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Avant propos

Ce travail a été réalisé a I’INRA de Nantes au Laboratoire d’Etude des Interactions des
Molecules Alimentaires, au sein du groupe « Gustation, Biochimie, Biologie et Technologie
des Protéines ».

Le sujet de ce travail s’insere dans I’'une des thématiques principales étudiées : modification
des proteéines laitieres (glycation, esterification) et recherche des propriétés fonctionnelles et
biologiques des protéines et peptides.

Cette these a été financée par une bourse de recherche du Ministére de I’Education Nationale,
de la Recherche et de la Technologie (MENRT).

Au terme de ce travail, une partie des résultats a fait I’objet de publications, de chapitres
d’ouvrage et de communications :

Publication dans des revues a comité de lecture :

Chevalier F., Chobert J.-M., Dalgalarrondo M., Haertlé T. (2001a) Characterization of
the Maillard reaction products of 3-lactoglobulin glucosylated in mild conditions. Journal
of Food Biochemistry 25, 33-55.

= Chevalier F., Chobert J.-M., Mollé D., Haertlé T. (2001b) Maillard glycation of
R-lactoglobulin with several sugars: comparative study of the properties of the obtained
polymers and of the substituted sites. Le Lait 81 (5), 651-666.

= Chevalier F., Chobert J.-M., Popineau Y., Nicolas M. G., Haertlé T. (2001c)
Improvement of the functional properties of RB-lactoglobulin glycated through the
Maillard reaction is related to the sugar nature. International Dairy Journal 11 (3), 19-26.

= Chevalier F., Chobert J.-M., Genot C., Haertlé T. (2001d) Scavenging of free radicals,
anti-microbial and cytotoxic activities of the Maillard reaction products of 3-lactoglobulin
glycated with several sugars. Journal of Agricultural and Food Chemistry 49, 5031-5038.

= Chevalier F., Chobert J.-M., Dalgalarrondo M., Choiset Y., Haertlé T. (2002) Maillard
glycation of R-lactoglobulin induces conformation changes. Nahrung 46 (2), Accepted.

Chapitre d’ouvrage :

= Chevalier F., Chobert J.-M., Haertlé T. Interfacial properties of glycated -lactoglobulin.
In "Recent Advances in Agricultural and Food Chemistry”, Research Signpost (Ed.),
Kerala, Inde Accepted.

Communication a un congres :

= Chobert J.-M., Chevalier F., Haertlé T. (30 March-2 April 2000). Glycation leads to
polymerization and tryptic resistance of [-lactoglobulin. Milk Protein Conference,
Vinstra (Norway).



Remerciements

Je remercie M. P. Higueret, professeur a I’ISTAB — Université de Bordeaux | qui m’a fait
I’honneur de présider ce jury de thése ; MM. B. Colas, professeur a I’UPRES Biocatalyse de
I’Université de Nantes, J. Korolczuk, directeur de recherche a I’'INRA de Villeneuve d’Ascq
et J. L. Azanza, professeur a I’'ISTAB — Université de Bordeaux I, pour I’intérét qu’ils ont
porté a ce travail et pour avoir accepté de le juger.

Cette these a été realisee au sein du Laboratoire d’Etude des Interactions des Molécules
Alimentaires de I’INRA de Nantes. Au terme de ce travail, je remercie MM. J. P. Dumont et J.
M. Chobert qui se sont succédé a la direction du LEIMA et qui ont accepté de m’accueillir au
laboratoire.

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a M. J. M. Chobert qui m’a guidé tout au long de
ces trois années de recherche. Merci pour ta constante disponibilité, ta confiance, ta patience
et pour tout le temps que tu as consacré a m’écouter et a corriger mes travaux.

J’adresse tous mes remerciements & M. T. Haertlé, directeur de recherche a I’INRA de Nantes
et responsable du groupe « Gustation, Biochimie, Biologie et Technologie des Protéines », qui
a su m’orienter dans mes recherches par ses précieux conseils.

Je ne pense pas que ce travail aurait pu étre réalisé sans ses conseils techniques, ses
compétences pratiques, sa disponibilité a toute épreuve et a toute heure et sa constante bonne
humeur. Merci infiniment Mlle M. Dalgalarrondo pour m’avoir autant aidé au cours de ces
trois années.

Un grand merci a Mme M. G. Nicolas pour son aide lors de la mesure de stabilité thermique et
lors de la mise au point des tests antibactériens.

Mes remerciements s’adressent aussi a M. Y. Choiset pour la réalisation des expériences de
calorimétrie, a M. D. Mollé pour sa compétence en spectrométrie de masse, a M. Y. Popineau
pour ses conseils lors des analyses des propriétés moussantes et a MM. M. Anton et M. Le
Denmat pour leur aide et leurs conseils lors des analyses des proprietés émulsifiantes.

Je remercie vivement Mme C. Genot, chargée de recherche a I’INRA de Nantes et M. G.
Kanski, chercheur a I’Université de Yaoundé au Cameroun, pour leur aide lors des analyses
des proprietés antiradicalaires.

J’exprime toute ma reconnaissance a M. X. Dousset et a Mlle P. Kabadjova, chercheurs a
I’ENITIAA de Nantes, a M. O. Reboul, chercheur a la Faculté dentaire de Nantes, pour les
souches bactériennes qu’ils m’ont gracieusement données.

Tous mes remerciements a Mme T. Gaborit pour la mise a disposition de la hotte a flux
laminaire utilisée pour les cultures cellulaires.

Merci & M. B. Ochirkuyag, chercheur a I’Université d’Oulan-Bator en Mongolie, ancien
thésard et « post-doc » du laboratoire, pour son amitié, sa bonne humeur et ses nombreux
conseils en biochimie.



Un immense merci a Mmes J. Sémur et L. Chevrel, respectivement comptable et secrétaire du
laboratoire, pour leur patience et leur gentillesse.

Merci a M. J. C. Gaudin, chargé de recherche a I’INRA de Nantes, pour m’avoir accepté dans
son bureau pendant plus de deux ans.

Un grand merci aux autres thésards (L. Breuils, V. Martinet, M. Atanassova, A. Pantev,
K. El-Zahar et L. Le Thuau) pour leur amitié. Bonne chance pour la suite de votre these !

Je remercie aussi tous les autres membres du LEIMA que je n’ai pas eu I’occasion de citer
pour leur bonne humeur et leur soutien.

Enfin, Céline, je te dédis ce travail, une maniére de te remercier pour ton soutien, tes
encouragements et toutes les longues heures consacrées a corriger et a relire ce mémoire.



Sommaire

SOMMAIRE



TABLE DES MATIERES

Avant propos

Remerciements

SOMMAIRE
TABLE DES MATIERES
LISTE DES FIGURES
LISTE DES TABLEAUX

INTRODUCTION GENERALE, BIBLIOGRAPHIE

A - Modification des proteines alimentaires

1 - Choix de la protéine a modifier
21
1.1 - Le lait et I’alimentation
1.2 - Composition du lait
1.3 - La béta-lactoglobuline (BLG)
1.3.1 - Structure primaire
1.3.2 - Structure secondaire
1.3.3 - Structure tertiaire
1.3.4 - Structure quaternaire
2 - Choix de la méthode de modification
2.1 - Objectif des modifications
2.1.1 - Propriétés technologiques
2.1.2 - Propriétés nutritionnelles et organoleptiques
2.2 - Les differents types de modification
2.2.1 - Modification chimique
2.2.2 - Modification physique
2.2.3 - Modification enzymatique
2.2.4 - Modification génétique
2.3 - La modification des protéines par fixation de sucres

Sommaire

oD O W N

18

20

21

21
23
25
25
26
26
28
29
29
29
29
30
30
30
30
30
31



Sommaire

2.3.1 - Les glycoprotéines 31

2.3.1.1 - Role in vivo 31

2.3.1.2 - Utilisation en agro-alimentaire 32

2.3.2 - Modification chimique ou glycation 32

B - La réaction de Maillard 34
1 - La réaction chimique 34

2 - Influence des conditions physico-chimiques sur la réaction de Maillard 36

3 - Implication de la réaction de Maillard en agro-alimentaire 36
3.1 - Effets bénéfiques de la réaction de Maillard 37

3.1.1 - Génération d’ardmes et de coloration 37

3.1.2 - Propriétés antioxydantes 37

3.1.3 - Propriétés antibiotiques 37

3.1.4 - Propriétés antiallergenes 38

3.1.5 - Propriétés antimutagénes 38

3.2 - Effets néfastes de la réaction de Maillard 38

3.2.1 - Réduction de la valeur nutritionnelle 39

3.2.2 - Génération de composés toxiques 39

3.3 - Conséquences de la réaction de Maillard sur les propriétés

techno-fonctionnelles des protéines 39

4 - Implications de la réaction de Maillard en médecine 40

5 - Lactosylation des protéines laitiéres 40

5.1 - Lactosylation du lait lors de son chauffage 41

5.2 - Lactosylation de la BLG 42

5.2.1 - Identification des sites de lactosylation de la BLG 43

5.2.2 - Modification structurale de la BLG lactosyléee 43

C - Organisation du mémoire 44



Sommaire

CHAPITRE 1 : PREPARATION ET

CARACTERISATION DES PROTEINES MODIFIEES 45
A — Introduction 46
1 - Choix de la méthodologie de modification 46

2 - Caractérisation physico-chimique 46

3 - Caracterisation structurale 47

4 - Caracterisation des polymeres 47

B - Matériel et Méthodes 48
1 - Modification de la BLG, préparation des échantillons 48

1.1 - Cinétique de glycation avec le glucose 48

1.2 - Glycation avec différents sucres 49

2 - Caractérisation physico-chimique 49

2.1 - Spectres d’absorption 49

2.2 - Dosage OPA 49

2.3 - Composition en acides amines 50

2.4 - Isoélectrofocalisation 50

2.5 - Hydrolyse trypsique et analyse par HPLC 50

2.5.1 — Cinétique de modification de la BLG par le glucose 50

2.5.2 — BLG modifiée par les différents sucres 51

2.6 - Electrospray ionization - mass spectrometry (ESI-MS) 52

3 - Caracterisation structurale 52

3.1 - Dichroisme circulaire 52

3.2 - Microcalorimétrie 53

3.3 - Hydrolyse pepsique 53

4 - Comportement vis-a-vis de I’association — polymérisation 54

4.1 - Electrophorése sur gel de polyacrylamide
en présence de tricine et de SDS 54

4.2 - Chromatographie de filtration sur gel 55



Sommaire

4.3 - Electrophorése sur gel de polyacrylamide

en présence de SDS (SDS-PAGE) 56

C — Résultats 58
1 - Caractérisation physico-chimique 58
1.1- Influence du temps de chauffage 58

1.1.1 - Mise en évidence de composés colorés 58

1.1.2 - Estimation du taux de glycation 60

1.1.2.1 - Dosage OPA 60

1.1.2.2 - Détermination de la composition en acides aminés 61

1.1.3 - Modification du point isoelectrique 62

1.1.4 - Modification de la sensibilité a I’hydrolyse trypsique 63

1.2 - Influence du sucre utilise 65

1.2.1 - Mise en évidence de composés colorés 65

1.2.2 - Estimation du taux de glycation 67

1.2.3 - Modification du point isoélectrique 68

2 - Caracterisation structurale 70
2.1 - Modification des acides amines 70

2.1.1 - Détermination de la composition en acides aminés 70

2.1.2 - Identification des sites de modification par analyse

des hydrolysats trypsiques 71
2.1.2.1 - Analyse par spectrométrie de masse 71
2.1.2.2 - Evolution des différents peptides 75

2.2 - Modification de la structure secondaire

Analyse par dichroisme circulaire dans la région UV-lointain 78
2.3 - Modification des structures tertiaire et quaternaire,

conformation, structure tridimensionnelle 78

2.3.1 - Analyse par dichroisme circulaire

dans la région UV-proche 78
2.3.2 - Analyse par microcalorimétrie 81
2.3.3 - Analyse par hydrolyse pepsique 83



Sommaire

3 - Comportement vis-a-vis de I’association — polymérisation 85

3.1 - Separation par électrophorese sur gel de polyacrylamide

en présence de SDS (SDS-PAGE) 85

3.2 - Séparation par perméation sur gel suivie d’une SDS-PAGE 88

D - Conclusion 92
1 - Caractérisation physico-chimique 92

2 - Caractérisation structurale 93

3 - Comportement vis-a-vis de I’association — polymérisation 93

CHAPITRE 2 : ETUDE DES PROPRIETES
TECHNO-FONCTIONNELLES DES PROTEINES MODIFIEES 95

A - Introduction 96
1 - La solubilité 96
2 - Propriétés émulsifiantes des protéines 96
3 - Propriétés moussantes 97
4 - Etude des propriétés techno-fonctionnelles de la BLG modifiée 98

B - Matériel et Méthodes 99
1 - Mesure de la solubilité en fonction du pH 99
2 - Mesure de la stabilité thermique 99
3 - Estimation des propriétés émulsifiantes 99
4 - Estimation des propriétés moussantes 100

10



Sommaire

C - Résultats 102
1 - Mesure de la solubilité en fonction du pH 102
2 - Mesure de la stabilité thermique 102
3 - Estimation des propriétés émulsifiantes 108
4 - Estimation des propriétés moussantes 109
D - Conclusion 112
1 - Mesure de la solubilité en fonction du pH 112
2 - Mesure de la stabilité thermique 113
3 - Estimation des propriétés émulsifiantes 113
4 - Estimation des propriétés moussantes 114

CHAPITRE 3 : ETUDE DES PROPRIETES BIOLOGIQUES

DES PROTEINES MODIFIEES 115
A - Introduction 116
1 - Peptides du lait a activités biologiques 116
2 - La glycation pour générer de nouvelles activités biologiques 116
B - Matériel et Méthodes 119
1 - Hydrolyse de laBLG 119
2 - Séparation des hydrolysats par HPLC en phase inversée 119
3 - Tests d’activité antiradicalaire 120
4 - Tests d’activité antibactérienne 121
5 - Tests d’activité cytotoxique 123

11



C - Résultats

1 - Susceptibilité a I’hydrolyse pepsique et trypsique de la BLG native ou
modifiée par la réaction de Maillard
2 - Tests d’activité antiradicalaire : évaluation de I’activité antioxydante
de la BLG native ou modifiée par la réaction de Maillard
3 - Tests d’activité antibactérienne

3.1 - Diffusion en surface

3.2 - Diffusion dans la masse

3.3 - Homogénéisation en milieu liquide

4 - Tests d’activité cytotoxique

D - Conclusion

1 - Susceptibilité a I’hydrolyse pepsique et trypsique de la BLG native ou
modifiée par la réaction de Maillard

2 - Tests d’activité antiradicalaire

3 - Tests d’activité antibactérienne

4 - Tests d’activité cytotoxique

CONCLUSION GENERALE
140

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Sommaire

124

124

125
132
132
132
132
134

137

137
137
138
138

144

12



LISTE DES FIGURES

Sommaire

Fig. 1 : Diversité des produits issus du lait (présentation non exhaustive) et techniques

de séparation de ces différents composants, d’apres Cayot et Lorient (1998a).

Fig. 2 : Séquence de la BLG variant A : d’aprées Jamieson et al. (1987) et
Alexander et al. (1989).

Fig. 3 : Représentation schématique de la disposition des structures secondaires
de la BLG, d’aprés Papiz et al. (1986).

Fig. 4 : Structure tertiaire de la BLG, d’apres Papiz et al. (1986).

Fig. 5 : Formation de I’ion immonium par réaction de I’amine primaire de la

protéine sur le carbonyle du sucre réducteur (Friedman, 1996).

Fig. 6 : Réduction de I’ion immonium par alkylation réductrice (Cayot et al., 1999).

Fig. 7 : Réarrangement d’Amadori pendant la phase initiale de la réaction de
Maillard (Friedman, 1996).

Fig. 8 : Voies de dégradation du composé d’ Amadori
(O’Brien et Morrissey, 1989 ; Chuyen 1998).

Fig. 9 : Formation de furosine et de pyridosine par hydrolyse acide

de e-fructose-lysine (O’Brien et Morrissey, 1989).

22

25

26

27

32

33

33

35

41

Fig. 10 : Stage initial de la réaction de Maillard dans le lait conduisant & la formation

de lactulosyllysine (R = protéine) d’apres Friedman, 1996 ; van Boekel, 1998.

Fig. 11 : Spectres d’absorption de la BLG chauffée sans glucose (A), du glucose
chauffé ou non chauffé (B), et de la BLG chauffée avec du glucose (C)

jusqu’a 264 heures.

59

13



Sommaire

Fig. 12 : Estimation par le dosage OPA du taux de modification de la BLG

chauffee seule ou en presence de glucose. 60

Fig. 13 : Estimation par la détermination de la composition en lysine

du taux de modification de la BLG chauffée seule ou avec du glucose. 61

Fig. 14 : Isoélectrofocalisation de la BLG native (1) ou chauffée en présence
de glucose pendant 24 (2), 48 (3), 72 (4), 96 (5), 168 (6) et 264 heures (7) a 60°C. 63

Fig. 15 : Profil d’élution par HPLC en phase inversée d’hydrolysats trypsiques
de BLG native ou modifiée par le glucose pendant différentes périodes. 64

Fig. 16 : Spectres d’absorption de la BLG native ou chauffée 3 jours a 60°C (A),
chauffée en présence de ribose ou de rhamnose (B), et chauffée en

présence de glucose, de galactose ou de lactose (C). 66

Fig. 17 : Estimation par la méthode OPA du taux de modification de la BLG

chauffée pendant 3 jours a 60°C en présence de différents sucres. 67

Fig. 18 : Isoélectrofocalisation de la BLG native (1), chauffee seule (2),
ou en présence d'arabinose (3), de galactose (4), de glucose (5), de lactose (6),
de rhamnose (7) ou de ribose (8) pendant 72 heures a 60°C. 68

Fig. 19 : Identification par spectrométrie de masse des peptides issus de I’hydrolyse
trypsique de la BLG native ou modifiée par I’arabinose, séparés par HPLC

en phase inversée. 72

Fig. 20 : Identification par spectrométrie de masse des peptides issus de I’hydrolyse
trypsique de la BLG modifiée par le glucose ou le lactose, séparés par HPLC

en phase inversée. 73

Fig. 21 : Evolution au cours du chauffage de certains peptides issus de I’hydrolyse

trypsique de la BLG modifiée par le glucose. 76

14



Sommaire

Fig. 22 : Localisation dans la structure tridimensionnelle de la BLG d’acides aminés

préférentiellement substitués ou non-substitues lors de la modification par le glucose. 77

Fig. 23 : Spectres de dichroisme circulaire dans la région UV-lointain de la BLG

native (A : ligne continue ; B & H : ligne discontinue), de la BLG chauffee (B),

et de la BLG modifiée par I’arabinose (C), le galactose (D), le glucose (E),

le lactose (F), le rhamnose (G) ou le ribose (H). 79

Fig. 24 : Spectres de dichroisme circulaire dans la région UV-proche de la BLG
native (A : ligne continue ; B a H : ligne discontinue), de la BLG chauffée (B),
et de la BLG modifiée par I’arabinose (C), le galactose (D), le glucose (E),

le lactose (F), le rhamnose (G) ou le ribose (H). 80

Fig. 25 : Courbes de dénaturation de la BLG native, chauffée ou modifiée

par différents sucres. 82

Fig. 26 : Evolution de I’hydrolyse pepsique de la BLG native, chauffée ou modifiée
par différents sucres et de la SAB. 83

Fig. 27 : Tricine SDS-PAGE de la BLG. 85

Fig. 28 : Mécanisme envisageé pour la formation de protéines polymérisées par un

composé d’ Amadori formé a partir de glucose et de résidus -lysyle. 87

Fig. 29 : Profils d’élution par chromatographie de filtration sur gel de BLG native,

chauffée ou modifiée avec différents sucres. 88

Fig. 30 : SDS-PAGE de la BLG native, chauffée ou apres glycation en conditions
réductrices (droite) ou non réductrices (gauche). 90

Fig. 31 : Courbes expérimentales d’une mousse obtenue avec I’échantillon
de BLG chauffée. 101

15



Fig. 32 : Solubilité en fonction du pH de la BLG native ou chaufféee 72 heures
a 60°C (A), de la BLG modifiée par I’arabinose ou le ribose (B) et de la BLG

modifiee par le glucose, le galactose, le rhamnose ou le lactose (C).

Fig. 33 : Stabilité thermique de la BLG native ou chauffée (A), modifiée
par le ribose ou I’arabinose (B), et modifiée par le galactose, le glucose,

le lactose ou le rhamnose (C)apH5 (——)etapH 7 (- ---).

Fig. 34 : Stabilité thermique a 80°C et pH 5 de la BLG native ou chauffée (A),
modifiée par le ribose ou I’arabinose (B) et modifiée par le galactose,

le glucose, le lactose ou le rhamnose (C).

Fig. 35 : Stabilité thermique a pH 4 de la BLG modifiée par I’arabinose
ou le ribose (A) ; stabilité thermique a pH 4,5 de la BLG modifiée par le

galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose (B).

Sommaire

103

104

106

107

Fig. 36 : Propriétés émulsifiantes de la BLG native, chauffée ou modifiée par différents

sucres, déterminées par la mesure du diametre moyen de la distribution de taille

des gouttelettes d’huile (ds2) de I’émulsion.

Fig. 37 : Propriétés moussantes de la BLG modifiée par le glucose (),
ou le ribose (@) déterminées par le volume de liquide dans la mousse

et le volume de mousse.

Fig. 38 : Mesure par absorption a 515 nm de la disparition du DPPH seul (blanc)
ou en présence de BLG native ou modifiée par le rhamnose ou le ribose,

ou en presence d’acide gallique.

Fig. 39 : Activité antiradicalaire de la BLG native, chauffée ou modifiée par

I’arabinose, le galactose, le glucose, le lactose, le rhamnose ou le ribose et de

la SAB, non hydrolysées, hydrolysées par la pepsine et hydrolysées par la trypsine.

108

111

126

127

16



Sommaire

Fig. 40 : Activité antiradicalaire de la BLG modifiée par I’arabinose, le galactose,
le glucose, le lactose, le rhamnose ou le ribose en fonction du nombre
de groupes NHj reactifs de la BLG. 129

Fig. 41 : Croissance en milieu liquide d’Escherichia coli HB 101 seule (Témoin)
ou en présence de BLG native ou chauffée (A), ou en présence de BLG modifiée

par le lactose, le glucose ou le ribose (B). 133
Fig. 42 : Activite cytotoxique contre les lignées COS-7 et HL-60 de la BLG native (A),

chauffée (B) ou modifiée par le glucose (C) ou le ribose (D) et de la SAB (E)
non hydrolysées, hydrolysées par la pepsine et hydrolysées par la trypsine. 135

17



LISTE DES TABLEAUX

Tab. 1 : Composition moyenne de 1 litre de lait de vache

Tab. 2 : Composition moyenne en protéines de 1 litre de lait de vache

Tab. 3 : Reactivite des sites de glycation de la BLG pour le lactose en milieu sec
(Morgan et al., 1998)

Tab. 4 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation par HPLC en phase inversée
des peptides issus de I’hydrolyse par la trypsine de la BLG native ou modifiée
par le glucose au cours d’une cinétique.

Tab. 5 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation par HPLC en phase inversée
des peptides issus de I’hydrolyse par la trypsine de la BLG native ou modifiée
par les différents sucres.

Tab. 6 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation par HPLC en phase inversée
des peptides issus de I’hydrolyse par la pepsine de la BLG native ou modifiée
par les différents sucres.

Tab. 7 : Gel de concentration & 4% (P/V) en acrylamide.

Tab. 8 : Gel de separation & 10% (P/V) en acrylamide.

Tab. 9 : Tampon de migration a I’anode.

Tab. 10 : Tampon de migration a la cathode.

Tab. 11 : Tampon de charge 2X.

Tab. 12 : Tampon de coloration.

Sommaire

23

24

43

o1

52

54

54

54

54

55

55

55

18



Sommaire

Tab. 13 : Tampon de décoloration.

Tab. 14 : Gel de concentration a 4 % (P/V) de polyacrylamide.

Tab. 15 : Gel de séparation a 12 % (P/V) de polyacrylamide.

Tab. 16 : Tampon de migration.

Tab. 17 : Tampon de charge 2X avec -mercaptoéthanol.

Tab. 18 : Tampon de charge 2X sans [3-mercaptoéthanol.

Tab. 19 : Analyse des acides aminés de la BLG modifiee par le glucose pendant

différentes périodes (de 24 a 264 heures).

Tab. 20 : Identification des peptides issus de I’hydrolyse de la BLG native ou

modifiée par différents sucres.

Tab. 21 : Propriétés moussantes de la BLG native, chauffée ou modifiée
par différents sucres.

Tab. 22 : Activité biologique des peptides issus de la protéolyse des protéines
laitieres (Meisel, 1997, 1998).

Tab. 23 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation par HPLC en phase inversée
des peptides issus de I’hydrolyse par la trypsine et par la pepsine de la BLG native ou

modifiée par les différents sucres.

Tab. 24 : Souches bactériennes utilisées lors des tests d’activités antimicrobiennes.

Tab. 25 : Comparaison de la susceptibilité a I’hydrolyse pepsique et trypsique

de la BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres et de la SAB.

Tab. 26 : Activité antiradicalaire des protéines et de leurs hydrolysats pepsiques

et trypsiques mesurée par la détermination de leurs IC.10 et IC.50.

55

56

57

57

57

57

70

74

110

117

120

121

124

128

19



Introduction générale, bibliographie

INTRODUCTION GENERALE
BIBLIOGRAPHIE

20



Introduction générale, bibliographie

A - Modification des proteines alimentaires

Les fortes contraintes industrielles actuelles conduisent a ’obtention de protéines aux
propriétés de plus en plus performantes. Formation de gel, stabilisation d’émulsion ou de
mousse, modification de la viscosité, coagulation... telles sont certaines des principales
propriétés techno-fonctionnelles recherchées par I’industrie agro-alimentaire.

L’orientation de la demande du consommateur vers des aliments fonctionnels, c’est-a-dire
possédant des composants physiologiquement actifs aux effets bénéfiques pour la santé, au-
dela de la simple nutrition de base, conduit les industriels a rechercher des protéines aux
propriétés multifonctionnelles combinant techno-fonctionnalité et activités biologiques. La
modification des protéines visant a leur conférer de telles propriétés reste encore une voie peu

exploitée.

1 - Choix de la protéine a modifier

Les protéines laitieres sont des protéines peu onéreuses, d’obtention aisée et produites en
grande quantité. Elles ont été et sont encore actuellement tres étudiées. Leur séquence, leur
conformation et leur polymorphisme sont trés bien connus, ce qui en fait un modele théorique

de choix.

1.1 - Le lait et I’alimentation

Le lait de vache, aliment de base pour la nutrition du veau, est produit en grande quantité par
les pays industrialisés pour la nutrition humaine sous sa forme naturelle (lait entier cru) ou ses
nombreuses formes transformées comme le schématise la figure 1 (lait demi-écrémé, écrémé,
concentré, en poudre, créme, créme glacée, beurre, dessert lacté¢, fromage, yaourt,

protéines...).
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Figure 1 : Diversité des produits issus du lait (présentation non exhaustive) et techniques de

séparation de ces différents composants, d’apres Cayot et Lorient (1998a).
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1.2 - Composition du lait (Tab. 1)

Le lait est un aliment naturellement trés riche en eau (905 g/l), présentant un bon équilibre
glucides — lipides — protides pour une valeur calorique d’environ 650 kcal/kg. La composition
du lait varie en fonction de la race de la vache, de son mode d’alimentation et de la saison.
Les glucides du lait (49 g/1) sont essentiellement composés de lactose (99%) mais renferment
des traces d’autres sucres comme le glucose ou le galactose.

La matiére grasse du lait (35 g/l) est composée a 98% de glycérides dispersés dans des
globules gras. Elle renferme 1% de phospholipides ; le reste est constitué de caroténe
(précurseur de la vitamine A) et de stérol (précurseur de la vitamine D). La mati¢re azotée
(34,5 g/l) est constituée de 95% de protéines et de 5% d’azote non protéique dont
principalement de 1’urée, des acides aminés, de la créatine et de ’lammoniac. Le pH du lait est

environ de 6,5.

Composants Quantité (g/)
eau 905
glucide 49
lactose 49.0
matieres grasses 35
lipides 34,0
phospholipides 0,5
composés liposolubles 0,5
matiere azotée 34,5
caséines 27,0
protéines du lactosérum 6,0
azote non protéique 1,5
matieres minérales 9
TOTAL 1032,5
Matiére seche totale 1275

Tableau 1 : Composition moyenne de 1 litre de lait de vache.
D’apres Fox, 1989 ; Ribadeau Dumas et Grappin, 1989 ; Cayot et Lorient, 1998a .

Les protéines du lait de vache peuvent étre séparées en deux classes par abaissement du pH a
4,6 (point isoélectrique des caséines). On obtient alors une fraction insoluble & pH 4,6, la
fraction caséique, et une fraction soluble a ce pH, la fraction lactosérique.

La composition protéique du lait est décrite dans le tableau 2.

23



Introduction générale, bibliographie

Quantité
Composants -

(o) * % relatif % total

Caséines 27 100 81,8
Caséine Og; 10,0 37,0 30,3
Caséine Og» 2,6 9,6 7,9
Caséine 3 9,3 344 28,2
Caséine k 3,3 12,2 10,0
autres 1,8 6,8 5,4

Protéines du lactosérum 6 100 18,2
B-lactoglobuline 3,2 53,3 9,7
a-lactalbumine 1,2 20,0 3,7
Immunoglobulines 0,8 13,3 2,4
Sérum albumine 0,4 6,7 1,2
autres 0,4 6,7 1,2

TOTAL 33 100

Tableau 2 : Composition moyenne en protéines de 1 litre de lait de vache
d’apres Ribadeau Dumas et Grappin, 1989.
La fraction caséique (ou caséines) correspond a environ 81% de la composition moyenne
totale en protéines d’un litre de lait de vache. Elle est composée principalement des
caséines Ogj, Os2, B et k. Ces caséines forment dans le lait des agrégats trés stables appelés
micelles. Ce sont des particules d’un diametre moyen de 100 nm et stabilisées par des ions

Ca®". Ces petites particules donnent sa couleur blanche opaque au lait.

La fraction lactosérique est composée de protéines globulaires ayant une structure tertiaire
compacte et se présentant dans le lait sous formes monomériques ou oligomériques. Elle
représente environ 18% de la composition moyenne totale en protéines d’un litre de lait de
vache. Les protéines lactosériques ne participent pas a la coagulation enzymatique du lait
par la présure lors de la fabrication du fromage. Longtemps considéré comme un déchet,
le lactosérum fait ’objet depuis plusieurs années de nombreuses recherches de
valorisation. Les protéines du lactosérum sont constituées de 53,3% de béta-lactoglobuline
et de 20% d’alpha-lactalbumine. Les autres protéines présentes sont les immunoglobulines
(13,3%), la sérum albumine (6,7%) et de nombreuses enzymes (lysozyme,
lactoperoxydase, phosphatase alcaline, catalase...). La proportion d’immunoglobulines
dans le lait s’accroit énormément lors du vélage (80 g/l); on parle alors de colostrum.
Contrairement aux immunoglobulines et a la sérum albumine qui proviennent du sang, la

béta-lactoglobuline et I’alpha-lactalbumine sont synthétisées dans la mamelle.
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1.3 - La béta-lactoglobuline (BLG)

C’est la protéine majeure du lactosérum. Isolée pour la premiere fois par Palmer en 1934, elle
est présente en grande quantité chez les ruminants et les porcins. Elle serait
vraisemblablement absente du lait de femme bien que des réactions immunochimiques entre
des protéines du lactosérum humain et un sérum anti-BLG bovin aient été observées (Brignon
et al., 1985). La BLG est sécrétée par les cellules épithéliales de la glande mammaire dans le
lait bovin a une concentration d’environ 3 g/l. Le géne codant la protéine est localisé chez la
vache sur le chromosome 11 (Hayes et Petit, 1993).

Grace a son abondance et a ses nombreuses méthodes de purification, la BLG a été largement
étudiée et est couramment utilisée comme modele pour des études structurales des protéines

globulaires. Sa séquence et sa conformation tridimensionnelle sont bien connues.

1.3.1 - Structure primaire

Le monomeére de BLG, composé de 162 résidus d’acides aminés, a une masse moléculaire
d’environ 18300 Da qui varie légérement selon les variants génétiques. Il existe au moins 11
variants de la BLG (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, W) dont deux dominants (A et B). La plupart
de ces variants ne différent que par la substitution d’un ou deux acides aminés (Godovac-
Zimmermann et al., 1996). La structure primaire de la BLG renferme cinq résidus de cystéine,
dont quatre sont impliqués dans la formation de ponts disulfure (Cys66-Cys160 et Cys106-
Cys119). La cystéine libre en position 121 intervient dans la polymérisation et la réactivité de
la molécule. La structure primaire de la BLG variant A avec ses deux ponts disulfure est
représentée sur la figure 2.

1- 25
NH,~Leu-Ile-Val-Thr-Gln-Thr-Met-Lys—Gly-Leu-Asp-Ile-Gln-Lys-Val-Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-Ala-

26 50
Ala-Ser—Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu-Arg-Val-Tyr-Val-Glu-Glu-Leu-Lys—-Pro-Thr-Pro-

51 | 75
Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-Ile-leu-Leu-Gln-Lys-Trp-Glu-Asn-Asp-Glu-Cys-Ala-Gln-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Glu-Lys—

76 100
Thr-Lys-Ile-Pro-Ala-Val-Phe-Lys-Ile-Asp-Ala-Leu-Asn-Glu-Asn-Lys-Val-Ieu-Val-ILeu-Asp-Thr-Asp-Tyr-Lys—

101 I 125
Lys-Tyr-Leu-Leu-Phe-Cys—-Met-Glu-Asn-Ser-Ala-Glu-Pro-Glu-Gln-Ser-Leu-Val-Cys-Gln-Cys-Ieu-Val-Arg-Thr-

125 150
Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Leu-Lys-Ala-Ieu-Pro-Met-His-Ile-Arg-Ieu-Ser—

151 l 162
Phe-Asn-Pro-Thr-Gln-Leu-Glu-Glu-Gln-Cys—-His—I1e—COOH

Figure 2 : Séquence de la BLG variant A : d’aprés Jamieson et al. (1987)
et Alexander et al. (1989).
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1.3.2 - Structure secondaire
La BLG présente un haut degré de structuration ; elle renferme une trés forte proportion de
feuillets B (environ 50%). 6 a 15% de la molécule sont sous la forme d’hélices Q, le reste étant
sous forme de structure désordonnée. Brownlow et al. (1997) ont obtenu par cristallographie
51,2% de feuillets B et 6,8% d’hélices a. Des études de dichroisme circulaire (Qi et al., 1997)

ont montré 50% de feuillets 3 et 10% d’hélices a.

1.3.3 - Structure tertiaire
La structure tertiaire de la BLG est constituée par neuf feuillets 3 antiparalléles correspondant
aux séquences 16-27, 39-44, 47-58, 62-76, 80-84, 89-97, 102-109, 115-124 et 145-150
nommeés par ordre alphabétique de A a I (Fig. 3).

Huit des neuf feuillets B forment un calice hydrophobe a I’intérieur de la protéine globulaire,
bordé par une hélice a en position N-terminale (3-10). Une autre hélice a est située en
position 130-140.

La structure tertiaire obtenue a partir de données de diffraction des rayons X sur un
échantillon cristallisé (Fig. 4; Papiz et al., 1986) montre que le monomére de BLG aurait la

forme d’un cone flasque ou d’un calice.

_D 76
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\ 124 H-/

Figure 3 : Représentation schématique de la disposition des structures secondaires de la
BLG, d’apres Papiz et al., 1986.
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Cette structure trés ordonnée confere a la BLG une forte résistance a 1’action de la pepsine
(une enzyme digestive de I’estomac) en milieu aqueux (Reddy et al., 1988; Dalgalarrondo et
al., 1995; Guo et al., 1995).

Sa tres forte ressemblance structurale avec des protéines comme la "Retinol Binding Protein”
(RBP) ou la "Mouse Urinary Protein" (MUP) a conduit a rattacher la BLG a la famille des
lipocalines (Sivaprasadarao et al., 1993; Flower, 1996; Monaco et Zanotti, 1992) qui inclut
¢galement la "von Ebner’s-Gland Protein" (VEGP), la "Bilin Binding Protein" (BBP),
I’"Insecticyanin" (ICYAN) et la "Fatty Acid Binding Protein" (FABP). A I’'image de ces
protéines, le role biologique de la BLG dans le lait pourrait étre de transporter de petites

molécules hydrophobes (Pérez et Calvo, 1995).

Figure 4 : Structure tertiaire de la BLG, d’aprés Papiz et al., 1986.

De nombreuses études ont été dédiées a la faculté de la BLG a lier de petites molécules
hydrophobes. Ces études d’interaction protéine - ligands ont montré que la BLG était capable
de lier des composés aromatiques (Farrell et al., 1987; O’Neill et Kinsella, 1987; Pelletier et
al., 1998), des rétinoides (Dufour et Haertl¢, 1991; Cho et al., 1994; Wang et al., 1997a), de
la vitamine D et du cholestérol (Wang et al., 1997b),...
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Bien que la BLG soit capable de se lier a de nombreuses molécules in vitro, sa fonction
biologique dans le lait n’est pas encore connue. Sa résistance aux enzymes digestives conduit
a penser que son rdle dans le lait pourrait étre de transporter de petites molécules hydrophobes
a travers la paroi intestinale (McAlpine et Sawyer, 1990 ; Pérez et Calvo, 1995; Wu et al.,
1999).

1.3.4 - Structure quaternaire

L’état d’association des monomeres de BLG en solution dépend fortement du pH. La BLG est
monomérique a pH acide (pH < 2) et a pH alcalin (pH > 9). Au pH physiologique (pH 6.,5),
elle est présente sous forme dimérique. Une forme octamérique est observée a pH 4,65
(Pessen et al., 1985). L’association sous forme de diméres serait réalisée par un emboitement
spécifique du haut du calice d’une unité avec le bas du calice d’une autre unité (Monaco et al.,
1987).

Outre son action sur 1’état d’association des monomeres de BLG, le pH agit sur la
conformation de la protéine et provoque des transitions structurales réversibles ou non. Entre
pH 6,5 et pH 7,5, la transition dite de ‘Tanford’ (Tanford et al., 1959) a pour conséquence la
modification réversible de I’exposition de certains résidus d’acides aminés aromatiques et
I’augmentation de la réactivité du groupe thiol libre. A un pH supérieur a 7,5, les ensembles
bi-unitaires se dissocient en monomeres ; a pH 9,0 cette dissociation devient irréversible

(Pessen et al., 1985).

L’abondance de cette protéine peu colteuse, facilement purifiable et de structure parfaitement

connue, nous a conduits a la choisir comme modele lors de nos études de modifications.
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2 - Choix de la méthode de modification

2.1 - Objectif des modifications

L’industrie agro-alimentaire subit des contraintes technologiques de plus en plus importantes
nécessitant I’emploi d’ingrédients aux propriétés bien définies et correspondant parfaitement
aux besoins et aux attentes du consommateur. La modification des protéines permet
I’acquisition d’une ou de plusieurs fonctions jusque-la inexistantes, ou insuffisamment

exprimées pour permettre leur utilisation et leur valorisation.

2.1.1 - Propriétés technologiques
L’utilisation en agro-alimentaire de protéines modifiées a principalement pour but de

répondre a des contraintes techno-fonctionnelles telles que :

= gstabiliser des mousses ou des émulsions ;
= former un gel ;

=  modifier la viscosité ou la solubilit¢ d’une préparation.

2.1.2 - Propriétés nutritionnelles et organoleptiques
Les protéines modifiées peuvent aussi avoir pour role d’améliorer des propriétés

nutritionnelles ou organoleptiques telles que :

» ¢quilibrer la teneur en acides aminés essentiels ;
= améliorer la digestibilité ;

= modifier la flaveur ou la couleur.

L’orientation de la demande sociétale vers des aliments fonctionnels nécessite la recherche de

protéines présentant de nouvelles propriétés « biologiques » telles que :
» inhiber le développement de bactéries ou de champignons pathogénes ;

= empécher ou ralentir I’oxydation ;

» induire I’activation ou I’inactivation d’enzymes ayant une fonction physiologique.
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2.2 - Les différents types de modification

Afin de résoudre ces problémes, de nombreuses méthodes de modification des protéines
existent et peuvent étre utilisées pour conférer aux protéines des propriétés technologiques

et/ou biologiques désirées.

2.2.1 - Modification chimique
La modification chimique des protéines s’effectue en particulier sur les groupes réactifs des
chaines latérales des acides aminés tels que les groupes amines primaires (acétylation,
succinylation, carbamylation, guanidination, alkylation, glycation...), les groupes
carboxyliques (amidation, estérification, phosphorylation...) ou les groupes thiols
(oxydation). Ces modifications ont ¢été entreprises jusque-la pour améliorer certaines
propriétés techno-fonctionnelles (Cheftel et al., 1985 ; Kinsella et Whitehead, 1989). Ce
domaine étant trés vaste, nous nous limiterons a I’étude des modifications chimiques par

fixation de sucres (cf. 2.3).

2.2.2 - Modification physique
Des modifications du milieu environnant telles que le chauffage, la congélation, la variation
du pH, de la force ionique, de la polarit¢ de I’environnement ou de la pression ont été
réalisées pour changer la structure, les propriétés d’agrégation, la solubilit¢ des protéines

(Cayot et Lorient, 1998b).

2.2.3 - Modification enzymatique
Les enzymes sont parfois utilisées pour améliorer la solubilité des protéines ou pour générer
la présence de peptides et d’acides aminés libres (Chobert et al., 1987 et 1988 ; Haque et
Mozzafar, 1992).

2.2.4 - Modification génétique
Depuis pres de 20 ans et avec I’apparition des techniques de biologie moléculaire, une
nouvelle voie de modification des protéines est largement exploitée. En modifiant
spécifiquement un géne codant une protéine, il est possible de substituer, ajouter ou supprimer
certains acides aminés de cette protéine et ainsi de modifier ou de générer les fonctions

technologiques et/ou biologiques souhaitées.
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2.3 - La modification des protéines par fixation de sucres : glycosylation - glycation

2.3.1 - Les glycoprotéines
Phénomeéne naturel, la glycosylation des protéines correspond a la fixation enzymatique d’un
sucre ou d’un dérivé sucré sur un résidu séryle ou thréonyle (O-glycosylation) ou sur un
résidu asparagyle (N-glycosylation) lors des modifications post-traductionnelles des protéines

(Lodish et al., 1988).

» Les glucides O-liés sont synthétisés dans I’appareil de Golgi ou dans le réticulum
endoplasmique rugueux a partir de glucides nucléotidiques. Les glucides sont ajoutés

un par un, chaque transfert est catalysé par une glycosyl-transférase.

= Les oligosaccharides N-liés sont synthétisés a partir d’un précurseur commun,
contenant trois molécules de glucose, neuf de mannose et deux de
N-acétylglucosamine. L’oligosaccharide modifié est ensuite transféré en bloc par une
oligosaccharide transférase aux séquences tripeptidiques Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr (ou

X est un acide aminé quelconque) du polypeptide naissant.

2.3.1.1 - Rdle in vivo
Les protéines ayant fixé un ou plusieurs groupes glucidiques par glycosylation sont dites

« glycosylées ». Ces glucides exercent des fonctions variées.

Chez les lectines, protéines formant le glycocalix cellulaire, les sucres sont responsables de la
spécificité membranaire des cellules (Drickamer, 1988). Formant un marquage endogéne de
cellules cancéreuses, ils permettent de suivre 1’évolution maligne de tumeurs (Didier et al.,
1994 ; Chevalier, 1994). Les lectines ont également été utilisées pour réduire les effets
secondaires de drogues car elles permettent le ciblage spécifique du type de cellule nécessitant
le traitement (Yamasaki et al., 2000).

En plus de leur fonction de spécificité cellulaire également rencontrée chez de nombreuses
hormones (gonadotrophine, thyroglobuline, ...) et dans le typage des hématies (A, B, O, AB),
les sucres liés stabilisent les protéines de sécrétion et les protéines membranaires en
formation. Ils peuvent aussi remplir des fonctions de protection contre le froid (‘antifreeze

glycoprotein’, Feeney et Yeh, 1978).
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2.3.1.2 - Utilisation en agro-alimentaire
Les glycoprotéines présentent d’excellentes propriétés technofonctionnelles et sont d’un
usage courant dans 1’industrie agro-alimentaire.
Les glycoprotéines du blanc d’ceuf sont utilisées en particulier pour la formation de mousses ;
leur capacité moussante est attribuée a une stabilisation de 1’eau par les sucres autour des

bulles de gaz retardant a la fois le drainage et la coagulation (Kinsella, 1981).

2.3.2 - Modification chimique ou glycation

Les glycoprotéines naturelles présentant d’excellentes propriétés techno-fonctionnelles, le
greffage chimique de sucres (glycation) sur des protéines qui en sont dépourvues peut
permettre 1’induction de telles propriétés. Deux techniques principales existent : 1’alkylation
réductrice et la réaction de Maillard.

Ces deux réactions chimiques (Fig. 5) commencent par 1’attaque nucléophile du doublet
d’¢lectrons libres de la fonction amine primaire de la protéine (1) sur le groupe carbonyle du
sucre réducteur (2). L’aminoalcool néoformé (3) se déshydrate alors spontanément pour

former 1I’imine (4), aussi appelée « base de Shiff », et son ion immonium (5).

/—\' D b R
. |
N—H N H N—H
oY H | 10
d \
HoN-H + («\IC’ == OH=-C—H = C—H N, (ljl_H
R H-C-on H-C-0H H-C-OH H-C-0H
(CHOH)n (CHOHn (CHOH)n (CHOH)n
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
(1) (2) €)) 4) (5)

Figure 5 : Formation de I’ion immonium par réaction de I’amine primaire de la protéine sur
le carbonyle du sucre reducteur (Friedman, 1996).

L’alkylation réductrice et la réaction de Maillard différent pour les étapes suivantes :

» Dans le cas de I’alkylation réductrice (Fig. 6), I’ion immonium (5) est hydrogéné par un

réducteur nucléophile. La réaction consiste a ajouter au milieu réactionnel un composé

appelé « hydrure métallique » tel que I’hydrure de lithium (LiH), le borohydrure de

sodium (NaBHj) ou Dl’aluminohydrure de lithium (LiAlH4). Ces composés sont des

donneurs d’ion hydrure H capable de réduire la double liaison formée entre le carbone de
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la fonction carbonyle du sucre réducteur et ’azote de la fonction amine primaire de la

protéine (6). Il existe une alternative a [’utilisation d’un donneur d’hydrure pour

I’alkylation réductrice : une méthode électrochimique, la « glycitolation », (Cayot et al.,

1999) permet de réduire 1’imine par I’action d’¢électrons au niveau de la cathode.

0 H' (BH,) R
N—H H +2¢ N—H
(:Z!—H A» H— (llj—H

H=¢=OH H-C-OH
((HOH)n (CHOH)n
CH,0H CH,OH
(5) (6)

Figure 6 : Réduction de I’ion immonium par alkylation réductrice (Cayot et al., 1999).

* Dans le cas de la réaction de Maillard, I’ion immonium (5) subit un réarrangement (7)

conduisant a la formation d’un composé (8) appelé¢ le « composé¢ d’Amadori » (Fig. 7).

Celui-ci est le premier composé stable de la réaction de Maillard. Il subit ensuite un grand

nombre de réarrangements créant une multitude de sous-produits.

R R

I - | |

Iﬁl —H H |1I\IH Ill\IH

C—H - CH - CH,
H—r(li—OH ll—o—H I—O

| ?u (|:_

(CHOH)n ('(IZHOH)n ((IiHOH)n

CH,OH CH,OH CH,OH

() (7) 8)

Figure 7 : Réarrangement d’Amadori pendant la phase initiale de la réaction de Maillard
(Friedman, 1996).

Lors de notre étude, nous avons choisi d’utiliser la réaction de Maillard comme technique de

fixation de sucres a la protéine (BLG). Cette méthode de modification présente 1’avantage de

limiter I'utilisation de composés toxiques tels que le donneur d’hydrure nécessaire pour

I’alkylation réductrice et d’éviter le maniement d’un appareillage lourd comme c’est le cas

pour 1’¢électro-modification.
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B - La réaction de Maillard

1 - La réaction chimique

Découverte au début du XXeéme siecle (1912) par le biochimiste frangais Louis Maillard qui
fut le premier a décrire la formation de pigments bruns lors de la réaction entre des acides
aminés et des sucres réducteurs (Maillard, 1912), la réaction de Maillard est également
appelée réaction «amino-carbonyl », réaction «de brunissement non-enzymatique » et
réaction « sucre-amine ». Elle est rencontrée fréquemment dans la fabrication, le traitement et
la conservation de denrées alimentaires et durant la cuisson des aliments (Chuyen, 1998).

La réaction de Maillard intervient entre un composé aminé et un composé carbonyle :

» les composés aminés comprennent les acides aminés, les amines, les peptides, les

protéines...

» les composés carbonyles comprennent les aldéhydes, les cétones, les sucres réducteurs...

Du fait de sa présence et de ses multiples conséquences en agro-alimentaire et en médecine, la
réaction de Maillard fait I’objet de nombreuses recherches visant & mieux connaitre ses sous-
produits et a maitriser leur formation. Cette réaction est communément divisée en trois
parties : les stades primaires, les stades avancés et les stades finaux (Fig. 8).

Le stade primaire de la réaction consiste en la condensation d’un groupe aminé (1) et d’un
groupe carbonyle (2), entrainant la formation du composé d’ Amadori (8).

Dans les étapes avancées, le composé d’Amadori subit de nombreuses dégradations. Les
composés 7 et 10 donnent lieu a deux voies de dégradation aboutissant a la formation de
composés polymériques. Ces composés sont appelés « mélanoides » lorsque la fonction amine
est portée par un acide aminé libre, « protéines modifiées » et « Advanced Glycation End
Products — AGE » lorsque la fonction amine est portée respectivement par une protéine in
vitro ou in vivo (O’Brien et Morrissey, 1989).

Bien que cette réaction soit étudiée depuis bientot 90 ans, et malgré le grand nombre de
composés intermédiaires isolés et identifiés (Friedman, 1996 ; Chuyen, 1998), il n’est
toujours pas possible d’en présenter un schéma complet du fait de sa complexité (Ledl et

Schleicher, 1990).
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Figure 8 : Voies de dégradation du compose d’Amadori
(O’Brien et Morrissey, 1989 ; Chuyen 1998).
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2 - Influence des conditions physico-chimiques sur la réaction de Maillard

Les composés modifiés par la réaction de Maillard sont sujets a de larges variations en
fonction des conditions réactionnelles. Le temps de réaction, le degré d’humidité, la
température, la concentration des réactifs et le pH jouent un role décisif. Ces facteurs sont
responsables des différences d’arome, de golit et d’apparence entre, par exemple, la viande
bouillie et la viande rétie (Ledl et Schleicher, 1990).

Lea et Hannan (1949) ont mesuré la perte des groupes amines libres d’'un mélange caséine-
glucose : la réaction est 10 fois plus rapide a pH 7,0 qu’a pH 3,0 ; 9 000 fois plus rapide a
70°C qu’a 10°C et 40 000 fois plus rapide a 80°C qu’a 0°C ; un degré d’humidité de 15% est
optimal pour la réaction réalisée dans un état « sec ». Seuls les sucres réducteurs peuvent
donner lieu a la réaction de Maillard, les pentoses étant plus réactifs que les hexoses et les
monosaccharides plus réactifs que les disaccharides (Hurrel et Carpenter, 1977a ; O’Brien et
Morrissey, 1989 ; Ames, 1990).

La nature du composé aminé influence aussi la vitesse de la réaction. La lysine est plus
réactive que les autres acides aminés a cause de la présence d’une fonction amine primaire sur
sa chaine latérale (Hurrel et Carpenter, 1977a). Dans un systéme protéique, la concentration
en lysine est étroitement rattachée a la tendance a brunir. Ainsi, les protéines laitieres,
naturellement riches en lysine, réagissent plus rapidement que les protéines ayant une faible
teneur en lysine comme les protéines de soja (Wolf et al., 1978 ; O’Brien et Morrissey, 1989).
Le temps de réaction est un facteur déterminant lors du stockage des aliments. Alonzo et
Zapico (1995) ont étudié I’effet du stockage sur le contenu en sucres et en lysines libres de
différentes denrées alimentaires pour nourrisson ayant une durée normale de conservation de
deux ans. Apres un an de stockage a 25°C, la quantité de lysine non modifiée est divisée au
moins par deux dans chaque type d’échantillons, révélant la présence de réactions de

Maillard.

3 - Implication de la réaction de Maillard en agro-alimentaire

La réaction de Maillard est rencontrée trés fréquemment dans les systemes alimentaires qui
réunissent tous les facteurs propices a cette réaction : présence de mélanges protéine — sucre,
chauffage, cuisson, stockage...

Si certaines conséquences de la réaction sont recherchées, d’autres ne le sont pas et peuvent

poser des problémes alimentaires. Afin d’appréhender les propriétés des Produits de la
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Réaction de Maillard (PRM), de nombreux auteurs ont étudié des systemes « modeles »
composés d’un acide aminé et d’un sucre réducteur. Ce systéme simplifié a ’avantage de
limiter la quantité de produits formés, mais présente 1’inconvénient d’étre plus éloigné des

systémes alimentaires comprenant plusieurs protéines et sucres.

3.1 - Effets bénéfiques de la réaction de Maillard

3.1.1 - Génération d’arodmes et de coloration
Le chauffage lors de la cuisson ou du rotissage des aliments nécessite des températures de
I’ordre de 100 a 250°C. Ces hautes températures sont propices a la réaction de Maillard qui
génere alors de nombreux aromes (Chuyen, 1998).
La réaction de Maillard tient en particulier un role prépondérant dans ’apparition d’ardmes et
de couleurs brunes lors de la fabrication du café (Tressl et Silwar, 1981), du chocolat (Hoskin,
1994), du pain (Danehy, 1986) et lors de nombreux autres processus rencontrés dans

I’industrie agro-alimentaire.

3.1.2 - Propriétés antioxydantes
C’est I'une des propriétés biologiques majeures de la réaction de Maillard.
Des études réalisées sur des systémes modeéles composés de glucose et de glycine (Anese et
al., 1994), de xylose et de lysine (Yen et Hsieh, 1995) et de xylose et d’arginine (Beckel et
Waller, 1983) ont démontré¢ la présence de composés retardant 1’oxydation des lipides.
Le mécanisme antioxydatif général des PRM n’est pas encore trés clair. La facult¢ des
mélanoides a donner des électrons et a chélater des métaux serait un facteur important
contribuant a cette propriété¢ des PRM.
La possibilité pour les PRM (en particulier le composé d’Amadori et les mélanoides) de
capter les radicaux libres a aussi été observée (Hayase et al., 1989 ; Yen et Hsieh, 1995). Les
protéines laitieres modifiées par la réaction de Maillard sont capables, elles aussi, de capter

des radicaux libres (Nishino et al., 2000).

3.1.3 - Propriétés antibiotiques
Des propriétés antibiotiques ont été observées dans des systeémes composés de xylose et
d’arginine ou de glucose et d’histidine (Einarsson et al., 1983; Einarsson, 1987a, b). Des
expériences ont été¢ réalisées sur de nombreuses espéces bactériennes présentes dans la

nourriture. Sur les vingt especes testées, de grandes différences d’inhibition de croissance ont
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été obtenues. Les entérobactéries de I’espéce Salmonella ne sont pas inhibées alors que les
bactéries Gram + Bacillus subtilis, Lactobacillus sp et Staphylococcus sp le sont. Par contre,
la bactérie Bacillus cereus ne semble pas inhibée.
L’évaluation du potentiel antibiotique révele que les PRM formés a partir d’arginine sont plus
puissants que ceux dérivés de 1’histidine.
Les PRM ayant une action antibiotique sont supposés agir sur :

- la membrane cellulaire ;

- le matériel génétique ;

- les enzymes bactériennes.

3.1.4 - Propriétés antiallergenes
De nombreux aliments contiennent des allergénes portés par des protéines. Les sites
responsables de cette allergénie peuvent étre altérés par modification de la protéine par les
sucres réducteurs (Friedman, 1996). Par exemple, les propriétés allergenes de 1’inhibiteur
trypsique de la graine de soja modifi¢ par du glucose, du lactose ou du maltose sont

diminuées de 60 a 80% par rapport a celles de I’inhibiteur non modifié (Oste et al., 1990).

3.1.5 - Propriétés antimutagenes
Les PRM peuvent inactiver les composés mutagénes. Des amines hétérocycliques ont ainsi pu
étre inactivées par des produits issus de systemes composés de lysine et de xylose chauffés a
100°C et a pH 9,0 pendant 1 heure (Yen et Hsieh, 1995). Un des mécanismes proposés pour
cette activité serait une inactivation chimique des composés mutagenes, les produits de la
réaction de Maillard réagissant avec eux pour conduire a des produits présentant des

propriétés différentes (Friedman, 1996).

3.2 - Effets néfastes de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard peut réduire de fagon significative la valeur nutritionnelle de la
nourriture par son action sur des acides aminés essentiels et par la production de composés
anti-nutritionnels et toxiques (O’Brien et Morrissey, 1989).

La grande variété des produits issus de la réaction de Maillard peut par ailleurs conduire a la
formation de composés présentant des propriétés antagonistes comme les composés

mutagenes et les composés antimutageénes.
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3.2.1 - Réduction de la valeur nutritionnelle
Par son action sur le groupe aminé libre des lysines, la réaction de Maillard engendre la
destruction de cet acide aminé essentiel. Par ailleurs, cela a aussi pour conséquence une
diminution de I’hydrolyse des protéines par la trypsine (Kato et al., 1983 ; Darewicz et al.,
1998), une enzyme pancréatique reconnaissant, avec 1’arginine, cet acide aminé comme site

de coupure, conduisant ainsi & une moindre digestibilité.

3.2.2 - Génération de composés toxiques

La réaction de Maillard peut conduire a la formation de nombreux composé€s toxiques
constitués en particulier d’amines hétérocycliques potentiellement mutagenes et carcinogénes
(Friedman, 1996).

De nombreuses études utilisant le test de mutagénicité, dit test de « Ames », (Ames et al.,
1975 ; Maron et Ames, 1983) ont été réalisées sur des systemes modeles composés d’un acide
aminé et d’un sucre. Ces études ont révélé la présence de produits mutagénes dans des
systémes composés de ribose et de lysine (Gazzani et al., 1987 ; Cuzzoni et al., 1989), de
glucose et de lysine (Shinohara et al., 1980) ou de glucose et d’arginine (Powrie et al., 1981).
Des propriétés cytotoxiques ont été observées dans des systemes composés de glucose et de
lysine ou de fructose et de lysine (Jing et Kitts, 2000) ; des propriétés clastogéniques ont été
mises en évidence dans des systémes composés de ribose et de lysine (Vagnarelli et al., 1991)
ou de glucose et de lysine (Kitts et al., 1993) révélant la présence de composés toxiques dans

les produits issus de la réaction de Maillard.

3.3 - Conséquences de la réaction de Maillard sur les propriétés techno-fonctionnelles

des protéines

La réaction de Maillard a été utilisée pour tenter d’améliorer les propriétés techno-
fonctionnelles de protéines. Des protéines alimentaires comme la BLG et 1’ovalbumine ont
été modifiées afin de générer des propriétés technologiques proches de celles obtenues avec
des protéines naturellement glycosylées.

Les propriétés émulsifiantes et la stabilité thermique de la BLG et de I’ovalbumine ont été
améliorées par glycation avec du glucose-6-phosphate (Aoki et al., 1997 ; Kato et al., 1995)
et de I’acide glucuronique (Aoki et al., 1999).
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4 - Implications de la réaction de Maillard en médecine

Depuis plusieurs années, la réaction de Maillard fait 1’objet d’une attention particuliére en
recherche médicale car il semblerait qu’elle soit impliquée dans de nombreuses pathologies
humaines. En effet, la présence de sucres réducteurs circulant (principalement du glucose)

peut induire une réaction de Maillard avec les protéines renfermées dans les tissus.

La réaction de Maillard semble favorisée au cours du vieillissement et chez les diabétiques :

= Le vieillissement favoriserait la glycation dans le corps humain. Parmi les conséquences,
on peut noter 1’apparition de taches brunes sur la peau et une perte d’¢élasticité (réaction
entre le glucose et le collagéne ; Dyer et al., 1993) ; la formation de la cataracte (réaction
entre le glucose et le cristallin de I’ceil ; Lee et al., 1998). Cette réaction serait aussi
impliquée dans des maladies dégénératives comme la maladie d’Alzheimer (réaction entre
le glucose et les protéines des neurones ; Takeda et al., 1996 ; Smith et al., 1994). Cette
action néfaste de la réaction de Maillard est en grande partie due a I’induction de pontages
entre les protéines, créant ainsi des polymeres dépourvus de leurs fonctions biologiques

(Frye et al., 1998 ; Pongor et al., 1984).

» Cette réaction et ses conséquences observées au cours du vieillissement seraient
accélérées chez les diabétiques (Brownlee et al., 1986 ; Dyer et al., 1993) a cause de la
présence anormalement élevée de glucose circulant. Cela conduit aussi a une réaction plus
importante que la normale entre le glucose et I’hémoglobine. Chez un sujet sain, environ 5
a 8% de I’hémoglobine sont modifiés par le glucose par la réaction de Maillard, alors que

chez les diabétiques, un taux supérieur est rencontré (Rahbar et al., 1969).

5 - Lactosylation des protéines laitiéres

Le lait est un aliment naturellement riche en sucres réducteurs (49 g/l ; Tab. 1) et en protéines
(33 g/l ; Tab. 2), ce qui en fait un milieu favorable a la réaction de Maillard. On parle alors de
« lactosylation » des protéines laitieres.

Dans le lait, cette réaction est tout a fait indésirable car elle provoque une baisse de la valeur

nutritive et I’apparition d’une couleur brune le rendant difficilement commercialisable.

40



Introduction générale, bibliographie

Pour ces raisons, des tests ont été mis au point pour détecter la présence de PRM dans le lait,

notamment apres son traitement thermique de stérilisation en vue de sa conservation.

5.1 - Lactosylation du lait lors du chauffage

Turner et al. (1978) ont observé la fixation covalente de lactose (marqué au '*C) sur les
protéines du lait écrémé, stérilis¢ par ultra haute température (UHT). Dans ces expériences,
les caséines incorporent davantage de lactose que les protéines du lactosérum. Ce phénomeéne
ne peut pas €tre relié a la structure primaire des caséines car celles-ci sont moins riches en
résidus lysyle que les protéines lactosériques. Cela serait plutot di a une meilleure
accessibilité des résidus lysyle des caséines par rapport a ceux des protéines globulaires
lactosériques.

Evangelisti et al. (1999) ont étudié le développement de la réaction de Maillard dans
différents laits pasteurisés et stérilisés au cours du traitement UHT. L’évaluation de la
quantit¢ de lysines substituées, réalisée par dosage de la furosine (Fig. 9; O’Brien et
Morrissey, 1989) a montré la présence de 5 a 154 milligrammes de lysines substituées par
gramme de lysines. Ce taux de lysines substituées est encore inférieur a 350 mg/g de lysines

totales, taux a partir duquel la lysine devient en quantité limitante dans le lait.

C—CH,—NH—lysine
o H2Cj l6N 0 i 2 ys1
! 0
OH
OH Hzc_TH furosine (20%)
OH lysine
OH
OH: N—1lysine
CH;
pyridosine (10%)

Figure 9 : Formation de furosine et de pyridosine par hydrolyse acide de &-fructose-lysine
(O’Brien et Morrissey, 1989).
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Dans le lait, la lactulosyllysine (Fig. 10) est un composé intermédiaire obtenu par la réaction

de Maillard lors de traitements thermiques. De nombreux autres produits peuvent aussi tre

formés lors de chauffages prolongés (van Boekel, 1998).

H
H—C= H—C=NH"—(CH,),—R H,—C—N—(CH,),—R
H—1—OH + NHp-(CHp)4-R H—T—OH H—1—OH
e B
HO——H —_ =  HO H ~ HO—+—H
H—T—0——galactose H——T—0—galactose H—F—0—galactose
H——OH H—1—OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH
r Base de Schiff r
CH,OH
CH,OH CH,OH CH,OH
0 O O._ OH 0 o) o
OH 0 OH OH O NoHH
OH OH OH i
H,C—N—R
Lactose . .
Produit d'Amadori
Lactulosyllysine-R

Figure 10 : Stage initial de la réaction de Maillard dans le lait conduisant & la formation de

lactulosyllysine (R = protéine) d’apres Friedman, 1996 ; van Boekel, 1998.

5.2 - Lactosylation de la BLG

Méme si la BLG est moins lactosylée dans le lait que les caséines (Turner et al., 1978), une

perte de lysine due a la fixation covalente de lactose et de lactulose a ét¢ mise en évidence

(Matsuda et al., 1991 ; Otte et al., 1998).

Récemment, la mise au point de techniques de spectrométrie de masse a électrospray (ESI-

MS) a permis une détection directe des sucres fixés sur les protéines. Une augmentation de

324 Da de la masse moléculaire de la BLG est caractéristique de la fixation d’une unité de

lactose.

Cette observation a été réalisée sur de la BLG purifiée a partir de lait chauffé a 63°C pendant

23 secondes (Maubois et al., 1995), a partir de lait frais aprés purification douce a 40°C

pendant 30 minutes (Burr et al., 1996) ou a partir de poudre de lait (Jones et al., 1998).
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Des formes multi-lactosylées ont pu étre observées par cette technique (Burr et al., 1996 ;

Léonil et al., 1997 ; Morgan et al., 1997 ; Fogliano et al., 1998).

5.2.1 - Identification des sites de lactosylation de la BLG
L’hydrolyse trypsique des échantillons lactosylés de BLG, suivie d’une analyse en
spectrométrie de masse a permis la réalisation d’une cartographie peptidique des protéines
visant a localiser les sites de lactosylation (Moll¢é et al., 1998). Ainsi, la lysine 47 (Léonil et
al., 1997) et la lysine 100 (Fogliano et al., 1998) ont été identifi¢es comme sites préférentiels
de lactosylation ; un chauffage doux conduit néanmoins a une hétérogénéité des glycoformes
(Morgan et al., 1997). Des études de cinétique de lactosylation en milieu « sec » ont permis
de classer les sites de glycation par ordre de réactivité (Tab. 3). Les lysines 47 et 91 semblent
lactosylées trés rapidement (avant méme le chauffage), alors que les lysines 8 et 141

nécessitent 10 heures de chauffage a 50°C avec 65% d’humidité relative.

Temps de réaction (heures) Sites de glycation
0 Lysines 47, 91
2 N-terminal ; Lysines 15, 70, 100
6 Lysines 60, 69, 75, 77, 83, 135, 138
10 Lysines 8, 141

Tableau 3 : Réactivité des sites de glycation de la BLG
pour le lactose en milieu sec (Morgan et al., 1998).

5.2.2 - Modification structurale de la BLG lactosylée

Les conséquences structurales de la lactosylation de la BLG ont été étudiées. La formation de
polymeres de BLG a été mise en évidence par électrophorése en présence de SDS et par
chromatographie de filtration sur gel (Matsuda et al., 1991 ; Bouhallab et al., 1999 ; Morgan
et al., 1999 b, ¢), et par étude de leur sensibilité a I’hydrolyse pepsique (Morgan et al., 1999
a-c). La comparaison entre la lactosylation en milieu "sec" et la lactosylation en milieu
aqueux montre que 1’absence d’eau diminue la dénaturation structurale de la BLG (Morgan et

al., 1999 a-c).
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C - Organisation du mémoire

A la suite de cette introduction, le mémoire est organisé en trois chapitres :

Chapitre 1 : Préparation et caractérisation des protéines modifiées

Chapitre 2 : Etude des propriétés techno-fonctionnelles des protéines modifiées

Chapitre 3 : Etude des propriétés biologiques des protéines modifiées
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CHAPITRE 1:
PREPARATION ET CARACTERISATION
DES PROTEINES MODIFIEES

Une partie des travaux présentés dans ce chapitre a fait I’objet de publications :

Chevalier F., Chobert J.-M., Dalgalarrondo M., Haertlé T. (2001a) Characterization of the
Maillard reaction products of -lactoglobulin glucosylated in mild conditions. Journal of
Food Biochemistry 25, 33-55.

Chevalier F., Chobert J.-M., Mollé D., Haertlé T. (2001b) Maillard glycation of
R-lactoglobulin with several sugars: comparative study of the properties of the obtained
polymers and of the substituted sites. Le Lait 81 (5), 651-666.

Chevalier F., Chobert J.-M., Dalgalarrondo M., Choiset Y., Haertlé T. (2002) Maillard
glycation of 3-lactoglobulin induces conformation changes. Nahrung 46 (2), Accepted.
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A - Introduction

1 - Choix de la méthodologie de modification

Pour modifier la BLG par la réaction de Maillard, une température de chauffage de 60°C a été

choisie afin de limiter les phénomenes de dénaturation et d’agrégation rencontrés a partir de
65°C (Qi et al., 1995).

2 - Caractérisation physico-chimique

Lors de la caractérisation physico-chimique des composés modifiés, deux facteurs ont

principalement été étudiés :

- I’influence du temps de chauffage ;

- I’influence de la nature du sucre utilisé.

L’influence du temps de chauffage sur I’évolution de la réaction de Maillard a été suivie
en réalisant une cinétique de glycation de la BLG avec le glucose. Ces expériences
visaient a déterminer la durée de chauffage permettant une modification modérée (environ
40% de modification) de la protéine par ce sucre. Cette durée a ensuite été utilisée pour

étudier I’influence de la nature du sucre sur I’évolution de la réaction de Maillard.

Les différents sucres utilises pour étudier I’influence de leur nature chimique sur la
modification de la BLG sont rencontrés fréquemment dans I’industrie agro-alimentaire.
Nous avons en particulier choisi de travailler avec le lactose (sucre naturellement présent
dans le lait), le glucose et le galactose (sucres composant le lactose). Le rhamnose,
I’arabinose et le ribose ont été choisis pour leur présence dans de nhombreux aliments. En
outre, leur masse moléculaire plus faible et leur structure chimique différente de celles des
hexoses communs, comme le glucose ou le galactose, a permis d’étudier I’effet de ces

facteurs sur I’avancée de la réaction de Maillard.
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La caractérisation physico-chimique des échantillons a été effectuée par :

- la recherche de I’apparition de composés coloreés ;
- I’estimation du taux de modification ;
- la mise en évidence de la modification du point isoélectrique et de la sensibilité a

I’hydrolyse trypsique.

3 - Caractérisation structurale

Une caractérisation structurale de la BLG modifiée par la réaction de Maillard a été réalisée

par :

- identification des acides aminés modifiés (composition en acides aminés, analyse des
hydrolysats trypsiques par spectrométrie de masse) ;

- dichroisme circulaire ;

- microcalorimétrie ;

- mise en évidence de la modification de la sensibilité a I’hydrolyse pepsique.

4 - Caracterisation des polymeres

La formation de polyméres et la nature de leurs interactions ont été analysees par :

- électrophorese en présence de SDS ;

- chromatographie de filtration sur gel.

Ces différentes étapes de caractérisation des échantillons modifiés (par le glucose en étude
cinétique ou par les différents autres sucres pendant un temps déterminé) ont permis de mieux
comprendre les mécanismes intervenant lors de la modification des propriétés techno-

fonctionnelles (Chapitre 2) et biologiques (Chapitre 3).
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B - Matériel et Méthodes

1 - Modification de la BLG, préparation des échantillons

La BLG variant A a été purifiée a partir du lait frais provenant de vaches homozygotes
(Ferme expérimentale de I’INRA de Rennes) par la méthode de Mailliart et Ribadeau Dumas
(1988).

Les conditions de modification choisies ont été les suivantes :
- tampon phosphate 0,1 M de pH 6,5 (pH proche de la neutralite) ;
- concentration en BLG =4 g/l ;

- rapport molaire protéine/sucre = 1/1000 (large exces de sucre).

Deux séries de modification ont été realisees :
- cinétique de glycation avec le glucose ;

- glycation avec différents sucres.

1.1 - Cineétique de glycation avec le glucose

La BLG (0,217 mM ou 4 g/l) et le glucose (0,217 M) ont été dissous dans un tampon
phosphate 0,1 M de pH 6,5. Apres stérilisation sur un filtre d’acétate de cellulose de 0,2 pm
de diametre des pores (Millipore), le mélange de BLG et de glucose a été placé dans un flacon
hermétique avant le chauffage dans un bain-marie a 60°C pendant différentes périodes (0 a
264 h).

Toutes les manipulations ont été réalisées dans des conditions stériles et anaérobies,
les solutions étant saturées avec de I’azote. A différents intervalles de temps, des fractions
aliquotes ont été prélevées, dialysées contre de I’eau distillée, lyophilisées et les poudres ont
été conservées a —20°C.

Remarque : un prélevement de chaque échantillon a été effectué avant dialyse pour permettre

I’étude du spectre d’absorption.
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1.2 - Glycation avec différents sucres

La BLG (0,217 mM ou 4 g/l) et les différents sucres (0,217 M) ont été dissous dans un
tampon phosphate 0,1 M de pH 6,5. Aprés stérilisation sur un filtre d’acétate de cellulose de
0,2 um (Millipore), la solution de BLG et de sucre a été placée dans un flacon hermétique
avant le chauffage dans un bain-marie a 60°C pendant 72 heures.

Toutes les manipulations ont été réalisées dans des conditions stériles et anaérobies,
les solutions étant saturées avec de I’azote. Aprés le chauffage, les échantillons ont été
dialyses contre de I’eau distillée, lyophilisés et conservés a —20°C.

Remarque : un prélevement de chaque échantillon a été effectué avant dialyse pour permettre
I’étude du spectre d’absorption.

La BLG non chauffée est appelée « BLG native ».

La BLG chauffée sans sucre est appelée « BLG chauffée ».

La BLG chauffée en présence de sucres est appelée « BLG-sucre ». Par exemple, lors de la

modification par le lactose, I’échantillon est appelé « BLG-lactose ».

2 - Caractérisation physico-chimique

2.1 - Spectres d’absorption

Des spectres d’absorption ont été réalisés avec la BLG native, chauffée ou modifiée par les
différents sucres. Le milieu réactionnel a été dilué au 1/10 (V/V) dans un tampon phosphate
0,1 M de pH 6,5. L’analyse a été réalisée entre 220 et 600 nm a I’aide d’un spectrophotométre
CARY 1/3 UV-Visible (Varian-Australia) avant la dialyse des solutions. Une solution de

glucose (0,217 M) a été analysée dans les mémes conditions.

2.2 - Dosage OPA

La quantité de groupes aminés libres a été estimée par la méthode utilisant I’ortho-
phtaldialdehyde (OPA), modifiée d’apres Frister et al. (1988). Le réactif OPA était préparé
extemporanément en mélangeant 40 mg d’OPA (préalablement dissous dans 1 ml de
méthanol), 50 ml de tampon borate de sodium 0,1 M de pH 9,3, 100 mg de chlorure de
N-diméthyl-2-mercaptoéthylammonium (DMMAC) et 1,25 ml de SDS 20% (P/V).
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Le test était réalisé en mélangeant 50 pl de solution de protéines (a une concentration de 2 g/l
dans un tampon phosphate 50 mM, de pH 7,8) avec 1 ml de réactif OPA.

L’absorption était lue & 340 nm aprés un délai minimum de 5 minutes. Une courbe de
calibrage a été réalisée en utilisant de la leucine (0,25 a 2 mM) comme standard.

2.3 - Composition en acides aminés

La BLG native, chauffée ou modifiée par les sucres, a été hydrolysée avec de I’'HCI 6 N
(Pierce) pendant 24 heures a 110°C dans une station Pico-Tag (Waters). Les acides aminés
ont ensuite été derivés avec du phénylisothiocyanate (PITC) d’aprés Bidlingmeyer et al.
(1984) puis quantifiés par HPLC en phase inversée sur une colonne Pico-Tag Cig (3,9 mm X
15 cm, Waters) d’apres Dalgalarrondo et al. (1990).

2.4 - Isoélectrofocalisation

L’isoélectrofocalisation (IEF) a été réalisée sur un gel prét a I’emploi en utilisant une gamme

de points isoélectriques allant de 3 a 6 (Servalyt Precotes).

Le gel était placé sur un support réfrigéré a 4°C. Les protéines dissoutes dans de I’eau distillée

ont été déposées (20 pg) sur un papier buvard placé a la surface du gel.

- La cathode était mise en contact avec un papier imbibé de solutions d’arginine et de lysine,
respectivement a 0,22 et 0,18 g pour 50 ml d’eau distillée.

- L’anode était mise en contact avec un papier imbibé de solution d’acide aspartique et

d’acide glutamique, respectivement a 0,17 et 0,18 g pour 50 ml d’eau distillée.

La migration était effectuée a une puissance et une intensité constantes, respectivement de 9
W et 40 mA, et a un voltage maximum de 2000 V. Aprés 3 heures de migration, le gel était
fixé dans une solution d’acide trichloracétique (20%, P/V) et coloré avec du Serva Blue W

(Serva).

2.5 - Hydrolyse trypsique et analyse par HPLC

2.5.1 - Cinétique de modification de la BLG par le glucose
La BLG native ou modifiée par le glucose (1 mg/ml) a été dissoute dans un tampon Tris-HCI

0,1 M de pH 8. La trypsine, dissoute dans de I’HCI 10 mM, a été ajoutée au milieu réactionnel
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avec un rapport enzyme/substrat (E/S) de 3% (P/P). Le mélange était incubé a 37°C pendant
24 heures. La réaction était stoppée par I’ajout d’HCI 0,5 N.

Les peptides trypsiques ont été séparés par HPLC en phase inversée sur une colonne
Nucleosil 300-5 C1g (4 mm x 250 mm) équilibrée avec du solvant A (0,115% TFA). L’élution

était réalisée a I’aide du gradient présenté dans le tableau 4.

Temps (min) Solvant A (%) | S.olvant B (%)
0,115% TFA, 99,885% H,O | 80% acétonitrile, 19,9% H,0, 0,1% TFA
0 100 0
9 83 17
45 62.5 37.5
52 55 45
62 25 75
65 0 100
66 100 0

Tableau 4 : Gradient d’elution utilisé pour la séparation par HPLC
en phase inversée des peptides issus de I’hydrolyse par la trypsine
de la BLG native ou modifiée par le glucose au cours d’une cinétique.

La température de la colonne était maintenue a 60°C, le débit de la colonne était de 0,6

ml/min. La détection des peptides était réalisée a 214 et 280 nm.

2.5.2 - BLG modifiée par les différents sucres

La BLG native, chauffée ou modifiée par les différents sucres a éteé solubilisée (1 mg/ml) dans
un tampon Tris-HCI 0,1 M de pH 8. La trypsine, solubilisée dans de I’HCI 10 mM (1 mg/ml),
a été ajoutée au milieu réactionnel avec un rapport enzyme/substrat (E/S) de 0,5/100 (P/P). Le
mélange était incubé a 37°C pendant 24 heures. La réaction était stoppée par I’ajout d’HCI 0,5
N.

Les peptides trypsiques ont été séparés sur une colonne Symmetry 300A Cyg (3,9 mm x 150
mm, Waters, USA), équilibrée avec 90% de solvant A (0,115% TFA) et 10% de solvant B
(80% acétonitrile - 19,9% H,O - 0,1% TFA). L’élution était réalisée a I’aide du gradient
présenté dans le tableau 5.
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La température de la colonne et des solvants était maintenue a 30°C. Le débit était de 0,6

ml/min. Les pics ont été détectés a 214 nm et analysés par ESI-MS.

) Solvant A (%) Solvant B (%)
Temps (min) o
0,115% TFA, 99,885% H,O | 80% acétonitrile, 19,9% H,0, 0,1% TFA
0 100 0
3 75 25
30 45 55
33 0 100
34 100 0

Tableau 5 : Gradient d’elution utilisé pour la séparation par HPLC
en phase inversée des peptides issus de I’hydrolyse par la trypsine
de la BLG native ou modifiée par les différents sucres.

2.6 - Electrospray ionization - mass spectrometry (ESI-MS)

Les peptides trypsiques (voir paragraphe 2.5.2) ont été identifiés par RP-HPLC couplée a
I’ESI-MS avec un spectrophotomeétre de masse Perkin-Elmer Sciex (Thornhill, Ontario,
Canada), Model API 1II*. Les peptides trypsiques ont été séparés par RP-HPLC sur une
colonne Symmetry Cg (2,1 mm x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA) avec un débit de 0,25
ml/min. La détection des ions était effectuée en mode positif, la masse moléculaire était
déterminée a partir du rapport masse/charge (m/z) avec le logiciel Biomultiview 1,2 (Software

package Sciex).
3 - Caracteérisation structurale
3.1 - Dichroisme circulaire
Les spectres de dichroisme circulaire ont été réalisés en utilisant un dichrographe Jobin Yvon
CD 6 équipé d’une unité de lecture thermostatée. La cellule cylindrique utilisée a un trajet

optique de 0,01 cm dans la région UV-lointain (185-260 nm) et de 1 cm dans la région UV-

proche (250-320 nm). Une moyenne de cing passages a été effectuée dans la région UV-
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lointain, un seul passage a été effectué dans la région UV-proche. Tous les spectres ont été
acquis a 25°C avec une concentration en protéines de 2 mg/ml dans un tampon glycine-HCI
10 mM de pH 2,5. La ligne de base correspondant au spectre du tampon seul a été soustraite
de chaque spectre et les résultats ont été convertis en ellipticité molaire (®). La méthode de
Provencher et Glockner (1981) a été utilisée pour estimer la quantité d’hélices a et de feuillets

(3 de la BLG native ou chauffée.

3.2 - Microcalorimétrie

Les mesures de microcalorimétrie ont été réalisées a I’aide d’un microcalorimetre a balayage
différentiel de haute sensibilit¢ (MCS System, Microcal) dans une gamme de températures
allant de 5 a 110°C. Les expériences ont été effectuées a une vitesse de 1 K/min et a une
pression de 1,2 Atm.

Les échantillons étaient dissous a une concentration de 2 mg/ml dans un tampon Glycine-HCI
10 mM de pH 2,5.

3.3 - Hydrolyse pepsique

La BLG était dissoute a une concentration de 2 mg/ml dans un tampon Glycine-HCI 10 mM
de pH 2,5. La pepsine porcine (Sigma), préalablement solubilisée dans de I’eau distillée
(1 mg/ml), a été ajoutée au milieu réactionnel dans un rapport molaire E/S de 1/100. Le
mélange était incubé a 37°C et, a différents temps, la réaction était arrétée par I’addition du
méme volume de tampon Tris-HCI 2 M, de pH 8. L’hydrolysat était conservé a 4°C en
attendant I’analyse HPLC.

Les peptides issus de I’hydrolyse pepsique ont été séparés sur une colonne Symmetry 300A
Cis (3,9 mm x 150 mm, Waters, USA), équilibrée avec 80% de solvant A (0,11% TFA) et
20% de solvant B (80% aceétonitrile - 19,91% H,0 - 0,09% TFA). L’élution était réalisée a
I’aide du gradient présenté dans le tableau 6.

La température de la colonne était maintenue & 30°C. Le débit était de 0,6 ml/min. Les pics
ont été détectés a 214 nm. L’aire du pic correspondant a la forme non hydrolysée de la
protéine a été calculée pour chaque échantillon. Tous les résultats sont rapportés a I’aire du

pic de la protéine non hydrolysée qui correspond a 100%.
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) Solvant A (%) Solvant B (%0)
Temps (min) .
0,11% TFA, 99,89% H,O | 80% acétonitrile, 19,91% H,0, 0,09% TFA
0 80 20
28 0 100
29 80 20

Tableau 6 : Gradient d’elution utilisé pour la séparation par HPLC
en phase inversée des peptides issus de I’hydrolyse par la pepsine

de la BLG native ou modifiée par les différents sucres.

4 - Comportement vis-a-vis de I’association — polymérisation

4.1 - Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de tricine et de SDS

L’électrophorése Tricine-SDS a été réalisée avec I’appareil « Mini Protean Il gel

electrophoresis » (Bio-Rad, USA) selon la méthode de Schégger and von Jagow (1987).

La composition des gels et des tampons est présentée sur les tableaux 7 a 13.

H.O 3,25 ml
Acrylamide 38%, bis-acrylamide 2% (P/V) |0,50 ml
Tris 3M — SDS 0,3% (P/V) pH 8,45 1,25 ml
TEMED 5ul
Persulfate d’ammonium 10% (P/V) 50 pl

Tableau 7 : Gel de concentration a 4% (P/V) en acrylamide.

H,O 2,80 ml
Acrylamide 38%, bis-acrylamide 2% (P/V) |2,50 ml
Tris 3M — SDS 0,3% (P/V) pH 8,45 3,35 ml
Glycérol 1,35 ml
TEMED 10 pl
Persulfate d’ammonium 10% (P/V) 100 pl

Tableau 8 : Gel de séparation a 10% (P/V) en acrylamide.

| Tris-HCI, pH 8,9

0,2M

Tableau 9 : Tampon de migration a I’anode.
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Tris-HCI, pH 8,25 0,1 M
Tricine 0,1M
SDS 0,1% (P/V)

Tableau 10 : Tampon de migration a la cathode.

Les échantillons de protéines étaient solubilisés dans de I’eau distillée a une concentration de
2 mg/ml puis dilués volume a volume avec le tampon de charge (Tab. 11). 10 pl de chaque
échantillon ont ensuite été déposés dans des puits formés dans le gel de concentration (Tab.
7), puis la séparation s’effectuait a un voltage constant (30 V dans le gel de concentration et

60 V dans le gel de séparation ; Tab. 8) grace aux tampons de migration (Tab. 9 et 10).

Tris-HCI, pH 6,8 0,1 M
SDS 8% (P/V)
Glycérol 24% (VIV)
bleu de bromophénol Traces
3-mercaptoéthanol 4% (VIV)

Tableau 11 : Tampon de charge 2X.

Aprés migration, le gel d’acrylamide a 10% était coloré avec le tampon de coloration (Tab.

12), décoloré (Tab. 13) puis analyse.

Bleu de Coomassie R250 0,2% (P/V)
Ethanol 30% (V/IV)
Acide acétique 5% (VIV)
H,0 gsp 100%

Tableau 12 : Tampon de coloration.

Ethanol 30% (VIV)
Acide acétique 5% (VIV)
H,0O qsp 100%

Tableau 13 : Tampon de décoloration.

4.2 - Chromatographie de filtration sur gel

La BLG native, chauffée ou modifiée par les sucres, était solubilisée a une concentration de 5
mg/ml dans un tampon Tris-HCI 0,1 M de pH 8 contenant 0,5 M de NaCl (tampon d’élution).
Chague échantillon, préalablement filtré sur une membrane de 0,22 um de diamétre des pores

(afin d’éliminer les agrégats insolubles), était injecté sur une colonne de filtration sur gel
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Superdex 75 (domaine de séparation de 3 a 70 kDa) équilibrée avec du tampon d’élution a un
débit de 0,5 ml/min. La chromatographie était contrélée par le systtme HPLC (BlOcad
SPRINT System, Perkin-Elmer, USA) couplé a un logiciel BIOcad software (version 2.06).

Des fractions de 2 ml ont été collectées et I’absorption a 214 et 218 nm a été mesurée durant
I’élution de chaque échantillon. La masse moléculaire de chaque échantillon a été calculée par
rapport au temps d’élution de protéines standards commerciales (Gel Filtration Calibration

Kit, Pharmacia, Sweden).

4.3 - Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE)

Les électrophoréses en présence de SDS ont été réalisées avec I’appareil « Mini Protean 11 gel
electrophoresis » (Bio-Rad, USA) d’apres la méthode de Laemmli (1970) en utilisant un gel a
12% d’acrylamide. La composition des gels et des tampons est présentée sur les tableaux 14 a
18.

Les échantillons de protéines ont été solubilisés dans de I’eau distillée & une concentration de
2 mg/ml puis dilués volume a volume avec le tampon de charge sans [3-mercaptoéthanol (Tab.
18) ou avec B-mercaptoéthanol (Tab. 17). 10 ul de chaque échantillon ont ensuite été déposés
dans des puits formés dans le gel de concentration (Tab. 14), puis la séparation s’effectuait a
intensité constante (10 mA dans le gel de concentration et 15 mA dans le gel de séparation ;
Tab. 15) grace au tampon de migration (Tab. 16).

2 Plaques| 1 Plaque
Acrylamide 38%, bis-acrylamide 2% (P/V) | 0,4 ml 0,2 ml
Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 0,6 ml 0,3ml
SDS 10 % (P/V) 50 pl 25 pl
H,O 4 ml 2mi
TEMED 5ul 4 ul
Persulfate d’ammonium 10% (P/V) 50 pl 25 ul

Tableau 14 : Gel de concentration a 4 % (P/V) de polyacrylamide.
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2 Plagues| 1 Plaque
Acrylamide 38%, bis-acrylamide 2% (P/V) | 2,4 ml 1,2 ml
Tris-HCI 2M, pH 8,8 1,6 ml 0,8 ml
H,O 4 ml 2ml
SDS 10% (P/V) 80 pl 40 pl
TEMED g ul 5 pl
Persulfate d’ammonium 10% (P/V) 70 pl 40 pl

Tableau 15 : Gel de séparation a 12 % (P/V) de polyacrylamide.

Tris 159
SDS 259
Glycine 72 9
H,0 qsp 2,51
pH 8,3
Tableau 16 : Tampon de migration.

Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 1,75 ml
Glycérol 2,00 ml
SDS 10% (P/V) 2,50 ml
B-mercaptoéthanol 0,50 ml
Bleu de bromophénol traces
H,O 3,75 ml

Tableau 17 : Tampon de charge 2X avec -mercaptoéthanol.

Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 1,75 ml
Glycérol 2,00 mi
SDS 10% (P/V) 2,50 ml
Bleu de bromophénol traces
H.O 4,25 ml

Tableau 18 : Tampon de charge 2X sans 3-mercaptoéthanol.

Apres migration, le gel était coloré au nitrate d’argent d’apres Nesterenko et al

analyse.

. (1994) puis
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C - Résultats

1 - Caractérisation physico-chimique

1.1- Influence du temps de chauffage

1.1.1 - Mise en évidence de composés colorés

La présence de composés colorés est la conséquence la plus évidente de la réaction de
Maillard. Les composeés issus de cette réaction sont couramment et traditionnellement
identifiés et quantifiés par mesure de I’absorption a 420 nm (Ashoor et Zent, 1984).
La mesure spectrale de I’absorption entre 220 et 600 nm des solutions modifiées peut
permettre une analyse globale des divers composés formés au cours de la réaction de
Maillard. Cela permet aussi d’observer si la mesure & une longueur d’onde de 420 nm est
correcte dans le cas du systeme BLG-glucose pour la quantification de composés colorés.
Les mesures ont été réalisees avec les échantillons suivants :
- la BLG chauffée seule a 60°C pendant 24, 48, 72, 96, 168 et 264 h (Fig. 11 A),
- le glucose non chauffé ou chauffé a 60°C pendant 264 h (Fig. 11 B),
- la BLG chauffée a 60°C en présence de glucose pendant les mémes périodes que la BLG

chauffée seule (Fig. 11 C).
La BLG native présente un spectre d’absorption caractéristique des protéines avec un
maximum d’absorption a 280 nm, longueur d’onde correspondant a I’absorption des résidus
d’acides aminés aromatiques. Au cours du chauffage (Fig. 11 A), I’absorption augmente
progressivement entre 450 et 280 nm jusqu’a atteindre 0,1 unité de plus que la valeur obtenue
avec la BLG native pour un chauffage de 264 heures. Lorsque la BLG est chauffée en
présence de glucose (Fig. 11 C), le méme phénomeéne se produit mais, cette fois-ci, deux
épaulements a environ 330 et 370 nm (appelés « 1 » et « 2 ») sont clairement identifiés. Ces
épaulements sont de plus en plus marqués au cours du chauffage.
D’apres le spectre présenté sur la figure 11 C, la longueur d’onde a 420 nm ne semble pas
caractéristique des composés colorés résultant du chauffage de la BLG en présence de
glucose. Les différences les plus marquées sont plutdt observées pour les longueurs d’ondes

inférieures a 400 nm.
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Figure 11 : Spectres d’absorption de la BLG chauffée sans glucose (A), du glucose chauffé

ou non chauffé (B), et de la BLG chauffee avec du glucose (C) jusqu’a 264 heures.
"1" et "2" sont des pics d’absorption apparaissant durant le chauffage en présence de glucose
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Cependant, en comparant les spectres obtenus avec la BLG chauffée en présence de glucose a
ceux du glucose chauffé en absence de protéine (Fig. 11 B), on s’apercoit que ces deux
épaulements sont situés aux mémes longueurs d’ondes que deux des chromophores observés
dans la solution de glucose chauffée (notés « 1 » et « 2 »).

Cela semble donc signifier qu’une part importante des chromophores observés lors de la
glycation de la BLG par le glucose (Fig. 11 C) résulterait d’une réaction de condensation du
glucose, indépendante de la réaction de Maillard.

Ces analyses spectrales montrent bien la complexité de I’étude des produits de la réaction de
Maillard. Méme dans un systeme relativement simple (comprenant une protéine et un sucre),
de nombreux composés sont susceptibles d’étre formes, issus de réactions variées, d’une part
entre la protéine et le sucre, d’autre part entre les molécules de sucre ou bien encore entre les

molécules de protéine.

1.1.2 - Estimation du taux de glycation
Deux techniques ont été utilisées pour estimer le taux de substitution des résidus lysyle de la
BLG : le dosage OPA (qui dose les groupes NHy) et la détermination de la composition en

acides aminés (qui quantifie la plupart des acides aminés des protéines).

1.1.2.1 - Dosage OPA
La quantité de groupes NH; libres a été estimée pour les échantillons de BLG chauffée ou

modifiée par le glucose a 60°C pendant différentes périodes (Fig. 12).

Temps de chauffage (heures).

0 1 mmmm B1.G sans glucose
3 BLG avec glucose

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Taux de modification (%)

Figure 12 : Estimation par le dosage OPA du taux de modification
de la BLG chauffée seule ou en présence de glucose.
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Environ 80% des 16 groupes NH, (1 résidu N-terminal et 15 résidus lysyle) de la BLG native
ont été détectés par le dosage OPA. Par définition, ce pourcentage correspond a un taux de
modification de 0% ; tous les autres taux ont été calculés par rapport a ce pourcentage initial.
Apres chauffage de la BLG en absence de sucre, une diminution du nombre de groupes NH;
dosés apparait au cours du temps. Il pourrait s’agir d’une modification de I’accessibilité des
résidus NH, due au chauffage.

Apres chauffage de la BLG en présence de glucose, une augmentation significative du taux de
modification est observée dés 24 heures de chauffage, correspondant a environ 22% de
modification. 1l semble que ce taux se stabilise en fin de cinétique aux alentours de 65% de
modification. Un taux moyen de glycation par le glucose (environ 38%) est atteint apres 72

heures de chauffage a 60°C.

1.1.2.2 - Détermination de la composition en acides aminés
La composition en acides aminés permet de quantifier précisément les résidus lysyle non
modifiés présents dans la BLG. Comme dans le cas du dosage OPA, cette technique a été
utilisée avec les échantillons de BLG native, chauffée seule ou en présence de glucose, a
60°C, pendant différentes périodes (Fig. 13).

Temps de chauffage (heures).

0 mmmm B1.G sans glucose
= BLG avec glucose
24
48
72

(O —
168 —

264

H

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Taux de modification (%)

Figure 13 : Estimation par la détermination de la composition en lysine
du taux de modification de la BLG chauffée seule ou avec du glucose.
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En absence de traitement thermique, 100% des résidus lysyle (15 residus) ont été détectés. Au
cours du chauffage de la BLG en absence de sucre, aucune différence significative ne peut
étre observée.

Par contre, en présence de glucose, la quantité de résidus lysyle dosés diminue au cours du
traitement thermique. Aprés 24 heures de chauffage, environ 5% des résidus lysyles sont
modifiés ; aprés 264 heures, un taux de modification légérement inférieur a 40% est obtenu.
Ce taux de modification déterminé en fin de réaction est donc largement inférieur (environ
25% de moins) a celui mesuré en utilisant le dosage OPA.

La méthodologie utilisée pour le dosage des acides aminés peut expliquer cette différence. En
effet, ce dosage nécessite une hydrolyse acide a 110°C afin de couper les liaisons peptidiques.
Dans le cas des résidus lysyle ayant fixé un sucre, cette hydrolyse peut affecter la liaison entre
le sucre et le résidu lysyle, conduisant a un résidu non-substitué. Ainsi, dans le cas de la BLG
modifiée par le glucose pendant 264 heures, environ 25% des résidus lysyle substitués
sembleraient avoir « perdu » le sucre fixé sur leur chaine latérale lors de la réaction. Cela
signifie aussi que 40% des résidus lysyle n’ont pas perdu le sucre fixé sur leur chaine latérale.
Ces résidus sont peut-étre dans un stade plus avancé de la réaction de Maillard, avec une

formule et une conformation tres différentes de celles de I’acide aminé originel.

1.1.3 - Modification du point isoélectrique
La fixation d’un sucre sur la fonction amine primaire des protéines conduit a la formation de
composes divers avec pour conséquence la perte de cette fonction. Les groupes NH, ont un
pKa trés alcalin (pKa du e-NH; des lysines = 10,0 ; pKa du NH; N-terminal = 8,0) ; leur perte
conduit a une diminution du point isoélectrique (pl) de la protéine. Ce phénomene est d’autant
plus marqué que la protéine est naturellement acide (pl = 5,1).
La diminution du pl étant proportionnelle au taux de modification de la protéine, I’analyse par
isoélectrofocalisation des protéines modifiées par la réaction de Maillard permet d’évaluer la
progression de cette réaction.
Les échantillons de BLG native ou modifiée en présence de glucose a 60°C pendant
différentes périodes ont été analysés par isoélectrofocalisation dans une gamme de pH
comprise entre 3 et 6 (Fig. 14).
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Figure 14 : Isoélectrofocalisation de la BLG native (1) ou chauffée en présence
de glucose pendant 24 (2), 48 (3), 72 (4), 96 (5), 168 (6) et 264 heures (7) a 60°C.

Sur la piste 1, le pl de la BLG native est observé a environ 5,1.

Au cours de la modification, des bandes correspondant & des pl inférieurs apparaissent. La
BLG modifiée pendant 24 heures semble étre I’échantillon le plus hétérogéne avec des pl
variant de 5,1 a environ 4,2. Au cours du chauffage, le pl de I’échantillon est de moins en
moins hétérogene et de plus en plus acide. Apres 264 heures de modification, la protéine

présente un pl assez homogene a environ 4,0.

1.1.4 - Modification de la sensibilité a I’hydrolyse trypsique

La trypsine est une enzyme protéolytique du pancréas qui hydrolyse les liaisons peptidiques
Lys-X et Arg-X. La réaction de Maillard impliquant les résidus de lysine, une diminution de
I’hydrolyse des protéines par la trypsine est caractéristique des protéines modifiées (Kato et
al., 1983 ; Darewicz et al., 1998). Une estimation du taux de modification de cet acide aminé
peut donc étre réalisée apres hydrolyse trypsique.

La BLG native ou modifiée par le glucose a 60°C pendant différentes périodes a été
hydrolysée par la trypsine puis les hydrolysats ont été analysés par HPLC en phase inversée
(Fig. 15).
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Figure 15 : Profil d’élution par HPLC en phase inversée d’hydrolysats trypsiques

de BLG native ou modifiée par le glucose pendant différentes périodes.
1:Leul-Lys8; 3’ :Ser21-Arg40; 3" : Vall5-Tyr20 ; 8 : 1le78-Lys83 ;
16-5 : (Leu149-11e162)S-S(Trp61-Lys69) ; 16-5lys : (Leul49-11e162)S-S(Trp61-Lys70).
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La BLG native hydrolysée par la trypsine présente un profil d’élution caractéristique
(Dalgalarrondo et al., 1990). Au cours de la modification de la BLG par le glucose, une
diminution de la surface de chaque pic est observée, indiquant la modification progressive de
certains sites de coupures de I’enzyme. Parallelement a la diminution de I’aire des pics, le
nombre de pics ayant un temps d’élution supérieur a 60 minutes augmente, révélant la
présence de peptides ou polypeptides trés peu hydrolysés ayant une hydrophobie proche de
celle de la BLG native. Apres 264 heures de modification de la BLG par le glucose, une trés
faible quantité de peptides est observée sur le chromatogramme, avec une grande majorité de
composés trés peu ou non hydrolysés, ce qui traduit un fort taux de modification de la
protéine. A partir des analyses de modification de la BLG avec le glucose pendant différentes
périodes, une durée de chauffage de 72 heures a été sélectionnée pour effectuer les
modifications de la BLG par d’autres sucres. Ce temps de chauffage en présence de glucose
conduit a un taux de modification intermédiaire d’environ 40%, ce qui va permettre de tester

I’influence de sucres potentiellement plus réactifs ou moins réactifs que le glucose.

1.2 - Influence du sucre utilisé

Six sucres ont été utilisés pour modifier la BLG par la réaction de Maillard dans les mémes
conditions de pH, températures, concentrations, rapport protéine/sucre, et pour une durée de
chauffage de 72 heures.

1.2.1 - Mise en évidence de composés colorés

Comme pour la BLG modifiée par le glucose pendant différentes périodes, les échantillons de
BLG modifiée par différents sucres a 60°C pendant 72 heures ont été analysés par
spectrométrie d’absorption entre 220 et 600 nm (Fig. 16).

La BLG native et la BLG chauffée présentent quasiment le méme spectre, avec un maximum
a 280 nm et un minimum a 250 nm.

Le spectre d’absorption de la BLG modifiée par le rhamnose (Fig. 16 B), le glucose ou le
galactose (Fig. 16 C) présente un épaulement a environ 330 nm tout a fait identique a celui
observé lors de la modification de la BLG par le glucose pendant différentes périodes (Fig. 11
C). Cet épaulement est beaucoup moins marque sur le spectre de BLG modifiée par le lactose,
révélant certainement un taux de modification plus faible.

Sur les spectres d’absorption de la BLG modifiée par le ribose ou I’arabinose (Fig. 16 B),

I’épaulement a environ 330 nm est beaucoup plus important. Sur ces spectres, une
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augmentation de I’absorption a toutes les longueurs d’ondes étudiées (220-600 nm) est
observée, révélant la présence de nombreux composes colorés. Ces deux derniers sucres

semblent donc beaucoup plus réactifs que les autres.
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Figure 16 : Spectres d’absorption de la BLG native ou chauffée 3 jours a 60°C (A),
chauffée en présence de ribose ou de rhamnose (B), et chauffée en
présence de glucose, de galactose ou de lactose (C).
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1.2.2 - Estimation du taux de glycation
Le taux de modification de la BLG modifiée par les différents sucres a 60°C pendant 72

heures a été estimé par le dosage des groupes NH, selon la méthode OPA (Fig. 17).

BLG native
BLG chauffée
BLG - lactose

BLG - rhamnose
BLG - glucose

BLG - galactose
BLG - arabinose

BLG - ribose

0 10 20 30 40 50 60 70 R0 90 100

Taux de modification (%)

Figure 17 : Estimation par la méthode OPA du taux de modification de la BLG
chauffée pendant 3 jours a 60°C en présence de différents sucres.

Comme cela avit été observé lors du dosage des groupes NH, de la BLG modifiée par le
glucose pendant différentes périodes, la BLG chauffée semble présenter un taux de
modification d’environ 10%. Comme cette protéine a été chauffée en absence de sucre, ce
taux mesuré est un artéfact dd certainement a une modification structurale de la protéine lors
du chauffage, conduisant au masquage de certaines fonctions amines primaires.

Lorsque la protéine est chauffée en présence de sucre, des taux de modification différents sont
obtenus en fonction du sucre utilisé. La BLG modifiée par le glucose, le galactose ou le
rhamnose présente un taux de modification d’environ 40%. En présence de lactose, le taux de
modification de la BLG est d’environ 35%. L’arabinose et le ribose induisent la modification
la plus importante de la BLG avec des taux de glycation respectifs d’environ 60 et 68%.

Ces résultats confirment les observations effectuées a partir des spectres d’absorption. Le
lactose est le sucre qui induit le plus faible taux de modification, alors que I’arabinose et

surtout le ribose sont les sucres les plus réactifs.
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A partir de ce dosage, il est possible de classer les sucres étudiés par ordre de réactivite :

lactose < rhamnose = glucose = galactose < arabinose < ribose.

Le taux de modification est en relation directe avec la masse moléculaire et la taille du sucre :
plus la molécule a une chaine carbonée courte, plus elle a tendance a se transformer de la
forme cyclique a la forme linéaire et donc plus elle est réactive aux fonctions amines

primaires des protéines.

1.2.3 - Modification du point isoélectrique
Afin d’évaluer la modification du point isoélectrique des protéines modifiées par les différents
sucres, une isoelectrofocalisation a été réalisée avec la BLG native, chauffee seule ou en
présence d’arabinose, de galactose, de glucose, de lactose, de rhamnose ou de ribose pendant
72 heures a 60°C (Fig. 18).

pHi 1 2 3 4 5 6 17 8
350 —
375 —
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4,55 —
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Figure 18 : Isoélectrofocalisation de la BLG native (1), chauffée seule (2),
ou en présence d'arabinose (3), de galactose (4), de glucose (5), de lactose (6),
de rhamnose (7) ou de ribose (8) pendant 72 heures a 60°C.
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La BLG native et la BLG chauffée seule (respectivement pistes 1 et 2) présentent une bande
majoritaire pour un pl d’environ 5,15 correspondant a la protéine non modifiée.

Dans le cas de la BLG modifiée par le lactose, seule une légére bande correspondant a ce pl
subsiste alors que de nombreuses bandes sont visibles a des pl inférieurs.

Les protéines modifiées par le glucose, le galactose ou le rhamnose présentent un profil
électrophorétique quasi-identique avec un pl tres hétérogene ; la bande correspondant au pl de
la BLG native a disparu. Une bande de plus forte intensité apparait a un pl d’environ 4.

La BLG modifiée par I’arabinose ou le ribose présente un profil électrophorétique assez
homogene avec une bande principale correspondant a un pl d’environ 4.

Comme lors de I’étude de la glycation de la BLG par le glucose en fonction du temps de
chauffage, plus la protéine est modifiée, plus son pl devient homogeéne.
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2 - Caractérisation structurale

2.1 - Modification des acides aminés

2.1.1 - Détermination de la composition en acides aminés
Dans le cas des protéines, la réaction de Maillard se produit principalement au niveau des
groupes amines primaires des chaines latérales des résidus lysyle (Hurrel et Carpenter,
1977a). Afin d’évaluer s’il existe d’autres acides aminés modifiés lors de la réaction de
Maillard, et dans quelle proportion, une composition en acides aminés a été determinée sur les
échantillons de BLG native ou modifiée par le glucose pendant différentes périodes.
Les résultats sont présentés dans le tableau 19.

Acide BLG Valeurs Quantité d’acides aminés modifiés
aminé native théoriques (Différence entre la BLG chauffée et la BLG glucosylée)
24 h 48 h 72h 96 h 168 h 264 h
ASX 11.52 16 1.25 +-294 141 +-168 340 +-224 126 +-12 363 +-223 203 +-1.17
GLX 23.48 25 0.53 +-1.8 226 +-171 417 +-328 (.54 +/-139 471 +/-1.91 2,08 +-1.36
SER 7.76 7 0.12 +-0.15 (.33 +-0.01 (.54 +/-0.14 (.03 +/-042 (.63 +/-0.28 (.45 +/-041
GLY 3.85 3 0.05 +-0 0.09 +-025 (.13 +-0.24 0 +/-0.12 Q.12 +/-0.13 Q.16 +/-0.08
HIS 2.10 2 0.14 +-0.03 (.34 +-013 (.39 +-029 Q55 +-003 (.63 +-045 (91 +-0.29
ARG 3.20 3 0.36 +-027 (.7 +-004 (0.9 +-001 115 +-021 1.3 +-025 143 +/-0.18
THR 8.76 8 0 +/-0.32 0 +/-0.03 (.44 +/-0.41 0 +/-0.4 0.2 +/-0.2 0.43 +/-0.37
ALA 13.48 14 0 +/-0.38 0 +/-0 0 +/-0.32 0 +/-0.29 0 +/-0.06 0 +/-0.28
PRO 947 8 0 +/-0.13 0 +/-0.4 0.16 +/-0.21 (.13 +/-0.06 (.16 +/-058 (.19 +/-0.03
TYR 3.63 4 056 +-0.08 (.88 +-035 (.97 +/-028 108 +/-019 114 +/-044 132 +/-0.16
VAL 10.34 10 0.36 +/-0.02 (.38 +/-0.35 (.39 +/-0.14 (.31 +/-025 (.19 +/-0.18 (.02 +/-0.28
MET 4.57 4 0.23 +-021 (.21 +-0.04 (.32 +/-012 Q.66 +/-0.12 Q56 +/-018 (55 +/-0.08
ILE 10.61 10 0.22 +-0.28 0 +/-1.3 0.61 +-0.1 0 +/-0.33 (.35 +/-0.32 0 +/-0.3
LEU 20.69 22 0.42 +/-005 06 +-093 0.09 +-037 077 +-013 (03 +-052 (095 +-01
PHE 4.38 4 0.06 +/-0.02 (.15 +-0.01 (.14 +/-0.08 (.14 +/-0.09 Q.06 +/-0.22 (.11 +/-0.06
LYS 15.19 15 214 +-041 33 +-001 4,02 +-023 452 +-017 584 +-052 710 +-0.13

Tableau 19 : Analyse des acides aminés de la BLG modifiée par le glucose pendant
différentes périodes (de 24 a 264 heures).

La quantité d’acides aminés modifiés est obtenue en soustrayant la quantité d’acides aminés
obtenue pour la BLG chauffée a la quantité d’acides aminés obtenue pour la BLG modifiée

par le glucose pour un méme temps de chauffage.
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Ces résultats montrent que quatre acides aminés disparaissent progressivement au cours du

chauffage.

Apres 264 heures de chauffage a 60°C en présence de glucose,

= 7,1 1lysines sur 15,
= 1,32 tyrosine sur 4,
= 1,43 arginine sur 3,

= 0,91 histidine sur 2 sont modifiées en moyenne.

Bien que cette technique ne permette d’observer qu’une partie de la quantité d’acides aminés
modifies (cf 1.1.2.2), il semble bien que d’autres acides aminés que la lysine soient modifiés
lors de la réaction de Maillard entre le glucose et la BLG. Cependant, il est difficile de mettre
en évidence si ces acides aminés sont modifiés par le sucre lui-méme ou par un produit issu

de la réaction de Maillard entre les lysines et le glucose.

Néanmoins, en raison de son nombre élevé et de sa forte réactivité, la lysine représente I’acide

aminé-cible préférentiel lors de la modification de la BLG par la réaction de Maillard.

2.1.2 - ldentification des sites de modification par analyse des hydrolysats

trypsiques

2.1.2.1 - Analyse par spectrométrie de masse
Les sites de glycation ont été identifiés en analysant les peptides trypsiques de la BLG
modifiée par les différents sucres, par HPLC en phase inversée couplée a la spectrométrie de
masse a ionisation par électro-spray (ESI-MS). Les peptides trypsiques de la BLG native ont
été identifiés par leur masse moléculaire (MM) par comparaison avec leur MM théorique. Les
MM des peptides modifiés correspondent a la somme de la MM du sucre utilisé pour la
modification et de la MM du peptide non modifié. Les profils d’élution de la BLG native ou
modifiée par I’arabinose sont présentés sur la figure 19 ; les profils d’élution de la BLG
modifiée par le glucose ou le lactose sont présentés sur la figure 20. Les peptides identifiés
par un chiffre correspondent aux peptides présents dans I’hydrolysat trypsique de la BLG
native, les peptides identifiés par une lettre correspondent a des peptides nouveaux ayant fixé

un sucre. Ces résultats sont présentés dans le tableau 20.
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Figure 19 : Identification par spectrométrie de masse des peptides
issus de I’hydrolyse trypsique de la BLG native ou modifiée
par I’arabinose, séparés par HPLC en phase inverseée.

A partir des chromatogrammes d’HPLC en phase inversée des hydrolysats trypsiques de la
BLG modifiee par différents sucres, des peptides ayant fixé un sucre ont été identifiés.
L analyse de I’hydrolysat trypsique de la BLG modifiée par le rhamnose, le galactose, le
lactose ou le glucose a permis I’identification respective de un, trois, quatre et six nouveaux
peptides. Sur ces peptides modifiés, un seul site potentiel de glycation est possible. Ainsi, les
lysines 14, 47, 69, 75, 100 et 135 et la leucine 1 ont été identifiées comme sites de glycation
de la BLG.
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Figure 20 : Identification par spectrométrie de masse des peptides
issus de I’hydrolyse trypsique de la BLG modifiée par le glucose
ou le lactose, séparés par HPLC en phase inversée.

Ces resultats semblent montrer qu’en fonction du sucre utilisé, les sites de glycation ne sont
pas identiques. Certains acides aminés sont modifiés au cours de la glycation par différents
sucres : les lysines 14 et 47 et la leucine 1 sont modifiées en présence de galactose, de glucose
ou de lactose. Certains acides aminés ne sont modifiés que par un type de sucre : la lysine 100
n’est modifiée qu’en présence de lactose, la lysine 75 qu’en présence de glucose.

Il est surprenant que le D-glucose et le D-galactose, épimeéres en position C-4, aient des sites
de glycation différents. La plupart des peptides modifiés étant en tres faible quantité, parfois
trés proches du bruit de fond (Fig. 20), il est possible que les différences observées soient

dues en fait a la limite de détection de la technique.
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Un autre parametre peut étre étudié afin de déterminer les sites de glycation et de corréler les
résultats & la détection de nouveaux peptides. La non-détection de certains peptides dans les
hydrolysats de protéines modifiées par rapport a ceux présents dans I’hydrolysat de protéine
native peut étre expliquée par la modification de I’acide aminé impliqué dans la liaison
peptidique du site de coupure de I’enzyme ou par celle d’un acide aminé présent dans
I’enchainement peptidique.

Ainsi, le peptide [15-40], correspondant au pic 19, n’est pas détecté dans les hydrolysats de
BLG modifiée par I’arabinose, le galactose, le glucose, le lactose ou le ribose. Cela peut

résulter de la modification de I’arginine 40 ou de la lysine 14 (ou des deux).

Le peptide [9-20], correspondant au pic F, a été détecté avec un sucre greffé dans des
hydrolysats de BLG modifiée par le galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose, indiquant
que la lysine 14 était modifiée. Cela montre que la non-détection du peptide [15-40] est
certainement due (en tout cas en grande partie) a la glycation de la lysine 14 dans le cas de la
modification en présence de galactose, de glucose ou de lactose.

Les hydrolysats de BLG modifiée par I’arabinose ou le ribose, a cause de leur taux de
modification trés élevé, présentent un grand nombre de peptides non-détectés par rapport a
ceux issus de I’hydrolyse de la protéine native. Aucun nouveau peptide n’a pu étre mis en
évidence dans ces échantillons. Cela démontre les limites de la technique employée. Au-dela
d’un certain taux de modification, les peptides modifiés ne peuvent plus étre détectés, la faible
potentialité de protonation des chaines latérales des lysines et des arginines modifiées
empéche I’ionisation par électro-spray et la détection par spectrométrie de masse.

2.1.2.2 - Evolution des différents peptides
Lors de la glycation de la BLG par le glucose au cours du chauffage a 60°C, I’évolution des
profils des hydrolysats trypsiques peut mettre en évidence des sites de glycation préférentiels
ou non-préférentiels. Les hydrolysats trypsiques présentés sur la figure 15 ont été analysés.
Les peptides représentés sur le profil de I’hydrolysat de la BLG native (identifiés par
spectrométrie de masse) ont été étudiés au cours du chauffage. L évolution de I’aire des pics

correspondant a ces peptides est représentée sur la figure 21.
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Figure 21 : Evolution au cours du chauffage de certains peptides
issus de I’hydrolyse trypsique de la BLG modifiée par le glucose.

Les peptides 1 (Leul-Lys8) et 8 (1le78-Lys83) disparaissent assez rapidement au cours du
chauffage. Le peptide 1 (Leul-Lys8) n’est plus obtenu aprés 24 heures de glycation par le
glucose, indiquant que la lysine 8 est modifiée.

Le peptide 8 (lle78-Lys83), issu du clivage des liaisons peptidiques Lys77-11e78 et Lys83-
I1e84, n’est plus obtenu aprés 48 heures de glycation par le glucose. Cette rapide diminution
de I’aire du pic peut provenir de la modification soit de la lysine 77, soit de la lysine 83 soit
des lysines 77 et 83.

Cette cartographie peptidique, bien qu’imprécise pour I’identification des sites modifiés,
semble plus utile pour mettre en évidence des sites non-modifiés.

Les peptides 3” (Vall5-Tyr20) et 3’ (Ser21-Arg40), issus du clivage atypique de la liaison
peptidique Tyr20-Ser21, sont encore largement identifiés apres I’hydrolyse trypsique de la
BLG chauffée pendant 96 heures en présence de glucose, indiquant que les résidus lysyle 14
et arginyle 40 ne sont pas encore modifiés. Ce ne sont donc pas des sites préférentiels de
glycation.

Les peptides 16-5 (Leul49-11e162)S-S(Trp61-Lys69) et 16-5 Lys (Leul49-11e162)S-S(Trp61-
Lys70), qui difféerent seulement par la présence d’une lysine supplémentaire en position 70,
présentent des cinétiques d’hydrolyse différentes.
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Au cours du chauffage, I’aire du peptide 16-5 Lys décroit plus rapidement que celle du
peptide 16-5, indiquant que la lysine 70 est modifiée avant la lysine 69.

La localisation de ces acides aminés dans la structure tridimensionnelle de la BLG permet
d’expliquer leur réactivité avec le glucose (Fig. 22).

Arg 40

Lys 70 Lys 69

Figure 22 : Localisation dans la structure tridimensionnelle de la BLG
d’acides aminés préférentiellement substitués ou non-substitués lors
de la modification par le glucose.

L’arginine 40 et la lysine 14 sont situées dans des zones trés encombrées de la molécule donc
moins accessibles lors de la modification, ce qui peut expliquer qu’elles ne soient pas des sites
préférentiels de glycation.

D’aprés Papiz et al. (1986), les lysines 69 et 70 sont situées sur le feuillet 3 n° D (Glu 62-Thr
76). L’analyse par modélisation moléculaire montre que la chaine latérale de la lysine 69 est
orientée vers I’intérieur de la molécule, alors que celle de la lysine 70 est dirigée vers
I’extérieur, expliquant la plus grande réactivité de la lysine 70.

Ce résultat est en accord avec une précédente étude de cinétique de lactosylation (Morgan et
al., 1998), qui indiquait que la lysine 70 serait modifiée apres 2 heures de glycation par le
lactose, alors que la lysine 69 ne serait modifiée qu’apres 6 heures de lactosylation.
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2.2 - Modification de la structure secondaire

Analyse par dichroisme circulaire dans la région UV-lointain

Les spectres de dichroisme circulaire dans la région UV-lointain (180-260 nm) proviennent de
I’absorption des liaisons peptidiques et apportent des informations sur la structure secondaire
des protéines.

D’aprés la méthode de Provencher et Glockner (1981), la BLG native (Fig. 23 A) présente
environ 47% de régions en feuillets-f3 et 14% de régions en hélices-a, ce qui est en accord
avec les résultats de Papiz et al. (1986) et de Qi et al. (1995).

Apres 72 heures de chauffage de la BLG a 60°C, une faible diminution de I’intensité du signal
est observée par rapport a celle de la BLG native (Fig. 23 B) ; par conséquent, le traitement
thermique appliqué lors de la modification des échantillons n’induit par lui-méme aucune

désorganisation notable de la structure secondaire de la BLG.

Par contre, en présence d’arabinose (Fig. 23 C), de galactose (Fig. 23 D), de glucose (Fig. 23
E) ou de ribose (Fig. 23 H), la glycation provogue un déplacement du minimum observé a
216 nm pour la BLG native ou chauffée, vers des longueurs d’ondes inférieures. La
modification de la BLG par le lactose ne semble pas avoir une influence significative sur le
spectre de dichroisme circulaire dans I’UV-lointain (Fig. 23 F). Cet échantillon possede donc
une structure secondaire relativement bien conservée. L’échantillon de BLG modifiée par le
ribose présente le spectre le plus eloigné de celui de la BLG native, démontrant ainsi une

importante modification de sa structure secondaire.

2.3 - Modification des structures tertiaire et quaternaire, conformation, structure

tridimensionnelle

2.3.1 - Analyse par dichroisme circulaire dans la région UV-proche
Les spectres de dichroisme circulaire dans la région UV-proche (250-320 nm) proviennent de
la chiralit¢ des acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine, la
phénylalanine et des ponts disulfure.
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Figure 23 : Spectres de dichroisme circulaire dans la région UV-lointain
de la BLG native (A : ligne continue ; B a H : ligne discontinue),
de la BLG chauffée (B), et de la BLG modifiée par I’arabinose (C),
le galactose (D), le glucose (E), le lactose (F), le rhamnose (G) ou le ribose (H).
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Figure 24 : Spectres de dichroisme circulaire dans la région UV-proche
de la BLG native (A : ligne continue ; B a H : ligne discontinue),
de la BLG chauffée (B), et de la BLG modifiée par I’arabinose (C),
le galactose (D), le glucose (E), le lactose (F), le rhamnose (G) ou le ribose (H).
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Un profil caractéristique est observé pour la BLG native (Fig. 24 A) avec deux minima a 262
et 269 nm, dus aux résidus de phénylalanine et deux autres importants minima a 286 et 293
nm, dus aux résidus de tryptophane (Strickland, 1974 ; Kahn, 1979). Dans le cas de la BLG,
ces minima sont dus au résidu Trp*® (Manderson et al., 1999).

Aprés 72 heures de chauffage a 60°C, une diminution de I’intensité des deux minima a 286 et
293 nm est observée, ce qui est en accord avec les résultats de Manderson et al. (1999). Un tel
changement du spectre de dichroisme circulaire est probablement d0 a une modification de
I’environnement du résidu Trp*®.

Dans la région UV-proche, les BLG modifiées par le galactose (Fig. 24 D), le glucose (Fig. 24
E), le lactose (Fig. 24 F) ou le rhamnose (Fig. 24 G) ont un profil comparable a celui de la
BLG chauffée seule avec toutefois quelques légéres différences d’intensité au niveau des deux
minima observes a 286 et 293 nm. Ces échantillons semblent donc avoir une structure tertiaire
relativement bien conservée.

Par contre, les échantillons les plus modifiés, c’est-a-dire la BLG modifiée par I’arabinose
(Fig. 24 C) ou le ribose (Fig. 24 H), présentent une structure tertiaire complétement
désorganisée. Pour ces échantillons, une perte compléte du signal est observée dans la région
UV-proche. La présence de chromophores, identifiée lors des études des spectres

d’absorption, peut aussi expliquer en partie cette perte du signal.

2.3.2 — Analyse par microcalorimétrie

Une transition caractéristique de la température de dénaturation est observée a 78,8 et 81,4°C
respectivement pour la BLG native et la BLG chauffée (Fig. 25). Un chauffage de 72 heures a
60°C semble donc induire des modifications conformationnelles mineures avec une légere
augmentation de 2,6°C de la température de dénaturation.

Le chauffage de la BLG en présence de sucres induit une modification significative de ces
thermogrammes. La température de dénaturation de la BLG modifiée par le lactose, le
rhamnose, le glucose ou le galactose est respectivement de 87,5, 89,6, 90,4 et 88,5°C. Tous
ces thermogrammes présentent un pic de dénaturation trés large montrant I’hétérogénéité de la
conformation des échantillons. Cette augmentation d’environ 10°C de la température
moyenne de transition pourrait indiquer un réle protecteur du sucre contre la dénaturation

thermique.
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Aucune transition n’a pu étre observée sur les thermogrammes de la BLG modifiée par
I’arabinose ou le ribose, démontrant, comme lors de I’étude par dichroisme circulaire dans

I’UV-proche, une perte importante de la conformation tridimensionnelle de ces échantillons.
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Figure 25 : Courbes de dénaturation de la BLG native,
chauffée ou modifiée par différents sucres.
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2.3.3 — Analyse par hydrolyse pepsique

La BLG native est résistante a I’hydrolyse pepsique car la plupart des sites de coupure de
I’enzyme sont enfouis a I’intérieur de la protéine (Guo et al., 1995). Par conséquent, une
modification de la sensibilité de la BLG a I’hydrolyse pepsique met en évidence des
changements de structure tridimensionnelle de la protéine.

Des études ont montré qu’une modification de la conformation de la BLG induite par le
chauffage (Reddy et al., 1988) ou en milieu éthanolique (Dalgalarrondo et al., 1995) ou apres
son estérification (Chobert et al., 1995) rendait possible son hydrolyse par la pepsine.

Afin d’observer si la glycation de la BLG induit des modifications structurales, une cinétique
d’hydrolyse pepsique a été réalisée avec les échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée
par les différents sucres. La sérum albumine bovine (SAB) a été utilisée comme controle
positif de I’hydrolyse. Les échantillons ont été hydrolysés par la pepsine pendant différents
temps, puis les hydrolysats ont été analysés par HPLC en phase inversée. L’aire du pic
correspondant a la protéine non hydrolysée est reportée sur la figure 26. Pour chaque

échantillon, I’aire du pic au temps 0 correspond a 100%.
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Figure 26 : Evolution de I’hydrolyse pepsique de la BLG native,
chauffée ou modifiée par différents sucres et de la SAB.
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Quelque soit I’échantillon, la réaction d’hydrolyse est trés rapide dans les 15 premieres
minutes ; puis, apres 30 minutes, un plateau est atteint et la réaction n’évolue que tres peu.
Apres 150 minutes d’hydrolyse par la pepsine, seuls 10% de la BLG native sont hydrolyseés,
indiquant sa forte résistance.

Un chauffage de 72 heures a 60°C induit un accroissement de 5% du taux d’hydrolyse par
rapport au taux obtenu dans le cas de la BLG native aprés 150 minutes d’incubation avec la
pepsine. Comme cela avait été observé par dichroisme circulaire et par microcalorimétrie, les
conditions de chauffage utilisées ne provoquent que de tres faibles modifications structurales
de la BLG.

Pour les échantillons de BLG modifiée par les sucres, une protéolyse accrue est observée : 62,
43 et 35% respectivement des échantillons modifiés par le lactose ou le rhamnose, le
galactose ou le glucose, et I’arabinose ou le ribose, demeurent non-hydrolysés aprés 150
minutes d’action pepsique.

Ces analyses permettent de classer les échantillons en fonction de leur degré de dénaturation :
les échantillons de BLG modifiée par le lactose ou le rhamnose sont les moins dénaturés
(38% d’hydrolyse), les échantillons de BLG modifiée par le galactose ou le glucose sont
dénaturés modérément (57% d’hydrolyse) et les échantillons de BLG modifiée par I’arabinose
ou le ribose sont les plus dénaturés (65% d’hydrolyse).

Ces degrés de dénaturation semblent donc directement liés au degré de modification par la
réaction de Maillard, montrant ainsi I’influence de la glycation en milieu aqueux sur la
déstabilisation de la conformation de la BLG, ce qui est en accord avec les résultats de
Morgan et al. (1999 a, b).
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3 - Comportement vis-a-vis de I’association — polymérisation

3.1 - Séparation par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS
(SDS-PAGE)

Afin d’étudier I’influence de la réaction de Maillard sur la polymérisation de la BLG, les
échantillons de BLG modifiée par le glucose durant différentes périodes a 60°C ont été

analysés par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS avec ou sans

B-mercaptoéthanol (Fig. 27).
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Figure 27 : Tricine SDS-PAGE de laBLG :
1 a7 : chauffée sans sucre pendant respectivement 0, 24, 48, 72, 96, 128 et 264 heures.
8 a 13 : chauffée avec du glucose pendant respectivement 0, 24, 48, 72, 96, 128 et 264 heures.
A : sans B-mercaptoéthanol ; B : avec B-mercaptoéthanol ;
M : marqueur de masses moléculaires
| : BLG monomérique ; Il : BLG dimérique ; 11l : BLG trimérique ; IV : BLG tétramerique ;

V : BLG polymérique.
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Sur la colonne 1 (Fig. 27 A), la BLG non chauffée présente une bande a environ 18 kDa
correspondant a la masse moléculaire du monomere « | » de la protéine. Au cours du
chauffage et en conditions non réductrices (colonnes 2 a 7 de la Fig. 27 A), I’intensité de la
bande correspondant au monomeére (1) diminue au profit de celle de bandes de masses
moléculaires supérieures, correspondant au dimere (I1), au trimere (111), au tétramere (1V) et
au polymere (V) de la BLG.

Quand la BLG est chauffée en présence de sucres, trois bandes, correspondant a des masses
moléculaires apparentes de 18, 36 et 55 kDa, sont observées quelque soit le temps de
chauffage. Cependant, ces bandes deviennent de plus en plus floues au cours du temps de
chauffage.

En conditions réductrices (Fig. 27 B, colonnes 2 a 7), la plupart des bandes correspondant aux
polyméres de BLG chauffée en absence de sucre ont disparu, I’intensité de la bande
correspondant au monomere () restant stable au cours du chauffage. Les polymeres formés
au cours du chauffage et observés en condition non réductrice sont donc réduits par le
B-mercaptoéthanol, montrant clairement qu’ils résultent de la formation de ponts disulfure. Le
chauffage de la BLG conduit a une exposition de la cystéine libre en position 121, provoquant
ainsi la formation de polymeres (Hoffmann et van Mil, 1997). Apres 96 heures de chauffage
de la BLG a 60°C, des bandes correspondant au dimere et au trimére sont observées en
condition réductrice (Fig. 27 B, colonnes 5 a 7). Ces polymeres peuvent correspondre au
produit de la réaction entre les résidus lysyle et le groupe carboxylique d’un autre monomere.
En effet, le chauffage catalyse les interactions entre les groupes e-NH, des lysines et les
groupes y-COOH de I’acide glutamique, permettant la formation de dérivés y—glutamyl-L-
lysine (Hurrel et Carpenter, 1977b ; Otterburn et al., 1977).

Dans le cas de la BLG chauffée en présence de sucres, aucune différence significative n’est
observée par rapport aux conditions non réductrices. Les polymeres formés au cours de la
glycation de la BLG et observés en condition non réductrice ne sont pas réduits par le
B-mercaptoéthanol. Ces polymeéres ne sont donc pas stabilisés par des ponts disulfure mais par
d’autres types de pontages covalents.

La réaction de Maillard peut induire la formation de tels polymeres dans de nombreux
systemes.

Des études ont montré que la modification de la BLG par le lactose (Bouhallab et al., 1999) et
I’acide gluconique ou melibionique (Kitabatake et al., 1985) pouvait provoquer la formation

de polymeres stables.
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Dans le corps humain, la réaction de Maillard est impliquée dans la cataracte, par
polymérisation de protéines du cristallin par le glucose (Monnier et Cerami, 1981), ainsi que
lors du vieillissement de la peau, par polymérisation du collagéne avec le glucose (Sell et
Monnier, 1989).

Dans le systeme étudié, le glucose provoque la polymérisation de la BLG dés 24 heures de
chauffage a 60°C. L’un des mécanismes d’oligomérisation (Fig. 28) pourrait dépendre de la
formation d’un pontage entre un sucre fixé sur un monomeére de BLG et un résidu lysyle d’un
autre monomere, conduisant a la formation d’une fonction imidazole (Frye et al., 1998),
composé aussi appelé « FFl » (2-(2-furoyl)-4(5)-(2-furanyl)-1H-imidazole) d’aprés Pongor et
al. (1984).

E-Lys E-lys
HN HN
o— o—
HO— + HO—
—OH ——OH
—OH ——OH
—OH ——OH

OH |

Figure 28 : Mécanisme envisagé pour la formation de protéines polymérisées
par un compose d’Amadori formeé a partir de glucose et de résidus &-lysyle.
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3.2 - Séparation par perméation sur gel suivie d’une SDS-PAGE

L’influence du sucre utilisé sur la formation de polymeéres a été étudiée par électrophorése en

présence de SDS avec ou sans [-mercaptoéthanol. Afin d’étudier séparément chaque

population de polyméres, une étape préparative d’HPLC de filtration sur gel a été réalisée

avant I’étude par électrophorese.

Les chromatogrammes des échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée par les

différents sucres sont présentés sur la figure 29. Les masses moléculaires des échantillons ont

été estimées a I’aide de protéines commerciales de masses moléculaires connues.
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Figure 29 : Profils d’élution par chromatographie de filtration
sur gel de BLG native, chauffée ou modifiée avec différents sucres.
M : monomeéres ; D : dimeres ; T : triméres ; P : polyméres ; A : agrégats.
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L’élution n’étant pas réalisée en condition dénaturante, les associations par interactions
hydrophobes sont maintenues, ce qui permet d’apprécier I’état d’association « natif » des
échantillons.

La BLG non chauffée est présente sous forme de dimeres au pH de la chromatographie (pH =
8). La BLG chauffée pendant 72 heures a 60°C est également présente majoritairement sous
forme de dimeéres mais des fractions trimériques et agrégées sont observées.

Les échantillons de BLG modifiee par les différents sucres sont majoritairement sous forme
monomérique, mais des formes dimeériques, trimériques, tétramériques et agrégeées sont
observées en quantité variable selon les sucres. La présence majoritaire de forme
monomérique dans les échantillons modifiés semble indiquer que la fixation de sucre sur la
protéine empéche, ou limite, les interactions hydrophobes entre les monomeres de BLG.

Ces différents échantillons ont ensuite été analysés par électrophorese en présence de SDS
afin d’observer la nature des liaisons stabilisant ces polymeres (Fig. 30). Pour cela, des

fractions correspondant au sommet de chaque pic ont été collectées.

En absence de [-mercaptoéthanol, le dimére de BLG native et celui de BLG chauffée
présentent deux bandes dont une majoritaire correspondant au monomere et une autre
correspondant au dimere. Le trimere de BLG chauffée est en partie transformé en dimeére et en
monomere, et la fraction agrégée de BLG chauffée est en grande partie retenue dans le puits
de dépdt. Une quantité importante de la fraction dimérique observée par filtration sur gel est
transformée en monomeére sous I’action du SDS, montrant ainsi le réle prépondérant des

interactions hydrophobes dans le maintien du dimere de BLG.

En présence de [3-mercaptoéthanol, les diméres de BLG native ou chauffée, observés en
absence de [-mercaptoéthanol, sont réduits sous forme de monomeres ; seule une partie des
agrégats est encore retenue dans le puits de dépét. Comme cela a été montré précédemment (8§

3.1), le chauffage induit des polyméres de BLG par formation de ponts disulfure.
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Les échantillons de BLG modifiée par les différents sucres peuvent étre classés en trois

groupes selon la nature des interactions stabilisant les polyméres :

Dans le premier groupe renfermant la BLG modifiée par I’arabinose ou le ribose, les
polymeéres observés par filtration sur gel sont stables a la fois en présence de SDS et en
conditions réductrices. Ces polyméres ne sont donc pas seulement stabilisés par des
interactions hydrophobes ou par des ponts disulfure, mais aussi par des pontages covalents

différents, induits par les sucres (Fig. 28).

Dans le deuxiéme groupe comprenant la BLG modifiée par le galactose, le glucose ou le
rhamnose, une partie des polymeéres est transformée en monomeres en présence de SDS, et
une partie des polymeres stables en présence de SDS est réduite en présence de
B-mercaptoéthanol. Ces polymeres sont donc stabilisés partiellement par des interactions

hydrophobes, par des ponts disulfure et par des pontages covalents induits par les sucres.

Le troisiéme groupe est composé de la BLG modifiee par le lactose. Pour cet échantillon,
les dimeres observes en présence de SDS sont réduits en conditions réductrices. Seuls des
ponts disulfure semblent stabiliser ces dimeres, aucun autre type de liaison covalente n’est

impliqué.
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D - Conclusion

1 - Caractérisation physico-chimique

La glycation de la BLG par le glucose a été étudiée au cours du temps de chauffage a 60°C.
Ces expériences ont permis de déterminer le temps de chauffage nécessaire pour obtenir un
taux moyen de glycation. Aprés 72 heures de chauffage a 60°C, environ 40% des groupes
amines primaires de la BLG sont substitués par le glucose. Cette durée de traitement
thermique a donc été choisie pour effectuer les modifications par différents autres sucres.

Le dosage OPA semble mieux adapté que la détermination de la composition en acides
aminés pour estimer le taux de glycation. En effet, la quantification des acides aminés donne
un taux de modification inférieur a celui obtenu par le dosage OPA, certainement a cause de
la libération de sucres substitués sur la protéine lors de I’hydrolyse acide des liaisons
peptidiques.

L apparition de composés colorés a pu étre mise en évidence par des spectres d’absorption
entre 220 et 600 nm. Deux composés ont en particulier été observés a des longueurs d’onde
de 330 et 370 nm. Cependant, il semble que ces composés soient en grande partie dus a une
réaction de condensation du glucose lors du chauffage car ils sont aussi observés dans des
solutions de glucose chauffées en absence de protéine. Parallelement a I’augmentation du taux
de modification, une diminution progressive du point isoélectrique et de la sensibilité a
I’hydrolyse trypsique est observée au cours du chauffage.

La glycation de la BLG par différents sucres a permis d’étudier I’influence de la nature du
sucre sur I’avancée de la réaction de Maillard lors d’un chauffage de 72 heures a 60°C. Les
sucres utilises ont induit différents taux de glycation en fonction de leur nature chimique. Le
lactose, un diholoside, conduit au plus faible taux (35%) de modification de la BLG. Les
hexoses (galactose, glucose et rhamnose) conduisent a un taux intermédiaire d’environ 40% ;
les pentoses induisent le plus fort taux de modification avec respectivement 60 et 68% de
glycation en présence d’arabinose et de ribose. Une diminution du point isoélectrique a été
observée, proportionnelle au taux de glycation. Plus le taux de glycation est élevé, plus les
points isoélectriques sont acides et homogeénes.
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2 - Caractérisation structurale

L’analyse de la composition en acides aminés des échantillons de BLG modifiée par le
glucose pendant différentes périodes a montré que d’autres acides aminés que la lysine
pouvaient étre modifiés au cours de la réaction de Maillard. En plus de la lysine, la tyrosine,
I’arginine et I’histidine semblent &tre modifiées par le glucose ou par des sous-produits de la
réaction.

Des études par spectrométrie de masse ont permis de mettre en évidence sept sites de
glycation de la BLG (les lysines 14, 47, 69, 75, 100 et 135 et la leucine 1) en fonction du
sucre utilisé. Un, trois, quatre et six sites ont été observés pour la BLG modifiée
respectivement par le rhamnose, le galactose, le lactose ou le glucose. L’analyse des
hydrolysats trypsiques de la BLG modifiée par le glucose a révélé que I’arginine 40 et la
lysine 14 ne sont pas des sites préférentiels de glycation ; ces expériences ont aussi montré
que la lysine 70 est modifiée au cours du chauffage avant la lysine 69. Ces résultats sont
interprétés par la localisation différente de ces acides aminés au sein de la structure
tridimensionnelle de la BLG.

Les techniques de dichroisme circulaire, de microcalorimétrie et d’hydrolyse pepsique ont été
utilisées afin d’évaluer la conformation de la protéine modifiée par les différents sucres. Ces
trois techniques ont révélé que le traitement thermique (72 heures a 60°C) n’induisait pas de
modifications conformationnelles fondamentales de la BLG en absence de sucre. En présence
de sucres, la modification de la conformation de la protéine est proportionnelle au taux de
modification.

D’aprés les résultats des hydrolyses pepsiques, la glycation par I’arabinose ou le ribose
dénature a plus de 65% la BLG. 57 et 38% de dénaturation sont observés avec la BLG
modifiée respectivement en présence de galactose ou de glucose et en présence de rhamnose

ou de lactose.

3 - Comportement vis-a-vis de I’association — polymérisation

Des polymeéres ont été mis en évidence dans les échantillons de BLG modifiée par le glucose.
L’étude de la nature des liaisons intervenant dans la stabilisation de ces polymeéres a révélé la

présence de pontages covalents induits par les sucres.
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Selon le sucre utilisé, différents types de liaisons sont impliqués dans la stabilisation des
polymeéres. Tous les polymeres de BLG modifiée par le ribose ou I’arabinose sont stabilisés
par des pontages covalents. Dans le cas de la BLG modifiée par le galactose, le glucose ou le
rhamnose, des ponts disulfure, des interactions hydrophobes et des pontages covalents
semblent étre impliqués dans la stabilisation de ces polymeéres. Seule la BLG modifiée par le
lactose ne présente pas de pontages covalents induits par les sucres ; seuls des ponts disulfure
ont été identifiés dans cet échantillon.

Il est difficile de conclure que les liaisons impliquées dans la formation et la stabilisation de
ces polymeéres sont dépendantes de la nature du sucre utilisé lors de la modification ou si elles
sont dépendantes du taux de modification des protéines.

Il semble cependant que la présence de pontages covalents soit liée au taux de glycation. C’est
avec les sucres les plus réactifs (le ribose et I’arabinose) que ce type de liaison semble étre
prédominant. Néanmoins, des 24 heures de chauffage de la BLG par le glucose, la présence
de pontages covalents a été observée pour un taux de glycation de 25%, alors que la BLG
modifiée par le lactose pendant 72 heures ne présente pas ce type de pontage malgré un taux
de modification de 35%. La durée du chauffage est probablement un autre facteur

déterminant.
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CHAPITRE 2:
ETUDE DES PROPRIETES
TECHNO-FONCTIONNELLES
DES PROTEINES MODIFIEES

Une partie des travaux présentés dans ce chapitre a fait 1’objet de publications :

Chevalier F., Chobert J.-M., Popineau Y., Nicolas M. G., Haertl¢ T. (2001c) Improvement of
the functional properties of B-lactoglobulin glycated through the Maillard reaction is related
to the sugar nature. International Dairy Journal 11 (3), 19-26.

Chevalier F., Chobert J.-M., Haertlé¢ T. Interfacial properties of glycated B-lactoglobulin. In

"Recent Advances in Agricultural and Food Chemistry", Research Signpost (Ed.), Kerala,
Inde Accepted.
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A - Introduction

Les protéines sériques comme la BLG sont valorisées en tant qu’ingrédients fonctionnels dans
de nombreux produits alimentaires.

Afin de satisfaire a des utilisations industrielles de plus en plus ciblées, le lactosérum subit
des traitement biochimiques spécifiques visant a purifier les protéines d’intérét ou a modifier
leur structure et leur composition par des procédés de chromatographie, de filtration, de
thermodénaturation ou de protéolyse. Ces produits modifiés spécifiquement peuvent ainsi étre

utilisés pour leurs propriétés émulsifiantes, moussantes ou pour leur excellente solubilité.

1 - La solubilité

La solubilité d’une protéine est un facteur primordial dans la mise en ceuvre de ses propriétés
techno-fonctionnelles par I’influence qu’elle exerce sur les autres propriétés fonctionnelles
(Kinsella et Whitehead, 1989).

La BLG non modifiée posseéde une excellente solubilité quels que soient le pH et la force
ionique (Cheftel et Lorient, 1982) ; elle présente une bonne aptitude a la formation et a la
stabilisation de mousses et d’émulsions.

Au cours du traitement thermique et/ou de la modification chimique, la solubilit¢ d’une
protéine peut énormément varier. Afin d’appréhender les propriétés fonctionnelles d’un

échantillon modifié, il est donc trés important de connaitre sa solubilité au pH concerné.

2 - Propriétés émulsifiantes des protéines
Les protéines dotées de propriétés émulsifiantes ont un potentiel d’utilisation important dans

les aliments contenant de 1’eau et des graisses comme la charcuterie, la viande et les

condiments.
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Ces propriétés sont dues a la faculté des protéines a réduire les tensions interfaciales entre les
composants hydrophiles et hydrophobes. Elles sont directement liées a la solubilité de la
protéine dans I’eau (Cheftel et Lorient, 1982).

Les protéines globulaires comme la BLG conservent une partie de leurs structures secondaire
et tertiaire lors de leur adsorption a I’interface. Cette adsorption dépend du pH et démontre
I’importance des effets électrostatiques sur la formation et la stabilisation du film interfacial
(Cayot et Lorient, 1998c).

La BLG adsorbée a I’interface huile/eau ne serait que partiellement dénaturée. A pH 9, la
structure du monomeére est détruite et 1’adsorption s’apparente a celle d’une protéine flexible.
A pH 7, les monomeéres et les dimeéres se déplient trés peu pour former un film dont
I’épaisseur correspond a peu prés a I’épaisseur d’une molécule de BLG en solution. A pH
4,65, ’ensemble octamérique se brise en partie a I’interface.

Au cours du vieillissement des émulsions, des réarrangements des ponts disulfure
intramoléculaires et la création de ponts disulfure intermoléculaires seraient a I’origine d’une

gélification des couches adsorbées (Cayot et Lorient, 1998c¢).

3 - Propriétés moussantes

Trés appréciées en patisserie (cakes, soufflés, meringues), les propriétés moussantes résultent

d’un dépliement partiel des protéines qui s’orientent a 1’interface eau/air.

Un « bon » composé moussant semble étre celui qui diffuse rapidement vers I’interface pour

abaisser la tension interfaciale et stabiliser les bulles d’air afin de retarder leur éclatement

(Dickinson, 1989).

I1 existe principalement deux techniques pour fabriquer une mousse :

- le battage qui consiste a battre une solution a ’aide d’un fouet ;

- le bullage qui consiste a faire barboter un gaz dans une solution protéique a travers un verre
fritté.

Les résultats obtenus avec ces deux techniques ne sont pas comparables car elles ne relévent

pas du méme type de dénaturation, les énergies mises en jeu étant différentes (Cayot et

Lorient, 1998c¢). Il semble cependant que la technique par bullage soit plus reproductible d’un

laboratoire a 1’autre, permettant ainsi une meilleure comparaison des résultats (Kinsella,

1984).
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Parmi les protéines du lait, le caséinate de sodium donne une mousse plus abondante qu’un
concentré de protéines sériques (Patel et al., 1988). Néanmoins, les mousses réalisées en
présence de BLG sont plus stables que celles réalisées en présence d’a-lactalbumine (Cayot et

Lorient, 1998c).

La stabilité des mousses est influencée par différents facteurs :

* la concentration en protéines (plus la concentration est forte, plus le drainage du liquide
est faible) ;

» le pH (la stabilité des mousses est maximale au pl quand les protéines restent solubles ;
Kinsella, 1984) ;

» le chauffage (le chauffage de la BLG a 70°C pendant 30 minutes améliore, quel que soit le

pH, sa capacité a stabiliser des mousses).

4 - Etudes des propriétés techno-fonctionnelles de la BLG modifiée

L’amélioration des propriétés fonctionnelles des protéines du lactosérum, par modifications
chimiques et/ou enzymatiques, fait 1’objet de nombreuses recherches (Haertlé¢ et Chobert,
1999). Dans le but d’améliorer sa stabilit¢ thermique et ses propriétés moussantes et
émulsifiantes, la BLG a été modifiée par fixation d’ester (Mattarella et Richardson, 1983 ;
Sitohy et al., 2000), d’acides gluconique et mélibionique (Kitabatake et al., 1985), d’acide
phosphorique (Sitohy et al., 1995 a, b) et de sucres par alkylation réductrice (Waniska et
Kinsella, 1988 ; Bertrand-Harb et al., 1990). La fixation de glucose-6-phosphate par la
réaction de Maillard a permis d’améliorer la stabilité thermique et les propriétés émulsifiantes
de la BLG (Aoki et al., 1997, 1999).

Pour étudier ’influence de la glycation de la BLG par différents sucres sur ses propriétés
fonctionnelles, les échantillons de BLG modifiée pendant 72 heures a 60°C en présence
d’arabinose, de galactose, de glucose, de lactose, de rhamnose ou de ribose ont été analysés.
La stabilité thermique, les propriétés émulsifiantes et les propriétés moussantes de ces
différents échantillons ont été étudiées. Afin de mieux maitriser I’influence du pH sur ces

propriétés fonctionnelles, la solubilité des échantillons a été mesurée en fonction du pH.
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B - Matériel et Méthodes

1 - Mesure de la solubilité en fonction du pH

La BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres a été solubilisée dans de 1’eau
distillée a une concentration de 2 mg/ml. Le pH des solutions était ensuite ajusté entre 2 et 10
avec de I’HCI ou du NaOH concentré. Les échantillons amenés aux différents pH ont été
centrifugés pendant 15 minutes a 15 000 g et la concentration en protéines solubles dans le
surnageant a été déterminée par la méthode utilisant I’acide bicinchonique (BCA, Pierce) avec
la SAB comme standard. La solubilité a ensuite été exprimée comme étant le pourcentage de
protéines présentes dans le surnageant par rapport a la quantité totale de protéines. Toutes ces

expériences ont été réalisées a 25°C.

2 - Mesure de la stabilité thermique

La BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres a été solubilisée dans un tampon
d’acétate de sodium 0,1 M de pH 4, 4,5 et 5 ou dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M
de pH 7 a une concentration de 2 mg/ml. Apres leur solubilisation dans le tampon au pH
approprié, les échantillons ont été chauffés jusqu’a 1 heure dans un bain-marie a différentes
températures (de 25 a 90°C). Les échantillons ont ensuite été placés pendant 15 minutes a 4°C
puis centrifugés pendant 15 minutes a 15 000 g afin de précipiter les agrégats. La
concentration en protéines a ensuite €été¢ estimée par mesure de I’absorption a 280 nm et

comparée a celle de 1’échantillon non chaufteé.

3 - Estimation des propriétés émulsifiantes

La BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres a été solubilisée dans un tampon

d’acétate de sodium 0,1 M de pH 5 ou dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M de pH 7 a
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une concentration de 2 mg/ml. L’émulsion « huile dans eau » a été préparée avec les solutions
de protéines et de 1’huile de tournesol (Fruit d’Or) avec une proportion d’huile de 15% (V/V).
Une premicre émulsion a été réalisée a une vitesse de 20 000 tours par minute pendant 30
secondes avec un systeme de rotor stator de type Polytron PT3000 équipé d’une téte de 12
mm (Kinematica, Littau, Suisse).

La réalisation de [I’émulsion a ensuite été achevée sous pression a 1’aide d’un
homogénéisateur (Stansted Fluid Power, Stansted, RU). 20 ml de la pré-émulsion ont été
placés dans I’homogénéisateur pour circuler en boucle pendant 90 secondes a un débit de 120
ml/min et une pression de 50 bars. 1 ml de cette émulsion a ensuite ét¢ dilué avec 9 ml de
SDS 4 0,1% (P/V).

Le diameétre moyen des gouttelettes a été estimé a I’aide d’un granulométre laser de type
Malvern Mastersizer 3600 (Malvern Instruments, Malvern, RU). Le systéme était équipé
d’une lentille ayant une distance focale de 45 mm ; le code 0503 était sélectionné pour le
parametre de « présentation » afin de tenir compte de 1’index de réfraction de I’huile utilisée.
Une mesure du diameétre moyen de la distribution de taille des gouttelettes d’huile (d;;) de

I’émulsion a été réalisée pour chaque échantillon.

4 - Estimation des propriétés moussantes

La BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres a été solubilisée dans un tampon
phosphate de sodium 0,1 M de pH 7 a une concentration de 1 mg/ml.

Les expériences ont été réalisées dans un tube de plastique transparent (2 cm x 22,5 cm)
équipé d’une paire d’électrodes et d’un disque métallique poreux (pores d’un diametre de 2
um) situé a la base de la colonne ou de ’air était insufflé (15 ml/min et 1 bar) a travers le
liquide (T, = 8 ml), formant ainsi la mousse.

Le volume de mousse et la conductivité ont été suivis par une caméra (Schmersal OM-1024)
équipée d’une lentille de 25 mm. Lorsque le volume de mousse atteignait 35 ml, le bullage
¢tait arrété. L’évolution du volume de mousse et de la conductivité a ét¢ mesurée pendant 20

minutes.

La mesure de la conductivité¢ (C;) avec pour référence la conductivité du tampon (Ciyie) a

permis de calculer le volume de liquide drainé dans la mousse au cours du temps.
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Différents paramétres ont été calculés pour caractériser les propriétés moussantes des

échantillons (Fig. 31) :
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Figure 31 : Courbes expérimentales d’une mousse obtenue
avec I’échantillon de BLG chauffée.

= La capacité moussante a été estimée par :
- le volume maximum de mousse (Max)
Minax = Mpax - (T1 — Limax) 00 My, est le volume de mousse a la fin du bullage et Liax
le volume de liquide drainé dans la mousse a la fin du bullage ;
- la densité de la mousse (MD)
MD = (Limax / Mimax)
= La stabilité¢ de la mousse a été¢ déterminée par :
- la demi-vie de drainage (T;.,) :
Ty =t - to ou ty correspond au temps nécessaire pour atteindre Ly« et ti» a celui
nécessaire pour atteindre Ly, / 2
- le volume minimum de mousse (M) :
Minin = Mmin — (T1 — Linin)
- ’index de stabilité (S;) :
Si = Muin / Mpmay) x 100
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C - Résultats

1 - Mesure de la solubilité en fonction du pH

La solubilité¢ de la BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres a ét¢ mesurée en
fonction du pH a une concentration de 2 mg/ml dans 1’eau (Fig. 32).

La BLG native présentait une solubilité¢ supérieure a 95% sur toute la gamme de pH étudiée.
Apres un chauffage de 72 heures a 60°C (Fig. 32 A), une diminution de 50% de la solubilité a
été mesurée lorsque le pH était compris entre 4,0 et 5,5. Le minimum de solubilité était
observé a pH 5, ce qui correspond au pl de la BLG native.

Apres un chauffage de la BLG en présence d’arabinose ou de ribose (Fig. 32 B), une
solubilit¢ minimale d’environ 35% a été observée a pH 4, valeur inférieure a celle obtenue
avec la BLG chauffée seule. Néanmoins, certainement a cause du déplacement de la valeur du
pl vers un pH plus acide (environ pH 4 ; cf Fig. 18), la solubilit¢é de la BLG chauffée en
présence d’arabinose ou de ribose a pH 5 a été maintenue a environ 100%.

Lorsque les protéines étaient modifiées par le galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose
(Fig. 32 C), un minimum de 75% de solubilité a été observé a pH 4,5, montrant I’effet

protecteur de la glycation contre la diminution de solubilité due au chauffage.

2 - Mesure de la stabilité thermique

Les échantillons de BLG native, chauffée seule ou en présence de différents sucres ont été
incubés a différentes températures (entre 25 et 90°C) et a pH 5 et 7. Leur solubilité apres ce

traitement thermique a été mesurée et est reportée sur la figure 33.
La solubilité¢ des échantillons n’est pas modifiée de facon importante aprés une incubation

d’une heure a différentes températures et a pH 7. Chaque échantillon présentait une solubilité

d’environ 90% (Fig. 33 A, B, C ; ligne discontinue).
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Figure 32 : Solubilité en fonction du pH de la BLG native ou chauffée 72 heures
a60°C (A), de la BLG modifiée par I’arabinose ou le ribose (B) et de la BLG
modifiee par le glucose, le galactose, le rhamnose ou le lactose (C).
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Lorsque les échantillons ont été incubés a pH 5, des différences de comportement ont été

observées entre les protéines modifiées par les sucres et la BLG native ou chauffée seule.

Lorsque I’incubation était réalisée a des température inférieures ou égales a 60°C, la solubilité
de la BLG native était d’environ 90%. Par contre, au-dessus de 60°C, la solubilité de cet
échantillon a diminué progressivement jusqu’a 5% de solubilité pour un traitement thermique
correspondant a une heure d’incubation a 90°C.

Cette diminution de la solubilité est caractéristique de la BLG qui présente une dénaturation
irréversible lors d’un chauffage a une température supérieure a 70°C (De Wit et Klarenbeck,
1984 ; lametti et al., 1996). Le chauffage de la BLG a un pH proche de son pl provoque une
agrégation et une précipitation de la protéine. C’est la raison pour laquelle cette perte de
solubilité a été observée a pH 5 et non a pH 7.

Le méme phénomene a été mesuré avec 1’échantillon de BLG chauffée qui montrait une
diminution constante de sa solubilité¢ lorsque la température d’incubation était supérieure a
60°C. La diminution initiale de solubilit¢ de 60% par rapport a celle de la BLG native
correspond au préchauffage de cet échantillon (72 heures a 60°C ; Fig. 32).

Les échantillons de BLG modifiée par le galactose ou le glucose (Fig. 33 C) avaient une
solubilité d’environ 80% tant que la température d’incubation était inférieure a 60°C, puis leur
solubilité diminuait jusqu’a 50% lorsque la température d’incubation atteignait 90°C.

La solubilit¢ de la BLG modifiée par le rhamnose incubée a différentes températures était
d’environ 10% supérieure a celle de la BLG modifiée par le galactose ou le glucose, sauf
lorsque I’incubation était réalisée a 90°C ou la solubilité des échantillons était quasi-identique
et d’environ 50%.

La solubilit¢ de la BLG modifiée par le lactose diminuait progressivement de 90% a 25°C
jusqu’a 30% a 90°C.

Les différents traitements thermiques a pH 5 ont eu peu d’influence sur la solubilité¢ des
¢échantillons les plus modifiés. La solubilit¢ de la BLG modifiée par 1’arabinose diminuait
lorsque I’incubation était réalisée a 50°C et un minimum de solubilité de 70% était atteint
dans le cas d’une incubation a 90°C. Par contre, aucune influence du traitement thermique sur
la solubilité n’a pu étre mise en évidence pour 1’échantillon de BLG modifiée par le ribose,
aprés une heure d’incubation a pH 5 et a 90°C, conditions dans lesquelles cet échantillon

présentait toujours une solubilité de 95%.
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Ces résultats montrent ’effet favorable de la glycation sur la stabilité thermique des
échantillons de BLG chauffés a pH 5.

Afin d’étudier la vitesse d’insolubilisation des échantillons chauffés a pH 5, une cinétique de
chauffage a 80°C a été réalisée avec les échantillons de BLG native, chauffée ou modifi¢e par

différents sucres (Fig. 34).
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Figure 34 : Stabilité thermique a 80°C et pH 5 de la BLG native ou chauffée (A),
modifiée par le ribose ou I’arabinose (B) et modifiée par le galactose,
le glucose, le lactose ou le rhamnose (C).
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Une diminution rapide de la solubilité a été observée pour la BLG native (de 100 a 40%) et
pour la BLG chauffée en absence de sucres (de 40 a 25%) dans les dix premicres minutes
d’incubation a 80°C (Fig. 34 A). Par contre, une diminution lente de la solubilité¢ a été
observée pour les échantillons de BLG modifiée par les sucres (Fig. 34 B et C).

La BLG native et la BLG chauffée étaient trés sensibles a 1’incubation lorsqu’elle était
réalisée a un pH proche de leur pl (pH 5) c’est-a-dire dans des conditions ou 1’on est proche
du minimum de solubilité de la BLG chauffée.

Afin d’étudier si ce phénomene peut aussi étre observé pour les échantillons de BLG modifiée
par les différents sucres, les protéines modifiées par I’arabinose ou le ribose ont ét¢ incubées a
différentes températures et a pH 4 (Fig. 35 A) alors que les protéines modifiées par le

galactose, le glucose, le lactose ou le thamnose étaient incubées a différentes températures a
pH 4,5 (Fig. 35 B).
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Figure 35 : Stabilite thermique a pH 4 de la BLG modifiée par I’arabinose
ou le ribose (A) ; stabilité thermique a pH 4,5 de la BLG modifiée par le
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galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose (B).
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A pH 4, la solubilité¢ de la BLG modifiée par le ribose ou 1’arabinose est d’environ 35% (Fig.
32 B). La solubilité de ces échantillons n’était pas affectée par une incubation a pH 4, méme
aprés une heure a 90°C.

La solubilité¢ des échantillons de BLG modifiée par le galactose, le glucose, le lactose ou le
rhamnose incubés a pH 4,5 était constante lorsque la température d’incubation était inférieure
a 70°C, puis elle diminuait de 75% a 70°C jusqu’a environ 40% a 90°C.

Ces résultats sont trés semblables a ceux observés a pH 5, montrant ainsi que les protéines
modifiées par différents sucres ne sont que faiblement affectées par un traitement thermique a

un pH correspondant a leur minimum de solubilité.

3 — Estimation des propriétés émulsifiantes

Les propriétés émulsifiantes des échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée par

différents sucres ont été déterminées a pH 5 et a pH 7 en mesurant le diamétre moyen de la

distribution de taille des gouttelettes d’huile (ds ) obtenu par granulométrie laser (Fig. 36).
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Figure 36 : Propriétés émulsifiantes de la BLG native, chauffée ou modifiée
par différents sucres, déterminées par la mesure du diametre moyen de la
distribution de taille des gouttelettes d’huile (ds,) de I’émulsion.
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A pH 7, le ds de tous les échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée par les différents
sucres était d’environ 1 um.

Une différence de 0,4 pm a néanmoins été observée entre la BLG chauffée et les autres
¢échantillons, montrant ainsi ’amélioration des propriétés émulsifiantes de la BLG chauffée en
présence de sucres, comme I’avaient montré les travaux de Aoki et al. (1997).

A pH 5, une augmentation significative du dj a été observée pour la BLG native, chauffée ou
modifiée par le galactose, le glucose, le lactose ou le thamnose, les valeurs de ds , étant situées
entre 2,0 et 2,5 um.

Par contre, le d;, des échantillons de BLG modifiée par le ribose ou l’arabinose n’a pas
augmenté dans la méme proportion, sa valeur restant proche de 1,1 a 1,2 pm.

L’augmentation de la valeur du d;; de la BLG chauffée peut étre expliquée par une
diminution de la solubilité puisque seulement 40% de I’échantillon de BLG chauffée étaient
solubles a pH 5 (Fig. 32 A).

Dans le cas de la BLG native et de la BLG modifiée par le galactose, le glucose, le lactose ou
le rhamnose, un autre facteur que la solubilité est responsable de cette augmentation du ds,
puisque ces échantillons étaient trés solubles (> 80%) a pH 5 (Fig. 32 A et C).

La BLG native présente une faible capacité a stabiliser les émulsions a un pH proche de son
pl (Klemaszewski et al., 1992), certainement parce qu’elle est présente sous une forme
octamérique, génant ainsi son adsorption a I’interface. Comme les échantillons de BLG
modifiée par le galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose étaient les moins modifiés et
présentaient une structure tertiaire proche de celle de la BLG native, ils peuvent adopter, au
moins en partie, une conformation quaternaire proche de celle de la BLG native, limitant ainsi

leur adsorption a I’interface.

4 — Estimation des propriétés moussantes

Les propriétés moussantes des échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée par
différents sucres ont été mesurées a pH 7. La capacité moussante et la stabilité de la mousse
ont été déterminées par différents parametres présentés dans le tableau 21.

La technique de formation de mousse par bullage a permis 1’obtention de mousses avec tous

les échantillons. Leur capacité moussante, déterminée par le My, était quasiment identique.

109



Etude des propriétés techno-fonctionnelles des protéines modifiées

Echantillon Lipax (ml) Liyin (ml) Mpax (ml) T 45 (s) M (ml) S; (%) MD (% 10'2)

BLG 3,01 0,21 0,73+0,07 30,4+006 1004 21,8247  71,7+041 10,0 +0,05
BLG chauffée 490+0,13 128+012 32,3+0,04 346+14 27,6+0,68 85,5+0,17 15,0+0,09
BLG - arabinose  4,25+0,10 0,93 £0,09 31,7+0,15 270+15 11,9+ 1,19 37,5+0,79 13,4+0,17
BLG - galactose 4,56 +0,01 1,38+0,05 32,1+0,14 413+29 274076 855+0,54 14,2+0,07
BLG - glucose 440+0,13 1,35+013 31,8+0,10 413+40 26,9+0,18 84,7+125 13,8+0,13
BLG - lactose 3,99+0,05 098+0,06 31,4+003 297=+6 21,8 3,13  69,4+0,10 12,7+0,12
BLG -rhamnose 4,33 +0,07 1,23+0,14 31,8+0,07 387+34 23,6+283 74,3 £0,40 13,6 +0,10

BLG - ribose 438=+0,16 1,12+0,15 31,8+0,10 313=+35 12,0+1,81 37,8+1,81 13,8=0,11

Tableau 21 : Propriétés moussantes de la BLG native,
chauffée ou modifiée par différents sucres.

La stabilité de la mousse, déterminée par le volume de mousse restant a la fin de I’expérience
(Mpin) et 'index de stabilité¢ (S;), ont montré des différences entre la BLG modifiée par
I’arabinose ou le ribose (Mpi, = 12 ml), la BLG native ou modifiée par le lactose ou le
rhamnose (Mpi, = 22 ml) et la BLG chauffée ou modifiée par le galactose ou le glucose (Mpin
~ 27 ml).

La mousse obtenue avec les protéines les plus modifiées (BLG-arabinose et BLG-ribose)
semblait la moins stable (Si = 37%). Par contre, la mousse obtenue avec les protéines les
moins modifiées (BLG-lactose et BLG-rhamnose) présentait la méme stabilit¢ que celle
obtenue avec la protéine native (Si = 70-74%). La meilleure stabilité a été obtenue avec les

échantillons de BLG chauffée ou modifiée par le glucose ou le galactose (Si = 85%).

La mesure de la demi-vie de drainage (T ;) a montré que la BLG native présentait la valeur
la plus basse avec seulement 100 s. Bien que le volume de mousse en fin d’expérience ait été
trés faible pour les protéines modifiées par le ribose ou I’arabinose, leur demi-vie de drainage
a ¢té trois fois plus grande que celle de la BLG native (T ;,; ribose = 310 s) révélant une
augmentation de la rétention de liquide dans la mousse grace a la modification par la réaction
de Maillard.

Les courbes de volume de mousse et de volume de liquide dans la mousse de la BLG

modifiée par le glucose et de la BLG modifiée par le ribose ont été¢ comparées sur la figure 37.
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Bien que la mousse réalisée avec la BLG modifiée par le ribose n’ait pas été trés stable (le
volume de mousse diminuait trés rapidement des la fin du bullage), la courbe correspondant
au volume de liquide dans la mousse suivait la méme pente que celle obtenue avec la BLG
modifiée par le glucose, montrant ainsi une bonne rétention d’eau par rapport a sa faible

stabilité.

Volume de liquide
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Figure 37 : Propriétés moussantes de la BLG modifiée par le
glucose (), ou le ribose (@ ) déterminées par le volume
de liquide dans la mousse et le volume de mousse.

Cela a été confirmé par 1’analyse de la densité de la mousse (Mp, / Linin) : 1a mousse réalisée
avec la BLG modifiée par le glucose avait la méme densité que la mousse réalisée avec la
BLG modifiée par le ribose (MD = 14 x 107). Une forte modification des protéines par la
réaction de Maillard limite leur capacité a stabiliser les mousses mais augmente leur faculté a
retenir I’eau dans la mousse.

Le meilleur compromis entre ces deux parametres a été obtenu avec les protéines modifiées
par le galactose ou le glucose qui ont permis d’obtenir une mousse présentant une bonne

stabilité (Si = 85%) et un faible drainage (T ;, = 413 s).
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D - Conclusion

1 — Mesure de la solubilité en fonction du pH

L’analyse de la solubilité, en fonction du pH, des échantillons de BLG chauffée ou modifiée
par différents sucres a permis de mettre en évidence des changements dans les profils de
solubilité en particulier dans la zone de pH proche du pl de la BLG native.

Le chauffage de la BLG durant 72 heures a 60°C a conduit a une perte de 60% de sa solubilité
apH 5. La présence de sucres a limité cette perte de solubilité a pH 5.

Le chauffage de la BLG en présence de sucres a conduit a un décalage du minimum de
solubilité vers un pH plus acide. La BLG modifiée par le galactose, le glucose, le lactose ou le
rhamnose avait un minimum de solubilité, a pH 4,5, d’environ 70%. La modification par
I’arabinose ou le ribose (les sucres les plus réactifs) a accentué ce décalage du minimum de
solubilité. La BLG modifiée par ces deux derniers sucres avait un minimum de solubilité, a
pH 4, d’environ 35%.

L’acidification du pl, plus ou moins importante selon les sucres utilisés, est certainement la
cause de ce décalage du minimum de solubilité. La neutralisation des charges des protéines a
leur pl favorise leur agrégation et leur précipitation.

Comme les protéines modifiées par le galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose
présentent un profil trés hétérogeéne en isoélectrofocalisation, entre pH 5 et 4, seule une faible
proportion de ces échantillons a précipité dans ce domaine de pH, montrant ainsi 1’effet
bénéfique de la présence de sucre sur le maintien de la solubilit¢ de la BLG aprés un
chauffage a 60°C.

Au contraire, les protéines modifiées par I’arabinose ou le ribose ont présenté un pl assez
homogene, comme cela est montré par isoélectrofocalisation, conduisant a une précipitation

importante autour de ce pH.
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2 — Mesure de la stabilité thermique

A pH 7, aucune différence significative de la stabilité thermique n’a pu €tre mise en évidence
entre la BLG native ou chauffée et la BLG modifiée par la réaction de Maillard.

A pH 5, les échantillons de BLG modifiée par différents sucres ont présenté dans 1’ensemble
une meilleure stabilité¢ thermique par rapport a la BLG native et a la BLG chauffée. A ce pH,
la BLG native et la BLG chauffée ont presque totalement précipité aprés une heure de
chauffage a 90°C, alors que la BLG modifiée par les sucres les plus réactifs (I’arabinose et le
ribose) avait une solubilité supérieure a 70% et les protéines modifiées par les sucres les
moins réactifs avaient une stabilité thermique intermédiaire.

Lors d’une incubation réalisée au pH de leur minimum de solubilit¢ (pH 4 pour les
échantillons de BLG-arabinose et BLG-ribose ; pH 4,5 pour les échantillons modifiés par les
autres sucres), la solubilité des protéines modifiées par différents sucres a été maintenue
jusqu’a une température de 70°C. Au-dela, la solubilité des protéines modifiées par les sucres
les moins réactifs a significativement diminué. Ces résultats sont en accord avec les analyses
de microcalorimétrie qui avaient montré une augmentation de 10°C de la température de
transition des protéines modifiées par le galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose par
rapport a la protéine native dont la stabilité thermique a son pl diminuait a partir de 60°C.

Les échantillons les plus modifiés (BLG-arabinose et BLG-ribose) ont présenté la meilleure
stabilité thermique quel que soit le pH. Malgré une perte importante de solubilit¢ a pH 4, la

solubilité de ces échantillons était constante quelle que soit la température d’incubation.

3 — Estimation des propriétés émulsifiantes

A pH 7, la modification de la BLG par les sucres a légérement amélioré ses propriétés
émulsifiantes par rapport a celles de la BLG chauffée seule.

Par contre, a pH 5, seuls les échantillons de BLG modifiée par le ribose ou 1’arabinose ont des
propriétés émulsifiantes proches de celles obtenues a pH 7. Il semble donc qu’un fort taux de
modification soit nécessaire pour obtenir de bonnes propriétés émulsifiantes. En plus de leur
excellente solubilité a pH 5, la désorganisation de la conformation et le dépliement de la

structure de la protéine peuvent expliquer de telles propriétés émulsifiantes.
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Au contraire, dans le cas de la BLG modifiée par les sucres les moins réactifs, un certain
maintien des structure tertiaires et quaternaires pourrait expliquer leurs faibles propriétés

émulsifiantes, proches de celles de la BLG native.

4 — Estimation des propriétés moussantes

Les mousses réalisées avec la BLG native ou la BLG modifiée par les sucres les moins
réactifs (lactose et rhamnose) avaient une mauvaise aptitude a la rétention d’eau. La
modification de la BLG par les sucres les plus réactifs (ribose et arabinose) a permis
d’améliorer sensiblement la rétention d’eau. Par contre, la mousse était alors bien moins
stable. La BLG chauffée seule a permis d’obtenir une mousse avec une excellente stabilité et
une rétention d’eau intermédiaire. La modification de la BLG par le galactose ou le glucose a
permis de conserver une stabilité équivalente a celle obtenue avec les mousses réalisées avec
la BLG chauffée seule, et conduisant a une meilleure rétention d’eau.

L’utilisation du galactose et du glucose lors de la modification de la BLG a donc permis de
réaliser des mousses avec de meilleures propriétés de stabilité et de rétention d’eau. Ces
sucres ont une réactivité intermédiaire dans la réaction de Maillard et représentent un
compromis pour obtenir les meilleures propriétés moussantes. Lorsque la protéine est
modifiée par des sucres trés réactifs, les interactions électrostatiques entre les protéines a
I’interface déstabilisent la mousse. Par contre, lorsque la protéine est modifiée par des sucres
peu réactifs, la rétention d’eau de la mousse est faible car la structure de la protéine a

I’interface est trés proche de celle de la protéine native.
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CHAPITRE 3 :
ETUDE DES PROPRIETES BIOLOGIQUES
DES PROTEINES MODIFIEES

Une partie des travaux présentés dans ce chapitre a fait I’objet d’une publication :

Chevalier F., Chobert J.-M., Genot C., Haertlé T. (2001d) Scavenging of free radicals, anti-
microbial and cytotoxic activities of the Maillard reaction products of R-lactoglobulin
glycated with several sugars. Journal of Agricultural and Food Chemistry 49, 5031-5038.
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A - Introduction

1 — Peptides du lait a activités biologiques

La recherche de substances biologiquement actives dans le lait fait I’objet de nombreuses

recherches en vue de la commercialisation de produits laitiers aux pouvoirs bénéfiques pour la

santé humaine. Libérées apres protéolyse de certaines protéines laitieres par des enzymes

digestives, de nombreuses substances biologiquement actives ont éte identifiees (Tab. 22).

Une fois libérés dans le corps, ces peptides peuvent agir comme des composés régulateurs

avec une activité proche de celle des hormones (Meisel, 1997).

Ils peuvent ainsi exercer des effets :

- sur les defenses de I’organisme (propriétés antimicrobiennes ou immunostimulantes) ;

- sur le systéme cardiovasculaire (propriétés antithrombotiques ou antihypertenseurs par
inhibition de I’enzyme de conversion de I’angiotensine) ;

- sur le systeme nerveux (propriétés opioides agonistes ou antagonistes).

2 — La glycation pour générer de nouvelles activités biologiques

La modification des protéines par la réaction de Maillard est aussi connue pour induire une
large variété de propriétés biologiques nouvelles dans des systemes alimentaires ou non qui
en étaient dépourvus. Comme cela a été déecrit dans la premiére partie, cette réaction permet la
formation de produits présentant des propriétés antioxydantes, antibiotiques, antiallergénes ou
antimutagenes. Dans certains cas, cette reaction favorise aussi une réduction de la valeur
nutritive des aliments avec la génération de composés toxiques.

La BLG permet la formation de peptides a activité opioide et inhibant I’enzyme de conversion
de I’angiotensine (Meisel, 1997). Par contre, son rble biologique est encore méconnu méme si
son appartenance a la famille des lipocalines laisse supposer une fonction dans le transport de

petites molécules hydrophobes.
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Origine Fragment Nom Activité
Caseine 0g; 23-27 Os1-casokinine 5 ACE inhibiteur
28-34 Os;-casokinine 7 ACE inhibiteur
43-58 | og;-caséinophosphate fixation de minéraux
59-79 | as;-caséinophosphate fixation de minéraux
90-96 Osz-caséine exorphine opioide agoniste
91-96 Os3-caséine exorphine opioide agoniste
91-92 / ACE inhibiteur
194-199 Os;-casokinine 6 ACE inhibiteur
194-199 Os;-casokinine 6 immunostimulante
Caséine 3 1-25 [-caséinophosphate fixation de minéraux
60-64 [3-casomorphine 5 opioide agoniste
60-70 B-casomorphine 11 opioide agoniste
60-66 [3-casomorphine 7 opioide agoniste
63-68 / immunostimulante
177-183 [-casokinine 7 ACE inhibiteur
191-193 / immunostimulante
193-202 [-casokinine 10 ACE inhibiteur
Caséine K 25-34 Casoxine C opioide antagoniste
35-42 Casoxine A opioide antagoniste
58-61 Casoxine B opioide antagoniste
103-111 casoplatéline antithrombotique
113-116 casoplatéline antithrombotique
BLG 102-105 B-lactorphine opioide agoniste
102-105 B-lactorphine ACE inhibiteur
104-105 / ACE inhibiteur
a-lactalbumine 18-19 / ACE inhibiteur
18-19 / immunostimulante
50-51 / ACE inhibiteur
50-53 a-lactorphine opioide agoniste
50-53 o-lactorphine ACE inhibiteur
Lactoferrine 17-41 lactoferricine antimicrobien
Sérum albumine | 399-404 serorphine opioide agoniste

Tableau 22 : Activité biologique des peptides issus de la protéolyse
des protéines laitieres (Meisel, 1997, 1998).

ACE inhibiteur : inhibe I’activité de I’enzyme de conversion de I’angiotensine.

La modification de la BLG par la réaction de Maillard peut permettre :

- de générer de nouvelles propriétés biologiques ;

- de modifier sa sensibilité pour les enzymes protéolytiques et ainsi permettre la formation de

peptides nouveaux présentant, in vitro, de nouvelles propriétes biologiques.
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Dans le but d’étudier dans quelle mesure la glycation de la BLG par différents sucres peut
générer de nouvelles fonctions biologiques, les propriétés antiradicalaires, antibiotiques et
cytotoxiques des protéines et des hydrolysats de protéines modifiées par la réaction de

Maillard ont été analysées.
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B - Matériel et Méthodes

1 - Hydrolyse de laBLG

La BLG native, chauffée ou modifiée (72 heures a 60°C) par les différents sucres a été
solubilisée (2 mg/ml) dans une solution d’acide acétique 0,2 M de pH 2,5 pour I’hydrolyse
pepsique et dans un tampon de carbonate d’ammonium 30 mM de pH 7,9 pour I’hydrolyse
trypsique. Ces tampons volatils ont été utilisés pour la solubilisation des échantillons afin de
permettre la lyophilisation des échantillons aprés hydrolyse. La pepsine, solubilisée dans de
I’eau distillée (1 mg/ml), a été ajoutée au milieu réactionnel avec un rapport enzyme/substrat
(E/S) de 1/100 (P/P). La trypsine, solubilisée dans de I’'HCI 10 mM (1 mg/ml), a été ajoutée
au milieu réactionnel avec un rapport enzyme/substrat (E/S) de 1/100 (P/P). Le mélange a été
incubé a 37°C pendant 120 minutes. Le degré d’hydrolyse a été controlé par HPLC en phase
inversée, puis les hydrolysats ont été congelés et conservés a -20°C avant lyophilisation.

2 — Séparation des hydrolysats par HPLC en phase inversée

L’équipement de chromatographie liquide hautes performances était composé d’un module de
séparation de type Waters™ 2690 avec solvants intégrés, d’une plate-forme de controle des
échantillons et d’un détecteur a barrettes de diodes modéle Waters™ 996. Le systéme était
piloté par le programme Millenium®%? (Waters).

Les peptides ont été séparés sur une colonne Symmetry 300 A Cig (3,9 mm x 150 mm,
Waters, USA), equilibrée avec 80% de solvant A (acide trifluoroacetique/H,O ; 0,11/99,89 ;
VIV) et 20% de solvant B (acétonitrile/H,O/acide trifluoroacétique ; 80/19,91/0,09 ; VIVIV).
L’élution a été réalisée a I’aide du gradient présenté dans le tableau 23.

La temperature de la colonne et des solvants a été maintenue a 30°C. Le débit était de 0,6
ml/min. Les pics ont été détectés a 214 nm. Pour chaque échantillon, I’aire du pic
correspondant a la forme non-hydrolysée de la protéine a été calculée. Les aires relatives ont
été calculées par rapport a I’aire du pic de I’échantillon non-hydrolysé qui représente 100%.
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) Solvant A (%) Solvant B (%0)
Temps (min) o
0,11% TFA, 99,89% H,0O | 80% acétonitrile, 19,91% H,0, 0,09% TFA
0 80 20
30 0 100
31 80 20

Tableau 23 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation par HPLC
en phase inversée des peptides issus de I’hydrolyse par la trypsine et
par la pepsine de la BLG native ou modifiée par les différents sucres.

3 - Tests d’activité antiradicalaire

L’activitée antiradicalaire a été mesurée en utilisant un radical libre stable, le DPPH (2,2-
diphényl-1-pycrylhydrazyle). Sous sa forme radicalaire, ce composé absorbe a 515 nm. Apres
sa réduction par un composé antioxydant, son absorption disparait, ce qui permet d’estimer
I’activité antiradicalaire d’un composé (Brand-Williams et al., 1995).

Les échantillons de protéines et de peptides ont été solubilisés dans de I’eau distillée a
différentes concentrations et 0,1 ml de chaque échantillon a été mélange a 0,9 ml de solution
de DPPH & 6.10"° M dans du méthanol.

Des expériences ont éte réalisées en cinétique en utilisant un spectrophotomeétre CARY 13. La
diminution d’absorption a 515 nm a été mesurée toutes les 30 secondes pendant 30 minutes a
25°C avec une concentration constante en proteines de 5 mg/ml.

Les mesures en point final ont été réalisées avec différentes concentrations de protéines et de
peptides (de 0,1 a 5 mg/ml). Le mélange de protéines ou de peptides avec le DPPH a été
incube a 25°C pendant 30 minutes et I’absorption a 515 nm a alors été mesureée.

Pour toutes ces expériences, de I’eau distillée a été utilisee comme contréle négatif (blanc) a
la place de I’échantillon. De I’acide gallique a une concentration de 60 uM a été utilisé
comme contrdle positif antiradicalaire.

L activité antiradicalaire (Act AR) des échantillons a été calculée a partir de la formule :

Act AR = [1 - (Abss15nm échantillon / Abssis,m blanc)] x 100
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Les IC.50 et IC.10 correspondent a la concentration d’un échantillon (en mg/ml) nécessaire

pour obtenir une inhibition de I’activité radicalaire du DPPH de respectivement 50 et 10%.

4 - Tests d’activité antibactérienne

Différentes especes bactériennes ont été utilisées pour les tests (Tab. 24).

Milieu de culture

Température | Temps de
Souche bactérienne Morphologie | Liquide | Solide | de culture culture
) (h)
Escherichia coli )
Bacille Gram - BHI PCA 37 24
(CIMBSA HB 101)
Bacillus subtilis )
Bacille Gram + BHI PCA 37 24
(ATCC 6633)
Streptococcus mutans
Coque Gram + BHI PCA 37 24
(CIP 103220 T)
Listeria innocua F ) ]
Bacille Gram + BHI Eliker 30 48
(ENITIAA)

Tableau 24 : Souches bactériennes utilisées lors des tests d’activités antimicrobiennes.

BHI : Bouillon ceeur-cervelle (Brain Heart Infusion) ;
PCA : gélose pour numération (Plate count Agar).

CIMBSA : Collection de I’Institut de Microbiologie de I’Académie des Sciences de Bulgarie ;

ATCC : American Type Culture Collection ;

CIP : Collection de I’Institut Pasteur ;

ENITIAA : Ecole Nationale d’Ingénieur des Techniques des Industries Agricoles et Alimentaire de Nantes.

Les échantillons de protéines et de peptides ont été dissous dans de I’eau distillée a Img/ml et
filtrés sur une membrane dont les pores mesuraient 0,22 um de diamétre, puis ils ont été

conservés a 4°C pour les différentes méthodes d’analyse.
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Trois méthodes ont été utilisées pour estimer I’activité antibactérienne des échantillons de

protéines et de peptides :

Diffusion en surface : 10, 25 et 50 pl de chaque solution ont été déposés sur un disque de
papier (Whatman 1) de 6 mm de diamétre, puis les disques ont été séchés sous une hotte a
flux laminaire. Une pré-culture de 24 heures a été réalisée avec chaque souche en utilisant
du bouillon BHI (Brain Heart Infusion). 10 ul de cette culture ont été mélanges avec 10
ml d’eau distillée. Cette suspension a été appliquée sur toute la surface du milieu gélosé
adéquat. L’exces de suspension a été retiré et la boite ainsi ensemencée a séché pendant 5
minutes sous le flux laminaire. Puis les disques de papier ont été déposés a la surface des
géloses et les boites ont été placées dans une étuve a la température et pour la durée
correspondant a la souche utilisée (Tab. 24). Apres la culture, les boites ont été retirées de

I’étuve et les zones d’inhibition autour des disques de papier ont été mesurées.

Diffusion dans la masse : une pré-culture de 24 heures a été réalisée avec chaque souche
en utilisant du bouillon BHI. 10 pl de cette culture ont été mélangés avec 10 ml d’eau
distillée. Cette suspension a été doucement mélangée avec 90 ml du milieu gélosé adéquat
maintenu en surfusion & 55°C. Le milieu contenant les bactéries a été coulé dans les boites
de Pétri puis il a été laissé se solidifier a 4°C pendant 30 minutes. Des puits ont ensuite été
réalisés dans la gélose avec un emporte-piece de 5 mm de diameétre stérilisé sur la flamme.
50 ou 100 pl des différents échantillons ont été déposés dans les puits. Aprés 10 minutes
de diffusion a température ambiante, les boites ont été placées dans une étuve a la
température correspondant a la souche utilisée (Tab. 24). Apres la culture, les boites ont

été retirees de I’étuve et les zones d’inhibition autour des puits ont été mesurées.

Homogeénéisation en milieu liquide : une pré-culture de 24 heures a été réalisée avec
chaque souche en utilisant du bouillon BHI. 50 pl de cette culture ont été mélangés avec
50 ml de bouillon BHI stérile dans un Erlen meyer de 100 ml. La suspension a été placée
sous agitation a la température correspondant a la souche utilisée (Tab. 24) jusqu’a obtenir
une absorption a 600 nm de 0,4. Puis 25 ml de cette suspension ont été répartis dans 5
tubes contenant 100 pl de I’échantillon a tester (a raison de 5 ml par tube). Chaque tube a
ensuite été placé sous agitation a la température correspondant a la souche utilisee, et aux
temps 0, 1, 2, 3 et 4 h, un tube a été retiré de I’étuve. L absorption a 600 nm a ainsi été

mesurée et le pourcentage d’inhibition correspondant a chaque échantillon a été calculé.
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5 - Tests d’activité cytotoxique

Deux lignées cellulaires ont été utilisées pour estimer I’activité cytotoxique des échantillons
de protéines et de peptides.

La lignee COS-7 (fibroblastes de reins de singe) a été cultivée en monocouche dans du milieu
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media, Gibco) supplémenté avec 10% (V/V) de sérum
de veau feetal, de la pénicilline (50 U/ml) et de la streptomycine (50 pg/ml). Les cellules ont
été cultivées a 37°C en présence de 5% de CO2 et de 95% d’humidité relative.

La lignée HL-60 (prémyéloblastes humains) a été cultivée dans du milieu RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute, Gibco) supplémenté avec 20% (V/V) de sérum de veau
feetal, de la pénicilline (50 U/ml) et de la streptomycine (50 pg/ml). Les cellules ont été
cultivées a 37°C en présence de 5% de CO; et de 95% d’humidité relative.

Le test était basé sur la transformation du sel de tétrazolium (MTT) en un composé bleu, le
formazan, par une enzyme mitochondriale. Cette conversion ne peut avoir lieu que dans les
cellules vivantes et la quantité de formazan détectée & 540 nm est proportionnelle au nombre
de cellules présentes.

50 pl de milieu de culture contenant 40 000 cellules/ml ont été mélangés dans une
microplaque de 96 puits avec 50 pl de chaque échantillon dissous dans le méme milieu a
différentes concentrations. Apres 72 heures d’incubation a 37°C, 25 pl de MTT a 2,5 mg/ml
dans du PBS (Phosphate Buffer Saline) ont été ajoutés dans chaque puits et laissés en contact
4 heures a 37°C. Puis 100 pul de SDS 10% (P/V) ont été ajoutés dans chaque puits et laissés en
contact 24 heures a 37°C. Les plaques ont ensuite été lues a 540 nm.

Le pourcentage de cytotoxicité a éte estime d’apres le calcul :

Inhibition (%) = [1 — (AbSssonm échantillon) / (Absssonm contréle)] x 100
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C - Résultats

1 - Susceptibilité a I’hydrolyse pepsique et trypsique de la BLG native ou modifiée par la
réaction de Maillard

Les échantillons de protéine ont été hydrolysés par la pepsine et par la trypsine et la quantité
de protéine non hydrolysée a été analysée par RP-HPLC. L’aire du pic correspondant a la
protéine restant non hydrolysée a été calculée et rapportée a celle obtenue avant I’hydrolyse
de la protéine (Tab. 25).

Aire relative du pic correspondant a la protéine
non hydrolysée (%)

Echantillon Apres hydrolyse pepsique Aprés hydrolyse trypsique
BLG native 95 7
BLG chauffée 85 3
BLG-arabinose 39 48
BLG-galactose 40 19
BLG-glucose 42 17
BLG-lactose 74 13
BLG-rhamnose 56 24
BLG-ribose 28 97
SAB 0 0

Tableau 25 : Comparaison de la susceptibilité a I’hydrolyse pepsique et trypsique
de la BLG native, chauffée ou modifiée par différents sucres et de la SAB.

Les hydrolysats ont été utilisés pour les analyses d’activités antiradicalaire, antimicrobienne et
cytotoxique. La proportion de protéines hydrolysées par rapport a celle des protéines non

hydrolysées peut permettre une analyse plus précise de ces activités biologiques.

Comme cela avait été montré dans I’étude structurale de la BLG modifiée par différents
sucres (8 2.3.3), plus la protéine est modifiée, plus elle est sensible a I’hydrolyse pepsique.

Ainsi, les échantillons de BLG native ou chauffée en absence de sucres étaient résistants a
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I’hydrolyse pepsique. Environ 95 et 85%, respectivement de la BLG native ou de la BLG
chauffée en absence de sucre, n’ont pas été hydrolysés par la pepsine aprés 120 minutes
d’incubation a 37°C avec I’enzyme. La BLG chauffée en présence de lactose (le sucre le
moins réactif) était la protéine modifiee la plus résistante a la pepsine puisque 74% des
protéines restaient non hydrolysées. Les hydrolysats pepsiques de la BLG modifiée par le
rhamnose, le glucose ou le galactose montraient respectivement que 56, 42 et 40% des
protéines n’étaient pas hydrolysées. Les échantillons de BLG chauffée en présence
d’arabinose ou de ribose (les sucres les plus reactifs) etaient les plus sensibles a la pepsine car

respectivement 39 et 28% des protéines demeuraient non hydrolysées.

Le phénomeéne inverse a été observé en utilisant la trypsine : plus la protéine est modifiée,
moins elle est sensible a I’hydrolyse trypsique (8 1.1.4 et 2.1.2). Ainsi, les échantillons
correspondant a la BLG modifiée par les sucres les plus réactifs (arabinose et ribose)
renfermaient respectivement 48 et 97% de protéines non hydrolysées par la trypsine. En ce
qui concerne les autres echantillons un maximum de 24% de protéines non hydrolysées était
obtenu avec la BLG modifiée par le rhamnose et un minimum de 7 et 3% de protéines non
hydrolysées était respectivement mesuré pour la protéine chauffée en absence de sucre et pour

la protéine native.

Dans les mémes conditions d’hydrolyse, la SAB était totalement hydrolysée par la pepsine et

par la trypsine.

2 - Tests d’activité antiradicalaire : évaluation de I’activité antioxydante de la BLG
native ou modifiée par la réaction de Maillard

Les propriétés antiradicalaires de la BLG native, chauffée seule ou en présence de différents
sucres ont été testées avec les protéines non hydrolysées ou hydrolysées par la pepsine ou la
trypsine.

Une étude par cinétique a été réalisée dans le but d’estimer le temps nécessaire pour obtenir
une absorption relativement stable du DPPH apres sa mise en présence avec les différents
échantillons (Fig. 38).
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Figure 38 : Mesure par absorption & 515 nm de la disparition
du DPPH seul (blanc) ou en présence de BLG native ou modifiée
par le rhamnose ou le ribose, ou en présence d’acide gallique.

Pour chaque échantillon, la réaction a été tres rapide dans les cing premiéres minutes de
contact avec le DPPH ; aprés 30 minutes, la réaction a été considérée stable et I’absorption a
pu étre mesurée.

Les activités antiradicalaires des différents échantillons sont reportées sur la figure 39. Les
concentrations en échantillon inhibant 10% (IC.10) et 50% (IC.50) de I’activité radicalaire du

DPPH sont reportées dans le tableau 26.

Pour les échantillons de BLG native, chauffée en absence de sucre et pour la SAB, I’activité
antiradicalaire correspondant a la plus forte concentration utilisée en protéines ou en peptides
(5 mg/ml) était inférieure a 10% (Fig. 39). Pour cette raison, I’IC.10 et I’IC.50 de ces
échantillons n’ont pas pu étre déterminées car elles correspondaient a une concentration en
protéines supérieure a 5 mg/ml (Tab. 26). Une activité antiradicalaire d’environ 7% a été
observée pour tous ces echantillons, soulignant la faible aptitude des protéines a capter les

radicaux libres avant leur glycation.
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La BLG non hydrolysée modifiée par la réaction de Maillard a présenté une activité
antiradicalaire supérieure a celle des protéines non modifiées (BLG, BLG chauffée et SAB).

Activité
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Figure 39 : Activite antiradicalaire de la BLG native, chauffée ou modifiée par
I’arabinose, le galactose, le glucose, le lactose, le rhamnose ou le ribose et de
la SAB, non hydrolysees, hydrolysées par la pepsine et hydrolysées par la trypsine.

L activité la plus importante a été mesurée avec I’échantillon de BLG modifiée par le ribose
(80%). La BLG modifiée par I’arabinose a présenté environ 60% d’activité antiradicalaire et
la BLG modifiée par le rhamnose, le glucose, le galactose ou le lactose, présentait
respectivement 35, 24, 20 et 10% d’activité.

Hormis celle obtenue avec I’échantillon de BLG modifiée par le rhamnose, les activites
antiradicalaires observées pour les échantillons de BLG non hydrolysée étaient directement
liées au taux de glycation. Cette observation est en accord avec les travaux de Nishino et al.
(2000) qui ont mis en éevidence I’aptitude des protéines laitieres modifiées par la réaction de

Maillard a capter des radicaux libres.
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Hydrolysats Hydrolysats
pepsiques trypsiques

1.C.10 1.C.50 1.C.10 1.C.50 1.C.10 1.C.50
Echantillons (mg/ml)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

Protéines

BLG native >5 >5 >5 >5 >5 >5
BLG chauffée >5 >5 >5 >5 >5 >5
BLG-arabinose 0,9 4,0 1,4 >5 1,0 4,8
BLG-galactose 2,0 >5 2,5 >5 2,4 >5
BLG-glucose 2,1 >5 2,4 >5 2,6 >5
BLG-lactose 4,7 >5 2,8 >5 3,5 >5
BLG-rhamnose 1,4 >5 1,7 >5 1,3 >5
BLG-ribose 0,6 2,7 1,5 >5 0,8 3,8
BSA >5 >5 >5 >5 >5 >5

Tableau 26 : Activité antiradicalaire des protéines et de leurs hydrolysats pepsiques
et trypsiques mesurée par la détermination de leurs 1C.10 et 1C.50.

En ce qui concerne les activités antiradicalaires des protéines non-hydrolysées, les différents
échantillons modifiés par la réaction de Maillard peuvent étre classés du moins actif au plus

actif :

BLG-glucose ) .
BLG-lactose < < BLG-rhamnose < BLG-arabinose < BLG-ribose
BLG-galactose

Le taux de glycation n’explique pas entierement I’activité antiradicalaire des échantillons de
BLG modifiée. Dans le cas de la BLG modifiée par le rhamnose, une activité antiradicalaire
d’environ 10% de plus que celle obtenue avec la BLG modifiée par le glucose ou le galactose
a été mesurée alors que ces trois échantillons ont un taux de modification quasi-identique.
Une aptitude particuliere de ce sucre a former des composes antiradicalaires pourrait
expliquer une telle différence.

Afin d’analyser I’influence de la nature du sucre et du taux de modification sur I’activité
antiradicalaire des protéines modifiées, des courbes montrant le nombre de groupes amines
primaires réactifs pour chaque sucre en fonction de I’activité antiradicalaire ont été réalisées
(Fig. 40).
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Figure 40 : Activité antiradicalaire de la BLG modifiée par I’arabinose,
le galactose, le glucose, le lactose, le rhamnose ou le ribose en fonction
du nombre de groupes NH, réactifs de la BLG.

Ces différentes courbes montrent que I’activité radicalaire est en relation non seulement avec
le taux de modification mais aussi avec la nature du sucre utilisé. En effet, dans le cas de la
BLG modifiée par le lactose ou le ribose, pour un nombre de groupes amines primaires
réactifs de 150 nmole, une activité antiradicalaire de respectivement 10 et 46% a été mesurée.
Si cette activité avait seulement été en relation avec le taux de modification, pour une méme
quantité de groupes amines primaires réactifs, une méme activité aurait di étre observeée, ce
qui n’était pas le cas.

Différentes hypotheses peuvent étre formulées pour expliquer cette différence d’activité.
D’apreés la mesure du taux de modification de la BLG, le ribose est le sucre le plus réactif. Ce
sucre permet peut-étre la formation plus rapide d’une grande quantité de composés avancés de
la réaction de Maillard.

Ces composés, souvent colorés et de nature polymérique (Chuyen, 1998 ; Friedman, 1996),
ont pu étre observés par I’étude des spectres d’absorption (Fig. 16 B) et par électrophorese en

présence de SDS (Fig. 30). A I’opposé, le lactose est le sucre le moins réactif; il ne
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permettrait pas la formation d’une grande quantité de composés avancés de la réaction de
Maillard. D’aprés les spectres d’absorption des échantillons de BLG modifiée par le lactose,
seule une petite quantité de composes colores a été formée (Fig. 16 C). L’analyse par
électrophorese en présence de SDS ne montre pas une présence significative de composés de
nature polymérique (Fig. 30).

En plus de leur différence de vitesse de réactivité, le ribose et le lactose ont une nature
chimique et une structure différentes pouvant induire la formation de divers composés de

Maillard ayant des activités antiradicalaires totalement différentes.

Afin d’observer I’influence de I’hydrolyse sur I’aptitude des protéines modifiées par la
réaction de Maillard a capter des radicaux libres, I’activité antiradicalaire d’hydrolysats
trypsiques et pepsiques des échantillons modifies a été étudiée (Fig. 39 et Tab. 26).

Dans le cas des hydrolysats trypsiques, une activité antiradicalaire assez proche de celle de la
protéine non hydrolysée a été observée pour les échantillons de BLG modifiée par le
galactose, le glucose, le lactose ou le rhamnose. Néanmoins, une légere augmentation de
I’activité antiradicalaire a été observee pour la BLG modifiée par le lactose ou le rhamnose.
Cette augmentation pourrait s’expliquer par un démasquage de certains groupes
antiradicalaires situés a I’intérieur de la molécule et rendus accessibles aprés hydrolyse

trypsique.

La BLG modifiée par I’arabinose ou le ribose était la moins hydrolysée par la trypsine (Tab.
25). Pourtant, les différences les plus importantes ont été observées avec ces échantillons.
Aprés trypsinolyse, une diminution de I’activité antiradicalaire de 8% pour la BLG modifiée
par I’arabinose et de 17% pour la BLG modifiée par le ribose a été mesurée, correspondant a

une augmentation respective de 0,8 et 1,1 mg/ml de leur 1.C.50.

L hydrolyse enzymatique n’est pas la seule cause de cette modification d’activité, en
particulier dans le cas de la BLG modifiée par le ribose, car la protéine est quasiment
entierement résistante a I’hydrolyse trypsique. Dans ce cas, le traitement subi apres hydrolyse
(congélation, lyophilisation) pourrait étre la cause de cette perte partielle d’activité

antiradicalaire.
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Les hydrolysats trypsiques des différents échantillons modifiés par la réaction de Maillard

peuvent étre classés par leurs activités antiradicalaires du moins actif au plus actif :

BLG-glucose
BLG-galactose < BLG-rhamnose < BLG-arabinose < BLG-ribose
BLG-lactose

Apreés pepsinolyse, I’activité antiradicalaire des échantillons de BLG modifiée par I’arabinose
ou le ribose a respectivement diminué de 20 et 45%. Les autres échantillons n’ont pas
présenté une telle diminution, leur activité antiradicalaire étant quasiment similaire a celle
obtenue avec les protéines non hydrolysées ou hydrolysées par la trypsine. L’activite
antiradicalaire de la BLG modifiée par le rhamnose est ainsi trés proche de celle de la BLG
modifiée par le ribose.

Les hydrolysats pepsiques des différents échantillons modifiés par la réaction de Maillard

peuvent étre classés par leurs activités antiradicalaires du moins actif au plus actif :

BLG-glucose
BLG-rhamnose ]
BLG-galactose < ) < BLG-arabinose
BLG-ribose
BLG-lactose

Les activités antiradicalaires des échantillons de BLG modifiée par le galactose ou le glucose
non hydrolysés ou hydrolysés par la trypsine étaient trés proches malgré un taux d’hydrolyse
de plus de 80% (Tab. 25). L’activité antiradicalaire de la BLG modifiée par le galactose ou le
glucose n’a donc pas été influencée par une forte hydrolyse.

Par contre, dans le cas de la BLG modifiee par le ribose, une forte diminution de son activité
antiradicalaire a été observée apres son hydrolyse a plus de 70% par la pepsine (Tab. 25).
Dans ce cas, une destruction de la structure tridimensionnelle de la protéine peut expliquer

une telle diminution d’activité.
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3 - Tests d’activité antibactérienne

Differentes especes de bactéries ont été utilisees pour étudier I’activité antibiotique de la BLG
modifiée par la réaction de Maillard (Tab. 24). Les hydrolysats trypsiques et pepsiques ont

aussi été testés pour leur activité antibiotique avec les trois techniques utilisées.

3.1 - Diffusion en surface

Les échantillons ont été déposés sur des disques de papier placés a la surface d’une gélose
ensemencée en surface. Apres diffusion de I’échantillon a la surface de la gélose, aucune zone
d’inhibition de la croissance bactérienne n’a pu étre mise en évidence avec les échantillons de
BLG native, chauffée ou modifiee par les différents sucres. Les hydrolysats trypsiques et
pepsiques ont également donné des résultats négatifs, similaires a ceux obtenus avec les
protéines non hydrolysées. Aucune zone d’inhibition n’ayant pu étre mesurée, aucun résultat

concernant ces experiences n’est présente.

3.2 - Diffusion dans la masse

Pour cette technique, les échantillons ont été déposés dans des puits creusés dans une gélose
ensemencée dans la masse. Apres diffusion de I’échantillon dans la gélose, aucune zone
d’inhibition de la croissance bactérienne n’a pu étre mise en évidence avec les échantillons de
BLG native, chauffée ou modifiée par les différents sucres. Les hydrolysats trypsiques et
pepsiques ont aussi donne des résultats négatifs, similaires a ceux obtenus avec les protéines
non hydrolysées. Aucune zone d’inhibition n’ayant pu étre mesurée, aucun résultat n’est

presenté.

3.3 - Homogénéisation en milieu liquide
Cette technique permet de suivre la croissance bactérienne en milieu liquide, en présence ou
en absence des échantillons a tester. Les résultats obtenus avec la BLG native, chauffée ou

modifiée par le lactose, le glucose ou le ribose sur la croissance de Escherichia coli HB 101

sont présenteés sur la figure 41.
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Figure 41 : Croissance en milieu liquide d’Escherichia coli HB 101 seule (Témoin)
ou en présence de BLG native ou chauffée (A), ou en présence de BLG modifiée
par le lactose, le glucose ou le ribose (B).

Aucune différence significative de croissance n’a été observée entre la bactérie cultivée seule
et celle cultivée en présence des échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée par les

différents sucres.
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Au départ de I’expérience, la bactérie est en croissance exponentielle (Abs = 0,4). L ajout des
différents échantillons de protéine n’a pas modifié cette croissance, un plateau était
systématiquement atteint aprés environ 180 minutes de croissance. Les courbes de croissance
obtenues avec les hydrolysats pepsiques et trypsiques ont donné des résultats similaires quels
que soient I’échantillon ou la souche testée.

Aucune activité antibiotique n’a donc pu étre mise en évidence avec les échantillons
hydrolysés ou non hydrolysés de BLG native, chauffée ou modifiée par les différents sucres

envers I’ensemble des souches bactériennes testées.

4 - Tests d’activité cytotoxique

Comme les échantillons de BLG modifiée par I’arabinose, le galactose, le lactose ou le
rhamnose ont donné des résultats similaires a ceux obtenus avec la BLG modifiée par le
glucose, seuls les échantillons de BLG native, chauffée ou modifiée par le glucose ou le
ribose, et de SAB sont présentés sur la figure 42. La SAB (hydrolysée ou non) a été utilisée

comme contrdle non actif.

Deux lignées cellulaires ont été utilisées pour étudier I’activité cytotoxique des differents
échantillons : la lignée de cellules non-adhérentes (HL-60) et la lignée de cellules adhérentes
(COS-7).

Environ 50 & 60% d’inhibition de la croissance des cellules COS-7 ont été obtenus avec les
échantillons de BLG native, chauffee ou modifiée par le glucose ou le ribose avec la
concentration maximale utilisée (100 pg/ml). Cette inhibition a été observée pour les
protéines non hydrolysées, hydrolysées par la pepsine ou hydrolysées par la trypsine.
L’inhibition de la croissance de la lignée cellulaire COS-7 a été plus faible en utilisant la
SAB ; environ 10 a 20% d’inhibition ont été mesurés en utilisant la plus forte concentration
de cette protéine et de ses peptides. Une différence significative de I’activité cytotoxique
apparente a donc été observée entre les échantillons de BLG et les échantillons de BSA.
Néanmoins, la glycation de la BLG n’a pas permis d’améliorer ses propriétés cytotoxiques
contre la lignée cellulaire COS-7, les échantillons de BLG native ou chauffée seule ont
présenté des inhibitions de croissance similaires aux échantillons de BLG modifiée par les

différents sucres.
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Figure 42 : Activité cytotoxique contre les lignées COS-7 et HL-60 de la BLG native (A),

chauffée (B) ou modifiée par le glucose (C) ou le ribose (D) et de la SAB (E)

non hydrolysées, hydrolysées par la pepsine et hydrolysées par la trypsine.
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La lignée cellulaire HL-60 a semblé plus résistante aux échantillons de BLG que la lignée
cellulaire COS-7. Un maximum d’inhibition de croissance d’environ 30% a été obtenu avec la
plus forte concentration en hydrolysats pepsiques de BLG native, chauffée ou modifiée par le
glucose ou le ribose. Les échantillons de protéines non hydrolysées ou hydrolysées par la
trypsine ont présenté environ 20% d’inhibition de croissance avec la plus forte concentration
utilisée. La SAB non hydrolysée ou hydrolysée par la pepsine a présenté une inhibition
inférieure a celle obtenue avec les échantillons de BLG. Par contre, aprés hydrolyse trypsique,
I’inhibition de croissance de la lignée HL-60 obtenue avec les échantillons de BLG était trés

proche de celle obtenue avec I’échantillon de SAB.
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D - Conclusion

1 - Susceptibilité a I’hydrolyse pepsique et trypsique de la BLG native ou modifiée par la
réaction de Maillard

La susceptibilité des différents échantillons de BLG a I’hydrolyse pepsique ou trypsique est
directement liée au taux de modification par la réaction de Maillard. Une quantité variable de
peptides a donc été obtenue en fonction des échantillons testes.

Plus la protéine est modifiée, plus elle est sensible a I’hydrolyse pepsique et moins elle est

sensible & I’hydrolyse trypsique.

2 - Tests d’activité antiradicalaire

Des activités antiradicalaires ont été observées dans les échantillons de BLG modifiée par la
réaction de Maillard, alors que les protéines non modifiées (BLG native ou chauffée, SAB)
ont présenté une faible aptitude a capter les radicaux libres.

Cette activité est liée au taux de modification (plus la protéine est modifiée, plus son activité
antiradicalaire est forte) et a la nature du sucre utilisé pour modifier la protéine (pour une
méme quantité de groupe NH, réactif, la modification de la BLG par le ribose induit une plus
forte activité antiradicalaire que la modification de la BLG par le lactose).

L hydrolyse des échantillons de BLG modifiée par la réaction de Maillard diminue leur
activité antiradicalaire. Cependant, celle-ci est tout de méme maintenue & un niveau supérieur
a celui des échantillons de BLG non modifiée, révélant la capacité des protéines modifiées a

capter les radicaux libres méme apres leur hydrolyse.
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3 - Tests d’activité antibactérienne

Aucune activité antibactérienne n’a pu étre mise en évidence par les techniques utilisées dans
les échantillons hydrolysés ou non hydrolysés de BLG native, chauffée ou modifiée par la
réaction de Maillard.

Une activité antibactérienne a déja été observée dans des produits de la réaction de Maillard.
Une capacité a inhiber la croissance bactérienne a été mise en évidence dans des systemes
modeéles composés d’arginine et de glucose, d’arginine et de xylose, et d’histidine et de
glucose (Einarson et al., 1983 ; Einarson, 1987 a, b). Apres modification du lysozyme par le
dextran, une modification de son spectre d’activité a été observee : en plus de son activité
d’inhibition de la croissance des bactéries Gram positives, la protéine modifiée présente une
activité d’inhibition de la croissance des bactéries Gram négatives.

Néanmoins, aucune activité antibactérienne n’a été observée en utilisant une protéine
modifiée par la réaction de Maillard (ou des peptides issus de sa protéolyse) dont la forme
native est inactive.

Dans notre étude, la BLG native ne présentait aucune activité antimicrobienne. Seule
I’apparition d’une activité nouvelle aurait pu étre observée. Une telle activité est certainement
trés difficile a induire par une modification non spécifique comme c’est le cas de la réaction
de Maillard.

4 - Tests d’activité cytotoxique

La réaction de Maillard est connue pour induire des composes mutagenes et cytotoxiques au
cours de la fabrication et de la cuisson des aliments (O’Brien et Morrissey, 1989). Les
composés avancés de la réaction de Maillard et les amines hétérocycliques sont certainement
impliqués dans ces propriétés. De tels composés n’ont pas semblé étre formes dans les
conditions de réaction utilisées pour modifier la BLG puisqu’aucune différence de
cytotoxicité n’a pu étre observée entre la protéine non modifiée et la protéine modifiée. Le
traitement thermique relativement doux utilisé (72 heures a 60°C) ne semble donc pas générer

I’apparition de composés mutagénes et/ou toxiques pour les cellules.
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L’inhibition de croissance observée avec la lignée COS-7, en particulier avec les échantillons
de BLG, semble plutdt liée aux caractéristiques biochimiques de la protéine. Une interaction
non spécifique de la protéine avec la matrice extracellulaire des cellules ou avec le plastique

des flasques utilisées pourrait géner I’adhésion des cellules, inhibant ainsi leur croissance.
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Depuis sa premiere description en 1912 par L. C. Maillard, la réaction du méme nom fait
I’objet de nombreuses recherches dans le domaine des sciences des aliments. Une grande
quantité de publications scientifiques ont été redigées sur la réaction complexe entre les
composes aminés et les sucres reducteurs. De nombreux composés ont éeté identifies afin de
mieux appréhender les mécanismes de dégradation et de polymérisation des sucres et des
composés aminés ainsi que la formation d’arémes.

Bien que cette reaction soit couramment rencontrée lors de processus industriels et dans la
cuisson des aliments, son influence sur les propriétés fonctionnelles et la valeur nutritive des
protéines alimentaires ainsi modifiées est encore assez mal connue.

Depuis environ 20 ans et la mise en évidence de son implication au cours du vieillissement et
chez les diabétiques dans de nombreuses pathologies humaines, comme la cataracte ou la
maladie d’Alzheimer, la réaction de Maillard semble maintenant un domaine de recherche

privilégié des physiciens et des biologistes (Henle, 2001).

Le travail réalisé au cours de ma these consistait a modifier par la réaction de Maillard une
protéine alimentaire et a étudier I’influence des composés formés sur les caractéristiques
physico-chimiques de la protéine dans le but d’améliorer les propriétés techno-fonctionnelles
et de générer de nouvelles fonctions biologiques aux protéines et peptides modifiés.

CHAPITRE 1: PREPARATION ET CARACTERISATION DES PROTEINES
MODIFIEES

L’étude a été realisee avec un systeme composé d’une protéeine (la béta-lactoglobuline variant
A) et de différents sucres. Ce systeme simplifié, volontairement éloigné des systémes
biologiques et/ou alimentaires, avait pour objectif d’appréhender les mécanismes de
modification et I’influence des conditions de milieu sur la modification.

La nature du sucre et le temps de chauffage ont été identifiés comme étant des facteurs
fondamentaux dans I’avancée et le controle de la réaction de Maillard entre une protéine et un
sucre réducteur. D’autres conditions opératoires comme le pH, la température, la présence de
sels ou I’ajout d’autres protéines peuvent amener des informations supplémentaires sur cette
réaction.

L’étude des mecanismes de modification a mis en évidence certains sites préférentiels de

glycation de la protéine, la présence de pontages entre monomeres, responsables, au moins en
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partie, des premieres étapes de polymérisation dans la formation de mélanoides et une
modification structurale de la protéine modulée par le taux de glycation.

La nature des pontages covalents responsables de la formation des dimeéres, triméres et
tétrameres n’a pas été élucidée. Seules des hypotheses sur la présence d’une fonction
imidazole dans ces liaisons ont été avanceées.

Une étude plus approfondie de ce type de liaison pourrait permettre de mieux comprendre les
phénomenes de polymérisation. Des applications en médecine sont possibles, une inhibition
spéecifique de ce type de pontage pourrait notamment ralentir I’évolution de la cataracte ou de

maladies dégénératives comme la maladie d’Alzheimer.

CHAPITRE 2 : ETUDE DES PROPRIETES TECHNO-FONCTIONNELLES
DES PROTEINES MODIFIEES

Une amélioration de la stabilité thermique, des propriétés émulsifiantes et moussantes a été
observée en utilisant les protéines modifiees dans certaines conditions de pH ou de
température.

Les échantillons les plus modifiés ont présenté la meilleure solubilité a la suite d’un
traitement thermique. La fixation de sucre a la surface de la proteine, par modification de la
charge globale, et par augmentation des possibilités d’hydratation, a ainsi amélioré la stabilité
thermique de la béta-lactoglobuline.

Le maintien des propriétés émulsifiantes obtenues avec les protéines les plus modifiées lors
du changement de pH de 7,0 a 5,0 est sirement lié en grande partie a la solubilité de ces
échantillons aux differents pH.

Un taux de modification moyen (obtenu avec le glucose ou le galactose) a présenté le meilleur
compromis pour obtenir des mousses stables avec un faible drainage. Un taux de modification
élevé déstabilise la mousse (en partie a cause de la déstructuration de la protéine) et un taux
de modification faible augmente le drainage. L’utilisation de polyosides pourrait étre
envisagée pour améliorer les propriétés moussantes de proteines modifiées par la réaction de
Maillard.
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CHAPITRE 3 : ETUDE DES PROPRIETES BIOLOGIQUES
DES PROTEINES MODIFIEES

La modification de la béta-lactoglobuline par la réaction de Maillard n’a pas permis de
conférer aux protéines et peptides modifiés de nouvelles propriétés antibiotiques et
cytotoxiques décelables.

Par contre, I’étude des propriétés antiradicalaires a mis en évidence une aptitude des protéines
et peptides modifiés a capter les radicaux libres proportionnellement & leur taux de
modification et dépendant du sucre utilisé.

Des études plus approfondies des propriétés antioxydantes des protéines modifiées par la
réaction de Maillard en utilisant d’autres techniques (dosage d’oxygéne, de composes volatils,
d’hydro peroxydes...) devraient permettre de mieux appréhender ces propriétés dans leur

ensemble.

Cette propriété biologique de la béta-lactoglobuline modifiée par la réaction de Maillard peut
présenter de nombreux avantages pour son utilisation éventuelle comme ingrédient
alimentaire doté de certaines propriétés fonctionnelles intéressantes et d’une aptitude a capter

les radicaux libres.
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Résumé

La premiére partie de ce travail décrit la modification de la béta-lactoglobuline a l'aide de la
réaction de Maillard (greffage de sucres) et la caractérisation des propriétés physico-
chimiques et structurales des dérivés obtenus. En plus de la présence de composés colorés
caractéristiques de cette réaction, une modification du taux de glycation, du point
isoélectrique et de la sensibilité a I’hydrolyse trypsique est observée en fonction du temps de
réaction et du sucre utilisé. L’analyse des produits modifiés révéle des sites de glycation
préférentiels et met en évidence le réle des sucres dans les pontages covalents conduisant a la
formation de polymeéres. La modification de la structure native de la protéine semble
proportionnelle a la réactivité du sucre utilisé. La seconde partie de ce travail consiste a
rechercher de nouvelles propriétés techno-fonctionnelles et biologiques. Les protéines
modifiées présentent une meilleure stabilité au cours du chauffage en comparaison avec la
protéine native. Les protéines les plus modifiées stabilisent le mieux les émulsions, alors que
des protéines ayant un taux de modification intermédiaire semblent les mieux adaptées a la
formation de mousses. Les proteines modifiées par la réaction de Maillard comme les
peptides issus de ces protéines présentent une activité antiradicalaire proportionnelle au taux
de modification des protéines. Aucune activité antibiotique ou cytotoxique spécifique a la
glycation n’est détectée avec les quatre souches bactériennes et les deux lignées cellulaires
utilisees.

Techno-functional and biological properties of beta-lactoglobulin
modified through the Maillard reaction

Summary

The first part of this work means in modifying beta-lactoglobulin through the Maillard
reaction (linkage of sugars) and in the characterization of the physico-chemical and the
structural properties of the products. In addition to colored compounds, characteristics of the
reaction, a modification of glycation degree, isoelectric point and susceptibility to tryptic
hydrolysis is observed as a function of reactional time and sugar used. Analysis of modified
products reveals preferential glycation sites and shows the role of sugars in covalent linkage
leading to polymer formation. The second part of this work means in the research of new
techno-functional and biological properties. Modified proteins show a better stability during
heating as compared to native samples. The best emulsion stability is observed with the most
modified products, whereas medium modified samples seems the most adapted in the
formation of foams. Proteins modified through the Maillard reaction and peptides issued from
these proteins present a radical scavenging activity proportional to the glycation degree of
proteins. No antibiotic or cytotoxic specific activities is detected with the four bacteria strains
and two cellular lines used.
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