102°C pgnda_nt .1 30 min 0,609 a 1mg/ml |absorbance
milieu liquide
concentrat de 0-100kGy irradiation 0,5 pour
Chawla et al.| 2009 protéines de lait gamma milieu liquide |irradiation de kGy absorbance
Liu et kitts | 2011 grain de café | 210°C pendant 15min 0.16 g CGAg de
milieu sec poudre
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Toutefois, on remarque que nos valeurs de pouvoir réducteur obtenu avec le caséinate et
le Glucose sont différentes de celles obtenues par Gu et al. (2009) avec le méme systéme. Nos
valeurs sont inférieures pour les faibles concentrations (< 5mg.ml') et supérieures pour des
concentrations supérieures. La valeur d’absorbance correspondant au plateau atteint par le
pouvoir réducteur dans 'étude de Gu et al. (2009) est de I'ordre de 0,7 alors que notre étude le
plateau correspond a des valeurs d’absorbance de 'ordre de 6. Ces différences peuvent étre dues
aux conditions de réactions de Maillard ainsi qu’aux légéres différences dans la réalisation du test

du pouvoir réducteur.

L’activité piégeage du radical DPPH

Le test DPPH est un test antioxydant basé sur la capacité d’une substance a pieger un
radical libre stable introduit dans le milieu (le DPPH:). Ce test implique un transfert d’hydrogéne.
Méme s'il ne représente aucunement ce qui se passe in vivo, ce test présente l'avantage d'étre
simple et rapide a mettre en ceuvre, reproductible et fiable. De plus il est couramment utilisé dans
littérature sur une grande variété de composés tels que des extraits végétaux, des composés
peptidiques,... . La possibilité d'exprimer les résultats en équivalent Trolox® permet la

comparaison avec un grand nombre d’échantillons différents et de témoins positifs.

L’activité antiradicalaire a été évaluée grace au test au DPPH. Ce test a été effectué
seulement sur les échantillons les plus actifs vis-a-vis du pouvoir réducteur, c'est-a-dire les
échantillons de caséinate et d’hydrolysat de crevette glyqués avec le Xylose et le Glucose. Les
échantillons natifs (sans chauffage) ont aussi été évalués et servent de témoins. Des effets doses
ont été réalisés avec les différents échantillons. Les échantillons de caséinate glyqués avec le
Xylose sont présentés mais I'échantillon étant tres insoluble, seule I'activité de la partie soluble est
évaluée entrainant une sous-estimation et des incohérences dans les données. Comme pour le
pouvoir réducteur, I'activité de piégeage du radical DPPH des échantillons issus de la réaction de

Maillard en présence de tampon phosphate est présenté en annexe 14.
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Figure 3.61: Evaluation de I'activité piégeage du DPPH (Caséinate A et hydrolysat de
crevette B) avant et aprés réaction de Maillard en eau distillée avec le Xylose et le Glucose.
Controles positifs : BHA.

Comme pour le test du pouvoir réducteur, on observe trois groupes d’échantillons (figure
3.61).

Le premier groupe présente une augmentation trés rapide de I'activité piégeage du DPPH
suivie par un plateau atteint a partir de 0,5mg.mL-" pour le BHA et de 2mg.mL-" pour I'échantillon
SH-Xylose.
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Pour le deuxieme groupe, on observe une augmentation moins rapide de l'activité de
piégeage du DPPH et le plateau est atteint d’'une maniére plus progressive a partir de 6,5mg.mL-"

pour I'échantillon SH-Glucose et de 40mg.mL-" pour 'échantillon de CS-Glucose.

Enfin le troisitme groupe, comprenant les échantillons natifs, correspond a une
augmentation réguliere mais qui suit une pente faible qui, on le suppose, tend vers un plateau qui

n’est pas atteint dans les gammes de concentrations étudiées.

A partir de ces résultats, deux indicateurs ont été calculés: les concentrations (mg.mL-1)
nécessaires pour atteindre une activité de piégeage de 50% (ACso), d'une part, et une valeur en
MM équivalent Trolox®, d'autre part, pour les concentrations en échantillons de 20mg.ml-!. Ces

résultats sont synthétisés dans le tableau 3.11.

Tableau 3.11: Etude comparée du piégeage du DPPH des échantillons avant et apres

réaction de Maillard. La concentration pour atteindre I'ACso est exprimée en mg/ml.

Echantillon Test DPPH
Valeur en pM équivalent
Trolox pour une

AC 50 (mg/ml) | concentration de 20mg/ml
CS natif >80 146,7
CS Xylose en ed >80 1448
CS Xylose en Tp >80 154,6
CS Glucose en ed 17,5 336.,1
CS glucose en Tp 18,4 3244
SH natif >20 178.5
SH Xylose en ed 0,42 398.7
SH Xylose en Tp 0,44 393.1
SH glucose en ed 1,16 359,2
SH Glucose en Tp 2,08 349,3
BHA 0.034

Pour le test DPPH, I'ACsp n'est pas atteinte dans le cas du caséinate de sodium natif
méme pour une concentration de 80mg.ml'. Aprés réaction de Maillard avec le Glucose, I'ACso

est atteinte pour une concentration de 17,5mg.ml" lors de la glycation en eau distillée et de
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18,4mg.ml-" lors de la glycation en tampon phosphate. Toutefois la différence entre ces deux

concentrations n'est pas significativement différente.

Dans le cas de I'hydrolysat de crevette natif, on remarque que dans la gamme étudiée,
I'’ACso n’est pas atteinte. Aprés glycation en eau distillée avec le Xylose et Glucose, 'ACsp est
atteinte pour des concentrations de 0,42mg.mL et 1,16 mg.mL"', respectivement. De plus la
concentration nécessaire pour atteindre 'ACso avec I'hydrolysat de crevette glyqué avec Xylose
est 2,7 fois supérieure a celle de I'hydrolysat de crevette glyqué avec le Glucose lorsque la

réaction de Maillard se déroule en eau distillée.

Pour les valeurs d'activit¢ de piégeage du DPPH a 20mg.ml', on remarque que la
glycation par les différents glucides dans le cas du caséinate de sodium ou de I'hydrolysat de
crevette entraine une augmentation d’un facteur 2 de cette valeur par rapport aux échantillons
natifs. Néanmoins il n’y a pas de différence significative pour cette valeur aprés glycation de

I'hydrolysat de crevette avec le Xylose ou le Glucose.

La capacité antiradicalaire semble augmenter avec la réactivité des glucides vis-a-vis de la
réaction de Maillard. Néanmoins, pour les différents mélanges issus du caséinate de sodium ou
de I'hydrolysat, celle-ci est inférieure a celle de la molécule de référence le BHA. La présence de
tampon phosphate pendant la réaction de Maillard semble plut6t avoir un effet négatif voire pas
d’effet du tout.

Il est difficile de comparer les résultats avec la littérature. En effet, bien que le test DPPH
soit largement utilisé, le mode de calcul de I'activité antiradicalaire, quand il est explicité, et
I'expression des résultats dépendent des auteurs. Ainsi I'activité antiradicalaire (%) peut étre

calculée d’au moins trois fagons différentes en utilisant 'absorbance a 517nm des échantillons :

Acchantitions — A
AAR (%) — (1 . échantillons controle) + 100 (Gu et Cll., 2009)
Ablanc

Aéchantillon

AAR (%) = (1 - ) + 100 (Benjakul et al.,2005)

Ablanc

A — Aschanti
AAR (%) = ( controte “’“‘”“”"”) « 100 (Chawla et al.,2009)

Acontrole
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Néanmoins, quel que soit le mode de calcul, trois types d’informations peuvent étre
extraits, 'ACso, I'activité antiradicalaire a une concentration en produits de la réaction de Maillard
et l'effet de la concentration en produits de la réaction de Maillard sur l'activité antiradicalaire.
Parmi ces méthodes de calculs, celle de Benjakul et al (2005) se rapproche le plus de notre mode
de calcul de l'activité antiradicalaire. En revanche celle de Gu et al. (2009) semble sous estimer

['activité antiradicalaire.

Dans les études ou un effet dose de la concentration en produits de la réaction de Maillard
sur l'activité piégeage du radical DPPH a été réalisée, on observe une augmentation de cette
activité avec la concentration en produits de la réaction de Maillard. De plus, deux allures de
courbes sont présentes. Dans un cas, comme dans notre étude I'activitt DPPH augmente pour
tendre vers un plateau. C'est le cas de I'étude de Gu et al. (2009) ou un plateau d’activité
antiradicalaire est atteint a partir d'une concentration en caséine-Glucose de 2mg.ml-'. Toutefois
ce plateau correspond a des valeurs d’AAR d’environ 38%.

Dans le second cas, I'activité antiradicalaire augmente linéairement avec la concentration
en produits de la réaction de Maillard, c’est 'observation de Benjakul et al. (2005) ou I'activité
antiradicalaire des mélanges de protéine de plasma de porc-Fructose et protéine de plasma de
porc -Galactose augmente linéairement jusqu’a des valeurs de 70% et 60% respectivement pour

une concentration correspondant a de 20ml de produits de la réaction de Maillard.

Dans les cas des études utilisant une concentration fixe ou le calcul de I'ACsp, Jing et Kitts
(2002) ont montré que la nature des glucides qui composent les produits de la réaction de Maillard
détermine les propriétés antioxydantes qui en découlent. Ainsi ils montrent que les produits de la
réaction de Maillard issus de la caséine + ribose présentent une faible une capacité a piéger les
radicaux DPPH (entre 3 et 7% d’inhibition) alors qu'aucune activité de piégeage du DPPH n’est
détectée pour les produits de la réaction de Maillard issus de la caséine et du Glucose ou du
fructose. lls supposent que le caractére hydrophobe du radical DPPH n’interagit pas de maniére
suffisante avec les produits de la réaction de Maillard issus des mélanges caséine-glucide, plutot
hydrophiles, dans I'éthanol.

Toutefois, d’autres études montrent qu’une activité piégeage du DPPH peut étre détectée
de maniere significative dans des mélanges protéine-glucides. Ainsi Chevalier et al. (2001) ont
réalisé une réaction de Maillard entre la B-lactoglobuline (Blg) et différents glucides. lls montrent

qu’a une concentration de 5mg.ml! de produits de la réaction de Maillard une activité DPPH peut
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étre détectée. Celle-ci est d’environ 80% pour les mélanges Blg-ribose, 60% pour le mélange Blg-
arabinose et avoisine les 20% pour les mélanges Blg Glucose/galactose. Dans cette étude, 'ACsp
des composés a aussi été déterminée. Toutefois la gamme de concentration des produits de la
réaction de Maillard utilisée, allant de 0 a 5 mg.ml-" n’était pas assez large pour calculer 'ACso de
tous les composés, seuls les mélanges Blg-arabinose et Blg-ribose possedent une ACsp inférieure

a 5mg.ml-.

D’une maniére générale, il semble que 'augmentation de l'activité DPPH soit corrélée a
avancée de la réaction de Maillard. Ainsi Benjakul et al. (2005) montrent que I'activité
antiradicalaire de mélanges de protéine de plasma de porc (PPP) en présence de différents
glucides augmente avec la durée de chauffage. Par exemple, I'activité antiradicalaire du mélange
PPP-galactose est de 20% aprées 1h de chauffage a 100°C contre 70% aprés 5h de chauffage.

Chawla et al. (2009) montrent qu'en augmentant la dose d’irradiation vy, il y a une
augmentation de la réaction de Maillard par diminution du nombre de groupements aminés libres
et du taux de glucides réducteurs. Cette induction de la réaction de Maillard par 'augmentation de

la dose de radiation entraine aussi une augmentation de I'activité antiradicalaire mesurée.

Néanmoins les différences de mode de calcul ne nous permettent pas d’affirmer si nos
produits de la réaction de Maillard en présence des différents glucides sont plus ou moins actifs
que ceux de la littérature. Toutefois, nous montrons que la réaction de Maillard améliore I'activité
antiradicalaire de I'hydrolysat de crevette et du caséinate de sodium. Cette amélioration est plus
importante dans le cas de I'hydrolysat de crevette Maillardisé avec le Xylose. Dans ce cas, 'ACso

calculée est faible (inférieur a 0,5mg/ml).

Le pouvoir chélateur

Il permet de mesurer la capacité d’'une molécule a chélater différents ions métalliques.
Dans notre cas, nous avons évalué la capacité a chélater le fer. En effet, le fer fait partie des
métaux impliqués dans les réactions d'oxydation (effet pro-oxydant), sa chélation est donc

susceptible de protéger un échantillon des réactions d'oxydation.

Les tests du pouvoir chélateur ont été réalisés sur les mémes échantillons que ceux

utilisés pour les tests au DPPH. De méme, des effets doses ont été effectués pour tous les
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échantillons. Les résultats sont exprimés en ICso qui correspond a la concentration nécessaire

pour avoir un pourcentage d'inhibition de 50%.
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Figure 3.62 : Pouvoir chélateur (Caséinate A et hydrolysat de crevette B) avant et aprés

réaction de Maillard en eau distillée avec le Xylose et le Glucose.

On observe que le pouvoir chélateur (figure 3.62) augmente linéairement avec la
concentration en échantillon. Toutefois il n’'y a pas d’impact significatif de la glycation sur le
pouvoir chélateur des échantillons issus des mélanges de caséinate ou d’hydrolysat de crevette.
Le pouvoir chélateur des différents échantillons est compris entre 15 et 30%.
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Le test ORAC

Le test ORAC a été sous-traité auprés d'un laboratoire extérieur (Invivo Labs) pour toutes
les sources protéiques utilisées pendant la thése ainsi que pour les échantillons glyqués en eau

distillée avec du Xylose et du Glucose.

Le test ORAC permet d’évaluer la capacité d’'une substance a inhiber la dégradation
oxydative d’une protéine fluorescente, la fluorescéine, provoquée sous l'action d’'un composé
générateur de radicaux peroxyles ROO®. Si un piégeur de radicaux peroxyles est ajouté au milieu
réactionnel, la fluorescence persiste, proportionnellement a l'efficacité de I'échantillon testé. Le
mécanisme mis en jeu repose ici sur un transfert d’atomes d’hydrogéne (HAT) (Huang et al.,
2005).

Il permet une mesure globale du pouvoir antioxydant de substances pures ou en mélange
comme dans les produits finis. Le test est réalisé en spectrofluorimétrie. Il consiste en une mesure
de la protection exercée par une molécule donnée contre I'oxydation de la fluorescéine par un
radical libre stable, 'AAPH. Il s’agit donc a proprement parler de la mesure d'un pouvoir
antiradicalaire. Les résultats sont exprimés par rapport a la protection exercée par un antioxydant
de référence, le Trolox qui est I'équivalent hydrosoluble de la vitamine E et ramenés par gramme
du produit testé. L'avantage majeur du test ORAC est en effet de proposer une mesure
standardisée et largement acceptée du pouvoir antioxydant, contrairement aux trés nombreuses

autres méthodes existantes.

Le tableau 3.12 présente la capacité antiradicalaire des échantillons analysés exprimée en
pmol Te/kg. On observe que la réaction de Maillard augmente d’un facteur 1,4 la valeur ORAC
comparativement au caséinate natif. L'effet de la RM est plus net dans le cas de I'hydrolysat de
crevette, en effet aprés la glycation avec le Xylose la valeur ORAC augmente d’un facteur 1,7 par
rapport a I'hydrolysat natif alors qu’en présence de Glucose celle-ci n'augmente que d’un facteur
1,1. Toutefois, les valeurs ORAC des échantillons glyqués restent trés inférieures a celles des

antioxydants de références (BHA et acide ascorbique).
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Tableau 3.12 : valeurs ORAC obtenues pour le caséinate de sodium et 'hydrolysat de

crevette avant ou aprés réaction de Maillard avec le Xylose, le Glucose.

Valeur ORAC

Ratio

En pmol équivalent

Comparaison
des sources

Trolox/kg Effet de la RM  protéiques
CS natif 196 566
CS Xylose
CS Glucose 272 6854 1.4
SH natif 352179 1.8
SH Xylose 613 323 1.7
SH Glucose 373 025 1.1
Acide ascorbique 3 000 000
BHA 15 000 000

L’apport journalier, selon les nutritionistes, est évalué entre 3000 et 5000 unités ORAC. Le

tableau 3.13 présente les valeurs ORAC de quelques aliments et extraits végétaux ainsi que le

positionnement de nos échantillons. La quantité nécessaire pour atteindre une valeur ORAC de

3000 a aussi été calculée.

Tableau 3.13: valeur ORAC de quelques aliments et extraits végétaux ainsi que des

composés de la réaction de Maillard (source USDA)

Valeur ORAC en ymol quantité necessaire pour
echantillons Trolox/g avoir 3000 unite ORAC fn gde
huile de girofle 107869 0,02
Acide
ascorbique 3000 1 poids sec
huile de thym 1596 1,8
SH-Xylose 613,3 4 9lpoids sec
SH natif 352,2 8,52|poids sec
CS-glucose 2726 11|poids sec
CS natif 196.,5 15,2|poids sec
baie de Goji 146 20,5poids frais
prunsau 58 51,7|poids frais
ail 19 157 ,8|poids frais
fraises 15 200ppoids frais
epinard 12 250poids frais
bétraves 8.4 357,1|poids frais
avocat 3 375poids frais
banane 2.1 1428,5poids frais
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Les hydrolysat de crevette maillardisés avec le Xylose présentent une forte valeur ORAC.
On peut supposer que ces composés pourraient étre utilisés comme complément alimentaire
sous réserve qu'ils ne présentent pas de cytotoxicité. L'absorption de deux gélules (500mg)

correspond a 1/10éme de la valeur ORAC journaliere recommandée.

Composition en acides aminés

L’hydrolysat de crevette natif possede une capacité antioxydante plus importante que le
caséinate de sodium. Cette différence peut étre due a la composition en acides aminés ainsi qu'a
|la taille des peptides qui compose I'hydrolysat. Le tableau 3.14 présente la composition en acide

aminés de I'hydrolysat de crevette natif et du caséinate de sodium natif, utilisés dans cette étude.

Tableau 3.14 : répartition en acide aminé pour I'hydrolysat de crevette et le caséinate de

sodium natif
SH natif CS natif
Acides amines en g/100g en g/100g
cystine 0,44 0,34
acide aspatique 5,88 5,93
proline 3,49 9.47
meéthionine 1,39 2.46
thréonine 2,44 3.6
sérine 2,44 462
acide glutamique 8. 74 18,86
glycine 7,44 1,56
alanine 4,09 2,99
valine 2,88 5,49
isoleucine 2.69 4 34
leucine 4,25 7,75
tyrosine 1,95 4,68
phénylalanine 2,38 4,39
lysine 4,68 6.59
histidine 1,16 2,39
arginine 4,47 3.11

Globalement, on remarque que I'hydrolysat de crevette est riche en acide glutamique,
glycine et acide aspartique. Dans le cas du caséinate de sodium, les acides aminés présents dans

les plus grandes quantités sont I'acide glutamique, la proline, la leucine et la lysine.

Lorsque I'on compare les deux sources aminées on remarque que globalement la quantité

en acides aminés est supérieure pour le caséinate de sodium que pour I'hydrolysat de crevette.
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Deux acides aminés sont en quantité équivalente : la cystéine et I'acide aspartique et deux acides

aminés sont en quantité plus importante dans I'hydrolysat de crevette : la glycine et I'alanine.

Toutefois, bien que cette répartition nous donne la composition en acides aminés de nos
deux sources protéiques, elle ne nous renseigne pas sur les acides aminés libres dans le milieu
particuliérement pour le caséinate de sodium qui est une protéine native. Ainsi, bien que le
caséinate contienne une quantité plus importante d’acide aminé potentiellement antioxydant tels
que la cystéine, la méthionine, la glycine ou la tyrosine, ceux-ci ne sont peut étre pas libres et

donc leur potentiel antioxydant est réduit.

On remarque que la glycation avec le Xylose et le Glucose posséde un impact positif sur
les capacités antioxydantes du caséinate et de I'hydrolysat de crevette,alors que la glycation avec
les FOS et le Dextran possede un impact positif limité voire négatif. Ce faible impact des FOS et
du Dextran sur 'amélioration des propriétés antioxydantes était attendu. En effet la réaction de
Maillard est peu avancée avec ces deux glucides produisant ainsi peu de composés néoformés.
Ces glucides ont été choisis pour leur impact potentiel sur les propriétés technofonctionelles des
sources protéiques. De plus peu d’études évaluent les propriétés antioxydantes qui peuvent
découler de la glycation en présence de FOS ou de Dextran. Mesa et al. (2008) ont montré que la
glycation de protéines de Soja avec des FOS entraine une augmentation de I'activité antioxydante
mesurée par le test ORAC et par le test des diénes conjugués. lls montrent que cette activité
antioxydante est principalement due aux produits de la caramélisation des FOS généreés lors de la

réaction de Maillard.

D’une maniere générale, on remarque que les produits de la réaction de Maillard avec les
glucides les plus réactifs lors de la réaction entrainent la production des composés présentant les
activités antioxydants les plus importantes. Une corrélation positive entre le taux de brunissement
et I'activité antioxydante a été montré par plusieurs études (Manzocco et al., 2001 ; Jing et Kitts,
2002, Sumaya Martinez et al., 2005). Toutefois cette corrélation peut étre liée aux produits de la
caramélisation des glucides lors du chauffage. En effet, Sumaya et al. (2005) ont montré qu’a
partir d'une température de 75°C, le chauffage du ribose seul entraine le développement de
I'absorbance a 420nm. En méme temps que I'apparition d’'une absorbance a 420nm, une activité
DPPH est détectée dans le milieu. Les auteurs supposent que c'est la production de composés

issus de la caramélisation du ribose qui en est responsable. Ainsi 'augmentation de I'absorbance
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et de I'activité antiradicalaire pour des composés issus de la réaction de Maillard entre le ribose et
un hydrolysat de thon est due non seulement & la production de composés bruns et
antiradicalaires par la réaction de Maillard mais aussi par les produits de la caramélisation du
ribose. Cet effet a aussi été montré par Dong et al. (2012). Les auteurs ont évalué la capacité
antioxydante d’un hydrolysat de Blg chauffé en présence de Glucose ainsi que celle de la Blg et
du Glucose chauffé seul. lls montrent ainsi que la capacité antiradicalaire du Glucose chauffé a
90°C seul apres 18h de chauffage tend vers celle du BLG-Glucose. Ainsi ils supposent que pour
la capacité de piégeage du DPPH, les produits de la caramélisation du Glucose jouent un réle
important. Le méme effet est observé pour la capacité a réduire et a chélater le fer. Ainsi Dong et
al. (2012) en concluent que les produits de la réaction de caramelisation du Glucose sont liés a
I'augmentation de la capacité antioxydante globale des produits de la réaction de Maillard entre la

Blg et le Glucose.

Toutefois, nous avons montrés que dans les conditions choisies pour la réaction de
Maillard : milieu sec, 90mg.ml* de glucide, chauffage pendant 48h a 50°C, il n'y avait pas de
développement de coloration brune dans les échantillons (cf partie 4.2.1) et donc pas de
caramélisation des différents glucides. L'activité antioxydante des différents mélanges aprés
réaction de Maillard est donc seulement imputable a la production des nouveaux composés

antioxydants lors de la réaction de Maillard.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux produits totaux de la réaction de
Maillard. Or dans la partie 4.2, on montre qu'il y a un changement dans la répartition des poids
moléculaires entre la source protéiques native et la source protéique aprés glycation. On peut
donc supposer que l'activité antioxydante est portée par une ou plusieurs fraction de poids
moléculaires différentes. Ainsi d’apres la littérature, il semble que les mécanismes de la capacité
antioxydante varient en fonction du poids moléculaire de la fraction étudiée. Gu et al. (2009) ont
montré qu'apres fractionnement, selon leur poids moléculaire, des produits de la réaction de
Maillard issus du caséinate et du Glucose, alors que pour le pouvoir réducteur il semble ne pas y
avoir d'influence de la taille des produits de la réaction de Maillard, un effet marqué est observé
pour la capacité a chélater le fer et dans lactivité de piégeage du DPPH. Les PRM issus du
caséinate et du Glucose de poids moléculaire supérieur a 30kDa semblent étre responsables de

I'activité chélatrice alors que ceux de poids moléculaire inférieur a 30kDa semblent étre liés a
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lactivitt DPPH. Lors de I'évaluation des mélanges totaux, c'est-a-dire sans fractionnement, les

trois activités sont présentes et un effet dose est observé.

Synthése :

La glycation avec les glucides les plus réactifs (Xylose et Glucose) s'accompagne du

développement d’une capacité antioxydante.

Les composés issus de la glycation de I'hydrolysat de crevette présentent des capacités

antioxydantes supérieures a celles des composés issus de la glycation du caséinate.

3.4.2 Influence du poids moléculaire de la source protéique

Nous avons démontré que 'hydrolysat de crevette possédait une capacité antioxydante
supérieure a celle du caséinate de crevette. De plus plusieurs auteurs ont montré que I'hydrolyse
enzymatique des protéines peut améliorer a la fois la solubilité des protéines (Klompong et al.,
2007 ; Nanilanon et al., 2011) et leurs propriétés antioxydantes (Srinivas et Prakash, 2010). Il a
donc été envisagé d’hydrolyser la protéine de référence afin de voir I'impact de la taille de la
source protéique d'une part sur la réaction de Maillard et d’'autre part sur les propriétés

fonctionnelles et biologiques.

La glycation des hydrolysats de caséinate a été réalisée avec le Xylose et le Dextran pour
deux raisons. La premiére est liée a la réactivité des glucides, en effet dans la partie 4.2.1, nous
avons montré que dans les conditions de réaction de Maillard utilisée, le Xylose est le glucide le
plus réactif et le Dextran le moins réactif. La seconde est liée aux propriétés fonctionnelles
développées au cours de la réaction de Maillard. En effet, dans la partie 4.3.3.1, nous avons
montré que dans le cas du caséinate de sodium c'est la glycation en présence de Dextran qui
entraine une amélioration des propriétés antioxydantes et dans le cas de I'hydrolysat de crevette,
Cest la glycation en présence de Xylose qui entraine une ameélioration des propriétés
fonctionnelles. Dans cette partie, I'impact de I'hydrolyse enzymatique du caséinate de sodium

suivie ou non par une glycation sur les propriétés antioxydante est exploré.
Pouvoir réducteur
La figure 3.63 présente le pouvoir réducteur des hydrolysats de caséinate hydrolysés

avant et apres réaction de Maillard.
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Figure 3.63 : Evaluation du pouvoir réducteur des échantillons de caséinate hydrolysé (DH
=6.5% A, DH =10% B et DH = 13.5% C) avant et apres réaction de Maillard en eau distillée avec

le Xylose et le Dextran. Contréles positifs : BHA et acide ascorbique.
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Les trois groupes d’échantillons observés pour le caséinate et I'hydrolysat de crevette sont
retrouvés avec les méme caractéristiques dans le cas des hydrolysats de caséinate glyqués avec
le Xylose ou le Dextran.

Les contréles positifs, acide ascorbique et BHA constituent le premier groupe. Les
échantillons glyqués avec le Xylose le second et les hydrolysats de caséinate natif ou glyqués

avec le Dextran le troisieme.

Activité piégeage du radical DPPH

Comme dans la partie 3.3.1, seuls les composés natifs et les composés issus de la
réaction de Maillard avec le Xylose ont été évalué pour leur capacité a piéger le radical DPPH
(figure 3.64).
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Figure 3.64 : Activité piegeage du radical DPPH pour les caséinate hydrolysés avant et

aprés réaction de Maillard avec le Xylose en eau distillée. Contréle : BHA

Les trois groupes d’échantillons observés pour le caséinate et I'hydrolysat de crevette sont
retrouvés avec les méme caractéristiques dans le cas des hydrolysats de caséinate glyqués avec

le Xylose ou le Dextran.

Lorsque I'on compare les échantillons de caséinate hydrolysé avec le caséinate natif, on

remarque qu'il n’y a pas de différences significatives dans la capacité a piéger le radical DPPH.
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Par contre, aprés glycation avec le Xylose des caséinates hydrolysés, on observe une
augmentation rapide de la capacité a piéger le DPPH suivie par I'atteinte d’'un plateau a partir
d’'une concentration de 2mg.ml-'. A partir de ces courbes il ne semble pas y avoir de différences

significatives entre les différents échantillons maillardisés.

Pouvoir chélateur

Le pouvoir chélateur du caséinate hydrolysé natif et aprés glycation avec le Xylose a été
évalué. La figure 3.65 présente les courbes du pouvoir chélateur en fonction de la concentration
en échantillons.
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Figure 3.65 : Evolution du pouvoir chélateur des caséinate hydrolysés avant réaction de

Maillard (A) et aprés réaction de Maillard avec le Xylose (B)
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Deux allures de courbes sont observées. Le premier correspond aux échantillons de
caséinates hydrolysés avant glycation, les courbes ont une allure sigmoidales. Le pouvoir
chélateur augmente progressivement avec la concentration pour ensuite ralentir et tendre vers
une chélation de 100%. Le ralentissement apparait a partir de 2,5mg.ml" pour les trois degrés

d’hydrolyse.

Dans le cas des échantillons de caséinate hydrolysés aprés glycation, on observe une
augmentation rapide du pouvoir chélateur entre 0 et 2,5mg.ml" suivi d’'une augmentation plus

progressive.

Il semble que dans ce cas, la réaction de Maillard a un impact négatif sur le pouvoir
chélateur. En effet avant glycation, le pouvoir chélateur des hydrolysats de caséinate pour une
concentration de 5mg.ml-* est compris entre 80 et 95%, alors qu'aprés réaction de Maillard avec le

Xylose celui-ci est compris entre 30 et 40% a la méme concentration.

Valeur ORAC

La figure 3.66 présente I'impact du degré d’hydrolyse avant ou aprés glycation avec le
Xylose sur la valeur ORAC des échantillons. On remarque qu’avant glycation, la valeur ORAC
augmente presque linéairement avec le degré d’hydrolyse. Ainsi, la valeur ORAC augmente
proportionnellement avec 'hydrolyse du caséinate d’un facteur 1,5 pour un DH de 6,5% ; de 2,7
pour un DH de 10% et de 3,4 pour un DH de 13,5%.

Lorsque l'on compare les échantillons avant et aprés glycation, on remarque que
I'augmentation de la valeur ORAC par glycation diminue avec le degré d’hydrolyse. Ainsi, la valeur
ORAC augmente d’'un facteur 1,7 lors de la glycation de CSH 6.5% avec le Xylose, d’un facteur
1,1 lors de la glycation CSH 10% avec le Xylose et une diminution de la valeur ORAC d’un facteur

0,9 est observé pour CSH 13.5% aprés glycation avec le Xylose.
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Figure 3.66 : Effet du DH sur la valeur ORAC des caséinates hydrolysé avant et aprés

glycation avec le Xylose.

Le tableau 3.15 présente une synthese des différents résultats observés pour les

capacités antioxydantes des hydrolysats de caséinates avant et aprés glycation par le Xylose ou

le Dextran.

Tableau 3.15: Evaluation de la capacité antioxydante des solutions de caséinate

hydrolysées par |'Alcalase® 2,4L avant ou aprés réaction de Maillard. Les degrés d'hydrolyse

varient de 6,5 a 13,5%. Les sucres utilisés pour la glycation sont le Xylose et le Dextran.

CSH 10% Dex

CSH 13,5% natif

661398

Echantillen Valeur ORAC fer reducteur test DPPH PV chélateur
Concentration .
HM equivalent {my/ml) pour valeura 20mg/ml
Trolox /kg atteindre une DO AC 5o (mg/ml)| (UM équivalent 1C 50 (mg/ml)
-0.5 Trolox)

CS natif 196566 NA) na 146.8 na
CSH 6,5% natif 289527 64,2 38,7 2361 1,32
CSH 6,5% Xyl 480186 0,58 1.18 360,29 13,97
CSH 6,5% Dex 56,9
CSH 10% natif 537579 62,8 30,9 2815 1.42
CSH 10% Xyl 595483 0,69 1.1 3579 16,5

CSH 13.5% Xyl

605317

CSH 13,5% Dex

Acide ascorbique

3 000 000

BHA

15 000 000
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Lorsque I'on compare le pouvoir réducteur, le test DPPH et le pouvoir chélateur du
caséinate natif et des trois hydrolysats de caséinate, on remarque que I'hydrolyse du caséinate de
sodium suivie d'une glycation par le Xylose améliore les propriétés antiradicalaires. La meilleure
activité de piégeage du radical DPPH (ACs0=0,8) est obtenue pour un DH de 13,5%.

Lorsque I'hydrolyse est suivie d’'une glycation avec le Xylose, on observe une amélioration
de la valeur ORAC, du pouvoir réducteur, de l'activité antiradicalaire (test DPPH) et du pouvoir
chélateur du fer. On observe une diminution de la concentration d’'un facteur 90 pour le pouvoir
réducteur, d'un facteur 30 dans le test DPPH et d’'un facteur 15 dans le cas du pouvoir chélateur.
Cette diminution est moins marquée pour le test ORAC ou dans le cas du caséinate hydrolysé
avec un DH de 13,5% on observe une diminution de la valeur ORAC apres glycation avec le

Xylose.

Apres glycation avec le Dextran, on observe une légére amélioration du pouvoir réducteur
puisque la concentration nécessaire pour atteindre une valeur de pouvoir réducteur de 0,5
diminue d'un facteur 1,2 entre les caséinates hydrolysés natifs et les caséinates hydrolysés
glyqués avec le Dextran.

La présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard semble avoir soit un

impact neutre soit un impact négatif sur le pouvoir réducteur selon les mélanges réactionnels.

L'effet bénéfique de Ihydrolyse enzymatique sur les propriétés antioxydantes a été
démontré par différents auteurs sur différents substrats tels que la caséine (Srinivas et Prakas,
2010) ; des protéines muscle de poisson (Klompong et al., 2007 ; Nalinanon et al., 2011) ou de la
gélatine de poisson (Yang et al., 2008). Wu et al. (2003) justifient les variations de l'activité
antioxydante par des changements de taille et de composition en acides aminés et peptides de

petites tailles produits au cours de I'hydrolyse

Dans le cas des protéines de lait, Srinivas et Prakash (2010) ont montré que I'hydrolyse de
I'a-caséine par la chymotrypsine avec l'atteinte d'un DH de 4.6%, libére des peptides ayant une
activitée antiradicalaire et chélatrice du zinc. Cette activité est liée aux peptides libérés par
I'enzyme, en effet la chymotrypsine a été sélectionnée pour sa capacité a hydrolyser les liaisons
peptidiques avec un acide aminé aromatique ou hydrophobe. La capacité a piéger le radical

DPPH et a chélater le zinc a été évaluée. Pour ces deux tests, les ACso ont été calculées et
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comparées a un contréle. Ainsi, la valeur d'ACso obtenue pour l'activité antiradicalaire est de
1,25mg.ml"!. Cette valeur d’ACso est supérieure a celles obtenues dans notre étude pour les trois
hydrolysats de caséinate de sodium. Toutefois, bien que le mode de calcul de I'activité piégeage
du DPPH ne soit pas détaillé, on peut supposer que nos hydrolysats sont moins actifs car la
concentration pour atteindre 'ACso est multipliée par 30. Cette différence d’activité peut étre due a
différents paramétres. Premiérement la taille des peptides, en effet la majorité des peptides
bioactifs d’hydrolysats laitier identifiés contiennent entre 5 et 11 acides aminés soit un poids
moléculaire compris entre 0,7 et 1,5kDa (Pihlanto, 2006). Deuxiémement I'enzyme utilisée lors de
I'hydrolyse permet une spécificité plus ou moins importante des sites de coupures entrainant la
libération potentielle d’acides aminés antioxydants. Enfin, des interactions entre peptides peuvent

avoir lieu entrainant des différences dans les activités antiradicalaires.

Kim et al. (2007a) ont montré quant a eux que les caséinophosphopeptides (CPP), issus
de I'hydrolyse du caséinate par ['Alcalase®, présentent une forte activité¢ antioxydante et
réductrice. Ces activités sont dépendantes du pH utilisés lors de la précipitation des CPP. Les
CPP présentent une augmentation de la capacité a piéger les radicaux péroxydes ainsi que de la
capacité a réduire le cuivre avec la diminution du pH utilisé lors de la précipitation. L'effet inverse
C'est a dire une augmentation de la capacité a piéger les radicaux hydroxyles ainsi que de la
chélation des métaux est observé avec 'augmentation du pH de précipitation. Ainsi, les conditions
de fabrication des CPP ont un impact sur les activités et les mécanismes antioxydants des

produits.

L'activité antioxydante dépend notamment des protéases et des conditions d’hydrolyse.
Klompong et al. (2007) ont montré que I'hydrolyse des protéines de Selar (Selaroides leptolepis)
avec deux enzymes différentes entraine des changements dans les activités antiradicaliaires.
Ainsi dans le cas du piégeage du radical DPPH, un degré d’hydrolyse de 5% obtenu avec
I'Alcalase montre une activité plus forte que les autres hydrolysats alors que dans le cas du
pouvoir réducteur, une baisse d'activité est observée pour un degré d’hydrolyse de 25% obtenu
avec la préparation enzymatique Flavourzyme. Néanmoins ils observent que quelle que soit
I'enzyme utilisée pour I'hydrolyse des protéines de Selar, le pouvoir chélateur augmente avec le
degré d’hydrolyse. Des résultats similaires ont été trouvés par Nalinanon et al. (2011) avec des
hydrolysats de muscle de Breme (Nemepterus hexodon). Les auteurs observent une
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augmentation de I'activité chélatrice du fer avec 'augmentation du DH. Le degré d’hydrolyse a un
impact sur les activités antiradicalaires, les auteurs ont observé une augmentation suivie d’une
diminution des activités piégeage des radicaux peroxyles (test ABTS) et du radical DPPH. Ainsi
les hydrolysats ayant un DH de 20% présentent les plus fortes activités antiradicalaires par
rapport aux hydrolysats de DH 10% et 30%. La différence entre les modes d’actions des différents
hydrolysats peut étre due a la répartition en taille et a la séquence en acides aminés des peptides

produits.

Yang et al. (2008) ont étudié les hydrolysats de gélatine de Cobia (Rachycentron
canadum) apres une ou deux hydrolyses enzymatiques. lls montrent que quelle que soit 'enzyme
utilisée et la durée d’hydrolyse pour la seconde hydrolyse, il n’y pas de différence significative
entre les enzymes pour I'activité piégeage du radical DPPH des seconds hydrolysats. De plus,
cette activité DPPH a 10mg.mi-! est proche de celle du premier hydrolysat de Cobia. lls supposent
que la premiére hydrolyse produit la majorité des composés ayant une activité antiradicalaire qui
serait portée par les fractions inférieures a 6,5kDa. Dans le cas ou les échantillons sont filtrés sur
une membrane dont le seuil de coupure est a 3kDa, ils observent des différences significative
dans l'activité antiradicalaire. Ainsi pour le premier hydrolysat, une augmentation de 10% de
I'activité antiradicalaire est observée aprés ultrafiltration. De plus, aprés filtration des seconds
hydrolysats, une augmentation de I'activité DPPH comprise entre 20 et 40% est observée par
rapport aux hydrolysats non filtrés. Une différence entre les enzymes utilisées est alors
observable. L'hydrolyse par la papaine augmente I'activité piégeage du DPPH de 40% par rapport
aux échantillons non filtrés alors que lors de I'hydrolyse par la bromélaine cette augmentation
n'est que de 20%. Les profils peptides des ultrafiltrats montrent que la majorité des peptides ont
des poids moléculaires inférieurs a 700Da. Les auteurs supposent que c’est cette fraction qui joue

un réle majoritaire dans I'activité globale des hydrolysats.

Lorsque I'on applique une réaction de Maillard sur un hydrolysat protéique, les différences
d’activités antioxydantes des hydrolysats glyqués vont étre dépendantes a la fois du glucide utilisé
et des acides aminés présents dans le milieu. Ainsi Hwang et al. (2011) ont mesuré I'activité
antioxydante de différents mélanges d’acides aminés et de Glucose ou de fructose. Hwang et al.
(2011) montrent que I'activité antiradicalaire mesurée a l'aide du test au DPPH est supérieure pour

les produits de la réaction de Maillard issus des mélanges avec le fructose par rapport aux
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mélanges issus du Glucose. Les produits de la réaction de Maillard issus des mélanges fructose
alanine, tryptophane, asparagine tyrosine et cystéine possedent des activités piégeage du DPPH
supérieures aux autres mélanges. Toutefois le mélange cystéine-fructose ou cystéine-Glucose
montre les plus hauts taux d'activité et ce méme avant la réaction de Maillard. Cet effet avait déja
été rapporté par Maillard et al. (2007) ou le mélange Glucose-cystéine présentait I'activité DPPH la
plus élevée parmi les différents mélanges constitués de Glucose et d'acides aminés. Les auteurs
suggeérent que cette activité de piégeage du DPPH serait liée aux groupements sulfhydryles de la
cystéine. Dans notre cas, lorsque I'on regarde la composition en acides aminés totaux du
caséinate natif du caséinate hydrolysé (DH 13.5%) aprés glycation avec le Xylose (cf tableau
3.16), on remarque que les échantillons possedent une faible concentration en cystéine, et une

forte concentration en acide glutamique, proline et en leucine.

Tableau 3.16 : répartition en acides aminés totaux du caséinate natif et de 'hydrolysat de

caséinate (DH 13.5%) glyqués avec le Xylose.

CS natif |CSH 13,5% Xylose
acides aminés en g/100g /1009

cystine 0,34 0,19
acide aspartique 5,93 2,69
proline 9,47 5,16
méthionine 2,46 1,09
thréonine 3.6 1,76
serine 4,62 2,16
acide glutamique 18,86 9,73
glycine 1,56 0,67
alanine 2,59 1.13
valine 5,49 2.8
isoleucine 4,34 2,17
leucine 7,79 3,99
tyrosine 4,68 2,04
phénylalanine 4,39 2,24
lysine 6,59 0,54
histidine 2,39 0,53
arginine 3,11 0,77

On remarque que quelle que soit la concentration en acides aminés du caséinate de
sodium natif, celle-ci diminue d’environ un facteur 2 aprés la réaction de Maillard. Lors de
I'évaluation des groupements aminés libres des caséinates hydrolysés (partie 3.2.2.2) avant et
aprés réaction de Maillard, une diminution d’un facteur 2 des groupements aminés libres aprés

réaction de Maillard a été mesure pour I'échantillon CSH 13.5% Xylose (RM en eau distillée).
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La longueur de la chaine peptidique joue également un réle important dans I'apparition de
propriétés antioxydantes. Cet effet a été montré dans I'étude de Kim et Lee (2009a) impliquant
une réaction de Maillard entre le Glucose et la glycine, la diglycine ou la triglycine. Les auteurs ont
mesuré la capacité antioxydante a l'aide différents tests. Les PRM issus du modéle Glucose-
diglycine montrent les plus fortes activités chélatrices du fer et du DPPH; le modele Glucose-
glycine présente les plus faibles activités pour tous les tests. Le modéle Glucose-triglycine montre
quant a lui des activités proches du modéle Glucose-diglycine. Il en ressort que lactivité
antioxydante est a la fois liée a la taille de la chaine peptidique et a la stabilité thermique des
liaisons peptidiques. En effet au cours du chauffage, il y a une hydrolyse partielle des peptides
dans les modéles contenant de la diglycine et de la triglycine. Cet impact de la taille des peptides
lors la réaction de Maillard a été évaluée par Su et al. (2011) sur un hydrolysat de cacahuéte. Ces
auteurs ont réalisé une réaction de Maillard entre I'hydrolysat de cacahuéte et le Glucose ainsi
qu'entre les différentes fractions de cet hydrolysat et le Glucose. Les fractions peptidiques qui
possedent les plus fortes valeurs ORAC : 880 umol équivalent trolox/g et 772 umol équivalent
Trolox/g sont les fractions de poids moléculaire compris entre 1 et 3kDa (IV) et inférieurs a 1kDa
(V) respectivement. Aprés réaction de Maillard avec le Glucose on observe une augmentation de
la valeur ORAC est ce quelle que soit la fraction peptidique. Les fractions qui consomment le plus
de Glucose lors de la réaction de Maillard sont les fractions IV et V. La fraction V est celle qui

montre la plus augmentation de la valeur ORAC aprés glycation (25 %).

Synthése :
L’hydrolyse enzymatique du caséinate de sodium par I'Alcalase libere des peptides dotés

de capacités antioxydantes, notamment des peptides ayant la capacité de chélater le fer. La
chromatographie d’exclusion de taille a montré que plus cette hydrolyse est pousseée, plusil y a un
enrichissement du milieu en peptides de poids moléculaire inférieur a 1kDa, on peut donc
supposer que c'est cette fraction qui posséde une partie de I'activité antioxydante, néanmoins
cette hypothése n’a pas été vérifiée.

L'impact de la glycation sur la capacité antioxydante, est, comme pour les protéines
natives, plus marqué en présence de Xylose qu’en présence de Dextran. Toutefois, la capacité a
chélater le fer diminue avec la glycation. On peut donc supposer que la glycation modifie les sites
de fixation du fer dans les peptides notamment par les liaisons entre les glucides et les acides

aminés.
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3.4.3 Influence de la concentration en glucide

Lors de la réaction de Maillard nous avons montré que la concentration en Xylose utilisée
(90mg.ml-") était un facteur limitant de la réaction. L’augmentation de cette concentration entraine
une glycation plus importante. Or les produits de la réaction de Maillard issus des différents
mélanges avec le Xylose ont montré les capacités antioxydantes les plus importantes, on peut
donc supposer qu'une augmentation de la glycation de I'hydrolysat de crevette en présence de
Xylose pourrait entrainer une augmentation de la capacité antioxydante des hydrolysats glyqués.
Ainsi I'effet de la concentration en Xylose lors de la réaction de Maillard avec un hydrolysat de
crevette sur la capacité antioxydante a été évalue.

Fer réducteur

La figure 3.67 présente l'impact de la concentration en hydrolysat de crevette avant et
aprés glycation en eau distilléeavec trois concentrations en glucides sur le pouvoir réducteur.
L'impact de la glycation en présence de tampon phospahte sur le pouvoir réducteur est présenté

en annexe 15.
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E 4 —~—SH natif

= -=SH X 1:1

g 3 —SH X 1:2

g —SHX 1:4

s 2 BHA

= acide ascorbique
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Figure 3.67 : Evaluation du pouvoir réducteur des échantillons de d’hydrolysat de crevette
avant et aprés réaction de Maillard en eau distillée avec trois concentrations en Xylose. Controles

positifs : BHA et acide ascorbique.

On remarque que I'augmentation de la concentration en Xylose d’un facteur 2 (SH X 1 :2)

ou d'un facteur 4 (SH X 1:4) entraine une augmentation plus rapide du pouvoir réducteur par
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rapport a celle de I'échantillon SH X 1 :1. Les pentes a l'origine de ces deux échantillons sont du

méme ordre de grandeur que celle de I'acide ascorbique.

Activité piégeage du DPPH

La figure 3.68 présente I'évolution de lactivité¢ piégeage du DPPH en fonction de la
concentration en PRM pour I'hydrolysat de crevette glyqué avec trois concentrations de Xylose

différentes. L'impact de la présence de tampon phosphate lors de la RM sur I'évolution de 'activité
piégeage du DPPH est présenté en annexe 16.
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Figure 3.68 : Evolution de I'activité piégeage du radical DPPH pour I'hydrolysat de crevette
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natifs ou glyqués en eau distillée avec trois concentrations en Xylose

On remarque que les échantillons SH X 1:1; SH X 1:2 et SH X 1:4 présente une
augmentation rapide de I'activité antiradicalaire suivi d’'un plateau d’activité. Leur comportement

est similaire a celui du BHA.
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Tableau 3.17 : synthése des résultats de la capacité antioxydante pour I'hydrolysat de
crevette avant ou apres réaction de Maillard avec différentes concentrations en Xylose Les
réactions de glycation ont été conduites en eau distillée ou dans du tampon phosphate. Contréles

positifs: acide ascorbique et BHA.

Echantillon fer reducteur test DPPH
Concentration
{mg/ml) pour valeura 20
atteindre une AC S0 (mg/mi) mg/ml {(pmol Te)
DO =0,5
SH natif 6.87=20 178.5
SHX 1:1 0,25 0,41 398.7
SHX1:2 015 0,31 419,3
SHX1:4 013 0,3 414.9

Acide ascorbique 0.1
BHA 0.04 0.034

Lorsque I'on compare les concentrations pour obtenir un pouvoir réducteur de 0,5 ou
I'’ACso dans le cas du test DPPH, on remarque que plus la concentration en Xylose est importante

lors de la réaction de Maillard, plus I'échantillon est réactif (tableau 3.17).

Néanmoins, doubler (SHX 1:2) ou quadrupler (SHX 1:4) la concentration initiale en
Xylose ne semble pas avoir d'impact significatif sur le pouvoir réducteur et le test DPPH mesuré a
lissu des réactions de glycation. Augmenter la concentration en Xylose d’un facteur 2 revient a
diminuer d’un facteur 1,5 la concentration nécessaire pour obtenir un pouvoir réducteur de 0,5 ou
atteindre I'’ACso dans le test DPPH.

Tout comme pour les autres conditions de réaction de Maillard, on n’observe pas d'impact
marqué du tampon phosphate sur le pouvoir réducteur lorsque 'on augmente la concentration en

Xylose lors de la réaction.

Peu d’études ont exploré I'impact de la concentration en glucide lors de la réaction de

Maillard sur les propriétés antioxydante des PRM.

Toutefois Sumaya et al (2005) ont montré que I'activité piégeage du DPPH augmente avec
la concentration en glucide pour atteindre ensuite un plateau, lors de la réaction de Maillard entre
des protéines de thon et le ribose en milieu liquide. Ce plateau est atteint @ 30mg.ml-' de ribose.

Cette concentration semble étre liée au brunissement. De plus Benjakul et al. (2005) qui ont
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réalisée une réaction de Maillard en milieu liquide entre des protéines de plasma de porc et trois
glucides montrent que I'augmentation de la concentration en glucide d’un facteur 2 entraine une
augmentation du pouvoir réducteur et de 'activité piégeage du radical DPPH des produits de la

réaction de Maillard.

Dans notre étude ou la réaction de Maillard se déroule en milieu sec, on observe bien une
augmentation du pouvoir réducteur et de I'activité piégeage du DPPH avec 'augmentation de la
concentration en glucide lors de la réaction de Maillard. I semble, néanmoins, qu'il faille une
concentration de 180mg.ml' en Xylose pour observer cet effet de plateau dans l'activité de

piégeage du DPPH ainsi que pour le pouvoir réducteur

Ainsi, 'augmentation de la concentration en Xylose lors de la réaction de Maillard améliore
la capacité antioxydante des produits de la réaction de Maillard. Toutefois, I'augmentation de la
capacité antioxydante semble atteindre un plateau a partir d'une concentration de 180mg.ml-!
(ratio 1: 2) Cet effet est peut étre corrélé au taux de glycation. En effet lors de la détermination de

la mobilisation des fonctions aminées libres, un ralentissement a été observé a partir de

180mg.ml-".
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Figure 3.69 : Impact du nombre de fonctions aminées libres sur le pouvoir réducteur

On peut supposer qu'a partir d’'une certaine concentration en glucides (figure 3.69), dans
nos conditions, le maximum de composés ayant un caractére antioxydant a été produit. Cette

concentration serait corrélée avec la mobilisation des fonctions aminées libres.
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Figure 3.70 : pouvoir chélateur de I'hydrolysat de crevette natif ou aprés glycation avec

trois concentration en Xylose différentes.

Le pouvoir chélateur des différents échantillons augmente linéairement avec la
concentration (figure 3.70). Toutefois on remarque que la glycation de I'hydrolysat de crevette
avec différentes concentrations en Xylose n’a pas d'impact significatif sur le pouvoir chélateur. Le
pouvoir de ces échantillons est faible et est compris entre 15 et 30% pour une concentration en

échantillons de 20mg/ml.

Synthése :

La capacité antioxydante augmente avec I'augmentation de la concentration en Xylose

utilisée lors de la réaction de Maillard.

Toutefois, la corrélation entre le pouvoir réducteur et la concentration en fonctions aminées
libres n’est pas linéaire mais logarithmique. Ce qui traduit une concentration limite en glucide pour

laquelle le maximum de composés ayant un caractére antioxydant a été produit.
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3.4.4 Conclusion

La réaction de Maillard permet la création de composés ayant des propriétés réductrices et
antiradicalaires. Ces activités semblent étre plus importantes lorsque la source protéique est un
hydrolysat plutét qu'une protéine native. De plus en fonction du glucide, les capacités
antiradicalaires et réductrices sont différentes, il semble que plus le glucide est réactif vis-a-vis de
la réaction de Maillard, plus les produits de la réaction de Maillard présentent des capacités
antioxydantes élevées. Ainsi I'utilisation de Xylose ou de Glucose lors de la glycation promeut

I'apparition de substances ayant des capacités antiradicalaire et réductrices.

Toutefois, il existe une concentration limite en glucides lors de la réaction de Maillard au-
dela de laquelle on n’observe plus d’amélioration des capacités antioxydantes. Dans notre étude,

il semble que pour I'hydrolysat de crevette cette concentration soit de 180mg.ml-! de Xylose.

L’hydrolyse enzymatique des protéines libere des peptides ayant des capacités
antioxydantes supérieures a celles des protéines natives. Cette hypothése a été vérifiée pour le
caséinate de sodium ou les hydrolysats présentent en plus d’'une amélioration des capacités
réductrice et DPPH ainsi que l'apparition d’'une capacité chélatrice du fer. On peut émettre
I'hypothése que ces améliorations sont portées par les peptides de poids moléculaires inférieurs a
1kDa.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la capacité antioxydante globale des
produits de la réaction de Maillard. Il serait intéressant de mesurer la contribution des différentes
fractions moléculaires dans cette capacité antioxydante globale. En effet en fonction de la fraction
moléculaire et de la composition en acides aminés des peptides, les modes d’actions de I'activité
antioxydantes sont différentes. De plus toutes les fractions peptidiques ne sont pas responsables
de l'activité antioxydantes. Le fractionnement des produits pourrait permettre de trancher sur la

répartition de I'activité antioxydante et de ces modes d’actions en fonction de la fraction étudiée.
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4 Conclusion générale et perspectives

La thése avait pour but de produire de nouveaux actifs bifonctionnels (émulsifiant et
antioxydant) a partir de protéines natives ou hydrolysées, modifiées par réaction de Maillard en
conditions contrélées. Pour aboutir a la modification des propriétés émulsifiantes et antioxydantes,

les protéines ont subi une réaction de Maillard avec différents glucides.

La premiére étape de la these a été de metire en place des conditions de RM qui
permettaient la glycation entre les sources protéiques et les différents glucides méme y compris

ceux qui sont faiblement réactifs.

En réalisant la RM en milieu sec, a 50°C pendant 48 heures sous une humidité relative de
62%, nous avons réussi a glyquer a la fois le caséinate de sodium et I'hydrolysat de crevette avec
tous les glucides sélectionnés. L'ordre de réactivité des glucides, lors de ces réaction de Maillard
en milieu sec est le méme qu’en milieu liquide : Xylose > Glucose > FOS > Dextran. En revanche,
la glycation, en milieu sec est plus poussée qu’en milieu liquide, c'est-a-dire que la mobilisation
des fonctions aminées libres est plus importante. Ces conditions de glycation ont donc permis de

modifier significativement le caséinate de sodium et I'hydrolysat de crevette.

Deux autres facteurs vis-a-vis de la RM ont été explorés pendant la thése : I'impact du

poids moléculaire de la source protéique et la mise en évidence d'un facteur limitant.

Nous avons donc réalisé une RM avec des hydrolysats de caséinate possédant trois
degrés d’hydrolyse différents. Nous avons montré que dans les conditions utilisées, plus le degré
d’hydrolyse est important, et donc plus la source protéique est riche en peptides de faible poids

moléculaire, plus la réaction de Maillard est importante.

Par ailleurs, nous avons étudié I'impact du ratio glucide / fonctions aminées libres et

identifié la concentration en Xylose nécessaire pour atteindre le plus fort taux de glycation.

De plus, on remarque que la glycation des protéines avec les différents glucides a entrainé
la production de nombreux composés de nature différente ainsi qu'une modification de la
répartition des poids moléculaires dont les conséquences sont des modifications des propriétés
fonctionnelles et biologiques.
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La seconde étape de la thése était la caractérisation des propriétés des composés

néoformés lors de la RM, notamment les propriétés émulsifiantes et antioxydantes.

Dans le cas du caséinate de sodium, la solubilité¢ des PRM est, a I'exception des PRM
issus du Xylose, supérieure a celle du caséinate de sodium natif. L’hydrolyse enzymatique du
caséinate de sodium entraine elle aussi une augmentation significative de la solubilité par rapport
au caséinate de sodium natif. La solubilité élevee (supérieur a 90%) des hydrolysats de caséinate

de sodium et de crevette n'est pas affectée par la glycation.

L’étude des propriétés émulsifiantes des différents composés a permis de mettre en
exergue deux couples protéines/glucides qui entraine une amélioration de la stabilité des
émulsions comparativement a la protéine native. Il s’agit des couples : caséinate-Dextran et
hydrolysat de crevette-Xylose. Cette amélioration de la stabilité des émulsions a été observée a

pH 7 pour les deux couples et a pH 4,5 pour le couple caséinate-Dextran.

La glycation des différentes sources protéiques entraine aussi I'apparition de propriétés
antioxydantes. Cette apparition est corrélée avec la réactivité du glucide, plus celui-ci est réactif
lors de la réaction de Maillard, plus les propriétés antioxydantes mesurées sont importantes. De
plus I'hydrolyse enzymatique seule, dans le cas du caséinate de sodium, développe des
propriétés antioxydantes par rapport aux protéines natives. Le couple caséinate-Dextran ne
présente pas de propriétés antioxydantes importantes. En revanche, le couple hydrolysat de

crevette-Xylose posséde des propriétés antioxydantes in vitro importantes.

La réaction de Maillard entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose a donc permis la

production de composés dotés a la fois de bonnes propriétés émulsifiantes et antioxydantes.

Au cours de cette thése, nous nous sommes limités a I'étude des propriétés émulsifiantes
et aux propriétés antioxydantes in vitro. L'étude d’autres propriétés telles que les propriétés
moussantes, antimicrobiennes ou I'évaluation des propriétés antioxydantes in vivo des composés
issus de la RM pourraient étre menées afin d’élargir le champ des applications industrielles

possibles de ces composés.
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De plus, les résultats montrent qu'il existe des relations structure-fonction qui dépendent
du milieu réactionnel mis en ceuvre. Il serait donc judicieux de caractériser les structures
moléculaires des produits formés, d'affiner la caractérisation des émulsions par une analyse

structurale et d’explorer les phénoménes d’adsorptions aux interfaces.

Dans notre étude nous avons toujours considéré les produits de la réaction de Maillard
dans leur ensemble. Or il serait intéressant de les fractionner selon leur poids moléculaires et de
mesurer les différentes propriétés des fractions et ainsi d’attribuer les propriétés a une ou
plusieurs fractions. De plus, que ce soit pour les propriétés fonctionnelles ou pour les propriétés
antioxydantes, des mécanismes de synergie ou de compétition peuvent intervenir entre les
différents composés. Le role de chaque fraction et les relations entre elles peuvent apporter des

explications sur le comportement des produits dans leur ensemble.

Bien qu'au cours de cette thése nous ayons identifié un couple protéine-glucide qui par
RM en conditions controlées produit des composés bifonctionnels, d'autres études sont

nécessaires avant de songer a des applications industrielles.

Du fait de l'utilisation de la réaction de Maillard, il est nécessaire de vérifier I'innocuité des
composeés produits. La connaissance des concentrations qui ne présentent pas de risques pour la
santé permettra de déterminer la catégorie a laquelle ces composés peuvent appartenir : additif,
ingrédient; mais aussi le champ d'application industrielle : cosmétique, neutraceutique,

alimentation humaine ou animale.

Lors de notre étude nous ne nous sommes pas penchés sur la réglementation pour ces
différentes applications. Il sera donc nécessaire, en fonction du domaine d’application, de vérifier

que les composés sont bien conformes a la réglementation en vigueur.

Afin de mieux caractériser le produit pour les applications en cosmétique et dans le
domaine alimentaire, des tests et évaluations sensorielles devront aussi étre mis en place. En
effet, les composés issus de la réaction de Maillard entre I'hydrolysat de crevette et le Xylose
possédent nombreux composés volatils odorants et une forte coloration brune qui peut limiter leur

utilisation.
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5 Annexes

Annexe 1 : Fiche technique du Dextran

Product Information

DEXTRAN

Product Number D3260, D4626, D413, D1662,
D4751, D3759, D1390, D1537, D4ETE, D5251, D1037,
05376, and D5501

Cas & p004-54-0

Product Description

Structure: Dextran is a polymer of anhydrogiucose. |t
is composed of spproximataly 05% alpha-D- 1-4)
rntap:s.Tl-lemHﬂ’ﬂl—E}Hagﬁmmmrﬂm
branching of dextran. = Conflicting data on tha branch
lengins implies that the a) branch length is less
than three glucose units.”~ Howsver, ofher methods
i branches of greater than 50 glucose units
efist™ Matve dextran has been found o have a
medecular weight (MW) in the range of @ million 1o 500
milion. **™ Lower MW dextrans will exhibit sightly less
hrmnlw*ﬂ-ﬁm:rrmwwnfm
distibution.  Dextrans with MW greater than 10,000
behave as if they are highly branched. As the MW
increases, dexiran moleculss attain greater
symematry. - Daxtrans with MW of 2.000 & 10,000
dextran molecules exhibit the properties of an
expandable ool = At MWs below 2,000 dextran s
more rod-ike. ™ The MW of dextran is measured by
one or mors of the following methods: low angls laser
light scattering ™, size seclusion T
copperoomplexabon  and anthrons reagent
wmwmrmmwm
viscosity

Specific Rotation [aj==100" "'

Sigma destrans are denved from Leuconosins
mesemiercides, srain B 512, Various MWVs are
praduced by limited hydrolysis and fracbonation. Our
supphier's exact methods are held propristary.
Fracbonabon can be accomphshed by soe exclusion
mmmm“nrmrmﬁmgminmhm-
largest MW dexirans precipitate first

Preparation Instructions-

With the exception of the highest MW dextran, DBS01
(MW range = § million &0 40 million), dexirans are very
water solubls. Sigma tests the solubilty of dextrans at
concentrations generally exceeding 30 mg/mi in water,
Dm:mnmﬁedymlﬂehmm. formarnreds,
elwiens giyool, and giyoercd.  Newtrai-aguasous

l.'ln.l-qnfrl:'ﬁ aramy

P8 e Yeret, Tl D WD ST LRA
Tl D ST W RN TTVNTE R NN BRI T PR
meed wikwrroolen om e airch oo

dextran solubons can be sienloed by aulodaving al
110-115°C for 30 0 45 minutes.” Dextran can be
hrpdrofyzed by sirong acids af high temperatures. The
temminal redusing end group of destran can be onidized
in alkaline sohutions.

Procedure

As a high MW, inert. water-soluble polymer, dexiran
s besn used in 3 wids vanety of bo-medical
applications.

Applications for Unmodified Dextrans
Plasma Extenders

Dllﬂﬂﬂi%wllhﬂlhllﬂmﬂﬂﬂm
exenders.” Solubons of 10% dextran 40.000 MW
ex@s 3 slightly higher colisidal osmotic pressure than
plasma proteins, A 10% Dextran (MW 40,000} solufion
in 0.9% sodium chiorids or 5% glucose has reported fo
be used 3= 3 short-term plasma extender for post-
cparathve thrombo-smbohc disorders. Afer infusion,
approoimately T0% dewtran (MW 40 000) is excreted in
the unne unchanged after 24 hours. A small amount iz
eiminated n the feces. The remaining dextran 15
slowly matabolized o glucose. & 0% =olusion of dextran
MWW 70,000 exerts a colioidal osmobic pressure similar
to that of plasma profeins. Dextrans with MW greater
than 50,000 tend 1o slowly diffuse across the capillary
wall and are slowly metabolized 1o glucoss.
WM#MWW?&MH
excreted unchanged in the unnes in 24 howrs .

Centrifugation / Cell and Organslle Separation

Colloidal solufions containing dexiran MW 250,000
hn!hnﬂgndlnudnwmmu
leukooytes™ and lymphocytes™ in blood by
centrifugation. Destran MW 40 000 has besn used for
the isolation of intact nuckel,
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P in Precipitati
Dextrans have been used to enhance the precipiation

and sensinty of antibody-antigen complexss in
immunc-diffusion applications. Dextran MW 20,000 was

m =1
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Bovey F.A  J Polym Sci, 35 1687 (1050)
Santi, ALF. st al. J Polym. Sei, 17, 527 (1055),
Arond, LH. and Frank, HP., J Phyz Ghem.. 58,
53 (Teda)

infusad into an hwmmgﬁpéata B Ehas, H.G. Malromol Ghem, 33, 168 (1850).
madmum of B0 mgiml.” Dextrans MW 250,000 and 10 Antonini, E. ot al, Biopofymers, 2, 27 (1884,
2,000,000 hawe also besn wsed in simiar applications 11. Supplier's dats.
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hawve besn used to inhibit platelet aggregaton

Related Products
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BCECF dextran, DTAFdextran, EITC-Dextran, SITC-

chromatography resins include Sephadex, Saphacnyl,
Supsrdex, POX resins and sulfated dextran beads.

15
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Characterization, Butterworths Scientific

Publicatons, p. 131 (1850}

. Granath, LA and Flodin, P., Makromol Chem, 48,

160 (1861}

Jounad of Recsarch of the Nebonal Bureau of
Standards, 50, B1 (1853).

Jermmym, MLA., Anal. Biochem., B8, 332 (1875}
Ingelman, B. and Halimg, MBS Ark Komi, 1,81
{ TRl

ih'h::lrhie The Extra Phamacopossiz, JEF.
Reynolds, 30 ed. pp. B80-851 (1863)

. Minor, AH and Bumeti, L, NLY. Siafe J Med., 52,

547 (1053
2 Boyumn, A, Scan J G Lab imvest | 21, Suppl

References 67, 31 (1088).
1. Ranidn, J.C. and Jeanes. A J Am Chem. Soz, 23 Harris, R. and Uksejicfo, EO., Brit. J Haemaiol

T8, 4435 (1854) 18, 220 (1870).
2 Dimier, R et al, J Am Chem. Soc., 77, 6588 24 Honda, 5.0, & al. J. Exp. Bofany, 17, 480 (1084§),

{ 1855). 25, Hellsing, K., Biochem. J. 114, 141 (1088)
3 VanCOewe JW etal, J Am Chem Soc, TE, 28, Ceska, M., Bioghem. J., 111, 807 (1060)

4438 (1058). 27, Gelin, LE_ and ingedman, B, Acls Chir. Scand
4, Lingoerg. B. and Svensson, 5., Acta. Ghem 122, 204 (1881)

Scand., 22, 1807 (1968).

tbg 32101

Sigma ofard prodhucts @ soid thewigh mﬂm-ﬂhﬂd‘l s

Sayna-Auncn, e, waTaEns ha s conisnm 1 me rrmason I TVE 3 olfr Siorma-Anich publeations. Puemraser
ME FeiEmine e G0Ny of he produci{E: for Deir partcuar uss. AGdTonal BmE 3n0 CONOSONE May apply. FiSaRs B8E IEVETRE e of

me nvoice ¢ packing Sip.
242



Annexe 2 : Tableau d’'absorbance a 420nm des glucides avant et aprés chauffage dans les

conditions de réaction de Maillard en absence de protéines.

Xylose

Glucose

FOS

Dextran

sans RM

0,220+ 0,03

0,225+ 0,01

0,210+ 0,03

0,215+ 4,01

apres RM ed

0,229+ 0,07

0,222 + 0,04

0,215+ 0,04

0,218+ 0,03

aprés RM Tp

0,224 + 0,02

0,230+ 0,05

0,217 + 0,02

0,215+ 0,02
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Annexe 3 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur
les profils chromatographiques, extraits a 220nm, du caséinate de sodium seul et du caséinate de
sodium incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose, FOS et de Dextran. Colonne
Superdex 200 10/300GL, élution par le tampon phosphate 50mM (pH 7) + NaCl 0.15M, débit de

0,5ml.min-1.

400 200 100 50 10 kDa

1,35 = - - = -

1.15

0,95
£
fol
= —C3S natif
«
< 075 == Cs Xyl
¢ —Cs Glc
E —Cs FOS
5 095 =S Dex
§ = marqueur

0,35

015 J

-0,05 12 17 22 27

Temps {min)

244



Annexe 4 Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur les

profils chromatographiques, extraits a 294nm, du caséinate de sodium seul et du caséinate de

sodium incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose, FOS et de. Colonne Superdex
200 10/300GL, élution par le tampon phosphate 50mM (pH 7) + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min-".

Absorbance a 294 nm

0,03

0,025

0.02

0,015

0.01

0,005

400 200 100 50 10 kDa
L L L L L
10 20 30 40 S0

Temps (min)

—CB5 natif
—Cs Gle

—Cs FQOS
—CS Dex
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Annexe 5 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur

les profils chromatographiques, extraits a 220nm, d'un hydrolysat de crevette natif et d’un

hydrolysat de crevette incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose et de FOS.

Colonne Superdex peptide HR 10/300GL, élution par un mélange 30 :70 d’acétonitrile et d'eau +
TFA (0,01%), débit de 0,5ml.min"’

0.75

0.65

0.45

0.35

025

Absorbance a 220 nm

0.06

-0,05

758 3 1 05 025 kDa
L L]

/ \ —SH natif
—SH Xyl
i —SH Gle
/ /\ —3SH FOS
=_margueur
| //M/M\\
| VNN
w4 .
17 22 27 32 37 42 47 52
Temps (min)
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Annexe 6 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur

les profils chromatographiques, extrait a 294nm, d’un hydrolysat de crevette et d’'un hydrolysat de

crevette incubé respectivement en présence de Xylose, Glucose et de. Colonne Superdex peptide
HR 10/300GL, élution au par un mélange 30 :70 d’acétonitrile et d’eau + TFA (0,01%), débit de

0,5ml.min"1
0.4
75 3 1 0,5 0,25 kDa
0.35 SN - = m
0,3

0.25 /\

g O
=
2 / \
[=2]
S o0z SH natif
3 —SH Xyl
ot
E 015 SH Gle
= —SHFCS
7]
2
<< 0.1 / —\
- / Aﬁ\ \
O T | | | | M
12 17 22 27 32 37 42 47 o2
005 Temps (min)
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Annexe 7 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur

les profils chromatographiques, extrait a 220nm, d’un hydrolysat de crevette et d’'un hydrolysat de

crevette incubé en présence de Dextran. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution par le tampon
phosphate 50mM + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min-1.

Absorbance a 220nm

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

400 200 100 50 10 kDa
n n [ | [ | [ |
—SH natif
—8H Dex
15 25 45 55

35
Temps de rétention {(min)
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Annexe 8 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur
les profils chromatographiques, extrait a 220nm, d’un hydrolysat de crevette et d’'un hydrolysat de
crevette incubé en présence de Dextran. Colonne Superdex 200 10/300GL, élution par le tampon
phosphate 50mM + NaCl 0.15M, débit de 0,5ml.min-1.

0.07
400 200 100 50 10 kDa

c.06 . . . " =

0.05 A
E f
[
>
~ (0,04
e
g / —SH natif
[=]
I
Ko

.02 //

Wl

15 25 35 . 45 55
Temps de rétention (min)
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Annexe 9 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur
les profils chromatographiques, extraits a 220nm des hydrolysats de crevette maillardisés en
tampon phosphate avec différentes concentration en Xylose. Colonne Superdex peptide HR
10/300GL, élution par un mélange 30:70 d’acétonitrile et d'eau + TFA (0,01%), débit de

0,5ml.min-1.

1.1%

| |
| &)

3 1 05 025 kDa
n [ ] ]

0,95

075
—SH natif
0.55 SH X 1:1

// \/ e
/

Absorbance a 220nm
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-
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B
|
n
]
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Annexe 10 : Effet de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard sur
les profils chromatographiques, extraits a 294 nm des hydrolysats de crevette maillardisés en
tampon phosphate avec différentes concentration en Xylose. Colonne Superdex peptide HR
10/300GL, élution par un mélange 30:70 d’acétonitrile et d'eau + TFA (0,01%), débit de

0,5ml.min-1.

0,85
75 3 1 05 0,25 kDa

0,55 /"\

045
£
=
>
o 0.35 —SH natif
§ —SH X 1:1
g 0.95 SHX1:2
o —SHX 1.4
v
a8
=+

0.15

0,05 J/ \ \

12 17 22 27 32 37 472 47 a2
-0.05 p
Temps (min)
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Annexe 11: Balayage en fréquence d'une émulsion contenant du caséinate de sodium

natif (traits pleins) ou du caséinate de sodium glyqué avec du Dextran (symboles)

1000

1000

100

100

G’ et G” (Pa)

0,1

0.01 0.1

0.1
10

fréquence (Hz)

252



Annexe 12 : : Balayage en déformation d’'une émulsion contenant du caséinate de sodium

natif (traits pleins) ou de I'hydrolysat de crevette glyqué avec du Xylose (symboles).

100 100
MR A R X R PPN
L Y *q .
¢
10
g .G
:‘0 1 ‘G"
T x rl*
Q
0.1
0,01 | | | 0.1
0.1 1 10 100 1000

% de déformation
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Annexe 13 : Impact de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard

sur le pouvoir réducteur des échantillons (Caséinate A et hydrolysat de crevette B) avant et apres

du Caséinate (A) et de I'hydrolysat de crevette (B) avant et aprés incubation avec le Xylose, le

Glucose, le FOS et le Dextran. Controles positifs : BHA et acide ascorbique.

7

w £ (€3]

Absorbance ( 700nm)
N

Absorbance (700nmj)
— N w E N a
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-8 CS xylose
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- *3

60
concentration {(mg/mL)

/ _i_
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-&-5SH Xylose
=—SH glucose
——3H FOS
—+—SH Dextran

BHA

Acide Ascorbique

g44l__r:

10 15
concentration (mg/mil)
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Annexe 14 : Impact de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard

sur l'activité piégeage du DPPH du Caséinate (A) et de I'hydrolysat de crevette (B) avant et aprés

incubation avec le Xylose et le Glucose. Controles positifs : BHA.

450
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=]
.l

W W A
(8]
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N
[S2 -
o O
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150 / [ f BHA
100 : x l l
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D T T T T
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S / /‘l —-SH natif
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D | | |
0 5 10 15 20 25
concentration (mg/ml) B
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Annexe 15 : Impact de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard
sur le pouvoir réducteur des échantillons de d’hydrolysat de crevette avant et aprés incubation

avec trois concentrations en Xylose. Contréles positifs : BHA et acide ascorbique.

6
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= - SHX 12
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Annexe 16 : Impact de la présence de tampon phosphate lors de la réaction de Maillard

sur l'activité piegeage du radical DPPH pour I'hydrolysat de crevette natif ou incubé avec trois

concentrations en Xylose.

concentration en équivalent Trolox {pM)
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—r— s
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Etude et optimisation des propriétés technofonctionnelles et biologiques de co-produits
marins ayant subi une hydrolyse enzymatique suivie d’une glycation

Résumé :

Pour répondre aux attentes des consommateurs, l'industrie agro-alimentaire mise sur l'innovation qui reste le
vecteur principal de croissance et de différenciation des entreprises. Celles-ci sont en permanence a la
recherche de nouveaux ingrédients. Elles visent ainsi la production d'aliments innovants dotés de structures
complexes, dont les émulsions font partie. Ces derniéeres sont d’ailleurs largement répandues dans le domaine
de l'agro-alimentaire. Cependant, au cours de leur fabrication ou de leur stockage, ces émulsions sont
soumises a des phénomenes concomitants de déstabilisation et d’oxydation, palliés par la présence d’additifs
le plus souvent d’origine chimique. Or, les consommateurs recherchent désormais des produits alimentaires
contenant des substances naturelles, voire exempts d’additifs (clean label). La recherche de nouveaux
ingrédients d'origine naturelle est donc un défi majeur pour les industriels de I'agro-alimentaire, et suscite un
intérét croissant. Les pistes explorées sont nombreuses, et parmi celles-ci, la réaction de glycation ou réaction
de Maillard (RM) appliquée a des protéines ou des mélanges peptidiques. En effet, la RM peut s’avérer
potentiellement intéressante pour renforcer la capacité antioxydante et/ou les propriétés
technofonctionnelles, dont les propriétés émulsifiantes, de substrats protéiques.

Dans ce contexte, nous avons cherché a optimiser les propriétés émulsifiantes et antioxydantes de deux
substrats protéiques par la RM en conditions contrélées et en présence de différents glucides. Du caséinate de
sodium et un hydrolysat de coproduits de crevette ont été choisis. Le premier substrat est utilisé comme
protéine de référence, car il est couramment employé dans I'industrie comme agent émulsifiant, et le second
est étudié dans l'optique d’une valorisation des co-produits de la péche. En effet, I'hydrolyse enzymatique
constitue une approche d'un intérét stratégique majeur pour réhabiliter la fraction protéique des coproduits
marins.

Nous avons réalisé des RM entre I'hydrolysat de crevette et trois concentrations différentes de xylose. Nous
avons ainsi montré que I'augmentation de la concentration en xylose entraine une diminution logarithmique
du nombre de fonctions aminées restantes apres RM. Ceci indique que la concentration en xylose initialement
utilisée était limitante. Des analyses chromatographiques montrent que l'utilisation de concentrations plus
importantes en xylose semble privilégier I'apparition de composés aromatiques de faible poids moléculaire
(< 250 Da). Par ailleurs, I'augmentation de la concentration en xylose lors de la RM avec I’hydrolysat de
crevette modifie les propriétés rhéologiques des émulsions a 0,5 % et pH 7. Enfin, la capacité antioxydante des
hydrolysats de crevette issus de la RM augmente lorsque la concentration en xylose utilisée est croissante dans
le milieu réactionnel.

En conclusion, notre étude a permis de produire, a partir de deux substrats protéiques modifiés par RM en
conditions contrblées a 50°C, des ingrédients potentiellement bifonctionnels, montrant a la fois des propriétés
émulsifiantes et antioxydantes.



