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Trav. chim. aliment. hyg. 74, 15—22 (1983)

P. A. Finot, Société d’assistance technique pour produits Nestlé SA, La Tour-de-
Peilz

Modifications chimiques des protéines alimentaires —
Aspects analytiques

Chemical Modifications of Food Proteins — Analytical Aspects

Introduction

Au cours de la préparation des aliments ou de leur stockage, les protéines peu-
vent subir des modifications dues a des interactions avec d’autres composants ali-
mentaires (sucres réducteurs, protéines, polyphénols, etc.) ou avec des additifs ou
des contaminants (traitements alcalins, oxygene). Ces modifications qui changent
la structure de certains acides aminés provoquent des modifications des proprié-
tés nutritives des protéines. Ces changements doivent étre quantifiés analytique-
ment et nutritionnellement afin d’obtenir des aliments qui ont conservé le maxi-
mum de leur valeur nutritive.

Traitements des aliments

Les denrées alimentaires sont traitées a I’échelle ménagere, artisanale ou in-
dustrielle dans le but de les cuire, de les conserver ou de leur conférer des proprié-
tés fonctionnelles. Les procédés utilisées font appel a des traitement physiques
(chaleur, modification de pH), chimiques (traitements alcalins, SO,, H,0,) ou
blologlques (hydrolyse enzymatique, fermentation). Au cours de ces traitements,
ainsi qu’au cours du stockage des aliments, des modifications chimiques de la
chaine latérale de certains acides aminés peuvent se produire; elles modifient la
valeur nutritive des protéines par réduction de la digestibilité globale de toute la
protéine et de la disponibilité biologique des acides aminés modifiés. On distin-
gue différents types d’interactions qui modifient spécifiquement seulement cer-
tains de tous les acides aminés.

Types d’interactions et acides aminés impliqués

Les types d’interactions impliquant les protéines alimentaires dépendent de la
nature des aliments, C'est-a-dire des autres composants alimentaires qui accom-
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pagnent les protéines ainsi que des conditions de traitement (température, temps,
taux d’humidité, pH, etc.).

Interactions protéine/protéine

Formation de lysinoalanine et de lanthionine

La cystine, la cystéine ou la sérine-phosphate peuvent former par une réaction
de béta-élimination, une molécule trés réactive, la déhydroalanine. Celle-c1 se
fixe soit sur le groupement epsilon-aminé de la lysine pour donner la lysinoalani-
rie [Bohak (1)], soit sur le radical sulthydryl de la cystéine pour donner la lanthio-
nine [Horn (2)].

La cystine et la cystéine forment la lysinoalanine et la lanthionine a pH alca-
lin (pH > 10). La sérine-phosphate forme la lysinoalanine par traitement thermi-
que simple (stérilisation conventionelle des laits) comme I'ont montré Fritsch et
Klostermeyer (3).

Formation d’isopeptides

La glutamine et Pasparagine peuvent réagir avec la lysine par une réaction de
transamidation pour donner 'e{y-glutamyl)-lysine et I'e{f-aspartyl)-lysine. Selon
Bjarnason et Carpenter (4) cette réaction se produit au cours du chauffage a tempé-
ratures élevées en I'absence d’humidité.

Interactions protéine/sucres réducteurs

La réaction des groupements aminés avec les sucres réducteurs, appelée «Réac-
tion de Maillard» [Hodge (5)] évolue en deux étapes distinctes:

— Réaction «early» Maillard; cest celle qui conduit a la fixation du sucre sur le
groupement aminé, sous la forme d’un dérivé stable (désoxy-cétose amino aci-
de) appelé produit d’Amadori.

— Réactions «advanced» Maillard; ce sont celles qui résultent de la décomposi-
tion du produit d’Amadori en composés insaturés (prémélanoidines) qui poly-
mérisent en brunissant (mélanoidines).

Dans les protéines alimentaires, la lysine par la présence de son groupement e-
amingé, est tres sensible a cette réaction. Elle forme Pe-fructose-lysine (produit
d’Amadori) puis des polymeres bruns. Le tryptophane peut étre aussi détruit au
cours de la réaction de Maillard; selon Finot et al. (6) son groupement indole ne
réagit pas avec les sucres réducteurs mais réagit avec les produits «advanced»

Maillard.

Oxydation de certains acides aminés

Sous Peffet d’oxydant (H,0,) ou d’enzymes (llpoxydases polyphénoloxydases)
et lors de Pautoxydation des lipides, trois acides aminés peuvent étre modifiés:
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— la méthionine s’oxyde en méthionine sulfoxyde puis, plus difficilement, en
méthionine sulfone [Cug et al.(7)];

— la cystine et la cystéine s’oxydent en cystine monosulfoxyde, cystine monosul-
fone, acide cystéine sulfinique et acide cystéique [Finley et al.(8)];

— le tryptophane s’oxyde en dérivé oxyindol-alanine puis en formyl-cynurénine
[Savige (9)].

I[nteractions protéine/polyphénols

Les polyphénols (orthodiphénol) du type acide caféique ou acide chlorogéni-
que s'oxydent facilement en quinones sous I'effet de polyphénoloxydases a pH
neutre, ou en présence d’oxygene a pH alcalin (pH >10). Hurrell et al. (10) ont
montré que les quinones formées peuvent réagir avec le groupement epsilon-ami-
né de la lysine et oxyder la méthionine et le tryptophane. Ce type de réaction se
produit au cours de I'extraction des protéines des graines de tournesol ou de
feuilles, riches en polyphénols.

Evaluation analytique des modifications

Il apparait que quatre acides aminés seulement sont chimiquement modifiés
pendant les traitements des aliments ou pendant leur stockage: la lysine, la mé-
thionine, la cystine et le tryptophane. Ces modifications sont responsables de la
baisse de la valeur nutritive des protéines, due a la diminution de leur digestibili-
té et A la réduction de la disponibilité biologique des acides aminés modifiés. Dif-
férentes méthodes analytiques sont proposées qui permettent de controler la des-
truction des acides aminés, leur disponibilité biologique et la formation de nou-
veaux dérivés.

Acides aminés résiduels — Evaluation de leur destruction

La destruction des acides aminés est controlée par la diminution de leur pro-
portion dans la protéine au moyen de I'analyse classique aprés hydrolyse acide
(HCI 6n, ébullition pendant 24 heures) et séparation par chrorhatographie sur
échangeur d’ions selon Spackman et al. (11). Cette méthode permet de controler
tous les acides aminés sauf la cystine et le tryptophane. La cystine ne peut étre do-
sée précisément que comme acide cystéique aprés oxydation performique suivie
de ’hydrolyse dans HCI 6n, comme I’a proposé Hirs (12) ou apreés hydrolyse en
présence de diméthylsulfoxyde selon Spencer et Wold (13). Dans le cas de la lysine
soumise a la réaction de Maillard, la lysine ainsi mesurée (lysine totale) ne reflete
pas la lysine résiduelle car une partie importante du dérivé lysine-sucre (produit
d’Amadori) régénére selon Finot et Mauron (14) la lysine & I’hydrolyse.
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Evaluation des nonveanx dérivés formés

Dérivés stables a hydrolyse acide

C’est le cas de la lysinoalanine, de la lanthionine et de la méthionine sulfone.
Ces acides aminés sont dosés par chromatographie sur échangeur d’ions en méme
temps que les acides aminés naturels. La lysinoalanine est éluée avant la lysine, la
lanthionine avec la glycine et la méthionine sulfone avant Pacide aspartique

[Maunron (15)].

Dérivés instables a hydrolyse acide

Leur évaluation peut étre faite par d’autres moyens:

— les 1sopeptides sont libérés par hydrolyse enzymatique et dosés par chromato-
graphie sur échangeur d’ions [Otterburn et al. (16)];

— la méthionine sulfoxyde est stable & ’hydrolyse alcaline et est éluée avec les
acides aminés acides;

— les produits d’Amadori de la lysine régénérent au cours de ’hydrolyse 40% de
lysine et 32% de furosine. Finot et al. (17) ont démontré que ce nouvel acide
aminé, élué apres I'arginine, permet de controler la présence de fructoselysine
et de calculer son taux dans les protéines maillardisées.

Evalnation nutritionnelle des protéines — Disponibilité des acides aminés

Les modifications nutritionnelles sont évaluées par des tests sur animaux qui
répondent a la valeur globale des protéines (PER, bilan azoté) ou par la mesure de
la disponibilité des acides aminés modifiés.

Test de croissance PER

Dans ce test, des rats recoivent la protéine a tester au taux de 10%. Leur crois-
sance et leur ingéré protéique sont mesurés et comparés aux réponses données
par un régime contenant 10% de caséine. Le rapport crmssance/proteme ingérée
(ou Protéin Efficiency Ratio: PER) est fonction du taux de 'acide aminé limitant
de la protéine. Ce test a été longuement discuté par Jacquot et Peret (18).

Bilan azoté — Net protein utilization (NPU)

Dans ce test qui a été revu par Pellet (19) les taux d’azote excrétés dans les féces
et les urines permettent d’évaluer la digestibilité et la valeur biologique des pro-
téines. En général, la formation de «cross-linkings» diminue la digestibilité. La
modification d’un acide aminé essentiel réduit la valeur biologique.

Disponibilité biologique sur animaux
Des tests sur rats ou poulets ont été développés pour évaluer la disponibilité

de la lysine [Mottu et Mauron (20)], de la méthionine [ Carpenter et al. (21)] et du
tryptophane [Gupta et Elvehjem (22)].
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Tests microbiologiques

Ces tests utilisent des microorganismes qui ont besoin des mémes acides ami-
nés essentiels que homme pour se développer. Shorrock (23) utilise Tetrahymena
pyriformis pour doser la lysine et la méthionine et Boyne et al. (24) Streptococcus
zymogenes pour doser la méthionine et le tryptophane.

Digestion enzymatique «in vitro»

Dans ce test, les acides aminés libérés par voie enzymatique sont considérés
comme disponibles. Bujard et al. (25) ont proposé ce test pour évaluer la disponi-
bilité de la lysine, mais il peut étre aussi adapté pour tous les acides aminés essen-
tiels.

Lysine «réactive»

Le cas de la lysine peut étre traité séparément; si 'on admet que la lysine dis-
ponible est celle qui a gardé son groupement e-aminé libre, les tests utilisant des
réactifs qui se fixent sur ce groupement donneront des valeurs de lysine «réacti-
ve» comparables a la lysine disponible. On a proposé les méthodes au fluorodini-
trobenzene selon Carpenter (26), Pacide trinitrobenzéne sulfonique, la guanidina-
tion, le «dye-binding». La spécificité de ces réactifs a été revue en détail par Hur-
rell et Carpenter (27).

Importances des modifications

Dans la pratique, quelques-unes seulement des modifications décrites ont une
importance nutritionnelle. Beaucoup de modifications étudiées sur des modeles
en laboratoire n’ont pas d’importance pratique. Les problémes d’oxydation peu-
vent étre négligés car le tryptophane est tres résistant a 'oxydation et la méthio-
nine sulfoxyde est presque aussi disponible que la méthionine.

Les réactions avec les polyphénols ne se produisent que dans des cas trés parti-
culiers et avec un faible effet nutritionnel. C’est la réaction de Maillard et les trai-
tements alcalins qui induisent les modifications les plus importantes. Dans les
laits par exemple, la lysine peut atteindre un blocage de 'ordre de 10 2 15% au
cours de la stérilisation (17). Les traitements alcalins sont de moins en moins utili-
sés. Par contre, la formation de lysinoalanine reste un probleme car elle induit
chez le rat des modifications cytologiques au niveau du rein, phénomeéne dont le
mécanisme reste inconnu. Cette question a été récemment revue par Finot (28).

Conclusions

Les multiples outils analytiques a disposition actuellement permettent d’éva-
luer quantitativement les modifications chimiques et nutritionnelles des protéi-
nes alimentaires pendant la préparation des aliments et leur stockage. Selon les
cas, 'une ou Pautre des méthodes donne la réponse aux questions posées.
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Résumé

Au cours de la préparation des aliments, des interactions de type protéine/protéine,
protéine/sucres réducteurs, protéine/oxygeéne, protéine/polyphénols modifient la structure
chimique de quatre acides aminés essentiels: la lysine, la méthionine, la cystine et le tryp-
tophane. Il en résulte une réduction de la valeur nutritive des protéines. Des méthodes
analytiques permettent de déterminer certains des nouveaux composés formés, ainsi que les
pertes subies par les quatre acides aminés susmentionnés et leur disponibilité biologique.

Zusammenfassung

Waihrend der Vorbereitung der Lebensmittel verindern die Wechselwirkungen zwis-
chen Protein/Protein, Protein/reduzierbarer Zucker, Protein/Sauerstoff und Protein/Poly-
phenol die chemische Struktur von vier essentiellen Aminosduren: Lysin, Methionin, Cys-
tin und Tryptophan. Daraus ergibt sich eine Verminderung des Erndhrungswertes der Pro-
teine. Analytische Methoden erlauben die Bestimmung einiger neugebildeter Substanzen
sowie die Ermittlung der biologischen Verfiigbarkeit der vier oben erwahnten Aminosiu-
ren und deren Verlust in den Lebensmitteln.

Summary

During the preparation of foods, interactions between proteins, between proteins and
reducing sugars, proteins and oxygen, proteins and polyphenols have been described. They
modify the chemical structure of four essential amino acids: lysine, methionine, cystine
and tryptophan, resulting in a decrease of the nutritive value of proteins. Analytical me-
thods have been developed to determine some of the new derivatives formed and both
the loss and the biological availability of those amino acids.
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