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Caractérisation et modélisation de la production des radicaux libres oxygénés par la chimie de
Fenton dans un milieu mimétique de la viande

Résumé : La maitrise de la qualité des produits carnés transformées (conservés, marinés, cuits, salés,
digérés...) nécessite une meilleure compréhension des mécanismes responsables des phénomeénes
oxydatifs et des lois cinétiques qui les régissent. Au cours des processus oxydatifs, la phase d’initiation
des oxydations est capitale. Cette phase se caractérise par la vitesse a laquelle 1’oxygéne et le peroxyde
d’hydrogene réagissent avec le fer dont la viande est plus ou moins riche selon I’espéce. Les radicaux
libres, principalement superoxyde (O2°-) et hydroxyle (OH®) conduisent a I’oxydation des lipides et des
protéines de la viande. Ce travail s’appuie en alternance sur des expérimentations avec un milieu modéle
bien contrdlé et des sondes spécifiques permettant de caractériser la production radicalaire, et sur des
simulations de calculs avec un modele steechio-cinétique basé sur un ensemble de réactions élémentaires
et de réactions bilans permettant d’évaluer I’incidence i) de chacun des paramétres du systeme
réactionnel (constante réactionnelle k, énergie d’activation Ea, réactivité du fer P) ii) de la concentration
en réactants (Fer, H.O,, chlorure et antioxydants iii) des conditions environnementales (température, pH
et force ionique) sur les cinétiques de production des radicaux libres. Les résultats expérimentaux
montrent : (1) un effet synergique des oxydants et de la température sur les oxydations (2) une incidence
importante des contres ions et du pH sur les complexes du fer et les niveaux d’oxydation (3) un important
effet de la nature des oxydants et des antioxydants sur l'oxydation. Les constantes de vitesse
controversées et les énergies d'activation de certaines réactions ainsi que les coefficients de réactiviteé du
fer ont été ajustés localement un par un. Les prédictions du modele stoechio-cinétique reproduisent des
tendances expérimentales, exceptés pour des concentrations élevées en réactants, pour des températures
extrémes et certains antioxydants. Une optimisation globale des valeurs des k, des Ea et de la réactivité
du fer pourrait améliorer les résultats prédictifs.

Mots clés : fer non héminique, oxydation, radicaux libres, constante de vitesse, réactivité du fer, énergie
d’activation, modélisation, viande transformée

Characterization and modeling of oxygenated free radicals production by Fenton chemistry in
a meat mimetics medium

Abstract: Control of meat quality during meat processes (storage, cooking, curing, digestion) requires
a better understanding of the mechanisms responsible of the oxidative phenomena and of the kinetic
laws that govern them. The initiation stage of oxidation is crucial and characterized by the rate of
reaction of oxygen and hydrogen peroxide with iron; this latter compound is more or less rich depending
on muscles, animals and species. Superoxide radical (O2™~) and hydroxy! radical (OH®) are produced and
initiate the cascade of reactions implicated in protein and lipid oxidations. To investigate the impact of
the physicochemical parameters on the free radicals production our trials were carried out with a mimetic
model of meat using two specific probes (nitroblue tetrazolium and terephthalate) and a stoichio-kinetic
mathematical model composed of interactive chemical reactions. This approach enables to measure
many production kinetics of O,™ and OH® and to assess unknown kinetic parameters (rate constant and
activation energy and iron reactivity) by comparison of calculations to measurements. The experimental
results show: (1) a synergistic effect of oxidants and temperature on oxidations (2) a significant effect
of counter ions and pH on iron complexes and oxidation levels (3) a significant effect of oxidants and
antioxidants on oxidation. Controversial rate constants and activation energies of some reactions as well
as iron reactivity coefficients were adjusted. The predictions of the stoechio-kinetic model reproduce
experimental trends except for high reactants concentrations, for extreme temperatures and for some
antioxidants. A global optimization of k, Ea and iron reactivities values could improve predictive results.

Keywords: iron, oxidation, free radicals, rate constants, modelling, iron reactivity, energy activation,
meat process
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Introduction générale

Mon projet de these s’inscrit dans le cadre du projet STABOXAL (STABIlité Oxydative des
ALiments), coordonné par Jean Dominique-Daudin (Directeur de recherches-INRA-Theix).
Les référents pour I’Unité Mixte de Recherche Ingénierie Procédés Aliments (GENIAL) et
I’Unité de Recherche et I'unité QuaPA sont respectivement Marie-Elisabeth Cuvellier et

Philippe Gatellier. Le projet SABOXAL était financé par 1’Institut Carnot Qualiment.

e Contexte et enjeux économiques et socié¢taux de STABOXAL

Comprendre, quantifier et modéliser les mécanismes oxydatifs au sein des aliments dans le but
d’améliorer leur stabilité oxydative, c’est contribuer a préserver leurs qualités sensorielles et
nutritionnelles, et a réduire le gaspillage en évitant les pertes tout au long des circuits de
distribution. Ceci répond, d’une part, a [Dattente des consommateurs de produits
nutritionnellement sains et appétants, et d’autre part, a une exigence de développement durable.
De ce point de vue, rappelons que I’ambition des autorités Européennes est de réduire de 50 %
les pertes et les gaspillages alimentaires annuels a 1’horizon 2025, actuellement estimé a 190
kg/personne (Anonyme, 2012 et 2013). Au niveau mondial, diviser par deux les pertes et
gaspillages le long de la chaine alimentaire permettrait d’économiser une quantité de ressources

alimentaires équivalente a 25% de la production agricole actuelle (Esnouf et al., 2011).

Depuis longtemps, de nombreux travaux sont menés en vue de caractériser les systémes
oxydatifs au sein des aliments. Les efforts sont surtout concentrés sur les méthodes et
techniques expérimentales. lls apportent une compréhension de plus en plus fine des
mécanismes impliqués. Toutefois, trés peu de ces travaux sont dirigés vers la modélisation des
cinétiques des réactions pour des schémas réactionnels qui sont souvent trés complexes. Or, la
modélisation permet a la fois de tester des hypothéses sur les mécanismes mis en jeux et de
prédire I’effet des procédés de transformation sur la qualité des produits.

e Objectifs de STABOXAL

Les objectifs du projet sont I’amélioration de notre compréhension des mécanismes oxydatifs
pour les modéliser, et la construction d’un outil mathématique unique de simulation des
réactions d’oxydation des aliments qui permettra de capitaliser les connaissances acquises en
biochimie des aliments mais aussi en chimie hors du domaine alimentaire : dégradation des

lignines (projet Lignoxyl , UMR FARE de Reims).



e Problématiques et objectifs de de la these

Dans cette these, nous nous intéressons a la viande et aux produits carnés. En effet, les procédés
de transformation (conservation, cuisson, salaison, digestion) permettent de préserver et/ou
d’améliorer certaines qualités des produits animaux mais peuvent conduire aussi a 1’oxydation
des lipides et des protéines avec un impact négatif sur les qualités sensorielles (Haak et al.,
2006) et nutritionnelles (Gatellier & Santé-Lhoutellier, 2009) des produits. La maitrise de la
qualité des produits carnés nécessite donc une meilleure compréhension des mécanismes
oxydatifs et des lois cinétiques qui les régissent. Au cours de I’oxydation, la phase d’initiation
des réactions est capitale. Cette phase se caractérise par la vitesse avec laquelle I’oxygéne et le
peroxyde d’hydrogene, en interaction avec le fer (dont la viande est plus ou moins riche selon
’espéce), se transforment en radicaux libres, principalement en radical superoxyde (O2~) et en
radical hydroxyle (OH"). L’objectif de la thése est de créer un modéle mathématique qui permet
d’analyser le systéme réactionnel impliqué dans la phase d’initiation et de prédire 1’évolution

de la production des radicaux libres dans les produits carnés.

Cette approche s’appuie en alternance sur des expérimentations dans un milieu modeéle bien
contr6lé, et des calculs de simulation basés sur un modéle mathématique stoechio-cinétique qui
permet d’évaluer I’incidence de chacun des paramétres du systéme réactionnel (constante
réactionnelle k, énergie d’activation Ea, réactivité du fer), et des conditions environnementales
(concentration des réactants, température, pH et force ionique), sur les cinétiques de production
des radicaux libres. Ce travail de modélisation de la phase d’initiation des oxydations dans la
viande est novateur et s’inscrit dans la continuité du travail de modélisation des phénoménes
d'oxydation et de dénaturation thermique des protéines carnées lors au chauffage réalisé par
Aurélie Promeyrat dans le cadre de sa these (2013).

Dans ce manuscrit, les caractéristiques de la viande et les principaux phénomeénes oxydatifs qui
se déroulent dans la viande et les produits carnes sont décrits dans la partie bibliographique
(chapitre ). Le chapitre Il est consacre a la presentation du milieu mimétique de la viande et
des protocoles expérimentaux utilisés. Le développement du modeéle stoechio-cinétique est
détaillé dans le chapitre I11. Le chapitre IV permet de comparer les résultats expérimentaux aux
valeurs simulés par le modéle stoechio-cinétique. Deux incursions sont faites pour observer
I’effet de procédés particuliers (salage, marinage) ou de la digestion sur la production des
radicaux libres. Le manuscrit se termine par une discussion sur les performances et les limites

du modéle actuel quant a la prédiction des radicaux libres dans le milieu mimétique de la viande.



Des perspectives sont données quant a 1’extension potentielle du modele a la conservation de

tranches de viande puis a leur digestion.
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1.1 Le muscle-la structure musculaire

D’apres la définition du Larousse, un muscle est un organe capable de se contracter et d'assurer
le mouvement ou la résistance aux forces extérieures. On en distingue trois types : les muscles
squelettiques, les muscles lisses et le muscle cardiaque (appelé myocarde). Les trois types de
muscle jouent chacun un role dans la physiologie animale. Dans cette étude, je m’intéresse au

muscle squelettique. De quoi est constitué le muscle squelettique ?
[.1.1Les muscles squelettiques

Le muscle constitue en moyenne 40% du poids corporel total. Le muscle squelettique de
mammifére (Figure 1) a généralement la forme d’un fuseau aux extrémités duquel se trouvent
les tendons qui assurent 1’attachement du muscle a I’os. Les tendons sont formés de tissu
conjonctif (collagéne) et vont permettre d’assurer le mouvement en relayant le message
musculaire aux parties osseuses. Le muscle est constitué de fibres ou cellules musculaires (75
a 92% du volume musculaire) entourées d’une membrane, I’endomysium. Ces fibres sont
assemblées en faisceaux (myofibrilles, longues structures filamenteuses alignées) maintenus
par le périmysium, eux-mémes ceint par I’épimysium. Les fibres musculaires sont dites des
cellules géantes (longues et fines) puisque leurs tailles peuvent varier de 10 a 100 um. De plus,
ce sont des cellules plurinucléées dont les noyaux sont localises en périphérie. Elles résultent
de la fusion de milliers de myoblastes (cellules souches responsables de la différenciation

musculaire).
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Figure 1 : Structure globale du muscle squelettique

La viande est le résultat de I’évolution post mortem du tissu musculaire squelettique (ou
strié) et du tissu adipeux. La connaissance de la structure de ces tissus est indispensable

a la compréhension des mécanismes responsables du déterminisme des qualités de la

viande.

1.1.2 Transformation du muscle en viande

Au cours de sa transformation en viande, le muscle squelettique passe successivement par trois

états différents (Figure 2) qui sont I’état pantelant, 1’état rigide (rigor mortis) et I’état maturé.
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Figure 2 : Evolution de la dureté du muscle post mortem au cours du temps (tiré de Ouali,
1991)

1.1.2.1 Etat pantelant

Dans les secondes qui suivent I’abattage, I’animal se trouve dans un état pantelant. Cet état se
traduit par des contractions persistantes de la musculature, probablement causées par des
excitations nerveuses. Sa durée coincide en effet avec la durée de survie du systeme nerveux et
n’excede pas 20 a 30 minutes. Sur le plan biochimique, cette phase n’est pas encore bien
caractérisée. De plus, les modifications que subit la structure musculaire pendant cette période
ainsi que leurs conséquences sur le déroulement des phases ultérieures sont, sinon totalement

inconnues, tout au moins trés mal connues.

1.1.2.2 Modifications et transformations biochimiques pendant la rigor
L’abattage de I’animal entraine 1’arrét de la circulation sanguine et prive la cellule musculaire
de nutriments et d’oxygene (anoxie). Seuls les mécanismes anaérobies continuent de
fonctionner : il en résulte des modifications du métabolisme qui présentent des répercussions

sur la structure méme du tissu musculaire (Lawrie, 1966).

Réactions biochimiques

D’apres 1’étude sur les conséquences des traitements technologiques sur la qualité de la viande
menée par Ouali. (1991), I’état rigide est I’aboutissement de la phase d’installation de la rigidité
cadavérique ou rigor mortis. Apres 1’abattage, du fait de 1’arrét de la circulation sanguine, le
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muscle se trouve privé d’oxygeéne. La synthése d’ATP, composé essentiel a la survie de la
cellule, qui, du vivant de I’animal, est assurée par la respiration, va désormais étre moins
efficace. Cette synthése d’ATP repose alors essentiellement sur la dégradation de la
phosphocréatine PCr dont les stocks sont limités puis du glycogene qui est la principale forme
de réserves glucidiques du tissu musculaire. Le taux d’ATP reste a peu prés constant tant que
la concentration de PCr est relativement élevée. Des que celle-ci devient insuffisante pour
compenser la disparition de ’ATP, la concentration de ce dernier décroit et la rigidité
cadavérique s’installe progressivement, la production d’ATP a partir du glycogene (glycolyse)
ne permettant pas, a elle seule, de contrebalancer son hydrolyse. En effet, ’ATP qui fournit
I’énergie au muscle lors de la contraction joue également le role de plastifiant puisque ¢’est lui
qui permet au muscle de se relaxer. En son absence, il est aisé de comprendre que le muscle va
perdre ses propriétés d’¢lasticité et devenir rigide. L hydrolyse de I’ATP libere des protons dans
le milieu cellulaire a raison d’un proton par molécule d’acide lactique produite par la glycolyse.
(Figure 3). Le muscle s’acidifie et le pH décroit pour atteindre, chez des animaux en bon état
physiologique, des valeurs finales (pH final ou pH ultime) comprises entre 5,4 et 6,0 selon le
type de muscle. Le pH final est ainsi plus élevé pour les muscles rouges a contraction lente en
raison de I’inactivation, lorsque le pH est inférieur a 6,0, des ATPases qui sont a 1’origine de
cette acidification. La glycolyse s’arrétera donc soit quand le pH ultime est atteint (cas normal),
soit par épuisement prématuré des réserves de glycogéne anormalement basses au moment de
I’abattage. La cinétique de ces processus, tous de nature enzymatique, dépendra (a) de la vitesse
d’hydrolyse de I’ATP qui régle la vitesse de I’ensemble des autres réactions y compris la vitesse
de chute du pH, (b) du niveau des réserves énergétiques au moment de la mort (ces réserves
étant essentiellement constituées de glycogeéne, le pH ultime de la viande sera déterminé par le
taux de glycogene musculaire a 1’abattage (Monin 1988)) (c) comme tous ces phénomenes sont
enzymatiques, il parait enfin évident que la température ou, plus exactement, les conditions de
premiére réfrigération (conditions de réfrigération dans les 24 a 36 premieres heures qui suivent
I’abattage) vont jouer un role primordial dans la définition de la cinétique d’installation de la
rigidité cadavérique. En d’autres termes, la vitesse de chute du pH augmentera avec la vitesse
de contraction des muscles et avec la température tandis que son amplitude sera, pour un muscle

donné, principalement fonction du taux de glycogéne au moment de I’abattage.
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Figure 3 : Réactions de synthese de I’ATP (tiré de Monin, 1988)



Le pouvoir tampon

Nombreux sont les facteurs qui influencent la chute du pH dans le muscle durant la rigor. On
distingue des facteurs extrinseques et intrinseques dont le pouvoir tampon du tissu. Celui-ci se
définit comme la capacité du tissu a résister aux changements du pH quand une quantité d’acide
ou de base est ajoutée. Il s’exprime en mmol H* .kgt.pH™. Le Tableau 1 montre les valeurs du
pouvoir tampon dans certains muscles de différentes espéces animales (porcs, veaux et poulets).
Chez les volailles, en particulier chez le poulet (Van Laack et al., 2000), de méme que chez le
porc (Van Laack & Kauffman, 1999), le muscle pectoral ainsi que le muscle Longissimus
lumborum (porc) peuvent accumuler la méme quantité d’acide lactique avec un pH ultime
différent. Ce phénomene peut étre expliqué par la variation du pouvoir tampon de la viande
entre ces deux especes (Van Laack et al., 2001). Celui-ci varie en fonction des caractéristiques
métaboliques du muscle ; il est plus élevé dans les muscles blancs (glycolytiques) que dans les
muscles rouges (oxydatifs et oxydo-glycolytiques) (Rao & Gault, 1989 ; Puolanne & Kivikari,
2000). Les principaux composés qui affectent le pouvoir tampon de la viande sont 1- le
phosphate inorganique, 2- I’histidylimidazole (résidu des protéines myofibrillaires) et 3- les
dipeptides (carnosines et anserine) (Kivikari, 1996). La différence de pouvoir tampon entre le
muscle blanc et le muscle rouge serait liée a la différence de concentration de I’histidine qui est
plus importante dans les fibres blanches que dans les fibres rouges (Olsman & Slump, 1981).
Dans le muscle du porc, Sayre et al. (1963) rapportent que le pouvoir tampon augmente avec
le temps post mortem. Par contre, chez le bovin, Honikel & Hamm (1974) cités par Kyla-Puhju
et al. (2004) trouvent que le pouvoir tampon est indépendant du temps écoulé post mortem.
Dans une étude sur la qualité de la viande de dinde, Molette et al. (2003) indiquent que le
pouvoir tampon est maximal a 3 h post mortem, il diminue entre 3 h et 6 h post mortem et reste

constant jusqu’a 24 h post mortem.

Tableau 1 : Pouvoir tampon dans certains muscles de plusieurs especes animales

Pouvoir tampon (en mmmole H pH' kg™)

m. longissimus m. triceps Muscle pectoral Muscles de
55<=pH=<70 brachii la cuisse
Porcs 52 45 - -
Veaux 51 48 - -
Poulets - - 58 41
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1.1.2.3 La maturation

La maturation permet I’attendrissage de la viande et résulte de la dégradation de certains
¢léments de la fibre musculaire (la rupture des stries Z et 1’allongement des sarcomeéres) ou du
tissu conjonctif par deux groupes de protéases (les protéinases neutres et les protéines
lysosomiales) et vraisemblablement des mécanismes non enzymatiques dépendant du calcium
(Liu et al., 1994 ; Taylor et al., 1995 ; Takahashi, 1996 ; Shreurs, 1997). La maturation de la
viande de poulet est plus rapide que celle des mammiféres, en particulier celle des bovins et des
ovins qui durent plusieurs semaines. Shreurs (1997) rapporte que la maturation de la viande de
poulet est efficace puisque qu’en moins de 24 heures la tendreté finale est atteinte. La forte
activité protéolytique qui caractérise les muscles de poulets explique en partie la vitesse de
maturation élevée de cette espece (Blanchard & Mantle, 1996). L’évolution de la maturation
est fortement liée a ’effet animal, au type musculaire et a I’environnement (la température).
Ainsi la vitesse de maturation est supérieure dans les muscles blancs et lorsque la température
est élevée (Berri & Jehl, 2001).

I.1.3Composition et valeur nutritionnelle de la viande

La composition chimique du muscle est tres variable entre les animaux, chez un méme animal
et d’un muscle a I’autre. Toutefois, la viande a pour principal intérét nutritionnel les apports en
protéines, notamment en acides aminés indispensables, en fer héminique qui est la forme la plus

assimilable du fer, et en vitamine B12 essentiellement dans les viandes de ruminants.

1.1.3.1 Apport proteique

Les viandes renferment en moyenne 20 % de protéines. Ces protéines sont composées
essentiellement de myosine, myoalbumine et de collagéne. Il s’agit, pour la myosine et la
myoalbumine, de protéines de qualité comportant tous les acides aminés indispensables ce qui
confere aux viandes un bon coefficient d’efficacité protidique. Les morceaux de 2¢ et 3¢
catégorie! sont plus riches en tissus conjonctifs (élastine et collagéne surtout). Le collagéne,
pauvre en tryptophane et en acides aminés soufrés, diminue la valeur biologique des viandes
qui en sont riches. Il en est de méme pour I’¢lastine dont 1’équilibre en acides aminés
indispensables est médiocre. Les viandes apportent d’autre part une petite quantité de

substances azotées non protéiques (purines entre autres). La teneur moyenne en protéines varie

! La 1ére catégorie représente les morceaux a cuisson courte : filet, escalope, bifteck, cote...
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de 17 a22% selon I’espece. Le Tableau 2 met en évidence 1’aspect qualitatif des protéines dans

les viandes issues de différentes espéces animales.

Tableau 2 : Composition moyenne en acides aminés de la viande de différentes especes

animales
ANC Lapin Porc Veau et Taurillon Poulet
Source /;\;USJS’;I\ Combes (2004) Gigaud (2006) Dalle Zotte (2004)
Lapin non dégraissé Lapin dégraissé
Unité ma/ka/ir | 9/100g %ANC* | g/100g %ANC* [g/100g % ANC* 9/100g % ANC* 9/100 g %ANC* | g/100g | % ANC*
Arginine 1,12 .21 13 097 123 1,22
Histidine n 0,52 67,5 0,53 68,8 0,56 72,7 0,49 63,6 059 76,6 052 67,5
Isoleucine 18 0.91 722 0,86 68,3 092 73 0,77 61,1 093 738 091 72,2
Leucine 39 18 659 1,51 55,3 1,64 60,1 1.2 bb 1,57 575 1.6 58,6
Lysine 30 1.84 87.6 1.6 76,2 1,78 84,8 1,29 61,4 1,69 80,5 1,66 79
Méthionine 0,54 0,52 0,55
Méthionine et cystine [ 15 1.1 1048 0.75 .4 077 733 0.6 57.1 0,74 705 0.77 733
Phénylalanine 0,84 0,72 08 0,63 038 0,73
Tryptophane 27 0.1 84,7 725 87.8 0.2 725 072 16,4 0.21 84,7
Tyrosine 0,66 0,65 086 0,54 0,68 0,66
Thréonine 16 1 99.1 0,85 75.9 092 82,1 0,74 66,1 0.85 759 085 75,9
Valine 18 0,98 778 0,94 74,6 1 794 0,81 643 1,02 81 0,89 70,6

---- Acides aminés indispensables
---- Acides aminés conditionnellement indispensables : acides aminés indispensables pour des populations
particuliéres (prématurés, individu en période de stress...) (Martin, 2001)  * pour un homme adulte de 70 kg

1.1.3.2 Apport lipidique

La teneur en maticres grasses des viandes varie selon I’espéce, 1’état d’engraissement de
I’animal et le morceau considéré. Les matieres grasses se trouvent a la surface de la carcasse
(graisses de couverture), autour des muscles ou a I’intérieur du muscle (marbré, persill¢).
Compte tenu de ces considérations une viande peut contenir 2 a 30 % de graisses (Tableau 3).
Les viandes les plus maigres (< 10 %) sont le lapin, le cheval, le veau, le poulet et la dinde (sans
peau). Parmi les viandes les plus grasses (10 a 30 %) on trouve certains morceaux de beeuf et
de porc ainsi que I’agneau, 1’oie et le canard. Ces différences entre especes restent relatives car
il est toujours possible de choisir des morceaux trés maigres (filet de porc, filet de canard sans
la peau...). Le gibier est considéré comme viande maigre (~5 %). Les lipides des viandes sont
constitués principalement d’acides gras saturés et monoinsaturés. Leur composition varie
cependant en fonction du type de viande considére. Les volailles représentent globalement une
bonne source d’acides gras mono et polyinsaturés (Tableau 3). Toutes les viandes, mémes

maigres sont sources de cholestérol.
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Tableau 3 : Composition moyenne en acides gras de la viande de différentes espéces

Viande Lapin Porc Taurillon Veau Poulet
Unité g/100 g % d'acides | g/100g | %d‘acides | g/100g % d'acides | g/100g % d'acides g/100g
gras gras gras gras
Source Gigaud (2006) Dalle Calculé* | Dalle Zotte | Calculé* | Dalle Zotte | Calculé* Dalle Zotte Calculé*
Zotte (2004) (2004) (2004)
(2004)

Lapin non Lapin
dégraissé | dégraissé

Acides gras saturés 5,13 3,55 37 3,23 39.5 3,55 38,9 1,56 32 2,1

Acides gras 4,19 4,34 444 3,87 42,4 3,82 34,4 1,38 41 2.7
moneinsaturés

Acides gras 2,98 25 18,5 1,67 9,5 3,61 15,2 0,6 25,1 1,66
polyinsaturés,

dont :

acide linoléique 25 22 14,3 1,25 63 0,57 12,4 05 20,1 1,33
acide or-linolénique 0,32 0,27 0,55 0,05 0,91 0,08 0,42 0,017 0,49 0,03
acide linoléique/acide 7.8 8,1 32,5 25 9,47 712 36,6 29,4 18 4L,

a-linolénique

ANC en acide 16 13,5 2,5 4 085 1.5
a-linolénique couverts
par 100 g de viande (%)

* calculé a partir des données de Dalle Zotte (2004) : calcul approximatif a partir de la teneur lipidique
moyenne de chaque viande (porc : 8,73 g /100 g ; taurillon : 9 g/100 g ; veau : 4 g/100 g ; poulet : 6,6 g/100 g) et
des quantités d’acides gras en % d’acides gras totaux
ANC : Apports Nutritionnels Conseillés

1.1.3.3 Apport glucidique
La teneur glucidique des viandes est tout a fait négligeable : elles contiennent environ 1% de
glucides, principalement sous forme de glycogeéne. Cette quantité minime de glycogene
présente dans le muscle est hydrolysée naturellement aprés 1’abattage de 1’animal et ne se

retrouve donc pas dans la viande au moment de la consommation.

1.1.34 Apport énergétique

La teneur en lipides influence directement la valeur énergétique d’un aliment. Les parties les
plus maigres du poulet et du porc semblent peu énergétiques contrairement a plusieurs

morceaux du porc et du beeuf (Tableau 4).
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Tableau 4 : Apport énergétique moyen de la viande de différentes espéces animales

Lapin Boeuf ‘ Poulet \ Porc
Source Combes (2004) Gigaud et Combes (2007)(a) Ciqual 2008
Apport énergétique muscle LL : 144,3 faux-filet : 210,5 blanc:116,8 filet maigre : | roti : 146
(kcal/100 g) cotes : 199 cuisse avec peau : 122,3 cote : 175
rable : 229.9 199 travers : 234
poitrine : 252
1.1.35 Vitamines, minéraux et oligo-éléments

» Apports en minéraux et oligo-éléments

Une grande variété de minéraux et d’oligo-éléments sont présents dans le muscle (Tableau 5).

Indépendamment du taux de fer, les teneurs en minéraux et oligo-éléments des viandes issues

de différentes espéces sont relativement proches. Les produits carnés sont aussi une source

alimentaire importante de zinc, sauf pour la viande de lapin.

Etant donné I’importance de la concentration du fer dans la viande et de son r6le majeur dans

le déroulement des phénomeénes d’oxydation, un paragraphe détaillé lui a été consacré.

Tableau 5 : Composition moyenne en vitamines, minéraux et oligo-éléments de la viande

Unité ANC AJR* Lapin Porc ‘ Taurillon Veau ‘ Poulet
Source Dalle Zotte Gigaud Ciqual (2008) [ Combes Dalle Zotte (2004)
(2004) (2008) (2004)

Vitamine BT | mg 1.3 1.1 0,18 0.04-0,1 0,04 0,08 038-1,12 0,07-0.1 0,06-0,15 0,06-0,12
Vitamine B2 | mg 1.6 1.4 0,09-0,12 0,18-0,21 0,18 0,12 0,1-0,18 0,11-0,24 0,14-0,26 0,12-0,22
Vitamine B3 | mg 14 16 3-4 10,4-9 10,4 9.6 4-48 4,2-53 59-6.3 4,7-13
Vitamine B5 mg & 1,1-0,5 1.1 0.6
Vitamine B6 | mg 1.8 14 0,43-0,59 0.18-0,13 0,18 034 05-0,62 0,37-0,55 0,49-0,65 0,23-0,51
Vitamine B8 Hg 50 50 7-9 0,7
Vitamine B? | pg 300 200 10 &2-2.1 <20 5 1 5-24 14-23 8-14
Vitamine B12 | pg 2 25 2,9-22 2.9 6,8
Vitamine E mg 12 12 0,01-0,4 1.47-112 0,19 0-0,11 0,09-0,2 0.17-0,26 0,13-0,17
Calcium mg 900 800 2,7-93 20 223 16 7-8 10-11 9-14 11-19
Cuivre mg 2 0,06 0,33
Fer mg 1.1-13 0.7 1.4 1.4-17 18-23 08-23 0,6-2,0
Magnésium mg 375 22,6-218 263 24
Phosphore mg 50 700 222-230 200 162 277 158-223 168-175 170-214 180-200
Potassium mg 585 2000 428-431 360-340 318 364 300-370 330-360 260-360 260-330
Sélénium Hg 60 55 90-73 90 77
Sodium mg 3200 37-47 46,9-63,2 107 49 59-76 51-89 83-89 60-89
Zinc mg 12 0 0.7-13 1.27 0,69

e Teneur en fer dans la viande
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D’un point de vue nutritionnel, la fraction minérale des viandes est connue pour sa richesse en

fer. Le fer héminique intervient principalement dans la constitution (i) de la myoglobine, (ii)

mais aussi de I’hémoglobine, un pigment respiratoire des globules rouges qui assurent les
échanges gazeux avec le milieu extérieur, et (iii) de quelques enzymes (Soucheyre, 2008). La

forme non héminique, qui représente seulement 25 a 35% du fer total dans le tissu musculaire,

est localisee dans les protéines de transport (la transferrine) et, en plus grande proportion, dans
les protéines de stockage comme la ferritine. La teneur en fer de la viande est tres variable selon
les espéces. Cette variabilité permet de distinguer les viandes blanches comme le poulet, la
dinde et le lapin, ayant un taux de fer de 0,3 a 4 mg/ 100 g de viande (Anderson & Fitzgerald,
2010), des viandes les plus rouges, telles que le beeuf ou la viande chevaline, ou le taux de fer

va jusqu’a 5 mg pour 100 g de viande (Bauchart & Gandermer, 2010) (Figure 4).
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Figure 4 : Teneurs en fer total dans les tissus musculaire et abats issus de différentes espéces
animales
La teneur en fer héminique est dépendante du taux de myoglobine dans le muscle et ce dernier
est lié au type metabolique des fibres. En 2012, Cross et al. ont développé une méthode
analytique afin de quantifier les différentes formes de fer présentes dans différents morceaux et
ont ainsi pu mettre au point une base de données sur les quantités de fer héminique (FH)
présentes dans les produits a base de viande (Cross et al., 2012). Les teneurs de FH présentes
dans différents type de morceaux de viande et de charcuteries sont présentés dans le Tableau 6.
Comme nous pouvons le voir dans ce tableau, la viande de porc, considérée dans les études
épidémiologiques comme viande rouge, est, selon les morceaux, moins riche en fer héminique

que le poulet, considéré lui comme une viande blanche. Ainsi, le classement en viande rouge
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ou blanche utilisé dans les études epidémiologiques se réfere plutét au type de viande, la viande

de boucherie étant considérée comme rouge et la volaille comme blanche.

Tableau 6 : Teneur en fer héminique en uM/g de viande et de charcuterie (tiré de Sinha et
al., 1998 ; Cross et al., 2012)

Type de viande Teneur en fer héminique (ug/g)

Steak de boeuf (Longe) | 9,3
Réti de beeuf (Rond de gite) | 8,3
Steak haché (15% matiere grasse) | 10,3
Porc (Cotelette) | 3,5
Poulet (Cuisse) | 5,1
Poulet (Blanc) | 2,4
Jambon blanc | 7,6
Hot dog | 6

Bacon | 4,9

e Focus sur le fer héminique

Chez les mammiféres, I’héme est inclus dans les hémoprotéines comme 1’hémoglobine ou la
myoglobine (Figure 5). Ces hémoprotéines sont indispensables au stockage et au transport de
I’oxygene dans I’organisme. La myoglobine (transporteur de I’oxygene dans le muscle) est le
principal pigment responsable de la couleur de la viande. C’est une chromoprotéine constituée :
e d’un groupement héminique I’héme composé d’un noyau porphyrine renfermant en son
centre un atome de fer (Figure 6). La capacité de 1’atome de fer a changer d’état
d’oxydation en fait un catalyseur biologique polyvalent qui peut étre impliqué dans les
réactions d’oxydation, de transfert d’électron, et qui peut fournir de I’oxygene aux

cellules.

e d’une protéine : la globine.
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Figure 6 : Structure de I’héme (Bastide et al., 2011)

La viande rouge est la source alimentaire la plus riche en fer héminique lequel est mieux absorbé
lors de la digestion que le fer non héminique (Layrisse et al., 1969 ; Carpenter and Mahoney,
1992).

L’intensité de la couleur rouge de la viande renseigne sur sa teneur en pigment héminique.
Ainsi, plus la viande est rouge, plus elle renferme de fer héminique. La viande rouge crue est
riche en oxymyoglobine et en oxyhémoglobine sur la surface du muscle et en deoxymyoglobine
et en déoxyhémoglobine a I’intérieur du muscle. Le fer héminique peut prendre deux états
d’oxydoréduction. La forme réduite correspond au pigment du muscle en profondeur et a celui
de la viande conservée sous vide. Au contact de I’air et du froid, la myoglobine se combine
avec I’oxygene formant ainsi I’oxymyoglobine, de couleur rouge vif. Cette teinte de la viande
est synonyme de fraicheur et donc recherchée par le consommateur. Au-dela d’un certain délai
influencé par les propriétés intrinseéques de la viande (pH, potentiel d’oxydoréduction, ...) la
couche d’oxymyoglobine disparait au profit de la metmyoglobine de couleur brune. L’atome

de fer est alors sous forme ferrique (Fe**) (Figure 7). Dans la viande rouge cuite, la myoglobine
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et I’hémoglobine « résiduelle » sont dénaturées et forment les hémichromes et les
hémochromes. Les hémichromes sont les formes oxydées des hémoprotéines dénaturées et sont
responsables de la couleur brune des viandes et des charcuteries cuites. Les hémochromes sont
les formes réduites des hémoprotéines dénaturées et sont responsables de la couleur rose
intérieure des viandes rouges et des charcuteries cuites (Tappel et al., 2007). Dans les
charcuteries nitritées, contrairement a la viande rouge, I’héme est sous forme nitrosylé en raison
de I’ajout de nitrites qui se retrouvent principalement sous forme d’ions nitrites NO2™ . L’ajout
d’acide ascorbique, afin d’éviter la formation de nitrosamines cancérigenes, va favoriser les
réactions de nitrosylation et donc former un pontage entre les ions nitrites et 1’atome de fer de

I’héme ce qui aboutit a la formation d’héme nitrosyl¢ (Pegg and Shahidi, 2000).

Oxygénation

Myoglobine réduite Oxymyoglobine
Fe™ _ Fe™
Rouge pourpre Rouge vif

Oxydation Réduction

Réduction Oxydation
Metmyoglobine

Fe™*

Couleur brune

Figure 7 : Etats d’oxydation du fer héminique

e Conversion du fer héminique en fer non héminique

Des travaux ont montré que le fer héminique peut se transformer en fer non héminique durant
les traitements a la chaleur (Lombardi-Boccia et al., 2002 ; Kongkachuichai et al., 2002 ;
Purchas et al., 2003). La diminution de la teneur en fer héminique serait di au fait qu’il est
dégradeé a haute température et converti en fer non héminique. De plus, le traitement thermique
des viandes favoriserait la conversion du fer soluble en fer insoluble, le fer soluble étant plus
biodisponible que le fer insoluble tout comme le fer héminique comparé au fer non héminique
(Purchas et al., 2003) (Figure 8).
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Figure 8 : Libération du fer héminique a partir de la myoglobine sous I’effet de la

température

Ainsi, la cuisson de la viande induit :

- La conversion du fer héminique en fer non héminique par clivage oxydatif de I’héme,

- La conversion du fer héminique soluble en insoluble par dénaturation thermique de la
globine,

- La conversion du fer ferreux (Fe?*) en fer ferrique (Fe®*).
Ces évolutions sont d’autant plus intenses que la température et le temps du traitement

thermique appligué a la viande augmentent (Martinez-Torres et al., 1986 ; Purchas et al., 2003).

e Absorption du fer non héminique et héminique lors de la digestion des viandes

Le fer non héminique est libéré des complexes auxquels il est lié dans les aliments par les
secrétions gastriques (sécrétion peptique, HCI). Une fois libéré, il entre dans un pool gastrique
ou il peut étre réduit, chélaté ou rendu insoluble. Les composés ferreux (Fe?*) sont mieux
absorbés que les composés ferriques (Fe®*) car le fer divalent forme facilement des chélates
solubles en milieu légerement basique. Le fer trivalent n’est soluble qu’a pH 5 ; il peut alors se
complexer & certains peptides et polysaccharides qui peuvent étre ensuite absorbés. Le Fe**peut
aussi étre réduit en Fe?*. Le fer ferrique, qui n’est ni réduit ni chélaté, forme des complexes
insolubles et est peu ou pas absorbé. Le fer bivalent ainsi obtenu est transferé au cytoplasme
par ’intermédiaire de certains transporteurs transmembranaires de cations bivalents (DMT1 :
"divalent metal transporter 1) (Hercberg & Galan, 1989). Une fois libéré, le fer est absorbé au
niveau du duodénum-jéjunum et transporté au niveau de la moelle et du foie ou il est stocke et
utilise par les jeunes hématies de la moelle hématopoiétique pour la formation de
I’hémoglobine.

L’absorption du fer héminique n’est pas influencée par le pH et peu influencée par les secrétions

gastriques. Contrairement au fer non héminique, le fer héminique n’est pas capté par les
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récepteurs de la bordure en brosse de la muqueuse intestinale. Le mécanisme d’absorption n’est
pas connu, mais I’endocytose semble jouer un role prépondérant. On ne sait pas précisément si
c’est ’héme seul ou sous forme complexée avec la globine qui pénétre dans la cellule. Une fois
dans I’entérocyte, le fer est extrait du noyau porphyrinique de I’héme par des oxygénases puis

suit le méme chemin que le fer absorbé sous forme ionique.

e Biodisponibilité du fer non héminique et héminique
La biodisponibilité du fer dans I’organisme humain est influencée par des facteurs diététiques
et des facteurs individuels. Plus que la quantité totale de fer présent dans I’alimentation, c’est
surtout la quantité de fer assimilable qui constitue le facteur déterminant pour couvrir les
besoins. En effet, diverses études impliquant des aliments marqués au fer radioactif (55Fe,
59Fe) ont mis en évidence que 1’absorption moyenne de fer chez des sujets en bonne santé est
trés variable d’un aliment a I’autre (Hercberg & Galan, 1989). Ces différences s’expliquent par
la forme sous laquelle le fer est apporté par les aliments : fer héminique ou fer non héminique.
On constate donc que la biodisponibilité de ces deux formes de fer varie en fonction des
aliments dans lesquels elles se retrouvent. En tenant compte de la différence existant entre les
deux types de fer alimentaire, il est clair que le consommateur devrait donc s’attacher a la
biodisponibilité du fer héminique influencée par les facteurs alimentaires comme le pH et la

composition de la sécrétion digestive et d’autres constituants du repas.

e Les apports quotidiens conseillés en fer

Pour faire face a ses besoins en fer, I'organisme doit trouver dans son alimentation la quantité
de fer nécessaire. Le fer est présent en quantité variable dans de nombreux aliments, mais seule
une fraction du fer consommé est réellement absorbée. Donc, les apports “réels” en fer
dépendent de la teneur en fer de 1’alimentation, mais également de la biodisponibilité de ce fer.
Les apports doivent tenir compte d’une absorption intestinale faible, de 5 & 30 % selon la forme
alimentaire du fer (trés grossierement 5% pour le fer non héminique et 30% pour le fer

héminique).

» Fraction vitaminique

Les vitamines sont des constituants organiques subdivisés en deux grandes familles : les
hydrosolubles (groupe B et C) et les liposolubles (A, D, E et K1). La majorité des vitamines de
la viande appartiennent au groupe B (Tableau 5). La viande bovine apporte de 3,7 a 5,8 mg/100
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g de vitamine Bz ou niacine, 0,15 a 0,51mg/100 g de vitamine Bs ou pyridoxine et 1,2 a
7,21g9/100 g de vitamine B1> (Tableau 5). 100 g de viande de lapin apportent en moyenne des
quantités tout a fait significatives de :

« vitamine B3 : 21 % a 74 % des ANC en vitamine B3 couverts,

* vitamine B12 : 121 a 283 % des ANC en vitamine B12 couverts.
I.1.4Composition de la viande transformée : exemple des charcuteries

A D’origine, la charcuterie est une méthode de conservation de la viande. Toute charcuterie fait
I’objet d’une salaison avec un mélange de sel et de nitrate de potassium, ou de sel et de nitrite
de sodium. Les charcuteries contiennent 10 a 20 % de protéines. Les jambons cuits ou secs en
sont les plus riches. Cette catégorie d’aliments se caractérise surtout par sa richesse en lipides :
20 a 35 % pour les saucisses, saucissons cuits, paté de foie et 35 a 40 % pour les rillettes,
saucissons secs et salamis. Seuls les jambons débarrassés de leurs graisses contiennent moins

de 10 % de lipides. La composition de ces lipides se rapproche de celle des graisses animales.

La viande est une source importante de fer. Son oxydation entraine la formation de
radicaux libres. Le paragraphe 1.2 décrit les principaux radicaux libres produits suite a
I’oxydation du fer non héminique, forme a laquelle on s’intéresse dans cette these. Les

mécanismes d’oxydation de ce fer non héminique seront détaillés dans la partie 111.1.1.
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1.2 Les radicaux libres

D’apres Larousse médical, les radicaux libres sont des molécules présentes dans certaines
cellules et possédant en périphérie un électron célibataire (isolé et se libérant facilement). Les
radicaux libres sont électriquement neutres ou chargés (ioniques) et comprennent dans les
milieux biologiques I'atome d'hydrogene, le radical hydroxyle, I'anion superoxyde, le peroxyde
d'’hydrogéne (eau oxygenée), etc. lls proviennent de l'action de rayonnements producteurs
d'énergie (lumiére, rayons X) et de réactions biochimiques sur l'oxygene. lls seraient trés
toxiques pour les cellules s'il n'existait des substances chargées de les neutraliser (catalase,
glutathion, etc.).

De par leur trés grande réactivité, les radicaux libres sont fortement impliqués dans la
dégradation oxydative des aliments avec des répercussions aux niveaux des qualités sensorielles
et nutritionnelles des produits. D’un point de vue médical, certains phénomenes de
vieillissement et maladies (athérosclérose) pourraient étre par I'accumulation des radicaux

libres dans I'organisme.
I.2.1Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

L’appellation « dérivés réactifs de ’oxygeéne » n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux
libres de I’oxygéne proprement dit (radical superoxyde (O2™), radical hydroxyle (OH),
monoxyde d’azote (NO"),....), et certains dérivées oxygénés réactifs non radicalaires dont la
toxicité est importante (peroxyde d’hydrogéne (H202), peroxynitrite (ONOO") (Novelli, 1997).
Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé soit par I’acceptation d’un autre électron soit
par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. La probabilité entre ces deux
possibilités dépend essentiellement de I’instabilité du radical libre considéré. Si cette instabilité
est modérée, la probabilité d’accepter un second électron est grande et, dans ce cas, le radical
libre ne présente qu’une étape transitoire dans une réaction d’oxydoréduction classique. Si au
contraire cette instabilité est importante, 1’¢lectron libre est rapidement transféré a une autre
molécule. Plus cette instabilité est grande, moins la réaction est spécifique. En d’autres termes,
I’¢électron passe sur une molécule non prévue a cet effet. Parmi ces molécules, certaines
deviennent tres réactives vis-a-vis de ’oxygeéne et subissent une oxydation définitive. Pour
autant, le caractére radicalaire de la molécule ne disparait pas et 1’électron libre peut passer sur
d’autres molécules, entrainant des phénomenes d’oxydation en chaine. C’est typiquement ce

qui se passe lors de la peroxydation lipidique. Pour arréter cette réaction en chaine, certaines
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molécules sont capables de céder un de leurs électrons. La molécule radicalaire acceptant ce
second électron perd son caractére radicalaire. En revanche, la molécule ayant perdu un seul
électron devient radicalaire et peut théoriquement généerer une nouvelle réaction en chaine.
Toutefois, si cette nouvelle espéce radicalaire est relativement stable, elle va avoir le temps de
compléter sa réaction d’oxydoréduction, soit en se régénérant (en regagnant un ¢électron) soit
en s’oxydant (en perdant un deuxiéme électron). En impliquant un électron libre dans une
réaction d’oxydoréduction classique, ces molécules diminuent les phénoménes d’oxydation en
chaine et sont qualifiées de piégeurs de radicaux (scavenger dans la littérature internationale).
Alternativement, deux radicaux libres peuvent réagir entre eux pour mettre fin au processus
radicalaire. C’est notamment les cas entre deux superoxyde (O2™) ou entre le superoxyde (02"
) et le monoxyde d’azote (NO°) ; la premiére réaction engendrant du peroxyde d’hydrogene
(H202), la seconde du peroxynitrite (ONOO). Contrairement aux réactions impliquant des
piégeurs, ces réactions produisent des molécules toxiques au méme titre que les radicaux libres

dont elles dérivent et ne participent pas a la lutte contre le stress oxydatif (Fontaine, 2001).

1.2.1.1 Origine des espéces réactives de I’oxygene

Paradoxe de 1’O>

L’oxygene est indispensable au fonctionnement cellulaire mais est la source d’espéces réactives
qui peuvent oxyder des macromolécules telles que I’ADN, les protéines et les lipides.
Cependant, ces espéces réactives sont également des produits essentiels au fonctionnement
cellulaire ; elles seraient impliquées dans la prolifération cellulaire, la mort cellulaire
programmée et agiraient comme second messager (Droge, 2002). Dans la cellule, il existe donc
un équilibre entre la production d’espéces réactives de 1’oxygene et leur élimination. Le stress
oxydant est classiquement défini comme un déséquilibre en faveur de la production d’espéces
réactives qui conduit a une oxydation accrue des composants cellulaires essentiels. Ce
déséquilibre pro/antioxydant peut avoir une origine exogene : molécule oxydante comme 1’Op,
ou une origine endogéne telle que des dysfonctionnements de certaines sources de production

ou des systemes d’élimination.
1.2.1.2 Production endogéne des radicaux libres

» Le radical anion superoxyde O *

Dans les produits carnés, la production d’O2™ provient principalement de 1’oxydation de la

myoglobine. L’hémoglobine et la myoglobine sont des transporteurs d’oxygéne qui le lient au
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niveau du Fe?" de leur héme. Une délocalisation électronique sur 1’oxygéne peut conduire a la
formation de O2™ et de met-hémoglobine (héme-Fe*) ne pouvant plus lier I’oxygéne (Nagababu
etal., 2004). Si cet anion est libéré dans un milieu protoné, il subit une dismutation, phénoméne
au cours duquel I’anion O2" cede son électron célibataire & un autre anion superoxyde qui
devient I’anion O ; ce dernier réagit alors avec les protons du milieu pour donner le peroxyde
d’hydrogéne H20>. Bien que O2 ™ puisse étre a la fois oxydant (O2 “/H20z : + 900 mV/ENH) et
réducteur (O2/O2 ~ : - 160 mV/ENH) (Pierre et Fontecave, 1999), il est généralement considéré
comme peu réactif chimiquement vis-a-vis des systemes biologique (Bielski et Richter, 1977).
A concentration physiologique, estimée a environ 1071° M, I’anion superoxyde ne réagit pas en
général avec les acides aminés des protéines a moins qu’elles n’aient un groupement thiol
accessible. Dans ce cas, il peut alors oxyder le groupement thiol et modifier sa fonctionnalité
(Imlay, 2003). Le superoxyde peut néanmoins oxyder certains sucres et créer des composes
dicarbonylés réactifs avec les groupes amino des protéines et de I’ADN (Okado-Matsumoto et
Fridovich, 2000). Cependant, en solution aqueuse il est trés instable et tend a se dismuter

spontanément et rapidement.

202"+ 2 H" -H»0, +0O2

En milieu acide, O™ se protone pour donner le radical HO> « (pKa = 4,8). Le radical HO>" est
beaucoup plus réactif que O." (Gebicki et Bielski, 1981). Cependant sa réactivité biologique
est tres limitée car HO2" n’est présent qu’en trés faible quantité a pH physiologique. Pendant
longtemps la toxicité du superoxyde a été associée a sa capacité a réduire le Fe®* en Fe?”,
favorisant ainsi la réaction de Fenton et la formation du radical d’hydroxyle HO® qui est trés
toxique (Halliwell et Gutteridge, 1986). Le bilan de cette réaction est rapporté sous le nom de
Haber-Weiss :

Fe3*+ 0" > Fe** + O

Fe?* + H,02 > Fe** + HO™ + OH" (Fenton)

02 "+ H202 2 HO™ + OH" + O (Haber-Weiss)
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Cependant, méme si in vitro I’anion superoxyde peut étre réducteur de Fe3*, in vivo, compte
tenu des concentrations en fer et superoxyde, cette réaction est beaucoup trop lente pour
effectivement pouvoir se dérouler (Imlay, 2003).

» Le peroxyde d’hydrogéne H>O>

L’eau oxygénée (ou peroxyde d’hydrogéne H>O>) est un produit plus stable que les radicaux
superoxydes, c’est pourquoi il diffuse plus facilement a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule.
H20; est un oxydant puissant, le couple H2O2/HO® posséde un potentiel d’oxydoréduction de +
460 mV/ENH. Le peroxyde d’hydrogéne qui est une molécule neutre peut diffuser et conduire
a la formation de radicaux libres loin de son lieu de formation. H>O> peut se déprotoner pour
donner 1’anion hydroperoxyle (HO2) (pKa 11,8) et I’ion peroxyde (O2") (pKa >14). Cependant
ces especes ne sont pas produites a pH physiologique. La majeure partie de la toxicité de 1I’eau
oxygénée provient de sa capacité a générer le radical hydroxyle OHe en présence de cations
métalliques tels que Fe?* (réaction dite de Fenton) ou Cu?*.

H202 + Fe** — OH' + Fe** + OH"

Deux sources sont a I'origine de la production de ces peroxydes dans la viande :

l. I'oxydation de la myoglobine produit un radical superoxyde (O2°) qui est

rapidement dismuté en peroxyde d'hydrogene,

. I'oxydation du glucose produit, aussi, un radical superoxyde (O2°") qui se dismute
en peroxyde d'hydrogene ;

En présence d'oxygéne, la myoglobine s'oxyde facilement pendant la maturation de la viande.
Selon une estimation a partir des concentrations en fer héminique présents dans la viande de
porc (comprises entre 0,3 a 0,6 mg pour 100 g (Vautier, 2006)) et dans la viande bovine (de 1,6
a 2,5 mg pour 100 g (Soucheyre, 2008)), I'oxydation totale de la myoglobine peut produire au
maximum entre 50 UM de peroxyde d'hydrogéne pour une viande blanche et 450 uM pour une
viande rouge : la viande blanche a une plus faible concentration en myoglobine.

De plus, la production de peroxyde d'hydrogene a partir de I'oxydation totale du glucose d'une
viande contenant 0,05% de glucose (Lawrie & Ledward, 2006) peut étre estimee a environ
2800 uM. Notons que cette production est difficile a estimer, car elle dépend de la quantité de
glycogene non transformé en acide lactique post mortem et de I'oxydation du glucose qui est

influencée par la présence de metaux.
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» Le radical hydroxyle HO*

HO" est donc généré essentiellement a partir de H2O; via la réaction de Fenton (Wink et coll,
1994). Le couple HO® /OH posséde un potentiel d’oxydoréduction de + 1,2 V/ENH et une demi-
vie en milieu biologique, d’environ 10° s & 37 °C (Pryor, 1986). Le radical hydroxyle est trés
réactif. C’est le plus puissant oxydant qui puisse étre généré au sein des cellules. Il réagit
instantanément de facon non sélective, aux limites de la vitesse de diffusion, avec toutes les
macromolécules biologiques, sucres, acides aminés, phospholipides, nucléotides, ainsi qu’avec
les acides organiques (Valentine et coll, 1998). Il est donc extrémement toxique pour la cellule.
En général, il réagit par arrachement d’un atome d’hydrogéne d’une liaison C-H, conduisant &
la formation concomitante d’un radical organique. Le radical hydroxyle est particulierement
délétere vis-a-vis de matériaux biologiques, il est tres oxydant. Il peut initier une peroxydation
lipidique (Gutteridge, 1995) qui pourra se propager en chaine. C’est le radical le plus dangereux
pour I’organisme.

Afin de détecter les radicaux libres produits dans le milieu mimétique de la viande, plusieurs
méthodes ont été décrites dans la littérature dont la spectroscopie de résonance paramagnétique
électronique (RPE). L’avantage d’une telle méthode est qu’elle est utilisable en milieu turbide,
néanmoins, I’instrumentation RPE n’est pas universellement répandue dans les laboratoires de
par son co(t élevé, et sa sensibilité limitée en milieu biologique. De plus, cette méthode est
applicable lorsque les radicaux libres sont produits en quantités relativement élevées. Dans une
étude de comparaison entre deux méthodes de détection d’EROs (la RPE et la Microscopie
confocale), dans des cultures cellulaires et des mitochondries isolées, d’autres inconvénients de
la RPE ont été cités tel que la délicate interprétation des spectres (Kuznetsov et al., 2011). Pour

I'étude des cinétiques dans un milieu simple, la méthode des sondes est plus adéquate.
1.2.2Détection de I’anion superoxyde

1.2.2.1 Choix de la méthode

Les milieux mimétiques utilises dans cette thése sont des milieux aqueux a base de tampon
phosphate. Les conditions physico-chimiques (température, pH, concentrations des réactants)
ont été modifiées pour mimer certains procédés : conservation cuisson, salage, marinade,
digestion. Les sondes sont généralement utilisées comme indicateur non quantitatif (Auclair,
1985). Certaines sondes sont incompatibles avec nos milieux expérimentaux. L'Epinephrine est,
par exemple, peu soluble en milieu aqueux. La Ferricytochrome est instable a la chaleur

(Tableau 7). Toutefois, 1’utilisation d’une sonde est trés répandue en biologie (Armstrong &
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Whiteman, 2007 ; Fridovich, 1997 ; Gomes, Fernandes, & Lima, 2005 ; Tarpey, Wink, &
Grisham, 2004). Dans cette étude, on a choisi le NitroBlueTetrazolium (NBT).

Tableau 7 : Principales inadéquations des sondes de piégeage des radicaux superoxydes

avec les milieux mimétqiues de la viande et du systéme digestif

Sondes

Inconvénients

Ferricytochrome

Epinephrine/adrénaline

Hydroxylamine

libération du fer a forte température (>70°C)
(Witmer, 2012)

Peu soluble dans 1’eau

Oxydation de cette sonde indépendamment

des superoxydes (Moews Jr & Audrieth,

1959)

Pyrogallol | Signal pas tres stable émis par le produit
formé (Deeble et al., 1988)

Carbonate | La luminescence est difficilement
quantifiable™

Bilirubine | Sa réaction avec le radical superoxyde n’est

pas bien identifiée et sa spécificité de la
bilirubine pour les superoxydes est inconnue

Peu soluble dans I’eau (Witmer, 2012)

1.2.2.2 Choix d’une sonde : Nitro Blue Tetrazolium (NBT)

Le choix du NBT s’est basé sur plusieurs criteres. En effet, cette sonde est tres bien décrite dans
la littérature et est trés utilisée en biologie. Le NBT est soluble dans 1’eau, stable
thermiquement, spécifique des radicaux superoxydes et le mécanisme de la réaction entre
I’anion (O2") et le NBT est connu. La réduction du NBT par IOz~ méne a la formation du
Monoformazan (MF) et/ou du Diformazan (DF). Ceci dépend du ratio NBT/O;™ (Liu et al.,

2009). Le coefficient d’extinction (¢) du MF le plus cité dans la littérature est égal a 12,8 mM-
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em™. Le tableau ci-dessous (Tableau 8) est une synthése des Coefficients d’absorbance du
formazan cités dans la littérature. Le coefficient d’extinction (g) du DF est deux fois plus grand
que celui du MF. La somme des MF et DF mesurée sera calculée dans la suite de la thése et

appelée formazan. La sonde NBT sera présentée en détail est dans la partie 111.1.2.
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Tableau 8 : Coefficients d’absorbance du Monoformazan (MF) indiqués dans la littérature

Auteurs Conditions Milieu biologique Valeurs
Rouet et al., 2005 | pH= 7,8 Fraction de cellules 12,8 mMicm™
Absorbance= 530 nm végétales
Rouet et al., 2005 | pH= 6,25 Fraction de cellules 12,8 mMcm™
Absorbance= 530 nm végétales
Tewari etal., | pH=7,6 Tissu végétale 11,0 mMtcm™
2005 | Absorbance= 510 nm
T=25°C
formazan extrait par la pyridine
Tewarietal., | pH=7,4 Tissu végétale 12,8 mMcm™
2005 Absorbance= 530 nm
Van Gestelen et | pH= 7,4 Plant plasma 12,8 mMcm
al., 1997 | Absorbance= 530 nm membranes
Tewarietal., | pH=7,4 Tissu végétale (feuille) 12,8 mMcm™
2005 | Absorbance= 530 nm
formazan formé a partir de
I’autoxydation du d,l-L-FH4
Thayer, 1990 T=37°C Myocytes cardiaques 16,5 mM*cm™

C. Auclair, &

Voisin, E., 1985

Absorbance= 560 nm

pH=9,8
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I.2.3Détection du radical hydroxyle

1.2.3.1 Choix de la méthode

Les radicaux hydroxyles (HO®) sont trés réactifs et leur durée de vie est extrémement courte
(n’excédant pas le dixiéme de microseconde). La méthode indirecte de détection des radicaux
consiste a piéger le radical étudié par une sonde pour former un produit stable et quantifiable
par fluorescence. Une bonne sonde doit satisfaire les conditions suivantes :

- La concentration en produit final doit étre proportionnelle a la quantité de HO® formée.

- La sélectivité vis-a-vis de HO" doit étre la plus grande possible, et I'ensemble des
réactions avec les autres espéces réactives susceptibles d’accompagner HO" doit étre bien
établi.

- Le produit final étudié doit étre stable chimiquement pour pouvoir étre observé sur des
temps longs.

De nombreux articles rapportent I’utilisation de sondes nécessitant différentes techniques
spectroscopiques. Cependant, il est trés difficile d’établir une échelle de sensibilité pour ces
techniques car leurs limites sont rarement précisées par les auteurs. La mesure de sensibilité
requiert de connaitre la quantité de radical hydroxyle formé, ce qui est possible par radiolyse,
mais pas lorsqu’il est produit par la réaction de Fenton, utilisée dans nos expériences. La
détection via 'utilisation des sondes nous est apparue comme particuliérement intéressante car
elle constitue une technigque sensible et maitrisée dans notre laboratoire. On distingue des
sondes par absorption et des sondes par fluorescence. Parmi les sondes par absorption, il y’a :
Le désoxyribose : le radical hydroxyle réagit avec ce dernier pour donner un composé qui lui-
meéme réagit avec I’acide thiobarbiturique pour donner un composé dérivé du malondialdéhyde,
absorbant a 532 nm (Aruoma, 1994). Cette méthode lourde ne permet pas un suivi en direct des
réactions radicalaires Cette méthode a ¢été¢ aujourd’hui supplantée par 1’utilisation de 4-
nitrophénol (Singh & Hider, 1988), puis de I’acide salicylique (Cheng, Jen, & Tsai, 2002). Le
salicylate est connu pour avoir une affinité importante pour le Fe 11, ce qui peut poser probléeme
lors de nos expériences ou le radical hydroxyle est obtenu par la réaction de Fenton (Kaur,
1994). La phénylalanine a été proposée comme alternative a I’acide salicylique car elle montrait
moins d’activité biologique, mais a I’inconvénient d’avoir une vitesse de réaction plus faible
avec HOe (2.10° mol™t.dm® s ). (Kaur, 1994 ; Sun et al.,1993 ; Biondi et al., 2006)
Différentes sondes de fluorescence ont été décrites dans la littérature, notamment :

- L’acide benzoique qui réagit avec le radical hydroxyle pour former 1’acide salicylique (Aexc=

290 nm et Aem= 400 nm) a une bonne sensibilité car permet en solution aqueuse de mesurer
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des doses faibles (0,05 Gy, soit 14 nmoles.dm? de HO"), I’inconvénient majeur étant la
formation de plusieurs produits de substitution (ortho, méta, para) avec des constantes

réactionnelles différentes ce qui rend 1’analyse difficile.

1.2.3.2 Choix d’une sonde : le téréphtalate (TP)

Le téréphtalate (TP) a été retenu pour les raisons suivantes : I’addition de HO" sur 1’une des
quatre positions aromatiques non substituées de I’acide téréphtalique conduit a un seul produit
de substitution , le 2-hydroxytérephtalate fluorescent (Aexc= 315 nm et Aem= 425
nm)(Snyrychova & Hideg, 2008). La sensibilité du systéme, précisée par les auteurs, est trés
bonne car permet de mesurer des doses trés faibles (soit 3 nmoles.dm= de HO®). Il constitue
une bonne sonde du radical hydroxyle (Qu, Kirschenbaum, & Borish, 2000; W. A. Armstrong,
1963) ayant notamment été utilisée pour mettre ce dernier en évidence au cours d’études sur
1’ADN(C. Bohne, 2005). L’acide téréphtalique est caractérisé par une bonne solubilité en milieu
aqueux et une bonne stabilité thermique. Cette sonde n’est pourtant pas exempte de critiques :
I’acide téréphtalique réagissait également avec le radical superoxyde (Novak, 1995). D’autre
part, contrairement a ce qui est dit dans plusieurs références bibliographiques, le schéma
réactionnel du TP avec (HO") est complexe. En effet, plusieurs réactions élémentaires ménent
a la formation du (HTP) (Fang, Mark, & Sonntag (von), 1996).

Toutes les informations relatives au schéma réactionnel du TP et aux constantes de vitesses

seront détaillées dans la partie 1V.2.1.
1.3 Dommages induits par les especes réactives de I’oxygene (ERO)

Un effet seuil a été identifié pour caractériser I’influence des phénomenes radicalaires sur la
qualité des viandes, ces phénomenes présentant d'abord une intensité modérée induisant un effet
bénéfique sur la flaveur des aliments sans danger particulier pour la santé du consommateur.
La production excessive d’ERO provoque des I¢sions directes de molécules biologiques
(oxydation des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des Iésions secondaires dues au
caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de 1’oxydation des
lipides. 1l faut savoir que la peroxydation des lipides est I'un des premiers mécanismes de
dégradation de la qualité des viandes qui peut se manifester par la détérioration de la flaveur, la
texture, la valeur nutritionnelle associée a la production de composés toxiques mais également

la couleur.
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Cette question de la stabilité oxydative et qualités des viandes a été détaillée dans le livre de

Dominique Bauchart (2010) qui a servi de référence dans la rédaction des paragraphes suivants.
I.3.1Modifications des protéines

L’oxydation des protéines de la viande, lors de la transformation, conduit & une perte de
biodisponibilité des acides aminés, soit par dénaturation chimique de ces composés, soit par
diminution de la digestibilité des protéines (Gatellier et Santé-Lhoutellier, 2009). Ce
phénomene, lorsqu’il touche les acides aminés essentiels, va impacter de maniere négative la
valeur nutritionnelle des viandes. La diminution de la vitesse de digestibilité des protéines, liée
a leur oxydation et a leur agrégation, peut aussi avoir des conseguences négatives en termes de
santé humaine. Il a été¢ en effet démontré, dans plusieurs études, que 1’accumulation et la
fermentation dans le gros colon de protéines non digérées dans l'intestin gréle pouvaient
conduire a la formation de produits de type phénols potentiellement mutagénes (Evenepoel et
al., 1998).

1.3.1.1 Mécanismes biochimiques de I’oxydation des protéines et produits

d’oxydation formés

Oxydation des acides aminés basiques : Les acides aminés basiques (lysine, histidine, arginine)

qui présentent des fonctions amines (NH ou NH2) sur leurs chaines latérales sont
particulierement sensibles aux attaques radicalaires. En présence de métaux, ils subissent une
désamination oxydative conduisant a la formation d’un groupement carbonyle (Stadtman,
1990). Ces acides aminés basiques étant des acides aminés essentiels, la formation des
groupements carbonyles entraine une perte importante de la qualité nutritionnelle des viandes.
D’autre part ces groupements carbonyles peuvent réagir avec des fonctions amines non oxydées
de la lysine pour former des liaisons imines (-HC=N-). Ces liaisons imines, lorsqu’elles se
forment entre des chaines peptidiques différentes, peuvent conduire a 1’agrégation des
protéines.

Oxydation des acides aminés aromatiques : Les acides aminés aromatiques (phénylalanine,

tyrosine et tryptophane) sont aussi trés sensibles a I’oxydation, en subissant des réactions
d’hydroxylation sur leurs noyaux aromatiques. La phénylalanine et la tyrosine peuvent étre
oxydées en L-dihydroxyphénylalanine (L- DOPA) ou L-trihydroxyphénylalanine (L-TOPA),
ces deux produits d’oxydation étant potentiellement des composés mutagenes (Husain et Hadji,

1995). L’oxydation de deux tyrosines voisines peut conduire aussi a la formation de dityrosine
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(Morzel et al., 2006). La dityrosine, quand elle se forme a partir de deux chaines peptidiques
différentes, est un facteur important d’agrégation des protéines. Le tryptophane est oxydé en
hydroxytryptophane. Les métabolites de [I’hydroxytryptophane (hydroxyindole et
hydroxykinurénine), formes en milieu tres oxydant, présentent une activité mutagenique élevée
(Hashizume et al., 1991). Enfin, la perte de ces acides aminés essentiels par oxydation conduit
aussi a une dégradation de la valeur nutritionnelle des viandes.

Oxydation de la cystéine : L’oxydation de la cystéine conduit a la formation de ponts disulfures

qui participent aussi a 1’agrégation des protéines (Morzel et al., 2006).

Oxydation des protéines
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Figure 9 : Mécanismes plausibles par lesquels I’oxydation des protéines affecte les qualités

technologiques et sensorielles de la viande (Estévez, 2011)

1.3.1.2 Agrégation protéique
Au cours des traitements technologiques et notamment thermiques, les protéines sont modifiées
au niveau structural (dénaturation) et au niveau biochimique (oxydation). Ces modifications
peuvent donner lieu a de nouvelles interactions de types protéines-protéines, protéines-lipides
Ou encore protéines-sucres menant ainsi a des phénoménes d’agrégation, comme le montre

Estévez et al, (2011), et qui sont illustrés sur la Figure 9.
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Si I’impact des procédés technologiques sur les modifications physicochimiques des protéines
semble indéniable, les conséquences en termes de nutrition, de digestibilité, de biodisponibilité
restent difficiles & appréhender car multifactorielles. En effet, certaines modifications vont
entrainer ou non des pertes de fonction des protéines. L’effet peut donc étre soit bénéfique soit
néfaste. Cela dépend notamment du procéde utilisé, de la composition en oxydants/antioxydants
et de la capacité a limiter la dénaturation protéique. Par exemple, Liu et Xiong (2000) ont
montré dans le cas ou la myosine était oxydée, une augmentation de la protéolyse de la myosine
était alors observée. Au contraire, une étude menée par Sun et al. (2011) a mis en évidence a
partir de protéines myofibrillaires, qu'une température de 50°C n’influence pas la vitesse
d’hydrolyse par la pepsine durant les trois premieres heures. Concernant la digestion par la
trypsine-chymotrypsine, ils ont observé une augmentation de la vitesse de protéolyse durant les
6 premieres heures. Des travaux précédents rapportés par Gatellier et Santé-Lhoutellier (2009)
avaient montré que la cuisson a 100°C pendant 10 ou 30 minutes réduisait la dégradabilité des

protéines par les protéases du systeme digestif.

1.3.1.3 Changements chimiques de la viande et génération de composés

toxiques

L’assimilation défectueuse des acides aminés, causée par les changements physicochimiques
des protéines suite a une cuisson, et la réduction du taux de digestion des protéines pourraient
avoir un impact négatif sur la santé humaine. Les protéines non hydrolysées par les protéases
sont fermentées par la flore du colon en phénol et p-crésol qui sont des composés mutagenes
impliqués dans le cancer du cdlon (Evenepoel et al., 1998).

I.3.2Modification des lipides

La viande contenant également des lipides (2-6%), il est observé une
oxydation/lipoperoxydation de ces derniers lors de la maturation (Renerre, 2002) et de fagon
tres importante lors des traitements thermiques. Les lipides ayant la plus grande réactivité avec
les espéces réactives de I'oxygene (ERO) sont les acides gras insaturés et plus particulierement
les acides gras polyinsaturés (AGPI). Ces derniers se trouvent plus particulierement dans les
membranes des muscles. Cette oxydation des lipides entraine des défauts de qualité sensorielle
et nutritionnelle des viandes. En effet, 1’oxydation des lipides induit des défauts de flaveur
(rancissement), de couleur (décoloration), de texture et une perte de la valeur nutritionnelle du

fait de I’apparition de nombreux composés (radicaux libres a courte durée de vie,
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hydroperoxydes lipidiques labiles, aldéhydes, alcanes,...) dont certains potentiellement
toxiques comme le malondialdéhyde (MDA) qui est mutagéne et carcinogéne et les
hydroxyalkénals 4-HNE (4-hydroxy-2-nonenal) et 4-HHE (4-hydroxy-2-hexenal) qui sont des
produits de terminaison des AGPl w6 et AGPI »3 respectivement et qui sont cytotoxiques

(Marnett, 2000). La dégradation des lipides se fait en 3 étapes (Figure 10):

1.3.2.1 L’initiation

Dans I’organisme vivant, il y a un équilibre entre le systéme pro-oxydant (substances réactives
a I’oxygene) et le systéme antioxydant qui évolue dans le sens de 1’oxydation aprés 1’abattage
et peut commencer a endommager les tissus. En présence d’un initiateur comme une ERO, les
lipides insaturés (LH) perdent un atome d’hydrogéne pour former un radical libre (L°, radical
alkyle).

LH+1=» H°+L°

Ce mode d’initiation, favorisé par une élévation de température, peut étre aussi produit par des
radiations ionisantes, des activateurs chimiques, des systémes enzymatiques produisant des

especes réactives a ’oxygene, ou des ions métalliques.

1.3.2.2 La propagation

Les systemes pro-oxydants prennent le dessus sur les systemes antioxydants et il y a un
relargage des ions métalliques, tels que le fer, contenu notamment dans la myoglobine qui va
réagir avec des cofacteurs comme 1’eau oxygénée pour augmenter le stress oxydatif. Les
radicaux libres formés fixent I’oxygéne moléculaire et conduisent a des radicaux libres
peroxyles instables (LOO°®), qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide gras pour
former des hydroperoxydes (LOOH) et des nouveaux radicaux alkyles (L°). Il est généralement
admis que chaque radical alkyle (L°) peut étre a l'origine d'une centaine de molécules
d'’hydroperoxydes (LOOH) avant le démarrage de la phase de terminaison.

L°+0O.=>» LOOF° (réaction rapide)
LOO°+LH = LOOH + L° (réaction lente)

L’¢étape de propagation est augmentée a la suite des traitements thermiques.
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1.3.2.3 La terminaison

Les radicaux formes réagissent entre eux pour former des dimeres ou des polymeres, ou se
décomposent.
LOO® + LOO° = [LOOOOL] < LOOL + 0

L°+L°=> LL
LOO°+L°=> LOOL

IIs générent alors de nombreux composes secondaires non radicalaires possédant des fonctions
chimiques variées : des aldéhydes dont le MDA et les TBA-RS (Substances Reactives a I'Acide
ThioBarbiturique), des 4-hydroxyalkénals (HHE/HNE), des alcanes...

Les différents composés produits lors de I'oxydation des lipides vont par la suite étre impliques
notamment dans I'oxydation des protéines (Figure 10).

Plusieurs stratégies sont utilisées afin de limiter 1’oxydation des lipides. La premiére consiste a
optimiser la capacité antioxydante du muscle en apportant des antioxydants dans la ration des
animaux (vitamine E, polyphénols, plantes aromatiques,...), notamment si cette ration est
enrichie en acides gras polyinsaturés hautement réactifs a 1’oxygéne (Gobert et al., 2010 ;
Gatellier et al., 2004, 2010). D’un point de vue technologique, il est possible de traiter
directement la viande en apportant des antioxydants par imprégnation de la viande, par exemple
dans les marinades, ou par simple dépét en surface. Enfin, le mode de conditionnement des
produits (sous vide ou atmosphére modifiée, opaque, température,...) va €tre déterminant pour

limiter la propagation de la lipo-peroxydation du produit prét a consommer.
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Figure 10 : Schéma simplifié montrant I'interdépendance des oxydations lipidiques et
protéiques
AA: acide aminé, L-DOPA: L-dihydrophénylalanine; L-TOPA: Ltrihydrophénylalanine, Dityr: dityrosine,
hydroxytrp: hydroxytryptophane, MDA: malondialdéhyde, HHE: 4-hyd4-Hydroxy-2-nonenal. (adapté d'apres
Denys et al., 2010; Gatellier & Santé-Lhoutellier, 2010; Lund et al., 2011; Estévez, 2011; Stadtman & Berlett,
1997)

.4 Les antioxydants

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits par
I’organisme, ce sont les antioxydants endogenes, ou proviennent de 1’alimentation, et sont donc

exogenes.
I.4.1Les antioxydants endogenes enzymatiques

Pour contrdler la production permanente des ROS, les organismes vivants possédent des
systemes de défense qui les protegent contre les dommages des ROS. Ces défenses permettent
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de maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux basal (homéostasie
physiologique). En effet, elles possedent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles

réagissent tres rapidement pour les neutraliser

1.4.1.1 La superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métallo-enzymes qui catalysent la détoxification
du radical superoxyde (McCord et Fridovich, 1969 ; Jenney et coll, 1999 ; Lombard et coll,
2000). On retrouve les SODs chez pratiguement tous les organismes vivants en présence
d’oxygéne. Les SODs dismutent Oz, en H202 et O, (McCord et Fridovich, 1969, Fridovich,
1986). Il existe quatre types de SOD qui different par leur cofacteur métallique (Cu/Zn , Mn,
Fe ou Ni) ainsi que par leur localisation cellulaire. Les SOD a Mn sont présentes dans le cytosol
des bactéries, dans les mitochondries des organismes supérieurs, les chloroplastes et également
dans le cytosol de certaines cellules eucaryotes (Keele et coll, 1970). Les SOD a Fe sont
présentes chez les bactéries, chez certains protozoaires comme Trypanosoma cruzi (Temperton
et coll, 1996) et quelques plantes (Yost et Fridovich, 1973). Les SODs a Cu/Zn se trouvent dans
le cytoplasme, le noyau, les mitochondries, les lysosomes et les peroxysomes des cellules
eucaryotes (Geller et Winge, 1982 ; Chang et coll, 1988) ainsi que dans le périplasme de
certaines bactéries a gram négatif (Benov et coll, 1996). Les SOD a Ni ont été récemment
découvertes dans le cytosol de bactéries actinomycétes du genre Streptomyces et chez des
cyanobactéries (Youn et coll, 1996 ; Choudhury et coll, 1999 ; Palenik et coll, 2003). La
dismutation du superoxyde catalysée par toutes les SODs peut étre écrite par deux demi-
réactions faisant intervenir O2™ & la fois comme réducteur et comme oxydant vis-a-vis du métal
du site actif (M) (Klug et coll, 1972) :

Mox + 02" — Mred + O2 (réduction)

Mred + O2"+ 2 H+ — Mox + H202 (oxydation)

2 0"+ 2 H+ —» 02 + H202 (Bilan)

Avec M = Cu, Mn ou Fe

1.4.1.2 La catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les peroxysomes. Elle
catalyse la réaction de détoxification du H202 (généralement produit par la SOD). Elle est

surtout présente au niveau des globules rouges et du foie.
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2H;0, - 2 H,O+ 0

1.4.1.3 Le systeme glutathion peroxydase/ glutathion réductase (GPx/GR)

La glutathion peroxydase (GPXx) est une protéine (contenant 4 atomes de sélénium dans son site
actif) présente dans le cytosol, les mitochondries et la circulation sanguine. L’activité de cette
enzyme dans les viandes de diverses espéces est reportée dans le Tableau 9. L’enzyme GPx est
capable de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne et les lipoperoxydes en couplant la réduction de
I’hydroperoxyde avec 1’oxydation d’un substrat réducteur (Thérond & Bonnefont-Rousselot,
2005).

Tableau 9 : Activité antioxydante de la glutathion peroxydase (GPx), dans diverses

viandes
Espéce  Muscle Unités Reférence
Dinde Sactorius 201-220 Renerre et al (1999)
Dinde Pectoralis Major 84-110 Renerre et al (1999)
Agneau | Longissimus dorsi 340 Santé-Lhoutellier et al (2008)
Beeuf Longissimus dorsi 200 Gatellier et al (2004)
Mercier et al (2001)

1.4.2Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent (effet scavenger) avec les oxydants et soit
stoppent, soit ralentissent les processus d’oxydation. Pendant ces réactions, les antioxydants
s’oxydent en dérivés stables, ou persistent pendant un certain temps sous forme radicalaire. Ces
formes radicalaires peuvent devenir des prooxydants. Comme évoqué précédemment, ces
antioxydants se divisent en deux principales catégories, les endogenes (molécules issues de la

biosynthése), et les exogénes (vitamines, oligo-elements, ou antioxydants de synthese).
1.4.2.1 Les antioxydants endogénes

» Glutathion (GSH)

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systemes vivants. Il est
antioxydant par son caractére nucléophile et radicalaire. Le glutathion est un tri-peptide (acide
glutamique-cystéine-glycine) situé dans le cytosol et les mitochondries. Il peut chélater les ions

cuivreux et ainsi limiter leur participation a la génération de radicaux libres par des reactions
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de type Fenton. De plus, GSH est capable de réagir avec les radicaux hydroxyles (réaction ci-
dessous), alkoxyles, peroxyles et des radicaux centrés sur le carbone (Halliwell & Gutteridge,
1990). Le radical thiyle (GS°) produit peut intervenir, s’il n’est pas neutralisé par auto-
association (GSSG) (réaction ci-dessous), dans les processus d’oxydation, par des réactions
avec 1’oxygéne qui conduisent a la formation d’un peroxyde ou de I’anion superoxyde
(Thérond & Bonnefont-Rousselot, 2005). Le glutathion est aussi un cofacteur indispensable au
bon fonctionnement de la glutathion peroxydase GPx (Thérond & Bonnefont-Rousselot, 2005).
GSH + HO® — GS’ + H20

2GS’ — GSSG

» Carnosine

La carnosine est un dipeptide de I’histidine. La carnosine est présente dans de nombreux tissus
chez les mammiferes : le muscle, mais aussi le cerveau, le cceur, la peau et le foie. Les teneurs
en carnosine sont plus élevées dans les muscles squelettiques (Tableau 10). Les concentrations
en carnosine peuvent varier selon 1’espéce animale (Purchas et al., 2004), 1’alimentation (Chan
& Decker, 1994) et le typage des muscles. Le taux de carnosine est plus important dans les
muscles squelettiques de métabolisme glycolytiques (a-white) (Aristoy & Toldra, 1998). En
effet, grace a son pouvoir tampon, elle peut neutraliser la production d’acide lactique dans les
muscles ou la glycolyse anaérobie est particulierement active (Suzuki et al., 2006). La carnosine
présente des propriétés antioxydantes :

I. chélatant les métaux de transitions (fer, cuivre, zinc, cobalt) ;

II. en piégeant les radicaux libres centrés sur I’oxygene ;

I11. et aux travers de réactions avec des éléments cellulaires toxiques comme le HNE (produit
terminal d’oxydation des AGPI n-6) en empéchant la formation de AGE (Advanced Glycation
End product : produits de la réaction de Maillard entre un groupe amine libre avec un
groupement carbonyle) (Velez et al., 2008). D’autres auteurs rapportent que la carnosine est
un bon piégeur des radicaux hydroxyles et ne peut pas réagir avec le radical superoxyde ou
encore le peroxyde d’hydrogeéne (Huang & Kuo, 2000).
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Tableau 10 : Teneur en carnosine en mg pour 100 g de muscles de diverses espéces

Espece Muscle Teneur  Référence
Poulet | Blanc 270 Decker et al (2000)
Cuisse 50 Decker et al (2000)
Porc | Longe 528 Ngapo & Gariépy
(2008)
Jambon 4495 Aristoy & Toldra
(2004)
Collier 186,4 Aristoy & Toldra
(2004)
Longe 313 Aristoy & Toldra
(2004)
Beeuf'| Longe 372,5 Avristoy & Toldra
(2004)
Collier 2534 Aristoy & Toldra
(2004)
Jarret 396 Avristoy & Toldra
(2004)
Semitendinosus 452,6 Purchas et al (2004)
Agneau | Longissimus 491,1 Purchas et al (2004)
Lumburum
Semitendinosus 356,7 Purchas et al (2004)
Triceps Brachii 251,1 Purchas et al (2004)
1.4.2.2 Les antioxydants exogenes

» Lavitamine E ou a-tocophérol

La vitamine E ou l’acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique, est un
composé analogue de 1’a-tocopheérol. 1l est le principal antioxydant de la famille des
tocophérols. 1l est choisi comme modele d'antioxydant de I'a-tocophérol car il ne présente pas
de chaine aliphatique et ceci lui confere une solubilité adéquate dans les solutions lipophiles et
hydrophiles (Cheng et al., 2007). Les teneurs en tocophérols des viandes varient de 0,9 a 6,3

ug.gt. Ces teneurs sont fortement influencées par l'alimentation et une éventuelle
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supplémentation en vitamine E. Trefan et al. (2011) montrent une variation des teneurs en a-
tocophérol de 1 ug.g-1de viande, pour une ration non supplémentée en vitamine E, a 5 pg.g*de
viande, pour une ration enrichie en vitamine E a 60 1U.kg+d'aliments.

L’a-tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDLs. Chaque particule LDL
contient en moyenne de 6 a 12 molécules d’a-tocophérol. L'a-tocophérol est incorporé dans les
particules de LDLs au cours de leur métabolisme, grace a une protéine appelée (a-tocophérol
transfer protein).

Lors de I’initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’ o -TocH, qui
est un inhibiteur de la propagation radicalaire, cede son hydrogéne situé dans le noyau
phénolique, réduisant ainsi le radical RO>’, et constitue par ce biais le seul antioxydant
liposoluble assurant cette protection. L’ a-TocH, en cédant son hydrogene, se transforme lui-
méme en produit radicalaire mais de faible réactivite.

L’ a-TocH peut réagir directement avec le radical initiateur, tel que le radical hydroxyle (HO"),
inhibant ainsi la formation du radical RO2". La réaction de la vitamine E avec 1’anion
superoxyde O>" est trés lente et par conséquent peu probable. L’ a-TocH n’est pas
biosynthétisée. Elle est présente dans les huiles végétales, principalement dans I'huile de germe
de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive. Elle se trouve aussi en moindre quantité dans

les céreales, les amandes, les legumes verts, le beurre, la margarine, les poissons gras.

» Lavitamine C ou acide ascorbique

L’anion ascorbate (forme présente dans le milieu physiologique) agit principalement en
piégeant directement les ROS et/ou RNS (majoritairement 1'02" et le ONOO). Il est aussi
capable de recycler I'a-tocophérol de fagon a agir en synergie avec ce dernier dans la prévention
de la peroxydation lipidique :

T-OH + AGPI-O0* — T-O° + AGPI-OOH

Asc-H + T-O®* — T-OH + Asc™®

La vitamine C est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présents dans les fluides
intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles). Pour les pH des viandes, compris entre
5 et 7, I’ascorbate (AH") est la forme majoritaire. Dans la viande, la vitamine C est présente en
faible quantité dans la viande (environ 2 mg pour 100 g de viande) par rapport aux fruits et
Iégumes. Ses activités biologiques antioxydantes viennent de son potentiel réducteur puissant
(E°=-0,29 V).
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Remarque : Par interaction avec un radical lipidique Re, la vitamine E (T-OH) se transforme
en un radical tocophéryle (T-Oe). Ce dernier est régénéré en T-OH sous ’action de la vitamine
C (Asc-H-) qui, a son tour, prend une forme radicalaire (Asc-e). Le glutathion réduit (GSH)
permet de régénérer la vitamine C en se transformant en un radical thyile (GSe) qui, par réaction
avec lui-méme, donne du glutathion oxyde (GSSG). L’activité des antioxydants décrite ci-
dessus dépend de plusieurs paramétres (pH, T...). Le Tableau 11 regroupe les principales
conclusions relatives a la stabilité thermique des AO endogénes.

Tableau 11 : Stabilité thermique des antioxydants endogénes

. Pertes Conditions Aliments Références
Antioxydants
Catalase 85% 60°C, bain marie® Porc Mei et al (1994)
Beeuf
Superoxyde dismutase | 78,7% 60°C, 30 minutes Ail Jianguo et al (2010)
Stable 80°C, bain marie® Porc Mei et al (1994)
Beeuf
30 % 45°C, 120 minutes Erythrocytesde  Tarhan et al (2000)
mouton
Glutathion peroxydase | 97% 80°C, bain marie® Porc Mei et al (1994)
/ Glutathion réductase
83% 80°C, bain marie® Beeuf Mei et al (1994)
Carnosine | 30% 70°C, 90 minutes, Agneau Purchas et al (2004)
bain marie

M Quand la température a ceeur est atteinte, les échantillons sont refroidis dans la glace et analysés

D’autre part, plusieurs travaux ont été menés afin d’identifier I’effet de la chaleur sur la stabilité
des vitamines antioxydantes. L’évolution de la vitamine C, par exemple, au cours des procédés
de transformation a largement été étudiée dans divers produits a base de tomate. Etant donné sa
forte sensibilité a la chaleur et a la lumiére, la vitamine C est systématiquement dégradée par
les procédés de transformation. Selon les conditions employées, les pertes sont plus ou moins
importantes. La température, le pH et la durée du traitement sont les principaux parameétres
influencant la dégradation de ce composé. D'aprés la littérature, la dégradation de la vitamine
C dans les produits alimentaires suit une cinétique de pseudo-ordre 1. Les pertes varient
énormément selon la structure et la composition de la matrice alimentaire et les conditions de
procédés appliquées.

D’apreés la littérature, la vitamine E serait un composeé relativement stable aux traitements subis

par les produits alimentaires lors de la transformation, de la conservation et du chauffage. Une
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étude réalisée sur quatre produits différents (jus, soupe, sauce et tomates en tranches), a suivi
I'évolution de I'a-tocophérol au cours du temps lors de la cuisson de trois de ces produits et la
préparation industrielle du jus. A la différence des deux autres études, la teneur a tendance a
augmenter lors des traitements thermiques, sauf pour le jus dont la teneur en a-tocophérol est

significativement affectée lors des étapes d’homogénéisation et de stérilisation.

> Les polyphénols et caroténoides

Les polyphénols et caroténoides sont des phytomicronutriments tres courants dans les fruits et
légumes. Malgre leurs structures tres différentes, ils partagent un certain nombre de
caractéristiques : une implication dans la couleur des fruits et Iégumes ; des propriétés
antioxydantes ; des propriétés protectrices envers certaines maladies dégénératives tels des
cancers et maladies cardiovasculaires. Les propriétés anti-oxydantes de ces molécules ont été
particulierement étudiées. En effet par leurs propriétés de capture de radicaux ou d’électrons et

leur sensibilité a I’oxydation, ces molécules sont impliquées lors des phénomeénes d’oxydation

.5 Effets des traitements technologiques sur I’oxydation en lien

avec la qualité de la viande

La qualité de la viande est déterminée par sa composition (part de viande maigre et de gras) et
par ses qualités organoleptiques : apparence visuelle, odeur, jutosité, tendreté et saveur. Si la
qualité nutritionnelle de la viande est objective, sa qualité organoleptique, telle qu'elle est
percue par le consommateur, est tres fortement subjective. On s’intéresse ici essentiellement
aux effets des traitements technologiques (cuisson, marinade, conservation et le salage...) sur
la production des ERO lors de la phase d’initiation. L’oxydation du fer a d’un co6té une
implication sensorielle directe qui se traduit par un changement de la couleur de la viande (cas
du fer héminique) et d’autre part des implications indirectes via la production des ERO (cas du
fer non héminique et héminique). Les radicaux libres oxygénés, notamment (HO"), oxydent les
lipides et les protéines de la viande. Les traitements technologiques des produits carnés peuvent
étre classés en deux catégories: (i) les transformations a basse température (congélation,
réfrigération, séchage-fumage, découpe et hachage, salage et marinage) et (ii) les
transformations a haute température (cuisson industrielle ou domestique, pasteurisation et

stérilisation).
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1.5.1Les traitements technologiques a basse température

Les procédés mis en ceuvre pour stabiliser les flores microbiennes pathogénes et d’altération
permettent aussi de limiter I'oxydation des viandes (stockage réfrigeré et congélation).

Le stockage réfrigére de la viande (4°C) : le mode de conditionnement peut avoir un effet sur
la stabilité de la couleur de la viande rouge du fait de la pression en oxygene dans I'emballage.
Par exemple, lors d'un conditionnement imperméable sous vide, ou la pression en oxygeéne est
faible, la myoglobine est sous forme réduite et la viande présente une couleur rouge pourpre.
Si le taux d'oxygene résiduel est de 0,05%, la myoglobine s'oxyde et la couleur devient brune,
ce qui induit un rejet d'achat de la part du consommateur. L'oxydation de la myoglobine entraine
une cascade de réactions qui induisent I'oxydation des lipides (Chaijan, 2008) et les produits
d'oxydation de ces derniers agissent sur les protéines (Lund et al., 2011). Dans le cas du
conditionnement sous atmosphere modifiée (20 a 30% de CO2 et 70 a 80% d'Oy), les
concentrations élevées en oxygene permettent de garder le pigment de la myoglobine sous
forme oxygénée de couleur rouge vif mais, avec des risques plus élevés d'oxydation des lipides
et des protéines. L’amplitude des phénoménes oxydatifs lors de la conservation réfrigérée des
viandes est relativement faible (Gatellier et al., 2005 ; Santé-Lhoutellier et al., 2008b ; 2008c).
Ceci est di a la présence d’un systéme antioxydant enzymatique (superoxyde dismutase,
catalase et glutathion peroxydase) et non enzymatique (vitamine E, glutathion) qui garde son
efficacité plusieurs jours aprés la mort de 1’animal (Gatellier et al., 2004 ; Renerre et al., 1996).
La congélation permet des durées de conservation de plusieurs mois. Estévez (2011) indique
dans sa revue que les proteines subissent des oxydations pendant le stockage congelé de la
viande de porc, de beeuf, de volaille, de dinde et de nandou. A -18°C, aucune flore microbienne
n’est active et ce sont les phénoménes oxydatifs, bien qu’extrémement lents, qui limitent la
durée de vie des produits carnés du fait du rancissement des matiéres grasses. De plus, la
formation de cristaux de glace au moment de la congélation induit des modifications
structurales des protéines qui ont pour conséquence une réduction du pouvoir de rétention en
eau PRE qui se traduisent par des exsudations lors de la décongélation.

Le hachage des viandes est couramment utilisé pour valoriser des muscles de faibles valeurs
économiques ayant une forte teneur en collagene. Les contraintes mécaniques subies par la
viande lors du hachage modifient I'orientation des fibres musculaires et des myofibrilles sans
pour autant denaturer les protéines myofibrillaires. Par contre, le hachage qui augmente

considérablement la surface de contact avec 1’oxygene favorise 1’oxydation du fer avec la
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formation des ERO et toutes les répercussions de ceux-ci sur les lipides et les protéines de la
viande

Le salage

Le chlorure de sodium est I’un des ingrédients les plus utilisés dans les procédes de préparation
des charcuteries du fait de la réduction de I’activité de 1’eau et donc de I’amélioration de la
stabilité microbienne. 1l joue aussi un role déterminant sur la flaveur et la couleur. En Italie, la
teneur en sel moyenne dans les produits de salaison les plus répandus oscille entre 3,3 g/100 g
pour le salami de Milan et 4,9 g/100 g pour le jambon sec typique (en particulier le San Daniele
et le Parme) (Parolari, 2005). Une orientation vers des produits de salaisons a teneur réduite en
sel est en cours. En effet, le sodium contenu dans le sel peut avoir de multiples effets néfastes
sur la santé. Le salage affecte la force ionique du milieu ce qui entraine des modifications des
vitesses d’oxydation et de réduction du fer. Dans I’étude de Millero et al. (1989), la valeur de
la constante de vitesse de 1’oxydation du Fe II par le peroxyde d’hydrogéne a 25°C, diminue de
33,5% lorsque la force ionique passe de 0,1 M a 2,4 M. Néanmoins, seules quelques
informations relatives aux effets du chlorure de sodium sur I’intensité d’oxydation du fer sont

disponibles dans littérature (Figure 11).

Fe(ll) OXIDATION WITH Hq0g IN SEAWATER AT pH = 6.0
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Figure 11 : Effets de la force ionique sur la constante de vitesse de la réaction d'oxydation

du Fe Il en Fe 111 par le H2O2 dans I'eau de mer a pH 6 et a différentes températures
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Le marinage de la viande, ce procédé de marinage consiste a mettre en contact un aliment
avec diverses préparations alimentaires et aromatiques ou “marinades”, traditionnellement a
base de vin, vinaigre, jus ou pulpes de fruits ou d’extraits végétaux, de lait fermenté, de sel et
d’huile (Bjorkroth, 2005; Oreskovich et al., 1992). Une étude a montré une réduction de
I’oxydation des lipides, due vraisemblablement a la présence de composés
phénoliques antioxydants dans la sauce de soja et le vin rouge, et donc une diminution de la
rancidité de la viande. (Kargiotou et al., 2011). Ce procédé entraine, selon une étude réalisée
par Sharedeh et al (2011), une augmentation de la dénaturation des protéines et des oxydations
avec la baisse du pH de la marinade. Ces phénomenes sont particulierement marqués a pH 4,3.
Ces phénomeénes induisent une baisse potentielle de la qualité nutritionnelle du produit.
Néanmoins, peu d’études se sont intéressées aux effets de la marinade sur 1’oxydation du fer

dans la viande.
1.5.2Effets de la cuisson sur les phénomenes oxydatifs dans la viande

Lors de la cuisson, on observe un déséquilibre important entre les potentiels pro et antioxydants
du muscle en faveur de ’oxydation. L’augmentation de la température entraine une
surproduction de radicaux libres oxygénés par activation de certains des mécanismes décrits ci-
dessus avec, en paralléle, une dégradation rapide de la protection antioxydante. La combinaison
de ces deux phénomenes conduit & une augmentation importante des oxydations lipidiques et
protéiques de la viande. Lors de la cuisson de la viande, les enzymes antioxydantes, comme la
plupart des protéines, perdent en effet rapidement leur activité au-dessus de 60 °C, et la vitamine
E est dégradée a partir de 80 °C. Des interactions moléculaires sont aussi observées qui
participent a la dégradation de la qualité des produits. Ainsi, les sucres réducteurs et les
aldéhydes, issus de la peroxydation lipidique, peuvent reagir avec les protéines par
I’intermédiaire des acides aminés basiques ou de la cystéine. Enfin, le type de cuisson, mais
principalement le temps, influent sur la proportion de fer héminique converti en fer non
héminique : elle serait de 10 a 50% respectivement pour des cuissons rapides (grillé, réti) et
lentes (bouilli), le maximum étant atteint pour des fritures longues. Cette conversion fer
héminique /fer non héminique a des répercussions sur la production des ERO et par conséquent

sur la qualité nutritionnelle et sensorielle de la viande.
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1.6 Exemples de modéles d’étude utilises pour la compréehension des

meécanismes oxydatifs dans les aliments

Les "modeles d’aliments" sont définis comme des matrices génériques et simplifiées
d’aliments ; le milieu, réactionnel ou non, est reconstruit dans le but d'étudier un ou plusieurs
phénomenes interactifs en faisant varier des paramétres (composition et structure) de fagon
parfaitement controlée. La parfaite maitrise du modéle expérimental peut permettre d’utiliser
les mesures pour ajuster les constantes physiques ou chimiques des phénomenes dans un
modele mathématique du systeme. lls existent aussi, des "modeles expérimentaux
intermédiaires”, plus complexes que les "modeles d'aliments” mais eux aussi développés
spécifiqguement pour analyser un ou plusieurs phénomenes.

Dans notre étude, le but est d’étudier la phase d’initiation de 1I’oxydation du fer dans la viande.
Pour ce, il fallait un modéle mimétique basique sans matiere organique afin d’éliminer les
interactions entre les radicaux libres formés a 1’issu du cycle oxydo-redox du fer et les lipides

et protéines de la viande.

e Exemple de modéles in vitro de la digestion

Le choix d’un modéle expérimental de digestion dépend de nombreux facteurs notamment
éthique, technique ou financier. En comparaison avec les modeles in vivo, les modeles de
digestion in vitro présentent certains avantages : réeduction des co(ts, gain de temps, meilleures
répétabilité et reproductibilité, limitation des contraintes éthiques. Deux types de modeles in
vitro mimant le tractus digestif ont été développés : des modéles statiques et des modeles
dynamiques. Les modeles de digestion statiques sont des modeéles biochimiques simples
mimant les conditions physico-chimiques digestives. Les modeles in vitro peuvent mimer deux
grandes étapes de la digestion : I’estomac et I’intestin gréle. Ces différentes étapes peuvent étre
considérées seules ou en combinaison. Le Tableau 12 reprenant quelques études de digestion

appliquees aux matrices laitieres, souligne des parametres utilisés.
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Tableau 12 : Exemple de variabilité des modeles statiques in vitro appliqués a 1’étude de
digestion de produits laitiers (Hur et al., 2009 ; Dupont et al., 2010)

Temps

Objectif de Pétude | Tature des digestion | pH Référence

enzymes

{minutes)

Digestion de lait Jus gastrique 30 25 Almaas ef al.
bovin/caprin humain 30 75 (2008)

Jus duodénal

humain
Digestion de protéines | Pepsine porcine 80 Descente en pH de pH=65 a | Chatterton ef al.
de lait et lait maternel . . pH=2 en 60min (2004)

ou jus gastrique 60

(enfant)
Digestion Pepsine porcine 120 25 Moreno et al.
f-lactoglobuline Trypsine porcine et | 15 6.5 (2008)

chymotrypsine et

sels biliaires
Digestion protéines Pepsine porcine g0 pH=3(modéle enfant) Cupont et al.
purifiées issues du lait Trypsine et pH=25 (modéle adulte) (2010)
(p-lactoglobuline) chymotrypsme 30 pH=6 5
(B -caséine) porcine et sels

biliaires

Pour réesumer...

En sciences des aliments et en génie alimentaire, les "aliments modéles" et les "modeles
d'aliments" sont utilisés depuis longtemps sans pour autant utiliser ces termes. Tous ces modeles
expérimentaux ont pour finalité d'analyser un phénomene réactionnel, comportant souvent de
nombreuses réactions chimiques et/ou un phénomene physique (de diffusion, de modification
structurale....). La complexité du probleme oriente le choix du type de modéle expérimental,
mais souvent I'élaboration d'un modele mathématique du systéme nécessite d'avoir recours a un
ou des "modeles d'aliments" qui seuls permettent la simplification nécessaire pour isoler
I'impact de nombreuses variables.

C'est cette voie que j'ai suivie pour modéliser la production des radicaux libres issus de
I’oxydation du fer de la viande conservee et transformée et pour évaluer I’ impact de ces
radicaux sur I’oxydation des protéines et des lipides en m'appuyant sur le savoir-faire de mes

deux équipes d'accueil : "Biochimie et Protéines du Muscle" et "Imagerie et Transferts".
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. Matériels & Méthodes

La viande est un aliment extrémement complexe de par son organisation structurale composee
de plusieurs sous-ensembles, et de par sa composition en proteines, lipides, sucres, minéraux et
oligoéléments. Apres I’abattage de I’animal, la viande est conservée, puis dans la plupart des
cas, la viande est consommeée cuite. La succession des opérations technologiques permettant de
fabriquer des produits carnés cuits met en jeu de nombreux processus physiques et chimiques
qui conduisent a une grande variété de changements. Les modifications oxydatives sont initiées
par la formation des radicaux libres issus de 1’oxydation du fer et affectent principalement les
composantes lipidiques et protéiques. Elles peuvent s’amplifier du fait des interactions
protéine-lipide et protéine-sucre. L’importance de ces phénoménes physicochimiques
interactifs dépend de plusieurs facteurs (T°C, pH...). Mais, la complexité du milieu viande et
la variabilité animale font que les études décrites dans la littérature sur divers types de muscles,
ne permettent ni d'identifier clairement 1’impact relatif des conditions physico-chimiques et de
la composition du produit sur les phénomeénes oxydatifs en général et la phase d’initiation des
oxydations en particulier, ni d'isoler un phénomene pour en étudier la cinétique. Pour répondre
a ce probleme, mes travaux expérimentaux se dérouleront dans un milieu simplifié mimétique
de la viande. Il va permettre de quantifier la production des radicaux libres issus de I’oxydation
du fer pour les conditions physicochimiques appliquées lors de la conservation et de la
transformation de la viande. Les phénomeénes d’oxydations se poursuivent dans le tube digestif
apres 1’ingestion des viandes qui sont alors exposées a des phénoménes mécaniques et
enzymatiques complexes. Les enzymes du tractus digestif, de la bouche a I’intestin, modifient
chimiquement le produit et le transforment en nutriments. Les radicaux libres qui se forment
tout au long du tractus digestif oxydent les protéines et les lipides de la viande. Pour évaluer
I’impact de ces transformations, nous avons soumis un modele mimétique de la viande aux

conditions qui regnent dans le tractus digestif.
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Le milieu aqueux utilisé pour étudier I’oxydation du fer lors de la transformation de la viande
est basé sur celui mis au point par Aurélie Promeyrat au cours de sa thése. Il a été complexifié
en rajoutant des antioxydants de différentes natures. Des myofibrilles ont ensuite été introduites
pour mieux appréhender les phénomeénes rencontrés au cours de la digestion des viandes.

Les meéthodes chimiques développées pour doser les radicaux superoxydes et hydroxyles
formés dans le milieu mimétique sont présentées dans ce chapitre. La méthode et les résultats
relatifs a la calibration permettant de convertir la fluorescence de I’HTP en concentration sont

décrits en annexe 4.
1.1 Construction du modele mimétique de la viande

Le modele mimétique de base utilisé est composé d’un tampon phosphate dont les
caractéristiques physicochimiques (pH et force ionique) sont proches de celles de la viande. Les
oxydants sont le fer non héminique « libre » rajouté sous forme de FeSQOs et le peroxyde
d’hydrogeéne H20,. Ceux-ci sont dissous dans le tampon a des concentrations variables. Le taux
d’oxygéne dissous dans le milieu est déterminé avec une sonde a oxygene (HACH-LANGE).
La complexification se fait par 1’ajout successif d’antioxydants. Pour chaque condition testée

avec le modele, quatre répétitions sont effectuées.
[1.1.1  Préparation du tampon d’incubation

Nous avons utilisé un tampon phosphate de sodium 40 mM a pH 6. L’intérét de 1’utilisation de
ce tampon est d’obtenir un pH et une force ionique (0.24 M) proches de ceux de la viande. Un
pH de 6, est représentatif de celui de la viande cuite. En effet, le pH ultime de la viande crue,
toutes especes confondues, varie de 5,5 a 5,8 et ces valeurs augmentent a la cuisson d’environ
0,3 unité pH (Fletcher et al., 2000).

[1.1.2  Concentration en oxydants

Le peroxyde d'hydrogéne : le tissu musculaire contient du peroxyde d'hydrogéne (H20>). La

concentration maximale en peroxyde d'hydrogene dans le modele mimétique a été fixée a 2000
M. Cette valeur correspondrait environ a une oxydation de 50% de la myoglobine d'une viande
présentant une couleur intermédiaire (250 uM de H20-), & une oxydation de 50% des AGPI
(1050 pM de H20») et une oxydation de 20% du glucose (600 uM de H202). L eau oxygénée du
commerce a 30 % (8.82 M) a donc été diluée dans différents volumes de tampon phosphate pour
obtenir des concentrations de 200 a 2000 pM.
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Fer «libre » : les concentrations, en fer non héminique, utilisées pour le modele mimétique
tiennent compte des concentrations en fer héminique (représentant 65 a 75% du fer total, selon
les espéces) et en fer non héminique. Nous utilisons du fer non héminique afin de tenir compte
du fait qu'a hautes températures, une grande partie du fer héminique est transformé en fer
« libre ». Le fer est ajouté dans le modele mimétique a I'état ferreux (Fe(ll)). Selon Gozzo
(2001), utiliser du fer ferreux plutdt que du fer ferrique importe peu. Il a montré qu’en présence
d’un large excés de peroxydes, comme ceci était le cas dans le modéle mimétique, quelle que
soit la forme du fer de départ, il s’établit un cycle redox du fer mettant en jeu les trois formes :
fer ferreux, fer ferrique et probablement du fer ferryle. Ce cycle montre, en exces de peroxydes,

une production de radicaux libres quel que soit I'état du fer initial.

Le modele mimétique est donc composé de fer, ou quatre concentrations sont testées
(50 ; 200 ; 400 et 600 uM) et de peroxyde d'hydrogene (0, 200, 1000, 2000 uM) (Tableau
13).

Tableau 13 : Plan expérimental des cinétiques de formation des radicaux superoxydes et

hydroxyles dans le milieu mimétique de base de la viande

Composés et TP NBT FeSO4 H202 Température
parametres (M) | (UM) (LM) (LM) (°C)
radical 0 500" 200" 0 (4>75)
superoxyde*
(50 >600) 60
radical 1000™ 0 200" 200" (4->60)
hydroxyle**
(50->600) 60
200 (200—>2000) 60

Les conditions standards : formazan™ (200 uM de FeSOs, T= 60°C ; HTP™ (200 uM de FeSOs, 200 UM d’H,0»,
T=60°C)

1.L1.3 Choix des sondes

La sonde de détection des radicaux superoxydes (Nitro Blue Tetrazolium, NBT) est utilisée a
la concentration de 500 uM et la sonde de détection des radicaux hydroxyles (téréphtalate) est
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utilisée a la concentration de 1 mM. Ces concentrations en sondes sont en large exces par
rapport aux radicaux formés dans le milieu mimétique de la viande. La réduction du NBT en
formazan est suivie par absorbance a 530 nm (Auclair et Voisin, 1985). L’hydroxylation du
téréphtalate en hydroxytéréphtalate est mesurée par fluorescence (émission a 420 nm apres

excitation a 340 nm) (Saran et Summer, 1999).
I1.1.4  Conditions de conservation et de chauffage du milieu

Le milieu mimétique de la viande a été chauffeé a 25, 30, 45, 60 et 75°C pendant 30 minutes.
Quatre repétitions sont effectuées pour chaque condition. Le chauffage est effectué au bain a
sec dans le cas de la détection des radicaux superoxydes et en utilisant le systeme peltier du
fluorimétre dans le cas des radicaux hydroxyles. Ceci permet une répartition homogene de la
chaleur tout au long du chauffage. La conservation se fait a la température de 4°C.

L’abaissement de la température se fait en utilisant de la glace.
[1.1.5 Determination des concentrations en antioxydants

Le niveau de complexit¢ du modéle mimétique est augmenté par l'ajout d’antioxydants au
tampon phosphate composé de fer ferreux dans le cas ou le radical superoxyde est & détecter.
Le peroxyde d'hydrogéne est rajouté au tampon phosphate contenant du fer ferreux dans le cas
ou le radical hydroxyle est a détecter. Trois catégories d’antioxydants sont testés : un
antioxydant lipidique, le trolox C, un analogue hydrosoluble de la vitamine E (a-tocophérol),
des antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase et catalase) et deux antioxydants
peptidiques, la carnosine et le glutathion (Tableau 14). La glutathion peroxydase n’a pas été
testée car notre modéle ne contenait pas de lipides susceptibles de produire des hydro-peroxydes

lipidiques.

L'effet des antioxydants est testé a deux groupes de températures : basse température
4 et 10°C et hautes température 45°C et 60°C avec le modéle mimétique composé de
tampon phosphate a 40 mM et pH6, de 200 uM de fer ferreux et de 200 UM de peroxyde

d'hydrogene dans le cas ou le radical hydroxyle est a détecter.

Les concentrations en vitamines C et E ajoutées dans le modele mimétique complexe sont

respectivement de 0,1 mM et 5 pg.mL+ (soit 2,9 pg.mL+ de Trolox C) (Decker et al., 2000).
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Les enzymes antioxydantes : la superoxyde dismutase et la catalase ont été choisies pour leurs
capacités a piéger les radicaux libres en agissant en interaction. Les concentrations en enzymes
antioxydantes ajoutées dans le modéle mimétique complexe sont celles trouvées par Young et
al (2005) sur le muscle Longissimus Thoracis de porc (1 jour aprés l'abattage) et qui ont été
converties en unité par millitre : 240 U.mL~ de superoxyde dismutase et 640 U.mLde catalase.
La carnosine (B-Ala-His) et le glutathion (GSH) ajoutées dans le modéle mimétique complexe
pour tester leurs propriétés antioxydantes sur des protéines de la viande a des concentrations
respectives de 20 mM et 0,85 mM. Le choix des doses physiologiques les plus élevées

s’explique par la volonté de mieux observer 1’effet de ces antioxydants.
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Tableau 14 : Teneur en antioxydants dans la viande

Antioxydants

Concentrations
dans le modéle

Références bibliographiques

Superoxyde dismutase 240 U.mL-1 Dans le muscle Longissimus Thoracis de

(Cu-Zn SOD) porc (1 jour apres l'abattage)

Catalase 640 U.mL-1 Young etal (2005)

Carnosine 20 mM varient de 50 a 528 mg pour 100g de
viande, soit de 2 mM a 24 mM

Glutathion 0,85 mM 0,40 a 0,85 mM (de viande de beeuf)
Williams et al (2007)

a-tocophérol 5 pug.mL-1 Variation des teneurs en a-tocophérol de

1 pg.g-1 de viande, pour une ration non

Trolox C (soit 2,9 pg.mL* de
supplémentée en vitamine E, a5 pg.g™ de
trolox C
viande, pour une ration enrichie en
ui est un analogue soluble
f g vitamine E & 60 1U.kg™* d'aliments
de la vitamine E)
Trefan et al (2011).
Ascorbate 0,1 mM La concentration en vitamine C dans la

viande, toutes espéces confondues, est

d’environ 0,11 mM  Decker et al (2000)

I1.L1.6  Variation du pH et ajout de sel (NaCl)

Comme précédemment, les essais dédiés a I’analyse de la production du couple (HO2/0;™)

avec le formazan ont été faits sans ajout de peroxyde d’hydrogene et ceux concernant la

production d’ (HO"), avec le TP, avec une concentration en H2O; initiale égale a celle du FeSOa.

Deux séries d’essais ont été réalisées pour évaluer les effets respectifs du pH et de la

concentration en chlorure de sodium.
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Série pH

Le seuil de solubilité du TP a pH 3,5 est bas. Afin que la quantité de sonde ne soit pas limitante,
les essais, & ce pH, ont di étre effectués avec une concentration en FeSO4 réduite soit 50 uM.
Trois pH (3,5 ; 5 et 6,5) ont permis de couvrir une gamme couvrant celle du pH de 1’estomac,
des viandes marinees et des viandes fraiches crues et cuites. Pour chaque pH, deux températures
(4 ou 37°C) ont été testées, avec toujours trois répétitions. Les conditions d’utilisation des

sondes sont présentées dans le Tableau 15.

Tableau 15: conditions d’utilisation des sondes a trois différents pH (3,5 ; 5 et 6).

Sondes H202 um FeSO4 uM
TP (1000 uM) 50 50
NBT (500 uM) 0 50
Série NaCl

Les essais ont été effectués avec 200 UM de FeSOsa pH 6 et a 60°C pour trois niveaux de
concentrations en chlorure de sodium : (1) pas de NaCl comme dans les essais du paragraphe
IV.1, (2) 15 mM de NaCl qui correspond a la concentration naturelle en ion CI™ dans le tissu
musculaire (Schivazappa et al., 2002) et (3) 342 mM de NaCl pour mimer une charcuterie cuite
a 2% de sel en masse. Les essais ont été répétés trois fois et les concentrations initiales des

sondes étaient les mémes que précédemment.
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Figure 12 : Schéma représentatif du modele mimétique de la viande utilisé au cours de la

thése
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1.2 Mesures des oxydations dans un milieu mimétique du systeme

digestif
[1.2.1  Protocole expérimental

La production de radicaux libres a été évaluée a 37 ° C dans une solution saline de KCI / NaCl
/ CaCl2 (2/120/6 mM), représentative de la composition saline du tractus digestif, supplémentée
avec du phosphate de sodium 20 mM a différents pH (3,5 et 6,5). Toutes les cinétiques ont été
évaluées pendant 2 h dans chaque phase. La concentration initiale d'oxygéne dissous a cette
température était de 210 + 10 uM. Les oxydants (FeSO4 et H20>) ont été dissous dans ce milieu
a deux concentrations (100 et 200 uM). L'effet des antioxydants a été testée en ajoutant un
mélange de Trolox C de, B-carotene et divers polyphénols (acide caféique, la rutine, l'acide
chlorogeénique, la quercétine et). Chaque antioxydant a été ajouté a une concentration finale de
10 uM. La détection des radicaux superoxydes et hydroxyles s’est faite via les sondes NBT et

TP décrites auparavant.
[1.2.2  Digestion in vitro

Pour évaluer I'oxydation lors de la digestion, le modéle mimétique précédent a été complexeé en
ajoutant des myofibrilles extraites selon le procédé de Pietrzak et al.(1997). La concentration
en protéines myofibrillaires a été évaluée par la méthode du biuret (Gornall, Bardawill, et
David, 1949) et la concentration en lipides myofibrillaires a été évaluée par une extraction Folch
(Folch, Lees & Sloane-Stanley, 1957), suivie par une mesure gravimétrique. Dans la phase
gastrique, les concentrations des protéines myofibrillaires et des lipides sont 7,71 et 2,05 mg /
mL, respectivement. La concentration finale de la pepsine est de 2 mg / ml. Dans la phase
intestinale, les concentrations finales de la bile porcine et la pancréatine sont respectivement de
8,81 et 0,52 mg / ml. Les incubations ont été effectuées a 37 ° C sous agitation et la prise
d’échantillons (Aliquotes) pour 'analyse biochimique s’est faite a différents temps d'incubation

(0, 30, 60, 120, 150, 180 et 240 min).
[1.2.3  Mesures d’oxydation des lipides et des protéines

L'oxydation des lipides a été mesurée par les substances réactives a I'acide thiobarbiturique
(TBA-RS) selon la méthode Lynch et Frei (1993). L’oxydation de la cystéine a été évaluée par
la diminution des thiols libres. Les thiols libres ont été mesurées par une modification de la

méthode d'Ellman en utilisant le 2,2'-dithiobis (5-nitropyridine) (DTNP) (Morzel, Gatellier,
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Sayd, Renerre, et Laville, 2006). Les groupements carbonyles des protéines ont été mesurés par
réaction avec la 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH) pour former des hydrazones de protéine

selon le procédé d'Oliver Alin, Moerman, Goldstein, et Stadtman (1987).
[1.2.4  Mesure de la protéolyse

Le niveau de la protéolyse a été déterminé par le marquage spécifique a la fluorescamine de la
fonction a-amino du N-terminal des peptides et des acides aminés (Harkouss, Mirade &
Gatellier 2012). L'indice de protéolyse est exprimé comme le rapport en pourcentage de la

teneur en a-amino du N-terminal (en équivalent glycine) a la teneur en protéine totale.
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lll. Développement d'un modéle mathématique steechio-cinétique

I11.1 Introduction

La modéelisation mathématique des phénomenes complexes est utilisée dans divers domaines
scientifiques tels que la chimie, la physique, les sciences de la vie (médecine, biologie...). Ces
modeles, constitués d’équations reliant entre elles les variables décrivant le systéme, peuvent
étre utilisés dans plusieurs buts : (1) analyser le comportement du systeme complexe dans des
situations difficiles a observer dans la pratique, (2) évaluer I’incidence respective des éléments
déterminant le systéme en réduisant fortement le nombre d’expériences et (3) rechercher un
optimum de fonctionnement en fonction des contraintes pratiques.
Un modele steechio-cinétique a été développé pendant la theése d’ Aurélie Promeyrat (2013) pour
modéliser les mécanismes a l'origine des modifications des protéines lors du chauffage du tissu
musculaire. Ce modele inclue dans une premiére étape la chimie de Fenton, puis les attaques
radicalaires des acides aminés et la dénaturation thermique des protéines. Les simulations
numeériques ont été faites en ajustant certaines valeurs des constantes réactionnelles k et des
énergies d’activation (Ea) de la chimie de Fenton, et d’autres relatives aux voies réactionnelles
subséquentes, par comparaison des calculs aux mesures de production de carbonyles issus de
I’oxydation des protéines myofibrillaires. En outre, il s’était révélé nécessaire d’introduire un
facteur de proportionnalité, inférieur a 1, entre la concentration totale en fer et celle réagissant
réellement dans la chimie de Fenton. Mon travail est focalisé sur 1’étape critique de la
production des radicaux libres pour réviser ces ajustements. Il devait aussi ajouter des éléments
permettant de tenir compte de la variation du pH. De¢s le début de mes travaux j’ai constaté que
les prédictions faites avec le jeu de parameétres proposés précédemment étaient en désaccord
avec mes mesures de production de formazan et d’HTP.
Ce chapitre synthétise les conclusions d’une étude bibliographique qui a permis de :

e réviser le schéma réactionnel de la chimie de Fenton, et proposer ceux relatifs aux

sondes NBT et TP et aux antioxydants,
e cerner les valeurs des k et Ea les plus incertaines des réactions du systeme Fenton,
e ajouter au modele précédent des fonctions pour tenir compte de la dépendance des
constantes k de certaines réactions au pH,
e introduire le concept de réactivité du fer en s’appuyant sur les études relatives a la

complexation et a la précipitation du fer en solutions aqueuses.
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[11.1.1  Systeme Fenton en solutions aqueuses

Nous ne reviendrons pas en détail sur les nombreux travaux fondamentaux qui ont été menés
au cours du 20ieme siécle depuis les travaux initiateurs de Fenton (1894) et Haber et Weiss
(1934) sur la chimie de Fenton. La synthese de Promeyrat (2013) montre que ce systeme
implique un nombre important de réactions élémentaires : le schéma réactionnel tiré de cette
synthése, quand on néglige les photo-réactions et les réactions marginales impliquant le fer
ferryle, est présenté en Figure 13.

Les radicaux superoxydes et hydroxyle sont produits respectivement a partir des
décompositions de I’oxygéne et du peroxyde d’hydrogéne catalysées par des sels ferreux. Le
radical hydroxyle est beaucoup plus réactif que le radical superoxyde ; c’est le responsable de
la dégradation des composés organiques et inorganiques. La chimie de Fenton est d’ailleurs
exploitée dans plusieurs domaines tels que le traitement des déchets, notamment ceux associés
a l'industrie du textile, des eaux usées, des effluents toxiques non biodégradables et des
pesticides (Esteves et al., 2016 ; Zhao et al., 2016). Ce systéeme réactionnel est aussi trés
important dans les systéemes biologiques (Shaeib et al., 2013 ; Li et al., 2016). Toutefois, ces
études ont été menées dans des conditions différentes de celles de la viande : pH, force ionique,
composition du milieu...

La construction d’un modéle steechio-cinétique nécessite de numéroter les réactions. Nous
avons conservé et la numérotation proposée dans la thése d’Aurélie Promeyrat (2013) (Figure
13,

Figure 14).

(HO,® /02")

Figure 13 : Réactions impliquées dans le cycle Redox du fer, R : réaction
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H,O

(HO™ /0,

Figure 14 : Réactions entre les radicaux libres

La réaction R1 est au centre sur systeme réactionnel ; elle est d’ailleurs souvent appelée «
réaction de Fenton » : le fer ferreux initie et catalyse la décomposition du H>O> pour former des
HO°. Le fer ferrique catalyse aussi la décomposition du peroxyde d’hydrogéne par la réaction
R2 qui est appelée « Fenton inverse » ou « Fenton-like » (Walling et al., 1973 ); De Laat &
Gallard, 1999).

La réaction R10 est a I’origine de la production de I’autre radical, I'anion superoxyde, ou selon
le pH, son acide conjugué, le perhydroxyle ; c’est la réaction d’initiation principale dans les
milieux biologiques qui ne contiennent pas initialement de peroxyde d’hydrogene.

Les réactions R4 a R8 de la Figure 13 sont des réactions ou les ions ferreux et ferriques
réagissent avec les radicaux libres. La réaction R3 de la

Figure 14, participe aussi a la décomposition du peroxyde d'hydrogene et conduit a la formation
de I’anion superoxyde a partir du radical hydroxyle. Dans leur étude sur la décomposition du
peroxyde d’hydrogene par des sels de fer, il a été observé qu’en présence d’un excés de H20»
par rapport au fer, le peroxyde d’hydrogene se décomposait, générant davantage d’oxygeéne
moléculaire que de fer ferrique formé. (Haber & Weiss, 1934).

Le schéma réactionnel correspondant aux réactions entre les radicaux libres est présenté sur la
Figure 14. Exceptée la réaction R3, ce sont des reactions de recombinaison des radicaux libres
entre eux entrainant la formation du peroxyde d’hydrogeéne, d’oxygéne et d’eau.

Nous avons reconsideéré les réactions R5 et R8. En effet, le composé HO>™ produit par la réaction
R5 de la Figure 13 n’est autre que la base conjuguée de 1’acide H202. Or ce couple acido-
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basique a un pKa égal a 11,6. Ceci implique que dans les milieux biologiques, ou le pH est
toujours inférieur a 7, seule la forme acide (H202) est présente dans le milieu. Autrement dit,
dés que le composeé HO- se forme par la réaction R5 il est quasiment entiérement converti en
H20>. La conséquence est un schéma réactionnel avec une seule réaction R5, au lieu des deux,

qui produit du peroxyde d’hydrogéne (Figure 15).

R10

R5

R4

Fe(ll) RL

R2

R6

Figure 15 : Réactions impliquées dans le cycle Redox du fer revu par K.Oueslati

Les radicaux (HO2"/02™) : sur les Figure 13 et

Figure 14, une espéce radicalaire est présentée sous la forme d'un couple acido-basique ayant
un pKa égal a 4,8 : le perhydroxyle (HO2") est un acide faible et le radical superoxyde (O2") sa
base conjuguee. La proportion des deux composés radicalaires varie avec le pH du milieu selon
le diagramme de prédominance (Figure 16). Il montre, par exemple, a pH 3 et a pH 6, un
pourcentage de radical superoxyde respectivement égal a 1,6% et 94%. Deux approches sont
décrites dans la littérature pour prendre en compte ce phénomene dans les modéles
mathématiques de la chimie de Fenton. La premiére consiste a considérer les deux composeés
radicalaires indépendamment en tenant compte de la réactivité propre de chacun dans les
réactions R5, R6, R18 et R20 ; ceci double le nombre de réactions et oblige a ajouter aussi les
deux réactions de 1’équilibre acido-basique. La deuxiéme consiste a représenter les radicaux

perhydroxyles et superoxydes comme un seul composé, ou couple (HO2'/02™) (Duesterberg et
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al., 2005 ; Duesterberg & Waite, 2006 ; Duesteberg & Waite, 2007 ; Duesteberg et al., 2008 ;
Kwan & Voelker, 2002). Les auteurs utilisent alors des constantes de vitesse dites "composites”,
qui sont fonction du pourcentage des radicaux perhydroxyles et superoxydes selon le pH. Cette
approche a donc été adoptée puisqu’elle simplifie les schémas réactionnels et réduit les durées
de calcul. Nous avons exploité le diagramme de dissociation et les travaux des auteurs
précédents pour établir des relations théoriques rendant compte de la variation des constantes
réactionnelles des réactions R5, R6, R18 et R20 avec le pH Figure 16.

1,0
0,9 A
0,8 1
0,7 A

0,6 1

0,5

0,4 1

Proportion du composé

0,3 1
0,2 1

0,1 A

0,0

Figure 16 : Diagramme de prédominance du Couple (HO,/0;") (tiré de Promeyrat,
2013)

111.1.2  Le schéma réactionnel des sondes

e NitroBlueTetrazolium (NBT)

La Figure 17 montre que le NBT est formé de deux tetrazolium qui sont réduits successivement
(Bielski et al., 1980), donnant d’abord du monoformazan (MF), puis du diformazan (DF). La
réduction de chaque tetrazolium nécessite deux eélectrons; quatre électrons sont donc

nécessaires pour réduire completement le NBT en diformazan (DF).
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Figure 17 : Schéma réactionnel du NBT avec le radical superoxyde (Bielski, 1980) (a)
Schéma réactionnel simplifié du NBT(b)

La réduction du NBT en MF, ou de maniére équivalente celle du MF en DF, se fait en deux
étapes successives. La premiére étape forme un radical tétrazolynile (NBT"). Cette réaction est
de second ordre.

R30a NBT?*+ O;"— NBT "+ O;

Lors de la deuxieme étape, deux réactions paralléles sont possibles : la dismutation ou la
réduction du radical NBT" par un deuxiéme anion superoxide (O;"). Dans les deux cas, il y a

formation de (MF).
R30b NBT*+ NBT *+H* — NBT?* +MF*
R30c NBT*+ 02" +H"— 02+ MF*

On montre que la réaction de bilan R31 de ces 3 réactions ¢lémentaires s’écrit de la méme fagcon
que ce soit pour la voie réactionnelle R31a+R31b ou la voie R31a+R31c :
R30 NBT?* + 2 O+ H" - MF'+2 O,

Les constantes de vitesses des réactions R30b et R30c de la deuxiéme étape sont
considérablement plus élevees que celle de la premiére étape R30a qui est donc limitante.
Le méme raisonnement conduit a la réaction de bilan R32 :

R31 MF* +2 O™+ H" — DF+2 O
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Liu et al. (2009) ont montré expérimentalement que si le ratio (O27)/NBT?* est inférieur a 2, il
se forme essentiellement du MF* alors que s’il est supérieur a 4, ¢’est essentiellement du DF
qui apparait du fait de I’excés d’Oz". Lorsque le ratio (O2")/NBT est compris entre 2 et 4,
differents ratios de MF et DF se forment (Liu et al., 2009).

Comme le DF a un coefficient d’absorption a 530 nm double de celui du MF, lors des essais
nous avons mesuré globalement une concentration équivalente en MF. Dans le modele, nous
avons donc considéré les réactions de bilan 31 et 32 et calculé aussi une concentration
équivalente en MF égale a la somme de la concentration en MF et du double de la concentration
en DF.

e Téréphtalate (TP)

Fang et al. (1996) ont réalisé une série d’expériences trés complétes qui ont permis d’établir le
schéma réactionnel et d’identifier les composés intermédiaires entre le téréphtalate et
I’hydrothéréphalate. Page et al. (2010) ont retenu dans leur étude que globalement, 1’efficacité
de I’hydroxylation du TP dans un milieu oxygéné est de 35% et ils ont réduit d’autant la valeur
de la constante réactionnelle de la réaction de bilan suivante :

TP + OH°— HTP

Lors de calculs de simulation préliminaires nous avons constaté que cette simplification ne
permettait pas de prédire correctement la formation de I’HTP dans les conditions de nos essais.
Il a donc été décidé d’introduire 1’ensemble des réactions décrites par Fang et al. (1996). La
Figure 18 présente 1’agencement des réactions entre elles et indique les proportions de
consommation des réactants quand il existe deux voies paralléles. Les réactions élémentaires
R31 a R38 (Figure 18) constituent donc le schéma réactionnel propre a la formation du HTP.
Page et al. (2010) ont montré que le HTP peut aussi étre dégradé par des radicaux hydroxyles
(R38). Enfin, Fang et al. (1996) ont identifié les produits formés au cours de certaines réactions
(R36 a 38). Ces derniers, qui n’interagissent pas avec les autres composés chimiques du milieu

seront appelés « Compose perdu » (CP).
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Figure 18 : Schéma réactionnel du Téréphtalate réagissant avec le radical hydraxyle
(tiré de Fang,1996)

I11.1.3  Schémas réactionnels des antioxydants (AQ)

Les antioxydants peuvent avoir un role promoteur ou inhibiteur de la formation des radicaux
superoxydes et hydroxyles.

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme capitale dans les systemes biologiques
puisqu’elle élimine le radical superoxyde; elle catalyse la réaction R18 de dismutaion du couple
(HO2'/02"™) en peroxyde d’hydrogéne (SOD).

R48 (HO2°-/ O2°-) + (HO2°-/ O2°-) + SOD — H20; + O2

La catalase (Cat) est une enzyme ayant un role est complémentaire a celui de la SOD dans les
systémes biologiques : elle catalyse la dissociation du peroxyde d’hydrogeéne en eau et oxygene
moléculaire (R21) évitant ainsi la production de radicaux hydroxyles.

R49 H>O; + catalase— 1/2(02) + H,O
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Le glutathion (GSH) peut chélater les ions ferreux et ainsi limiter leur participation a la
génération de radicaux libres par les réactions R1, R4, R5 et R10. De plus, il est capable de
réagir avec les radicaux hydroxyles (Halliwell & Gutteridge, 1990). Le radical thiyle (GS®),
alors produit, peut intervenir, s’il n’est pas neutralisé par auto-association (GSSG), dans les
processus d’oxydation, par des réactions avec 1’oxygene qui conduisent a la formation d’un
peroxyde ou de I’anion superoxyde (Thérond & Bonnefont-Rousselot, 2005).

R50 GSH + HO® - GS° + H.0

La carnosine présente des propriétés antioxydantes en fixant le fer ou en réagissant avec les
radicaux libres centrés sur I’oxygene.

R51 Carnosine + (HO>"/ O, ) Composé Perdu4

R 52 Carnosine + (HO") = Composé Perdu 5

L’ a-TocH (Vitamine E) peut réagir directement avec le radical hydroxyle (*OH). La réaction
de la vitamine E avec 1’anion superoxyde O2 " est trés lente et par conséquent peu probable. Les

constantes de vitesses de ces réactions sont connues.

R53 a-tocophérol + (HO2"/ O2™)-> Composé Perdu 6
R54 a-tocophérol + (HO") = Composé Perdu 7

La vitamine C est un diacide qui existe sous quatre formes différentes : acide ascorbique (AH>),
ascorbate (AH"), dianion ascorbate (A%) et le déhydroascorbate (A). Pour les pH des viandes,
compris entre 5 et 7, I’ascorbate (AH") est la forme majoritaire. Son activité antioxydante est
exercée en piégeant directement le peroxyde d’hydrogéne, les radicaux hydroxyles et les
radicaux superoxydes. En réagissant avec les espéces réactives oxygénées (ERO), la vitamine
C est oxydeée en un radical ascorbyle (A°" ou AH® selon le pH du milieu) qui est relativement
inerte vis-a-vis des matériaux biologiques. Les radicaux ascorbyles sont des formes instables
qui se transforment en déhydroascorbate ou sont régénérés en ascorbate. Le recyclage de
l'ascorbate peut se faire a partir de son produit d’oxydation (

Figure 19). La vitamine C est décrite comme étant un excellent antioxydant. Cependant, elle

est aussi largement utilisée comme pro-oxydant (Buettner & Jurkiewicz, 1996). Ce
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comportement paradoxal est lié a son fort pouvoir de réduction. Ainsi, la vitamine C réduit le

fer ; le cycle redox de ces métaux étant fortement impliqué dans les processus d’oxydations.

H,O

HO® R57

R55 Cycle Redox du Fer

0, (HO,° 10,°)
_ ~— R59 —x
A2
(AH,/AHY) (A"IAH")
—— R58
o S
A (A>TAH®)+ H*
Chauffage
R60
(A)heat

Figure 19 : Schéma réactionnel de la vitamine C (tiré de Promeyrat, 2013)

111.2 Calcul des cinétiques chimiques

[11.2.1  Principes

Dans une réaction chimique, les molécules interagissent avec d'autres et le résultat est la
formation de "produits” a partir des molécules initiales ou "réactants”. Dans la réaction
chimique ci-dessous, na, ng, Np et Ng représentent respectivement le nombre de moles des

réactants A et B et des produits P et Q.

Ri naA + nsB =2 npP + ngQ

® Np, NB, Np et Ng sont les coefficients steechiométriques.
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La vitesse de la réaction est proportionnelle a la constante réactionnelle et a la concentration de
chacun des réactants élevée a la puissance n. S’il s’agit d’une réaction élémentaire, la valeur de
n est égale au coefficient stoechio-cinétique. Dans le cas d’une réaction bilan qui résulte de la
combinaison de plusieurs réactions élémentaires, la valeur de n doit étre identifiée a partir
d’expériences ou déduite a partir de ’examen du schéma réactionnel complet des réactions
élémentaires.

e ki est la constante de vitesse de la réaction Ri; sa valeur est indépendante du temps si les

conditions ne changent pas (pH, température...).

Vi = —k{A]*4[B]=B (2-1)

Les variations des concentrations des différents réactants et produits provoquées par cette
réaction se déduisent de cette vitesse de réaction selon les équations 2-2, que la réaction soit

élémentaire ou pas

au) _ _ndisl _ L diel _ i) -
—nA?— e =nP dt =nQ dt (2-2)

Le principe des calculs que nous avons effectués peut étre résumé a partir d'un exemple
élémentaire, comprenant deux réactions interactives, avec trois réactants et deux produits, I'un
des produits étant aussi un réactant. Les Equations 3-4 et 3-5 représentent ces deux réactions

¢lémentaires, pour lesquelles les coefficients steechiométriques et les constantes de vitesse sont

connus :
Ra A+B =2>C (kaen M1s?)
Rb 2C 2D (kb ML)

Une matrice réactionnelle peut alors étre écrite pour décrire ce systeme. Chaque ligne
correspond a une réaction ayant une constante réactionnelle k; elle indique le coefficient
steechiométrique associé a chacun des composés avec un signe négatif pour les réactants et

positif pour les produits.
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Ka Ra -1 -1 1 0

Ko Rb 0 0 -2 1

Cette matrice contient I’information suffisante pour traduire le systéme réactionnel en modele
steechio-cinétique en écrivant les équations 2-3 a 2-7 lorsque les réactions sont élémentaires.
Dans le cas d’une réaction non élémentaire, il faut en plus indiquer I’ordre relatif a chacun des
réactants. Par convention, le coefficient stoeechiométrique est alors mis entre parenthése devant
cet ordre. Par exemple, si la deuxiéme réaction n’est pas élémentaire avec un ordre égal a 1,2,

la matrice réactionnelle précédente devient :

A B C D
Ka Ra -1 -1 1 0
Ko Rb 0 0 1,2(-2) 1

Connaissant la concentration de chaque composé a l'instant t, les constantes de vitesse des deux
réactions, ka et kb, et la matrice des réactants, il est possible de déterminer la vitesse des

réactions a cet instant.

Va=ka [A]* [B]* [C]° [D]° = ka [A]* [B]* (2-3)

Vb = ks [A]° [B]° [C]" [D]° = ks [C]" (2-4)

Avec n égal a 2 si la réaction Rb est élémentaire et n égal & 1,2 si elle (la réaction Rb) ne 1’est
pas.
Cela permet ensuite d’écrire un systeme d'équations aux dérivées ordinaires. Chaque équation

relie la variation de la concentration d’un composé a 1’instant t aux concentrations des réactants
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en utilisant uniquement les coefficients steechiométriques, que les réactions soient ¢lémentaires

ou non.
D = B = 1 xVat0 xVo=-k[A][B]: (2-5)
d[C] 1 1
. =1 XVa—2 XVv=Kka [A] [B] - Zkb[C]n (2'6)
DL = 0 x Va+ 1 x Vo= ke[C] (2-7)

Les cinétiques de variation des quatre composés peuvent étre alors calculées, en résolvant ce
systeme d'équations en partant des concentrations de chacun d'entre eux, at=0.

Ainsi, I’intérét d’une modélisation steechio-cinétique est de pouvoir calculer simultanément les
cinétiques de tous les composés d'un systeme réactionnel. Il faut cependant connaitre les
constantes de vitesse (k) et leurs éventuelles variations en fonction des conditions
environnementales (température et variation de pH...).

L’unité d'une constante de vitesse dépend de I’ordre général de la réaction. Pour une réaction
¢lémentaire. Ce dernier est égal a la somme des coefficients stoechiométriques des réactants.

Cette unité est donc s, M1s™ quand 1’ordre est respectivement 1 ou 2.

I11.2.2  Incidence des conditions physicochimiques sur les constantes réactionnelles

La constante réactionnelle d'une réaction chimique dépend de la température et du pH. Le
principe est de définir une valeur de référence keer relative a un couple de référence (T et pH) et
de multiplier cette valeur par des fonctions f(T) pour la température, et f(pH) pour le pH, afin
d’obtenir la valeur de k dans d’autres conditions physicochimiques.

La dépendance de k a la température est généralement représentée par la loi d'Arrhenius.

Nous avons choisi une température de référence égale a 25°C. La fonction f(T) s’écrit donc :

f(T): Exp [_% (r +12?3 B TR.’.-fi-n.-ni: +z?3)]

Avec
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Ea: Energie d'activation (J.mol?) ;

R : Constante des gaz parfait (J.mol.K?) ;

T : Température (°C) ;
e T Reférence : 25°C.

Dans la thése de Promeyrat (2013) les valeurs des constantes réactionnelles sont données pour
un pH unique égal a 6. Ce pH avait été choisi car c’est le pH moyen de la viande cuite. Nous
avons donc pris cette valeur comme pH de référence.

L’effet du pH sur le comportement du systéme réactionnel peut provenir de plusieurs raisons.
Le premier cas concerne les réactions dont les ions H" ou OH™ sont des réactants ; le modéle
rend compte de ’effet du pH simplement par le fait que les vitesses de ces réactions sont
modulées par les concentrations de ces ions. Le deuxieme cas concerne les réactions impliquant
les ions ferreux ou ferriques du fait de la réduction de la concentration en fer réactif par
complexation et/ou précipitation de ces ions. Ces derniers phénomenes sont analysés dans le
paragraphe 111.3.

Il n’y a pas de raison théorique pouvant justifier un impact du pH sur les constantes
réactionnelles si ce n’est pour les réactions impliquant le couple (HO./O2™). En effet, une
différence de réactivité des deux radicaux peut exister alors qu’ils ont été regroupés par
simplicité dans un seul composé. Des fonctions f(pH) ont donc été construites pour les seules
réactions R5, R6, R18 et R20. Nous nous sommes appuyés sur la synthese de Bielski et al.
(1985) qui ont récapitulé les résultats de plus de 200 études relatives a la réactivité respective
de HOZ et O2™ vis-a-vis de nombreux substrats en solutions aqueuses pour des pH compris
entre 1 et 10. La démonstration relative a 1’établissement de f(pH) de la réaction 18 est détaillée
ci-dessous a titre d’exemple. Les résultats pour les 3 autres fonctions sont indiqués ensuite.

La réaction R18 peut étre décomposée en deux réactions :

R18a HO, + HO," = H»,0, + O» avec kiga = 8,3 10° M1st

R18b HO, + 05" + H,O = H»0, + O, + OH" avec kigh = 9,7 10’ M1s?

La variation de la concentration en H>O> en fonction du temps due a la réaction 18 de notre

modele est donc la somme des vitesses des réactions R18a et R18b. Pour faire apparaitre la
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concentration en couple (HO2/0;"), il suffit d’utiliser dans le calcul de ces vitesses la
proportion de chaque radical dans le couple (HO,'/O2™). Par exemple, pour la réaction R18a :
Visa = Kisa [HO2')? = kusa ([H*)/(Ka+[H'])? [couple (HO2'/02™)]? (2-8)

Avec Ka (pKa = 4,8) la constante d’équilibre du couple acido-basique HO,'/O;™ .
En procédant de la méme facon pour la réaction R18b et en rapportant la valeur de la vitesse

globale de R18 a un pH quelconque a celle a pH 6 il vient :

f18(pH) = (0.154 + 17,96 X) / (1 + X)? (2-9)

Avec X = 10PH=48) et en prenant la valeur de référence a pH égale & 5,4 10° Ms selon les
informations données par Bielski et al. (1984). Les valeurs de kig en fonction du pH, calculées
par 1’équation 2- 9, sont présentées sur la Figure 20. Les valeurs aux pH 2 et 5 sont conformes
a celles proposées par Kwan (2002) et Dusterberg (2007). Cette figure montre aussi que, comme
cela avait été fait dans la these de Promeyrat (2013), une simple extrapolation des valeurs

connues entre 3 et 5 conduit a une valeur nettement surestimée, d’environ 4.10’ M*s® a pH 6.

10— S — -_—

pH

Figure 20 : Variation de la constante réactionnelle de la réaction de dismutation du
radical superoxyde (R18) en fonction du pH a température ambiante.

En suivant un raisonnement analogue (annexe 2), les fonction f(pH) des réactions R5, R6 et
R20 sont les suivantes :
R5  f5(pH) = (1,2 + 10 X) / (9,5 (1 + X), toujours avec X= 10PH48)

76



R6  f6(pH) =108/ (0.94 (1048 + 10°H))

R20 f20(pH) =1 car les deux radicaux ont la méme réactivité vis-a-vis de HO®.

111.3 Complexation, précipitation et réactivité du fer

Un complexe est constitué d’un atome central ou coordinateur, usuellement un atome
métallique donneur d’électrons, auquel sont liés d’autres atomes ou groupes d’atomes qui
acceptent ces €lectrons et que I’on appelle ligands ou coordinats. Burgot (2011) présente dans
un ouvrage de synthése les phénomenes principaux régissant la formation et la stabilité des
complexes se formant dans en solutions aqueuses. Il édicte aussi les regles permettant de
calculer les proportions des concentrations des complexes se formant dans des solutions
aqueuses composées de mélanges de sel minéraux lorsque 1’on connait les constantes de
stabilité de chacun des complexes pouvant se former. Ce domaine dépasse le cadre de cette
these et ce paragraphe se restreint a résumer les faits essentiels qui nous ont permis de définir
au mieux les facteurs de reactivités du Fell et Felll dans le modéle steechio-cinétique de la
chimie de Fenton.

En absence de composés organiques, la formation des complexes dépend en premier lieu des
proportions des ions minéraux ; la présence des anions hydroxydes OH™ est importante
puisqu’elle conduit a la formation de complexes hydroxo avec les ions métalliques. Le pH qui
détermine la concentration des OH" est donc un élément déterminant. Aussi, l'affinité d'un
ligand avec le fer peut varier énormément avec le pH (Von Wirén et al., 1999). La connaissance
de I’état de chélation du fer, également appelée « spéciation du fer », est donc un élément tres
important a prendre en compte pour comprendre les mécanismes d’oxydo-réduction du fer.
Dans les milieux biologiques, comme le tissu musculaire, le fer est aussi complexé a différentes
molécules organiques (citrate, ascorbate, acides aminés libres, ATP, ansérine, carnosine....) ou
minérales (sulfate, chlorures, carbonates, phosphate.....).

La précipitation du fer, qui n’est pas indépendante de la complexation, affecte aussi

potentiellement sa réactivité dans la chimie de Fenton.
[11.3.1 Impact de la complexation dans I’eau sur la chimie de Fenton

Une serie de travaux relatifs aux reactions R1 et R10 a été menée par Millero et ses
collaborateurs entre 1989 et 2006 (Santana-Casianoet et al., 2006; Millero et al., 1991 ;
Santana-Casiano et al., 2006), puis par Morgan et Lahav (2007) en utilisant un systeme trés

77


file:///Q:/TheseKhaledOueslati/Rapports/Synthèse-5.docx%23_ENREF_3
file:///Q:/TheseKhaledOueslati/Rapports/Synthèse-5.docx%23_ENREF_1
file:///Q:/TheseKhaledOueslati/Rapports/Synthèse-5.docx%23_ENREF_3

simple a base d’eau, de sels du fer et éventuellement de quelques autres ions. Ces travaux ont
d’abord permis d’évaluer les valeurs des constantes réactionnelles apparentes (au moyen d’une
seule réaction bilan globale) des réactions dans lesquelles le Fe Il ou le Fe Il est réactant en
mesurant soit la variation de la concentration du Fe 11 au cours du temps, soit celle du peroxyde
d’hydrogene. Le nombre de composés présents dans le milieu expérimental étant trés réduit, il
était possible de calculer par des formules analytiques les proportions des concentrations des
complexes hydroxo du fer en utilisant les constantes de stabilité des différents complexes.

Le principal résultat de ces travaux est d’avoir démontré dans plusieurs conditions
expérimentales que chaque complexe hydroxo a une réactivité propre dans la chimie de Fenton
et que la variation des constantes réactionnelles apparentes, estimées en fonction du pH,

s’expliquait simplement par la variation des proportions des concentrations de ces complexes.

e CasduFell

A titre d’exemple, la Figure 21 montre la variation des concentrations des différents complexes
hydroxylés du Fe II dans I’eau de mer (Morgan et al., 2007). Ce résultat n’est évidemment pas

extrapolable a d’autres milieux puisque tout ajout d’autres ions modifierait ces équilibres.

log [species]

Figure 21 : Concentration en log des différentes formes de Fe(ll) dans un milieu aqueux
trés dilué (Fe(I1) = 103 M)

Santana-Casiano et al. (2006), montrent que le ratio Fe Il /H202 impacte la contribution de

chaque complexe de fer dans la vitesse d’oxydation du fer II. En effet, la Figure 22 montre qu’a
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pH 6 et un ratio Fe 11/ H20; qui est égal 4 0,9 ou & 5, la contribution de I’ion de I’ion libre Fe?*
a la vitesse d’oxydation du Fe II passe de 55 a 80 % alors que celle du complexe FeOH™ diminue
de 38 a 19 %.
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Figure 22 : Contribution de chaque complexe du Fe II dans la vitesse d’oxydation du Fe II
par I’0; et H20; dans I’eau de mer ([O2] = 210 uM, [Fe?*]to = 250 nM) avec [H20:]to égales a
275 nM et 50 nM respectivement (Santana-Casiano et al., 2006)

e CasduFelll

Millero (2001) a calculé les proportions des concentrations des complexes du Fe 111 en fonction
du pH d’une part dans une solution de NaCl ayant une salinité égale a celle de I’eau de mer
(Figure 23), et d’autre part, dans 1’eau de mer (Figure 24). Dans le premier cas, le complexe

FeOH?* est majoritaire sur la plage de pH comprise entre 2,5 et 3,5 (Figure 23) alors qu’il
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devient minoritaire sur cette méme plage dans le deuxiéme cas du fait de la présence d’autres
ions, méme a faibles concentrations. Cet auteur a aussi montré que la modulation des
concentrations des complexes de Fe Il influence la vitesse des réactions de réduction du Fe I11

en Fe Il dans la chimie de Fenton.

Fraction

Figure 23 : Complexation du Fe 11l dans une solution saline a 0,7 M de NaCl a 25°C

(Millero, 2001)

1.0 - Fe(OH)**

/ Fe(OH),

Fraction

pH

Figure 24 : Complexation du Fe III dans 1’eau de mer a 25°C (Millero, 2001)

e Précipitation du Fe 111
La précipitation du Fe Il a pH neutre est un phénomeéne bien connu ; cette précipitation est

susceptible de modifier considérablement la réactivité du fer dans la chimie de Fenton
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puisqu’une grande partiec des atomes de fer se situe alors a I’intérieur dans les particules
précipitées et ne peuvent plus réagir avec I’oxygeéne ou de peroxyde d’hydrogene.

La solubilité du fer III en fonction du pH a été étudiée dans 1’eau de mer par Kuma (1996) et
par Millero (2001). La Figure 25 montre que la concentration en Fe Ill soluble diminue
fortement avec le pH. A pH 6, pH de la plupart de nos essais, cette concentration est inférieure
a10® M, soit 10 nM. Les seuils a pH 2, 3,5 et 8 sont respectivement 102 M, 10° M et 10° M,
soit 10 mM, 1uM et 1 nM. Millero (2001) a aussi montré que la solubilité du Fe I11 dépend des
ions présents dans le milieu et de la force ionique. En effet, pour une force ionique égale & 0,2
la solubilité du Fe III dans 1’eau de mer est 10 fois plus grande que dans un milieu salin trés
dilué contenant 0.7 M de NaCl. L’eau de mer contient davantage de minéraux ce qui améliore
la solubilité du Fe I11. La concentration en ions phosphate dans le milieu mimétique de la viande
(40mM) est beaucoup plus importante que celle dans I’eau de mer (0.088ppm). Il n’est donc
pas judicieux d’extrapoler les résultats de la littérature.
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Figure 25 : Effet du pH et de la concentration initiale en Fe I11 sur la solubilité du Fe
III dans I’eau de mer a 25°C (Millero, 2001)

La composition du milieu mimétique de la viande utilisé dans mes essais était tres différente de
celles des solutions diluées des travaux précédents. Lors d’essais préliminaires, j’ai laissé
évoluer le milieu mimétique de composition suivante a 25°C pendant 30 minutes : 40 mM de
phosphate, 200 uM de FeSOs. Apres filtration a différents temps, le fer ‘soluble’ restant dans
le filtrat a été dose avec de la ferrozine (Stolze et al., 1996). La filtration était effectuée sur un
filtre d’ester de cellulose (0,2 um) ; ceci signifie que des particules plus petites pouvaient soit
rester dans le filtrat, soit étre adsorbées sur les fibres du filtre. Les résultats obtenus (Figure 26)
montrent que la proportion en fer ‘soluble’ diminue trés rapidement au cours du temps puis se

stabilise avec des niveaux différents a 30 minutes. La concentration en fer ‘soluble’ est
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beaucoup plus grande que dans les travaux précédents, méme aprés 30 minutes au moment ou
tout le Fe Il initial a certainement été transformé en Fe Ill. Il est vraisemblable que les
concentrations élevées en SO4™ et en PO4% soient a 1’origine de cette différence ; d’ailleurs, la

concentration en fer ‘soluble’ dépend de la concentration initiale en FeSOa.
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Figure 26 : Dosage du Fer soluble a différentes concentrations de Fer (25°C, tampon phosphate
40 mM, pH 6)

La question de la réactivité du fer insoluble, ou précipité, a été traitée par Kwan et al. (2002,
2003, 2004) dans une série d’études consacrées au traitement des eaux des nappes phréatiques
polluées. Ces eaux contiennent des cristaux de ferrihydrites (oxy-hydroxyde-ferrique) dont la
taille est de I’ordre de quelques nanometres lorsqu’ils sont synthétisés en laboratoire (Hiemstra
etal., 2013) et qui évoluent sur des durées de plusieurs jours en donnant des cristaux de goethite,
puis hématite, nettement plus gros. Les résultats de Kwan et al. (2003) ont montrent que la
vitesse de production des radicaux hydroxyles est proportionnelle au produits de la surface des
cristaux et de la concentration en peroxyde d’hydrogene (Figure 27). Ceci démontre que le fer
insoluble n’a pas une réactivité nulle et que le type de précipité détermine le coefficient de
réactivité, c’est-a-dire le facteur de proportionnalité entre la concentration en fer totale et la

concentration a prendre en compte dans les équations du modele stoechio-cinéque.
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Figure 27: Vitesse de formation du radical hydroxyle suite a I'oxydation de trois
différents oxydes de fer en fonction du ratio surface du fer précipité/H>O2 a pH = 4 (tiré de
Kwan et al,. 2002)

Les concentrations en ferrihydrite varient de 6 a 400 uM, avec [H202]o <1 mM (@ )
et >5mM (O)

Les concentrations en Goethite varient : 0,02 g/L (&), 0,2 g/L (®) 0,6 g/L )

Les concentrations en Hématite varientde 0,2 g/L (A )alg/L @)

I11.3.2 Influence de la présence des ions sulfate et phosphate

L’ion sulfate (SO4%) est le produit ultime de la décomposition des thiols organiques (cystéine,
méthionine, glutathion) dans la viande. Les teneurs en sulfate dans différents types de viandes
sont données dans le Tableau 16. Il est donc important de tenir compte ses interactions avec le

fer et avec les radicaux libres.
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Tableau 16 : Teneurs en sulfate de différents types de viandes (Florin et al., 1993)

Viandes Teneur en Ecart-type Nombre de répétition
sulfate (mg/g)
Bacon 0,15 0,35 3
Beeuf salé 0,24 0,07 2
Saucisse de Francfort 0,2 2,1 3}
Foie (beeuf, porc) 0,16 0,57 2
Viande rotie (beeuf, 0,15 0,78 6
volaille, agneau)
Jambon 0,13 0,78 4
Saucisse (style anglais) 0,1 1,1 3

Le Truong et al. (2004) ont comparé les constantes de vitesse de la réaction R1 d’oxydation du
fer ferreux par le peroxyde d’hydrogeéne en présence de plusieurs ions (perchlorate de sodium,
nitrate de sodium, chlorure de sodium et sulfate de sodium). Les expériences ont été menées
dans I’obscurité, a 25°C et a un pH < 3. En présence de sulfate, I’oxydation du Fe?" est plus
rapide et dépend du pH et de la concentration en sulfate. A titre d’exemple, les constantes de
vitesse des réactions d’oxydation du Fe?*, FeCl* et FeSO4 par le peroxyde d’hydrogéne sont
respectivement 55, 55 et 78 M1st. En revanche, la complexation du Fe 111 avec le SO4 ralentie
la régénération du Fe Il dans le cycle de Fenton. Le Tableau 17 regroupe les principales
réactions de 1’ion en présence du réactif de Fenton. Dans cette méme étude, les réactions V et
VI montrent I’interaction entre les ions sulfates et les radicaux hydroxyles entrainant la
formation d’une espéce radicalaire (SO4™) a pH acide. Celle-ci est moins réactive que les
radicaux hydroxyles. En effet, les constantes de vitesse d’oxydation de ce radical avec la plupart
des composés organiques sont de 1’ordre de 10° & 10° M™.s* pour SO4" (De Laat et al., 2004),
alors que celles des radicaux hydroxyles sont de 1’ordre de 107 a 10° M.s? (Walling, 1975).
D’autre part, le SO4™ réagit avec le Fe II et le peroxyde d’hydrogeéne (réactions IX, XI). La
présence de cet ion peut également modifier la vitesse d’auto-oxydation du Fe I1. Ainsi, Millero
et Izaguirre (1988) ont observé une diminution de la vitesse d’auto-oxydation du Fe Il en
présence de SO4". Cet anion a été introduit dans notre modeéle mimétique sous forme de FeSO4
a des concentrations environ 10 fois plus petites que celles du Tableau 17 (Martell, 1974-89)

puisque les concentrations en FeSO4 étaient fixées pour contréler la concentration en Fe 1.
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Tableau 17 : Principales réactions de I’ion sulfate et de ses complexes dans la chimie
de Fenton (tiré de De Laat et al., 2004)

N¢ de la reaction Reaction Constante reactionnelle
v H,80, +OH = SO; + H* + H,0 1.4x10" M~ 57!
VI HSO; +'OH — S0y +H,0 35x10° Mg
VII S0y +H.0 5 H' +502 +OH 6.6 107 5!

VIII SO; +OH- — S0 +-0H 1.4x107 M5!
X SO; +H,0, S0} +H' +HO; 1.2x10" M5!
X SO, +HO, - 801 +H™ +0, 35x10° M5!
X1 SOy + Fe*™ = Fe'* + 502 3.0x10° M5!
X1 SO, +1e—S02 E°=243V

Durant la phase de la « rigor mortis », I’hydrolyse de I’ATP en ADP produit du phosphate
(H2POy). Le phosphate qui assure une grande partie du pouvoir tampon du muscle a été utilisé
a cet effet dans le modele mimétique ; sa concentration s’éléve a 40 mM ce qui correspond a la
concentration en phosphate dans le muscle du porc (Sherman, 2009).

En ce qui concerne la complexation de I’ion phosphate avec le fer, il faut souligner que ce
phénomeéne est utilisé pour éliminer les phosphates des eaux usées en les précipitant. Ces
phosphates sont sous diverses formes: ion phosphate, métaphosphate, polyphosphate et
composés organophosphorés. Toutefois, seules les formes hydrogénées de 1’ion phosphate
peuvent étre précipitées par du Fe Il ou du Fe Ill en donnant du FePOs insoluble. L’acide
phosphorique H3PO4 ayant 3 pKa, il se décompose selon le pH en différentes formes
hydrogénées de I’ion phophate (Figure 28). Enfin, Kochany et Lipczynska-Kochany (1992) ont
montré que le phosphate, sous ses deux formes (H2PO., HPO.*) réagit avec le radical
hydroxyle. Les constantes de vitesses relatives a ces réactions sont indiquées dans le Tableau
18.
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Figure 28 : Spéciation de I’acide phosphorique en fonction du pH en solution aqueuse (tiré
d’Essington, 2015)

Tableau 18 : Valeurs des constantes de vitesses des réactions du radical hydroxyle
avec différents anions (Kochany & Lipczynska-Kochany, 1992)

Composé pH k (Ms?)
PO 11,2 7106
HPO4* 7-8,5 6.10°
H2PO4 - 210

111.3.3 Conclusions relatives aux coefficients de réactivité des Fe 11 et Fe 111

Les phénomeénes de complexation et précipitation du fer sont tres compliqués et mettent en jeu
de trés nombreux composés des que le milieu réactionnel s’éloigne de solutions aqueuses
simples. Notamment, les concentrations des différents complexes pouvant exister ne sont plus
calculables par des formules analytiques ou par des calculs approchés. A partir des travaux
relatifs a la chimie de Fenton dans les solutions diluées, dans 1’eau de mer et dans les eaux des

nappes phréatiques deux conclusions importantes peuvent néanmoins étre tirées :
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1. Les différents complexes du Fe Il et du Fe I1I constituent autant de voies paralleles pour
chacune des réactions de la Figure 15. La constante réactionnelle de la réaction globale
considérant tous les complexes comme un seul composé, Fe Il ou Fe Ill, est une
combinaison linéaire des constantes réactionnelles des différentes réactions paralléles
dont les coefficients sont les proportions des complexes.

2. La précipitation du fer qui est importante & pH 6 est fortement réduite par la présence
des ions sulfates et phosphates. De plus le fer précipité réagit dans la chimie de Fenton
en fonction de la proportion des atomes de fer situés en surface des particules

précipitées.

Dans les deux cas, complexation et/ou précipitation, un coefficient de proportionnalité appliqué
a la concentration totale en Fe Il ou Felll permet de rendre compte des observations. Ce
coefficient sera appelé par convention ‘réactivité’. Il est impossible d’estimer théoriquement
les valeurs des réactivités des Fe Il et Fe Il correspondant a nos conditions expérimentales ;
elles seront donc ajustées. Par simplicité nous avons négligé une possible évolution de ces
réactivités au cours du temps.

Afin de discuter nos résultats nous avons estimé par des calculs théoriques les concentrations
des différents complexes du fer, et précipités, pouvant étre présent dans le milieu mimétique.
Les calculs ont été effectués avec le logiciel Visual MINTEQ 3.0 (Gustafsson, 2012). Les
calculs reposent sur la thermodynamique chimique des équilibres en solutions aqueuses pour
lesquelles existe une large base de données regroupant les constantes de stabilités des
complexes. Ces calculs utilisent le modele de Debye-Hiickel qui rend compte des interactions
entre les ions afin d’estimer les coefficients d’activité associés a chacun d’eux (écart a
I’idéalité). Les calculs ont été faits en prenant en compte la précipitation éventuelle des
differents complexes du fer. lls estiment aussi le pH et la force ionique vraie en tenant compte

des coefficients d’activité.

111.4 VValeurs les plus probables des constantes de réaction kres et des

énergies d’activation Ea

Les valeurs les plus probables des constantes de réactions et des énergies d’activation du
systeme Fenton, des réactions relatives aux sondes NBT (2 réactions bilans) et TP (7 réactions

élémentaires) et des réactions relatives a chaque antioxydant sont commentées en 1V.2.2
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(Tableau 21). L’organisation du fichier d’entrée et 1’organigramme du programme Matlab®

sont décrits dans 1’annexe 1.
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V. Résultats

Ce chapitre est composé de 3 paragraphes.

Le 1% paragraphe présente les résultats expérimentaux de suivi de la production des radicaux
libres de la chimie de Fenton. Le paragraphe 2 est une analyse des performances du modeéle
stoechio-cinétique pour simuler ces résultats expérimentaux. Les paragraphes 3 et 4 sont
consacrés a I’é¢tude de la formation des radicaux libres suite a I’extension du domaine

expérimental au salage ou au marinage de la viande (3) ainsi qu’a sa digestion (4).
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IV.1 Analyse de T’effet des réactants, de 1’état du fer et de 1’ajout
d’antioxydants sur la formation des radicaux libres par la chimie de Fenton
dans un milieu mimétique de viande : mesure des cinétiques au moyen de

sondes chimiques
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d’antioxydants sur la formation des radicaux libres par la chimie
de Fenton dans un milieu mimetique de viande : mesure des

cinétiques au moyen de sondes chimiques

Khaled Oueslati, Jean Dominique Daudin, Alain Kondjoyan and Philippe Gatellier*
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Abstract

During meat processes (chilled storage, curing, cooking...), the production of free radicals
(superoxide Oz~ and hydroxyl HO"), in which iron in reaction with oxygen and peroxides plays
a key role, leads to the accumulation of oxidative damages on proteins and lipids. The present
study was designed to determine the kinetic laws governing the free radical production
according to the physicochemical environment. Experiments were carried out on model systems
which mimic the physicochemical conditions observed in meats during storage or cooking (pH
6, ionic strength of 0.24 M, and temperatures varying from 4 to 60°C). Oxidants (Fe** and
H»>0,) were added in the model in physiological concentration. Antioxidants (Superoxide
Dismutase (SOD), Catalase, Carnosine, Gluthation, Vit C and Vit E) were added to assess their
effects on free radical production that was evaluated with the use of specific probes (Nitro Blue
Tetrazolium for O;" - and Terephthalate for HO"). Results show how much the amount of
radicals trapped increases with increasing temperature and iron content. The addition of H20>

promotes the formation of HO® to the detriment of O, ~ . SOD reduces O~ production.
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Carnosine, catalase and glutathione have an inhibitory effect on the production of hydroxyl
radicals.

Keywords: Meat; free radicals; iron oxidation; antioxidants

IV.1.1 Introduction

Les procédés de transformation (conservation, cuisson, salaison) permettent de préserver et/ou
d’améliorer certaines qualités des produits animaux mais peuvent conduire aussi a 1’oxydation
des lipides et des protéines avec un impact négatif sur les qualités sensorielles (Haak, Raes,
Smet, Claeys, Paelinck, & De Smet, 2006) et nutritionnelles (Gatellier, Santé-Lhoutellier,
Portanguen, & Kondjoyan, 2009) des produits. La maitrise de la qualité des produits carnés
nécessite une meilleure compréhension des mécanismes responsables des phénomeénes
oxydatifs et des lois cinétiques qui les régissent. Au cours des processus oxydatifs la phase
d’initiation des oxydations est capitale. Cette phase se caractérise par la vitesse a laquelle
I’oxygene et le peroxyde d’hydrogene, en interaction avec le fer (dont la viande est plus ou
moins riche selon 1’espéce), se transforment en radicaux libres. La production de ces radicaux
est modulée par les antioxydants (AO) présents dans la viande. Ces AO peuvent avoir un effet
promoteur ou inhibiteur sur la production des radicaux libres.

L’oxydation du fer dans la viande entraine la formation de radicaux libres: le radical
superoxyde (O2") et le radical hydroxyle (HO"). Les réactions impliquées dans la formation de
ces radicaux sont nombreuses et complexes. Elles constituent la chimie de Fenton. Celle-ci
comporte des réactions du cycle oxydo-redox du fer et des réactions de recombinaisons entres
les radicaux formés (Figure 29). A ce systéme Fenton, s’ajoutent les réactions des AO de la
viande dont certains agissent sur la production des radicaux superoxydes et d’autres agissent
sur la production des radicaux hydroxyles. Afin de mieux comprendre les mécanismes
d’oxydation du fer dans la viande et les modes d’action des AO sur la production des radicaux
superoxydes et hydroxyles, il faudrait modeéliser ces phénoménes complexes.

Dans cette étude, on s'intéresse aux radicaux superoxydes et hydroxyles. Le radical superoxyde
n’est pas directement impliqué dans la dégradation de la qualité sensorielle et nutritionnelle de
la viande. Néanmoins, sa dismutaion engendre la formation du peroxyde d’hydrogene
responsable de I’oxydation du Fe?* et de la production du (HO"). En effet, le H.0; favorise la
voie 1 au détriment de la voie 10 du cycle de Fenton entrainant la formation d'avantage d'HO".

Ce radical est responsable de I’oxydation des protéines et des lipides de la viande.
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De nombreuses études sur la chimie de Fenton ont été réalisées pour traiter une large variété de
déchets, notamment ceux associés a I'industrie du textile, aux eaux usées, aux effluents toxiques
non biodégradables et aux pesticides (Esteves et al., 2016) (Cihanogluet al., 2015). La chimie
de Fenton a aussi été étudiée en chimie atmosphérique, en médecine et dans des systemes
biologiques (Shaeib et al., 2013 ; Li et al., 2016).

Ces ¢tudes ont permis d’identifier les valeurs des constantes de vitesse des réactions de Fenton
dans des conditions différentes de celles de la viande. En effet, certaines especes chimiques
tel que les ions phosphate sont présentes a des concentrations élevées dans la viande par
comparaison aux autres milieux (eaux de mer, eaux usées, nuages...). Ces espéces chimiques
sont susceptibles de se complexer avec les ions ferriques et ferreux en modifiant potentiellement
leurs réactivités et leurs solubilités. Le pH impacte également la solubilité du fer et par
conséquent les vitesses des réactions dans lesquelles le fer est réactant.

Pour toutes ces raisons, des expérimentations ont été menées dans un milieu mimétique basique
de la viande afin de réduire au maximum les interactions entres les espéces radicalaires formées
suite a I’oxydation du fer (O2~, HO") et les espéces organiques (protéines et les lipides : cibles
des radicaux hydroxyles). Ces essais ont été réalisés en fonction de la température (pour mimer
la conservation et la cuisson), de la concentration en fer (pour mimer les différents types de
viandes blanches et rouges) et la concentration en H.O> (espece chimique présente dans la
viande et trés impliquée dans 1’oxydation du fer). Le milieu mimétique a été complexifié par
I'ajout d'AO présents dans la viande (Superoxyde Dismutase (SOD), Catalase, Carnosine,
Glutathion (GSH), Vitamine E et C) afin d’étudier leurs impacts sur la production des radicaux
superoxydes et hydroxyles.

Ces données expérimentales permettront de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans
la production des radicaux superoxydes et hydroxyles, de mieux comprendre les mécanismes
d'action des AO sur la production des radicaux superoxydes et hydroxyles et de déterminer les
parametres cinétiques du schéma réactionnel représentant au mieux la chimie de Fenton ainsi
que des réactions des AO. Ces paramétres sont indispensables a la construction d’un modele
steechio-cinétique capable de simuler I'oxydation du fer dans la viande ainsi que les effets des
AO sur la production de ces radicaux libres.

La viande constitue une source importante de fer. Ce dernier existe sous deux formes : une
forme héminique et une forme non héminique. La teneur en fer total et le rapport entre le fer
héminique et le fer non héminique dépendent de I’espéce animale et du type de muscle

(Lombardi-Boccia, Martinez-Dominguez, & Aguzzi, 2002 ; Mien, Nam, Cordray, et Ahn,
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2008). La forme heminique correspond a la myoglobine, pigment protéique rouge de la viande,
comportant une molécule, I'néme, qui renferme un atome de fer.
Le fer non héminique est complexé a des protéines de transport, la transferrine plasmatique, et
a des protéines de stockage : la ferritine. L'abaissement du pH post mortem (< 5,6) conduit a un
relargage du fer sous la forme Fe Il par les protéines le contenant in vivo. Le fer non héminique
provient essentiellement de la ferritine qui peut contenir jusqu’a 2500 atomes de fer/molécule
contre 2 atomes de fer/molécule avec la transferrine (Buettner & Schafer, 2012).
Le fer héminique ferreux, en présence d’O2, s’oxyde en fer ferrique et I'héme libére I'oxygeéne
sous forme de radical superoxyde. La metmyoglobine ainsi formée peut réagir avec H20> et
produire la ferryl-myoglobine. Le fer héminique peut aussi intervenir, indirectement, dans la
réaction de Fenton. En effet, la myoglobine, comme toute protéine, se dénature au chauffage.
Pour des températures élevées et des temps de chauffage long, la dénaturation de la myoglobine
est accompagnée d'une libération du fer. Ce phénomene correspond a un décrochage de I’héme
au niveau de la myoglobine induisant un relargage du fer sous forme libre Purchas et al. (2003).
Afin de mieux comprendre le degré d’implication du fer héminique dans la chimie de Fenton
durant la transformation de la viande, on s’intéressera au fer décrochée de 1’héme sous 1’effet
de la température.
Le fer ferreux non héminique réagit avec 1I’oxygéne pour former le radical superoxide (02") et
réagit avec le peroxyde d’hydrogene pour former le radical hydroxyle. En effet, le tissu
musculaire contient du (H20>) issu essentiellement de la dismutation du radical superoxyde.
Dans cette étude, on prendra donc en compte 1’oxydation du fer non héminique qui constitue
la chimie de Fenton (Figure 29) (Fenton, 1894). Le radical superoxyde (O;"), le radical
perhydroxyle (HO,") ainsi que le radical hydroxyle (HO") conduisent & I'oxydation des lipides
et des protéines au cours du stockage et la cuisson de la viande.
Deux grandes catégories d’antioxydants existent : (i) les antioxydants endogenes, composés de
systemes enzymatiques (SOD, Catalase) reconnus comme étant les plus performants (Thérond
& Bonnefont-Rousselot, 2005), (ii) les antioxydants endogenes non enzymatiques (peptidiques)
et (iii) les antioxydants exogenes apportés par I’alimentation des animaux (vitaminiques).Dans
la catégorie des AO enzymatique, on distingue :
e la SOD: Il en existe trois : la Mn SOD, la SOD extracellulaire et la Cu-Zn SOD
majoritaire dans la viande dont l'activité est dépendante des apports nutritionnels en
métaux (Fe, Cu, Zn, Mn). Cet enzyme accélere la dismutation de 1’anion superoxyde en

peroxyde d’hydrogene (R18).
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e la Catalase: a une fonction complémentaire a la SOD puisqu’elle catalyse la

dissociation du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygene moléculaire (R21).
Dans la catégorie des AO peptidiques, il ya:

e le glutathion (GSH) qui est un tri-peptide capable de réagir avec les radicaux
hydroxyles. Le radical thiyle (GS°) produit peut intervenir, s’il n'est pas neutralisé par
auto-association (GSSG), dans les processus d’oxydation, par des réactions avec
I’oxygeéne qui conduisent a la formation d’un peroxyde ou de I’anion superoxyde
(Thérond & Bonnefont-Rousselot, 2005).

e la carnosine qui est un dipeptide de I’histidine. La carnosine présente des propriétés
antioxydantes notamment en fixant les métaux de transitions (fer, cuivre, zinc, cobalt)
et en piégeant les radicaux libres centrés sur I’oxygene. La carnosine et le glutathion ont
un effet pro-oxydant possible par réduction du fer ferrique en fer ferreux (Mozdan et
al., 2005 ; Simpson et al., 1998).

Dans la catégorie des AO exogeénes, on trouve la vitamine C (ascorbate) et E (a-tocophérol) qui
piegent les radicaux libres centrés sur 1’oxygene. Des études in vitro ont montré que 1’a-
tocophérol et I’ascorbate peuvent aussi avoir un rdle pro-oxydant par réduction du fer ferrique
en fer ferreux (Khalil, 2002) (Premkumar & Bowlus 2004). Pour les pH des viandes, compris
entre 5 et 7, I’ascorbate (AH-) est la forme majoritaire. Son activité antioxydante est exercée en
piégeant directement les radicaux hydroxyles et les radicaux superoxydes.

Afin de détecter les radicaux libres produits dans le milieu mimétique de la viande, plusieurs
méthodes ont été décrites dans la littérature dont la spectroscopie de résonance paramagnétique
électronique (RPE) : cette méthode est applicable lorsque les radicaux libres sont produits en
quantités relativement élevées et est plus adaptée a des milieux complexes.

Pour I'étude des cinétiques dans un milieu simple, la méthode des sondes chimiques est plus
adéquate. Pour les radicaux superoxydes, on distingue les sondes : généralement utilisées
comme indicateur non quantitatif (Auclair, 1985). Certaines sondes sont incompatibles avec
notre milieu expérimental. L'Epinephrine est, par exemple, peu solubles en milieu aqueux. La
Ferricytochrome est instable a la chaleur. Toutefois, [1’utilisation des sondes
spectrophotométriques est tres répandue en biologie (Armstrong & Whiteman, 2007; Fridovich,
1997; Gomes, Fernandes, & Lima, 2005; Tarpey, Wink, & Grisham, 2004). Dans cette étude,
le NitroBlueTetrazolium (NBT) a été choisi pour sa spécificité aux radicaux superoxydes, sa
solubilité dans I'eau et sa stabilité thermique (Altman, 1976). Son mécanisme de réaction avec

I'anion (O2 ") est connu.
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Pour la détection des radicaux hydroxyles, l'utilisation de sondes fluorogenes est répandue
présente des avantages dont la sensibilité accrue. Certaines sondes présentent néanmoins des
inconvenients tel que 1’acide salicylique dont 1'affinité importante pour le Fe Il peut poser
probleme (Cheng et al., 2002) ou I’acide benzoique qui réagit avec le radical hydroxyle pour
former plusieurs produits de substitution. Dans cette étude, la sonde choisie est le téréphtalate
(TP). Il s'agit d'une sonde aromatique cyclique fluorogene utilisée dans des milieux biologiques
et considérée spécifique aux (HO®). La réaction du (HO®°) sur I'un de ses quatre cycles
aromatiques induit la formation de 2-hydroxyterephthalate (HTP).

Il est indispensable d'étudier I’effet de la température pour ajuster les énergies d’activation des
réactions impliquées dans la chimie de Fenton et les réactions des AO.

Les données expérimentales sur I’effet de la concentration initiale en Fe II et en H20- ainsi que
I’effet des AO sur la production des radicaux superoxydes et hydroxyles sont nécessaires pour
évaluer les valeurs des constantes de vitesse des réactions qui y sont impliquées.

Dans cette partie, le but est de mesurer, expérimentalement, les cinétiques de formation des
radicaux superoxydes et hydroxyles en fonction de la température, des concentrations initiales
en Fe Il et en H202 dans un milieu mimétique basique. On s’intéressera également aux effets
des AO sur la production des radicaux superoxydes et hydroxyles en fonction de la température.
L'objectif est, d'une part, de mieux comprendre I'évolution de la phase d'initiation de I'oxydation
dans la viande, et d'autre part, d'élaborer un modéle mathématique stochiocinétique représentant
les réactions élémentaires de la chimie de Fenton et des AO dans le but de pouvoir simuler le
comportement du systéeme reactionnel pour de nombreuses conditions aprés ajustement de
certains parametres (la réactivité du Fer Il et 111, les valeurs de certaines constantes de vitesse
k et énergies d'activation (Ea)).

IV.1.2 Matériels et méthodes

Le milieu réactionnel est constitué de tampon phosphate 0,40 mM a pH 6. Les oxydants (FeSO4
et H2O) sont dissous dans ce milieu a des concentrations variables (de 50 a 600 uM pour le fer
et de 200 a 2000 uM pour H20>). Le taux d’oxygene dissous dans le milieu est déterminé par
la température et mesuré avec une sonde a oxygéene (HACH-LANGE). La sonde de détection
des radicaux superoxydes (Nitro Blue Tetrazolium, NBT) est utilisée a la concentration de 500
MM et la sonde de détection des radicaux hydroxyles (téréphtalate) est utilisée a la concentration

de 1000 uM (Tableau 19). La réduction du NBT en formazan est suivie par absorbance a 530
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nm (Auclair et Voisin, 1985). L’hydroxylation du téréphtalate en hydroxytéréphtalate est
mesurée par fluorescence (émission a 420 nm apres excitation a 340 nm) (Saran et Summer,
1999). Les mesures sont effectuées a intervalles réguliers pendant 30 minutes. Différentes
températures ont été testées de 4 a 75°C. Pour les mesures de fluorescence, le spectrofluorimétre
étant équipé d’un Peletier, le chauffage et le refroidissement se font directement dans la cuve
du spectrofluorimétre. Pour les mesures d’absorbance le chauffage est réalisé a 1’extérieur du
spectrometre a I’aide de bains chauffants ou réfrigérants.

Trois catégories d’antioxydants sont testées : un antioxydant lipidique, le trolox C, analogue
hydrosoluble de la vitamine E (a-tocophérol), des antioxydants enzymatiques (SOD et catalase)
et deux antioxydants peptidiques, la carnosine et le GSH.

L'effet des antioxydants est testé a deux groupes de températures : basse température 4 et 10°C
(températures de conservation) et hautes température 45°C et 60°C (températures de cuisson).
Dans le premier cas, la durée des essais est de 20h au lieu de 30 minutes. Les concentrations en
AO sont des concentrations moyennes physiologiques :

«  Superoxyde dismutase (Cu-Zn SOD) = 240 U.mL" Young et al (2005)

Catalase = 640 U.mL? Young et al (2005)

e Carnosine =20mM

» Glutathion = 0.85mM Williams et al (2007)
« Trolox C =2.9ug.mL™ Trefan et al (2011)
» Ascorbate = 0.1mM Decker et al (2000)

L’effet promoteur ou inhibiteur de chaque AO est calculé comme suit :

Essai avec AO — Essai sans AO

Essai sans AO
» Essai avec AO : valeur de I’absorbance (cas du formazan) ou la fluorescence (cas du

HTP) dans un milieu standard auquel un AO est rajouté.

» Essai sans AO : valeur de I’absorbance (cas du formazan) ou la fluorescence (cas du

HTP) dans un milieu standard témoin sans AO.
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Si le résultat est positif, on dit que I’AO a un effet promoteur sur la production du radical
concerné (superoxyde ou hydroxyle). Sinon, I’AO est considéré comme inhibiteur.

Pour chaque condition expérimentale, les essais ont été répétés 4 fois.

1IvV.1.2.1 Calibration de la fluorescence

En absence de fer, la fluorescence du HTP est proportionnelle a la concentration en HTP (A.H.
Barati, 2006; Qu, Kirschenbaum, & Borish, 2000). Ce resultat a été vérifié et a permis de
convertir la fluorescence du HTP en concentration du HTP.

D’autre part, dans nos conditions, a pH 6, le Fe*; produit d’oxydation du Fe?" par 1’0, et
1’H20,, est peu soluble. De plus, le Fe3* se chélate au phosphate du milieu pour former du fer
phosphaté, trés peu soluble (Lente, Magalhaes, & Fabian, 2000). La précipitation du Fe IlI,
entraine la formation de colloides a 1’origine de la baisse de fluorescence mesurée. De plus, le
HTP est dégradé par le (HO") formé dans le milieu. Ainsi, pour prendre en compte cette baisse
de la fluorescence du HTP mesuré, une relation de calibration a été établie pour convertir la

mesure de la fluorescence en concentration :

Fluo,t
_x
Fluo,ref

[HTP]t = [HTP]ref *

e [HTP], t: concentration du HTP formé au cours du temps

e [HTP], ref : la concentration de référence du HTP

e Fluo, t: fluorescence mesurée au cours du temps dans les essais TP

e Fluo, ref : fluorescence du HTP a la concentration de référence sans fer

e Rt estun facteur de correction tenant compte de I’atténuation de la fluorescence due a

la précipitation du fer.

Des essais préliminaires ont permis d’établir la formule suivante et d’ajuster les valeurs des
parameétres a, b et ¢ en fonction de la concentration totale en fer (annexe 4) :

R t=a*(temps)"? +c,
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IV.1.3 Résultats et discussion

La Figure 29 indique les numéros attribués dans cet article aux réactions de la chimie de Fenton.
L’ensemble des résultats des cinétiques de production des radicaux superoxydes et hydroxyles
est présenté dans les (Figure 30, Figure 31, Figure 32). Les dérivés de ces courbes calculées
numériquement, indiquent la vitesse de production des différents composés. Seules les
variations du HTP sont présentées sur la Figure 33, les cinétiques de formation du formazan
étant trop bruitées.

Les allures des cinétiques de formation du formazan et du HTP en fonction de la température,
de la concentration initiale en fer et en H20. présentent des similitudes : une augmentation
rapide suivie d'une plus faible évolution de la concentration en formazan et en HTP au cours du
temps. Ces allures probablement liées a I'évolution des complexes de fer dans le milieu. En
effet, a to, le FeSO4 rajouté dans le milieu. Il se forme alors plusieurs complexes du fer dont la
solubilité et la réactivité sont différentes. D'apres la littérature, a pH 6, il se forme du fer
hydroxylé (Fe(OH) *, Fe(OH) ») dont la réactivité est entre 10° et 10° supérieure a celle du Fe?*
(Millero et al,. 1989). D'autre part, il se forme aussi du fer phosphaté dont la proportion serait
élevée en raison de la forte concentration en phosphate (40mM) dans le milieu mimétique de la
viande comparée aux milieux étudiés dans la littérature. L'augmentation rapide des
concentrations en formazan eten HTP durant les premieres minutes de la réaction s'expliquerait
par I'oxydation des formes les plus réactives du Fe Il essentiellement avec I'O2 dans le cas de
la production des radicaux superoxydes (R10) et I'H.O> dans le cas de la production des
radicaux hydroxyles (R1). Les évolutions lentes des concentrations en formazan et en HTP
constatées par la suite seraient essentiellement dues a I'oxydation des formes les moins réactives
en Fe Il par 1’02 (R10) et I'H202 (R1) mais aussi a la réduction d'une faible proportion du Fe I11
via la R6 (cas de la production des radicaux superoxydes) et la R2 (cas de la production des
radicaux hydroxyles) entrainant ainsi le recyclage du Fe Il du cycle Fenton. En effet, a pH 6,
les surfaces des particules de fer 11l insolubles réagissent avec certaines espéces chimiques
telles que H202 (Kwan & Voelker, 2003).

Iv.1.3.1 Effet de la température sur la production des radicaux superoxydes et
hydroxyles (Figure 30)

La concentration en formazan a 30 minutes est 53% plus élevée a 60°C qu’a 30°C. Ceci

s’explique en premier lieu par le fait que les réactions limitantes R1, R2 et R10 ont une énergie
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d’activation d’environ 50 kJ/mol. Ceci pourrait s’expliquer aussi par I’incidence de la
température sur la complexation et la solubilité du Fer Il. A des températures élevées, la
proportion des complexes les plus réactives augmente ce qui entraine une oxydation plus
importante du Fe II par I’oxygéne via la R10. Cette hypothése pourra étre discuté en modélisant
les complexes de fer dans le milieu et en identifiant les réactions qui contribuent le plus a la
production et a la consommation du couple (HO2"/0,"). La production du HTP & 30 minutes
est 18,5% plus élevée qu’a 60°C. Il n’a pas été possible de faire les mesures a 75°C a cause de
la dégradation de la sonde TP (Figure 30, b). La (Figure 33, a) montre une augmentation de la
vitesse calculée de production du HTP avec la température des les premieres secondes de la
réaction. La vitesse de production du HTP a 30 minutes a 60°C est 40% plus élevée qu’a 25°C.
Ceci s’explique également par les énergies d’activations des réactions limitantes R1 et R2 dont
les valeurs sont égales a 65 kJ/mol. L’importance de la voie de réduction du Fe Il en Fe 11 (R2),
a Porigine du maintien du cycle Fenton, est d’autant plus élevée a forte température et en
présence d’H20..

Par ailleurs, Pour expliquer I'évolution plus importante de la concentration en HTP comparée a
celle du formazan entre 5 et 30 minutes, il faut analyser la vitesse de formation du HTP. La
figure 5a montre que la vitesse de formation du HTP en fonction de la température entre 5 et
30 minutes décroit mais est non nulle. En effet, le HTP est produit directement par la R1 et
indirectement via la R2 par le recyclage du Fe I1 et la formation d'avantage d'HO". La vitesse
la réaction de réduction du Fe 111 par le H202 (R2) dépend aussi de la température. Dans le cas
du Foramzan, la réduction du Fe 111 en Fe 1l se fait via la R6 dont la vitesse est indépendante

de température.

IvV.1.3.2 Effet de la concentration initiale en FeSOs sur la production des

radicaux superoxydes et hydroxyles

La (Figure 31,a) montre qu’entre 200 et 400 uM de Fe I, la concentration en formazan a 30
minutes augmente de 42%. Une relation de proportionnalité a été identifiée sur I’ensemble des
essais entre la concentration en formazan a 30 minutes et la concentration initiale en Fe?*. La
production d’ (O2™) piégés par la sonde provient de la réaction 10. Dans nos conditions, pour
des concentrations en Fe Il supérieures a 200pM, la concentration initiale en oxygéne parait
donc limitante (150uM). Pourtant, la concentration en formazan continue a augmenter. Ceci

peut s’expliquer par une éventuelle alimentation continue du milieu réactionnel en O>
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atmosphérique. Plus vraisemblablement, cela provient de certaines réactions de Fenton (6, 18
et 20) qui régénérent 1’O».

La (Figure 31, b) montre 1’effet de la concentration initiale en FeSO4 sur la production des
radicaux hydroxyles. Toutes les courbes indiquent la méme tendance, c¢’est-a-dire une phase de
production rapide suivie d'une phase lente. La concentration en HTP mesurée augmente
logiquement avec la concentration initiale en FeSO4. A 30 minutes, elle augmente de 52,2%
entre 50 UM et 400 uM. Cette augmentation a lieu bien que, dans ces conditions, le rapport
H202/Fer Il initial est en faveur du fer. Ceci pourrait s’expliquer en partie par le fait que seule
une proportion du fer est réactif et reste dans tous les cas inférieure a la concentration en H20>
du milieu. L'autre explication, plus classique, est une régénération du H20- via les R5 et R19,
ce qui permet a la R1 d'oxydation du Fe Il par le peroxyde d'hydrogene (R1) de produire du
HO°. La modélisation (chapitre 1V.2) permettra d’identifier les degrés de contribution des
réactions de Fenton dans la production d'HTP.

La (Figure 33, b) montre que pour des concentrations initiales en fer comprises entre 50 et
400uM, la vitesse de formation du HTP diminue jusqu'a atteindre une valeur de 0,01 pM.s™ a
30 minutes. Ceci n'est pas vrai pour une concentration initiale en fer égale a 600 puM. On
pourrait parler d'un seuil au-dessus duquel la proportion en fer réactif augmente sensiblement,

seuil qui pourrait s’expliquer par 1’évolution de la réactivité du fer précipité.

Iv.1.3.3 Effet de la concentration initiale en peroxyde d’hydrogéne sur la

production des radicaux superoxydes et hydroxyles

La Figure 32(a) montre que I’ajout du H2O> dans le milieu entraine une forte diminution de la
concentration en formazan. A 30 minutes, cette baisse est de 81,5% pour une concentration en
H.0. égale a 200 puM.

La Figure 32 (b) montre logiqguement un phénomeéne inverse caractérisé par une tres faible
concentration en HTP mesuré en absence d” H20> et une augmentation de cette concentration
en HTP a mesure que la concentration initiale en H,O, augmente. En effet, cette augmentation
est, a 30 minutes, de 99,9 % entre 0 et 200 uM d’H20: et est de 81,5% entre 200 et 1000 puM
d’H20.. En revanche, pour une concentration d’H20 égale & 2000 uM, la concentration en
HTP mesuré change trés peu (5,7%) par rapport a 1000 uM. Deux phases caractérisent
I’évolution de la production des radicaux hydroxyles au cours du temps. Une premiere phase
rapide et courte et une deuxieme phase relativement plus lente.

Afin d’interpréter ces résultats, il faut considérer I’interaction entre la production des radicaux

superoxydes (O2°-) et hydroxyles (HO"). En effet, en absence d’H,02, ’oxydation du Fe II se
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fait essentiellement par 1’02 (R10), ce qui explique la concentration élevée en formazan et la
faible concentration en HTP mesurée dans cette condition. L’ajout d’H20: fait que les R10 et
la R1 entrent en compétition. Dans ces conditions, le Fe IT s’oxyde essentiellement par le H205.
Ainsi, en présence d’H20;, la production d’ (O2°-) est trés faible comparée a celle du (HO") via
la R1. Ceci s’explique aussi par le fait que la concentration en O dissous mesurée (150 uM a
60°C) est nettement inférieure a la concentration d’H20> ajoutée lors des essais a 1000 et 2000
UM. Cette grande différence entre les réactants H202 et Oz favorise la R1. Pour expliquer la
production de seulement 38 uM d’HTP en 30 minutes dans un milieu contenant 200 uM de Fe
Il et autant d’H20y, il faut se référer au schéma réactionnel du téréphtalate (Figure 18). Le TP
réagit avec 2 molécules d’ (HO") pour former de I’HTP. Ce dernier est oxydé par le (HO). La
réaction d'hydroxylation dans des solutions contenant de I'oxygene a un rendement de 35%
seulement (Fang, Mark, & Sonntag, 1996).

Si une molécule de TP réagit bien avec une molécule d° (HO"), divers composés autres que
I’HTP se forment. Fang et al. (1996) ont montré en analysant les composés intermédiaires et
finaux de cet ensemble de réactions dans des solutions aqueuses oxygénées que seulement 35%
du TP se transforme en HTP.

Si le Fe III était non réactif du fait qu’il serait précipité en totalité a pH 6, alors la réaction R1
produirait autour d’(HO") qu’il y a de Fe II initialement et la réaction R2 serait totalement
inhibée. Dans ce cas, augmenter la concentration initiale en H20 au-dela de la concentration
initiale en Fe Il ne se traduirait pas par une augmentation de la quantité d’ (HO") produit et donc
de la concentration en HTP mesurée. L’augmentation observée de 200 a 1000 pM d’H202
montre indirectement qu’une proportion non négligeable du Fe III résultant de I’oxydation du

Fe Il est bien réactif.

Iv.1.3.4 Effet des antioxydants sur la production des radicaux superoxydes et
hydroxyles

Tous les résultats concernant les antioxydants sont rassemblés dans le Tableau 20.

e Enzymes (SOD et Catalase)

Pour toutes les températures, la SOD a un réle inhibiteur sur la production des radicaux
superoxydes (Tableau 20). Ceci est logique car la SOD est une enzyme qui catalyse la R18 de
dismutation des radicaux superoxydes en peroxyde d’hydrogene. L’augmentation de la
production d’H20; impliqué dans 1’oxydation du Fe II (R1) conduit aussi a la formation

d’avantage de radicaux hydroxyles. Ainsi, la SOD joue un réle promoteur dans la production
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de (HO"). Nos résultats sont en adéquation avec ce qui est décrit dans la littérature (McCord et
Fridovich, 1969; Jenney et coll, 1999; Lombard et coll, 2000).

La catalase a un effet inhibiteur sur la production des radicaux hydroxyles puisqu’elle catalyse
la décomposition du peroxyde d'hydrogéne en molécules d'eau (R21) pour prévenir la formation
des (HO") dans les cellules. Ceci est vrai a fortes et basses températures. En revanche, la
production de radicaux superoxydes est favorisee car la dissociation de peroxyde d’hydrogéne
génére de I’Oz responsable via la R10 de I’oxydation du Fe?* et de la formation de 1’0,°- . Cet
effet promoteur de la catalase sur la production du radical superoxyde est d’autant plus

important que la concentration saturante en oxygene dissous diminue avec la température.

e Peptides

Le glutathion et la carnosine favorisent la formation des radicaux superoxydes et inhibent De
maniére équivalente, la formation des radicaux hydroxyles a toutes les températures.

Le glutathion et la carnosine sont décrits comme étant des peptides qui favorisent la réduction
du Fe®* en Fe?* (Mozdan et al., 2005 ; Simpson et al., 1998). Le fer ferreux produit régit avec
1’02 pour former de 1’0O2°- via la R10. L’effet promoteur du GSH et de la carnosine sur la
formation des radicaux superoxydes augmente en fonction de la température en raison de la

baisse de la solubilité de 1’02 avec la température.

e Vitamines (Vitamine E = Trolox C ; Vitamine C =ascorbate)

Concernant la production du radical superoxyde, le trolox C, a un réle promoteur a basses
températures et neutre a fortes températures. En ce qui concerne la production du radical
hydroxyle, quelle que soit la température, le trolox C, joue un réle promoteur Ces résultats,
surprenant au premier abord pour un composé réputé antioxydant, vont dans le méme sens que
ceux d’autres études in vitro qui ont montré que 1’a-tocophérol pouvait avoir un réle pro-
oxydant en intervenant dans la réduction des ions métalliques (cuivre et fer). Dans I’ensemble,
I’ascorbate favorise la production des O, sauf & 10°C, et inhibe la production des (HO®) sauf
a 10 et 60°C. Il est vrai que la vitamine C est décrite comme étant un excellent antioxydant
puisqu’elle piege directement les radicaux hydroxyles et les radicaux superoxydes. Cependant,
elle est aussi largement utilisée comme pro-oxydant (Buettner & Jurkiewicz, 1996). Ce

comportement paradoxal est lié a son fort pouvoir de réduction des métaux de transition.
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IV.1.4 Conclusion

Cette étude s’est intéressée a la production des radicaux libres oxygénés initiée par le fer non
héminique dans la viande et aux effets des AO sur ce phénomene oxydatif. Les techniques de
détection des radicaux libres avec des sondes chimiques ont permis de constituer une base de
cinétiques expérimentales conséquente couvrant de nombreuses conditions. En particulier, les
effets de la teneur en fer, qui varie dans la viande, et de la température susceptible de faire varier
les constantes réactionnelles de certaines réactions de la chimie de Fenton, ont pu étre
quantifiés. De plus, en faisant varier largement la concentration initiale en H,O> qui est en fait
un produit intermédiaire de la chimie de Fenton, des hypotheses ont pu étre formulées sur
I’incidence de la complexation et de la précipitation du fer.

L’ajout d’AO a permis d’évaluer les effets promoteurs ou inhibiteurs de chacun des AO sur la
production des radicaux superoxydes et hydroxyles. Vu la complexité du systeme réactionnel,
un modeéle mathématique stoechio-cinétique de la chimie de Fenton a été développé afin de
rendre compte des interactions entre les différentes réactions. Le but étant d’explorer par des
calculs de simulation I’incidence de chacune des réactions de Fenton et de celles des AO a
différentes concentrations sur la production des radicaux libres (02"~ OH’). Ces données
expérimentales serviront de références pour ajuster les parameétres cinétiques (Constante de
vitesse, énergie d’activation, coefficient de réactivité de fer...) de certaines réactions de Fenton

ainsi que des réactions impliquant les AO.
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Figure 29 : Chimie de Fenton

Tableau 19 : Plan expérimental des cinétiques de formation des radicaux superoxydes et

hydroxyles dans un milieu mimétique basique de la viande

Composés et TP NBT FeSO, H.0; Temperature
parametres (uM) | (uM) (nm) (HM) (°C)
500" 200" (4->75)
radical superoxyde* 0
0 (50 2600) 60
200" (4->60)
0 200"
radical hydroxyle** 1000 (50->600) 60
200 (200>2000) 60

Les effets des AO sont étudiés dans ces conditions standards : formazan™ (200 uM de Fe?*) ; HTP™ (200 uM de
Fe?*, 200 UM H;0,) a basse température 4 et 10°C et hautes température 45°C et 60°C
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Figure 30: Mesure de I’effet de la température sur la production des radicaux libres ; (a)
formazan (FeSO4= 200 puM, pas H>0O>) et (b) HTP (FeSO4 = 200 pM, H202 = 200 uM)
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Figure 31 : Mesure de 1’effet de la concentration initiale en FeSO4 sur la production des

radicaux libres ; (a) formazan (température 60°C et pas H20>) et (b) HTP (température 60°C
et H2O2 = 200 uM)
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Figure 32 : Mesure de 1’effet de la concentration initiale en H2O> sur la production des
radicaux libres ; (a) formazan (température = 60°C et FeSO4 200 uM) et (b) HTP
(température = 60°C et FeSO4 = 200 uM)
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Figure 33 : Mesure de la vitesse de formation du HTP calculée a partir des cinétiques des
figures 31, 32 et 33 en fonction de la température (a), de la concentration initiale en fer (b) et

de la concentration initiale en H20- (c)
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Tableau 20: Mesure de I’effet promoteur ou inhibiteur des AO, exprimé en % a 30 minutes

pour les essais a hautes températures (45 et 60°C) et a 20 heures pour les essais a basses

températures (4 et 10°C) (n=4)

formazan HTP
Moyenne SEM Moyenne SEM

Antioxydants | 4°C | 10°C | 45°C | 60°C | 4°C | 10°C | 45°C | 60°C | 4°C | 10°C | 45°C | 60°C | 4°C | 10°C | 45°C | 60°C
Cu-Zn SOD -59 -61 -12 -14 17 14 0 2 -18 -29 17 15 1 2 0 2
Catalase 1684 | 779 45 19 | 591 | 83 2 15 -81 | -79 -74 -50 1 1 2 6
Carnosine 138 | 243 28 6 4 45 5 3 -95 | -96 -96 -97 0 0 1 0
Glutathion 94 424 249 85 16 184 22 31 -73 -73 -61 -63 1 1 1 1
Trolox C 24 47 8 1 8 11 8 2 19 70 34 175 3 11 22 38
Ascorbate 50 -38 12 19 60 14 2 5 8 -14 12 -18 1 7 6 3
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IV.2 Analyse de I’effet des réactants, de I’état du fer, et de I’ajout
d’antioxydants sur la formation des radicaux libres par la chimie de
Fenton dans un milieu mimétique de viande : simulation du systeme

réactionnel au moyen d’un modéle stoechio-cinetique

Les mesures présentées dans le projet d’article 1 ont servi de support pour faire évoluer le
modele steechiocinétique développé pendant la thése d’Aurélie Promeyrat (2013) avec
notamment des ajustements de certaines valeurs des constantes réactionnelles k et des énergies
d’activation (Ea) de la chimie de Fenton, des réactions relatives aux sondes et aux antioxydants.
Un facteur de proportionnalité entre la concentration totale en fer et celle réagissant réellement
dans la chimie de Fenton a été introduit pour prendre en compte la réactivité des différents
complexes et précipités du fer. Ce travail est donc focalisé sur 1’étape critique de la production
des radicaux libres pour réviser ces ajustements. La comparaison entre les résultats mesurés
dans le milieu mimétique et les résultats calculés par le modele stoechio-cinétique ont permis
¢galement d’ajouter des éléments permettant de tenir compte de la variation du pH (chapitre
IV.3). L’objectif est d’obtenir avec un jeu unique de parameétres des prédictions en accord avec

mes mesures de production de formazan et d’HTP.
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Abstract

During meat processes the formation of free radicals in which iron in reaction with oxygen and
peroxides plays a key role, leads to the accumulation of oxidative damages on proteins and
lipids. Kinetics of the Fenton reactions, which involved a Fe(l1)/Fe(l11) redox oxidative cycle
have been studied in a liquid medium which mimics meat physicochemical conditions. Then
endogenous and exogenous antioxidants were added one by one in the medium to determine
their respective effects on the formation of the superoxyde O.°- and hydroxyl HO® radicals. A
stoichio-kinetic mathematical model was used to predict the formation of these radicals and a
first set of calculations was carried out based on parameters values founded in literature. The
difference between the experimental and the predicted results was mainly due to the reactivity
of iron that was assessed to be 5% of the concentrations of the Fe Il and the Fe 11l existing in
the medium. Constant rates and energy of activation values, which were uncertain in literature,
were determined by minimizing the SCE between the experimental and the predicted
concentrations of the superoxyde and hydroxyl radicals. The agreement between the
experimental and calculated value was better after 30 minutes of experiments than for shorter

times. In the future variation of iron reactivity with time can be introduce in the model, and
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more sophisticated minimizing procedures can be used to determine uncertain parameter values
to improve even more model predictions.

Keywords: Kinetics; modeling; meat; free radicals; iron oxidation; iron reactivity;

antioxidants

IV.2.1 Introduction

L’oxydation du fer (chimie de Fenton) au cours de la conservation et de la transformation des
viandes est a I’origine de la formation de radicaux libres responsables de 1’oxydation des lipides
et des protéines. Celle-ci est modulée par la présence d’antioxydants dans le produit (AO). La
compréhension des mécanismes de formation des radicaux libres, ainsi que le mode d’action
des AO, sont nécessaires pour adapter les conditions de transformation et de conservation, et
limiter la dénaturation du produit.

Etudier 1’évolution des réactions chimiques directement dans la viande est trés compliqué car
il est difficile de controler précisément les conditions physico-chimiques et la composition du
milieu. Des expérimentations ont donc été faites (chapitre 1V.1) dans un milieu mimétique
représentant la viande en faisant varier la température (mimer la conservation et la cuisson), la
concentration en fer (mimer les différents types de viandes blanches et rouges), et la
concentration en H>O» (espéce chimique présente dans la viande et trés impliquée dans
I’oxydation du fer). La quantification des radicaux superoxydes et hydroxyles formés dans le
milieu a été effectuée en utilisant des sondes spécifiques : le NitroBlueTetrazlium (NBT) et le
téréphtalate (TP). Une deuxiéme série d’expériences a été faite en ajoutant individuellement
dans le milieu mimétique des antioxydants naturellement présents dans les viandes :
SuperOxydeDismutase (SOD), Catalase, Carnosine, Glutathion, Vitamine C et Vitamine E.
Maitriser les réactions d’oxydation au cours des procédés demande de pouvoir quantifier 1’effet
de différents scénarios de conservation et de transformation sur la formation des radicaux libres
dans les viandes. Un modele stoechio-cinétique a été developpé pour répondre a cet objectif.
Ce modele est basé sur I’ensemble des réactions élémentaires qui constituent la chimie de
Fenton. Mathématiquement, le modele est constitué¢ d’un ensemble d’équations aux déerivées
ordinaires, et ses capacités de prédiction reposent sur la valeur des constantes de vitesse qui
sont introduites. La cinétique de formation des radicaux libres par la chimie de Fenton dépend
aussi de la réactivité du fer qui varie en fonction des ions présents a un moment donné dans le

milieu et du pH.
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L’objectif de cet article est d’abord d’évaluer les paramétres liés a la réactivité du fer et les
valeurs des constantes de vitesse des réactions élémentaires de Fenton afin de pouvoir ensuite
predire la formation des radicaux superoxydes et hydroxydes pour différentes concentrations

en réactants (Fer, H2O2, antioxydants...), ou températures du milieu.

IV.2.2 Systémes réactionnels mis en jeux

IV.22.1  Systéme Fenton

A Tlissu d'une recherche bibliographique sur la chimie de Fenton, un schéma réactionnel
compose de 21 réactions élémentaires a été proposé dans le chapitre 111 (Tableau 21). Les
réactions R1, R2 et R10 sont des réactions limitantes car les valeurs de leurs constantes de
vitesses sont petites comparées a celles des autres réactions et leur role est prépondérant dans
la consommation des deux principaux réactants : Oz et H202. Les valeurs des constantes de
vitesse ki et ko sont différentes selon les articles et selon les conditions expérimentales et
comprises entre 40 et 600 M1.s pour ki, et 0,002 a 0,3 M1.s? pour k,. La valeur de kio est
égale & 5,4. 106 M1.s%. Les valeurs des constantes de vitesse des autres réactions, impliquant
une oxydation ou une réduction du fer (de R3 a R6), sont connues et trés élevées exceptées pour
la réaction 5 qui est incertaine et comprise entre 10° & 102 M1.s™t. Toutes les réactions inter-
radicalaires sont connues pour avoir (de R18 a R20) des constantes de vitesse élevées comprises
entre 10° et 10° M1.s™%. En absence d’ions métalliques, le peroxyde d’hydrogéne est trés stable
a basse température ; ko1 est donc trés basse.

Dans son ouvrage de synthése van Boekel (2008) indique que les valeurs des énergies
d'activation des réactions radicalaires sont mal connues, mais vraisemblablement inférieures a
10 kJ, et donc a celles des réactions élémentaires d'ordre 1 et 2. Deguillaume et al. (2005)
indiquent des valeurs d’Ea comprises majoritairement entre 20 kJ et 45 kJ pour des réactions
d'oxydoréduction qui mettent en jeu des ions Fe?* et Fe®* dans I'eau et les nuages. La littérature
indique aussi que la vitesse des réactions 1, 2 et 10 dépend de la température, mais que les
valeurs des Ea sont mal connues, ce qui constitue donc aussi une source d’incertitude (Rivas et
al., 2004 ; Millero et al., 1986).
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IV.2.2.2  Systemes des sondes

Les systemes correspondant aux sondes introduites dans le milieu liquide pour mesurer la
formation des radicaux libres sont représentés par les réactions 30 a 38 dans le Tableau 21. Le
NBT est formé de deux tetrazolium qui sont réduits en monoformazan (MF). Chaque
tetrazolium a besoin de deux électrons pour produire du MF. Quatre électrons sont donc
nécessaires pour réduire completement le NBT en diformazan (DF) : la réduction du NBT en
MF débute par la formation du radical tétrazolynile. Cette réaction est de second ordre. Ensuite,
deux réactions qui opérent en paralléle sont possibles : la dismutation ou la réduction du radical
NBT" par un deuxiéme anion (O;"). Dans les deux cas, il y a formation de (MF). La constante
de vitesse des réactions de réduction du radical tétrazolynile (NBT®) est tres élevée en
comparaison de la vitesse de la premiere étape (réduction du NBT). Cette derniére est donc
limitante et fixe. La constante de vitesse de la R30 ; elle est égale a 5,9.10* M1s? (Altman,
1976 ; B.H.J. Bielski & Richter, 1977, Tableau 21). Lorsque le ratio (O2")/NBT est inférieur a
2, il se forme essentiellement du MF. Lorsque le ratio (O2")/NBT est supérieur a 4, la réaction
est controlée par le NBT et il se forme essentiellement du diformazan DF. Lorsque le ratio (O2~
)/NBT est compris entre 2 et 4, différents ratios de MF et DF se forment (Liu et al., 2009). Dans
le modele, la somme des MF et DF calculée est désignée par la suite par le terme global de
« formazan ».

Les réactions élémentaires 31-38 constituent le schéma réactionnel propre a la formation du
HTP (Fang, Mark, & Sonntag (von), 1996). Le HTP formé est oxydé par le HO" formant un
autre compose (réaction 38) noté « composé 3 » dans le schéma réactionnel du Tableau 21
(Page, Arnold, & McNeill, 2010).

IV.2.2.3  Systeme des antioxydants (AO)

Les antioxydants peuvent avoir un role promoteur ou inhibiteur de la formation des radicaux
superoxydes et hydroxyles. La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui accélere la
dismutaion du couple (HO2'/0O2™) en peroxyde d’hydrogéne (Tableau 21, R18 avec SOD). La
catalase (Cat) est une enzyme dont le role est complémentaire a celui de la SOD, puisqu’elle
catalyse la dissociation du peroxyde d’hydrogeéne en eau et oxygene moléculaire (Tableau 21,
R21 avec catalase).

Le glutathion (GSH) peut chélater les ions ferreux et ainsi limiter leur participation a la
formation de radicaux libres par des reactions de type Fenton. De plus, GSH est capable de

réagir avec les radicaux hydroxyles (réaction 50, Tableau 21) (Halliwell & Gutteridge, 1990).
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Le radical thiyle (GS®°) produit peut intervenir, s’il n’est pas neutralisé par auto-association
(GSSGQG), dans les processus d’oxydation, par des réactions avec 1’oxygeéne qui conduisent a la
formation d’un peroxyde, ou de I’anion superoxyde (Thérond & Bonnefont-Rousselot, 2005).

La carnosine présente des propriétés antioxydantes en fixant le fer, ou en piégeant les radicaux
libres centrés sur I’oxygene. La constante de vitesse de la réaction de fixation du fer est
méconnue contrairement a celle de la réaction entre le carnosine et le couple HO, /O, (Tableau
21).

Le trolox C (Vitamine E= a-TocH) peut réagir directement avec le radical hydroxyle (*OH). La
réaction de la vitamine E avec 1’anion superoxyde O2™ est trés lente et par conséquent peu
probable. Les constantes de vitesses de ces réactions sont connues (Tableau 21). Le trolox C
peut aussi réguler a la hausse la production des enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la
glutathion peroxydase, la catalase... Ces réactions demeurent peu documentées et leurs
constantes de vitesses inconnues.

La vitamine C est un diacide qui existe sous quatre formes différentes : acide ascorbique (AH>),
ascorbate (AH"), dianion ascorbate (A%) et le déhydroascorbate (A). Pour les pH des viandes,
compris entre 5 et 7, ’ascorbate (AH") est la forme majoritaire. Son activité antioxydante
consiste a piéger les radicaux hydroxyles et les radicaux superoxydes. En réagissant avec les
espéeces réactives oxygénées (ERO), la vitamine C est oxydée en un radical ascorbyle (A°" ou
AH° selon le pH du milieu) qui est relativement inerte vis-a-vis des matériaux biologiques. Les
radicaux ascorbyles sont des formes instables qui se transforment en déhydroascorbate ou sont
régénérés en ascorbate. Le recyclage de l'ascorbate peut se faire a partir de son produit
d’oxydation. La vitamine C est décrite comme étant un excellent antioxydant. Cependant, elle
est aussi largement utilisée comme pro-oxydant (Buettner & Jurkiewicz, 1996). Ce
comportement paradoxal est lié a son fort pouvoir de réduction des métaux de transition. Ainsi,
la vitamine C réduit le fer ; le cycle redox de ces métaux étant fortement impliqué dans les

processus d’oxydations (R 55-60, Tableau 21).

IV.2.3 Effet du pH sur I’état des réactants

Le pH influence la vitesse des réactions de Fenton. Lorsque le couple acido-basique (HO2 /0,
) de pKa 4,8 est réactant, la proportion entre 1’acide et sa base conjuguée varie en fonction du
pH, ce qui impacte la vitesse des réactions (R5, R6, R18 et R20). Lorsque la valeur du pH est

égale a 6, le pourcentage de radical superoxyde est de 94%. Une fonction pH propre a chaque
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réaction permet de prendre en compte la proportion des composés du couple HO, /O, (chapitre
11).

Le pH du milieu influence aussi la complexation et la solubilité du fer et impacte ainsi sa
solubilité, et donc potentiellement sa réactivité. La chimie des complexes du fer est
extrémement compliquée (Spiro et al., 1967a; Spiro et al., 1967b). L'affinité d'un ligand pour
le fer peut varier énormément en fonction du pH, qui va déterminer I'état de protonation du
ligand et donc la possibilité de complexation de I'atome de fer par cette molécule. Ainsi, un
changement de pH peut fortement modifier la stabilit¢ d’un complexe, voire provoquer un
changement de ligand (Von Wirén et al., 1999). La connaissance de 1’état de chélation du fer,
également appelée « spéciation du fer », est donc un élément trés important a prendre en compte
pour pouvoir prédire la formation des radicaux hydroxyles et superoxyles par la chimie de
Fenton. En effet, & pH 6, dans une solution diluée de chlorure de sodium, le Fe?* est
prépondérant mais les formes hydroxylés pourtant moins abondantes jouent un réle important.
En effet, le Fe(OH)?, par exemple, est 10% a 10° plus réactif que le Fe?* (Morgan et al., 2007).
La chimie du Fe Il en solution aqueuse est comme celle du Fe |1 trés dépendante du pH. A pH
acide, Fe* représente I’espéce prédominante mais lorsque le pH augmente, il précipite (Knight
& Sylva, 1975; Milburn & Vosburgh, 1955; Turner, Whitfield, & Dickson, 1981). A la
température de 25 °C et dans une solution aqueuse de force ionique 0,03 mol.L, des colloides
commencent a se former dés pH 3. La précipitation du Fer 111 commence par la formation des
diméres ([Fe2(OH)2]**) qui se polymérisent ensuite et produisent des particules insolubles. La
température et la concentration totale en Fe(lll) sont évidemment aussi des facteurs qui
influencent la précipitation. (Millero et al., 2001).

La forte concentration en phosphate présent dans notre milieu modéle, complique d’avantage
I’identification des complexes du fer présents. Le phosphate est décrit comme étant un bon
chélateur qui favorise 1’auto-oxydation du Fe(ll) (Welch, Davis, & Aust, 2002). Pour un pH
compris entre 6 et 8, H.PO4™ et HPO4? sont les espéces chimiques majoritaires impliquées dans
la complexation du fer (Millero et al., 2001).

Dans la viande, la situation est encore plus complexe que dans le milieu modele et la réactivité
des différents complexes du Fe Il et du Fe Ill est variable et mal connue. Une analyse
particuliere a donc été effectuée sur 1’état et la réactivité des Fe II et Fe III qui est introduite
dans le modeéle, au travers de la valeur de deux coefficients P2 et P3 dont la valeur est comprise

entre O et 1.
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IV.2.4 Modeélisation des systemes réactionnels

IV.2.4.1 Résolution du systeme d’équations aux dérivées ordinaires (EDO)
Le bilan de la formation et de la disparition de chacun des composés impliqués dans les
réactions élémentaires est écrit sous forme d'une équation aux dérivés ordinaires (ODE).
L’ensemble de ces équations constitue un systéme dont la résolution s’effectue en utilisant la
routine "ODE15s" du solveur du logiciel Matlab®. Les parametres du modele sont les valeurs
des constantes de vitesse des réactions, des énergies d’activation Ea, de certaines réactions, et
les coefficients de réactivité du Fe Il et Fe Ill. La concentration initiale de chaque composé
constitue la matrice des entrées. Lors de I’implémentation du mode¢le, une boucle conditionnelle

a été programmeée qui permet d'examiner en sortie I'un des effets suivants :

l. effet d'une variation de la température du milieu modele, sur la cinétique de la
concentration de chacun des composés du systéme réactionnel
. effet de la variation de la concentration initiale d'un des réactants
I"i. effet de la variation de la valeur de la constante de vitesse d'une des réactions soit
du fait de la variation de la constante a la température de référence soit de la
variation de I’énergie d’activation.

Les résultats sont visualisés sous forme de graphiques présentant chacun les cinétiques de la
concentration d’un composé cible et I’ensemble des résultats est sauvegardé dans un tableau
contenant les valeurs des concentrations de tous les composés pour une centaine de valeurs de

temps comprises entre to et tin.

IV.2.4.2 Procédure d’estimation des parametres incertains du modele

Les valeurs des constantes de réactions ki, ks et kio ainsi que celles des énergies d’activation
Eai, Eay et Eaio fournies par la littérature sont incertaines et les valeurs P2 et P3 des reactivites
du Fe Il et du Fe Il qui sont inconnues pour nos conditions expérimentales. Un ajustement
local, paramétre par paramétre, a été fait en minimisant la somme des écarts entre les moyennes
des concentrations mesurées (4 mesures, chapitre 1V.1) et celles calculées a 5, 10, 20 et 30

minutes.
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IV.2.4.3 Identification des complexes de fer et estimation des coefficients de
réactivité P2 et P3

Le logiciel MinteQ (Gustafsson, 2001) qui modélise la thermodynamique des équilibres
chimiques en solution aqueuse jusqu’a une force ionique de 1 M a été utilisé. 1l calcule les
équilibres entre les molécules dissoutes, adsorbées, solides, et les phases gazeuses et prend en
compte la précipitation éventuelle des composés. Le modele de Debye-Hiickel, modeéle le plus
utilise et le plus courant, a été choisi. Il évalue I’écart a I’idéalité en solution, a travers le calcul
des coefficients d’activité. Les calculs ont été faits pour des mélanges d’ions représentatifs du
milieu mimétique : Fe?*, Fe** SO4%, PO+, Na*, CI-.

Ce milieu mimétique a pH 6 était toujours constitué¢ d’un tampon phosphate a 40 mM. Pour
reproduire ces conditions, la concentration en ions PO4> a été fixée a 40 mM puis le pH de la
solution a été ajusté en ajoutant 44700 uM de Na* comme cela a été fait expérimentalement ;

les ions sodium n’interagissent de toute facon pas avec le fer.

IV.25 Resultats et interprétations

Une premiére comparaison a été effectuée entre les résultats calculés et les résultats
expérimentaux en introduisant dans le modeéle les valeurs des constantes de vitesse issues de a
littérature et en considérant que la totalité de la concentration en fer ajoutée dans le tube a essai
était impliquée dans les réactions de Fenton, soit P2 et P3 égaux a 1 dans le modele. Les résultats
simulés étaient trés différents des valeurs expérimentales. Les écarts moyens de la quantité
d’HTP et de formazan formés dans les conditions standards (60°C, 200 um de Fe?*, 200 uM de
H202 uniquement dans le cas du HTP) sur I’ensemble des résultats & 10 minutes représentaient
respectivement 66,6% et 50% de la valeur expérimentale et 12,5%, et 40% a 30 minutes. L’écart
entre les résultats calculés et les résultats expérimentaux était principalement di au fait que la
totalite du fer introduite dans le milieu était supposé réagir avec les autres composes impliqueés
dans la chimie de Fenton. Or, il est bien connu de par la littérature que cela n’est pas le cas. Une
analyse détaillée de 1’état du fer dans le milieu a donc été effectuée pour évaluer I’ordre de
grandeur des coefficients P2 et P3 dans le but de représenter au mieux les résultats
expérimentaux obtenus. Les valeurs de P2, P3 et les valeurs des constantes de vitesse incertaines
(Tableau 21) d’un point de vue bibliographique (K1, ks, kioet Ea 1, 2 et 10) ont alors recherchees,
d’abord en examinant un par un I’effet d’une variation de chacune de ces constantes autour de

la valeur proposée dans la littérature sur les cinétiques de production du formazan et du HTP
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puis, plus précisement, par optimisation locale, en isolant une partie des essais réalisés dans les
conditions pour lesquels chaque paramétre ou groupe de parametres avait un réel impact.

Un jeu unique de parametres a ensuite été retenu et utilisé pour évaluer I’effet de la
concentration en réactants et de la température sur la formation des radicaux superoxydes et

hydroxyles (concentrations en formazan et HTP) dans le milieu mimétique de la viande.

IV.25.1 Evaluation de la réactivité du fer dans le milieu mimétique

Le Tableau 22 issu du calcul avec MinteQ montre que le Fe Il qui est totalement soluble a pH
3 précipite a mesure que le pH augmente pour ne plus représenter qu’environ 5% de la
concentration totale en Fe Il pour un pH de 6. La Figure 34 indique les concentrations des
différents complexes de Fe Il présents en solution dans cette gamme de pH.

Les simulations effectuées a partir du modele Debye-Huckel montrent que pour un pH 3, les
formes Fe(OH),, FeOH* et Fe?* sont prépondérantes dans une solution. Dans notre milieu
mimétique a pH 6, la concentration en Fe(OH). est négligeable et les trois composés
majoritaires sont les ions en Fe?* et les complexes phosphatés (FeHPO4, FeH2POy4) et aux pH
inférieurs a 5, le complexe hydroxylé (FeOH*). Il est cependant impossible de conclure sur la
réactivité globale du Fe Il dans notre milieu réactionnel. En effet, d’aprés la littérature, la
réactivité du Fe(OH") est 10% supérieure a celle du Fe?* (Haddou, 2010) tandis que la réactivité
du fer phosphaté est méconnue. Toutefois, si on fait I’hypothése que seule la fraction soluble
du Fe Il est réactive, et que la réactivité des composés présents ne varie pas significativement,
alors moins de 5% de la concentration en fer ajouté devrait conduire a du Fe Il réactif.

En ce qui concerne le Fe I11, le Tableau 22 montre qu’a pH 5 et 6, il est totalement sous forme
précipitée. Si la forme soluble était la seule réactive, les réactions de Fenton ne devraient pas
se dérouler a pH 5 et 6, ce qui est en contradiction avec nos expériences. Une fraction méme
faible du précipité est donc réactive. Ceci est cohérent avec les résultats de Kwan (2003) qui a
montré que la vitesse de disparition du H20 dans un systeme Fenton est proportionnelle a la
surface des particules de Fe Il insolubles.

En conclusion, I’ensemble des résultats précédents conduisent a penser que les réactivités du
Fe Il et du Fe 111 sont vraisemblablement inférieure & 10% et méme a 5% de la concentration
en fer ajoute.

Pour aller plus loin dans la détermination de P2 et de P3, une étude de sensibilité a été faite en
faisant varier successivement les valeurs de chacun de ces paramétres entre 0,01 et 0,1 (annexe
3). Le RMSE des concentrations en formazan et HTP calculées par rapport a leurs valeurs

expérimentales a 0, 5, 10, 15, 20, 25 et 30 minutes a été calculé. La Figure 35 montre les
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résultats obtenus pour P2 et P3 compris entre 0,03 et 0,09. Les cinétiques de production du
formazan ou du HTP sont moins sensibles a la variation de P2 qu’a celle de P3. Ceci est cohérent
avec la dynamique globale du systéeme. En effet, I’oxydation initiale des complexes de Fe Il
les plus réactifs est trés rapide. Par la suite, la vitesse du cycle de Fenton est déterminée par la
vitesse de réduction du Fe III en Fe II, qui s’effectue via les réactions 2 et 6. Enfin, les fractions
les moins réactives de Fe Il sont a aussitot oxydées via les réactions 1, 5 et 10 et ainsi de suite
jusqu’a la disparition des fractions réactives du fer. Les valeurs de P2 et P3 qui ont été
introduites dans le modele sont celles pour lesquelles le RMSE était minimal (16 uM) soit P2
=0,05 et P3 =0,05. Mais la Figure 35 montre qu’une incertitude de 1’ordre de 0,01 a 0,02 existe
autour de ces valeurs.

Les valeurs des constantes de vitesse et des énergies d’activation incertaines dans la littérature
(k1, ks, ki0) ont été determinées en utilisant une démarche similaire a celle présentée pour P2 et
P3. Les valeurs retenues sont les suivantes : ky = 100 M*s?, ks = 7.10° Ms%, kio= 30 M1s et

Ea; = Ea,= 65 kI M™.

IV.25.2 Comparaisons entre les concentrations en formazan et en HTP

simulées et expérimentales

Les figures (Figure 36, Figure 37, Figure 38, Figure 39 et Figure 40) montrent une comparaison
entre les concentrations en formazan et en HTP mesurées et calculées a 10 et 30 minutes en
fonction de la concentration en fer, en H2O2, et de la température du milieu. Les résultats

calculés ont été obtenus a partir d’un seul jeu de parametres présenté précédemment.

Pour des concentrations en Fer Il comprises entre 50 et 200 uM les résultats fournis par le
modele sont plutdt cohérents avec les résultats calculés, a 10 comme a 30 minutes. En effet,
pour une concentration initiale en Fer 1l de 200 uM, la différence entre les concentrations
mesurées et calculées a 10 minutes est de 26,6% et 10,5% respectivement pour le HTP et le
formazan (Figure 36 et Figure 40) et celle a 30 minutes est de 50% et 48%. Ainsi, I’ajustement
de P2 et P3 a surtout permis de mieux simuler la premiere phase de 1’oxydation du fer. La
réduction des écarts entre les mesures et les calculs du formazan et du HTP & 10 minutes est de
40%. Lorsque la concentration en Fe Il devient supérieure a 200 uM, les concentrations en
HTP prédites pour les temps les plus courts surestiment clairement les valeurs obtenues
expérimentalement. Un effet inverse est observé pour le formazan lorsque la concentration en

fer est égale & 600 uM. Mais les écarts observés pour des concentrations en fer supérieures a
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200 uM n’ont pas d’implications pratiques en ce qui concerne 1’oxydation des viandes, car les
concentrations en fer non héminique dans ce type de produit sont toujours inférieures a 200uM.
En absence d’H20., I’oxydation du Fe II se fait essentiellement via la R10. L’écart entre les
résultats simulés et mesurés relatif au formazan a forte concentration en fer pourrait étre di aux
valeurs de kio et Eaio qui demeurent une source d’incertitude. En présence d’H203, 1’essentiel
de la production d’HTP se fait durant les premieres minutes par 1’oxydation du Fe II en Fe III

(R1). La vitesse de celle-ci dépend des complexes de Fe Il dans le milieu et de leurs réactivités.

A 10 comme a 30 minutes, les concentrations en HTP prédites sont, pour des concentrations en
H20- inférieures ou égale a 200 UM, proches de celles mesurées avec des écarts allant de 13,5%
a 80% (Figure 37). Pour les concentrations en H>O. supérieures a 200 pM, les prédictions
tendent a surestimer les valeurs expérimentales pendant les dix premiéres minutes, 1’écart se
réduisant par la suite. Ces €carts pourraient étre dus a I’évolution de la réactivité du fer au cours
du temps. En effet nous avons considéré que la dynamique de la complexation du fer est tres
rapide et donc nous avons opté pour une valeur constante de P2 et de P3. Or H2O> réagit avec
le Fe 11l précipité. La vitesse de cette réaction est régie par la taille des particules précipitées

qui pourrait faire varier la réactivité du Fe 11l au cours du temps (Kwan, 2002).

Les prédictions du modéle en fonction de la température sont en cohérence avec les
concentrations en formazan et HTP mesurées a 10 et a 30 minutes. A 30°C par exemple, 1’écart
entre les mesures et les calculs en HTP sont respectivement de 5 et 21% de la valeur
expérimentale aux deux temps considérés (Figure 38). Toutefois, a 4 et 60°C, 1’écart s’accroit
jusqu’a 78% et s’explique en partie par le fait qu’a ces températures extrémes, 1’écart type sur
les valeurs expérimentales est élevé, la valeur moyenne étant alors plus incertaine. Pour le
formazan, les calculs sont pour ces températures extrémes en meilleur accord avec les mesures.
A 10 minutes, la différence entre les valeurs simulées et mesurées varie entre 2% et 50% alors
qu’a 30 minutes elle varie entre 14 et 23% (Figure 39).

La variation de la production d’HTP avec la tempeérature dépend essentiellement des valeurs
des énergies d’activation des réactions 1 et 2 qui ont été ajustées localement. Ceci pourrait étre
aussi a l’origine de I’écart constaté aux températures les plus extrémes (4 et 60°C). La
production du formazan dépend de la réaction 10. Le couple k10/Eal0 est peu documenté et la

valeur d’Ea reste donc incertaine.
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Le Tableau 23 compare a 4 et 60°C les valeurs des effets inhibiteurs ou promoteur tels que
définis dans la partie 1V.1. Les calculs de simulation ont été faits en utilisant la valeur des
constantes réactionnelles relatives a chacun des AO. Les énergies d’activations des réactions
des AO demeurent inconnues a notre connaissance.

Le modele prédit bien les effets promoteurs ou au contraire inhibiteurs, tels que calculés en
IV.2, de la carnosine, du GSH, et des vitamines C et E aussi bien pour I’HTP que pour le
formazan formées. En revanche, le sens des variations prédites par le modele est plus souvent
en désaccord avec les expériences pour la SOD et la Catalase. Les valeurs prédites sont en
général en meilleures accord avec les valeurs expérimentales a 60°C qu’a 4°C (Tableau 23).
Les raisons de cette disparité sont multiples. En premier lieu, les valeurs des constantes
réactionnelles de référence proviennent de la littérature avec souvent beaucoup d’incertitude.
De plus, aucune valeur d’énergie d’activation n’ayant été introduite dans les calculs, I’effet de
la température n’est rendu compte que par les réactions de production des radicaux libres : R1,
R2, et R10. Les schémas réactionnels propres a chacun des AOs proviennent de résultats
obtenus dans la littérature dans des milieux qui peuvent étre différents de la viande. De plus,
les interactions potentielles entre les AO et des especes chimiques présentes a fortes
concentration dans le milieu, tel le phosphate, ont été négligées ; de méme que les interactions
directes de certains AO avec le fer, telle la vitamine C.

IV.2.6 Conclusion

Un modele stoechio-cinétique a été utilisé dans le but de prédire la formation des radicaux
superoxydes et hydroxyles dans un milieu modéle de viande en fonction de la concentration des
réactants, de la température et de 1’état du fer. Une premiere série de calcul a éte effectuée en
se basant compléetement sur les valeurs des parametres trouvées dans la littérature. Les
concentrations en formazan et en HTP prédites, qui sont respectivement liées a la formation des
radicaux superoxydes et hydroxyles, étaient trés différentes des valeurs expérimentales. La
raison essentielle de cette différence viendrait du fait que la variation de la réactivité du fer lice
a sa complexation, et a sa précipitation avait été négligée. La prédiction par un logiciel de
thermodynamique des équilibres chimiques des différents états du fer, et la comparaison des
cinétiques avec nos résultats expérimentaux, ont permis d’estimer, qu’a pH 6, seuls environ 5%
de la concentration des formes de Fe(ll) et de Fe(lll) était réellement impliqués dans les

réactions de Fenton. Ce phénomene a été introduit dans le modéle par I’intermédiaire de deux
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coefficients P2 et P3 dont la valeur était constante au cours du temps et égale a 0,05. Un
ajustement, paramétre par parameétre, a alors été effectué sur les parametres dont les valeurs
étaient, dans la littérature, particulierement incertaines. Dans ce cas, les effets de la variation de
la température et des concentrations initiales en fer et en H2O> sur les valeurs des concentrations
en formazan, ou en HTP, prédites par le modele a 30 minutes sont en bon accord avec les
résultats expérimentaux, excepté pour des concentrations initiales en fer ou en H2O- tres
élevées. Pour les premiéres minutes de réaction, les calculs surestiment nettement les mesures.
Ceci est vraisemblablement liés au fait que : (1) le jeu de parametres introduit dans le modéle
n’est pas completement optimal et (2) I’hypothese d’une réactivité du fer constante au cours du
temps est vraisemblablement trop simplificatrice.

Les effets des AO sur la formations des radicaux superoxydes et hydorxyles ont par la suite été
simulés par le modele stoechio-cinétique. Les résultats ont été obtenus avec les constantes de
vitesse issues de la littérature sans introduire d’énergie d’activation. Le modele prédit bien les
effets promoteurs ou au contraire inhibiteurs de la carnosine, du GSH, et des vitamines C et E
sur les quantités d’HTP ou de formazan formées

Pour améliorer les capacités de prédictions du modeéle sur le systeme de Fenton, il faudrait
intégrer des coefficients de réactivité P2 et P3 qui varient au cours du temps. Il faudrait
¢galement procéder a un ajustement global des valeurs de 1’ensemble des parametres du
systéme a I’intérieur de ’intervalle de variation défini dans cette étude. Les interactions des
antioxydants entre eux et avec les composés présents dans le milieu réactionnel devraient
également étre introduites dans le modele pour mieux prédire 1’effet de ces composés sur la
génération des radicaux superoxydes et hydroxyles. Enfin, ’oxydation des viandes est
également trés dépendante de la myoglobine dans le milieu, cette perspective faisant 1’objet

d’un travail en cours.
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Tableau 21 : Synthese des constantes de vitesse des réactions k et des énergies d’activation (Ea), sélectionnées pour le modéle mathématique.

k exprimé en M1.s ou en s, (Ea) est exprimée en kJ

Numéro | Réactions Kreférence Ea (kJ) | Principales références
des . bibliographiques
réactions apH 6, 25°C

1 Fe(1l) + H.02 — Fe(Ill) + OH™ + HO® 1,5.10° 40 Millero et al., 1991

2 Fe(lll) + H202 — Fe(Il) + H™ + (HO2°/ O2*) 2 65 Joseph De Laat & Gallard, 1999
3 HO®° + H,02 — H20 + (HO2°/ 02%) 3.107 Kwan et al., 2002

4 Fe(Il) + HO® — Fe(IIl) + HO 3,5.108 Ramirez et al., 2009

5 Fe(Il) + (HO2°7 O2°")— Fe(Ill) + H202 9,5.10° De Laat et al.,1999

6 Fe(lll) + (HO2°/ O2°)— Fe(Il) + O2 + H* 1.10% Fowles et al.,2007

10 Fe(ll) + O2 — Fe(III) + (HO2°/ O2°) 3 65 Gallard et al., 1999

18 (HO2/ 02°) + (HO2°/ 02°) — H20,+ O 5,4.10° Bielski, 1985

19 HO° + HO° — H20> 5.10° Kwan et al., 2002

20 HO°® + (HO2°/ 02°) — H20 + O3 10.10° Kwan et al., 2002

21 H202 — 1/2(02) + H20 1.10% 40 Rivas et al., 2001
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30 NBT + 2 O, +H* — MF +2 O, 5,9.10* Altman et al., 1976

31 MF+ 2 Oy + H* — DF+ 2 O, 5,9.10* Altman et al., 1976

32 HO°+TP — HO-TP° 2,8.10° Fang et al., 1996

33 HO-TP°+0,—HO-TP-O,°- 1,6. 10’ Fang et al., 1996

34 HO-TP-O,~ — HO-TP°+0, 3,4.10° Fang et al., 1996

35 HO-TP-O2"~ — HTP+ (HO°/02%) 175 Fang et al., 1996

36 HO°+TP — composé perdu 1 0,5.10° Fang et al., 1996

37 HO-TP-0," — composé perdu 2 +O; 215 Fang et al., 1996

38 HTP+ HO" — composé perdu 3 6,3. 10° Fang et al., 1996

48 (HO2%/ 05™) + (HO27 05%) + SOD — Hy03 + Oy 1,6.10° ;'gggond & Bonnefont-Rousselot,
49 H05 + catalase— 1/2(02) + Hz0 10’ 'zl'gggond & Bonnefont-Rousselot,
50 GSH + HO® - GS° + H.0 1,3.10%° Quintiliani et al., 1977
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ol Carnosine + (HO2°/ O2°") > Composé perdu 4 0,83. 10° Pavlov et al., 1993
52 Carnosine + (HO") = Composé perdu 5 9.10° Pavlov et al., 1993
53 a-tocophérol + (HO2°/ O2°7)-> Composé perdu 6 6 Khalil et al., 2002
54 a-tocophérol + (HO") > Composé perdu 7 6,9.10° Davies et al., 2005
55 (AH2/AH) + Fe(ll1) > (AH°/A®) + Fe(ll) 10 Buettner et al., 2004
56 (AH2/AH) + (HOz°/ O2° ) + H* > H202 + (AH°/A%) | 0,1.10" Buettner et al., 2004
57 (AH/AHY) + HO® > H,0 + (AH/A) 1100.10° Buettner et al., 2004
58 2(AH°IA™) + H* > (AH/AH) + A 0,02.10" Buettner et al., 2004
59 AZ + 0, > (AH/A™) + (HO2*/ 02%) 10° Buettner et al., 2004
60 (AH2/AH-) + (AH°/A%-)> 2(A) 1,24.10" Buettner et al., 2004
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Tableau 22 : Proportions de précipitation du Fe Il et du Fe 11l en fonction du pH du milieu
(phosphate= 40mM, 200 uM de Fell ou de Fe Ill, 25°C) calculées avec le logiciel MinteQ
(Gustafsson, 2001)

% de précipitation

pH | Fer 11 Fer 111
3,5 0 99,85
5 33,13 100
6 95,76 100
< Fe(OH)2 (aq) [} Fe(OH)3- A Fes2
FeH2PO4+ X FeHPO4 (ag) O FeOH+
+-FeS0O4 (aq)
g
O LE+02 A ' |
£ 1p01 AA-a oA & x
= LEs00 Iy x X X
2 irm A — —" — A X
= +
o LE02 x
|18
c +
£ 1E03 N 3
S 1E04 ol L 0—0
= O
® 1r05 0o
G ?
g LEO06 0
& 2 3 4 5 6 7
Q
pH

Figure 34 : Calcul des concentrations des complexes du Fe Il en fonction du pH avec le
logiciel MinteQ (Gustafsson, 2001) pour un tampon phosphate 40 mM contenant 200 uM de
FeSQ.)

129



0.07

P3

0.05

0.04

18
0.03! f84

187

P2

Figure 35 : Ecart quadratique moyen, calculé par le modéle stoechio-cinétique, entre les
concentrations mesurées et calculées a 0, 5, 10, 15, 20, 25 et 30 minutes, pour toutes les
conditions expérimentales du Tableau 13 du chapitre 11 pour différentes valeurs du couple
P2/P3
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Figure 36 : Comparaison entre les concentrations en HTP mesurées et calculées a 10 et 30

minutes en fonction de la concentration initiale en fer (60°C, H20, = 200 uM)
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Figure 37 : Comparaison entre les concentrations en HTP mesurées et calculées a 10 et 30

minutes en fonction de la concentration initiale en H2.O2 (60°C, FeSO4 = 200 uM)
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Figure 38 : Comparaison entre les concentrations en HTP mesurées et calculées a 10 et 30

minutes en fonction de la température (FeSO4 = H202 = 200 uM)
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Figure 39 : Comparaison entre les concentrations en formazan mesurées et calculées a 10 et

30 minutes en fonction de la température (FeSO4 = 200 uM, sans H20,)
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Figure 40 : Comparaison entre les concentrations en formazan mesurées et calculées a 10 et

30 minutes en fonction de la concentration initiale en fer (60°C, sans H203)

Tableau 23 : Résultats calculés et mesures des effets promoteur ou inhibiteur des AO,
exprimé en % par rapport au témoin sans AO a 30 minutes pour les essais a haute température

(60°C) et a 20 heures pour les essais a basse température (4 °C)
HTP (200 uM de FeSO4, 200 uM de H,0, +AQ) et formazan (200 uM de FeSO,, pas H20, +AO)

Résultats calculés Résultats mesurées
. HTP formazan HTP formazan
Antioxydants
60°C |4°C 60°C |[4°C 60°C [4°C 60°C |4°C

SOD -13.6 32.2 14.4 92.9 15 -18 -14| -59
Catalase -13.6 32.2 14.4 47 -50 -81 19| 1684
Carnosine -95.7 -89 90 -14 -97 -95 6| 138
GSH -74.7( -61.7 19 93 -63 -73 85 94
Vit C -26.3 74.8 26 95 -18 8 19 50
VitE -13.6 42 16.7 83.8 175 19 1 24
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V.3 Effets du chlorure et du pH sur la production des radicaux libres

issus du systeme Fenton dans la viande

IV.3.1 Introduction générale

La partie bibliographique a fait apparaitre que les trois paramétres physicochimiques principaux
pouvant moduler les oxydations dans les produits carnés transformeés a basses températures
(salaison, marinage) ou pendant la conservation et la digestion étaient la température, le pH et
la teneur en chlorure de sodium.

Des essais spécifiques, utilisant les mémes matériels et méthodes que précédemment, ont donc
été conduits a seulement 2 températures pour évaluer les effets respectifs du pH et du chlorure

de sodium.
IV.3.2 Conditions expérimentales

Les conditions expérimentales ont été détaillées dans le chapitre 11.1.6

IV.3.3 Résultats et discussion

IV.33.1 EffetdupH

Les valeurs des concentrations des sondes mesurées a 30 minutes sont présentées
respectivement pour le formazan et le HTP sur les Figure 41 et Figure 44. A 4°C, la production
de formazan est apparue tres faible et les concentrations finales étaient au-dessous du seuil de
détection. L’effet du pH est manifeste sur la production des deux radicaux libres oxygénés mais
il est tres différent selon le radical. Pour interpréter ces résultats, nous nous sommes appuyes,
d’une part, sur des calculs de simulation avec le mod¢le stoechio-cinétique, en gardant les
parametres retenus en IV.2, et d’autre part, sur une comparaison des concentrations des

complexes et précipités du Fe Il prédits par MinteQ en fonction du pH.

Production du radical O, et du formazan

La Figure 41 indique une forte augmentation de la concentration en formazan mesurée a 30

minutes en fonction de 1’augmentation du pH : elle est environ 8 fois plus grande a pH 6,5 qu’a
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pH 3,5. Ceci parait logique puisque le diagramme de dissociation du couple (HO,70;”) de pKa
= 4,8 (Figure 16) indique que la proportion d’O2"~ est respectivement égale a 5, 55 et 95% pour
les pH 3,5; 5 et 6,5. La Figure 42 indique que la vitesse de production du radical superoxyde
(R10) prédite au cours du temps par les calculs de simulation. L’effet pH est conforme aux
observations, il serait toutefois imprudent de commenter la valeur des variations car mes calculs
ne prennent pas en compte la modification de la réactivité du fer avec le pH. La Figure 43, issue
du méme calcul renseigne sur les proportions d'O2™ réagissant soit avec la sonde NBT par les
réactions (R30 et R31) soit avec le Fe II par la R5. Ces résultats montrent qu’a pH 5 et 6,5, la
sonde NBT piége bien la majorité des Oz produits et exactement dans les mémes proportions,
ce qui signifie que I’augmentation de la concentration en formazan traduit bien une
augmentation de méme ampleur de la production du radical superoxyde. Il n’est pas de méme
entre pH 3,5 et Spuisque la proportion en O, piégée par la sonde est bien inférieure a pH 3,5,
autrement dit, ’écart réel de production des O, est plus grand que celui constaté en observant

la réduction de la sonde.

12

10 %

Formazan pM a 30 minutes

pH

Figure 41 : Mesure de la production de formazan en fonction du pH a 37°C (tampon
phosphate, FeSO4 = 50 uM, sans H»0>)
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Figure 42 : Calcul de la vitesse de production du radical superoxyde sur 30 minutes a
différents pH (tampon phosphate, FeSO4 = 50 UM, sans H20-, 37°C)

R30 (pH=6.5) R30 (pH=5) R30 (pH= 3.5)
RS (pH= 6.5) R5 (pH=5) R5 (pH=3.5)

100
90
20

sonde

70

60

50

40

30

R5

20

10

Contribution de la R30 et de la R5 en % dans la
consommation des O,

0 5 10 15 20 25 30

Temps (minutes)

Figure 43 : Calcul des proportions d'O, " réagissant soit avec la sonde NBT par les réactions
(R30 et R31) soit avec le Fe Il par la R5

Production du radical (HO") et du HTP
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Les calculs de simulation ont montré que quelle que soit la température et le pH de nos
conditions expérimentales, plus de 95% des radicaux (HO") réagissait avec le TP, les
contributions des réactions R3 et R4 étant donc négligeables en présence de la sonde. La Figure
44 montrent qu’a pH 5, la production d’ (HO®) est environ 50% plus grande a37°C qu’a 4°C,
ce qui est conforme au fait que les deux réactions R1 et R2 ont des énergies d’activation égales
a 40 et 65 kJ.mol? (chapitre IV.2). L’allure des courbes est plus difficile a expliquer car elle
résulte de I’effet combiné de deux phénomeénes de nature différentes : (1) les interactions entre
les réactions R6, R5 et R18 auxquelles sont associees des fonctions croissantes ou décroissantes
en fonction du pH et qui sont a I’origine de la conversion des O, en (HO") dans les milieux
biologiques en favorisant la synthése d’H>O,. En produisant, par radiolyse de I’eau, des
quantités connues de radicaux superoxydes et en mesurant les quantités d> (HO") produites par
la chimie de Fenton. Backer et al. (1986) ont obtenu un taux maximum de transformation a pH
4,8, soit au pKa du couple HO2'/O," et des taux beaucoup plus petits et sensiblement équivalent
apH 3,7 etapH 7,4. lls ont interprété leur résultats, équivalents a ceux que nous avons observés
a la température de 37°C, par les interactions évoquées précédemment (2) les modifications des
concentrations des différents complexes et précipités du fer qui sont probablement a 1’origine
d’un changement des réactivités des Fe II et Fe III. Les résultats présentés pour le Fe Il dans le
Tableau 24 montrent par exemple la diminution trés importante de la solubilité du complexe
FeH,PO4* entre pH 5 et 6,5 et la réduction par deux de la concentration en ion Fe?* quand la

température s’éleve de 4 a 37°C.
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Figure 44 : Mesure de la production du HTP en fonction du pH a 4 et 37°C (tampon
phosphate, FeSO4= H202= 50 uM)
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Tableau 24 : Calcul de I'effet de la température sur les concentrations en complexes de fer
dans une solution aqueuse simple de FeSO4 a 50 uM a trois differents pH (3,5; 5 et 6,5). Calcul
fait avec MinteQ (Gustafsson, 2001)

4°C 37°C
pH 3,5 5
FeH,PO,*
Fe? 7,44 7,08 0,19 3,74 3,58 0,17
FeHPO, (aq) 0,05 2,29
FeSO4 (aq)

FeOH*
Fe(OH)2 (aq)

La concentration du fer soluble a pH 6,5 a 4°C et 37°C est respectivement égale a 1,91 et 3,05 uM. A ces pH, le
fer précipité est sous forme de vivianite

1VV.3.3.2 Effet du chlorure de sodium

L’ajout de chlorure de sodium dans le milieu entraine la baisse de la concentration du formazan
et du HTP. Cette baisse comparée au témoin (sans NaCl) est de 7 et 27% a 30 minutes dans le
cas du HTP et est de 21% et 46,5% dans le cas du formazan (Figure 45 ; Figure 46).

o0 0O-15mM 4 342mM

60

HTP pM

0 600 1200 1800

Temps (s)

Figure 45 : Cinétique de formation du HTP en fonction de la concentration initiale en NaCl
(tampon phosphate, FeSO4 = H20, = 200 pM a 60°C)
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Figure 46 : Cinétique de formation du formazan en fonction de la concentration initiale en
NaCl (tampon phosphate, FeSO4 = 200 uM, sans H202 a 60°C)

Cette baisse s’explique par la réaction suivante qui sera plus intense que la concentration en
ions chlorure dans le milieu est élevée (Jayson et al., 1973 ; Xu et Barker., 2003 ; Delaat et al.,
2004) :

HO + CI'> CI' + OH"

Un autre radical Cl,™ peut se former a partir de la combinaison des CI” mais il est beaucoup
moins réactif. Le radical chlorure formé est impliqué dans une série de réactions réversibles :
CI'+ H202 > HO2® + Cl- + H+

Cl°+ Fe?* = Cl- + Fe®*

Dans le cas du formazan, I’ (HO"), responsable de 1’oxydation de I’ion chlorure, se formerait
en faible quantité par dismutation du O.". Le radical chlorure formé entrerait alors en
compétition avec 1’02 Vvis-a-vis du fer et réduirait ainsi 1’oxydation du fer par la R10. Cette
derniére étant la voie principale de production d’O2", le « ralentissement » de la R10 entraine
une diminution des O, dans le milieu.

Dans le cas du HTP, 1’ (HO") est produit en forte quantité par la R1. Le radical chlorure formé
réagit avec le H20; et le Fe II. 1l se trouve que ces derniers (H202, Fe 1) sont les réactants de
la R1, principale voie de production du (HO") dans le milieu. Le radical chlorure réagit
probablement aussi avec le Fe 111, ce qui ralentirait aussi par la R2. Ainsi, la production du HTP

diminue pour des concentrations en NaCl plus élevées.
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La constante de vitesse de la réaction d’oxydation du CI par le (HO") est méconnue et celles
des réactions d’oxydation du Fe II et du H,O2 par CI" sont incertaines (1.10° Ms?, 5,9.10° M-
1s1) (Xu et Barker., 2003 ; Delaat et al., 2004). 11 est alors difficile d’estimer par le calcul
I’ampleur de I’impact de ces réactions dans le systeme et leurs contributions a la baisse du
formazan ou du HTP. Nos résultats sont toutefois en cohérence avec I’ampleur de la réduction
d’oxydation des lipides constatée sur des viandes suite a 1’ajout de NaCl.

Un effet inhibiteur du NaCl sur I’oxydation des lipides dans certaines conditions. A titre
d’exemple, King et Basch.(1990) ont montré un effet inhibiteur d’une forte concentration en
NaCl (> a 2% en masse de NaCl dans la viande hachée du porc) sur 1’oxydation des lipides.
Sarraga et al. (2002) ont observé egalement un effet antioxydant du NaCl dans la viande de
porc séchée (3% en masse de NaCl). Sharedeh et al. (2015) ont étudié I’effet du pH (4,3 ;5,4 ;
6,5) et du NaCl (0,9% et 2% en masse) sur I’oxydation des lipides de viande de beeuf. Quel que
soit le pH, la baisse de I’oxydation des lipides suite a I’augmentation de la concentration en
NaCl était d’environ 20%.

11 faut noter cependant que d’autres auteurs ont observé un role pro-oxydant du NaCl sur les
lipides des viandes. lls ont alors expliqué leurs résultats par le décrochage du fer héminique
(Kannel et al., 1991) ou par la dégradation de I’activité des enzymes antioxydantes (Gheisari et
al., 2002). Il faudrait donc poursuivre cette étude en ajoutant au milieu mimétique ces

COMPOSES.
IV.3.4 Conclusion

Cette étude a permis de quantifier les radicaux libres oxygénés issus de 1’oxydation du fer a
différents pH a et a différentes concentrations en chlorure par I’utilisation des sondes.

La concentration en formazan augmentait avec le pH alors que celle du HTP suivait ’allure
d’une cloche : une faible concentration a pH 3,5 et 6,5 et un niveau plus élevé a pH 5.
L’ hypothése de la conversion de 1’0~ en (HO") a été proposée par certains auteurs. Toutefois,
pour mieux expliquer le fléchissement de la concentration en HTP entre pH 5 et 6,5, il faudrait
de nouvelles mesures d’HTP a des intervalles de pH plus restreints compris entre 5,5 et 6,5
couvrant ainsi le pH de la viande maturée et de la viande cuite. Il faudrait également faire des
simulations en variant P2 et P3 puisque la réactivité du fer change en fonction du pH.

Ces mesures ont également montré un réle antioxydant du chlorure sur le formazan et le HTP.
L’introduction des réactions d’oxydation des ions chlorure par le (HO") et les réactions

d’oxydation du Fe II et du H20> par le radical chlorure formé permettra d’un co6té d’ajuster les
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valeurs des constantes de vitesses de ces réactions décrites dans la littérature et de prédire la
production en radicaux libres oxygénés pour d’autres concentrations en chlorure.
La méthode de détection des radicaux libres par des sondes chimiques testées dans le cadre de

cette étude a été appliquée pour caractériser la production des radicaux libres dans les conditions
du tube digestif (chapitre 1V.4).
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V.4 Evaluation de I’impact du systeme Fenton sur la digestion de la

viande in vitro dans un modele gastro-intestinal (Oueslati et al., 2016 )

Cette étude est une application de la méthode de détection des radicaux libres avec des radicaux
libres des sondes chimiques mise au point dans les parties précédentes. Les conditions physico-
chimiques étudiées sont des conditions gastriques avec une solution saline (KCI, NaCl, CaCly)
a 20 mM de phosphate et un pH initial égal a 3,5. Le pH est augmenté par ajout de NaOH
jusqu’a 6,5 pour mimer la phase intestinale. L’effet des radicaux libres produits sur I’oxydation
des lipides et des protéines et I’effet des antioxydants sur ces oxydations sont présentes.

Il a été constaté que, dans des conditions gastriques, la concentration du couple (02~ / HO?)
est plus élevée que celle du (HO"). En accord avec les mesures faites avec le modéle mimétique
de la viande a 37°C, les cinétiques de production des radicaux libres sont semblables a pH 3,5
et 6,5, bien que la contribution des réactions du systéeme réactionnel est différente. Les
oxydations genérées par ces radicaux libres ont été estimées sur des myofibrilles préparées a
partir de muscle rectus femoris de porc. Ainsi, l'oxydation des lipides et des protéines
myofibrillaires augmente avec le temps et la concentration des oxydants avec un impact négatif
sur la digestibilité des protéines myofibrillaires. Les antioxydants d’origine végétale ont

considérablement diminué la production de radicaux libres et I'oxydation des lipides.
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The production of oxygen free radicals catalysed by non-haem iron was investigated in an in vifro
mimetic model of the digestive tract using specific chemical traps. Superoxide radicals (5 ) and their
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1.5 to 6.5 poorly affected the kinetics of free radical production, The oxidations generated by these free
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protein oxidation increased with time and oxidant concentration, with a megative impact on the
digestibility of myofibrillar proteins. Plant food antioxidants considerably decreased free radical produc-
tion and lipid oxidation but not protein oxidation,
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1. Introduction

Meat is an important source of iron in the human diet. Iron is an
essential element for the human body. It is required for many
enzymes that are critical for cellular function, and plays a funda-
mental role in oxygen transport. Mevertheless, iron can also be
toxic by causing excessive oxidation. Meat iron exists in two forms:
haem iron (in myoglobin) and non-haem iron, also called free iron,
The total iron content and the ratio between haem and non-haem
iron depend on animal species and muscle type (Lombardi-Boccia,
Martinez-Dominguez, & Aguzzi, 2002; Min, Nam, Cordray, & Ahn,
2008). Both haem and non-haem iron are oxidation catalysts,
Superoxide radical is produced during oxymyoglobin autoxidation
(Satoh & Shikama, 1981) and the metmyoglobin formed can react
with hydrogen peroxide to give a ferryl-myoglobin radical
(Kanner & Harel, 1985). Non-haem iron can react with oxygen to
give the superoxide radical or its protonated form at low pH (the
hydropermyl radical), and can react with hydrogen peroxide to
give the hydroxyl radical. These reactions belong to the Fenton
chemistry (Fenton, 1894). All these free radicals are the precursors
of the cascade of reactions leading to lipid and protein oxidation
during meat storage and cooking. The decrease of amino acid and
fatty acid bioavailahility has a negative effect on the nutritional
value of meat. Moreover, besides less efficient assimilation, oxida-

* Corresponding author,
E-mail address: Philippegatellier@clermont inra i (P. Gatellier).

hitip: | fdx dolorg/10.1016/].foodchem 200604041
- B146 2016 Elsevier Lid All righis resened,

tions may have a negative impact on human health because of the
implication in colon cancer of certain aldehydes (malondialdehyde
and 4-hydroxy-2-nonenal) produced during lipid oxidation
(Guéraud et al., 2010}, and aromatic amino acid oxidation products
like indole and kynurenine (Chung & Cadupudi, 2011). The oxida-
tive process, initiated during meat storage and cooking, can then
develop during digestion. Indeed, the physicochemical conditions
ohserved in the stomach, such as oxygen pressure, a high level of
hydrogen peroxide and a low pH, favour the propagation of oxida-
tion (Kanner & Lapidot, 2001; Malini, Ramakrishna, Mohanty, &
Balasubramanian, 1992), Moreover, the digestive tract is charac-
terised by the enzymatic degradation of lipids and proteins, ren-
dering fatty acids and amino acids more sensitive to free radical
attack. In balanced meals, plant foods also provide iron, but its irre-
versible chelation with phytate almost completely blocks the gen-
eration of free radicals via Fenton reactions (Graf, Empson, & Eaton,
1987). Plant foods are also an important source of various antiox-
idants, like vitamins, polyphenols and carotenoids, while only a
few are provided by meat, like thiols, antioxidant peptides {carno-
sine, anserine) and vitamin E.

In vitro digestion models are widely used to study the chemical
changes, digestibility, and release of food components under simu-
lated gastro-intestinal conditions. Such models provide a useful
alternative to animal and human models, even if it is difficult to
accurately simulate the complexity of the digestive tract. In this
context, myoglobin has been used as an initiator of lipid peroxida-
tion in a large number of gastric fluid models (Kanner & Lapidot,
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2001; Kenmogne-Domguia, Meynier, Boulanger, & Genot, 2012;
Lapidot, Granit, & Kanner, 2005). Mevertheless, the use of myo-
globin in digestive oxidation models is questionable, Indeed, many
factors can degrade myoglobin during meat processes and diges-
tion. Meat is almost always cooked before consumption. Heating
comverts a large part of the myoglohin haem iron into insoluble
haem iron (haematin) and accelerates in parallel the release of iron
from haem (Purchas, Simcock, Knight, & Wilkinson, 2003)
Kristensen and Purslow (2001) observed a decrease in haem iron
content of 62% after heating meat at 80-C for 2 h. Moreover,
hydrogen peroxide, lipid peroxide, and their decomposition prod-
ucts, produced in large amounts in gastric fluid (Malini et al.,
19492}, can degrade the protoporphyrin ring which releases the iron
atom (Min et al., 2008; Nagababu & Rifkind, 2004), The low pH of
the stomach Favours this phenomenon, Therefore, through the Fen-
ton reaction, non-haem iron is probably the most important cata-
lyst in oxidation processes during digestion. Despite this, the
ability of non-haem iron to generate oxygen free radicals under
gastro-intestinal conditions remains poorly documented and has
to be darfied to fully understand the oxidative process during
digestion.

The aim of this study was o characterise, in an in vitro model
system, the oxidative process initiated by non-haem iron under
selected physicochemical conditions observable in the digestive
tract, and with levels of oxidants and antioxidants, representative
of a balanced meal. The prodoction kinetics of oxygen free radicals
(0% JHOS and OH*) were evaluated using specific chemical traps.
Myofibrillar protein and lipid oxidation was determined and its
impact on protein digestibility was evaluated.

2, Materials and methods
2.1, Measurement of free radical production

Free radical production was evaluated in a saline solution KClJ
MaCljCaCly (2/120/6 mM) supplemented with 20mM  sodium
phosphate. The pH was initially fixed at 3.5 to reflect the middle
phase of the gastric digestion and raised to 6.5, by adding 0.16%
(wjv) of 10 N NaOH, to reflect the intestinal phase. All the kinetics
were evaluated for 2 h in each phase. The temperature was fixed
at 37 “C. The initial concentration of dissolved oxygen at this tem-
perature was 0,21 £ 0,01 mM {measured with a luminescent dis-
solved oxygen probe; HO440d; Hach Company, Loveland, COL
Two concentrations (0.1 and 0.2 mM) of oxidant, consisting of an
equimolecular mixture of ferrous iron (Fe504) and Hz0; were
compared to a control without oxidant. The effect of antioxidants
was tested by adding a mixture of Trolox C (water-soluble ana-
logue of vitamin E} and plant antioxidants, including f-carotene
and various polyphenols (caffeic acid, rutin, chlorogenic acid, and
guercetind, Trolox C was used instead of vitamin E because of the
precipitation of vitamin E in agueous medium, This mixture of
antioxidants reflects the different groups of antioxidants provided
by a balanced meal, These antioxidants display various inhibiting
elfects on free radical production. Vitamin E scavenges lipid-
derived free radicals, while carotenoids and polyphenocls are more
specific of hydroxyl and superoxide radicals. A stock solution
{=100) of these antiokidants was prepared in methanol and each
antioxidant was added at a final concentration of 0,01 mM. Free
radical production was evaluated with two specific chemical traps.
03 and its protonated form (HO5) were detected together by the
reduction of nitroblue tetrazolivm NBET (0.5 mM) o formazan
(Auclair & Voisin, 1985), One mole of NBT reacts with two moles
of radical 1o give one mole of formazan. The production of for-
mazan was evaluated at 530 nm with an absorption coefficient of
12Z8mM "em ', NET was purchased from Sigma-Aldrich (St

Louis, MOL Triton X 100 was added {at a concentration of
11000} to stabilise the insoluble formazan in its colloidal form.
Absorbance measurements were performed on a Jasco V-770 spec-
trometer equipped with a Peltier temperature controller and a
magnetic stirrer (Jasco, Tokyo, Japan). OH® formation was evalu-
ated by the hydroxylation of terephthalate (1 mM) into hydrosxy-
terephthalate [(Saran & Summer, 1999). The level of hydroxy-
terephthalate in the samples was determined by fluorescence
SPECLIOSCOPY (A = 320 nm and Ay, = 420 nm) and the companson
with a calibration curve performed in parallel with commercial
hydroxy-terephthalate.  The  terephthalate  and  hydroxy-
terephthalate were purchased from Sigma-Aldrich, The fluores-
cence measurements were performed on a Jasco FP-8300 spec-
troflusrometer equipped with a Peltier temperature controller
and a magnetic stirrer. When the antioxidants were added, their
absorbance or fluorescence was subtracted by measuring in paral-
lel a controd with antinxidants and the chemical traps but without
oxidants.

22, In vitro digestion

To assess oxidation during digestion, the previous model [Sec-
tion 2.1 was completed by adding myofibrils. Myofibrils were pre-
pared from pork rectus femoris muscle after 5 days ageing at 4 °C
under air-permeable film. Myofibrl extraction was performed
using the method of Pietrzak, Greaser, and Sosnicki (1997), We
then checked that the myofibril preparations were free of haem
iron by absorbance measurement of the Soret band at 410 nm.
The myofibrillar protein concentration was evaluated by the biuret
method (Cornall, Bardawill, & David, 1949) and the myofibrillar
lipid concentration was evaluated by a Folch extraction (Folch,
Lees, & Sloane-Stanley, 1957) followed by a gravimetric measure-
ment. In the gastric phase (corresponding (o the first two hours
of incubation at pH 3.5) the myofibrillar protein and lipid concen-
trations were 7.71 and 2.05 mgiml, respectively. Pepsin from por-
cine gastric mucosa (Sigma-Aldrich PGBET) was added at a final
concentration of 2 mg/ml. (7400 units/mlL) In the intestinal phase
{after raising the pH to 6.5), porcine bile extract (Sigma-Aldrich
Ba631) and pancreatin from porcine pancreas [(Sigma-Aldrich
P7545) were added at the respective final concentrations of 881
and 0.52 mg/ml. The dilution of the different components [ooxi-
dants, antioxidants, proteins, and lipids) of the medium, due o
the addition of NaOH, bile juice and pancreatin, was 29%, Incuba-
tions were performed at 37 *C under agitation. Aliquots taken at
different times (0, 30, 60, 120, 150, 180, and 240 min) of incubation
for hiochemical analysis were immediately frozen at - 80 °C and
stored at the same temperature until use,

23, (xidalion measwremend

Lipid oxidation was measured by the thiobarbituric acid reac-
tive substances [TBA-RS) method according to Lynch and Frei
[1993). The results were expressed as nanomoles of malondialde-
hyde versus mg of lipids. Cysteine oxidation was evaluated by the
decrease of free thiols, Free thiols were measured by a modification
of Ellman’s method using 22'-dithiobis{5-nitropyridine) (DTNF)
[Morzel, Gatellier, Sayd, Renerre, & Laville, 2006]. The results were
expressed as the percentage of the initial free thiols. Protein car-
bonyl  groups  were measured by reaction  with 24-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) to form  protein  hydrazones
according to the method of Oliver, Alin, Moerman, Goldstein, and
Staditman | 1987 ).
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2.4 Proteolysis measurement

The level of proteolysis was determined by the fluorescamine-
specific labelling of N-terminal 2-amino groups of peptides and
amino acids (Harkouss, Mirade, & Gatellier, 2012). The proteolysis
index was expressed as the percentage ratio of the N-terminal -
amino group content (in glycine equivalent) to total protein
content.

2.5, Statistical analysis

Far each eyperimental conditinn, valoes are reported as the
mean + standard error of the mean (SEM) of 4 independent deter-
minations. To assess the effects of oxidants or antioxidants, data
were analysed by analysis of variance (ANOVA) with oxidants or
antioxidants as independent variables and time as repeated vari-
able. The Student t-test was used to determine the levels of statis-
tical significance between groups when a significant effect of
treatment was detected. Differences were considered as significant
for p<0.05. The relationships between the different parameters
were assessed by calculating the Pearson correlation coefficients.

3. Results and discussion
2.1, Justification of the experimental conditions

These experiments were conducted under conditions represen-
tative of some of the physicochemical conditions observed in a
bolus but of course they were not intended to be exhaustive for
every condition observed with different meals. The buffer con-
tained different salts representative of gastrointestinal osmolarity
{Kenmogne-Domguia et al, 2012). Phosphate salt was added to
reflect the buffer capacity of meat. pH 3.5 was representative of
the pH in the stomach and pH 6.5 was chosen to represent the
pH in the small intestine. Concentrations of iron of 0.1 and
02 mM were representative of the total iron in the Western diet.
It is necessary to take into account that gastric juice also contains
a significant amount of endogenous won. Malim et al (1922)
reported iron contents from 00005 to 0.14 mM in human gastric
Jjuices after an overnight fast. Iron was added in its ferrous form
because, due to the low pH and to a high level of endogenouws
ascorbate (from 0003 to 0.12 mM), the stomach has a powerful
ferric iron reducing capacity (Malini et al., 1992). Ascorbate can also
be provided in large quantities by plant foods. Although ascorbate
i5 an unstable reducing agent, most iron is in its ferrous form in the
stomach, at least at the beginning of the gastric digestion. In this
study, we decided to add hydrogen peroxide at the zame concen-
tration as iron. Harel and Kanner [ 1985) estimated the production
of Hz0z in ground turkey muscle at 0.045 mM/h at 37 *C and at pH
5.6. In addition to this exogenous H;0,, the stomach also contains a
high level of endogenous Hz0z. Malini et al. (1992) found 02 mM of
H;05 in human gastric juice. When added, antioxidants were also
at a realistic level (0.01 mM) in a mixture representative of differ-
ent plant foods. In this model, myofibrils were chosen as the target
of the free radicals, instead of the whole meat extract, to prevent
interferences between haem and non-haem iron in the oxidative
process and to prevent the effect of endogenous antioxidants. In
raw meat, myofibrillar proteins represent almost 60% of total pro-
teins. Cooking can increase this percentage, due to the loss of sar-
coplasmic proteins in juice.

3.2 Free radical production

Fig. 1 shows the cumulative amount of 03-JHO3 radicals
trapped by NET during incubation. In the control, without oxidant
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Fig. 1. Detection of superoxide/hydroperoxy] radicals with the NET probe in the
gastric amd intestinal phases in the presence of different amounts of oxidants
{0 w Fe™*JHy0;) and plant antiexidants [Antiex] Values are mean = SEM of four
independent determinations.

(Fe?"[H,0,). a low level of 04~ /HO3 was detected, which could cor-
respond to the presence of iron traces in the buffer. A small amount
of iron (0.74 pM) was measured in the same buffer by Promeyrat
(2013 The level of 05— JHOS detected increased significantly with
time (p < 0.001) and with oxidant concentration {(p < 0.001), with a
significant interaction (p<0.001) occurring between these two
parameters. The level of radicals detected with 0.2 mb of oxidants
was twice as high as with 0.1 mM. In a preliminary investigation
(Gatellier et al., 2015), where oxidants and pH were tested over a
wider range, we determined at the end of the gastric phase the fol-
lowing relation between the level of detected 03~/HO3 and the pH
and oxidant content:

[0 /HO5] mM = (0.195 — 0.025 pH) » [Oxidants]

This equation allows extrapolating the kinetics of 03~/HOS for-
mation to physicochemical conditions that were not tested in this
study.

The paszage in the intestinal phase had little impact on the
kimetics. Only a slight increase {(around 3%) was observed in the
intestinal phase in the presence of oxidants, demonstrating that
considerably more free radicals were produced under gastric con-
ditions than wunder intestinal conditions. This result can be
explained by the rapid conversion of the ferrous iron into the less
reactive ferric iron and to the rapid decomposition of Hz0; in the
gastric phase.

Table 1
The main reactions implicated in Fenton chemistry (from the Fromeyrat PhD thesis,
2013)

FefII) + HzDy — Fe{Il) + OH™ + HO"
Fe{II} + 0 -» Fe{lll) + {03 HO)
Fefll}+ Hay — Fe{ll) + H* + [O3-/HDY)
HO® + Hy0y — Hy0= (03 HO5)

(03 [HO3) * (D5 HOS) — Hally + 0
Fe{Ill) + (O3 HO) — Fe(1l) + Oz + H*
Fe{ll) + (02 HOT) - Fe{lll} + Hally
Fe{Il)  (037THO3 ) - Fe{lII}  HO;
FefIl) + HO® - Fe{lll} + HO™

HO* & HO®  Haly

HO® + (03 HO5)  Hyly + 0,

=k S W B B e
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Table 1 {from the Promeyrat PhD thesis, 200 3, carried out in our
laboratory) lists the main reactions invelved in iron-catalysed free
radical chemistry, Many reactions can be derived from the reaction
of ferrous iron with hydrogen peroxide (1), named the Fenton
reaction, and this whole reaction system is called Fenton chem-
istry. The superoxide radical and its protonated form are mainly
produced by the reaction of ferrous iron with dissolved oxygen
according to the reaction (2 ). The protonation/deprotonation equi-
librium of the superoxide radical exhibits a pk, of around 4.8. Con-
sequently the protonated form was dominant in the gastric phase
(95%) and in the minority (2%) in the intestinal phase, When the
proportion of HzO is very high compared to iren, reactions (3)
and (4) can also increase the level of the 03 /HO3 radicals. These
reactions can come into competition with many other reactions
thereby decreasing 03~ /HO3 detected. A large fraction of O3~[HO3
can dispreportionate into hydrogen peroxide and oxygen accord-
ing to reaction (5). Reaction (5) has an optimum pH at 4.8 and
the yields of disproportionation are 15% and 17% at pH 3.5 and
6.5, respectively (Backer & Gebicki, 1984), 037 /HO% can also be
deactivated by reaction with Fe®* in a recycling reaction {6) or by
reaction with excess Fe®' (7 and 8), The superoxide radical has
been described as only slightly reactive towards lipids and pro-
teins, The kinetic constants of reactions of 03 with biomolecul es
are generally lower than 108 mol™'Ls™' (Bielski, Arudi, &
Sutherland, 1983; Schaich, 2005), Its implication in the oxidative
process is mostly due to the combination of reactions (5) and (1),
leading to the powerful oxidant hydroxyl radical { Schaich, 2005),
Due to a higher oxido-reduction potential, the protonated form is
described as being more reactive and can directly oxidise fatty
acids with kinetic constants of about 10° mol='Ls™' (Bielski
et al, 1983; Schaich, 2005).

Fig. 2 shows the cumulative amount of OH* which had reacted
with the terephthalate probe during incubation. In the control
group without oxidants, a low level of OH® was observed, probably
due, once again, to iron traces, As observed with the superoxide
radical, the level of OH* detected increased significantly with time
(p<0.001) and with oxidant concentration (p < 0.001). Almost all
OH* was produced in the first 20 min under all conditions, The
pH change had little effect on the kinetics and only a slight increase
{around 5.5%)was observed in the intestinal phase in the presence
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Fig. 2. Detection of hydrosyl radicals with the terephthalate probe in the gastric
and intestinal phases in the presence of different amounts of oxidants (Ox = Fe™ [
Ha 0y ) arsd plamt antioxidants (Antiox), Values are maant SEM of four inde pendent
et ermin ations.

of oxidants, Once again, this result could be explained by the rapid
decrease of the reactants in the gastric phase. The differences
observed in OH* detection between the two oxidant-treated
groups were less pronounced than with O27(HOZ AL the end of
incubation, the 0.2 mM group exhibited a free radical content only
9,2% higher than that of the 0.1 mM group, Using another chemical
trap, Malini et al. (1952) observed similar production of OH® in
human gastric juices after an overnight fast.

The hydroxyl radical can only be produced by the Fenton reac-
tion (1), but its level is modulated by many reactions (4, 9, 10, and
11). Hydroxyl radicals are wery reactive towards lipids and pro-
teins. For example, kinetic constants from 4 = 10" mol™' Ls™!
and 1.1 x 10" mol™" Ls~" were reported with cysteine and lino-
leic acid, respectively {Gardés-Albert & Jore, 2005). Figs. 1 and 2
show that OH® was trapped in a lower amount than 03~/HO3 but,
due to the difference in the kinetic constants, OH* was probably
the main initiator of oxidation in our model.

The mixture of antioxidants tested in this study significantly
decreased (p < 0.001) the detection of all the oxygen free radicals,
whatever the level of oxidants used (Figs. 1 and 2). This decrease
can be attributed to the competition between the antioxidants
and the chemical traps (NBT and terephthalate) regarding the free
radicals. Polyphenols are also iron-chelating agents and can thus
decrease iron reactivity, However, as observed previously, when
used separately, [--carotene and the different polyphenols enhance
the production of superoxide radicals (Gatellier et al., 2015), This
phenomenon was attributed to the iron-reducing capacity of these
antioxidants, which can reactivate the Fenton chemistry. In this
previous study, Trolox C was the only antioxidant able to reduce
the production of superoxide radicals. This contrasting effect
observed in the two studies demonstrates that the pro- or antiox-
idant activities assigned to these molecules are dependent on the
compaosition of the medium.

3.3, Lipid oxidation

Fig. 3 shows the evolution of the amount of TBA-RS during incu-
bation, A significant effect of oxidants (p<0.001) and time
{(p <0001} on the level of TBA-RS was observed with a significant
interaction between these two parameters (p < 0.001), In the gas-
tric phase, the control group exhibited only a slight increase of
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Fig 3. Evaluation of myofibrillar lipid ocidation in the gastric amd intestinal phases
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TBA-RS while the two oxidant-treated groups exhibited a large and
rapid increase of myofibrillar lipid oxidation, This increase was
more pronounced with the higher level of oxidants and, in the gas-
tric digestion, the three groups exhibited significant differences,
This evolution of lipid oxidation in the gastric phase may be related
to the detection of oxygen free radicals (Figs. 1 and 2), An excellent
correlation coefficient was observed in this gastric phase between
TBA-RS and the levels of 03~ [HO3 (r=0.95, p <0.001) and between
TBA-RS and the levels of OH* (r=097, p< 0.001). The passage in
the intestinal phase was marked by a large increase of TBA-RS in
the control group, while the two oxidant-treated groups displayed
only a slight increase. We have no clear explanation for this sudden
increase with the increase of pH in the control group, Perhaps sev-
ere lipolysis in the intestinal phase rendered the fatty acids more
sensitive to the low free radical produc tion observed in this control
group. After 180 min incubation, a slight decrease of TBA-RS was
observed in all groups. This biphasic evelution of TBA-RS was
observed during meat cooking (Gatellier, Santé-Lhoutellier,
Portanguen, & Kondjoyan, 2009), The initial increasing phase corre-
sponded to the accumulation of aldehydes, essentially malondi-
aldehyde and hydroxynonenal, which have been described as the
resulting end products of polyunsaturated fatty acid oxidation in
meat (Gray & Monahan, 1992; Sakai, Kuwazuru, Yamauchi, &
Uchida, 1595), For long incubations, the decrease in the TBA value
indicated an interaction of these aldehydes with the free amino
groups or the free thiol groups of proteins, preventing their reac-
tion with TBA (Gatellier, Kondjoyan, Portanguen, & Santé-
Lhoutellier, 2010} Such interactions have been identified as the
major cause of protein aggregation in cooked meat (Promeyrat
et al., 2010}, Despite this, the correlations measured, on the overall
kinetic, between TBA-RS and the level of free radicals remained
highly significant (r=0.82, p <0001 for TBA-RS and 037/HO3, and
r=0.85, p <0.001 for TBA-RS and OH*).

ANOVA revealed a significant protective effect (p< 0,001} of
antioxidants when incubations were performed in the presence
of 0.2 mM of oxidants (results not shown). In this case, the antiox-
idants led to a significant reduction of the TEA-RS of 45% at the end
of gastric digestion and to a significant reduction of 55% at the end
of intestinal digestion. The ANOWVA did not reveal a significant
effect of antioxidants in the presence of 0.1 mM of oxidants, per-
haps due to the lower magnitude of TEA-RS development under
this condition, Mevertheless, in this case we observed a 40%
decrease of TBA-RS at the end of gastric digestion. We attribute this
protective effect to the lower production of free radicals in the
presence of antioxidants, as observed in Figs. 1 and 2, These results
agree with those previously reported in the gastric environment,
showing a  protective effect  of polyphenols  against
met myoglobin-induced lipid oxidation {Kanner & Lapidot, 2001).

34. Free thiol oxidation

The susceptibility of myofibrillar proteins to oxidation was
monitored by estimating the free thiol groups (Fig 4). In proteins,
free thiols originated from cysteine. An ANOVA showed a signifi-
cant effect of oxidants (p=0.003) and time {p <0,001) on the level
of free thiols, with considerable interaction between them
(p< 0,001 ), The decrease of free thiols, widely initiated in the gas-
tric phase, continued in the intestinal phase, In the latter phase, the
proteins of the two oxidant-treated groups always had signifi-
cantly lower free thiol levels than the proteins of the control group,
The correlations observed between the levels of free thiols and
5~ [HO% (r= =041, p< 0,01) and between the levels of free thiols
and OH* {r=-044, p<0.01) were lower than those previously
observed between lipid oxidation and free radicals, A substantial
time lag between free radical production, especially OH* produc-
tion, and the decrease of free thiols was observed. After 30 min,
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OH* production had already reached its maximum, whereas the
thiols were still not oxidised, This result clearly shows that OH*
acts only as a precursor of the oxidative reactions leading to the
decrease of thiols, Other radicals, which were not analysed in this
study, like radicals stemming from lipid peroxidation (L*, LO* and
LOO™) could be im plicated in thiol oxidation, leading to the forma-
tion of disulfide bridges. Moreover, free thicols could react with the
aldehyde products of lipid peroxidation preventing their reaction
with the DTMP probe. This hypothesis was confirmed by the
inverse correlation (r=-0066, p<0.001) observed between the
content of free thiol groups and the level of TBA=RS. The formation
of disulfide bridges as well as the interaction of free thiols with
aldehydes can promote protein aggregation {Promeyrab et al,
2010),

Contrary to the results observed for lipid oxidation (Section 3.3),
no significant effect of antioxidants was observed on the free thiol
levels (results not shown). We have no explanation for this lack of
antioxidant effect on the free thiols, but this result was in good
agreement with our previous studies showing that an animal diet
rich in antioxidants protected lipids from oxidation but not pro-
teins, likewise during refrigerated meat  storage (Sante-
Lhoutellier, Engel, & Gatellier, 2008) and during in vifro-induced
oxidation (Mercier, Gatellier, & Renerre, 2004),

3.5, Protein carbonylation

For the sake of brevity the kinetics of protein carbonylation are
not displayed and the results are discussed succinctly. ANOWVA
showed a significant effect of oxidants (p < 0.001) on the level of
protein carbonyls only when the control group was compared to
the 0.2 mM-oxidant group, In this case, the oxidants led to car-
bonyl overproduction of 78% at the end of the gastric digestion
and 46% at the end of the intestinal phase. As observed with free
thiols no significant effect of antioxidants was noted,

In meat, the oxidation of numerous aminoacids leads to protein
carbomylation (Estévez, 2011) Among these, basic amino acids
{lysine, histidine, and arginine) and threonine are essential for
humans and their oxidation leads to a large decrease in the nutri-
tional value of meat. Protein carbonyls can react with free amino
groups of non-oxidised lysine to form Schiff bases (Estévez,
2011) and this reaction is also a major cause of protein
aggregation.
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3.6. Proteolysis of the myafibrillar proteins

AMOWA showed a significant effect of oxidants (p=0037) and
time (p<0001) on proteolysis with a significant interaction
between them (p<0.001) Fig 5shows a stepped increase of pro-
reolysis, In the gastric phase, the levels of proteolysis observed
from the first 30 min of incubation almost reached their maximum
value, The extent of proteolysis was lower in the 0.2 mM oxidant-
treated group while no difference was observed between the two
other groups. The passage in the intestinal phase led to a rapid
increase of proteolysis, especially in the control group, without
subsequent changes. The gastro-intestinal model used in this study
allowed a better understanding of the interactions between protein
oxidation and digestion, After 180 min of incubation, proteolysis
was significantly higher in the control group than in the two
oxidant-treated groups. These results clearly show the negative
impact of oxidative stress on proteolysis efficiency. Protein aggre-
gation due to amine acid oxidation and complexation of protein
with aldehydes of lipid peroxidation is known to be the major
cause of lower susceptibility to proteolysis (Santé-Lhoutellier,
Aubry, & Gatellier, 2007), The implication of these two phenomena
in the decrease of proteolysis can be supported by the significant
correlations obtained, at the end of incubation (240 min), between
proteolysis and TBA-RS (r=—076, p < 0001) and, to a lesser extent,
between proteolysis and free thiol content (r=060, p <0.05). No
significant correlation was obtained with carbonyls. However, it
should be stressed that proteases, added in the model, are sensitive
to the oxidative process. This could explain the stepwise evolution
observed in the two phases with early intensive proteolysis fol-
lowed by a slowdown of proteolytic activity due to enzyme oxida-
tion. Proteolysis probably increases more smoothly in vivo because
of the continuous production of digestive juices in the stomach and
intestine. In the present study, it was not possible to make allow-
ances for the myofibrillar protein changes or for the degradation of
proteases in the reduction of proteolysis observed in the presence
of oxidants,

ANOVA revealed a significant effect {p< 0,001 ) of antioxidants
on proteolysis only when incubations were performed in the pres-
ence of 0.2 mh of oxidants (results not shown), In this case antiox-
idants led to a 98% increase of proteolysis at the end of gastric
digestion and to an 89% increase at the end of intestinal digestion.
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With 0.1 mM of oxidants only a slight and non-significant increase
of proteolysis of 17%, due to antioxidants, was observed at the end
of the gastric phase. This observation could be connected to the
similar effect of antioxidants on TBA-RS, showing a protective
effect only in the 0.2 mM oxidant-treated group,

4. Conclusions

To the best of our knowledge, this study was the first to inves-
tigate free radical production initiated by non-haem iron under
mimetic gastrointestinal conditions. This study clearly showed
that the free radical detection techniques presented could lead to
better understanding of the major biochemical processes taking
place during human digestion. Fenton chemistry is complex and
capable of generating superoxide, hydroperoxyl, and hydroxyl rad-
icals and different iron oxidation states, The mechanism and how it
is affected by different antioxidants and the interpretation of
results obtained in biological systems are still under debate in
the literature, To better understand this process in meat products
and predict oxidations under different conditions, we are develop-
ing, in parallel, a mathematical model to simulate Fenton chem-
istry. When completed, this mathematical tool will allow
extrapolating the kinetic results to different conditions that exist
in practice during meat processes and meat digestion, in order to
provide recommendations for food associations,
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V. Discussion générale

Les procédes de conservation, de transformation et la digestion de la viande se caractérisent par
I’oxydation des protéines et des lipides, entrainant entre autre une perte de la qualité
nutritionnelle des produits carnés. Le fer, en interaction avec I’oxygeéne ou les peroxydes,
conduit a la production de radicaux libres initiateurs de ces oxydations. De ce fait, I'objectif de
ce travail était de comprendre les effets des conditions physicochimiques et les mécanismes
gouvernant la phase d’initiation des oxydations caractérisée par la formation des radicaux
libres. L’approche adoptée utilisant en association des expérimentations sur un milieu modé¢le
bien controlé et la modélisation mathématique a permis de comprendre le fonctionnement du
milieu expérimental et de prédire de maniere satisfaisante 1’effet de la composition et des
conditions physico-chimiques sur les phénomenes oxydatifs dans la viande. Ce travail de
modélisation de la phase d’initiation des oxydations dans la viande est novateur et s’inscrit dans
la continuité de la thése d’Aurélie Promeyrat. En effet, a notre connaissance, aucune étude
similaire n'a été réalisee sur des matrices carnées.

Etudier la phase d’initiation des oxydations consiste dans notre cas a étudier la chimie de
Fenton. Plusieurs domaines se sont intéressés a la production des radicaux libres par la chimie
de Fenton tel que la biologie médicale et les traitements des eaux usées (Zhuang et al., 2016 ;
Munoz et al., 2016 ; Abou-Elela et al., 2016 ; Garcia-Segura et al., 2016 ; Giannakis et al.,
2017). Mais, le pH utilisé pour le traitement des eaux usées est acide, pour une meilleure
efficacité de production des (HO"). En outre, la composition chimique des eaux usées est
completement différente de celle de la viande (teneur en phosphate, en sulfate...). L’ensemble
de ces différences rendent I’exploitation des parametres cinétiques tels qu’ils sont décrits dans
ces études difficile.

Par ailleurs, des études ont été menées sur la viande afin de caractériser I’impact des traitements
thermiques sur sa qualité nutritionnelle (Astruc et al., 2007 ; Chelh et al., 2006 ; Filgueras et
al., 2011 ; Gatellier et al., 2009 ; Ganhdo et al., 2010 ; Gatellier et al., 2010 ; Haak et al., 2006 ;
Jongberg et al., 2011 ; Kajak-Siemaszko et al., 2011 ; Promeyrat et al., 2010 ; Bax M-L et al.,
2012).

Dans ces études, les effets observés sur la viande étaient affectés par la variabilité biologique
des échantillons. Par ailleurs, du fait de sa composition, les phénomenes d’oxydation dans la
viande sont extrémement complexes et plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine des

oxydations du fer et des changements physicochimiques des protéines et des lipides. Par
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exemple, les oxydations des lipides et de la myoglobine sont fortement liees et favorisent
I'oxydation et I'agrégation des protéines (Batifoulier et al., 2002 ; Lund et al., 2011 ; Faustman
et al., 2003 ; Sun et al., 2010). En plus, les oxydations des lipides augmentent lors de la
conservation. D’autre part, le lien entre la teneur en fer (héminique et non héminique) et
I’oxydation des lipides n’a pas pu étre démontré (Purohit et al., 2015). Il s’avére donc qu’il est
difficile de découpler ces phénomeénes oxydatifs dans la viande.

C'est pourquoi, un modéle mimétique de la viande a été utilisé pour caractériser et quantifier
I'effet des parameétres physicochimiques et des concentrations des réactants associés aux
procédés de conservation et de transformation sur la production des radicaux libres. Ce modele
expérimental a permis une analyse plus précise qu'avec le tissu musculaire des mécanismes a
l'origine de I’oxydation du fer et la production des radicaux superoxydes et hydroxyles. Cette
analyse a permis, le développement d'un modé¢le mathématique steechio-cinétique de prédiction
des phénomeénes se produisant dans le modéle mimétique en fonctions des différentes
conditions physico-chimiques : concentrations des réactants, température, pH, force ionique...
Pour ce faire, la majorité des expérimentations a été effectuée sur un modele mimétique
tamponnée a pH 6 dans lequel le fer ainsi que d’autres composés (H202) ont été ajoutés, en
concentrations physiologiques. La maitrise des conditions expérimentales dans ce modele
mimétique a permis d'ajuster la valeur de certains parametres inconnus du modéle
mathématique.

Plusieurs méthodes ont été décrites dans la littérature pour détecter les radicaux superoxydes et
hydroxyles dont la spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE). Or, cette
méthode est applicable lorsque les radicaux libres sont produits en quantités relativement
élevées et est plus adaptée a des milieux complexes.

Pour I'étude des cinétiques dans un milieu simple, la méthode des sondes est plus adéquate.
Dans cette étude, le NitroBlueTetrazolium (NBT) a été choisi pour sa spécificité aux radicaux
superoxydes, sa solubilité dans I'eau, sa stabilité thermique (Altman, 1976). D’autre part, son
mécanisme de réaction avec I'anion (O2 *°) est connu.

Dans cette étude, la sonde qui a été choisie pour détecter les radicaux hydroxyles est le
téréphtalate (TP). Il s'agit d'une sonde aromatique cyclique fluorogene utilisée dans des milieux
biologiques et est considérée spécifique et sensible au (HO"). La fixation du (HO") sur un cycle
aromatique induit la formation d’un seul et méme produit, 2-hydroxyterephthalate (HTP). 1l a

été vérifié que le TP se dégrade, en présence d'H20 a 75°C.
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La premiere série d’expériences mesurées sur un milieu mimétique de la viande a permis
d'évaluer l'incidence des différentes conditions physico-chimiques et celle des principaux
composés pro- ou antioxydants de la viande (fer, peroxyde d'hydrogéne et AO) sur la
production des radicaux libres. Cette étude a permis d’identifier :

un effet de la température et de la concentration des réactants sur la formation des radicaux
superoxydes et hydroxyles dont la production est essentiellement liée aux concentrations
initiales des métaux et des catalyseurs d'oxydation (Fe 11, H2O2, O2) ;

une incidence des complexes du Fe Il et du Fe Il sur la vitesse de production des radicaux
libres. ;

un effet promoteur ou inhibiteur des antioxydants, sur la formation des radicaux superoxydes
et hydroxyles.

Ces conclusions étaient comparables avec les résultats obtenus dans des conditions a peu prés
similaires par Bouasla et al. (2012). Les cinétiques de production des radicaux hydroxyles
étaient caractérisées par 2 phases : une phase rapide suivie d’une phase lente. La phase rapide
pourrait s’expliquer par une oxydation trés rapide des complexes de Fe Il les plus réactifs, tant
dis que la diminution de la vitesse de production du (HO®) serait due a I’oxydation des
complexes de Fe Il les moins réactifs et a la réduction du Fe I11 précipité par H.O, (Kwan et
al., 2002).

Les effets des AO (enzymes, peptides, vitamines, polyphénols et caroténoides) sur la production
des radicaux superoxydes et hydroxyles observés dans cette études sont également en accord
avec la littérature (Gatellier et al., 2004 ; Mercier et al., 2001 ; Thérond & Bonnefont-
Rousselot., 2005 ; Decker et al., 2000 ;Ngapo & Gariépy, 2008; Purchas et al., 2004 ; Khalil et
al., 2002 ; Polyakov et al., 2001).

A basse température, les densités optiques DO mesurées étaient proches du bruit de fond. Lors
de sa conversion en concentration en formazan, une faible variation de cette DO implique des
difféerences importantes et entraine également des écarts types eleveés.

D’autre part, certains AO tels que le glutathion et I’asocorbate réduisent le NBT. Ce phénomene
a été pris en compte avec un témoin adéquat mais ceci n’exclut pas une imprécision des résultats
finaux.

Dans notre étude, nous nous sommes également intéressés aux effets du chlorure et du pH sur
la production des radicaux superoxydes et hydroxyles. D’apres la littérature, les ions chlorures
sont oxydés par H2O, formant ainsi des radicaux chlorures. Ceux-ci réagissent avec le Fe?* au

détriment des autres oxydants du milieu (O2, H202) (Jayson et al., 1973 ; Yu et Back, 2003 ;
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Delaat et al., 2004). Nos mesures ont montré, conformément a la littérature, une baisse de la
production des radicaux libres lorsque la concentration en chlorure croit.

Enfin, les mesures en fonction du pH confirment le lien entre la production des radicaux
hydroxyles et la conversion O2/HO" décrit par Backer (1984). L’évolution biphasique du taux
d’OH° piégés avec le pH (un taux tres faible a pH 3,5 qui augmente considérablement a pH 5
et rechute a pH 6,5). Ce phénomene s’explique par la conversion d’une partie des radicaux
superoxydes en radicaux hydroxyles (Backer et Gebicki ; 1984 et 1986).

La formation des radicaux libres, observée dans le milieu mimétique de la viande a été
modélisée en réalisant une description la plus compléte possible de ces phénomenes complexes
par un ensemble d'équations aux dérivées ordinaires. La construction du modéle a nécessité une
analyse bibliographique qui a permis de (a) réviser le schéma réactionnel de la chimie de
Fenton, et proposer ceux relatifs aux sondes NBT et TP et aux antioxydants (b) cerner les
valeurs des k et Ea les plus incertaines des réactions du systéeme Fenton, (c) ajouter au modele
précédent des fonctions pour tenir compte de la dépendance des constantes k vis-a-vis du pH
de certaines réactions du modéle (d) introduire le concept de réactivité du fer en s’appuyant sur
les études relatives a la complexation et a la précipitation du fer en solutions aqueuses. Cette
analyse de la bibliographie a malheureusement souvent été limitée par le fait que : (1) de
nombreuses études portent sur des réactions apparentes qui combinent plusieurs réactions
élémentaires, (2) les valeurs des constantes de vitesse étaient déterminées dans des conditions
d’oxygénation, de pH et dans des milieux tampons qui ne reflétaient pas la composition de la
viande. Enfin les études de la littérature ont souvent été effectuées a une seule température (en
général a température ambiante), ce qui ne permettait pas de connaitre la valeur de 1’énergie
d’activation. Un recueil de valeurs consolidées des constantes de vitesse a toutefois pu étre
établi pour la majorité des réactions élémentaires du modele, un intervalle de valeurs étant
proposé dans le cas ou la littérature était la plus incertaine.

Le modele retenu comprend 6 réactions élémentaires du cycle redox du fer, 5 réactions inter-
radicalaires et des réactions relatives aux deux sondes NBT (2 réactions bilan) et TP (7 réactions
élémentaires). Le modele a été complété par le schéma réactionnel de chacun des antioxydants
AO ajouté. Nous avons également introduit la loi de Henry, la fonction pH et les coefficients
de réactivité¢ du fer pour prendre en compte les impacts de 1’oxygene, du pH et de I’évolution
des complexes et de la réactivité du fer dans le milieu.

Une premicére étude de sensibilité a permis d’identifier les valeurs de k et des Ea les plus

influentes et d’évaluer I’impact de la variation des valeurs des coefficients de réactivité du Fe
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Il et du Fe 111 (P2 et de P3) sur les cinétiques de production du formazan et du HTP. Les valeurs
incertaines des constantes réactionnelles k et des énergies d’activation Ea ainsi que des P2 et
P3 ont ensuite été ajustées en utilisant des algorithmes basés sur des méthodes de recherche de
minima locaux (méthodes de minimisation des gradients).

Un des points clés dans le déroulement des réactions de Fenton est la réactivité du fer, qui doit
prendre en compte la formation des complexes de fer en solution aqueuse et les phénomeénes de
précipitation. Les résultats de la littérature sur la complexation du Fer I, comme ceux de
Morgan et al. (2007), ne sont pas extrapolables au milieu mimétique de la viande, car ils ont
été obtenus dans des solutions aqueuses trés diluées de composition tres différente de celle du
milieu mimétique (teneur en phosphate...). Nous avons donc tenté d’estimer
expérimentalement la quantité de fer précipité en filtrant notre milieu modele. Les résultats
montrent qu’une trés grande partie du fer est insoluble lorsque le pH est égal a 6. Le logiciel
MinteQ qui permet de simuler les équilibres thermodynamiques des différentes espéces en
solution a alors été utilisé pour aller plus loin. Les résultats simulés montrent que dans notre
milieu modele la quantité de fer insoluble augmentait tres fortement lorsque la valeur du pH
variait de 3 a 6. A pH 6 la totalité du Fe Il était insoluble et seuls 5% de la concentration en Fe
Il était soluble. Une augmentation de la valeur du pH de 3 a 6 s’accompagnait aussi d’une
variation de la proportion des différentes formes de complexes de fer solubles. L’ensemble de
ces résultats prouvait que dans notre milieu mimétique de viande (tampon phosphate et pH 6)
la quantité de fer réactif devait toujours étre bien inférieure a la concentration en fer ajoutée.
Une premiére phase d’optimisation des paramétres P2 et P3 a abouti a une valeur de ces
parametres d’environ 0,05. Ceci correspond pour P2 a la fraction de Fe II soluble a pH 6, tandis
qu’une valeur identique pour P3 signifie qu’une fraction du Fe III précipité reste réactive.
L’introduction de ces valeurs de P2 et P3 dans le modele et la recherche de « valeurs optimales »
pour les constantes de vitesse des réactions 2, 5 et 10 conduit a une cohérences entres les
concentrations en formazan et en HTP simulées et mesurées aprés 30 minutes d’expérience .
Les différences entre modeéle et expérience sont plus marquées pour les temps experimentaux
les plus courts, pour les concentrations en Fer les plus élevée, et pour les températures les plus
extrémes de notre plan expérimental. 1l est également difficile de simuler avec précision a la
fois les cinétiques de production de formazan et de HTP en utilisant le méme jeu de paramétres.
Ces écarts pour la réaction de Fenton entre les résultats simulés et expérimentaux peuvent avoir
plusieurs causes potentielles. Le fait que les eécarts évoluent au cours du temps pourraient étre

lié & une variation de la réactivité des formes de fer dans le milieu. La difficulté & simuler en
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méme temps la formation de formazan et d’HTP a plusieurs explications possibles. Chacun de
ces composés est une sonde introduite en solution pour piéger respectivement les radicaux
superoxydes et hydroxyles dont la formation mets en jeux des réactions propres a la sonde avec
des constantes de vitesse parfois mal connues. La formation des deux types de radicaux n’est
également peut-étre pas sensible de la méme maniére aux différents complexes du Fe Il ou du
Fe 111 en solution. Cela plaiderait alors pour des valeurs de P2 et de P3 Iégérement différentes
pour chacun des radicaux.

Enfin le fait que les écarts entre simulations et expériences soient plus importants a 4°C et a
60°C qu’a 25°C ou 30°C pourraient étre dii a ce que les énergies d’activation de certaines
réactions comme les réactions radicalaires ont été négligées lors de nos simulations. La
sensibilité des résultats a cette hypothése mériterait sans doute d’étre testée. Une évolution de
la réactivité du Fer a la température pourrait étre également une explication aux écarts constatés.
Pour progresser plus avant dans ces hypothéses des études de sensibilité et d’identification des
différents parameétres pourraient étre faites en considérant séparément chacun des types de
radicaux et en faisant varier la réactivité du fer en fonction du temps et/ou de la température.
Les ¢énergies d’activation de certaines réactions négligées jusqu’alors pourraient étre
réintroduites dans le modéle. Des techniques mathématiques plus sophistiquées d’identification
de la valeur des parameétres pourraient également étre utilisées (algorithme génétique, avec
visualisation du front de Pareto...).

D’un point de vue expérimental, par exemple, des mesures du fer soluble dans un systéme
expérimental simplifié composé des réactifs de Fenton, en solution dans le tampon phosphate
a pH 6, en utilisant un filtre dont le diametre des pores est de 0,02um comme ca été fait par
(Kwan et al., 2002). Ce filtre plus fin permettrait de piéger d’autres complexes de fer insolubles
tel que les agrégats colloidaux et d’obtenir une dynamique plus précise de 1’évolution du fer
soluble au cours du temps. Une autre technique (Stop-Flow) peut étre utilisée pour obtenir plus
de précision sur les pentes a temps trés courts notamment pour des concentrations elevees en
réactants (H20.) et pour des fortes températures (60°C...). Cet instrument a débit interrompu
est un dispositif de mélange rapide utilisé pour étudier la cinétique chimique des réactions
rapides en solution.

L’intégration des réactions élémentaires liées a 1’ajout de chacun des AO dans le milieu
mimétique a conduit dans un certain nombre de cas a une adéquation entre les résultats simules
et les résultats expérimentaux. Le modele rend bien compte du pouvoir inhibiteur de la catalase,

la carnosine et du GSH sur la production d’HTP. Le mod¢le rend également compte de 1’effet
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promoteur de 1’ensemble des AOs sur la formation du formazan a I’exception de la SOD. La
précision des prédictions dépend de la nature de I’AO. Le modéle rend partiellement compte
des changements des effets des AO dus a la variation de la température. Les inadéquations entre
les résultats mesures et calculés des AO seraient principalement liées aux incertitudes des
constantes réactionnelles trouvées dans la littérature et a des simplifications du schéma
réactionnel de chacun des AO.

D’un point de vue pratique le travail effectué dans cette thése permettra de simuler la formation
des radicaux superoxydes et hydroxyles issus de la présence du fer libre et de la chimie de
Fenton. Dans la viande la présence de fer libre s’accompagne de celle du fer héminique contenu
dans la myoglobine. Les réactions d’oxydation de la myoglobine seront ajoutées a celles de
Fenton pour prédire 1’évolution des viandes. Des expériences ont déja été effectuées en milieu
liquide pour obtenir les cinétiques d’oxydation de la myoglobine et pouvoir compléter le
modele existant. Les prédictions obtenues en milieu liquide seront ensuite validées en milieu
solide sur de Véritables piéces de viandes. Notre modele pourrait par la suite étre complété par
des réactions impliquant d’autres composés fonctionnels du tissu musculaires (lipides...).
L’objectif final est de fournir aux industriels de la filiére viande des données sur les conditions
de conservation et de transformation qui permettent de préserver au mieux les qualités du
produit mais également d’étendre I’approche suivie a d’autres filieres utilisant la chimie de
Fenton. Un projet a d’ailleurs commencé pour utiliser le modele développé dans cette these
comme une base a compléter pour simuler la dégradation des matériaux ligno-cellulosiques.
Enfin, I’étude de la qualité nutritionnelle des aliments ne s’arréte pas a ’assiette. L’étude
expérimentale effectuée dans les conditions du tube digestif montre que les radicaux de Fenton
peuvent également se former a ce niveau. Il serait intéressant de comparer les quantités de
radicaux mesurées dans ces expériences a celles produites par le modéle développé au cours de

cette theése.
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Les calculs de simulation

Annexe 1

La Figure 47 montre 1’organisation du fichier d’entrée et la Figure 48 montre 1’organigramme du

programme Matlab® qui a été construit pour effectuer des calculs de simulation.

-

Température

pH’

60

6

O, 1.0E+00
RéactFe-Il
RéactFe-lll

pKeau'

0
0
1

.05
.05
3.0

OH

Teneur (M)

H+

0,

1.0E-06
9.8E-08
1.5E-04

Symbole du composé H+ OH- 02 Fe2+ Fe3+ H202 HO® HO2°/02- H20 ™ HTP  Perdul HO-TP° HO-TP-02° Perdu2  perdu3
Composer constant (0) ou variable (1) [] , [1] . 1 1 1 1 1 1 (1] 1 1 1 1 1 1 1
Concentration initiale (M)[ 1.00-06 ~ 9.76E-08 ~ 1.47E-04  2.00E-04 0.00E+00 2.00E-04 1.00E-18 1.00E-18 5.50E+01 1.00E-03 0.00E+00 0.00E+00 1.00E-18 1.00E-18  0.00E+00  0.00E+00
P Facteur | Energ.Activ k (sl
Niréaction| kJ/?noIe pH:s(, 2)5°c

1 1.0E+00 65 1.0E+02 0 1 0 -1 1 -1 1 0 0 0 0 [ 0 0 0 0
2 1.0E+00 65 2.0E+00 1 0 0 1 -1 -1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1.0E+00 0 3.0E+07 0 0 0 0 0 -1 -1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
4 1.0E+00 0 3.5E+08 0 1 0 -1 1 0 -1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 [ 10e00 0 7.0E+06 0 0 0 -1 1 1 0 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
6 [ 1oe00 0 1.0E+04 1 0 1 1 -1 0 0 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
10 1.0E+00 65 3.0E+01 0 0 -1 -1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
18 1.0E+00 0 5.4E+06 0 0 1 0 0 1 0 -2 0 0 0 0 0 0 0 0
19 1.0E+00 0 5.0E+09 0 0 0 0 0 1 -2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 1.0E+00 0 1.0E+10 0 0 1 0 0 0 -1 -1 1 0 0 0 0 0 0 0
21 1.0E+00 40 1.0E-04 0 0 05 0 0 -1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
32 1.00E+00 0 2.8E+09 0 0 0 0 0 0 -1 0 0 -1 0 0 1 0 0 0
33 1.00E+00 0 1.6E+07 0 0 -1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1 1 0 0
34 1.00E+00 0 3.4E+03 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 -1 0 0
35 1.00E+00 0 1.86+02 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 -1 0 0
36 1.00E+00 0 5.0E+08 0 0 0 0 0 0 -1 0 0 -1 0 1 0 0 0 0
37 1.00E+00 0 2.1E+02 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 -1 1 0
38 1.00E+00 0 6.3E+09 0 0 0 0 0 0 -1 0 0 0 -1 0 0 0 0 1

Figure 47 : Organisation du fichier d'entrée du programme de calcul.
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Figure 48 : Organigramme du programme Matlab® qui a été construit pour effectuer des
calculs de simulation.

l. La premiére colonne contient le numéro des N réactions du modele ; un numéro

unique qui a été attribué dans ce mémoire.

. La deuxiéme colonne contient le facteur pH qui prend en compte 1’évolution de la
proportion couple réactant acide base conjugué en fonction du pH. Dans notre étude

le couple correspond & (HO,"/0;")

I1. La troisiéme colonne contient les énergies d’activations
V. La quatrieme colonne contient les constantes de vitesse a 25°C des N réactions.
V. Les trois premiéres lignes indiquent dans l'ordre : (i) le nom des composés, (ii) la

variabilité au cours du temps de la concentration des composés (constante ou variable)

(iii) la concentration initiale des composes,
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VI. Enfin la matrice résultante va de N lignes a M colonnes.

La Figure 48 présente I'organisation des calculs qui commencent par la lecture des informations
précédentes (Figure 48, A) et des conditions du calcul (Figure 48, B). Celui-ci peut étre effectué
pour une ou des conditions. Il faut au minimum indiquer la température et la durée d'observation
(trin). La concentration initiale en oxygéne dissous et les constantes de vitesse de certaines réactions
sont actualisées & partir des valeurs a 25°C fournies par le fichier d'entrée (Figure 48, C). Une
boucle conditionnelle permet d'examiner l'un des effets suivants :

V. effet d'une variation de la température d'un calcul a l'autre ;

V. effet de la variation de concentration initiale d'un composé autour des valeurs fournies

par le fichier d'entrée ;
VI. effet de la modulation de la constante de vitesse d'une des réactions.

Les résultats sont observés sur des graphiques montrant chacun les cinétiques des concentrations
en fonction du temps, relatives a un composé ; les vitesses d’apparition et de disparition de chaque
composé du systeme outre la contribution de chaque réaction dans la production ou la
consommation du ou des composés sélectionnés et impliqués dans le systéme. Les résultats sont
enregistrés sous forme de tableaux contenant les valeurs des concentrations ainsi que les vitesses
d’apparition ou de disparition de tous les composes pour une centaine de valeurs entre to et tfin
(Figure 48, D).
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Annexe 2

Détermination des constantes de vitesse inconnues

Réaction 5

La R5 consiste a une oxydation du Fe Il par le HO,"™ ou sa base conjuguée O2°- :
Fe Il + HO2" + H* 2 Fe Ill + H,0; pKa (H202/ HO2) = 11,7) (R5-1)

Fe Il + 0°-= Fe Ill + H,0; (R5-2)

ks.1 et ks> sont les constantes de vitesse respectives des réactions R5-1 et R5-2. Globalement, la
contribution de ces deux réactions a la variation de la concentration en Fe Il par cette voie s’écrit

comme suit :

Donc:

d[Fe 1] / dt = ks.1 [Fe 1] [HO2™] + ks-2 [Fe 1] [02"]

d[Fe 1]/ dt = ks [Fe 11] [HO."/02"]

A partir des données de De Laat et al. (1999) , on montre que

ks= (ks-1*[H*] + ks2*K) / (K + [H™])

Les valeurs de pKa (HO,702") et de K sont respectivement égales & 4,8 ; 1,58E>.
A pH 2, ks.1 et de ks.2 sont égales & 1,2.106 et 1,0.10’ M™.s? (De Laat et al., 1999).

La variation de la valeur de k5 en fonction du pH est représentée dans la Figure 49.
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Figure 49 : variation de la valeur de la constante réactionnelle ks en fonction du pH

Réaction 6

L’O2" est environ 10° & 10° fois plus réactif que le radical hydroxyle HO;" (De Laat et al., 1999).
Si a pH 3 par exemple, les proportions respectives d’0,” et d’HO>" sont égales a 1,6 et 98,4% alors
le poids de la concentration en O2" sur ks est 16 fois supérieur a celui du HO;". En effet,

ke 02~ = 108. ke HO,

A pH 6, kg est égale a 108 M1s™. Cette valeur a été trouvée en présence d’EDTA décrit comme
promoteur de la réactivité du fer (Fowles et al., 2007). la variation de ke en fonction du pH suit une

fonction pH et I’allure de courbe est illustrée dans la Figure 50.
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Figure 50 : variation de la valeur de la constante réactionnelle ke en fonction du pH
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Annexe 3

Etude de sensibilité du modéle aux paramétres P2 et P3

Une étude de sensibilite du modele aux paramétres P2 et P3 a été menée pour identifier leurs
impacts sur I’allure des courbes de production du HTP et du formazan a 4 et 60°C. Ces simulations
ont été menées dans les conditions standards (tampon phosphate 40 mM, pH= 6, cas du HTP :
FeSOs = H202 = 200 puM, cas du formazan : FeSO4 =200 uM, pas d’H20>).

La diminution de P2 est a I’origine d’une diminution de la pente des courbes notamment durant les
premieres minutes de 1’essai. Ceci serait li¢ a la diminution de la quantité en Fe II réactif dans le
milieu (Figure 51).

La diminution de P3 est a I’origine de 1’augmentation de la pente des courbes durant les derniéres
minutes de 1’essai (Figure 52). Ceci est d’autant plus visible dans le cas du formazan. En effet, en
réduisant la réactivité du Fe Ill, la contribution des réactions de réduction du Fe Il en Fe Il est
réduite. Or, ce sont ces réactions qui sont responsable du maintien du cycle et par conséquent de la

production de formazan et du HTP au cours du temps.
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Figure 51 : Etude de sensibilité du modele aux parametres P2 et P3 vis a vis de la formation du formazan a deux températures (4 et
60°C)
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Annexe 4

Etablissement d'une relation de calibration pour
mesurer la concentration en HTP par une mesure de

fluorescence malgré la précipitation du Fe III

a. Introduction

Dans la viande, 1’oxydation du fer entraine la production de radicaux libres (O2°", HO®). Le
radical hydroxyle HO® s’attaque aux protéines et aux lipides entrainant la dégradation de la
qualité de la viande.(Gatellier, 2008; Haak, Raes, Smet, Claeys, Paelinck, & De Smet, 2006).
Afin de suivre I’évolution de la production du radical hydroxyle, un modele mimétique de la
viande a été mis au point. Du fer et un oxydant (H20) sont dissous afin de déclencher une
oxydation du fer et, par conséquent, la formation des radicaux libres et plus particulierement le
radical hydroxyle. Le téréphtalate (TP) est la sonde choisie pour piéger le HO" et former
I’hydroxtéréphtalate (HTP). Ce dernier fluoresce. La fluorescence est mesurée a des longueurs

d’ondes spécifiques (Aexc =315 nm et kem = 425 nm)(Snyrychova & Hideg, 2008)

Nous avons établi une relation pour convertir la mesure de la fluorescence faite lors des essais
TP (a pH=6) en concentration en HTP sachant que dans ces essais «TP» la température est
comprise entre 4 et 60°C, la teneur en fer entre 0 et 600uM et la teneur en H20; égale 200uM.

La fluorescence du HTP dépend de

e Latempérature : plus la T°C est élevée, plus la fluorescence est faible

e la concentration en HTP initiale (Plus la concentration en HTP initiale dans le milieu
est importante, plus I’intensité de la fluorescence est grande) (A.H. Barati, 2006; Qu,
Kirschenbaum, & Borish, 2000).L’intensité de fluorescence mesurée est proportionnelle

a la concentration de I'HTP formé

Une relation de proportionnalité est établie. Elle consiste a mesurer la fluorescence du HTP a
une concentration de référence. Cette mesure est faite dans les mémes conditions que celles des

expériences avec du TP. Puisque I’intensité de la fluorescence mesurée est proportionnelle a la
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concentration en HTP formée au cours du temps, la relation de proportionnalité permet de

convertir la fluorescence du HTP en concentration du HTP.

Fluo,t

Equation 1 [HTP]t = [HTP]ref * Fluoref

e [HTP], t: [HTP], ref : La concentration de référence du HTP
e Fluo, t: fluorescence du HTP formé au cours du temps dans les essais TP

e Fluo, ref : Intensité de la fluorescence du HTP a la concentration de référence

Cette relation de proportionnalité est illustrée par la droite bleue de la Figure 53. Il s’avere que

dans nos conditions

) apH 6, le Fe lll produit d’oxydation du Fe Il par 'Oz et 1’'H202, est peu soluble. Les
suspensions colloidales qui sont des intermédiaires entre les suspensions (particules
de taille supérieure au micrometre) et les solutions vraies (particules de taille
inférieure au nanometre) influence la fluorescence du HTP mesuré (Haddou, 2010).
Cette baisse de fluorescence mesurée n’est pas due a une diminution de la
concentration de référence en HTP mais aux colloides formés dans le milieu.

Afin de prendre en compte cette baisse de la fluorescence du HTP mesuré, une premiére
correction est établie. Elle correspond a la droite orange de la Figure 53.

i) le HTP est dégradé par HO" (Page, Arnold, & McNeill, 2010). Ainsi, la
concentration du HTP de référence baisse. Le probléme dans ce cas est d’attribuer
la fluorescence mesurée a la vraie concentration du HTP dans le milieu (pointillés

verts).
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[HTP]

Fluo, 0 ! ’ Fluorescence

Figure 53 : Courbes de calibration de la fluorescence

La baisse de la fluorescence mesurée est-elle due aux colloides ? A la dégradation du HTP par

le HO? Aux deux phénomeénes ? Si oui & quelles proportions ?

La relation de proportionnalité ne prend pas en compte ces deux facteurs (colloides, dégradation
du HTP) et ne permet pas, par conséquent la mesure de la concentration réelle en HTP dans le
milieu. Nous avons donc calculé le ratio (équation 2) afin de savoir si la baisse de la
fluorescence mesurée est due i) aux colloides ii) a la dégradation du HTP dans la baisse de la

fluorescence mesurée. Pour ce, nous avons fait varier le pH.

En effet, a pH trés acide, le Fe 111 est plus soluble et la réaction de dismutation du HO" .en
H.0: est plus importante. En effet, le pKa du couple Oz HO:’ est de 4,8. Alors qu’a pH
faiblement acide ou basique la solubilité du Fe Il est négligeable et la dismutation HO; en
H20; est faible

Fluoresence du HTP sans fer

Equation 2 Ratio =

Fluoresence du HTP avec fer

L’objectif étant d’étudier ’effet de la température et de la concentration initiale en fer sur le

Fluoresence du HTP sans fer

Ratio = et de mettre au point une relation qui permettrait de

Fluoresence du HTP avec fer
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prendre en compte le/les facteurs responsables de la baisse de la fluorescence et ainsi pouvoir

convertir les valeurs de fluorescence du HTP en concentrations du HTP.

b. Matériels et méthodes

La fluorescence est mesurée par un fluorimétre de type Jasco équipé i) d’un Peletier, le
chauffage et le refroidissement se font directement dans la cuve du spectrofluorimétre ii)
barreau magnétique (émission a 420 nm apres excitation a 340 nm) (Saran et Summer, 1999).
Le pH est mesuré avec un pH métre Hanna Instrumen HI 2211. Le pH est d’abord fixé a 3,5 puis, par
’ajout de NaOH 0,16%, atteint 6. Le dosage du fer soluble est fait par la Ferrozine (Stolze, Dadak,
Liu, & Nohl, 1996). Afin de mesurer la concentration en fer soluble, le monochromateur est
réglé sur 562 nm, la longueur d’onde a laquelle le coefficient d’absorption du complexe est de

27,9 Mlcm™. L’HTP et le FeSO4 sont fournis par Sigma-Aldrich.

Essai 1

Fluoresence du HTP sans fer

Cinétique du Ratio = en fonction du pH

Fluoresence du HTP avec fer
Le milieu réactionnel est constitué de tampon phosphate 40 mM, pH 6 a 25°C. La concentration
du HTP est 10 M. Le FeSO4 est dissous dans le milieu & deux concentrations (200 et 600 pM).
Chaque essai est répété 4 fois (n=4) et a une durée de 30 minutes. En effet, des essais précédents
d’une durée de 2 heures, effectuées au laboratoire, ont montré qu’au-dela de 30 minutes, la

variation du ratio est négligeable.

Essai 2
Cinétique de formation du fer insoluble en fonction de la concentration initiale en Fe?*

Le milieu réactionnel est constitue de tampon phosphate 40 mM a pH 6 et a 25°C. Le FeSO4
est dissous dans ce milieu a des concentrations variables (de 50 a 600 pM). Des echantillons
sont prélevés toutes les 5 minutes avec une seringue équipée de filtre (Ester de cellulose 0,2
pm). L’échantillon est mélangé avec du citrate, de I’ascorbate et de la ferrozine qui forme un
complexe coloré spécifique de Fe?*. La concentration en fer soluble calculée est soustraite de
la concentration initiale en FeSO4 pour identifier la concentration en fer insoluble au cours du

temps.

Essai 3
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Fluoresence du HTP sans fer .
! en fonctionde laT°Cet de la

Cinétique du Ratio =
Fluoresence du HTP avec fer
concentration initiale en FeSO4

Le milieu réactionnel est constitue de tampon phosphate 40 mM a pH 6.

Effet de la concentration initiale en FeSO4

La température est fixée a 25°C. Le FeSO4est dissous a différentes concentrations (50, 200,400
et 600M). Ces concentrations en fer correspondent aux concentrations en fer dans différents
types de viandes (blanche->rouge).

Effet de la température

Le FeSOs est dissous a une concentration de 200uM et la Température est variée (4, 25, 30,
60°C) ce qui correspond a des températures de conservation (4°C) et de cuisson (60°C) Les

températures intermeédiaires permettent de suivre 1’évolution du ratio.

Essai 4

Tous les ratios calculés pour les températures allant de 25°C a 60°C et pour des concentrations
initiales en FeSO4allant de 50 a 600M ont été regroupées. Apres avoir verifié que I'effet de la
température est négligeable et en considérant qu'il y avait eu des condensations sur les cuves
lors de la mesure de la fluorescence a 4°C ayant entrainé une mauvaise répétabilité, un
ajustement par les moindres carrés est fait. En effet, le lissage par concentration en Fer permet

de corriger tous les essais TP avec une formule simple : R = a. (temps)? + ¢

Les coefficients a et b sont intimement corrélés.
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c. Résultats et discussions

Fluoresence du HTP sans fer

Cinétique du Ratio = en fonction du pH

Fluoresence du HTP avec fer
La Figure 54 montre qu’a pH= 3,5, quelque soit la concentration en FeSOg initiale, le ratio est
toujours égale a 1. En effet, I’oxydation du Fe Il en Fe Il a pH= 3,5 engendre peu de
précipitations du Fe Il1. Ainsi, la fluorescence du HTP n’est pas altérée par les colloides et le
ratio reste inchangé. D’autre part, dans ces conditions, la dismutation du HO2° est élevée. Cette
dismutation est a 1’origine de la formation du H,O2 responsable de 1’oxydation du Fe?" et donc
de la formation d> (HO"), pourtant, le ratio reste inchangé. Ceci veut dire, que la dégradation du

HTP par le HO  est négligeable
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Figure 54 : Cinétique du Ratio= (Fluorescence du HTP sans fer)/ (Fluorescence du HTP

avec fer) a des concentrations initiales en FeSO4 égales a 200 et 600 uM (25°C) a pH 3

Fluoresence du HTP sans fer

Relation entre le Ratio = et les concentrations en fer insoluble

Fluoresence du HTP avec fer
La Figure 55 montre que le ratio dépend de la concentration en fer insoluble dans le milieu. En
effet, a pH 6, plus la concentration initiale en FeSO4 dissous augmente, plus la plus la
concentration en fer insoluble est importante. L’augmentation de la concentration en fer
insoluble s’illustre par une augmentation du ratio due a la baisse de la fluorescence avec fer.
Les résultats des figures Figure 54Figure 55 montrent que la diminution de la fluorescence du
HTP est due a la précipitation du fer .La dégradation du HTP par le HO® peut étre négligée.
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Figure 55 : Relation entre le Ratio= (Fluorescence du HTP sans fer)/ (Fluorescence du HTP
avec fer) et les concentrations en fer insoluble a pH 6 pour différentes concentrations initiales
en FeSO4 (50, 200, 400 et 600 uM) & 25°C

Cinétique de formation du fer insoluble

La Figure 56 montre la dynamique d’évolution de la concentration en fer insoluble au cours du
temps pour différentes concentrations initiales en FeSOs. Quelque soit la concentration en
FeSO. dissous, on distingue 2 phases. Une premiere rapide et de courte durée (~ 30 secondes)
caractérisé par une forte augmentation de la concentration du fer insoluble. La deuxiéme phase
est caractérisée par une légéere augmentation de la concentration en fer insoluble au cours du
temps. Ceci s’ explique par I’oxydation du Fe?* essentiellement par 1’oxygéne du milieu. Le fer
ferreux 1) se transforme fer ferrique peu soluble ii) se chélate a d’autres éléments chimiques du
milieu tel que le phosphate. Plus la concentration en FeSO4 est importante, plus I’ampleur du
saut est grande. La légére augmentation de la concentration en fer insoluble durant la deuxiéme
phase s’explique par la réduction du Fe Il soluble en Fe Il . Ce dernier s’oxyde de nouveau en
Fe 11l ou se chelate a d’autres espéces chimiques du milieu telle que le phosphate. Le facteur

temps influence donc la solubilité du fer et par conséquent le

Fluoresence du HTP sans fer

Ratio =
Fluoresence du HTP avec fer
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Figure 56 : Cinétique de formation du fer insoluble pour des concentrations initiales en
FesSOs variables (de 50 a 600 uM) (25°C, pH6)

Fluoresence du HTP sans fer

Cinétique du Ratio =
FeSO4

en fonction de la concentration initiales en

Fluoresence du HTP avec fer

La Figure 57 montre deux phases, une phase courte ou le ratio augmente vite et une deuxieme
phase plus lente et longue. L’effet du temps est avéré. Ainsi, a 30°C ; la valeur du ratio
augmente de 73% entre 30 et 1800 secondes. D’autre part, Plus la concentration initiale en
FeSO. augmente, plus la valeur du ratio est élevée. Par exemple, le ratio mesuré pour une
concentration initiale en FeSOs égale a 600uM a 30 minutes est supérieur de 93.7% a celui
mesuré pour une concentration initiale en FeSO4 égale a 50uM. Ceci est en cohérence avec les
résultats de la Figure 55 (pH=8) ou 1’augmentation de la concentration en FeSO4 entraine une

augmentation de la précipitation du Fe 111 (issu de I’oxydation du Fe Il par I’Oy).
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Figure 57 : Cinétique du Ratio = (Fluorescence du HTP sans fer)/ (Fluorescence du HTP

avec fer) en fonction de la concentration initiale en FeSO4

Fluoresence du HTP sans fer

Cinétique du Ratio = en fonction de la température

Fluoresence du HTP avec fer
La Figure 58 montre 2 phases : une courte durant laquelle le ratio évolue vite et une deuxiéme
phase ou le ratio continue a évoluer lentement Par contre, ces résultats ne permettent pas de
tirer une relation entre le ratio R = Fluo sans Fe / Fluo avec Fe et la température En effet, a
60°C, le ratio est inférieur de 17% a celui & 30°C a 30 minutes .En revanche, le ratio a 4°C a

une valeur a 10 minutes qui est inférieur a celle a 30°C. Il n’y a pas d’organisation en fonction

delaT°C.
Tous les effets sont statistiquement significatifs avec (p<0,001***). Par contre,

e [L’effet de la concentration initiale en fer est 34 fois plus important que celui
de la température
o [’effet du temps est 18 fois plus important que la température

o L’effet de la température peut étre négligé
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Figure 58 : Cinétique du Ratio= (Fluorescence du HTP sans fer)/ (Fluorescence du HTP

avec fer) en fonction de la température (FeSO4 =200 uM)

Les ajustements par concentration en fer (microm) avec la formule : R = a * (temps)? + ¢
sont décrits dans la Figure 59. Les valeurs des parametres (a, b, ¢) sont indiquées dans le
Tableau 25. Les intervalles de confiance a 95% sur les ajustements sont assez petits quand on

fait les ajustements sur les valeurs moyennes des R.
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Figure 59 : Ajustement par concentration en fer en utilisant les valeurs moyennes du

Ratio= (Fluorescence du HTP sans fer)/ (Fluorescence du HTP avec fer)

Tableau 25 : Valeurs des paramétres (a, b, c) : résultats des ajustements par concentration
en fer (UM) avec la formule : R=a*(temps)”(b) +c

FeSO, (microM) 50 100 200 400 600
a -0.879  -2.663 -5.185 1.452 0.3376
b -0.351  -0.444 -0.2492 0.2599 0.5562
c 1.59 2.107 4.052 -1.096 0.7295

La relation finale de calibration pour convertir la mesure de la fluorescence faite quand les
essais TP (a pH= 6) en concentration en HTP sachant que dans ces essais «TP» la température
est comprise entre 4 et 60°C, la teneur en fer entre 0 et 600 UM et la teneur en H2O> est égale
200uM est comme suit :

[HTP]t  Fluo,t  Fluo sans fer
[HTP]ref ~ Fluo,ref  Fluo avec fer,t
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Fluo sans fer
R() =

Fluo avec fer,t

Fluo,t

HTP|t = |HTP — xR, t
[ ] [ Iref x Fluo,ref Y

e [HTP], t: concentration du HTP formé au cours du temps

e [HTP], ref : la concentration de référence du HTP

e Fluo, t: fluorescence mesurée au cours du temps dans les essais TP

e Fluo, ref : fluorescence du HTP a la concentration de référence sans fer

e R,testun facteur de correction tenant compte de 1’atténuation de la fluorescence due a

la précipitation du fer.

A 25°C, par exemple, la concentration en H20; est 23% supérieure a celle de 1’O2.D’autre part,
la valeur de la constante réactionnelle de la réaction de Fenton Fe?* + H,0,— Fe**+ OH ™+ HO’
est 1,6 fois supérieure a celle de la réaction d’oxydation du Fe?* par I’oxygéne

Fe?* + O,— Fed*+ 0, /HO?'.

Ainsi, la vitesse d’oxydation du Fe Il serait plus élevée notamment durant les premieres
secondes de la réaction. En effet, I’essentiel du Fe Il est oxydé en Fe Il durant les premieres
secondes de la réaction. Ceci est d’autant vrai a température élevée car la solubilité¢ de 1’02

diminue avec la T°C.
d. Conclusion

Une relation de calibration a été mise au point. Elle prend en compte les effets de la
concentration en FeSO4 et du temps dont I’influence sur la valeur du ratio a été prouvée. Ainsi,
les mesures de la fluorescence du HTP formé au cours du temps ; dans un milieu réactionnel
constitué de tampon phosphate 40 mM a pH 6 ou les concentrations en oxydants (FeSOa et

H20,) sont variables ; sont convertibles en concentrations.
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Caracterisation et modélisation de la production des radicaux libres oxygéneés par la chimie de
Fenton dans un milieu mimétique de la viande

Résumé : La maitrise de la qualité des produits carnés transformées (conservés, marinés, cuits, salés,
digérés...) nécessite une meilleure compréhension des mécanismes responsables des phénoménes
oxydatifs et des lois cinétiques qui les régissent. Au cours des processus oxydatifs, la phase d’initiation
des oxydations est capitale. Cette phase se caractérise par la vitesse a laquelle 1’oxygéne et le peroxyde
d’hydrogene réagissent avec le fer dont la viande est plus ou moins riche selon I’espéce. Les radicaux
libres, principalement superoxyde (O2°-) et hydroxyle (OH®) conduisent a I’oxydation des lipides et des
protéines de la viande. Ce travail s’appuie en alternance sur des expérimentations avec un milieu modele
bien contrdlé et des sondes spécifiques permettant de caractériser la production radicalaire, et sur des
simulations de calculs avec un modéele steechio-cinétique basé sur un ensemble de réactions élémentaires
et de réactions bilans permettant d’évaluer I’incidence i) de chacun des paramétres du systeme
réactionnel (constante réactionnelle k, énergie d’activation Ea, réactivité du fer P) ii) de la concentration
en réactants (Fer, H2O,, chlorure et antioxydants iii) des conditions environnementales (température, pH
et force ionique) sur les cinétiques de production des radicaux libres. Les résultats expérimentaux
montrent : (1) un effet synergique des oxydants et de la température sur les oxydations (2) une incidence
importante des contres ions et du pH sur les complexes du fer et les niveaux d’oxydation (3) un important
effet de la nature des oxydants et des antioxydants sur I'oxydation. Les constantes de vitesse
controversées et les énergies d'activation de certaines réactions ainsi que les coefficients de réactivité du
fer ont été ajustés localement un par un. Les prédictions du modele stoechio-cinétique reproduisent des
tendances expérimentales, exceptés pour des concentrations élevées en réactants, pour des températures
extrémes et certains antioxydants. Une optimisation globale des valeurs des k, des Ea et de la réactivité
du fer pourrait améliorer les résultats prédictifs.

Mots clés : fer non héminique, oxydation, radicaux libres, constante de vitesse, réactivité du fer, énergie
d’activation, modélisation, viande transformée

Characterization and modeling of oxygenated free radicals production by Fenton chemistry in
a meat mimetics medium

Abstract: Control of meat quality during meat processes (storage, cooking, curing, digestion) requires
a better understanding of the mechanisms responsible of the oxidative phenomena and of the kinetic
laws that govern them. The initiation stage of oxidation is crucial and characterized by the rate of
reaction of oxygen and hydrogen peroxide with iron; this latter compound is more or less rich depending
on muscles, animals and species. Superoxide radical (O2"~) and hydroxy! radical (OH®) are produced and
initiate the cascade of reactions implicated in protein and lipid oxidations. To investigate the impact of
the physicochemical parameters on the free radicals production our trials were carried out with a mimetic
model of meat using two specific probes (nitroblue tetrazolium and terephthalate) and a stoichio-kinetic
mathematical model composed of interactive chemical reactions. This approach enables to measure
many production kinetics of O,™ and OH® and to assess unknown kinetic parameters (rate constant and
activation energy and iron reactivity) by comparison of calculations to measurements. The experimental
results show: (1) a synergistic effect of oxidants and temperature on oxidations (2) a significant effect
of counter ions and pH on iron complexes and oxidation levels (3) a significant effect of oxidants and
antioxidants on oxidation. Controversial rate constants and activation energies of some reactions as well
as iron reactivity coefficients were adjusted. The predictions of the stoechio-kinetic model reproduce
experimental trends except for high reactants concentrations, for extreme temperatures and for some
antioxidants. A global optimization of k, Ea and iron reactivities values could improve predictive results.

Keywords: iron, oxidation, free radicals, rate constants, modelling, iron reactivity, energy activation,
meat process
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