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Résumé

Les procédés de transformation induisent des réactions chimiques au sein des aliments pouvant
amener a la formation de composés néoformés toxiques. Ces néoformations qui dépendent entre
autres de la composition de la matiére premiere et des conditions de procédé peuvent impacter la
qualité sanitaire des aliments. Bien que les composés néoformés toxiques soient généralement
retrouvés a I'état de trace dans les aliments, leur consommation réguliére tout au long de la vie pourrait
contribuer a terme au développement de certaines pathologies (diabéte, cancers, troubles
neurologiques...). Souvent générés par le consommateur lors de la préparation domestique de ses
aliments, I'évaluation des niveaux d’exposition et donc des risques liés a leur ingestion est complexe. A
'heure actuelle, trés peu de composés néoformés sont réglementés dans notre alimentation
(acrylamide, benzo[a]pyréne, monochloropropane diol). Les progres récents en matiére de techniques
d'analyse et de chimie réactionnelle permettent aujourd’hui une meilleure connaissance de ces
composés, de leurs conditions de formation et ouvrent la voie a des solutions pour y remédier.

Mots-clés : Néoformation ; Risque chimique ; Procédés ; Formulation ; Détection.

Abstract : Process-induced toxicants and their mitigation — A focus on meat products

Food processing induces chemical reactions that can lead to the formation of process-induced toxicants
which will in turn impact the food safety. These reactions are dependent on several factors including the
composition of the raw material and the processing conditions. Although process-induced toxicants are
generally produced at trace level, the consumer is exposed to them frequently and throughout his life.
They may therefore contribute to the development of some pathologies including diabetes, cancer and
neurological disorders. In most cases, they are generated by the consumer when he prepares his food,
which makes it difficult to assess exposure levels and the risks associated with their ingestion.
Currently, very few process-induced toxicants (e.g. acrylamide, benzo[a]pyrene, monochloropropane
diol) are regulated in our diet. Recent advances in analytical techniques and reaction chemistry now
allow a better knowledge of these compounds, their conditions of formation, and pave the way to
solutions to mitigate them.

Keywords: Process-induced toxicants, Proteinaceous food, Transformation processes, Mitigation,
analytical methods.
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Introduction

L’Agence Nationale de SEcurité Sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES)
met en garde sur le fait qu’au cours des processus de transformation technologique et/ou de
préparations culinaires (industrielles ou ménagéres) des denrées alimentaires, des réactions chimiques
peuvent se produire et provoquer la formation de certains composés indésirables. Ces substances sont
qualifiées de composés néoformés; elles peuvent se former au cours de traitements thermiques, au
cours des procédés de fermentation ou au cours de différentes étapes de conservation (ANSES, 2015).
Il est & noter qu'a I'heure actuelle il n'existe pas de données concernant la formation d’éventuels
composés néoformés lors de traitements « modérés » impliquant l'utilisation de hautes pressions (HPP)
ou de champs électriques pulsés (PEF).

La néoformation de composés toxiques (dont plusieurs exemples sont présentés sur la Figure 1) est
conditionnée principalement par le type de matrice alimentaire et le procédé de fabrication. Les produits
riches en carbohydrate induisent la formation d’acrylamide et d’hydroxymethylfurfural. Les produits
carnés vont se charger en amines aromatiques hétérocycliques (AAHs), en hydrocarbures
polycycliques aromatiques (HAPs) et en composés N-nitrosés lors des procédés de cuisson ou de
fumage. Les huiles végétales peuvent induire la formation de monochloropropane diol et de ses
dérivés.
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Figure 1 : Exemple de produits néoformés lors des procédés de transformation des aliments

L’exposition du consommateur aux substances néoformées via I'alimentation peut éventuellement étre
associée a des effets indésirables pouvant se manifester a plus ou moins long terme (exposition
chronique a de faibles doses). Cependant le processus d’évaluation des risques liés a ces substances
néoformés présente deux difficultés majeures : 1/ leur détection, identification et quantification dans les
denrées alimentaires et leur cinétique de formation en milieu complexe; 2/ la détermination de leur
impact toxicologique a considérer au sein méme d’'une matrice alimentaire dont la composition évolue
avec les traitements concernés (ANSES, 2015).

Les produits carnés qui nécessitent des étapes de transformation (telles que la cuisson ou le fumage)
avant d’étre consommés, notamment pour réduire les risques microbiologiques ou améliorer leur
palatabilité, sont particulierement impactés par la formation de substances néoformées. Une récente
monographie du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a ainsi classé la
consommation de viande rouge comme probablement cancérigéne pour 'nomme et celle de charcuterie
comme cancérigéne pour 'homme (Bouvard et al., 2015 ; IARC, 2018) en lien notamment avec la
présence de certains composés néoformés.
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Cet article propose de traiter les néoformations de composés toxiques dans les produits carnés. Les
différents composés seront d’abord décrits (formation, toxicité, exposition, risque) puis une seconde
partie s’intéressera aux moyens de remédiation pour en diminuer limpact sur la santé du
consommateur. Enfin, la derniere partie traitera des différentes stratégies possibles pour leur détection
dans les aliments.

1. Formation, toxicité, exposition et risque relatifs aux principaux composeés
néoformés des produits carnés

Le consommateur étant exposé aux composés néoformés via son alimentation de tous les jours, il est
nécessaire pour les authorités sanitaires de déterminer les risques que peuvent présenter ces
substances pour la santé humaine. Cette évaluation des risques pour une substance donnée nécessite
a la fois d’en évaluer la toxicité et d’en connaitre les niveaux d’exposition. A I'heure actuelle, la méthode
développée et préconisée par 'EFSA pour évaluer le risque repose sur la détermination d'une marge
d’exposition (MOE) qui est « un rapport entre deux facteurs qui permet d’évaluer, pour une population
donnée, la dose a laquelle est observé un effet indésirable faible mais mesurable associé a la
substance, et le niveau d’exposition effectif a cette substance ». Dans son avis de 2005, le comité
scientifique de 'EFSA a indiqué qu’en général une marge d’exposition égale ou supérieure a 10 000,
lorsqu’elle est basée sur la «limite inférieure de la dose de référence» (BMDL) obtenue lors d’une étude
menée chez I'animal, susciterait peu de préoccupations du point de vue de la santé publique (EFSA
2005).

1.1 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS)

Il s’agit de composés appartenant a une sous-famille des hydrocarbures aromatiques dont la structure
comprend au moins deux cycles aromatiques condensés (Figure 1). La consommation de produits
carnés fumés est la principale source d’exposition aux HAPs qui sont formés par combustion
incompléte du bois et transféré dans I'aliment lors de son exposition aux fumées. Les HAPs sont
également présents dans les viandes grillées (Alomirah et al., 2011 ; Kazerouni et al., 2001) car ils
peuvent aussi étre générés par pyrolyse de matiéres organiques, par contact direct de gras avec une
flamme ou par combustion incompléte de charbon.

Plus de 100 HAPs ont été identifiés, parmi lesquels 15 ont été classés génotoxiques ou cancérigénes
(EFSA, 200; IARC, 2010) et trés probablement neurotoxiques (Crépeaux et al., 2013). lls sont donc
surveillés par les agences sanitaires (Schroeder, 2010). Parmi eux, le benzo[a]pyréne est le plus
toxique de par sa capacité a former des adduits avec I'ADN, ce qui peut induire des effets mutagenes et
cancérigénes (IARC, 2010). Il a donc pendant longtemps été utilisé comme seul marqueur de la
présence des HAPs. Cependant il a été montré récemment que son seul suivi était insuffisant et qu'il
fallait également considérer la somme des benzo[a]pyréne, benz[a]anthracéne, benzo[b]fluoranthene et
chryseéne (HAP4) (European Commission, 2011). Des niveaux maximaux réglementaires ont été établis
notamment pour les viandes et produits & base de viande traités thermiquement vendus au
consommateur final : 5 ug/kg pour le benzo[a]pyréne et 50 ug/kg pour les 4 HAPs. Pour les viandes
fumées et produits de viande fumés, les niveaux maximaux ont été fixés a 2 pg/kg pour le
benzo[a]pyrene et 12 ug/kg pour les 4 HAPs.

Dans son étude de l'alimentation totale publié¢e en 2011 (ANSES, 2011), ANSES a établi une
exposition journaliére moyenne de la population frangaise a la somme des 4 HAPs a 1,48 ng/kg poids
corporel/jour chez les adultes et a 2,26 ng/kg poids corporel/jour chez les enfants. Ces expositions sont
moins élévées que celles reportées par I'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA, 2008)
qui annonce une exposition moyenne journaliere de la population européenne adulte a la somme des 4
HAPs de 19,5 ng/kg poids corporel/jour. Outre le fait que les données de contaminations présentées
par 'EFSA sont nettement supérieures (contaminations moyennes superieures d’un facteur 10 pour les
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viandes et d’un facteur 100 pour les poissons, par rapport aux niveaux de contamination trouvés dans
I'étude de I'alimentation totale frangaise ; ce qui peut se justifier notamment par la provenance des
échantillons puisque 64% provenaient d’Allemagne contre seulement 2% de France), cette différence
pourrait également s’expliquer par le fait que les groupes d’aliments présentés dans le rapport de
'EFSA (issus d’échantillons provenant de plans aléatoires ou ciblés) sont des produits plus susceptibles
de contenir des HAPs (viandes et poissons fumés) que les aliments analysés dans I'étude menée par
'ANSES. Les aliments cuits au barbecue, susceptibles de contenir une part plus importante de HAPs,
ne font par exemple pas partie des aliments echantillonnés dans I'étude de TANSES. Dans le rapport de
'EFSA, il ressort également que la population frangaise consomme moins de produits carnés (134
gljour) que les populations slaves telles que la Slovaquie (179 g/jour), la Hongrie (173 g/jour) ou en
encore la République Tchéque (175 g/jour).

Ainsi la marge d’exposition pour la somme des 4 HAPs dans le cas d’'une exposition moyenne s'éléve a
230 041 pour les adultes frangais et 150 509 pour les enfants frangais (ANSES, 2011). Les résultats
indiquent que le risque lié a I'exposition aux HAPs (hors pratiques particuliéres comme la cuisson au
barbecue) peut étre écarté pour la population. Cependant, certains HAPs comme le benzo[a]pyrene,
étant cancérogénes génotoxiques sans seuil, le risque méme tres faible ne peut étre considéré comme
nul (ANSES, 2011).

1.2 Les amines aromatiques hétérocycliques (AAHS)

Les AAHs, composés néoformés lors des procédés thermiques, ont été découvertes il y a une
quarantaine d’année. A ce jour, plus de 25 AAHSs ont été identifiées dans les viandes cuites, qu'elles
soient rouges ou issues de volailles ou de poissons (Sugimura et al., 2004), ainsi que dans les fumées
de cigarette ou les gaz d’échappement. La consommation de protéines animales est la principale
source d’exposition pour 'homme. Le niveau d’exposition dépend principalement du type de
viande/poisson ainsi que des conditions de cuisson (Skog, et al., 2000). Les AAHs sont divisées en 2
grandes familles : les AAHs pyrolytiques et les AAHs thermiques ou aminoimidazoazaarénes (Figure 1).
Les AAHSs pyrolytiques sont formées a haute température (souvent supérieure a 250°C) et leurs teneurs
dans les produits carnés restent faibles (Skog et al., 1998). Les AAHs thermiques ou
aminoimidazoazaarenes sont formées par réaction de Maillard dans des conditions standard de cuisson
(150-200°C). Ainsi une AAH thermique donnée peut étre formée en quantité appréciable des 130°C
(Turesky et al., 2005) par réaction entre la créatine, un acide aminé libre et un sucre (hexose) (Skog, et
al., 1998 ; Murkovic, 2004) (Figure 1). Cependant, les mécanismes de formation ne sont pas totalement
connus hormis pour le PhIP (Zamora, et al., 2014).

Les AAHs sont mutagénes et génotoxiques (IARC, 1993). En effet, méme a de trés faibles
concentrations, elles induisent des dommages génétiques en formant des adduits avec I'ADN.
Certaines d’entre elles présentent méme une activité mutagéne supérieure a celle du benzo[a]pyréne.
Le CIRC a ainsi classé MelQ, MelQx, PhIP, AaC, MeAaC, Trp-P-1, Trp-P-2 et Glu-P-1 dont les noms
complets sont explicités dans le tableau 1 comme peut-étre cancérigénes (groupe 2B) et IQ comme
probablement cancérigéne (groupe 2A) pour 'homme (IARC, 1993)*. Ces résultats sont basés sur la
preuve suffisante de la carcinogénicité de ces composés et sur les données de génotoxicité obtenues
lors d'études a long terme dans 'alimentation des animaux (IARC, 1993).

Les données d’exposition sont trés variables d'un pays a l'autre en fonction des habitudes de
consommation des produits carnés (Tableau 1). L’exposition moyenne en Europe est estimée autour de
6 ng/kg de poids corporel/jour (Zimmerli et al., 2001).
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Tableau 1 : Exposition aux AAHs (ng/jour par personne) mentionnée dans la littérature

AAHs total  PhIP MelQx DiMelQx  Aliments analysés et AAHs dosées Référence

100-13800  100-1 300 Viande et poisson cuits (Augustsson et al,
1997)

800-8 400 Viande et poisson cuits (Augustsson et al.,
AAHSs non spécifiés 1997)

40-7 000 Viande et poisson cuits & jus de viande (Augustsson et al.,
2(1Q, MelQ, MelQx, DiMelQx, PhIP) 1)

<500-4 000 Viande et poisson cuits & jus de viande (Augustsson et al.,
Z(MelQx, DiMelQx, PhIP) 1997)

1820 2(1Q, MelQx, DiMelQx, PhIP, AaC) (Augustsson et al.,
1997)

160 72 72 16 Viande et poisson cuits & jus de viande (Augustsson et al.,
2(1Q, MelQ, MelQx, DiMelQx, PhiP) 1997)

31 16,8 9,5 1,7 Viande cuite (Rohrmann et al,
2007)

397 156 85 39 Viande cuite et jus de viande (Zimmerli et al., 2001)

Z(1Q, MelQ, MelQx, DiMelQx, PhiP)

*1Q = 2-amino-3-methyl-imidazo[4, 5-f|-quincline ; MelQ = 2-amino-3,4-dimethyl-imidazo[4, 5-f-quinoline ; MelQx = 2-amino-3,4-dimethyl-
imidazo[4,5-f]-quinoxaline ; DiMelQx = 2-amino-3,4,8-trimethyl-imidazo[4,5-f]-quinoxaline ; PhIP = 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4, 5-
b]-pyridine ; AaC = 2-amino-9H-pyrido[2,3-blindole ; MeAaC = 2-Amino-3-methyl-9H -pyrido[2,3- blindole ; Trp-P-1 = 3-amino-1,4-
dimethyl-5H-pyrido(4,3-b)indole ; Trp-P-2 = 3-amino-1-methyl-5H-pyrido(4,3-b)indole ; Glu-P-1 = 2-amino-6-methyldipyrido(1,2-a:3',2'-
D)imidazole. Teneurs données en ng/jour/pers

Des travaux de la littérature évaluent la marge d’exposition pour le PhIP entre 80 000 et 100 000 en
fonction du type de tumeurs considérées (Benford et al., 2010). Bien que I'exposition aux AAHs ne
semble pas préoccupante car la marge d’exposition est supérieure a 10 000, et que les teneurs en
AAHSs dans les produits commerciaux préts a consommer sont faibles, il reste trés difficile d’'évaluer le
risque lié aux pratiques domestiques. De plus, les autorités sanitaires de la plupart des pays
occidentaux recommandent de limiter la présence de ces AAHs car elles pourraient induire des
mutations et ainsi agir comme promoteurs de Iésions cancéreuses. Le rapport du CIRC sur la
consommation de viandes rouges et transformées pointe notamment ces composés néoformés comme
potentiels responsables de la carcinogénicité observée (IARC, 2018).

1.3 Les composés N-nitrosés

Les composés N-nitrosés sont des composés néoformés qui sont divisés en deux groupes : les N-
nitrosamines, plutot stables, que I'on retrouve comme contaminants alimentaires, et les N-nitrosamides
relativement instables. Dans les produits carnés, les composés N-nitrosés présentent la particularité de
pouvoir étre générés (i) de maniére exogéne dans laliment lui-méme, via l'action des nitrites en
conditions acides sur les amines secondaires pendant la préparation et/ou pendant la conservation des
produits (Honikel, 2008), ou (ii) de maniére endogene lors de la phase gastrique de la digestion (Tricker,
1997). Lefficacité de la N-nitrosation, réaction biochimique a l'origine de la formation des composés N-
nitrosés, dépend de l'abondance des précurseurs (nitrites, amines secondaires), des paramétres
physicochimiques favorables (températures élevées et bas pH) et/ou de la présence de catalyseurs
chimiques (métaux de transition). Bien qu'ils ne soient pas les plus gros pourvoyeurs de nitrites
alimentaires, les produits carnés sont largement impliqués dans la N-nitrosation exogéne ou endogene
car ils sont une excellente source d'amines secondaires et renferment en quantité importante des
métaux de transition catalyseurs comme le fer ou le cuivre. Leur cuisson, notamment au-dela de 130°C,
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favorise aussi la N-nitrosation. Avec les produits laitiers et les boissons alcoolisées telles que la biére,
les produits carnés sont décrits comme les principales sources de composés N-nitrosés exogénes
(Gangolli et al., 1994). Des valeurs moyennes de 118 mg/kg en nitrosamines non volatiles totales ont
été rapportées récemment dans des produits de charcuterie (Herrmann et al., 2015), les quantités de
nitrosamines volatiles étaient, elles, beaucoup plus faibles (0,8 mg/kg). La contribution endogéne a
I'apport total en composés N-nitrosés serait beaucoup plus importante, I'estomac étant un milieu
propice a la N-nitrosation. Ainsi il a été montré que 45 a 75% de I'exposition humaine aux nitrosamines
proviendrait de leur formation in vivo (Tricker, 1997).

Le CIRC a classifié un grand nombre de ces composés N-nitrosés comme probablement (groupe 2A)
ou peut-étre (groupe 2B) cancérigénes (IARC, 1977, 1998). En effet, la plupart des composés N-
nitrosés sont des composés précarcinogenes qui, aprés activation métabolique, vont pouvoir réagir sur
les centres nucléophiles de certains constituants cellulaires tels que les protéines, '’ARN ou 'ADN et
induire des mutations. La N-nitrosodimethylamine (NDMA) est quant a elle classifiée comme
cancerigéne avérée pour 'homme (groupe 1).

Les données d’exposition aux composés N-nitrosés sont trés variables en fonction des habitudes
alimentaires des populations étudiées (Tableau 2). L'exposition a la NDMA en France serait de 0,25
Mg/personneljour dont 0,06 g proviendrait des charcuteries, 0,052 g des poissons fumés et 0,026 ug
des boissons alocoolisées, particuliérement la biére (Cornee et al., 1992 ; Gangolli et al., 1994).

Tableau 2 : Exposition aux composés N-nitrosés (jg/personnefjour) mentionnée dans la littérature

Voie d’exposition Ingestion Nitrosamines | Remarque Référence
dosées

Formé de maniére | 1-1 000 NPROz, Grande variation interindividuelle Bartsch et

endogéne NPIPb NDMA Montesano, 1984

Alimentation 0,5-1,2 NDMA Variable, en fonction de I'aliment Bartsch et
01-02 NPYR Montesano, 1984
<1 NDMA sur base de la base de données Jackszyn et al. (2004) %gl(()sézyn et al,

WHO, 2008

0,3-0,7 NDMA pour une personne de 60kg Tricker 1997
80-120 0,79 pmol par jour

Eau 0,02-0,06 NDMA pour une personne de 60kg WHO, 2008

Exposition 20-80 0,15-0,30 pmol par jour Tricker, 1997

professionnelle

Cigarettes 34 0,02 pmol par jour Tricker, 1997

Autres ¢ 0,1 0,001 pmol par jour Tricker, 1997

a NPRO = N-nitrosoproline, excrétion de NPRO dans I'urine comme indicateur de nitrosation endogéne
b NPIP = N-nitrosopiperidine

¢ NPYR = N-nitrosopyrrolidine

d produits pharmaceutiques, cosmétiques, atmosphére intérieure / extérieure

Si I'exposition aux composés N-nitrosés n'est pas préoccupante en elle-méme car la marge d’exposition
est supérieure a 10 000, le cas de la formation endogéne reste problématique. Ainsi le rapport du CIRC
sur la consommation de viandes rouges et transformées souligne qu'il y a une forte évidence que les
composés N-nitrosés contribuent aux mécanismes de cancérogénese associés a la consommation de
viande rouge (IARC, 2018). Sur la base d'études d'intervention prospectives, ce rapport conclut a une
formation de composés N-nitrosés dans l'estomac, susceptibles ensuite de former des adduits
mutagénes avec I'ADN.
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2. Remédiation des composés néoformés le long de la chaine d’élaboration des
produits carnés

Les composés néoformés toxiques peuvent étre générés lors des étapes de transformation,
d'emballage, de stockage et de digestion des aliments. Dans le cas des produits carnés, les
néoformations vont résulter essentiellement des traitements thermiques, du fumage ou des
transformations subies par I'aliment au cours de sa digestion (Stadler et Lineback, 2009). Les AAHSs,
issues pour la plupart de la réaction de Maillard, vont étre générées majoritairement lors du chauffage
des produits carnés. Les HAPs sont formés soit par le transfert a la surface des aliments de la fumée
produite par la combustion incompléte du bois, soit lors de la pyrolyse de matiéres organiques (telles
que les graisses) a des températures supérieures a 200°C ou encore par contact direct du gras avec
une flamme. Les procédés de fumage ainsi que les procédés thermiques impliquant une cuisson
intense, tels que le barbecue, sont donc les plus impliqués dans la formation de ces composés
néoformés. Les composés N-nitrosés vont étre générés dans les produits de charcuterie traités au
nitrite mais également lors du processus de digestion gastrique (voie endogéne).

A 'heure actuelle, seuls certains de ces composés néoformés font l'objet de mesures réglementaires :
c'est le cas du monochloropropane diol et du benzo[a]pyreéne (BaP) mentionnés dans le réglement (CE)
n°1881/2006. Il n'existe pas de teneurs maximales réglementaires pour I'acrylamide mais la
Commission Européenne a recommandé d’atténuer les teneurs en acrylamide dans les denrées
alimentaires (recommandations 2010/307/UE) et a fixé des valeurs de référence (réglement 2017/2158
UE). Il n'existe pas a ce jour de mesures réglementaires pour les AAHs car elles sont majoritairement
formées par les pratiques domestiques. Quant aux composés N-nitrosés, ils ne sont pas réglementés
en tant que tels, mais une dose journaliére admissible a été établie pour le nitrite et le nitrate,
précurseurs de ces composés dans le cas des produits de charcuteries (EFSA, 2017).

Les autorités sanitaires préconisent de diminuer la teneur en composés néoformés dans les aliments
(ANSES, 2015). Pour atteindre cet objectif, différents leviers peuvent étre actionnés : les matiéres
premieres, les procédés et la formulation.

2.1 Les matieres premiéres

Une des techniques pour limiter la formation de composés néoformés est d’impacter sur les précurseurs
des réactions mises en jeu directement au sein des matiéres premiéres.

Une étude a montré que l'utilisation d’une certaine race de porcs portant un alléle particulier permettait
de réduire de moitié la quantité de AAHs formées a la cuisson du fait de la forte concentration en
glycogéne dans les muscles (Olsson et al., 2002). Il serait également envisageable de pouvoir moduler
les niveaux de néoformation via une alimentation spécifique des animaux d’élevage. En se basant sur
le réle inhibiteur de la vitamine E sur la formation d’AAHs, des premiers travaux se sont interessés a
I'effet d’une alimentation bovine enrichie en vitamine E sur la réduction de la néoformation de AAHs
(Ruan et al., 2014). Une augmentation significative en a-tocopherol (une des formes de la vitamine E)
dans la viande a été observée mais en revanche aucune diminution significative de la formation des
AAHs n’a été mise en évidence. Les auteurs ont supposé que ce dernier résultat pouvait s’expliquer
notamment par le type de muscle choisi.

Cette voie de remédiation via les matieres premiéres nécessite de jouer sur des leviers zootechniques
(alimentation spécifique des animaux d'élevage) ou génétiques (utilisation de races présentant des
particularités génétiques propices a une diminution de certains composés néoformés). Relativement
lourde a mettre en place, elle n’est donc envisageable que sur des productions industrielles.
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2.2 Les procédés

Une autre méthode de remédiation est d'impacter directement sur le procédé mis en cause pour limiter
la formation des composés néoformés.

De nombreuses revues scientifiques ont traité des méthodes de cuisson pour influer sur le niveau des
AAHs (Alaejos et Afonso, 2011). Il a ainsi été montré que des méthodes de cuisson intense telles que le
barbecue ou la cuisson au grill généraient une forte proportion de AAHs. De méme plus la durée de
cuisson est longue et plus la température est élevée, plus il y aura néoformation de AAHs. Par exemple,
dans le cas d’'une cuisson a la plancha de steak haché a une température de 190°C, il a été montré que
la quantité de PhIP formé s’élevait a 0,15 ng/g de viande cuite apres 4 min de cuisson et a 9,8 ng/g de
viande cuite aprés 10 min de cuisson (Knize et al., 1994). Les mémes travaux ont également étudié
Iimpact de la température de cuisson : la quantité de PhIP générée aprés 10 min de cuisson passait de
1,8 ng/g de viande cuite a 150°C a 9,8 ng/g de viande cuite a 190°C et & 32 ng/g de viande cuite a
230°C. Utiliser des méthodes de cuisson plus douces (cuisson a basse température) ou diminuer les
temps de cuisson, dans les limites imposées par la sécurité microbiologique, limitera donc la
néoformation de composés toxiques..

Dans le cas des produits fumés qui pourraient étre contaminés par des HAPs formés lors du procédé,
des méthodes de fumage alternatives ont été développées pour limiter les risques et ainsi ne pas
dépasser les limites imposées par la réglementation européenne de 2 ug/kg pour le benzo[a]pyréne et
12 uglkg pour les 4 HAPs. (European Commission, 2011). A I'heure actuelle I'utilisation d’arémes de
fumée liquides (Simko, 2005) permet de reproduire I'ardme recherché sans utiliser de fumoir et
présente donc une alternative intéressante au procédé de fumage traditionnel.

Ces méthodes sont principalement d’usage industriel. Cependant certaines recommandations sont
également diffusées pour faire connaitre les bonnes pratiques de cuisson aux consommateurs.
L’ANSES a ainsi publié un document faisant des recommandations aux consommateurs pour éviter la
formation de composés chimiques indésirables lors de la cuisson domestique au barbecue
(https:/lwww.anses fr/fr/system/files/ANSES-Ft-RecosBarbecue.pdf).

2.3 La formulation

Une autre méthode de remédiation passe par la formulation, soit via I'ajout d'ingrédients antioxydants a
la matiére premiére lors de la fabrication du produit alimentaire, soit par 'apport de ces antioxydants via
un régime alimentaire adapté (au niveau du plat ou méme du repas complet). Ces antioxydants vont
pouvoir agir a trois niveaux pour réduire I'impact des néoformés sur la santé humaine : 1/ limiter leur
néoformation exogéne directement, 2/ réduire leur néoformation endogéne et 3/ moduler leur activation
métabolique (Meurillon et Engel, 2016). Quelques exemples pratiques de formulation en vue de
remédier les composés néoformés toxiques sont donnés ci-dessous.

= Limitation de la néoformation exogéne

De nombreuses études se sont intéressées a I'addition d’antioxydants pour limiter la formation d’AAHs
ou de HAPs (Meurillon et Engel, 2016). A titre d’exemple, il a ét¢ montré que mariner la viande dans de
la biére ou du vin (boissons riches en antioxydants) pendant 6h permettait d'inhiber de 88% la formation
de PhIP (Melo et al., 2008).

= Limitation de la néoformation endogéne

La mise au point de formulation adaptée est particulierement pertinente dans le cas de la formation
endogéne des composés N-nitrosés. En effet comme évoqué précédemment, ces composés néoformés
sont majoritairement générés lors de la digestion gastrique avec un réle central du fer héminique qui
agit comme un catalyseur de cette réaction. Un régime riche en carbonate de calcium et dans une
moindre mesure en vitamine E (a-tocophérol) permettait de bloquer I'effet promoteur du fer héminique
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sur la formation de composés N-nitrosés endogenes (Pierre et al., 2013). L'ajout de carbonate de
calcium (150 pumol/g) dans de la viande cuite nitritée a par exemple permis de réduire de moitié le
nombre de MDF (Mucin Depleted Foci) qui est 'un des biomarqueurs associé a la cancérogénese du
colon.

= Modulation de I'activation métabolique

A titre d'illustration de la modulation de I'activité métabolique par un antioxydant, il a ét¢ montré que les
Brassicacées (cruciféres) pouvaient inhiber I'activation métabolique des AAHs en empéchant I'activité
des cytochromes. Ainsi lors de tests in vitro, I'ajout de jus de brocoli (0,3 mL de jus/mL) protégeait les
cellules étudiées (cellules modifiées dérivées de foie humain) de 90% des effets carcinogenes de 1Q
tout en protégeant d’autres effets d’AAHs pyrolytiques (Schwab et al., 2000). Cette action protectrice
contre les dommages de 'ADN provoqués par les AAHs viendrait d’'un produit de dégradation du
glucosinolate, le sulforaphane, qui inhiberait I'activité des cytochromes P450.

L'utilisation de la formulation pour limiter l'impact sanitaire de la consommation des composés
néoformés présente I'avantage de pouvoir étre mise en ceuvre tant au niveau industriel par I'élaboration
de plats préparés a base de produits carnés qu’au niveau domestique lors de la préparation des repas.
Cette option nécessiterait toutefois d’éduquer au préalable le consommateur sur les ingrédients
remédiants a utiliser. Cependant a ce jour les travaux menés sur le sujet sont trés empiriques dans le
choix des agents remédiants et souvent peu représentatifs des techniques de cuisson réellement
employées par les consommateurs. Une approche prometteuse serait de pouvoir prédire si un
antioxydant est inhibiteur ou non d’'un composé néoformé en se basant sur sa structure. C’est I'objectif
du projet MARMEAT qui a été réalisé au sein de I'équipe MASS de l'unité QuaPA. En se basant sur des
approches de modélisation moléculaire utilisées en chimie médicinale telles que l'analyse des
similarités structurales en 2D (index de Tanimoto) ou 3D (scaffold hoping), la mise au point de modeles
de pharmacophores et I'étude de la réactivité via I'analyse des champs éléctrostatiques, cette étude a
permis de mettre en évidence un certain nombre de prérequis dans la structure d’un antioxydant pour
qu'il soit inhibiteur de la formation des AAHs, comme par exemple la présence d’'un groupement
polyphénol avec des groupes hydroxyls en position meta pour augmenter la réactivité de I'antioxydant
vis-a-vis de la substitution electrophile aromatique sur l'aldéhyde de Strecker, intermédiaire de la
réaction de Maillard aboutissant aux AAHs thermiques. Ce résultat est d’autant plus intéressant que
I'effet antioxydant classique repose principalement sur une substitution de type ortho et non meta
(Sroka et Cisowski, 2003). Un tel modéle pourrait également par la suite étre généralisé a d’autres
familles de molécules et a d’autres types de composés néoformés, ce qui permettrait de conseiller les
industriels et les consommateurs sur le choix le plus approprié d’ingrédients pour limiter Iimpact des
composés néoformés.

3. Stratégie de détection des composés néoformés dans les aliments

Un des verrous majeurs des recherches sur les composés néoformés est la difficulté de leur suivi
analytique du fait de leur trés faible concentration dans les aliments. Avec les avancées de la chimie
analytique, des méthodes dites « omiques » et de la toxicologie prédictive, différentes solutions sont
aujourd’hui envisageables.

3.1 Des méthodes de détection directe de plus en plus performantes

Du fait des faibles quantités de composés néoformés dans les aliments, ces substances n'ont
finalement été quantifiées que plutdt récemment. A titre d’'exemple I'acrylamide a été détectée dans les
aliments riches en carbohydrates pour la premiére fois en 2002 (Tareke et al., 2002). Auparavant les
travaux étaient focalisés en priorité sur les composés les plus abondants dans une famille, comme par
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exemple le PhIP dans les cas des AAHSs, du fait des performances limitées des outils mis en ceuvre
pour leur détection. Cependant avec I'évolution de la sensibilité et de la résolution des techniques de
détection (Sanz Alaejos et al., 2008), il est maintenant possible de cibler de nouveaux congénéres
parfois plus pertinents en terme de risque mais également de travailler sur des profils quasi exhaustifs
des congéneéres néoformés. Dans le cas des AAHs par exemple, I'utilisation d’'une HPLC/ESI/MS a non
seulement permis d'identifier une nouvelle AAH jusqu’alors inconnue (IQ[4,5-b]) mais également de
contréler la présence de 11 AAHs (dont PhIP, 1Q, MelQx, DiMelQx) avec une limite de quantification
(LOQ) inférieure a 30 pg de AAH/g de viande (Turesky et al., 2005).

3.2 La procédomique : vers la recherche de marqueurs de néoformations

Des travaux ont démontré l'intérét d’analyser des composés volatils témoins de I'activité métabolique
hépatique d’'animaux d’élevage pour tracer leur exposition a des micropolluants environnementaux
(Berge et al., 2011 ; Ratel et al., 2017 ; Bouhlel et al., 2017). Ces recherches en « volatolomique »
visent a identifier des composés volatils marqueurs du métabolisme animal en lien avec une exposition
a des molécules chimiques toxiques. En parralléle des études en cours a 'INRA montrent également
Iintérét des analyses de composés volatils pour tracer les conditions de procédés propices a certaines
néoformations. Combinée a I'utilisation d’outils chimiométriques dédiés a la recherche de marqueurs
(Abou-el-karam et al., 2017; Bouhlel et al., 2018) et a des méthodes rapides et peu couteuses de
détection des composés volatils (Brenet et al., 2018), cette approche baptisée « procédomique »
pourrait notamment étre utilisée dans le cadre des autocontréles en entreprise.

3.3 L’analyse dirigée par l’effet : vers la recherche non ciblée de contaminants

Littéralement baptisée « analyse dirigée par I'effet » (EDA), cette approche offre de nouvelles solutions
pour la recherche systématique de composés néoformés problématiques d'un point de vue
toxicologique.

Comme schématisé sur la Figure 2, la premiére étape de 'EDA consiste a réaliser une batterie de
biotests pour rechercher une éventuelle toxicité de I'échantillon (par exemple génotoxicité ou
perturbation endocrinienne). En cas de détection d’échantillons positifs, les étapes suivantes de 'EDA
vont consister a identifier les composés responsables des effets toxicologiques mis en évidence en
couplant des techniques de spectrométrie de masse haute résolution, permettant d’avoir une analyse
fine des constituants de I'échantillon, a des approches de bio-informatique, qui vont permettre de
déterminer parmi ces constituants, ceux qui sont susceptibles d’étre a lorigine de la toxicité de
I'échantillon. A partir de l'analyse des effets biologiques, on peut ainsi remonter a la molécule
responsable de cet effet (Brack, 2003). Une telle méthode a par exemple permis de déterminer
quelques composés responsables de la toxicité de certains matériaux d’emballage alimentaire
(Bengtstrom et al., 2016). Il pourrait étre également prometteur de mettre en place une telle approche
pour I'étude des néoformations au sein des aliments lors des procédés de transformation. On pourrait
ainsi analyser biologiqguement un aliment avant et aprés le procédé (mesure de la génotoxicité par
exemple). Si l'aliment transformé démontre une toxicité supérieure a celle de I'aliment brut, cela
indiquerait qu'il y a eu néoformation de composés toxiques. L’application de la méthode EDA pourrait
permettre de remonter aux composeés responsables de cette activité toxicologique en utilisant de la
spectrométrie de masse haute résolution et différents biotests.
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A T'heure ou le consommateur est de plus en plus exigeant quant & la qualité des denrées qu'il
consomme, il est nécessaire d’assurer la sécurité chimique des aliments notamment en limitant la
formation de composés néoformés présentant sur le long terme un risque pour la santé du
consommateur. Avec I'allongement de la durée de vie moyenne, il a été observé une recrudescence de
certaines pathologies telles que les cancers ou les maladies neurodégénératives qui pourrait étre liée a
I'exposition chronique a certains contaminants des aliments. De plus, certaines populations spécifiques
telles que les nourrissons ou les personnes agées sont particulierement vulnérables a ces composés
néoformés qui peuvent induire des pathologies chroniques inflammatoires. La mise au point de
méthodes de détection permettant le suivi de ces composés néoformés est donc une nécessité.

A I'heure actuelle, I'étude de ces composés se fait par famille et il n'existe que trés peu de travaux
prenant en compte les effets que pourraient avoir les mélanges de contaminants néoformés intra ou
inter-familles (AAHs, HAPs, acrylamide...) sur l'organisme. Certains néoformés pourraient, en
mélange, avoir des effets synergiques ou antagonistes, et donc avoir une réactivité bien différente des
composés seuls. Il a par exemple déja été montré que le mélange de deux composés, le BaP, un HAP
et le PhIP, une AAH (Jamin et al., 2013), démultipliait I'activité génotoxique. Le nombre d’'adduits de
PhIP avec 'ADN est multiplié par 5 lorsque le milieu contient également du BaP (avec un ratio 10/1
PhIP/BaP). Ce résultat pourrait s’expliquer par une bioactivation métabolique plus importante du PhIP
consécutive a une induction de I'activité de certaines enzymes par le BaP.

L’étude de la réactivité des migrants d’emballage avec les constituants de I'aliment est également
un domaine encore treés peu étudié. En effet, la thématique des migrants d’'emballage est en plein essor
cette derniére décennie et certains travaux ont mis en évidence que ces migrants d’'emballage seraient
finalement la source majoritaire de contamination des aliments, dépassant les autres sources de
contamination (pesticides, polychlorobiphényles, solvants chlorés, benzéne...) d'un facteur 100 a 1 000
(Grob et al., 2006). Mais, a ce jour, les travaux sont focalisés sur les molécules migrantes en elles-
mémes, et peu voire pas de travaux considérent la réactivité de ces molécules avec des composes de
laliments et s'intéressent aux potentielles molécules toxiques alors générées. Cette voie de
néoformation via les composés d’emballage est donc a explorer.
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