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Liste des abrévations
ABTS : acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)
AF :acide férulique; AS: acide sinapique; AV : acide vanillique; ApC : acide para-coumarique ;
ASR : acide syringique
AGL : acide gras libre

AP : Apache, AU : Aubusson, BPMF :base farine pour la meunerie francaise, CA: Cap Horn,
CH : Charger, CNO4: Corde Noire 2004, CNS:Corde Noire Spéciale, ME : Mendel, NI : Nirvana,
OR : Orvantis, QB : Quebon, S1: Sankara n’L, S2 : Sankara n2

AX : arabinoxylanes
BCA : bicinchoninic acid, acide bicinchoninique

CAT : activité catalasique extractible d’une farine ou d’'une pate exprimée en pkat.g’ ms c’est-a-direen
pmoles d’O, produit par gramme de matiere séche

CO, g : pourcentage de CO, basse teneur mesuré dans le cas de pétrissage de pates sans levure (gamme
d’échelle comprise entre 0 et 1 %)

CO,  : pourcentage de CO, haute teneur mesuré dans le cas de pétrissage de pates avec levure (gamme
d’échelle comprise entre 0 et 50 % dans le cas du sitoxygraphe et comprise entre 0 et 100 % dans le cas
du bioréacteur)

CV : coefficient de variation (%) correspond au rapport de I'écart type sur la moyenne exprimé en
pourcentage

DAG;,, DAG,; : diacylglycérol, acide gras estérifié en position 1 et 2, et 1,3 respectvement

GOX : activité glucose oxydasique ajoutée lors du pétrissage exprimée en nkat.g’ ms c'est-a-direen
nmoles d’O, consommé AF consommeé par gramme de matiére séche

kat : katal , le katal représente I'activité d’une enzyme vis-a-vis d’un substrat et correspond a un nombre de
mole de substrat consommé par seconde. Dans nos conditions, I'activité enzymatique est généralement
exprimée en micro- ou nanokatals ramenés soit a la matiére seche de farine (en g) ou au volume d’extrait
enzymatique (en mL)

LAC : activité laccasique d’un extrait exprimée en nkat.mL™ ou en nkat.g™ ms. (détail de mesures, voir
chapitre matériel et méthodes

LBIAA : Laboratoire de Biochimie Industrielle et Agroalimentaire

LOX : activité lipoxygénasique extractible d’une farine ou d’une pate exprimée en nkat.g™* ms c’est-a-direen
nmoles d’O, consommé par gramme de matiére séche

LPT : lipides polaires totaux

MAG : monoacylglycérol

mbar : millibar

OuroraL & quantité cumulée d’O, consommeé en fin de pétrissage (a t =60 minutes pour le bioréacteur etat =
25 minutes pour le sitoxygraphe). Exprimée en pmol.g* ms

PMMA : polyméthacrylate de méthyle

POD : activité peroxydasique extractible d’une farine ou d’une pate exprimée en pkat.g”' ms c'est-a-direen
pmoles d’AF consommé par gramme de matiére séche

PO, : pression partielle en oxygéene

PUFA : (polyunsaturated fatty acids) acides gras polyinsaturés

R : constante des gaz Parfaits = 8,3145 J.mol™.K™*

rpm : rotation par minute

SG-FPM : sous unité gluténique de faible poids moléculaire

SG-HPM : sous unité gluténique de haut poids moléculaire

SMUFA : (saturated and monounsaturated fatty acids) acides gras saturés et monoinsaturés

TAG : triacylglycérol

Tyr : tyrosine

V0, : vitesse d'O, consommé a l'instant t de pétrissage au bioréacteur (V;O,s) ou au sitoxygraphe (V,0s).
Exprimée en pmol.g™ ms. min™

V, : volume de gaz au sein de la cuve du sytoxygraphe exprimé en L

Vpp : volume de piece plastique utilisé pour réduire le volume de gaz au sein de la cuve pendant le
pétrissage exprimé en L.

WACF : (Water absorption capacity), hydratation nécessaire pour atteindre 500 UB (unités Brabender,
unités arbitraires) lors du test au farinographe

WEAX : (pour Water Extractable ArabinoXylan) arabinoxylanes hydrosolubles
WUAX : (pour Water Unextractable ArabinoXylan) arabinoxylanes insolubles
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Introduction

La fabrication du pain résulte de la mise en cederéarine, d’eau, de levure, de sel et,
de nos jours, dans la plupart des cas, d’amélisrdm@ pain autrefois élément de base de
l'alimentation est devenu une denrée qui doit &atis le consommateur. Dans un contexte
industriel de concurrence et de rentabilité élevisesaitrise du procédé de panification est
cruciale. Or, la qualité de la matiere premiere emtiable puisque qu’elle dépend de
nombreux facteurs différents d’'une campagne a reaufprigine variétale, technique
agronomique, conditions climatiques). Ainsi, posswer la régularité des produits finaux, les
industriels ont généralisé l'utilisation d’améliata en panification. Une deuxieme raison
pour justifier de I'ajout d’améliorants dans leogwits de panification peut étre liee a la
recherche de farines avec des fonctionnalitésopdigtres. Une troisieme est que I'utilisation
des améliorants est un marché lucratif pour le yetelr. Enfin une quatrieme raison est la
recherche perpétuelle de produits innovants, las péntables possibles (gain de temps et
valeur ajoutée). Dans ce contexte, la caracténisatu comportement des farines pendant les
étapes de panification, notamment dés le pétrisssgieimportante, d’'une part, pour
comprendre les mécanismes physiques et biochimimiesenant dans I'élaboration de la
pate, d’autre part, prédire le comportement deeceérniere dans la suite du procédé de

panification.

La pate boulangére est un matériau viscoélastigmplexe dans lequel interagissent de
nombreuses molécules et coexistent de nombreuaesorés biochimiques. Parmi celles-ci,
les réactions d’'oxydoréduction jouent un role imaot (Nicolas, 1979). Les conditions
d’hydratation et le travail mécanique apporté Iduspétrissage influencent les réactions et
interactions au sein de la pate pour lui conféres gdropriétés rhéologiques uniques. Les
gualitées des pates sont évaluées manuellement epdvolilanger en sortie de pétrin,
« 'oxygénation » de la pate est également appeédéémaniére visuelle. En amont, du grain
de blé a la farine, de nombreuses méthodes existemtévaluer les propriétés biochimiques
de farines et le comportement rhéologique des g&edon et Loisel, 1997), conditionnant la
réussite du produit final, mais aussi permettaatppiécier I'effet d’'un améliorant sur le

produit final.

Les améliorants sont des additifs, des adjuvantsdes auxiliaires technologiques
(enzymes). Les enzymes présentent un intéret gisantti car, d'une part, elles sont
dénaturées lors de I'étape de cuisson (ne néaaispidis d'étiquetage), et d’autre part, elles
ont un mode d’action spécifique. Parmi celles-es laccases sont des oxydoréductases

potentiellement intéressantes.
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Le but de ce travail de thése est I'instrumentagbiutilisation d’'un pétrin pilote, le
sitoxygraphe, pour quantifier les échanges gazeire da pate et I'atmosphere pendant le
pétrissage (consommation d’oxygéne, production idxyde de carbone), mais aussi de
mesurer I'évolution des caractéristiques rhéologgdes pates (mesure du couple sur le bras
moteur). Ce travail s’incrit dans le prolongemeattcavaux réalisés a la Chaire de Biochimie
Industrielle et Agroalimentaire, portant sur I'éuddes mécanismes de réactions
d’oxydoréduction en milieu pateux dans un pétrinlatratoire instrumenté, le bioréacteur
(Ameille, 1998 ; Celhay, 2000 ; Eyoum, 2002). Cingpstions ont été posées :

- Quels sont les acteurs de la consommation d’'Gne pate de farine de blé tendre ne

contenant pas de levure ? quand et comment agisséians un milieu complexe?

- Quels sont les facteurs limitant/favorisant tmsommation d’'Q (les conditions de
pétrissage, I'Q les enzymes, les substrats, la compétition demgyme avec une autre pour
'O, etc) ?

- Quel est lI'impact des réactions d’oxydation ainsde la pate sur les composés
biochimiques (enzymes, substrats, agrégation deséipes) et sur les caractéristiques
rhéologiques et technologiques de la pate ? Quel'edfet de la formulation des farines
(origine variétale, ajout d’améliorant) ?

- Que représente la mesure de couple s’exercaie suas moteur d’'une pate pétrie au
sitoxygraphe ? Quelles informations technologicueEsg-on extraire de celle-ci ?

- Dans quelle mesure les phénomenes oxydatifgiboant-ils aux modifications des
propriétés rhéologiques acquises pendant le pefes® Est-il possible de mettre en évidence
des conséquences rhéologiques et technologiquesquées par les phénomenes oxydatifs
mesurés ? En d'autres termes peut-on relier lemgrhénes oxydatifs au comportement
technologique d’une farine et peut-on prédire cenpartement dés le pétrissage avec le

sitoxygraphe.

Pour y répondre, la premiére partie a été consactaenise au point du sitoxygraphe,
passage d’'une échelle expérimentale (600 g depéhtie au bioréacteur) a une échelle pilote
(3 kg de pate dans le sitoxygraphe). L'appariti@n rebuveaux phénomenes a prendre en
compte liés au changement d’échelle a nécessit@dbgstations de l'instrumentation, leurs
validations, ainsi que la mise en place d’'une a®abystématique des données d’oxygene et
la définition de parametres d’'analyse des donnéesodple. Pour valider la mise au point,
I'effet de la formulation de la péate sur les partre® mesurés (effet de la composition des

farines, mise en évidence des effets d’améliorantgamment utilisés) a été étudié. Cette
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Introduction

partie a également permis la comparaison des a¢subtenus avec le sitoxygraphe a
ceux obtenus avec le bioréacteur. Dans une seqoadie, un volet plus appliqué vise a
étudier I'action des laccases, des enzymes derldldades oxydoréductases, dans la pate lors
du pétrissage. La caractérisation biochimique datnde laccases a été réalisée, dans un
premier temps en milieu modele pour sélectionnex dmzymes les plus prometteuses, puis
dans un second temps, l'effet de l'ajout de laccasentuellement en présence d'un

médiateur d’oxydation a été étudié pendant le ggdge au moyen du sitoxygraphe.
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Travaux antérieurs

2.1 Généralités : place du pétrissage dans la panification

En tant que premiére étape de la fabrication da,damportance du pétrissage est
cruciale pour la qualité du produit fini. En effgbendant celui-ci, un ensemble de
transformations (biochimiques et physiques) comgdexnt lieu. Indispensable pour le
passage de la farine a la pate, le pétrissage pesudout d’obtenir une pate
macroscopiquement homogeéne et lisse dotée de grépriscoélastiques déterminantes dans
I'élaboration du pain. Bien que composée simplengenfarine et d’eau en grande partie, la
pate pétrie est un enchevétrement structuré decolekréparties dans trois phases, liquide,
solide et gazeuse, que l'on peut séparer en frectitydrosolubles, insolubles dans I'eau

(amidon, gluten, pentosanes principalement) eteramit des molécules de gaz.

Le pétrissage peut étre décomposé en plusieurssefapsociées a plusieurs fonctions).
La premiere est la formation de la pate, I'état qiipye du mélange évolue d'un état
particulaire (milieu discontinu) a une péate cohésign général, cette premiére phrase est
appelée le frasage, son but est 'homogénéisatesngdiatre composants de la pate. L'eau
assure la plastification du systeme (Po#tisal, 1992), favorisant la mobilité moléculaire
permettant notamment aux enzymes d’agir, mais dassigration des lipides aux interfaces
gaz-pate. Cette étape est marquée par un augroeentagiide de la température du milieu, la

chaleur dégagée est appelée chaleur d’'imbibition.

La seconde étape débute par le passage a uneeviesbrassage plus élevée. Le
pétrissage n'a plus seulement la fonction de mélakg effet, la travail mécanique est plus
intense (apport d’énergie) et a des conséquencegsiqoles et biochimiques liées. Tout
d’abord, le mélange constant des différents ingritdide la pate répartit les levures au sein

de celle-ci.

Par ailleurs, la dispersion concerne égalemenséntble des molécules contenues dans
la farine et accroit leurs probabilités de renafdrorisant ou modifiant les interactions entre
elles : enzymes-substrat, protéines-lipides, pne®pentosanes, protéines-amidon, protéines-
protéines, etc. Les interactions moléculaires aude la pate peuvent étre de faibles énergies
(hydrophobes, liaisons hydrogene) ou engendreréigions chimiques (formation/coupure
de liaisons covalentes), ces derniéres étant kequuvent catalysées par des enzymes.
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A. B
Activité 2 Activité
Enzymatique Enzymatique

AMYLASE

: % 0.75 1.00 4
[+] 0.25 0.50 w Température

Figure 1 Effet de l'activité de I' eau et de la température sur les activités enzymatiques (d'apre®otus
1997)
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Parmi les réactions enzymatiques, les réactionxydaréduction et les réactions
d’hydrolyse de I'amidon sont les plus importantescaurs du pétrissage (Grosch, 1986 ;
Grosch et Wieser, 1999). En milieu pateux, I'actitas enzymes est également favorisée, car
'Aw de la pate est proche de 1 (accélération destions biochimiques) et la température
augmente sensiblement (favorisant aussi I'acteitéymatique) (figure 1Enfin, le brassage
de la pate permet I'incorporation de microbulleai’qui constituent un apport d’oxygene
aux systemes enzymatiques d’oxydoréduction, massidorment lesauclei gazeux, futurs

alvéoles de la mie de pain (Baker et Mize, 1946).

Par ailleurs, les contraintes mécaniques exerégsnient, compression, cisaillement)
vont participer a I'acquisition des propriétés wvslastiques de la pate avec la formation d’'un
réseau suffisamment extensible pour permettre dugolas gazeux de se former lors de la
fermentation et suffisamment élastique pour que aleéoles résistent sans rompre a la
pression du C@ produit. Ces contraintes varient selon les péttitissés (forme, taille,
géométrie de la cuve et des bras, vitesse du (&) s et incorporation d’énergie

cinématique dans la pate).

L’'optimum de pétrissage correspond au temps aulguebnsistance de la pate est
maximale. Ce temps n’est pas nécessairement le ntoogela pate posséde les meilleures
propriétés rhéologiques, assurant la meilleureitgudl produit fini possible. En revanche,
au-dela d’'une certaine durée de pétrissage, lasfsttaiblit, s’effondre et devient collante : la
pate est surpétrie (« dough breakdown » dansHtarnetogie anglosaxonne). Selon les pétrins
utilisés, selon les qualités de farines, selonféextionnalités désirées, la formulation est
adaptée aux propriétés désirées. Ce terme desgnaroportions des différents ingrédients
(nature et quantité) pouvant composer la pate :position des farines, teneur en eau de la
pate, présence de sel, flore fermentaire (lev&mecharomyces cerevisjapoolish, levain,

starter), améliorants (additifs et auxiliaires tealogiques).

Actuellement, les industriels de la panificatiorisagnt a tous les niveaux du procédé
pour atteindre un produit final de plus en plushiegue (valeur ajoutée), de qualité, a
moindre colt et dans un temps le plus court passhlce titre, ils élaborent des formules
contenant des améliorants fonctionnels, dont l'ienagin impact au niveau du consommateur
(apport nutritionnel, santé). La mise au point deiveaux améliorants s’inscrit dans cette

démarche.

Le cadre de ce projet de thése s’inscrit pleinerdans ce contexte, son but est la mise

au point d'un outil de caractérisation de la pateaement au cours du pétrissage par des
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Farine, Eau, Sel, Levure

Ameéliorants Energie / Oxygéne

Pétrissage

Fermentation en masse
ou pointage

[

[

Division
et
boulage

Détente

I
C Fagolnage O

Fermentation ou Apprét

i<— Scarification

Cuisson

l

PAINS

Figure 2. Etapes générales de la panification.
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données relatives a la biochimie des pates (consmimmd'Gy) et a leurs propriétés
rhéologiques (mesure de couple). Un tel outil séapar ailleurs un pétrissage, a une échelle
pilote qui permet d’'une part, de travailler la pa@ns des conditions proches de celles du
boulanger et d'autre part, une caractérisation ldgggue et biochimique par analyse

d’échantillons de pate.

2.1.1 Etapes générales de la panification

Classiquement, le procédé de panification est éigis phases de travail et de repos de
la pate (figure 2) :

« Le but du pétrissage (premiére phase active) est de former un milieu
macroscopiquement homogene, structuré et capablgsedééformer sans rompre lors de
'expansion des alvéoles gazeux (fermentation)ctitere de stabilité du réseau formé est
aussi important pour éviter la perte de ces qalité

« Le pointage (phase de repos en cuve) est une étape de ferrnargat masse.

Il correspond a la fermentation alcoolique des esicavec une production de £€CCe
dégagement gazeux provoque le développementutdsi gazeux formés lors du pétrissage
en alvéoles retenant le GProduit. Lors du pointage une structuration letgda pate s’opere
également permettant de consolider le réseau dengkt stabiliser les interfaces gaz-pate,

ainsi que libérer des sucres fermentescibles.

« Le pesageest une phase de division puis boulage des patansianipulation

de ceux-ci peut avoir un effet néfaste sur les pétgs rhéologiques de la pate.
«  La détenteest une étape de repos qui dure environ 20 min.

« Le faconnage est I'étape de mise en forme des patons. Cetige étst

egalement préparatrice a I'apprét. En effet, legraintes appliquées lors de la mise en forme

des patons vont agir sur les bulles de gaz, rétkiirdaille en augmentant leur nombre.

« L’apprét constitue la seconde étape de fermentation déite jhe gain de
volume provoqué par I'expansion de petits alvéalageux au cours de cette étape est
important. Si le nombre d’alvéoles initial est imgamt, le nombre des bulles de gaz le sera
également.

. La cuissonest I'étape qui fige la structure du pain. Elledggoule dans une
atmosphere saturée en eau. La température dawosirlesd situe entre 200 et 300 °C et le

temps de cuisson est compris entre 20 et 30 msalv&oles du paton levé se dilatent. Dans
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Tableau 1. Durée des petite (40 rpm) et grande (8Pm) vitesses utilisées selon le type de

pétrissage (d'aprés Feillet, 2000)

Type de Durée de la petite Durée a grande
pétrissage vitesse vitesse
conventionnel 15 min absent

amélioré 3 a5min 12 min

intensifié 3-5 min 18-20 min

Figure 3. Exemple de forme de bras de pétrin obliga (A.), spirale (B.) €
horizontal (sitoxygraphe, C.). Echelle relative norrespectée pour les dimensiol

des bras.
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le méme temps, I'amidon est gélatinisé, le gluera@agule et la crolte est formée (réaction

de Maillard). Pendant cette étape, des ardmespsodtits

«  Le ressuageest une étape finale qui permet le dégagementGdeetCde vapeur

d'eau.

2.1.2 Procédés de pétrissage et types de pétrins utilisés

Au début du XX siécle, le pétrissage était manuel effectué esiguis étapes séparées
par des temps de repos. Puis, I'intensificatiorpéuiissage a profondément modifié le métier
du boulanger. En France au début des années 89, tyymes de pétrissage existent: le
pétrissage conventionnel, le pétrissage intendd pétrissage amélioré. Le tableau 1 présente
les caractéristiques de chaque procédé (Feill€iQ)2@’apres Feillet (2000), le pétrissage
conventionnel assure un apport d'énergie mécaniggugfisant quand le gluten des farines
est tenace. Le pétrissage amélioré assure un hdglibéeg entre développement de la pate,
conservation de sa texture, golt et ardbme maigaineknt du volume final du pain. Enfin, le

pétrissage intensifié donne un pain volumineuxXatd) mais insipide.

En France, I'utilisation de pétrins discontinus géhéralisée dans l'artisanat. La plupart
des pétrins ont été mis au point dans les annéd3eplis, ils ont été constamment améliorés.
Les pétrins actuels présentent une diversité irmptetde forme, de cuve (motorisée ou non),
de bras (simple ou double, mobile ou non), d’émergportée a la pate et de la vitesse des
bras. Les améliorations apportées sont difficileirdinsociables des applications désirées.
Quatre types de pétrins sont plus particulierermghsgés, les pétrins a axe oblique, les pétrins
spirales, les pétrins a bras plongeants et legpédtorizontaux. Des exemples de formes de
bras sont présentés (figure 3). Une comparaisondiE&sents pétrins est fournie dans les
tableaux 2 et 3. Par rapport aux pétrins artisardassiques, le sitoxygraphe, en dehors du
fait qu’il s’agit d’'un pétrin pilote, est utilisévac des vitesses (V1 et V2) lentes. En revanche,
I'énergie fournie & la pate est importante (enfeet 90 kJ.kg pate) probablement car la
totalité de la masse de pate est pétrie a chagua¢obras). Par ailleurs, I'échauffement de la
pate est faible, ce résultat étant probablementida régulation en température (20 °C)
appliguée pendant le pétrissage dans la doubldaapee Au niveau du travail de la pate, ce
type de pétrin réalise a la fois la compressionl'ettension de la pate avec une

homogénéisation de la pate tres rapide
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Tableau 2. Comparaison des caractéristiques de fotlennement des pétrins frangais les plus répandus@pres
Roussel et Chiron, 2002) avec les caractéristiquda sitoxygraphe.

Tableau 3. Comparaison des effets de différents pédsage sur les pates avec ceux du sitoxygraphe

Type de | Capacités _ Energie fournie | Echauffement des
o Vitesse (rpm) R ~ Cuve
pétrin (KG¥arine) (kJ.kg" pate) pates (°C.miff)
V1 (4 min) : 35-50 V1:3,75a5,25| V1:2,3a35
Axe oblique | 30 a 200 libre
V2 (12 min) : 70-80 | V2:15,75a24,75 V2:35a5,5
V1 (2 min) : 100-110 Vi:15a3
Spirale 16 a4 200 <1 libre
V2 (8 min) : 200-220 V2:24a30
Cycloidal )
V1 (2-4 min) : 40-50
Bras 7,2a10,8 V2:0,2a0,3 libre
V2 (17-18 min) : 70
plongeants
Horizontal |15 — § V1 (1-2 min) : 30 V1i:5a10
_ v2:0,1a0,3 fixe
(sitoxygraphe)kg V2 (13 min) :30-75| V2:42,5a90

_ .| Type de travai| Incorporation| Formation de L )
Type de pétrin R ] R Caractéristiques des pates
de la pate d’air la pate
Couleur blanche, pate lisse
Axe oblique extension lente (relachement de la pate pendant la
rotation de la cuve)
Spirale compression faible rapide Couleur crembldaxydation
Bras
extension _ Alvéolage irrégulier (grosses
plongeants _ soufflage rapide _ _ :
intense inclusions d’air)
(cycloidal)
_ _ Couleur creme, allure déchirée de la
Horizontaux | compression R , N i o A
_ fortes Trés rapide pate au pétrissage, totalité de la pate
(sitoxygraphe) extension e s
pétrie a chaque tour de bras
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(inférieure a 1 min). Enfin, 15 min sont nécessa@e’obtention d’'une pate bien pétrie, de

couleur creme et contenant de multiples microbuleegaz (d’aprés le concepteur du pétrin).

Dans lindustrie, le pétrissage est effectué daas pétrins continus, réalisant le
mélange de la pate instantanément. Aux Etats-Un&neéAngleterre, de pétrins spécifiques
sont utilisés pour la fabrication industrielle daip dans des procédés caractérisés par un
apport bref mais trés intense d’énergie (pétrisskgmoins de 10 minutes, vitesse de bras de
plusieurs centaines de rpm (CBP, Chorleywood Breadess, Amflof, Do-Makef®). En
Angleterre, dans le procédé Chorleywood (CBP)paapd’énergie a la pate est de I'ordre de
9 4 11 kJ.kg de pate en un temps trés court (moins de 3 miesdvilesses comprises entre
400 et 600 rpm). Des variantes de ces technolaghsstrielles utilisent des systemes de
dégazage et/ou de refroidissement (di au fort édment des pates). Elles peuvent étre
menées dans des atmospheres confinées en surpressisous vide partiel (impact sur

I'incorporation du gaz dans la pate).

2.2 Estimation des caractéristiques viscoélastiques des pates de farine de
ble

Le pétrissage est I'étape préparatrice de la streictle la pate (mise en place des
réseaux protéigue et polysaccharidique). La rhéelegt la science qui étudie le type de
déformation subie par les matériaux, leur modeallEment ou leur rupture quand une force
leur est appliquée (et inversement). Ces phénontdtesminent les propriétés fonctionnelles
des aliments. Dans le cas de la pate de farindédertdre, ses caractéristiques viscoélastiques
lui sont conférées principalement lors du pétrissaf) lors des phases de repos. Elles
s’expriment ensuite pendant les étapes de fermemtahanipulation de patons (stabilité), de

cuisson et au moment de la consommation du paitu(® (Chefteket al, 1977).

La pate est constituée de nombreux composés algantic leurs propriétés physiques
propres et interagissant afin de conduir a un cotapwnt rhéologique. Lorsqu’elle est
soumise au pétrissage (contraintes mécaniques)prigmiétés viscoélastiques de la pate
évoluent au cours du temps (Hoseney, 1994). listme méme au repos pendant les phases

de fermentation.
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PATE INSUFFISANCE EXCES
1 4 7 10 7 4 1
PETRISSAGE Lissagd
Collant de la pate
Consistance |/25
Extensibilitg
Elasticit§
Relachement
POINTAGE Détente : relachemgnt | |/10
FACONNAGE Allongemen|
Dechiremert | |/25
Elasticit§
Collant de la pate
APPRET activité fermentairp
Pate : déchirement | |/10
MISE AU Collant de la pate
FOUR Tenue de la pafe | |/30
NOTE PATE / 100}
PAIN
Sectio
ASPECT Couleu
DU PAIN EpaisseUr |70
Croustillan
Coups Jetd
de Régularitd
lame Déchiremert
poids1 poids2 Vol 1 Vol 2
VOLUME |/30
(en kilogramme) NOTE PAIN / 100
Volume moyen I:l cm3
MIE
Couleu
ASPECT Texture Souplessk
DE LA Elasticit§
MIE Collan{ /100
Alvéolage Régularitd
Epaisseyr
Flaveu
NOTE MIE / 100
VALEUR BOULANGERE / 300 = | | + | | + | | | |
PATE PAIN MIE VBOU
OBSERVATIONS longeur des patons

Figure 4 Grille de notation utilisée pour I'appréciation de & pate dans le cadre de norn
AFNOR (NF V 03-716)
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Critere

Caractere apprécié de la pate

Consistance (1)

Caracteéristiques viscoélastiques

Collant (2)

Adhérence de la pate au dos de

main

Extensibilité (3)

Capacité  d’allongement  jusqu

rupture

Elasticité (4)

Capacité a reprendre et vitesse

retour a la forme initiale

Relachement

Tenue de la pate

de

Figure 5 Appréciation manuelle de la qualité d'ungpate lors du pétrissage
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Proprigies (’D\ Structure 4_‘\L

sensorielles (dela pate)  ..-..iceee.. >
rofessionnelles
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Rhéologie fondamentale : ensemble de méthodes permettant de definir des variables d'élat
i (viscosité, ..) de la péle a partir des variables de contrdle.
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P donne de linformation sur
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Figure 6. Etablissement de liens entre les différésm méthodes d’analyse c

la texture des pates (d'aprés Rousset al, 2006a)
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Figure 7. Les différents types de sollicitations n@aniques
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2.2.1 Appréciation de la qualité des pates

L’appréciation de la qualité d'une pate par un bagkr artisanal est classiqguement
réalisée au toucher. En 1993, une approche comalété développée, la méthode BIPEA,
afin de normaliser le protocole d’appréciation @éses et des pains au cours du procédé
(Faisy et Fischer, 2002). Le comportement de |l& &t noté, 10 correspondant a la note
maximale, 1 correspondant a la note la plus fgibkuffisance ou excés du phénoméne décrit
par le parametre). Les différents criteres d’évabmasont donnés sur un exemple de fiche
présenté dans la figure 4. Tout au long du prosedsypanification, la pate, la mie et le pain
dans son ensemble sont notés et la somme de seadtes caractérise la valeur boulangére
du produit final (sur 300). Lors de la mise au pala cette méthode, un accent particulier a
eté mis sur la répétabilité et la fiabilité deslaations pour un ensemble de laboratoire. Les
criteres d’estimation de la qualité des pates smmuréciés pendant ou aprés le pétrissage
(consistance, collant, extensibilité, élasticitélachement, figure 5). Dans l'industrie, les
caractéristiques dimensionnelles (volume, longualeupain), les caracteéristiques visuelles, les
caractéristiques de texture et les qualités deerwagons sont particulierement importantes a
maitriser. Actuellement, en France, dans le cadrepmjet AsCoPain, un recueil de
connaissances est constitué afin d’harmoniserrigalge des différents acteurs de la filiere
blé — farine - pain. Un des objectifs est de dguado un systeme expert d’aide a la décision
dans une approche déductive et prédictive des cdements qualitatifs de la pate (Roussel
et al, 2006a). Pour cela, les acteurs du projet fon€ntaire des termes utilisés dans les
différents niveaux (profane, métier et scientifijues rendent explicites de facon a faire le
lien entre les différents «langages » employéslest regroupent dans un glossaire
terminologique (Roussadt al, 2006b). Le lien entre les différentes approchHasalyse des

propriétés de texture est présenté dans la fig@iRoaGssekt al, 2006a).

2.2.2 Outils de caractérisation rhéologique

Un grand nombre d’appareils ont été mis au poinir praractériser les propriétés
rhéologiques des pates aux petites (rhéologie dignemou oscillatoire) et aux grandes
déformations. Les principales déformations appkgué la pate (extension biaxiale ou
uniaxiale, cisaillement et compression) lors deststerhéologiques sont présentées

schématiquement sur la figure 7.
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Montage des plaques paralléles pour test dynamique.

d = déformation, f = force transmise a travers I’échantillon,
h = hauteur de I’échantillon, | = longueur de I’échantillon,
w = largeur de I’échantillon.

Figure 8. Représentation schématique d'un appareile mesure d
rhéologie dynamique

Yo —A / A “\“

T : Amplitude du mouvement sinusoidal de la plaque supérieure
Y : Mouvement transmis & la plaque inférieure par 1'échantillon
O : Décalage de phase

Figure 9. Courbe obtenue avec un rhéomét
dynamique

33



Travaux antérieurs

2.2.2.1 Rhéologie dynamique (faibles déformations)

Le principe général est la mesure de la contraite»), lorsqu'une déformation est
imposée a un échantillon de pate et inversemerfiguee 8 illustre ce principe. L'échantillon
de pate a analyser est placé entre deux plaquesqus la plague supérieure oscille, une
déformation est appliquée a la pate qui transmatpaque inférieure une partie de la force
qui lui a été imposée {w»). A partir des courbes de contraintes et denggpd’amplitude de
mouvement sinusoidal de la plaque supérieure, leveroent transmis a la plaque inférieure
ainsi que le décalage de phas® & sont déterminés (figure 9). Un échantillon texa¢nt
élastiqgue provoque un phasage nul tandis qu’'unnéiiba visqueux donne une valeur de
égale a 90 °C (Hoseney, 1994 ; Berland et Laur@285)L

Trois parametres sont extraits des courbes dguaefio :

« G’ ou module conservatif, fait réféerence a la cosgme élastique des

propriétés viscoélastique de la pate

U] G = (%j x cos ()

« G’”ou module dissipatif, représente I'énergie perdoar le systeme et fait

référence a la composante visqueuse de la pate

0 G' = (ﬁj x sin (3)

Jo

« tan O ou rapport visco-élastique reflete I'importancdatige du caractére

élastique ou visqueux de la pate.

Gll
() tan o = —
Gl

Quandd est égal a 0, G” est égal a 0, le milieu esttidas. Quand est égal av2, G’

est égal a 0, le milieu est visqueux. Les contegimippliqguées a la pate peuvent étre biaxiales

34



Travaux antérieurs

I, L
Déformation (selon Hencky) : & =7 ]nT’”
. 1 1 4L
W défi tion : B, =—— e —
itesse de déformation T
. F
Contrainte : o= E

Cas (a) : Entrefer partiellement rempli <---> 5 varizble

Sil'on suppose 'incampressibilité de la pdle, on o conservation du volume au cours de
la déformation : V = R 4*L, = ARL, d'od :
6, =,
Ry L,

Cas (b.c) : Plateau supérieur et échantillon de méme diamélre <--> § conslanle

I

Oy = =7
(b} ]'TRE
Lg: hauteor initiale du disque de pite Ry rayon initial du disque
L : hauteur a l'instant t R : ravon A l'instantt
- % : vitesse du plateau supérieur S : surface supérieure du disque
t
F: force V: volume du disque

Figure 10. Calcul des grandeurs rhéologiques en exision biaxiale par compression en conditiol

lubrifiées (CCL), d’apres Bartolucci (1997).

Force (N)

TR Fuin
50 175

0 25 50 75 100 125 150 1
Temps (s)

Figure 11. Courbe de compression relaxation obtenwsu texturomeétre (Bartolucci, 1997).
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ou en cisaillement selon le type d’appareillagdisédti Dans tous les cas, les résultats sont

exprimeés en unités standards communes a I'ensatebleutils de mesure.
2.2.2.2 Rhéologie aux grandes deformations

Les tests de compression relaxation comportent pimesse de compression (d’'un
cylindre de pate entre deux plateaux) et une plikseelaxation. Ces tests permettent

d’étudier le comportement rhéologique des pategyaamdes déformations.
2.2.2.2.1 Compression uniaxiale lubrifiée

Lors de la compression, la force exercée (solticitd impose une extension biaxiale,
entrainant augmentation de surface de I'échantidlerpate. Pour limiter le cisaillement au
niveau des extrémités fixes et les frictions, lapcession se fait en conditions lubrifiees
(Macosko, 1994). L'épaisseud)(et la viscositér( ) de la couche de lubrifiant doivent se
situer entre certaines limites pour que la défoionainduite soit effectivement une extension
biaxiale pendant tout la déformation : si le rapppR% 15° est trop faible (< &L), le
lubrifiant est rapidement expulsé ; s’il est trdpvé (> 20), cela revient a ne pas mettre de

lubrifiant et on provoque un cisaillement dansHtagtillon (Secor, 1988 ; Macosko, 1994).

La figure 10 regroupe les calculs des grandeurslog@&ues en extension biaxiale par

compression en conditions lubrifiées (Bartolucé97).
2.2.2.2.2 Relaxation et propriétés viscoélastiques

La relaxation intervient lors du relachement intdag des contraintes mises en place
lors de la déformation d’un échantillon, sacharg gelle-ci a été exercée jusqu’a une certaine

amplitude puis maintenue a un niveau constantssipte a contrainte imposeée.

Si la déformation est maintenue, un solide élastige présente aucune relaxation de
contrainte, alors qu'un fluide visqueux parfait g@@te une relaxation immédiate. La
relaxation commence dés l'application d’'une défdroma (Bartolucci, 1997). Pendant la
phase de compression, la partie initiale rapidéadelaxation est masquée. En conséquence,

la relaxation apparait plus lente qu’elle ne lastréalité.
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A partir des courbes de compression relaxatioru(@dll), I'indice (ou degré) de relaxation

IR est calculé d’aprés la formule suivante (IV) :

V) IR = fFMAX_FMIN!

Fuax

Avec,
Fuax : force maximum atteinte en fin de compression (gn N

Fmin : force minimum atteinte a la fin de la relaxat{en N)

Une pate visqueuse a un IR qui tend vers 1. Auramat une pate élastique tend vers
des valeurs de IR proches de 0.

Les propriétés rhéologiques de la pate boulanggrient de fagcon non linéaire avec la
vitesse et le taux de déformation. Du point de technologique, la caractérisation du
comportement de la pate est intéressant s’il ggroape des conditions de déformations de la
pate lors du procédé. Dobraszczyk et Rob@®®4) montrent que lors de I'expansion des
cellules gazeuses la déformation est de type ertemsaxiale, le taux de déformation de la
pate est important (grande déformation) et les pim&mes se déroulent a faible vitesse. Selon
Bartolucci et Launay (2000), les propriétés d’esten biaxiale sont trés probablement
impliquées dans le faconnage de la pate et I'expardes bulles de gaz pendant la cuisson.
Dobraszczyk et Morgenstern (2003) confirment queédimrmation subie par la pate entourant
les bulles de gaz pendant leur expansion se faaisu une extension biaxiale. Selon
Sliwinski et al(2004a), ce ne serait pas le seul type de défavmagincontré lors du procede
de panification : la pate serait également soundisdes extensions uniaxiales et a des
cisaillements. Par exemple pendant le faconnageatia est déformée avec une combinaison
de cisaillement et d’élongation uniaxiale a degsses de déformation relativement élevées
(Sliwinski et al, 2004b), ce qui pourrait également remettre enseae fait que la
déformation se fasse a faible vitesse. Sliwinskial. (2004b) notent que la plupart des
données rhéologiques, publiés lors d'études prétésle sont obtenues a des petites
déformations et/ou a de grandes vitesses de ralaxaf mesure des propriétés rhéologiques
de la pate (rhéologie dynamique ou semi-empirigqiéeessite une mise en forme préalable du
paton a analyser. Tres récemment, Daviebal. (2007) ont discuté de I'influence de la mise

en forme sur les propriétés rhéologiques mesurées.
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Figure 12. Photographie des fraseur du
farinograph de brabender ®

] AFF 12 min
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0 |0} 200 300 400 5010

Time {5ecs)

Figure 14. Exemple de courbe de couple obtenue aveamixographe.
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2.2.2.3 Instrumentation des pétrins pour la caractérisation

des pates boulangéres

Pour tenter d’analyser les qualités boulangéresfatases, les effets des formulations
employées et I'impact des conditions de pétrissagdes qualités rhéologiques des farines,
de nombreux outils ont été développés, la plugantant de mimer les déformations subies
par la pate sans que celles-ci soient contréléessdes différentes étapes de panification.
Parmi ceux-ci, les plus connus et répandus sotvwébaraph& (inventé par M. Chopin en
1937) et I'extensograpfie Ces deux appareils étudient les déformationsadeate sur des
patons déja mis en forme. Les pétrins instrumeswé@s des outils de caractérisation directe
pendant le pétrissage. Les plus connus sont leoigraph® le mixographe® et le

consistograph®. Ces pétrins sont équipés de mesureurs de couple oapteur de pression.
2.2.2.3.1 Pétrins traditionnels

Inventé en 1927 par un chercheur hongroistatinographe® de Brabender est un
pétrin constitué d’'une cuve régulée en températiares laquelle deux fraseurs horizontaux
tournent en sens inverse a des vitesses différédidest 93 rpm respectivement) (figure 12).
De 50 a 300 g de farine peuvent étre analyséscdmgitions opératoires ont été normalisées
(AFNOR, 1998). 4 parameétres sont calculés a paesrfarinogrammes obtenus (figure 13)

. I'hydratation (WACF, Water absorption capacitynécessaire pour atteindre
500 UB (unités Brabender, unités arbitraires)

«  le temps de développement (TD) en min
« la stabilité (en min)
«  lintensité de l'affaiblissement a 12 min (AFF 12nnaprés la formation de la
pate.
Inventé en 1930, Ienixographe® permet également de mesurer la consistance de la

pate. C’est un pétrin a aiguilles dont le coupldeupest enregistré pendant la formation de la

pate (figure 14). Les parameétres étudiés sont :
« le pic de consistance
« le temps d’apparition du pic de consistance

« la valeur du couple en fin de pétrissage.
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2500 +
2000 -

1500 +

1000 -

Pression (mb)

500 -

0

15

t (min)

Figure 15. Exemple de courbe obtenue au consistogtae® de Chopin.
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Le consistograph& Chopin est un pétrin enregistreur muni d’un capté pression
dans le corps de la cuve régulée en températurs.diopassage du fraseur devant le capteur,
la pate est comprimée. La pression qui s’exercemt®ple la résistance a I'écoulement de la
pate. Les conditions de travail sont réalisées &aibnsistance constante (définition d’'une
zone d’hydratation adaptée), soit a hydratation staonte (définition d'une zone de

consistance adaptée). Les parameétres extraitsadeithe (figure 15) de consistance sont :
« la pression maximale (Prmax) en mb ;
- le temps d’apparition de la pression maximaig.{) en s ;

- la stabilité, durée pendant laquelle la pressiansapérieure a 80 % de la

pression maximale ;

» les affaiblissements a 250 449 et a 450 s (o), correspondant a la différence

entre le Prmax et les valeurs de la pression &2880 s, respectivement.
2.2.2.3.2 Apport des pétrins instrumentés

Ce paragraphe fait un état des lieux non exhadssfpétrins instrumentés existant et

tente de montrer I'apport et la spécificité de alegppareil.

En 1995, Contaminet al. ont mis au point un pétrin biscuitier pilote (Deslad)
pouvant travailler jusqu’a 6 kg de pate. Il estrimmenté pour mesurer les températures de la
pate et du fluide circulant dans la double paroilalecuve. Ces auteurs ont mesuré la
température de la pate et I'apport énergétique fenter de relier la qualité des pates et des
biscuits avec les conditions de pétrissage et lmposition biochimique des farines
(Contamineet al, 1995 ; Charun, 1997 ; Charwt al, 2000). lls ont également tenté de
réaliser des bilans énergétiques entre I'apportamae, I'énergie absorbée et I'énergie
dissipée par la pate.

En 1998, Ameille a instrumenté un pétrin bioréac{@ouvant pétrir jusqu’a 600 g de
pate) en vue de modéliser les réactions d’oxydatémiu intervenant au cours du pétrissage
des pates de farines de blé tendre (voir la dgsmmipans le chapitre matériel et méthode). Ce
travail est une adaptation plus récente de la ndéthde Smith et Andrews (1957) pour
mesurer la consommation c¢@es pates, principalement attribuée aux phénonwyestifs.
L’appareil mis au point est plus précis que cekualoppé par Smith et Andrews en 1957. Le

principe est basé sur la mesure de la teneur egeorydans I'atmosphére gazeuse entourant
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Figure 16. Schéma de principe du pétrin instrumentar Chin et Campbell (2005a)
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Figure 18. Exemples de courbes ohtees au rhéofermentométre. A. courbe ¢
développement. B. courbes de dégagement gazeux (téte gaz en fonction di
temps) obtenues en piégeant le GQAibéré (1) ou non (2). VR: Volume de ga
retenu par la pate (cm). VP : Volume de gaz perdu (cr).
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la pate isolée de l'atmosphere extérieure. Cet regpaermet d’étudier I'impact des
conditions de pétrissage et de la formulation degds (composition biochimique, ajout
d’enzyme d’oxydoréduction, de subtrats redox ouydrblases) sur la consommation
d’oxygene. Le bioréacteur, également muni d’'un @aptie couple au niveau du fraseur a été
utilisé par Cehlay (2000), puis dans le cadre deasail de thése (Levavasseairal,. 2006)
pour caractériser les pates selon des paramétdogigques définis. Les contraintes
mécaniques du systeme nécessitent de pétrir des g@thydratées (70 % d’eau pour 100 g de
farine), ce qui présente lI'avantage de ralentirgggénoménes d’oxydation, mais rend les
phénomenes observés sur les parametres de codfidedient comparables avec ceux
déterminés sur des pates boulangéres nettements nhgoiratées. La mise au point du
sitoxygraphe a pour but de transposer la mesuta densommation d’oxygéne sur un pétrin
pilote réalisant des péates dont I'hydratation @stsda gamme des conditions boulangeres.

Chin et Campbell (2005a) ont instrumenté un pédiénlaboratoire de type tweedy
équipé d'un capteur de couple, d’'un mesureur dess# de bras permettant de déterminer
'apport d’énergieork inpu) a la pate (figure 16). A l'aide d’'un systeme étaanpermettant
de faire varier la pression au sein de la cuveacésurs ont étudié I'effet des conditions de
pétrissage (vitesse, apport d’énergie, type dendaringrédients) et de pression dans
'atmosphére environnant la pate, sur I'aératios pétes et la rhéologie de celles-ci (Chin et
Campbell, 2005a et 2005b, Chehal, 2005a et 2005b).

2.2.3 Rhéofermentometre (outil de mesure de la production et de la

rétention de dioxyde de carbone

Le rhéofermentometre est un appareil de mesureadguantité de gaz carbonique
produit en cours de la fermentation (figure @@hs un systeme étanche. Deux configurations
sont possibles. Dans la premiere (vanne B ferm&ehantillon de pate levurée est placé
dans un cuve thermostatée, sur celle-ci des masStadliques tarées sont reliées a un piston.
La mesure du déplacement de ce piston permet @endaer la courbe de développement
(augmentation du volume de la pate) (figure 18.A3.pression dans le systéme étanche
augmente par le déplacement d’'un volume d’air etnpela détermination de la courbe de
dégagement gazeux total (figure 18.B.). Dans larsde configuration (vanne A fermée,
vannes B et B’ ouvertes), le GObéré (pate poreuse) est absorbé par la chauxs Da cas,

la pression gazeuse mesurée est inférieure e¢ I&ius la courbe représente le volume de
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CO; retenu dans la pate (VR). La différence entreaiess sous la courbe de dégagement
gazeux des deux conditions d’utilisation permetéerminer le volume de G@erdu (VP).

Ce systeme permet de déterminer le coefficientétiention de C@dans la pate (volume
perdu sur volume retenu) mais aussi le temps a garquel la pate est devenue perméable
(diffusion du gaz).

2.3 Modifications biophysicochimiques provoquées par le pétrissage

2.3.1 Role des transferts énergétiques

Le pétrissage entraine un apport de travail méoanigtense, déterminant pour la
gualité de la pate (Tanaka et Bushuk, 1973). Lgeemécanique fournie par le bras en
mouvement est partiellement convertie par dissipattisqueuse en un apport d'énergie

thermique a la pate.
2.3.1.1 Apport d’énergie mécanique

Pour un type de pétrin donné (géométrie de la @twaes bras), la quantité d’énergie
meécanique fournie a la pate dépend de la vitessmad) du temps de pétrissage, et du couple

(moment des forces de résistance de la pate adiaament).

Elle correspond a la somme des énergies spécifigaentanées (V) :

(V) tfinal
E= j C(t) aft) ot
t0
avec,
C(t) : couple instantané exprimé en N.m

aft): vitesse angulaire instantanée en rad.s

Expérimentalement, cette relation s’exprime :

(V1)
E=) C(t) aft) At
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Dans cette derniére relation, l'intervalle de teryi3 doit étre suffisamment petit, pour que
le calcul soit précis. Dans les pates biscuitie@mtamineet al. (1995) ont montré que la

guantité d’énergie est reliée linéairement au pitodiw carré de la vitesse par le temps (V2t).
Cette relation est verifiée dans leurs conditioastrdvail en considérant la pate comme un

fluide visqueux (Newtonien).

Lors du pétrissage, la consistance de la pate autgmatteint un maximum avant de
chuter progressivement. Lorsque la durée de pa¢resse prolonge, on observe une chute
importance de la consistance de la pate correspbonaia surpétrissage. La notion de
surpétrissage est subjective et pas obligatoiremesucié a un effet pénalisant. Tout dépend
des propriétés des pates désirées. Cependantydétrissage est fréquemment associé a
I'apparition d’un fort collant qui peut étre pérsait lors de la manipulation de la pate.

Pour des conditions de pétrissage identiques penia, I'augmentation de la vitesse de
pétrissage s’accompagne d’'une augmentation dessfale frottement au sein de la pate. En
1972, Kilborn et Tipples ont observé I'existenceird’seuil minimal de vitesse en dessous
duquel le volume du pain diminuerait fortement déamgprocédé Chorleywood (CBP), et
obtenu un développement optimum de la pate pouapport d’énergie minimum de 9
kJ.kg" de pate. De plus, selon ces auteurs, un pétrissageun apport d’énergie constant
(vitesse variable) permettrait de réduire consiléraent le temps de développement de la

pate.

2.3.1.2 Energie absorbée dans la pate, énergie dissipée par

celle-ci

En pratique, I'énergie absorbée par la péate esturdespar son élévation de la
température pendant le pétrissage (Contareirad, 1995 ; Charuret al, 2000). Une part de
I'énergie transmise par le bras en mouvement esirbbe par la pate, 'autre non retenue est
dissipée a I'extérieur. La mise au point de pgienmettant la régulation de la température de
la cuve du pétrin (systeme de liquide circulantsdame double enveloppe), permet de
mesurer cette énergie dissipée (Contamimeal, 1995). De méme, la température de
'atmosphére entourant la pate peut évoluer entifmmades échanges. Ainsi, le bilan des
eéchanges montre qu'il est impossible de disso@esysteme pateux de son milieu. Seule

compte I'énergie dissipée dans la pate.
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Tout d’abord, c’est principalement l'apport d’éniergmécanique qui détermine
'énergie absorbée, mais la valeur de I'énergiecifippéle instantanée va influencer les

variations plus ou moins rapides de la températarpate.

Ensuite, I'évolution de la température de la patesconséquences sur les caractéristiques de
la pate. D’aprés Hlynka (1962), la consistance argmavec la température de la pate. A
consistance égale, la vitesse de développemerat jpigté augmente avec la température de la
pate. Au contraire, Bloksma et Nieman (1975) indiffuque la viscosité de la pate passe par

un minimum entre 40 et 45 °C.
2.3.2 Role des composants de la pate lors du pétrissage

2.3.2.1 Levures

Quand la quantité de levure ajoutée, en générél.cerevisiagest de 2,5 % par rapport
a la masse de farine 240cellules sont inoculées par kg de farine, (Guirkd78).
L’ensemencement réalisé a pour conséquence d’audgmianquantité d’enzymes dans le
milieu (Potus, 1997). Dés la phase de pétrissagégrmentation débute sous I'action des
levures. A partir des glucides libres ou libérés les amylases de la farine, les levures
produisent du C@ de I'éthanol et des acides organiques (Rouss€hebn, 2002). Le C®
produit est responsable de I'expansion des bullegad pendant la fermentation et la cuisson.

Pendant le pétrissage, celui-ci est libéré detia par brassage (Celhay, 2000).
2.3.2.2 Eau

En général, la teneur en eau d’'une farine se aitit@ur de 15 % par rapport a la masse
de farine humide en fin de mouture. Plus une faese humide plus elle risque de se
détériorer rapidement par l'activation des réadidfydrolyse et d’oxydation et la mise en
place de conditions favorables au développementndésissures, levures et bactéries.

Dans la pate hydratée a 45 % d’eau pour 100 g tks pae part de I'eau (10 %)
provient de la farine, I'autre part est ajoutéesdEncuve du pétrin. Elle permet la formation
de la pate lors du mélange des ingrédients lordfrasage. Elle favorise les réactions
biochimiques et sert également d'agent plastifiaoist-a-dire qu’elle abaisse les
températures auxquelles les protéines et I'amidmssgnt d’'un état solide et rigide a un état

caoutchoutique (pate).

50



Travaux antérieurs

Q
O
O
&
chaine branchée d'amylopectine QO
OOODOOODOODO@OQOO-D0.0000D
OO o -
IS 3 liaison alpha-(1,4)
| unité glycosyte . )

- .
g liaison alpha-(1,6)
O

extrémité réductrice

chaine linéaire d'amylose

O TS e B B S P A A DR e S S D S R

Figure 19. Structure de I'amylose et de 'amylopeate (d'aprés Feillet, 2000)
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Figure 20. Organisation supramoléculaire du granule d’amidon (d’aprés Feillet
2000).
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2.3.2.3 Matieres minérales

Le taux de cendres définit le type d’'une farineddpend du taux d’extraction de celle-
ci. En effet, les farines dont le taux de cendstsééevé sont plus riches en sons (enveloppe
du grain de blé). Actuellement, le type le plusramti est le type 55 (taux de cendres compris
entre 0,5 et 0,6 % par rapport a la matiére séche).

2.3.2.4 Chlorure de sodium (NacCl)

En panification, le chlorure de sodium est un estewr de godt. Il est ajouté quelques
minutes avant la fin du pétrissage, provoquantauggmentation brusque de la consistance de
la pate (Feillet, 2000). Les quantités ajoutéesemarselon les recettes et le type de pain
fabriqué, mais en général, la dose ajoutée se aiitaur de 2 % par rapport a la farine. Les
directives du plan national nutrition et santé reowndent des teneurs en chlorure de sodium

inférieures ou égales a 1,7 %.

Le premier effet du chlorure de sodium ajouté danpéate est la modification de la
force ionique du milieu. Par conséquent, il poamaddifier la répartition des interactions de
faibles énergies entre les protéines du glutens{®ne 1981), en diminuant leur solubilité et
en favorisant leur agrégation. Dans une étude msistograph® Malet (2005) observe plut6t
un gain de stabilité des pates qu’une augmentat®oronsistance, ainsi qu’une diminution
d’extractibilité des protéines et une variation sldes proportions relatives de chacune des

fractions protéiques.

Le chorure de sodium est par ailleurs, décrit cormménhibiteur de la LOX (Nicolas,
1978). Il est d'usage de l'ajouter en fin de péuage, afin de favoriser les réactions

d’oxydation et par conséquent I'obtention de pairte mie blanche.
2.3.2.5 Glucides et polyosides

Les glucides représentent 80 % de la farine, pe sous forme d'oses (1 %). La
plupart d’entre eux sont sous formes polyosidiqiest 'amidon (95 % des glucides) et les

pentosanes (2,5 % par rapport aux glucides).

L'amidon est un composé que I'on retrouve dispersé dapldae protéique de la pate.
Il est présent dans la farine sous forme de graméenant deux types de polyosides qui se
distinguent essentiellement par leur degré de bement (figure 19) : I'amylose (26-28 %)
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Figure 21. Structure chimique des arabinoxylanes délé (d’'aprés Fincher et Stone
1986)
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composé de chaine linéaire (liaiswi{1,4)) et I'amylopectine (72-74 %) composé de ohal
principales (liaisorn-(1,4)) ramifiées (liaisoru-(1,6)). Les chaines linéaires apportent une
plus grande viscosité que les chaines ramifiéesnidon est organisé sous forme de granules
(figure 20), 'endommagement partiel de ces gramldes de la mouture permet I'accessibilité
des enzymes hydrolytiques. Issus de la paroi diéslesde I'albumen, plusieurs types de
polysaccharides non amylacés sont présents dandariae: arabinogalactanes et
arabinoxylanes notamment. Les premiers constitlest pentosanes Présents de facon
majoritaire, les arabinoxylanes sont constituésiel’chaine linéaire (squelette) d’'unitésfde
D-xylopyranose ramifiées em-(1,4) sur laquelle sont substitués des résidusLée’
arabinofuranose par des liaisamg1,3 et/oua-(1,4) (figure 21). La distribution des résidus
d’arabinose sur la chaine de xylose est irregulienéin, certains de ces résidus sont estérifiés

par une molécule d’acide férulique (AF) sur le cand 5.

Les arabinoxylanes peuvent étre séparés en decbofrg, I'une (20 a 40 %), soluble
dans l'eau (WEAX) et l'autre insoluble (WUAX). L'semble des arabinoxylanes ne
présentent pas de différences structurales maje(Resiau, 1996), seule la taille des
macromolécules influence leur solubilité dans I'éRauau et al. (1994 ont montré que les
pentosanes insolubles ont une forte capacité d'ptisn de I'eau (10 fois leur poids) et que
les pentosanes solubles peuvent former des sadutiemaute viscosité et donner des gels lors
de l'oxydation par des agents générateurs de nadiiares (agents chimiques, POD®3,
LOX/acide linoléique, laccasefD

2.3.2.5.1 Role de I'amidon

Lors de la mouture, les granules d’amidon peuvesténdommagés. Dans les granules
lésés, les chaines de glucose sont rendues adessmilx amylases ce qui permet en début de
fermentation de mettre a la disposition des levures quantité plus importante de sucres
fermentescibles et accélérer la production gaze@eadant le pétrissage, la libération des
sucres fermentescibles est progressive et attainaux d’environ 2 mg:yms (Potuset al,
1994).

Par ailleurs, la modification de la structure daigrd’amidon a pour conséquence
laugmentation de son pouvoir d’adsorption de l'eha capacité de rétention d’eau de la
farine augmente avec le taux d’amidon endommageés te la formation de la pate, si la
guantité d’eau est limitante, il peut entrer en pétition avec le gluten vis-a-vis de I'eau et

entraver ainsi le développement optimum du réseaigigue. Par ailleurs, I'élévation de la
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Figure 23. Exemple de liaison covalente entre de€sgidus d’acide férulique reliant deu:
chaines d’arabinoxylanes
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Figure 24. Réactions proposées pour expliquer I'action de I'AFen présence ou non ¢
laccase pendant le pétrissage (Labat, 2000). PSSPBrotéine oxydée ; PSH protéine
réduite ; PSe : radical thiyl protéique ; RSSR : peptide oxydé ;RSH : peptide réduit;
RSe : radical thiyl peptidique.
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teneur en eau lors de la formation de la pate a pouséquence de diminuer la
température de transition vitreuse de I'amidonufieg22). Aprés le pétrissage, 'amidon est
partiellement hydrolysé pour fournir les sucresmiemntescibles aux levures, et lors de la
cuisson, la gélatinisation de celui-ci contribuggar la structure du pain.

2.3.2.5.2 Role des pentosanes

Les pentosanes jouent un rble important dans liésdment des propriétés
rhéologiques des pates, d’'une part en participdatc@mpétition vis-a-vis de I'eau avec les
protéines du gluten et I'amidon endommagé et deaptart en modifiant la viscosité de la
phase aqueuse de la pate lors de réaction decgébfi oxydative (Izydorczykt al, 1991).

Dans la péate, la forte capacité d’adsorption d@esi pentosanes influence la répartition
de celle-ci. A faible dose, les AX solubles faveris la répartition homogéne de I'eau et

I'établissement de liaisons hydrogene avec I'amieloles protéines.

En présence d’agent oxydant, la gélification desbiaoxylanes hydrosolubles est
provoquée par la formation de liaisons covalentas liintermédiaire de I'acide férulique
(figure 23). La gélification oxydative a été déerpar Figueroa-Espinozzt al. (1998c) en
utilisant la laccase ddPycnoporus cinnabarinuu la manganése peroxidase comme
catalyseur. Lors de la gélification oxydative desb&noxylanes, des liaisons covalentes sont
formées mais des liaisons faibles de type liaisgirdgene jouent aussi un réle important.
Carvajal-Millan et al(2005c) ont clairement démontré, en faisant vateerdegré de
féruloylation des arabinoxylanes hydrosolublegfle central de I'acide férulique aussi bien
pour la gélification des pentosanes que pour leprigtés rhéologiques et structurales du
réseau obtenu. Lors de la formation des gels, BAFconsommé et des dimeres sont formeés,
reliant de facon covalente les chaines d’arabiramed entre elles, de méme la formation de
triméres d’AF est observée en faible quantité. Beshevétrements physiques pourraient
compléter l'effet des interactions biochimiques poantribuer a la structure finale du gel
d’arabinoxylanes solubles. La gélification oxydatiinduite par les laccases entraine le
formation d’'un gel peu stable du fait de la réat#ides radicaux formés par 'enzyme apres
formation du gel, qui vont dégrader celui-ci, néitasit I'inactivation thermique de I'enzyme
pour empécher la formation de radicaux réactifsogiserver un gel avec des propriétés de

dureté.

D’apres Labatet al. (2000b), I'AF et I'AS estérifiées a des composésfaele poids
moléculaires pourraient étre impliqués dans I'affasement des pates au surpétrissage.
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Tableau 4. Classification des protéines selon lesplubilité (d'aprés Osborne).

Classification Solubilité Mr (kDa)
. - Dans les solutions salines
Albumines - , 16
Protéines - Lors de dialyse contre de I'eau.
solubles Globulines - Dans les solutions salines 16-20
- Précipitées par dialyse contre de I'eau.
o - Dans les solutions aqueuses a teneur
Gliadines élevée en éthanol 70 %. 25-75
4 - - Dans les solutions aqueuses d’agide
ilr::;?)tliltr)lleess Gluéi?/:nes aceétique ou alcalines diluées ou par des solutions> 100
( ) d’agents dissociants (SDS, savon, urée...).
Gll(JHtg?/:)nes - Insolubles dans les solutions précédentes. > 1000
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Garcia €ommunication personne)lea observé que I'AF libre, en présence d’AF
estérifie, est préférentiellement oxydé par la pyilase. Les radicaux féruloyl libres formés
sont réactifs et vont co-oxyder les résidus AF rdgis. Ces résultats indiquent que la
présence d’AF libre dans la pate (mais aussi d’Afne en petite quantité pourrait avoir des
conséquences rhéologiques importantes puisqu’emt éeydés, ils forment des especes
radicalaires qui semblent réactives et vont oxydemiquement des composés de la pate en
étant régénérés. Un mécanisme similaire a été péopar Labagt al.(2000a) pour expliquer
I'effet de I'ajout d’AF dans la pate lors du pésagje en présence de laccase (figure 24).

Par alilleurs, l'effet de la fraction insoluble dasbinoxylanes (WUAX) est plutot
négatif en panification en provoquant une baisskadeachinabilité de la pate (Rouatal,
1994). De plus, la forte capacité d’adsorption d'ekes pentosanes insolubles modifie le
développement du gluten en entrant en compétitvaic ae dernier pour la fixation de I'eau
(Wang et al, 2003). Pour remédier a cela, ces auteurs propabetionger le temps de
pétrissage et/ou d’ajouter du NaCl. Par ailleuls,font I'hypothése que les pentosanes
interagissent directement avec le gluten et dimmhle taux d’agrégation des protéines du
gluten. L'utilisation d’endoxylanases spécifiquesrmet de limiter I'effet néfaste de la
fraction insoluble des pentosanes en les rendanielEment solubles sans dégrader les
pentosanes de la fraction soluble.

2.3.2.6 Protéines

Le blé renferme un grand nombre de protéines épres de structure, de réserve ou
encore ayant une fonction biologique. Le pourcentdg protéines varie de 7 a 15 % et
constitue un des premiers indicateurs de la quadigeblés. L'aptitude d’'une farine de blé a la
panification dépend principalement d’'une teneurvéde en protéines, notamment en
gluténines. On qualifie de « forte » une farinersiyan fort taux de protéines, qui déterminent
une élasticité élevée de la pate boulangéere. Glotmit en panification anglosaxonne, une
farine « forte » donne un pain plus volumineux q&udarine dite « faible » qui posseéde un
faible taux de protéinesOutre I'aspect quantitatif des protéines, leur raatinfluence

particulierement la qualité boulangé&Fénney et Baltimore, 1948 cités par Labat, 2000

Le gluten, constitué de gliadines, de gluténinesate partie de lipides, correspond a
la fraction insoluble dans I'eau des farines. lutpeonc étre obtenu par lavage a l'eau
(lixiviation) de la pate de farine de blé. D’'un pbide vue technologique, ses propriétés

viscoélastiques contribuent majoritairement a teati#é de la pate.
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proteines de la farine
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. — (PM =28 & 75 000) (PN > 100 000)
albumines | globullines |

w-gladires ﬁ—giiédines SGFPM SGHPM
I

c-ghadines
|

agliadinas
pralamines prolaminas pralaminas
pauvres en soufre riches 2n soufre HPM

proteéines fonctionnezlles proiéines du glulen

Figure 25. Classification des protéines selon Osborne (190&) Shewry (1986
SG-HPM : sous unités gluténines de haut poids moléaire ; SG-FPM ; sous
unités gluténines de faible poids moléculaire (d’ags Feillet, 2000).
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Figure 26. Composition en lipides libres et liés déa farine (d'aprés Feillet,
2000).
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Depuis 1907, la classification d’Osborne séparepleséines en quatre grands groupes
suivant leur solubilité : les albumines solublessifieau, les globulines solubles dans I'eau
salée, les gliadines solubles dans les solutiammhdjues et les gluténines insolubles dans les
solutions précédentes (tableau 4). Une classifiogilus récente a été proposée par Shetvry
al. (1986) :

. Les albumines et globulinegprésentent 8 % des protéines de la farine dans

lesquelles se trouvent la plupart des enzymeset -amylases, protéases, oxydoréductases,

notamment

« Les gliadines(ou prolamines) sont de protéines monomériquesesi en
résidus glutamines et prolines. Elles représergamiron 40 % des protéines de la farine et
sont divisées en deux groupes en fonction de lenasriétés biologiques, biochimiques et de
leurs origines génétiques (figure 25) : les gliadirpauvres en soufre)-gliadines) et les
gliadines riches en soufr@, (o et y-gliadines) (Shewret al, 1986). Darde (2001) distingue
ces 4 classes selon leur mobilité électrophorétejuenilieu acide. Lors de la formation du
réseau de gluten, les gliadines s’associent edlige par liaisons hydrogéne, interactions
hydrophobes et formation de fibrilles. Leur comfposi en acides aminés leur permet
seulement de réaliser des ponts disulfures intrigentaires. Les gliadines sont
principalement impliquées dans la composante vissgiglu gluten et donc responsables en
grande partie des propriétés d’'adhésion de la jpéles sont capables de former des ponts

disulfures intramoléculaires uniquement.

« Les gluténinegenviron 50 % des protéines de la farine) sont greséines
polymérisées et agrégees résultant de la polyntiérnisdes sous unités gluténiques de haut
poids moléculaire (SG-HPM) et des sous unités gigtees de faible poids moléculaire
(SG-FPM). Elles sont partiellement solubles darssdeides et les bases diluées, dans les
solutions d'urée ou les détergents (Darde, 200l1les LSG-HPM contiennent
approximativement 1 a 2 % d’acides aminés souftgwésentent un caractére hydrophobe
voisin de celui des-gliadines. Les SG-FPM représentent 60 a 80 % tesrgnes totales.
Les sous unités gluténiques sont capables de siasgar I'intermédiaire de ponts disulfures

intermoléculaires.

Les caractéristiques biochimiques des protéine®lubkes leur conferent leurs
propriétés (Feillet, 2000). Elles ont une faibleeier en acides aminés ionisables. En
revanche, elles sont riches en acides aminés hyldset en glutamine, facilitant la

formation de liaisons hydrogene a l'origine desppités d’adhésion et de cohésion du
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Figure 27. Principaux acides phénoliques contenusads la farine.
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Figure 28. Principaux diméres d’acide férulique préents dans la farine et dans la pate.
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gluten. Elles sont également riches en acides arapélaires permettant I'agrégation des
protéines, la fixation des lipides et des glycalgs par l'intermédiaire d’interactions

hydrophobes. Enfin, elles sont capables de formesr gbnts disulfures intermoléculaires
entrainant I'association de gluténines de haut oibléculaire appelée macropolymére de
gluténine (Doret al, 2003a ; Doret al, 2003b ; Don, 2005).

2.3.2.7 Lipides

Les lipides sont des composés minoritaires derladgde 1,5 a 2 % par rapport a la
masse de matiere séche). On distingue deux graatiegories de lipides au sein de la farine :
d'une part les lipides libres qui sont extractibfeer I'éther de pétrole, et d’autre part les
lipides liés qui ne peuvent pas étre extraits gasavant (figure 26). Les lipides libres sont
composés principalement de lipides non polairesa(nment les triglycérides) alors que les
lipides liés sont constitués majoritairement deidls polaires (phospholipides et
glycolipides). lls ont un réle important aussi bipendant la conservation que lors de
l'utilisation des farines (Pomeranz, 1967 ; Panoetzal, 1993). En effet, la libération des
acides gras par hydrolyse ainsi que I'oxydatiorce® composés lors de la maturation de la
farine seraient a l'origine de I'amélioration desalités boulangéres de la farine en
panification (Nicolas, 1979; Castelé al, 1998) puis a leur détérioration lorsque le stgeka
se prolonge. L'oxydation des lipides (formationtiade d’hydroperoxydes) peut se produire
soit par oxydation chimique (Liavonchanka, 2006} par I'action des lipoxygénases (brash,
1999) (voir chapitre 2.4.3.1.1, le systéme LOX-PYFA

2.3.2.8 Acides phénoliques

Situé dans les couches périphériques du grain éleldlir teneur est de l'ordre de
110 pg.g- ms (Louarmeet al, 2004). Les acides phénoliques de la farine sontipalement
des acides hydroxycinnamiques, comme les acidadigée (AF), sinapique (AS)p-
coumarique (ApC) et caféique, et des acides hydrengoiques, comme les acides vanillique
(AV) et syringique (ASR) (figure 27). En conditiorsxydantes, la plupart peuvent se
dimériser. C’est le cas de I'AF, dont les dimérdsment différentes structures (figure 28).
L’AF est I'acide phénolique majoritaire (environ 90), présent essentiellement sous une
forme liée, estérifiée aux arabinoxylanes. Une Iéaiproportion d’AF est libre (soluble).
L’AS, deuxieme acide le plus abondant, est qudni plutét présent sous forme soluble libre

(Labatet al, 2000b). Extraits a partir de 6 gluten commercjdes quantités totales d’AF et
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Figure 29. Structure du trimére d’AF (d’aprés Rouauet al, 2003)

PESX (88X > (OSSX PSSX
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Figure 30. Schéma des échanges thiols/disullfurestérvenant dans la pate lors d
pétrissage (d'aprés Potus, 1997). PSSP : protéingyolée ; PSH : protéine réduite
CSSC: cystéine oxydée; CSH: cystéine réduite GSSG : glutathion oxydé;
GSH : glutathion réduit ; XSH : peptide réduit ; XSSX : peptide oxydé; couplage
mixte : PSSX, GSSX, CSSX, CSSP, GSSP.
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d’AS, libres et liés, sont respectivement compesée 4,9 et 17,7 pg.100et 1,4 et
3,5 1g.100g (Labatet al, 2000b). Louarmet al. (2004) ont également dosé les teneurs en
acides phénoliques des farines de variétés purksnmege 2003 par CLHP-UV.

Des quantités comprises entre 77 et 115 figig pour I'AF et entre 6 et 13 ud.gns
pour 'AS ont été mesurées. Dans les farines, ta@AS libre est plus importante (26 % de
la quantité totale en moyenne) tandis que cellé-diBre est en moyenne de 10 % par rapport
a la quantité totale dosée. Dans la farine, lesitifgéa de dimeres d’AF sont minoritaires. Les

autres acides phénoliques évoqués ci-dessus $étdtale traces dans le gluten et la farine.

Récemment, Carvajal-Millaet al. (2005a) ont détecté la présence de trimeres d’AF
(figure 29). Barronet al. (2007) ont étudié la répartition des AF dans lesiches
périphériques du grains de blé mature, confirmaetIthAF peut étre utilisé comme marqueur

du fractionnement du grain de blé.

Enfin, il est utile de signaler que I'AF posseds geopriétés antioxydantes (Kikuzaki
al., 2002).

2.3.2.9 Oxygéne

L’'oxygéne est souvent oublié puisqu’il est présdans l'air. Or, c’est un acteur
indispensable pour les réactions d’oxydation. Déeg pétries sous atmosphéere pauvre en
oxygene se développent peu (Gravelahal, 1985). Actuellement, I'importance de p@st

de plus en plus considérée (Eyoetal, 2003 ; Dobraszczyk, 2005).

2.4 Interactions biochimiques au sein de la pate

Lors de la formation de la pate, I'hydratation deslécules composant la farine permet
I'établissement de nombreuses interactions entie dmrnieres telles que des liaisons
hydrogéne, ioniques, hydrophobes et covalentess ldur pétrissage, I'ensemble de ces
interactions sont susceptibles d’étre remaniéegadudes contraintes mécaniques et de la
présence dautres ingrédients dans la formulati@s g¢ates (levure, NaCl, agents

d’oxydoréduction, auxilaires de fabricatiaic.).
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2.4.1 Développement du réseau protéique de gluten — échanges thiols
(SH) / disulfures (SS)

Lors du pétrissage, le réseau protéique se déwelspps l'effet nhotamment de réactions
d’échange SH / SS impliquant I'ensemble des congppséeurs de groupement SH (figure
30). Différents modeles ont été proposés pour gupli les interactions entre les gluténines
SG-HPM et SG-FPM (Khan et Bushuk, 1979 ; Gravelandl, 1985 ; Kasarda, 1989 ; Gao
et Bushuk, 1992 ; Hamer et Van Vliet, 2000 ; BeltdB05). Aucun consensus n’est trouvé,
mais tous ces auteurs s’accordent sur la préseeceponts disulfures inter et intra
moléculaires et d’interactions hydrophobes au deiméseau de gluten. Par ailleurs, Tilkty
al. (2001) ont émis des hypotheses sur le role desrdsmde tyrosine dans la formation du
réseau de gluten. Hanft et Koehler (2005) ont dfi@mtar HPLC couplée a la spectrométrie
de masse les teneurs en résidus dityrosine ddasria et ceux formés lors du pétrissage. Au
vu des quantités de dityrosine formées pendanétigspage, ces auteurs indiquent qu'il est
peu probable qu’elles jouent un réle important dnformation du réseau de gluten. Ces
mémes auteurs observent également une formationeade dityrosine lors d’'un pétrissage
en présence d’'une quantité importante de glucoggase avec un ajout simultané de glucose.
Des résultats similaires ont été obtenus par RodedVateoset al. (2006), qui confirment

leurs hypothéses.

En présence d’oxygene (Gravelagidal, 1985), le pétrissage provoque l'augmentation
de I'extractibilité des protéines de haut poids éoalaires (Weegelst al, 1996 ; Surekt al,
2006) attribuée a la dépolymérisation du réseatéjguee. Ces réactions conduisent a une
modification de la composition des macropolymeregégiques(insolubles au SDS) et lors
du repos conseécutif au pétrissage, des réactemspblymérisation modifient les structures
(Weegelset al, 1997). Lindsay et Skerrit (1998) ont montré pae analyse par microscopie
gue les SG-HPM forment des chaines et des réséansxqae les SG-FPM forment des petits
groupes et des agrégats.

2.4.2 Interactions pentosanes-protéines

Labat et al. (2001) ont suggéré gue les pentosanes solublefprerant un réseau,
limiteraient le mouvement des gluténines et la fation de plus gros agrégats. Les travaux de

Carvajal-Millan et al. (2005b) confirment que le coefficient de diffusi@pparent des
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Tableau 5. Ensemble des systéemes impliqués dansréactions d’'oxydoréductions des pates (Potwet al, 1999).

Enzyme Réactions catalysées

Acide linoléique : oxygéne oxydoréductase ou Acides gras polyinsaturés

lipoxygénase(LOX) S . .
EC 1.13.11.12 hydroperoxydes d’acides gras insaturés
Donneur d’hydrogéne : peroxyde d’hydrogéne H,O; + DHy & 2 H,O+ D
oxydoréductase operoxydase(POD) et

EC1.11.1.7 H,0, + 2 DH+ 2 H,0+ DD

Donneur d’hydrogéne : peroxyde d’hydrogéne
oxydoréductase ocatalase(CAT) 2 HO, & 2 HO+ O,
EC1.11.1.6

Monophénol, diphénol : oxygene oxydoréductase monophénol + 1/2 ©— diphénol
outyrosinase et
EC 1.14.18.1 diphénol + 1/2 @<« quinone + HO

Diphénol : oxygéne oxydoréductase ou
polyphénoloxydasgPPO) diphénol + 1/2 @« quinone + HO
EC 1.10.3.1catécholas® EC 1.10.3.2laccase

L-ascorbique : oxygene oxydoréductaseaoige
ascorbique oxydase
EC 1.10.3.3

acide L-ascorbique + 1/2,3~ acide
L-déhydroascorbique +40

Glutathion : acide déhydroascorbique réductas
glutathione déhydrogénase
EC1.85.1

" 9%SH + acide L-déhydroascorbigue
GSSG + acide L-ascorbique

B-glucose : oxygéne oxydoréductasegtucose
oxydase(GOX)
EC1.1.34

3-D-glucose+ @< D-gluconolactone +
H.0,

Thiol : oxygéne oxydoréductase sulfhydryle
oxydase(SOX) 2 PSH + Q< PSSP + KO,
EC 1.8.3.7

Superoxyde : superoxyde oxydoréductase ou
superoxyde dismutas€SOD) 20, +2 H < 0y + H,0,
EC1.15.1.1

glutathion : protéine disulfure oxydoréductase

EC 1.8.4.2 2 GSH + PSSR> GSSG + 2 PSH
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protéines absorbées sur des gels d’arabinoxylasables décroit lorsque le degré de

réticulation et la concentration en arabinoxylategel augmentent.

D’aprés Wanget al. (2002), les pentosanes solubles, par I'interméslides arabinoxylanes
lites aux acides féruliques, sont impliqués diraetat dans la formation du gluten. Le mode
d’action des arabinoxylanes liées aux acides ffuek pourrait étre de deux types.
Premiérement, la réticulation des pentosanes sduwanduit a 'augmentation de la viscosité
de la phase liquide. La viscosité est en génér&hcteur limitant le taux d’agrégation et donc
la formation du gluten (Wangt al, 2004). Deuxiemement, des réactions faisant iaterv
I'AF favoriseraient I'agrégation du gluten. Ceseaus proposent I'existence d’'une éventuelle
liaison (non démontrée) entre les arabinoxylandgesprotéines du gluten. En présence de
laccase, Labaet al. (2000a) ont montré que l'acide férulique libre ugo dans la pate
accentue l'affaiblissement de la pate pendant tiesgége (mesuré par le couple au niveau du
bras du pétrin), cet affaiblissement étant attridudne dépolymérisation des protéines de haut
poids moléculaires (chutes du rapport SG-HPM/SG-FRBés contradictions suggérent que
les interactions entre le réseau des pentosarksgtiten sont de plusieurs ordres, physique,
compétition sur I'eau et chimique. Le réle médiatda I'AF peut expliquer les interactions
par des échanges oxydoréducteurs entre les dewaurés pouvant conduire a une
amélioration de la réticulation ou de I'agrégatam celui-ci, ou quand il est présent en forte

dose une dégradation des polymeres.

2.4.3 Réactions enzymatiques intervenant lors du pétrissage.

2.4.3.1 Réactions d’oxydoréduction

Les réactions d’oxydoréduction se produisant enifipation sont multiples et
complexes (tableau 5). Elles font intervenir untaiarnombre de systémes oxydoréductase-
substrats redox (Nicolast al, 2007). Dans ce chapitre, les systéemes étudiédmia thése
sont détaillés, les autres simplement mentionnéshaque fois, leur réle technologique est

précise.
2.4.3.1.1 Systéme LOX-PUFA

La lipoxygénase (linoléate:oxygéne oxydoréduct&se,1.13.11.12) est une enzyme a
fer qui catalyse I'oxydation des acides gras palgtnrés (PUFA) contenant le motif cis-cis-

1,4- pentadiene. Dans la farine, ce sont principal# les acides linoléique {§2) eta
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Figure 31. Mécanisme d’'oxydation catalysée par la @X (EC 1.13.11.12
d’'aprés Liavonchanka et Feussner (200¢




Travaux antérieurs

linolénique (Gs:3), a I'état libre ou estérifiés sous forme de maytiycérol pour ce

qui concerne la LOX de blé.

2.4.3.1.1.1 Activité LOX des farines

Dans la farine de blé, des études récentes rappalts activites LOX comprises entre
20 et 100 nkat:gms (Eyoumet al, 2003 ; Leenhardtt al, 2006a ; Levavasseet al, 2006)
pour des farines de diverses origines. La farindeste ou de soja ont des activités LOX
nettement supérieures et des spécificités difféseatcelles trouvées dans la farine. Eatry
al. (2006) ont étudié la distribution de I'activité XQldans les fractions meuniéres et observé
gue 50 a 65 % de l'activité provient du germe. @ssiltats sont relatifs, la teneur en LOX
étant dépendante de la variété de blé, ainsi queeabédé de mouture (taux d’extraction de la
farine, notamment). Bien que les diagrammes de umesitne soient pas comparables, les
résultats de Evergt al. (2006) sont en accord avec ceux de Rarml. (2001) a savoir que la

fraction contenant les sons est plus riche enigetid® X que les autres fractions meunieres

2.4.3.1.1.2 Réactions catalysées

Le mécanisme d’oxydation débute par la transfomnatd’l mole de PUFA en
intermédiaires radicalaires stabilisés par desaggement intra-moléculaires, puis une mole
d’'O, est insérée pour former un hydroperoxyde (progdihaire de la réaction) (figure 31,
Liavonchanka et Feussner, 2006). Au sein de la [Raikev et al (1967, cités par Nicolas et
Drapron, 1981) ont montré que I'oxygéene incorpa@sila molécule d’hydroperoxyde formé
provenait exclusivement des molécules d’oxygensodis dans la phase aqueuse en utilisant
de 'O, marqué (¢P). La plupart de I'QG consommé par la pate lors du pétrissage peut étre
attribué a l'oxydation des PUFA par la LOX (Smith Andrews, 1957 ; Eyoum, 2002 ;

Levavasseuet al, 2006).

2.4.3.1.1.3 Effets de la lipoxygénase en panification

Pendant le pétrissage, la LOX a de nombreusesidnoisct oxydation des acides gras
polyinsaturés (PUFA), blanchiment de la pate, Abién de lipides, amélioration de la

tolérance au surpétrissage, du temps de relaxettidon volume du pain.

Bien que d'autres enzymes présentes dans la falnédlé tendre, telles que la
peroxydase (POD) ou la polyphénol oxidase (PPQ}jcgezent au blanchiment des pates, il

apparait que la LOX joue un rble majeur dans ce n@mé&ne
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Figure 32. Hypothése sur les échanges thiols/disutés engendré

par l'action de la peroxydase surles pentosanes (d'apres Garci

2000)
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(Nicolas, 1978 ; Nicolas et Drapron, 1983). L’'ajaiat lipoxygénase de feve ou de soja

sous forme de farine est couramment répandu pauochir la pate.

D’un point de vue nutritionnel, 'oxydation des PAJIEt la co-oxydation des pigments
caroténoides et des tocophérols constituent unéndgiilon en acides gras essentiels et en
provitamines A. Leenhardit al. (2006b) suggerent de choisir des variétés de ibltemant
compte du rapport pigments/activité¢ LOX de facotinditer la perte nutritionnelle (forte
concentration en pigments pour une faible actiM@éX). Ces auteurs proposent également la
réduction du temps de pétrissage et des périodésriabentations plus longues pour limiter
l'incorporation d'GQ dans les pates et préserver les capacités ansintesl des pigments
caroténoides et des tocophérols également.

Bien qu’il n’ait jamais été clairement démontréfiet améliorant sur les propriétés
rhéologiques de la pate de la LOX est probablemiért des mécanismes de co-oxydation des
groupements thiols accessibles des protéines dtengl(Grosch, 1986). Au cours du
pétrissage, des complexes lipides-protéines samé® sous I'action de la lipoxygénase
(Potus et Drapron, 1991), lors des réactions d’atigd des PUFA. Les qualités plastiques du
gluten sont alors renforcées et la pate est pliésatate au surpétrissage (Hoserstyal,
1980).

Enfin, au sein de la pate, un certain nombre deposé sont inhibiteurs de I'activité
LOX, le NacCl, le peroxyde d’hydrogene {&), I'AF et un polypeptide (Nicolas, 1978).

2.4.3.1.2 Systéeme POD-AF

Les peroxydases (POD, EC 1.11.1.7) oxydent les osagpphénoliques de la pate en
présence de peroxyde d’hydrogene@b). La présence de peroxyde d’hydrogene reste le
facteur limitant 'expression de cette activité ¢blaset al, 1993 ; Nicolas et Potus, 1994).
Sur le plan technologique, elle renforce la cohgésles gels protéiques ou glucidiques. En
oxydant I'acide férulique (formation de radicaulkrés), elle est capable de polymériser les
protéines par formation de ponts disulfures (figB2® ; mais elle réalise aussi des pontages
phénolique entre tyrosine en présence ;@H(Matheis et Whitaker, 1984). La POD, en
présence d’'un donneur d’'oxygene, polymérise a@sspkntosanes solubles en pentosanes-
pentosanes par pontage phénolique entre deux ségithcide féruliqgue (Neukom et
Markwalder, 1978). Une polymérisation pourrait agesfaire par pontage covalent entre un
groupement thiol d’'une cystéine protéique et udadérulique au niveau de sa double liaison
activée (Hoseney et Faubion, 1981).
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Figure 33. Mécanisme proposé par Grosch et Wieserl999
pour expliquer I'effet améliorant du L-thréo-AA dans la pate
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La peroxydase oxyde également, grace a son grouypdmene, en présence d’oxygene, les
acides gras insaturés et détruit, par conséquesitpigpments caroténoides. En présence de
glucose oxydase (voire de hexose oxydase), la PlDRAotivée par la fourniture de peroxyde
d’hydrogéne (Garciat al, 2004).

2.4.3.1.3 Systéme CAT-H,0,

Peu d’études ont été consacrées aux effets dediasa ( EC 1.11.1.6) en panification.
Quelques auteurs lui attribuent un effet améliosantles propriétés rhéologiques (Irviee

al., 1954), ainsi qu’un accroissement du blanchimestghtes (Hawthorn et Todd, 1955).

La catalase entraine la dismutation du peroxydgdidgene en oxygene et en eau :

2 H,0, -~ O, + 2 H,0

Le fonctionnement de cette enzyme dans la patessiéeela présence dB,. Ce
dernier n’a jamais été clairement identifié danpage. Bien que I'activité catalasique dans le
farine et dans la pate soit de plusieurs pKams (Eyoumet al, 2003), les constantes
cinétiques des isoformes de l'enzyme (Garetaal, 2000) et la dénaturation partielle
irréversible de celles-ci lorsque le pH devientdadiDelcroset al, 1998) suggérent que lors
du pétrissage, cette enzyme se trouve dans desitionnd peu favorables pour la

manifestation de son activite.
2.4.3.1.4 Systéeéme acide ascorbique oxydase/acide ascorbique

2.4.3.1.4.1 Réactions catalysées

En présence d'®'acide ascorbique oxydase (EC 1.10.3.3) estamayme a cuivre qui
catalyse I'oxydation de 'acide thréc-ascorbique (Lthréo-AA) en acide déhydroascorbique
(L-thréoDHA) :

L-thréo—AA + }5 0: - L-thréo-DHA + H:20
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L’acide ascorbique (réducteur) est universellenugifisé en panification (Grosch, 1986
; Grosch et Wieser, 1999), mais dans la pate, ehaméliorant est dd a sa transformation
rapide en acide déhydroascorbigque. Selon les fatasguées, les doses utilisées sont
variables et de I'ordre de quelques dizaines dgoug 1 kg de farine.

2.4.3.1.4.2 Mécanismes d’action au sein de la pate

Grosch et Wieser (1999) ont proposé un mécanismeg@liguer I'effet améliorant de
'acide ascorbique, faisant intervenir le systeénoéder ascorbique oxydase (AAO) et le
systeme glutathion-DHA oxydoréductase (GSH-DH, reg33). Durant le pétrissage, le L-
ThrécAA est oxydé en LFhréoDHA (étape 1), ce dernier oxyde le glutathion (G
diméres (GSSG) par l'intervention du systeme ghidai-déhydroascorbate oxydoréductase,
GSH-DH (étape 2). Cette étape a pour conséquenbéodeaer les fonctions thiols libres du
GSH, empéchant de ce fait son effet réeducteur, f@italorsque le GSH forme des ponts
disulfures avec des fonctions thiosl libres desgines (conduisant a une dépolymérisation de
celle-ci, étape 4), mais aussi avec la cystéindHjGBus forme de cystine (étape 5). La CSH
libérée est alors capable de dépolymériser le€imed du gluten (étape 6) par des échanges
SH/ S-S. Ainsi, I'oxydation rapide du GSH en GSSfaéhore la force de la pate en
diminuant les échanges SH/SS entre les protéinks ¢hiols de bas poids moléculaires. Ce
mécanisme montre que lethréoAA oxydé est régénéré, ce qui explique l'efficacide
faibles doses d’AA. Par ailleurs, il semble que effet améliorant soit di également a
I'oxydation du Lthréo-AA par d’autres sytemes (Grant, 1974).

2.4.3.1.5 Systéme polyphénoloxydase (PPO)/phénols

Les polyphénols oxydases (PPO) sont des oxydorgskgtcapables de provoquer la
polymérisation oxydative des phénols en présenaeydéne (brunissement enzymatique des
fruits et Iégumes, Nicolast al, 2003). Le terme PPO est générique et regroupnsamble
d’activité phénolase, crésolase, tyrosinase, catash, diphénolase, laccasts (Nicolas et
al., 2007).

Les catéchol oxydases (EC 1.10.3.1) forment un @resous-groupe d’enzymes qui
catalysent en présence d’'@eux types de réactions : I'hydroxylation des npménols ero-
diphénols, et l'oxydation de®-diphénols eno-quinones (figure 34). Le mécanisme
réactionnel est séquentiel ordonné impliquantdedfert de 2 électrons a chaque étape. Les

tyrosinases appartiennement a cette classe d’elszyme

76



Travaux antérieurs

1



Travaux antérieurs

Les laccases (EC 1.10.3.2) forment le second saugg. Elles oxydent les o-
diphénols, p-diphénols et certains monophénols amoges correspondantes avec la
formation intermédiaires de semiquinones radicaga{figure 35). Le mécanisme réactionnel

est de type Ping-Pong, impliquant le transfert danl électron a chaque étape.

Dans la farine, I'activité PPO endogéne est de tgiechol oxydase. Elle est faible
comparée aux autres oxydoréductases (Zawitowskil, 1991). De plus, une part de ces
enzymes n’est pas soluble rendant difficile I'egti@n de I'activité pour la mesurer de facon
optimale (Fuerset al, 2006). L'activite PPO est principalement concéatdans les sons
(Rani et al, 2001 ; Everyet al, 2006). Du point de vue technologique, seul umrtedist
constaté sur la couleur du produit final dans hai€ation des péates alimentaires (Feidegl,
2000).

L’ajout d’activité PPO exogene dans la pate pewvequer la polymérisation des
phénols entrainant des modifications sur les petgsirhéologiques (Neukom et Markwalder,
1978 ; Figueroa-Espinozzt al, 1998c et 1999a ; Figueroa-Espinoza et Rouau, 129®at
et al, 2001 ; Primo-Martiret al, 2003 ; Hanft et Koehler, 2005). Ces aspects selétaillés
dans le chapitre consacré aux laccases. Par ajll&umninoriet al. (1976) ont montré que
I'oxydation des résidus de tyrosine par la tyrosende champignommushroom tyrosinaje
avaient un impact sur les propriétés rhéologigmesamment par la formation de liaisons

covalentes avec les résidus cystéine (TakasakawbKishi, 1997).
2.4.3.2 Réactions d’hydrolyse

Dans la farine et la levure, les principales hyalsek sont :

- Les protéases : Elles assouplissent le gluteaugtnentent la vitesse d’adsorption
d’eau. Elles modifient 'arbme du pain par formatide composés volatils issus du
catabolisme protéique et de la réaction de Mailetrdavorisent la coloration de la cro(te
(Potuset al, 1996).

- Les lipases (EC 3.1.1.3) : En hydrolysant leerssti’acide gras, elle stabilise les
couches lipidiques interfaciales. Elles modifieatdme du pain par formation de composés
volatils issus de I'oxydation des acides gras reiérdiés (Potut al, 1996) ;

- Les alpha et béta amylases oddmylase (EC 3.2.1.1) est une endoamylase qui

hydrolyse I'amidon en oligosides lin€aires et brew dont le maltose et lesdextrines

(produits principaux) ;
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Tableau 6. Principaux améliorants utilisés en panitation et leurs effets.

Dose
o Effet(s) biochimique(s) Effet(s) technologique(s)
autorisée
Les oxydants
oxydation du thiols hydrosolubles (1,2) Améliore la consistance de la
Acide ascorbique NL Effet antioxydant (3,4) pate
Inhibition de la LOX Augmente le volume du pain
) . Apport d’activité LOX, de lipides (notamme . R )
farine de feve 2% Blanchiment (pate, mie)
oxydables) (5)
_ ) Apport d’activité LOX, oxydation des PUFA Blanchiment, souplesse
farine de soja 0,5% ) ) )
des fractions TAG améliorée de la mie
_ . Augmente la consistance et la
Glucose oxydase Active le systeme POD (6) .
stabilité de la pate
Oxydants chimiques|
(bromate, iodate, Oxydation des thiols hydrosolubles (7,8) Amélidrarrétention gazeuse
azodicarbonamide)
Les hydrolases
farine de malt 0,39 Apport d’enzymes (amylase) Active la fermentation
Amylases NL Active la fermentation
Hémicellulase, o o
Dépolymérisation des chaines polyosidiques, . o
pentosanase, glucanase NL . . - Améliore la machinabilité
baisse de la viscosité
xylanase
) Hydrolyse des lipides, stabilisation des Diminue le cloquage, alvéolage
Lipases 0,3 % ) o
interfaces plus régulier
Les réducteurs
Cystéine, Glutathion Echanges SH/SS
L o Augmente I'extensibilité,
Levures désactivées source de glutathion, éch&igesS i .
baisse de la ténacité
Les émulsifiants
Lécithine de soja 0,3%
Apport de lipides polaires Augmente le volume
Les DATEM 0,2%
Divers
gluten de blé NL augmente la ténacité de la pate

1, Grosch et Wieser, 1999 ; 2, Ameille, 1998 ; 3uBttner, 1993 ; 4,Pastore et al., 2000 ; 5, Nicolak978 ; 6, Garcia, 2000 ;

7, Louarme, 2001 ; 8, Dupuis,

NL : dose non limitée

1997 ;
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La pB-amylase (EC 3.2.1.2) est une exoamylase qui hygidfamidon, au niveau des
extrémités non réductrices, dhimaltoses et erp-dextrines de haut poids moléculaire
(produits principaux).

Les amylases bactériennes ont un effet antirassjseles favorisent le dégagement
gazeux au cours de la fermentation et sont susteptide diminuer la rétention gazeuse au
cours de la cuisson. Elles participent aussi addification de I'arébme du pain par formation
de composés volatils issus des fermentations sagesd des réactions de Maillard et de

caramélisation et favorisent la coloration de @ite (Potugt al, 1996).

La maltase (E.C. 3.2.1.20) : hydrolyse le maltosmlpit par les amylases en glucose

pour qu'il soit utilisé par la levure.

2.4.4 Effets des améliorants lors du pétrissage

Dans le domaine agroalimentaire, I'ajout d’amélimsaest soumis a la législation. En
panification, les additifs sont ajoutés a la pétesant présents dans le produit fini. A la
différence de ces derniers, les auxiliaires teagigues sont présents dans le procédé, mais
absents du produit fini, de telle sorte qu’ils patspas soumis a I'étiquetage. C'est le cas des
enzymes, dénaturées lors de la cuisson du paiplusesouvent, les améliorants sont ajoutés
soit sous forme de cocktail (enzymes seules owssocation) ou de mix prét-a-I'emploi. Par

ailleurs, des adjuvants (améliorants naturels) sontamment utilisés.

Outre la farine, l'eau, le sel et la levure, la gatt des pates contiennent des
améliorants, d’une part pour compenser les irrégétaet variations des qualités boulangéres
des farines, d’autre part, pour améliorer I'aspastiel du pain (volume, couleur, texture,

conservation). Pris séparément, on peut les regrarpdifférentes classes :

« les agents oxydants pour améliorer la consistdiétasticité, la formation des

réseaux ;
. les réducteurs pour augmenter I'extensibilité ddsp;

. les émulsifiants pour stabiliser les interfacesu{igades-protéines, interface
pate-gaz ;
« les fractions de farines pour améliorer certainestionnalités des farines.

Le tableau 6 présente les principaux améliorantsag ayant des effets biochimiques et

technologiques.
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2.5 Importance de I'aération et de I'oxygénation de la pate lors du

pétrissage

La structure aérée de la pate est rendue possiléep caractéristiques uniques des
protéines du gluten, capables de constituer leéoldg gazeux pour retenir les gaz de

fermentation

2.5.1 Aération des pates pendant le pétrissage

Les premiers travaux réalisés sur I'aération désspdatent des années 1940. Dans cette
période, Baker et Mize (1946) démontrent que les gt progressivement occlus dans la
pate pendant le pétrissage. lls décrivent quedhparation des gaz au sein de la pate et la
vitesse d'incorporation sont maximales lorsque leitep est a son optimum de
développement. Junget al. (1981) décrivent les mémes phénoménes pour dess pat
supplémentées avec des surfactants. Récemment, bEhrep al. (1998) ont étudié les
mécanismes de 'aération des pates et de la répartiesnuclei et de leur taille au sein de la
pate. L'effet de la pression (surpression ou déjwe3 est également discuté (Campletlal,
2001), une surpression ayant un effet bénéfiqud’imaorporation denuclei gazeux (pate

plus aérée, densité plus faible).

2.5.2 Que représente et traduit la consommation d’'O, d’une pate ?

La premiére mesure de la consommation,@¥@ une pate de farine — eau — chlorure de
sodium est rapportée par Smith et Andrews (195&puis, peu d’articles sont consacrés a sa
mesure lors du pétrissage, exceptés les travaliggga la chaire de biochimie industrielle et
agroalimentaire du Cnam (Ameillet al, 2000b ; Celhay, 2000 ; Eyouet al, 2003).

Quelques remarques peuvent étre cependant faites.

La premiere remarque est que lI'oxygene est hydimghen revanche, son utilisation
par les systemes enzymatiques nécessite gu'ild&sbus dans la phase aqueuse de la pate
(solubilité = 0,225 uM a 25 °C).
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La seconde remarque concerne son role centralldamgactions d’oxydation enzymatiques
intervenant au cours du pétrissage (figure 36ntHeaco-substrat de nombreuses réactions, la
compétition pour l'oxygene est importante, d’'autghiis que l'efficacité des ajouts de
nombreux ingrédients est liée a sa consommationlgrene pétrissage (acide ascorbique,
glucose oxydase par exemple). De plus, I'oxygerieegalement consommeé par la levure

(S.cerevisiaglorsque celle-ci est présente dans la pate (§ekt®0).

Par ailleurs, I'oxygene est nécessaire au développe du réseau protéique, puisque
lorsque le pétrissage est réalisé dans une atmaspl@vre en € le réseau de gluten se
développe peu (Gravelanet al, 1985). De plus, quand les systémes enzymatiqoes s
dénaturés par étuvage, pas ou tres peu de consmmrddd, est mesurée. De méme, quand
la teneur en acide gras polyinsaturés est trekefddconsommation d’£’est aussi (Eyoum
et al, 2003). Ces remarques illustrent le fait qu’enealbe d’additifs, la consommation ¢ O
d’'une pate est réalisée principalement par leeges$ enzymatiques endogenes. Eyetial.
(2003) attribuent jusqu'a 70 % de la consommatidD,dd’'une péate par I'oxydation des
acides gras polyinsaturés catalysée par la LOXrdste de la consommation peut étre
d’origine chimique, ou faire intervenir d’autresssmes redox endogenes, ces derniers étant

nombreux dans la farine.

Par ailleurs, Campbe#t al. (1998) ont travaillé sur les processus d’aératies pates
au cours du pétrissage, montrant un effet de Isspme sur 'incorporation deucleigazeux a
I'origine des alvéoles dans le produit final. $idorporation d’air semble importante pour
linitiation de la formation des alvéoles, en agpat l'air, I'oxygene I'est aussi. Dans un
premier temps, nous restreindrons le systeme enigueaendogene a I'enzyme, son substrat

redox et le co-substrat oxydant qui estI'O

Si on décompose le phénoméne de consommatios) #H@remiere étape est I'apport
de la molécule d’'@a proximité de la pate. Une pate formée mais pétrse développe peu
son réseau de gluten, et oxyde peu les acides ppiggsaturés. Ainsi un des réles du
pétrissage est le brassage de I'atmosphére gapeusde renouvellement de molécules g'O
a proximité de la pate. Ceci indique que la forres ldras, la géométrie de la cuve du pétrin et
la vitesse de pétrissage doivent jouer un réle mapd On peut aussi admettre que plus la
surface d’échange est grande plus I'apport,d&t grand. Ceci souligne I'importance de
'étirement et de la compression exercés par les lors du pétrissage qui va étirer les

structures de macromolécules et par la méme augmelast surface d’échange.
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De plus, la compression de la pate peut engendrerinclusion de bulles de gaz, et une
réduction de leur taille (augmentant du méme ceupurface d’échanges) par les forces de

compression.

En second lieu, une fois I'oxygene apporté prédadeate, la réaction d’oxydation
enzymatique n’est possible que sid’€st dissous dans la phase aqueuse condensépéle la
faisant intervenir les phénomenes de diffusion,di@ faible solubilité de I'@ pourrait étre
limitante. En effet, la quantité d’Odissoute dans la phase aqueuse est probablement
rapidement consommée lors de la formation de la.dar suite, I'Q devient un facteur
limitant pour la réaction enzymatique dans les jpeesrinstants du pétrissage. Puis, lorsque la
pate est pétrie, on peut imaginer que I'apport,dd0x systémes enzymatiques est a un état
d’équilibre (apport constant dAp) la quantité d’Q disponible étant probablement limitée par
la diffusion de I'Q dans la pate (le coefficient de diffusion dépeedaltempérature, de la
composition du milieu et de la pression partielle®) et la vitesse de rotation du bras si

celle-ci est insuffisante (convection).

En troisieme lieu, une fois dissous, §@eut étre utilisé par les enzymes. La cinétique
de réaction dépend alors des activités enzymatiguéessentes dans la pate a l'instant t, de la
concentration en substrats redox mais aussi pretvedit de la présence d’'inhibiteurs, et de

compétiteurs vis-a-vis de I'oxygene (figure 36).

2.6 Les laccases, un améliorant potentiellement intéressant en

panification

Les laccases (EC 1.10.3.2) sont des oxydoréductades la famille des
polyphénoloxydases, un ensemble d’enzymes impliqu@tamment dans le brunissement

enzymatique des fruits et Iégumes (Nicaasl, 2003).

L’oxydation enzymatique des composés phénoliquesssite la présence simultanée
de trois facteurs : I'oxygene, le composé phéneligti 'enzyme. Les laccases ne sont pas
présentes dans la farine et I'activité polyphéngiiase est de type catéchol oxydase. Les
composés phénoliques sont présents dans la favioe ¢hapitre 2.3.2.8, les acides
phénoligues de la farine) tandis qu’apres ajouau’k pétrissage apporte de I'oxygéne aux
systemes enzymatiques. Cependant, [lactivité engogeétant faible, I'ajout de

polyphénoloxydase est nécessaire pour observefflds de ces enzymes au sein de la pate.
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Figure 37. Positionnement des quatre atomes de cuévdans le site actif d
laccase deB.subtilis (adapté de Enguita, 2003)
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2.6.1 Nomenclature et réactions catalysées

Les laccasesp-diphénol oxygéne oxydoréductase (EC 1.10.3.2),dery un grand
nombre de substrats phénoliqugsdi{phénols enp-quinones et leso-diphénols eno-
guinones). Elles peuvent également oxyder des niwmmls, des triphénols (figure 35,
chapitre le systeme PPO /phénol). Ce sont deslloeftaymes qui utilisent I'oxygéne
moléculaire pour oxyder un grand nombre de sulsstr@tmatiques et non aromatiques par un
mécanisme réactionnel faisant intervenir des radididbres. La présence de plusieurs atomes
de cuivre dans leur site actif leur donne leur ifjoation d’enzymes bleuesblue copper
oxidasek

2.6.2 Origine

Les laccases sont omniprésentes dans le monde tvies sont produites
essentiellement par de nombreuses moisissures guphyues tissus végétaux. Une activité
laccasique a été détectée chez des insectes etidartmctérie Azospirillum lipoferumCes

enzymes sont impliquées dans les mécanismes dgthiese et de dégradation de la lignine.

2.6.3 Structure moléculaire

Les laccases selon leur origine difféerent par Euwicture et leurs propriétés physico-
chimiques. En général, les laccases sont mononas;igiimériques ou tétramériques. Ce sont
des glycoprotéines dont le taux de glucides se sihire 10 et 45 %, celui-ci contribuant a la
stabilité de I'enzyme. La masse moléculaire deereymes est comprise entre 50 et 100 kDa
(Claus, 2004).

2.6.3.1 Site actif des laccases

Le site actif des laccases est composé de pluseorses de cuivre. Le nombre
d’atomes varie selon 'origine de celles-ci, maisgénéral, 4 atomes sont répartis dans le site
actif (figure 37) et selon leur position (Enguigh al, 2003), trois sont responsables de
l'activation de l'oxygene (atomes guCuw;, Cuy) et le dernier (C) est responsable de
I'oxydation des phénols (Duran et Esposito, 2000).
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OH o

(1) 2 +o2c” 502 +2Cu +2H +2¢

(2) réduction du cluster trinucléaire

atome de Cu, atome de Cu, ,,
+
Cu2+ Cu
2+
cu’ Cu

(3) 2cu +2H" +2¢ 4+ 1,0, 5 20U + HO

Figure 38. Mécanisme réactionnel des laccases au niveau derlaite actif adapté de
Riva, 2006

TH‘:'D':'H HGWH GHL‘DDH HCD':H

~ - A0

CH

Figure 39. Radicaux féruloyl formés lors de I'oxyd#&on de I'AF (d’apreés Carunchio et al, 2001).
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Lorsqu’elles sont purifiées, les laccases préséntermaximum d’absorbance vers 610 nm
(atome de cuivre Gl qui confere la couleur bleue a la protéine (€)&004) lorsqu’elle est
suffisamment concentrée en solution, @ Cy étant responsable d’'un pic d’absorbance a
330 nm. Les atomes de Cuivre £LCu; et Cu forment un « cluster » trinucléaire, c’est dans
ce complexe que la réduction de 4'é la formation d’eau a lieu (Lest al, 2002 ; Claus,
2004).

2.6.3.2 Mécanisme d’oxydation par la laccase

Lors de l'oxydation des composés phénoliques, p@taenzymatique génere des
radicaux libres qui vont réagir de facon non enzjgoe pour former des quinones ou des
polymeres (mécanisme proposé par Brown en 1967)plie la réactivité de ces radicaux
(expliquant leur caractere trés instable) peuteggaht conduire soit a I'addition de molécules
d’eau, soit a des réactions de couplage et de goigation, soit a des échanges électroniques
lors de réactions d’oxydoréduction avec d’autrespasés du milieu. Parfois, ces dernieres
peuvent provoquer la dépolymérisation de polyméephénols comme dans le cas de la
dégradation des lignines (Claus, 2004).

Au niveau de I'enzyme, le mécanisme est de typenweur-accepteur » en trois étapes
(Gianfredaet al, 1999 ; Leeet al, 2002 ; Claus, 2004 ; Riva, 2006) :

1. réduction du cuivre (Gufigure 37) du site actif de I'enzyme (figure 38)
2. transfert interne d’électrons au niveau du elugtinucléaire d’atomes de
cuivre (Cy, Cu, Cu, figure 37) ;
3. réduction de I'oxygene moléculaire.
Lors de 'oxydation des composés phénoliques, dtr@les sont mis en jeu pour réduire

1 mole dQ en 2 HO. Dans le cas de l'acide férulique libre, les cadk formés sont

stabilisés par la délocalisation électronique (@eahip et al, 2001, figure 39).

2.6.4 Mesure de lI'activité laccasique

L’activité des laccases est mesurée par la vitelesalisparition des substrats (O
phénols) ou par celle d’apparition des produitaurR®s mesures, il est impératif d’effectuer
les mesures en vitesse initiale en raison de kivaiton possible de I'enzyme au cours de la
réaction, de I'éventuelle limitation en substratqces concentrations faibles) mais aussi de sa

possible activité vis-a-vis des produits formes.
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La mesure polarographique de la consommation d@dstitue une méthode de choix.
Le principe de la mesure est basée sur la mesuee dipolarisation au niveau de la cathode
proportionnelle a la quantité d'oxygene dissous. t@ansommation d'@ par voie
électrolytique au niveau de I'électrode est néglide. Les avantages d’une telle méthode sont
la simplicité et la rapidité de la mesure. En revem les problemes rencontrés sont le
changement du rapport,®ubstrat oxydé au cours de la réaction et lacdif® de prise en
compte de réactions secondaires consommatrices (d@ enzymatique et enzymatique Si
les produits de la réactions sont substrats dezytee). Enfin, cette méthode est moins

sensible que la méthode spectrophotométrique.

La disparition du substrat phénolique est mesuatesjpectrophotométrie. Plus sensible
gue la polarographie, cette méthode permet la reesl& consommation du substrat
phénolique a trés faibles concentrations, en rdv@na mesure de l'activité sur des solutions
de substrats concentrés est limitée par le domdéndinéarité de I'appareil. De plus, la
formation de produits d’oxydation (diméeres dansds de I'AF) qui ont une absorbance a la
longueur d’'onde du substrat de départ peut posempdeblémes (Lacki et Duvnjak, 1996).
Enfin, le pH peut faire varier les caractéristiggpectrales du substrat et des produits formes,

ce qui rend plus difficile les comparaisons deg/aés enzymatiques a différents pH.

La mesure de la disparition du substrat et celuilagparition des produits de la
réaction peuvent étre aussi réalisés par CLHP eQGuéthode est plus informative puisque
dans un premier temps, les molécules du milieutigrawe! (enzyme, substrat et produit) sont
séparées permettant de faire un bilan entre lestitggm de substrat consommeée et celles de
produits formés. Il est cependant important dessiges de la stabilité du milieu réactionnel
aprés arrét de la réaction enzymatique en raisoa déactivité des produits formés qui est
susceptibles de provoquer des modifications nowyreatiques rapides dans le milieu avant

analyse.

Récemment, Mustafat al. (2005) ont utilisé des solvants organiques quenkgu’ils
diminuent l'activité de la laccase, diminuent adasvitesse des réactions non enzymatiques
secondaires. L'intéret pour l'utilisation des lases en tant que catalyseurs dans des milieux

non conventionnels s’est fortement accru ces demignnées (Riva, 2006).
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Tableau 7. Influence de I'origine de la laccase suia valeur du Km vis-a-vis de plusieurs substrats.

Origine 2-MOP 2,6-DMOP | AF | ABTS | Syringaldazine

Trametes trogi 5120 410 40 30

Trametes villosa | 58 3,9
Myceliophtora thermophila 96 2,9
Pycnoporus cinnabarinus 18 4
Botritis cinerea 28 0,8
Coriolus versicolor 20,3 2,2
Panus tigrinus 16,6 2
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2.6.5 Spécificité envers le substrat phénolique

Les laccases sont capables d’agir sur une tresl grambre de composeés. La spécificité
envers le substrat réducteur varie selon l'origiee’enzyme, et pour une méme laccase, le

Km change selon le substrat (tableau 7). Elles capéibles de transformer :

« des phénols substitues par OLIEH;, COOH tels que les acides férulique,

sinapique, vanillique, vératrique ;

« les polyphénols (par exemple, la lignine) lors é&ctions de polymérisation ou
de dépolymérisation. Le sens de la réaction dépegmddegré de polymérisation du
polyphénol ;

. les chloro- ou bromophénols ;

«  certains composés non-phénoliques (aniline substigoolyamines) ;

De plus, les laccases peuvent étre utilisées dansysteme médiateur. Dans ce cas,
elles oxydent le médiateur (ABTS par exemple) presdernier va oxyder des especes
moléculaires moins facilement oxydables par I'engyrfcomposés non phénoliques,
hydrocarbures aromatiques polycycliques). Danscbéma, I'étape enzymatique (formation

du radical actif) est tres rapide par rapport aap&s ultérieures.

La variation de spécificité vis-a-vis des substemmble liée a leur densité électronique
autour de la fonction oxydable. Les substituaneéstébdonneurs comme OH, OgbBu NH,
facilitent I'oxydation, alors que les groupes éleattracteurs comme NOCou COOH la

freinent.
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Vo) X laccase XmédateuroxydéX substrat
laccase médiateur substrat oxydé

Figure 40. ?Mecanlsme d owaggn des systéemes lasedmédiateur (d’aprés Fabbrini, 2002)

OH
(a) (b) () (d)
o HO.. )J\
o N o
(e) (f (@) (h)

Figure 41. Structure chimique des principaux médiagurs synthétiques. (a) 3Hydroxyanthranilic acid
(HAA); (b) acide  2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazbne-6-sulfonique (ABTS); (c) N-
hydroxybenzotriazole (HBT); (d) N-hydroxyphtalimide (HPI); (e) acide violurique (VLA); (f) N-
hydroxyacetanilide (NHA); (g) acide syringique ; () 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-loxy (TEMPO).

Tableau 8. Influence de l'origine de I'enzyme supH optimum en fonction du subtrat.

Origine Substrat pH réference
optimum

Trametes trogii ABTS et 2-MOP| 3-3,5 Garzillet al (1998)
Acide sinapique | 4

Trametes versicolor | Sinapaldéhyde | 4,5 Lacki et al(1996)
Sinapine 3,3
Gaiacol 4,4-5

Pycnoporus cinnabarinus Schiepakest al. (2000)
Syringaldazine | 4-4,5
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2.6.6 Systemes médiateurs

Pour les substrats non phénoliques ou les phénolpassedent un potentiel redox
élevé, l'ajout d'un médiateur dans le milieu réactiel permet d’augmenter la vitesse
d’oxydation (Johannes et Majcherczyk, 2000a ; Byr003). Le médiateur joue le réle de
transporteur d’électrons entre le substrat et yare (figure 40). L'efficacité d'un tel systéeme
dépend du potentiel d’'oxydoréduction de I'enzyme,lal stabilité du radical formé et de la
réactivité¢ de ce dernier (Johannes et Majcherc2@)0b). L’efficacité des médiateurs

augmente lorsqu’ils sont substitués par des groep&rélectrodonneurs (>at al, 2001).
De nombreux médiateurs sont actuellement rechepdré@si lesquels, on peut citer :

des médiateurs synthétiques (figure 41, Riva, 200€) plus connu des
meédiateurs d’oxydation utilisé est TABTS (acide’2Azino-Bis (3-éthylbenz-Thiazoline-6-
Sulfonique) ;

des médiateurs dérivés de la lignine (Acétosyriegoryringaldéhyde ; 2,6-
diméthylphénol ; 2,4,6-triméthoxyphénol ; éthyle niiine ; acétovanillone ; vanilline ;
alcool vanillique ; méthyl vanillateg-coumaric acid) (Camarest al, 2005) ;

des médiateurs synthétiques dérivés de la phényiyiagyrazolones, de

I'acide benzoique et de la N-hydroxynaphthalimi@eymakovictet al, 2006) ;

des composés N-hydroxy dérives de l'acétanilidinet ale
I’hydroxybenzotriazole (HBT) (Xt al, 2001).

2.6.7 Influence des parametres physico-chimiques

2.6.7.1 pH optimum

Les laccases ont un pH optimum se situant entte7Jtableau 8), elles sont inactives a
pH = 2. Roblet al.(2000) ont testé les laccases induites par 9 ssudistinctes d€halara
paradoxaet ont trouvé 2 pH optima différents selon le tgeesubstrat utilisé.

2.6.7.2 Température

L'origine de l'enzyme est un élément déterminantnsdasa thermosensibilité.
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La laccases dé&rametes versicoloest thermostable (température optimale entre B0 éC,
Lacki et Duvnjak, 1996 ; Robert, 2001). La laccaslesPycnoporus cinnabarinugest
également, un traitement & 60 °C pendant une heureodifie pas son activité (Schliephake
et al, 2000). En revanche, les températures optimalsslatzases d€halara paradoxa
varient entre 10 et 37 °C (Roblesal, 2000).

2.6.7.3 Inhibiteurs

Différents inhibiteurs existent qui peuvent agir Benzyme, sur les substrats voire sur

les produits d’oxydation, voire sur plusieurs réats en méme temps. Parmi ceux-ci :

Les chélateurs de métaux (cyanure, diéthyl-dithizemate,
2-mercaptobenzothiazole, azoture, ?Hg fluorure, EDTA (Zawitowskiet al, 1991
Xu, 1996) agissent au niveau des atomes de cudléenént essentiel de la catalyse, voir
chapitre « mécanisme d'action des laccases »).i,Aies halogénures ont un pouvoir
inhibiteur en formant un complexe avec le cuivreulPces derniers, I'accessibilité au site
actif est limité par 'encombrement stérique, et panséquent, le pouvoir inhibiteur est
d’autant plus fort que I'ion est petit §CI>Br>I"). L'azoture est souvent cité comme un
inhibiteur irréversible tres efficace a 0,1 mM (dohes et Majcherczyk, 2000a). Lacki et
Duvnjak (1996) rapportent également un effet imgnartdu méthanol et du peroxyde
d’hydrogene ;

L’acide thioglycolique, les acides gras, I'hydrokyane, I'acide kojique et les
détergents cationiques (ammoniums quaternairesjepéyprovoquer la perte des propriétés
catalytiques (Gianfredet al, 1999) ;

Les agents réducteurs (sulfites, acide ascorbidomls) régénerent les
quinones. L’effet inhibiteur disparait lorsque latalité du réducteur est consomme
(Robert, 2001).

2.7 Applications technologiques des laccases

Leur abondance, leur diversité font que les laccasmt une source enzymatique

importante et potentiellement intéressante. Plauad, leur stabilité et leur réactivité, ajoutée
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a la possibilité de les utiliser dans des cond#itatiles a mettre en ceuvre (pH, température)
ont contribué a en faire des outils trés étudiéss akes applications trés diverses (Minuesi
al., 2002) aussi bien dans les domaines agroalimenttimédical que dans le domaine de

'environnement (traitement des eaux usées notarf)men

Ainsi, selon Madzaket al. (2005), les systémes enzymatiques étudiés onttygu é
améliorés par génie génétiqgue (augmentation dickefté, facilité de production), de méme,
I'utilisation de systemes médiateurs, améliorankydabilité des composés, et récemment,
leur utilisation en milieu non conventionnels ormdntibué a favoriser I'emploi de ces
enzymes. Des études toxicologiqgues ont montré aee lhccases deévlyceliophtora
thermophila et Polyporus pinsituspouvaient étre utilisées sans crainte dans lesaoha®
cosmetique et alimentaire (Brinch et Pedersen, 20@inch et Pedersen, 2002b). L'intérét
technologique des laccases se situe dans leur iap@acengendrer des réactions de
polymérisation, de dépolymérisation, éliminer 4’@ontenu dans le milieu, modifier la

couleur, former des produits réactifs capablesalgraliser des composés indésirables.

2.7.1 Valorisation des polysaccharides

Les réactions de polymérisation des polysacchar({tisi, 1997) catalysées par la
laccase interviennent dans la mise au point d'agetd texture, notamment d'agents
gélifiants :

= gélification oxydative de pectines de betterave.
Les pectines sont des polysaccharides composédudeeyrs résidus glucidiques (acide
galacturonique, rhamnose, galactose, arabinosé&yifesst pour certains par des résidus
d’acide féruligue (Couteau et Mathaly, 1997). Ldifgation oxydative des pectines de
betteraves est un moyen de modifier leurs progi&éctionnelles en vue de les valoriser
(Micard et Thibault, 1999).

= gélification oxydative des arabinoxylanes de blé
La gélification oxydative des arabinoxylanes deakié étudiée par Figueroa-Espinetal,
1998a, 1998c, 1999b et 1999a, et Figueroa-EspiebRauau, 1999 en raison notamment de
sa capacité a modifier les propriétés rhéologigigela pate a pain. De méme, Carvajal-Millan
et al. (2005b) ont étudié I'mpact de la gélification dpentosanes sur leur capacité a
immobiliser les protéines.

= synthése de plastiques thermostables
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Kobayashia et Higashimurab (2003) décrivent lalgs¢ d’'un plastique thermostable (poly
phényléne éther) par polymérisation oxydative @eddnéthoxyphénol.

2.7.2 Applications industrielles

2.7.2.1 Traitement des eaux usées.

Dans certaines industries (boissons, pétrolieesgildé, pate a papier), les effluents
industriels contenant des composés toxiques (hgdbaces aromatiques, phénols,
chlorophénols, etc) peuvent étre décontaminés f[mtidn des laccases selon deux

mécanismes :

» insolubilisation des composés par polymérisatiDec et Bollag, 1990). Les
polyméres insolubles sont ensuite éliminés parafitn ou sédimentation (Torrest al,
2003) ;

= dégradation des hydrocarbures polycycliques (PAHtficdement oxydables
(Majcherczyket al, 1998).

2.7.2.2 Stabilisation des boissons.

L’élimination sélective des dérivés phénoliquesnpatr la stabilisation des boissons
telles que la biere, le vin ou les jus de fruit fMssiet al, 2002). Dans le cas du vin, les
laccases peuvent également modifier certaines téaistimues organoleptiques désagréables

comme l'astringence (Xu, 2005).
2.7.2.3 Industries textiles, des colorants, de la pate a papier

Dans ces industries, les procédés relatifs a laldeéxtion (dégradation de colorant,
blanchiment) utilisent les laccases, principalenameic des systemes médiateurs (Schliephake
et al, 2000 ; Baldrian, 2004 ; Knutson et Ragauskas42@amarereet al, 2005 ; Sigoillot
et al, 2005 ; Zilleet al, 2005). Dans les industries du papier, les systdatease/médiateur
sont, de plus, utilisés pour dégrader la lignines Ide I'extraction de la pulpe évitant

I'utilisation de produits chimiques chlorés par e (Srebotnik et Hammel, 2000).
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Figure 42. Evolution de la résistance a I'extensiod’'une pate de farine selon la quantité de lacca
ajoutée (d’'aprés Si, 199¢
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Figure 43. Effet de la dose (5 — 200 nkaf'gms) de laccase semi-purifiée d€rametes hirsutasur la

résistance a I'extension (Rmax, B) et I'extensibtlk (E(x), A) de la pate au maximum de résistance
fonction du temps de repos : A) 15 min, @) 30 min, (#) 45 min. (Selinheimoet al, 2006)
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2.7.2.4 Immobilisation des enzymes

Asther et al. (2005) constatent qu'’il est en général indisperesalel fixer la laccase sur un
support afin d’augmenter son action dans le tratgndes eaux usées pour améliorer sa
stabilité et permettre sa réutilisation. Dans desitdomaines, de plus en plus d’applications
font référence a l'immobilisation des enzymes. €'&s cas par exemple des cellulles
« biofuel » (Barriereet al, 2006) développées dans le domaine biomédicals mdomaine

de la lignification, Shleewet al. (2006) ont développé une électrode sur laquelle es

immobilisée une laccase pour le suivi de la soisddilon des lignines.
2.7.3 Industries de panification : effet des laccases fongiques

2.7.3.1 Sur la qualité des pates

Des 1994, Si a montré que I'ajout de la laccasépte parRhizoctonia solanavait
un effet améliorant significatif sur la qualité bengere de la farine puisqu’elle augmente la
stabilité de la pate et le volume du pain et direiteicaractére collant de la pate. Des résultats
similaires (augmentation du volume) ont été dégrés Arnautet al. (2006) en utilisant une
laccase recombinante exprimée chAspergillus ficuum

L’effet de la laccase sur le caractere collantadpdte est par ailleurs remis en cause.
En effet, nous verrons dans la suite de I'étudemurésence d’'un extrait brut de laccase de
Pycnoporus cinnabarinyda pate présente un fort collant, qui devientdontigint si la dose
ajoutée est importante.

L’augmentation de stabilité de la pate lors deoljde laccase produite gahizoctonia

solani est contradictoire avec les observations de Labak (2000a) qui décrivent plutét une

diminution de la tolérance au surpétrissage.
2.7.3.2 Sur les propriétés rhéologiques

L’addition d’une laccase produite pghizoctonia solana la pate permet d’augmenter
la résistance a I'extension de la pate (Si, 1984}.effet s’accroit avec la quantité de laccase
ajoutée et avec la durée du repos de la pate Evergsure de son extensibilité (figure 42).

Récemment, Selinheimet al. (2006) montrent que I'augmentation maximale de la
résistance (Rmax) a I'extension déterminée paede de Kieffer est obtenue pour une dose

optimale de laccase semipurifiée Tmmetes hirsutale 50 nkat.g ms (figure 43). A cette
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Figure 44. Effet de la laccase de Pycnopasucinnabarinus sur une solution d’arabinoxylanes (@ %
wi/v). (e) viscosité spécifique. A) teneur en acide férulique (% par rapport a la quantité initiale). (m)
diméres d’acide férulique (% par rapport a la quantté initiale d’acide férulique. (Figueroa-Espinoze

et Rouau, 1998)
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dose, la diminution de I'extensibilité (E(x)) au xmaum de résistance est la plus importante.
De plus, lorsque la pate est laissée au repogrfiantation du Rmax est moins prononceée si
le temps de repos est plus long. Aprés la formation réseau d’arabinoxylanes, 'activité
oxydante se poursuivrait, entrainant une dépolysatton de ce réseau, responsable de la
perte des effets positifs observés sur les parametr

Par ailleurs, ces auteurs signalent que les effleservés sont moins importants en
présence de xylanase ou sur des pates de glutejout’de laccase d®ycnoporus
cinnabarinus(ou de peroxydase) lors du pétrissage d’'une p&nstituée de gluten et de
pentosanes solubles conduit a I'amélioration dmfeistance de la pate (Laletal, 2001).

Primo-Martinet al. (2003) ont observé seulement une diminution dadigsibilité de
la pate additionnée de laccase commerciale au nuaxime résistance (test de Kieffer),
accentué en présence de pentosanase. Les mesuésstince a I'extension sont réalisées
sur des pates apres 20 min de repos (Kieffexl, 1998). Outre ce temps de repos, l'activité
enzymatique incorporée peut influencer 'améliamatou non des parameétres. Ces résultats
suggerent que la laccase conserve ses propriégéares (peu de dénaturation de I'enzyme)
apres le pétrissage et devrait étre inactivée pouserver les effets benéfiques observés.
Caballeroet al. (2007) confirment également que pour des tempseples longs lors de la
préparation des échantillons de pate a analyspéfigurs a 30 min), I'addition d'une laccase
commerciale a la pate n'améliore pas ses caraif@ies rhéologiques au contraire de la

transglutaminase.
2.7.3.3 Sur les structures macromoléculaires

2.7.3.3.1 Gélification oxydative des arabinoxylanes

Des solutions diluées de pentosanes peuvent gélfieukom et Markwalder, 1978)
apres ajout d'agents oxydants (agents chimiquesesye HO, / peroxydase par exemple).
Ce phénomeéne a aussi été constaté lors de I'ajooe daccase d@®. cinnabarinusa une
solution d’arabinoxylanes féruloylés hydrosolubl@2 % wi/v). Lors de la gélification
oxydative des arabinoxylanes, Figueroa-Espirgizal. (1998b) observent une diminution de
la teneur en AF estérifié et une augmentation ptapmelle de la quantité de
dehydrodiméres d’AF (figure 44) entrainant la ndation des molécules de pentosanes
(formation d’'un gel apres 30 min). Ceci se traghait une augmentation de la viscosité de la

solution d’AX et une diminution de I'extractibilitdes arabinoxylanes.
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Figure 45. Hypothese sur I'action des radicaux feroyl générés lors de I'oxydation des arabinoxyalnepar la
laccase. WEAX : arabinoxalynes hydrosolubles (d'aprs Figueroa-espinozat al, 1998)
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Figure 46. Madification de la répartition de la taile des polyméres de protéines au cours du pétrigya
évaluée par le rapport des gluténines de haut poidwroléculaire sur gluténines de faible poids molécaires
(F1/F2). (©) Témoin. (e) Acide férulique (AF). (o) laccase. &) laccase + AF. (Labat, 2000)
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Figueroa-Espinoza et Rouau (1998c) ont constatd’gkdibre, le méthylférulate ou
'acide vanillique (contenant un noyau aromatiquaismsans double liaison) retardent la
gélification au contraire de I'acide fumarique (tmmant une double liaison mais pas de noyau
aromatique), ce qui suggere que le site d'initratee la réticulation des AX est le noyau
aromatique et non pas la chaine propénoique de 'AF

Ce retard de la gélification a aussi été mis edenge en présence de thiols (cystéine et
gluthation réduit) alors que la tyrosine, la lysiekele gluthation oxydé n’ont pas deffet
(Figueroa-Espinozat al, 1998a). Le retard est proportionnel a la conegioim en thiols. Par
ailleurs, la cystéine n’est pas consommeée en présda laccase seule (ou d’AF libre seul)
mais elle est oxydée en cystine si les 2 sont @poahsemble (figure 45). Par conséquent,
I'AF oxydé par la laccase en semi-quinone serajeméré par une réaction d’oxydation
couplée des thiols en ponts disulfures expliguantdtard de la gélification. Les thiols
n’établissent pas de liaison avec les AF estérifiés AX au cours de cette réaction et la
laccase ne semble pas pouvoir créer de liaisonsalees entre les protéines et
arabinoxylanes puisqu’elle conduit a l'oxydationsdgroupes SH en ponts disulfures
(Figueroa-Espinozat al, 1998). L'incapacité de cette laccase a formes demplexes

covalents entre AX et protéines a été confirméd_phatet al (2000).
2.7.3.3.2 Modifications des interactions pentosanes-protéines

Labatet al. (2000a) ont ajouté une préparation de laccaseéadenabarinusa une pate
de farine. Au cours du pétrissage, ils ont constagéformation de la pate plus rapide puis un
affaiblissement de la pate en présence de laceffets(amplifiés par ajout d’AF libre) ainsi
gu’'un léger renforcement de la consistance maxirffedere 46). lls ont aussi observé un
changement dans la répartition de la taille degpres, notamment du rapport des gluténines
de haut poids moléculaires sur les gluténines itidefapoids moléculaires. L'ajout de laccase
semble accroitre la vitesse de dépolymérisatidefét est renforcé en présence d’AF).

Selon Labatet al (2000a), cette dépolymérisation des gluténines relée a
I'oxydation des groupes SH en suivant le mécanidiostré dans la figure 47. Le cisaillement
effectué par le pétrissage entrainerait la ruptgs ponts disulfures (PSSP) formant des
radicaux thiyls (P®). Ces radicaux seraient transférés sur un thie$ pletit (RSH) pour
former une espece labile RSPar ailleurs, 'AF est oxydé par la laccase edicaux
phénoxyls (FA) trés réactifs qui, par réaction couplée avec RSkinent d’autres RS Deés

lors, la plupart des RSH présents dans la farimeies# rapidement oxydés en R§ui

108



Travaux antérieurs

Forces de (
cisaillement (1)

P :
PSH (2)
RSH

— -

AF
{ \
+ 3) | Laccase
N e
N
ps® ) PSH
RSH
RS* /
(5)

P-S-S8-R + R-5-8-R

Figure 47. Réactions proposées pour expliquer I'action de I'AFen présence ou non de lacce
pendant le pétrissage (Labat, 2000). PSSP : prot&@roxydée ; PSH : protéine réduite ; P&: radical
thiyl protéique ; RSSR : peptide oxydé ; RSH : peptle réduit ; RSe : radical thiyl peptidique.
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peuvent réagir immédiatememtec d’autres radicaux thiyls (R8u P2 pour donner PSSR
et RSSR. Ces réactions de condensation, acceléaéda présence d’AF meneraient a un
blocage partiel des groupes SH du gluten qui neiesdr alors plus disponibles pour des
réticulations protéines-protéines. Selon ces asid'effet des laccases est donc plutét négatif
puisqu’il conduit a une dépolymérisation des prwsdiet donc a un affaiblissement de la pate
et une moins bonne tolérance au surpétrissage.

Par ailleurs, Primo-Martiret al. (2003) ont étudié les effets obtenus par I'ajoat d
laccase sur le macropolymeére gluténique (GMP). Esgnce de laccase, le gluten index
augmente, le poids humide du GMP augmente maigjdatité de protéine doseée et la densité
diminue. De plus, la quantit¢ de pentosanes totarésents dans le GMP augmente
significativement (pres de 80 %) tandis que le ocapdes pentosanes solubles sur pentosanes
totaux diminuent fortement. Ces résultats soulijrepre les modifications des interactions
entre les pentosanes polymérisés au sein du GMRcohaéquence rhéologique est une
diminution du module d’élasticité de la pate (Qes auteurs signalent enfin des effets
similaires obtenus en présence de pentosanasaéasada laccase, et différents en présence
de glucose oxydase (augmentation du G’ notammeat)ailleurs, Primo-Martiet al. (2004)
concluent leur étude sur le macropolymére glutaniggifet des laccases notamment sur des
GMP de provenance différente) sur un effet dirdatgb mineur de celles-ci, soulignant en
revanche, que l'association des sous unités ghuiési avec les arabinoxylanes pouvaient
engendrer des modifications sur les propriétés i G

En conclusion, I'ajout de laccase dans une patmgtela gélification oxydative des
arabinoxylanes, conduisant dans un premier termpargolymérisation. Les interactions de
ce réseau formé avec les gluténines (macropolymsoet modifiées, entrainant des
modifications des propriétés rhéologiques. Lesrauions entre les réseaux de gluten et
d’arabinoxylane sont de nature non covalente. anehe, il semble que des échanges de
radicaux libres modifient directement les échantpgss/disulfures au sein du gluten (réle
médiateur de I'AF). Lorsque l'action de I'enzyme peolonge, celle-ci semble pouvoir
dépolymériser le réseau de pentosanes. De mées, lossible d’envisager un effet néfaste
des radicaux générés continuellement par la lacoastes échanges thiols/disulfures. Ainsi,
les résultats observés sont contradictoires dteaute actuelle, il apparait difficile de proposer

une explication unigue sur le mode d’action desdaes en panification.
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Tableau 9. Caractéristiques biochimiques des fariree(% mh : en pourcentage de la matiere humide ; %
ms : en pourcentage de la matiére séche)

variétés Protéines Teneureneau Hagberg taux de cendres
(% mh) (% mh) (s) (% ms)

CNo04 10,8 14,4 283 0,57

CNS 11,8 14,8 301 0,59

BPMF 11,4 14,9 301 0,59
AP nd nd nd nd
AU 10,5 13,5 363 0,65
CA nd nd nd nd
ME 10,9 15,4 327 0,58
NI 11,7 14,9 328 0,59
OR nd nd nd nd
QB 12,74 15,4 312 0,65
S1 11,42 15,8 317 0,56
S2 12,05 15,3 342 0,54

Tableau 10. Caractéristiques alvéographiques et fatographiques des farines étudiées

Données issues de I'alvéograpHe Données issues du
varietes | o s e P e e | MoraEion stablie Affablissement
CN04 214 25,1 63 05 484 57 6,25 100
CNS 198 27,1 54 0,36 47,8 53,9 7 80
BPMF 232 23,2 72 0,66 50,9 56,9 3,5 100
AP 197 24,8 59 048 481 56,1 6 90
AU 147 25,7 50 0,38 40 55,12 4.4 110
CA 272 20,4 90 1,06 58,2 58,7 2,5 110
ME 176 20,9 70 0,8 439 57,42 4,3 110

NI 244 22,9 80 0,76 49,4 59,9 41 120
OR 202 24,6 63 0,52 46,2 56,1 5 90
QB 269 21,9 89 0,93 52 59,4 4,3 100
s1 287 21,7 92 0,97 553 57,8 2,3 110
S2 228 25,6 65 05 492 58 4,75 100

Tableau 11. Résultats obtenus pour les farines étiggs lors du test de panification normalisé BIPEA(nd :
non déterminé)

variétés hydratation not? de note. de notg de VoI%h VO|2|§30 note
(%) pate pain mie (cm”) (cm) totale
CNO04 61 86 78 100 nd nd 264
CNS 60 92 72 100 nd nd 263
BPMF 59 83 73 100 nd nd 256
AP 59 100 78 100 1556 1792 278
AU 59 90 58 100 1544 1600 248
CA 59 76 83 94 1737 2045 253
ME 59 89 40 100 1444 1368 229
NI 62 93 84 100 1781 1851 277
OR 58 100 75 100 1468 1472 275
QB 61 92 80 97 1642 1878 269
S1 nd nd nd nd nd nd nd
S2 58,5 100 27 97 1501 1470 224
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3.1 Matériel

3.1.1 Farines

En raison de limitation des volumes de stockagatrguarines commerciales ont servi
de farine témoin pour la mesure des différentsteffeonditions de pétrissage, formulation,
étude spécifique sur les laccases).

La farine BF14 est une base farine dont la tenewag est de 14 %. Cette farine a été
utilisée lors des essais préliminaires de pétressagc le bioréacteur, notamment lors des
premiers ajouts de laccase dans la pate.

Les farinescorde noire(CN04) etcorde noire spécialéCNS) sont des mélanges de
différentes variétés de blé cultivees en Francgou&ues d’additif ou d'auxiliaire
technologique. Laorde noireest un mélange des récoltes de I'année 2004 eirtke aoire
spéciale de 2005. La farine BPMF est un mélangelée panifiables pour la meunerie
francaise (récolte de I'année 2005).

Dans le cadre de I'étude variétale 2005, les fargtediées proviennent de moutures
industrielles de 10 variétés pures de blé tendréammée 2005 fournies par les Moulins
Soufflet (Corbeil-Essonnes 91). Ces farines ontegtéées et caractérisées au moulin, dans le
laboratoire d’analyse et de contrble qualité, aqus par des tests de panification réalisés au
sein du fournil du groupe Soufflet. Les 10 farisest : Apache (AP), Aubusson (AU), Cap
Horn (CA), Charger (CH), Mendel (ME), Nirvana (Nrvantis (OR), Quebon (QB) ainsi
gue deux variétés Sankara (S1 & S2). Les caraitgris des farines utilisées sont
regroupées dans le tableau 9 (taux de protéinésnad@é par mesure spectrophotométrique
infra-rouge, la teneur en eau (AFNOR, 2002), lateren cendres (AFNOR, 1981), l'indice
de chute d’Hagberg (AFNOR, 2004), dans le tableQupdbur les résultats obtenus a
I'alvéograph€ (AFNOR, 2003) et au farinograph¢ AFNOR, 1998) et dans le tableau 11
pour le test de panification BIPEA, AFNOR, 2002.

Dés leur arrivée, les farines sont conservées @ 22 dans des sacs en plastique

étanches, afin de limiter toutes variations biogfires dues au stockage.
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Tableau 12. Substrats redox utilisés

REACTIFS | FORMULE PURETE |FOURNISSEUR
Sucre
3-D-Glucose CeH1206 VWR International
Additifs ajoutés au pétrissage
L-Cystéine, chlorhydrate {E7NO,, >99 %
HCI, H,0 Sigma-Aldrich
Acide L-ascorbique 6HsO6 >99 %
Bromate de potassium KBgO > 99,8 %
Azodicarbonamide §H,0,N,
Acide gras
Acide linoléique (Gs.2), Ci18H320; >99 % Sigma-Aldrich
acide cis-9, cis-12-octadécadiénoique
Composés phénoliques
Acide férulique GoH1004 > 98 %
Acide sinapique @H1.05 > 97 %
Acide vanillique GHgO, > 98 %
Acide syringique GH100s > 98 %
Acide para-coumarique GHgO3 > 99 %
Acide trans-cinnamique GHgO» > 98 % . .
Acide ortho-coumarique GHgO3 > 98 % Sigma-Aldrich
Acide benzoique O, >99,5 %
L-Tyrosine GH1:NO3 > 98 %
L-DOPA CoH11NO,4
ABTS : acide 2-2' — azino-bis | C1gH24Ns06Ss >99 %
(3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)
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Tableau 13. Réactifs et produits utilisés

REACTIF | FORMULE | PURETE | FOURNISSEUR
Sels
Chlorure de sodium NacCl Rectapur .
Chlorure de calcium Cacl VWR International
Sulfate d’ammonium NSO, >99,5 % Merck
Réactifs utilisés pour I'analyse des lipides
Mélange équimassique d’esters méthyliques (étalon)
Acide palmitique (Gg) Ci7H34.0, 99 %
Acide stéarique () CigH30, 99 %
Acide oléique (G5 ) CigH360, 99 % Sigma-Aldrich
Acide linoléique (Gg ) CigH340, 99 %
Acide linolénique (G .9 CigH30, 99 %
Etalons internes
Acide margarique (G) Ci7H3.0, >98 % . ,
Trimargarine (tri G;) CsaH10406 >99 % Sigma-Aldrich
Solvants — acides — antioxydants
Acétone GHsO >99,8 %
Acide acétique ¢H.,0, Normapur . ,
Acide formique CHO, Normapur Sigma-Aldrich
Butyl hydroxytoluéne (BHT) &H..0
Chloroforme CHd Normapur
Cyclohexane Hio Normapur
Ether de pétrole (40-60 °C) Normapur
Ether diéthylique ¢H..0 Normapur VWR International
Heptane GHig Normapur
Méthanol CHOH Normapur
Pentane Hi, Normapur
Primuline Q1H1103N953,
Trifluorure de Bore BF 14 % dans Sigma-Aldrich
CH,OH
Produits pour la chromatographie et électrophorese
Chromatographie
Diéthylaminoéthyl-Sepharose CL6B Amersham Biososs
Carboxyméthyl-trisacryl CMT Merck

Electrophorese

i - )
Gels de polyacrylamide 10-15 % Amersham Biosciences

Gels de polyacrylamide |IEF pl 3-9

Solutions d’'ampholytes pl 3-9 Bio Rad
Bleu de Bromophénol Bio Rad
Solvants, acides et bases
Acétonitrile GH:N for HPLC VWR International
Acide acétique ¢H,0, for HPLC Acros Organics
Acide Chlorhydrique HCI Normapur
Ethanol GHsO 95 % VWR International
Soude NaOH Normapur

Tensio-actif - détergent

Tween 20 (Polyoxyéthyléne-monolaurate -
de sorbitane) Sigma-Aldrich

Sodium dodécyl-sulfate (SDS) -
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Tableau 14. Caractéristiques des laccase étudiéesifnies par la société Purato$, nc :

non connu.
AT K1 PC B TSN
Masse moléculaire (kDaj 65 70 70 62 63
pH optimum 3,5-4,5 5,5 4 4,5-5,5 5
pl 2,6 ncx 3,7 3,5 3
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3.1.2 Produits et réactifs utilisés

L’ensemble des produits et réactifs utilisés loes différentes expériences sont
regroupés dans les tableaux 12 (substrats redd3 éutres produits). Les substrats redox,

lorsqu’ils sont ajoutés dans la pate sont :
« dissous dans 'eau distillée (cystéine, acide dsgoe, bromate) ;

»  préparés en solution concentrée (10 mM) dans dydanacétate 0,1 M a

pH = 5,6. Le volume désiré est ensuite ajouté taas distillée (acide férulique, ABTS) ;

- directement ajoutés dans la farine (homogénéisésueliament) (cas de
I’ADA et du glucose).

Les sels de pureté analytique utilisés pour lagmadpn des solutions tampons ont été

fournis par la société VWR International (Fontesays-Bois, France).

Les gaz utilisés, azote (U) pour I'étalonnage dedlyseur de gaz COSMA et pour la
cartographie des lipides, ainsi que I'hydrogene, (W¢lium (U) et I'air (azote-oxygene,
80/20) sont fournis par la société Air liquideeh est de méme pour l'azote liquide utilisé

pour la congélation des pates.

3.1.3 Enzymes et additifs de panification

Lorsqu’'une enzyme est ajoutée dans la pate enmum@sde son substrat, la mise en
contact est retardé le plus possible pour pouvesurer les effets de la réaction, c’est-a-dire
gue les deux protagonistes des réactions redoxsmisgeu sont mis en présence juste avant

la fermeture de la cuve du pétrin et la mise eterdu pétrissage.

3.1.3.1 Laccases fongiques

Les échantillons de laccase sont fournis pas l#®88®URATOS sous forme de
milieu de culture liquide issu du surnageant den@srtation filtré ou sous forme d’extrait
purifié. 5 lots d’enzymes ont été testés : K1, TAN, PC et TB. Certaines caractéristiques
sont présentées dans le tableau 14.

Parmi les enzymes étudiées, la laccase issue dupidp@on de pourriture blanche
Pycnoporus cinnabarinugPC) a fait I'objet d’investigations plus poussédsextrait

enzymatique est un extrait brut de couleur jaungrbbe méme I'enzyme recombinante K1
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Pupitre de commande

couvercle muni avec afficheur numérique

d’un hublot

Couvercle latéral

Motoréducteur
Bras fixe

Cuve a double paroi ___
thermostatable

Figure 48. Photographie (vue de face) du sitoxygrée instrumenté
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Figure 49. Photographie (vue de diagonale) du sitggraphe instrumenté
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fournie sous forme purifiée a fait I'objet d’'uneteaition plus spécifique dans le cadre

d’application potentielle dans le domaine de laifpzation.
3.1.3.2 Glucose oxydase

Le lot de glucose oxydase utilisé se présente faoose de poudre fournie par la société
Lyven. L'activité GOX déterminée en routine estehte par polarographie. Le dosage est
réalisé a 30 °C dans un milieu réactionnel (Volumg,5 mL), constitué de tampon acétate
0,1 M & pH =5,6 contenant du glucose 220 mM. [véét du lot utilisé est 933 pkatg
(Garcia, 2000). Une solution concentrée (690 pKatde GOX est préparée dans de I'eau
distillée. Dans le cas des pates hydratées a 586%mL de cette solution sont ajoutés dans
I'eau distillée pour 2,584 kg de farine humide pobtenir une activité théorique dans la pate

de 6 nkat.g ms (dose optimale déterminée par Garcia, 2000).

3.1.4 Description du sitoxygraphe

Fabriqué par la société LAMBERT, le sitoxygraphguiffe 48) est un pétrin horizontal
d’'une capacité de 8 L, permettant de pétrir desitipga de pate compris entre 1,5 et 5 kg. La
caractéristique principale de ce pétrin tient at dae I'ensemble de la masse de pate est
pétrie a chaque tour de bras lui conférant unedgraificacité. A titre de comparaison, une
vitesse de rotation de 52 rpm du bras mobile axgifraphe équivaut a une vitesse de 200
rpm sur un pétrin spirale et 80 rpm sur un pétraxa oblique. D’apres le constructeur, un
pétrissage d’'une dizaine de min a 52 rpm provoaqueaugmentation de température de pate
de + 6 °C.

La cuve

La cuve est composée d’'un cylind®grieur= 210 MM, lawrieure= 210 mm) fermé par
une porte latérale coulissant sur un rail de gwedstgsurmonté d’'une cheminée fermée par un
hublot articulé (figure 49). La paroi de la partizculaire du cylindre est équipée d'un
échangeur thermique étanche (usiné dans la maass)lequel circule de I'eau reliée a un
cryostat (JULABO modéle F26), & un débit de 500mih™.

La porte latérale est utilisée pour la sortie de g I'entretien du pétrin. Le couvercle

supérieur sert a introduire les ingrédients. Auealy de ces ouvertures, I'étanchéité est

réalisée par des joints toriques. Les deux ported 8galement munies de hublots pour
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1. Remplissage 2_ Echantillonnage 3 Extraction

Partie mobile intérieure Partie fixe extérieure

Figure 50. Principe de I'échantillonnage de pate pelant le pétrissage.

Bras fixe

Bras mobile

Figure 51. Position relative des bras dans la cuvdu sitoxygraphe (vue de face).

Mesure des paramétres
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Figure 52. Positionnement des capteurs et acquisiti des données mesurées sour le logiciel Labview®.
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observer visuellement le pétrissage. La cheminppatant le couvercle supérieur et la porte

latérale sont également munies de percages (ésnubier la mise en place de capteurs.

Sur le couvercle latéral se trouve un systeme é&yement de 20 mL qui permet
I'échantillonnage de péate pendant le pétrissage sampre I'atmosphere confinée du pétrin.
Pour prélever un échantillon de pate, la cavitéaestnée au contact de la cuve du pétrin. Le
mouvement du bras tournant pousse I'échantillonp@® dans la cavité du systeme de
prélevement. Une fois remplie, la cavité est dé&mapar un mouvement de rotation de la
partie mobile du systeme (figure 50) et I'échaatilest amené vers l'orifice de sortie situé sur
la partie extérieure fixe du systeme. Toutes lésgs du systeme de prélévement sont polies
et maintenues en pression par des vis de serragesnde ressort. L'étanchéité est aussi
réalisée par I'ajout de graisse de silicone erdsedifférentes pieces du systeme, facilitant le

mouvement de rotation.
Les bras

Inspiré de gestes ancestraux, le pétrissage tentepioduire les mouvements de bras
des boulangers pétrissant la pate manuellement.deeg bras du sitoxygraphe sont en
fonderie inox (aluminium F76) et amovibles. Le btagrnant poli (en forme de Z) étire et
comprime la pate contre le bras fixe téflonné @me de U). La position relative de chacun

des bras est présentée dans la figure 51.

Des essais préliminaires réalisés en présencettdoaur coloré (café moulu) ont été
réalisés pour étudier le mélange et la capaciténddgénéisation du sitoxygraphe. Ajoutés en
différents endroits (bout, base et milieu du bmasgnant) et a différents instants (t = 0 quand
la pate n'est pas formée ou pendant le pétrissagam)s avons pu constater que le
sitoxygraphe homogénéise la pate de facon trédeapuisque entre 30 s et 1 min suffisent
pour que les petits grains de café soient uniforeammrépartis dans la pate
('homogénéisation dans un pétrin oblique dure )mi

L’entrainement du bras est réalisé par un mototédu¢KEB) d’'une puissance de 1,5
kW piloté par un variateur de vitesse permettar utilisation entre 15 et 30 rpm en petite

vitesse et entre 30 et 75 rpm en grande vitesse.

L’instrumentation

Les différents capteurs sont positionnés commaetdérr le schéma de la figure 52 :

. un capteur de pression (ORPHY — GTS, MECACEL Eteutiue, France)
fonctionnant dans une gamme de pression allantad#,d bar (pression relative) ;
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« un analyseur de gaz CRISTAL 300 (COSMA, France)rplau mesure
élctrochimique de la teneur en @-22 %), la mesure par infra rouge de la tenau€®, (0-1
% et 0-50 %) permettant les mesures pour des ¢onsliexpérimentales avec et sans levure

pendant le pétrissage et/ou la fermentation ;

» 1 sonde Pt100 (SIKA France) de type WI spé 1 (-1®@& °C) située sous la
base du bras mobile (figure 52) pour la mesureaderhpérature de pate. Diamétre 15 mm,

épaisseur 3 mm ;

« 2 sondes Pt 100 (SIKA France ) de type WS spé3 4-100 °C ) placées au
centre du liquide circulant dans les tuyaux duesyst de régulation respectivement en entrée

et sortie de la cuve. Diamétre 3 mm, longueur 5;mm

« La mesure de couple est directement obtenue parsigmal €électrique
provenant du variateur de vitesse pilotant le mot&e signal (intensité électrique) est
directement converti en couple a I'aide d’'une ganahé¢alonnage établie par le constructeur
(KEB).

Transférées par des cartes d’acquisition sériete(aaalogique numérique PCI NI 4351
et carte d’acquisition pour les températures NI-B@3 E, National Instrument) au systeme
informatique, les données mesurées sont visualiséesnregistrées par un programme
spécialement développé pour le sitoxygraphe pamA&mmier (UMR GENIAL, Ensia,
Massy) sous Labviefv L’acquisition est séquentielle et scindée en déix ensemble de
données (gaz, température, pression) constituentddémnées saisies en basse fréquence
(intervalle d’acquisition de 1 a plusieurs dizairdes secondes), tandis qu’a intervalles de
temps définis (de 1 a plusieurs centaines de sesdnill est possible d’acquérir les données
en hautes fréquences (couple et vitesse) pendateénups défini (limité par le nombre de
données formant un fichier exploitable). La fréqueeta plus forte est de 100 Hz. Nous avons
couramment utilisé une fréquence de 50 Hz (soit mesure toutes les 20 ms). Une
acquisition se compose donc d'une alternance disitiqus basse fréquence et haute
fréquence. Deux fichiers de données sont donc §éaé&u format .txt.

3.1.5 Description du bioréacteur

Le pétrin bioréacteur est un pétrin expérimenti@néhe et thermorégulé instrumenté
pour étudier la consommation d’oxygéne et I'évantde la consistance d’'une pate durant le

pétrissage (Ameille, 1998). Il est composé d'uneecen Pyrex d’environ 1,5 L munie d’'une

124



Matériels et Méthodes

Figure 53.Photographie de la cuve du pétrin bioréacteur instumenté.

Filter Cold point

t
=

outlet

MRD-1
IKAVISC

Gas circulation

Gaz analyzer COSMA®

co,

DC2

DC2

00000008
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double enveloppe dans laquelle circule de I'eatnbecgulée a 30 °C (figure 53).

L’étanchéité du bol est réalisée par un joint teeigpressé par deux pinces de serrage
au niveau du couvercle en plexiglas, par un joqtidle situé autour de I'axe du fraseur et par
deux joints en téflon situés a I'entrée et a laisatu circuit gazeux (figure 54).

Le moteur d’agitation est un malaxeur-mesureur aeiple (modele MR-D1,
IKAVISK, Allemagne). Le pétrissage des pates s'iie par un fraseur simple bras en acier
inoxydable de type Z2CN18-10 en forme d’ancre neffrgure 53) de longueur 210 mm, de
diamétre 10 mm et dont la base est située a 5 mfordldu bol (Ameille, 1998). La cuve
comporte par ailleurs, deux contre-pales, l'unetivaéle et I'autre oblique pour favoriser
’lhomogénéisation de la pate et éviter les phén@wéle cavitation lorsque la pate s’enroule
autour du bras. Le bloc moteur mesure en contirnitésse du bras et I'évolution du couple
assimilé a la consistance de la pate.

Le bioréacteur permet de mesurer en continu legemtiage d’oxygene et de ¢@ans
le bol du pétrin et, par la suite, de quantifiecéeasommation d’oxygéne de la pate a chaque
instant du pétrissage. Pour cela, 'atmosphéreus@zeircule a un débit de 120 L.k travers
un analyseur de gaz de type Cristal 300 (Envirormmer8A’, France) relié & la cuve par des
tuyaux en téflon comportant un capteur électroohirmipour la mesure du pourcentage,d'O
et une cellule Infra-rouge pour la mesure du,Ci@ure 54). En entrée du circuit, I'eau
contenue dans l'air circulant est condensée awanidl point froid a 0 °C et un filtre PTFE
(maille de diamétre 0,2 um) retient d’éventuellestipules solides. Le volume total du
systeme cuve-analyseur de gaz est de 1,71 L (Man@@nmunication personnejle
L’analyseur de gaz possede trois voies de mes@®ahacune une échelle propre :

« 0-22 % pour I'Q;

» 0-1 % pour la voie Cobasse teneur, utilisée pour des pates ne comgrneasn
de levure ;

« 0-100 % pour la voie C{haute teneur (utilisée en présence de levure).
Tous les signaux analogiques mesurés (vitessele;depeur en gaz) sont envoyées via une
interface (DC2 control IKA) puis stockés dans wrhier .txt grace au logiciel d’acquisition
labworldsoff. Le temps de scrutation pour chaque voie est dem$), soit au mieux une
donnée toutes les 500 ms pour chacun des 5 sigmalyseés.

Le traitement des données est réalisé au moyere divacro développée sous ExXcel

(microsoft). Sur chaque paramétre mesuré, on e2ali® moyenne glissante sur 10 valeurs.
Le couple et la vitesse sont exprimés en N.cm epenrespectivement, les gaz sont mesurés

en % et aprés transformation exprimés en pnishg (Celhay, 2000).
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3.2 Méthodes

3.2.1 Préparation des pates

Conservées a — 20 °C, les farines sont lentemeeh@&es a la température (24 h) avant
d’étre pétries. Dans la plupart des essais, la ggiteonstituée de farine, d’eau et de chlorure

de sodium. Dans tous les cas, le NaCl est dissans ltkau distillée.

3.2.1.1 Au sitoxygraphe

La composition de base de la majorité des patebéetsi est farine — eau — chlorure de
sodium. Dans le cas des pates témoin et des pétiésspdans le cadre de I'étude variétale, la
recette de pétrissage est la suivante :

2500 g de farine ;

1500 g d’eau distillée (60 %) ;

45 g de NaCl (1,8 %).

On travaille a une hydratation de 60 %, hydratatiassique d’'une pate boulangére.

Le pétrissage s'effectue en deux temps, un temgsadage a 30 rpm durant 2 min, puis un
temps de pétrissage durant 23 min a 52,5 rpm. @ da pétrissage est thermostatée a 20 °C.

Lors des essais realisés en présence de glucoggasex(GOX), une hydratation de 55 %
a été choisie. La recette de pétrissage est larsigiv

2584 g de farine ;

1416 g d’eau distillée (55 %) ;

46,5 g de NaCl (1,8 %).

3.2.1.2 Au bioréacteur

L’eau distillée est maintenue dans un bain mage aC.

La recette utilisée pour I'ensemble des pétrissagmsés est la suivante :
325 g de farine ;
227,5 g deau (70 %) ;
6,5 g de NaCl (2 %).

Le moteur n’étant pas assez puissant, les patésysid@matiquement sur hydratées.
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Le pétrissage se déroule selon le protocole suitagdu distillée contenant le NaCl
préalablement dissous, puis la farine sont intteguilans le bol du pétrin. L’acquisition des
données est lancée a partir du moment ou les iegrddsont en contact. L'étanchéité de la
cuve est alors réalisée rapidement pendant une tupgus répétable possible (2 min) puis le
moteur est mis en marche. Le pétrissage dure 68vat une vitesse du fraseur fixée a 200

rpm.
3.2.1.3 Congélation des pétes

En fin de pétrissage (ou a intervalle de temps-88-20-25 dans le cas des cinétiques
au sitoxygraphe), le pétrin (bioréacteur ou sitoaphe) est arrété et un échantillon de pate
est prélevé, congelé dans I'azote liquide (- 180 €éBncassé dans un mortier puis conservé a

—20 °C dans des sacs plastiques hermétiquesadirade la lumiére.
3.2.2 Dosages biochimiques (farine et pates)

3.2.2.1 Activités enzymatiques extractibles

4 g de farine sont homogénéisés dans 10 mL de tasgadium phosphate (pH =7,5) a
0,1 M dans un bain de glace pilée avec un homosggiagir de type ultra-turrax pendant 15 s,
suivi de 30 s de repos, puis de nouveau 15 s d’émdmsation. L'extrait est ensuite
centrifugé a 30000 g pendant 20 min a 4 °C. Leageant maintenu a 4 °C dans un bain de

glace est directement utilisé pour la mesure deividé LOX extractible. Les activités CAT
et POD sont mesurés sur des extraits dilués}édans le méme tampon. Dans le cas des
dosages d’activités enzymatiques sur les patesakse de pate pesée est adaptée en fonction

de I'hydratation de la pate de facon a extraire deBvités enzymatiques a partir d’'une
guantité de matiére séche équivalente a celle faeite.

Toutes les activités enzymatiques résultent d’'uryemne de quatre dosages (deux

mesures) sur deux extraits enzymatiques.
3.2.2.1.1 Activité lipoxygénasique

L’activité LOX est déterminée par polarographieosdla méthode décrite par Boussard
et al. (2004) Un volume de 1,5 mL de substrat, mélange d’acni@dique - Tween 20 dans

un rapport molaire 4 : 1 dispersé dans un tampaspgirate (0,1 M a pH = 6,5) est saturé par
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de l'air a 30 °C. L'enregistrement débute apremiliade 50 a 100 pL d’extrait enzymatique.
L’activité extractible de LOX est exprimée en naatslis (nkat, c’est-a-dire en nmoles
d’oxygene consommé par seconde) par gramme de rema@éehe dans les conditions de

'expérience.
3.2.2.1.2 Activité peroxydasique

L’activité peroxydasique (POD) est déterminée gaectrophotométrie (Garciat al,
2002a) basée sur la diminution de I'absorbanceirBi d’une solution d’acide férulique
mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a bardsteliodes. Le mélange réactionnel est
composeé d’acide férulique (0,1 mM), de Ca@0 mM) et d’'HO, (0,5 mM) dans du tampon
acétate (0,1 M a pH =5,6). La réaction a lieu #Q%t démarre lors de I'addition de 25 pL
d’extrait enzymatigue convenablement dilué. L'atéivest déterminée par le calcul de la
pente initiale de la chute d'absorbance a 310 nransDces conditions, le coefficient
d’extinction molaire de I'acide férulique est de084M™.cm™. L’activité est exprimée en
microkatals (pkat, c’est-a-dire en umole d’AF canswe par seconde) par gramme de

matiere seche.
3.2.2.1.3 Activité catalasique

Dosée par polarographie, la mesure de l'activitélasique se fait a pH =7 (tampon
phosphate 0,1 M) et le substrat est le peroxydeydddgene (HO,) 1 M. L’activité
catalasique est exprimée en umol gdifdoduit par seconde (pkat) et est ramenée parmgeam

de matiere seche.
3.2.2.1.4 Activité glucose oxydasique

Le dosage est réalisé a 30 °C dans un milieu oFawi de volume final de 1,5 mL
constitué de tampon acétate 0,1 M a pH = 5,6 cantedu glucose 0,22 M. L’extrait
enzymatique est ajouté au volume réactionnel etiVidé GOX déterminée par la mesure de
la pente de la droite représentant la consommali@r. Elle est exprimée en nkatals.
L’activité ajoutée dans les pates supplémenté&a@X est de 5 nkathms (activité optimale
déterminée par Garcia, 2000).
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Figure 55. Profil d'élution des protéines de la fane BPMF.
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3.2.2.2 FEtat d’agrégation des protéines

La procédure expérimentale est adaptée du protousiau point par Moredt al. (2000b)sur

la farine et par Malet (2005) sur la pate.

3.2.2.2.1.1 Extraction des protéines solubles au dodécyl sulfate de

sodium

L’extraction des protéines est réalisée sur unriditam de 160 mg de farine ou 300 mg
de pate dans 20 mL de tampon phosphate 0,1 M &,pldhitenant 1 % de SDS (rapport
poids/volume). Apres avoir été homogénéisés quslgeeondes, les contenus des tubes sont
maintenus pendant 80 min sous agitation douce daesétuve a 60 °C pour stabiliser

I'extrait (inactivation des protéases) (Moatlal, 2000b).

3.2.2.2.1.2 Extraction des protéines non solubles au SDS

Afin de solubiliser les macropolymeres gluténiques, échantillons sont soumis un
traitement ultrasonore a une puissance de 7 W périfas. L'échantillon est centrifugé
durant 20 min a 30 000 g et a 10 °C, afin de sépaseprotéines extraites (surnageant) du
culot d’amidon principalement. Le surnageant dstéefi(filtre Milex-GV, PVDF 0,22 um,

Millipore®), puis les protéines sont analysées par HPLC-SE.

3.2.2.2.1.3 Séparation et caractérisation des protéines par SE-HPLC

La séparation est réalisée d’apres les conditidiisées par Malet (2005) adaptées de
celles de Darde (2001) et Mored al. (2000b). 20 puL d’extrait de protéines de farin@ (3.
dans le cas des pates) sont injectés sur une @I@00 x 7,5 mm) d’exclusion stérique
analytique composée d’un gel de silice rigide hptibe (TSK G 4000, Toyosoda, Stuttgart
Allemagne). L’élution réalisée avec une solution tdempon phosphate de sodium 0,1 M
(pH = 6,9) contenant 0,1 % de SDS, & un débitest d mL.mif" & 30 °C.

Le détecteur a barrette de diodes permet de tlawvaians un gamme de longueurs
d’'onde entre 200 et 900 nm. Les liaisons peptidiggent détectées a 214 nm et le
chromatogramme obtenu peut étre découpé en cintioina (figure 55). La somme des cinq
fractions correspond a la quantité totale) (e protéines solubles. La délimitation du pic F1
et du pic F3 sont données par les formules VIl ldtréspectivement. Les temps de fin de pic

dépendent de I'écart entre les sommets des pies F4.
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Tableau 15. Correspondance entre les fractions préiques séparées par gel filtration et les masses

moléculaires.
Fraction Protéines Masse moléculaire
(kDa)
F1 Gluténines de Haut poids moléculaire (HPM) 28@30
F2 Gluténines de Faible poids moléculaire (FPM) 8306
F3 Gliadines () 116 a 65
F4 Gliadines ¢, 3, y) 65a21
F5 Albumines, globulines <21
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(Vi) (tRF4_tRFl) x 009 + trm

Avectr .temps de rétention en min.

(V1) (trra—tre1) x 0,79 + trer

Dans ces conditions, Morek al. (2000a) ont déterminé les correspondances ergre le
fractions et les poids moléculaires (tableau 18n®nos résultats, les valeurs utilisées sont

exprimées en quantité absolue ramenée a la maééhe de I'échantillon (UA.Tgms).
Dans le cadre de I'étude variétale, nous avonsidééis parametres issus des fractions
guantifiees :
la quantité totale de gluténines (F1 + F2) ;
la quantité totale de gliadines (F3 + F4) ;
le rapport gliadines sur gluténines (F3 + F4) / {H32) ;
le rapport gluténines HPM sur gluténines FPM (FL/F2

3.2.2.3 Dosages des lipides
3.2.2.3.1 Cartographie lipidique

La procédure expérimentale tient compte de la masseatiere seche de I'échantillon

(farine et pate). Le dosage des lipides est adbptd méthode de Tsen et Hlynka (1962).

3.2.2.3.1.1 Extraction des lipides

La phase d’extraction se déroule a froid afin deqbér l'activité des enzymes
susceptibles de dégrader les lipides. Les lipidast ®xtraits a partir d’'un échantillon
d’environ 10 g de farine ou 16 g de pate, massendiere humide, auxquels sont ajoutés
successivement, 200 pL d’acide acétique afin difieidle milieu pour rompre les liaisons
entre protéines et lipides, 20 mL de méthanol polubiliser les lipides et les protéines, 1 mL
de chloroforme (CHG) contenant 0,01 % de Butyl HydroxyToluéne (BHTupaon réle
antioxydant, deux fois 9 mL de CHGbour séparer les lipides des protéines, puis outej
une quantité d’eau salée de fagon a obtenir 1 ¥ad& dans la phase aqueuse finale de 20

mL. Cette derniere tient compte de l'eau apportée pechantillon. Entre chaque
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Interface contenant de

_» la matiére organique
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Méthanol et
eau

Phase chloroformique
contenant les lipides y

<4
\/ compris les caroténoides.

Extraction des lipides

Figure 56. Séparation de la phase chloroformiquepidique par centrifugation

Front de migration du solvant

v

Rf Ester de stérol,
Triacyglycérol (TAG)
0,7
Acides gras libres (AGL)
0,45
Diacylglycérol 1,3 (DAG 1,3)
Diacylglycérol 1,2 (DAG 1,2)
0,26
0,25 Monoacylglycérol (MAG)
...................................... o Lipides polaires totaux (LPT)
Ligne de dép

Figure 57. Schéma du fractionnement des lipides n&ras par chromatographie sur couche mince (gel delise).
Eluant : éther de pétrole / éther diéthylique / acide forngue (70/30/1
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incorporation, le solvant est homogénéisé a l'aldem homogénéisateur (Ultra-turrax T25),
durant 20 s a environ 3000 rpm. La tige de l'uttrerax T25 est rincée avec 1 mL de CkiCl

Le mélange est centrifugé durant 20 min a 13000g4°C. On préléve alors 10 mL
de la phase chloroformique (figure 56) contenast lipides et les caroténoides pour les

transferer dans un récipient hermétique.

3.2.2.3.1.2 Fractionnement des lipides par chromatographie sur couche

mince

Les étalons internes, 10 pL d’acide margarique(Zug/uL) et 40 puL de triG, sont
ajoutés a 4 échantillons d’extrait lipidique de 280chacun. Les échantillons sont concentrés
au Rotavapor a 37 °C, puis resolubilisés deuxdoexessives dans 100 uL de Ck€t enfin
déposés sur une plaque de silica-gel préalableawtivée a I'étuve. La séparation de lipides
neutres est réalisée en une heure (figure 57aja@el’d’'un éluant constitué d’'un mélange de 70
mL d’éther de pétrole, 30 mL d’éther diéthyliquede 1 mL d’acide formique.

Aprés pulvérisation d’une solution de primulined{D % dans un mélange acétone/eau,

80/20) sur la plague, les différentes fractiondipildes sont révélées sous UN £ 365 nm).

3.2.2.3.1.3 Quantification des lipides par chromatographie en phase

gazeuse

Aprés identification (figure 57), chaque fractigpidique est prélevée. 10 pL d’étalon
interne (acide margariquefa 2ug/uL) sont ajoutés dans les fractions de dibogérol et de
monoacylglycérol, et 30 pL dans la fraction dedgs polaires totaux. Dans le cadre de
'étude variétale, seules les fractions monoacy@lgls (MAG) et acides gras libre (AGL)
ont été analysées.

Les fractions lipidiques sont ensuite saponifiéeséthylées en présence de 5 mL de
méthanol Bi aprés incubation de 15 min dans un bain-marie @6%.es esters méthyliques
d’acides gras sont alors extraits avec un mélaege ohL d’eau et de 4 mL de pentane. Les
échantillons sont homogénéisés puis laissés quelpimiutes a décanter. La phase pentanique
(supérieure) contenant les lipides est prélevés, dai pentane est évaporé dans un bain
thermostaté de 40 °C sous un flux d’'azote.

Les esters méthyliques sont ensuite resolubilis&éorcentrés dans 100 pL d’heptane pour

étre analysés en chromatographie en phase gazeuse.
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Le systeme chromatographique utilisé est constitué injecteur « split » contenant
un « insert » chauffé a 250 °C, d'une colonne &ipdl (DB WAX, 30 m de long, 0,25 mm de
diametre intérieur) maintenue a 195 °C, et d'ureck&ur & ionisation de flamme chauffé a
250 °C.

Les différents acides gras méthylés sont séparéddemin en utilisant I’hydrogene
comme gaz vecteur dont la pression en téte de melast fixée a 13,5 psi. Le volume
d’injection de I'extrait est de 1 pL.

L'identification des différents acides gras estemite en comparant leur temps de
rétention avec celui d’'un mélange étalon. La gdiaation se fait en comparant les surfaces

des pics avec celui de I'étalon interne, l'acidegasaque G-.
3.2.2.3.2 Dosage des pigments caroténoides

Les caroténoides extraits de la farine ou des patesdosés par spectrophotométrie.
Pour les farines, le spectre d’absorption de laktipidique (en phase chloroformique) est
enregistré entre 380 et 750 nm. L’absorbance exgériale a 455 nm est corrigée de la part
d’absorbance due a la turbidité (mesurée entreeb5®0 nm) afin de déterminer la quantité

de pigments caroténoides présente dans I'extpaitidiue.

(IX) ADbScorrassnm = AbSassnm - Turbidité assnm

(X) Turbiditésssnm = €2 log Asssm + b
Avec, a et b coefficients de régression linéairéadéroite log (Abs) = f (logh)) entre 550 et 750 nm.

Les teneurs en caroténoides sont ensuite expriemégEsnant compte de la quantité de matiére

mise en ceuvre a partir de la relation (XI) :

AbSorrassm
(X1) Quantité de caroténoieés = ————  x 1000
m
avec ,
quantité de caroténoides exprimées en mUAmg

m : masse de matiére séche
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Tableau 16. Longueur d'onde spécifique et coeffiae d’'extinction molaire des

substrats redox utilisés pour mesurer l'activité lacasique au spectrophotométre a pH

4et56.
substrat A ennm e en Mt.cm? référence
AF 320 8400 Garcia, 2000
AS 309 8400
ABTS 405 36000 Childs et Bardsley, 19
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3.2.3 Caractérisation des extraits de laccase

3.2.3.1 Dosage de l’activité laccasique a pH = 4 et pH = 5,6
3.2.3.1.1 Dosage polarographique

Un volume de 1,4 mL de solution de substrat phénelipréparé dans du tampon
acétate 0,1 M est saturé en oxygenelgQ@25 pM) par bullage d’air a 30 °C, est placérda
la cuve du polarographe. La réaction démarre lerBajout d’un volume adéquat d’extrait de
laccase. L’activité laccasique est exprimée en kaads (nkat, c’est-a-dire en nmoles
d’oxygene consommé par seconde et par mL d’'extiaiis les conditions de I'expérience).
Elle est déterminée par la mesure de la pentalimite la courbe de consommation g'{@s
produits d’oxydation pouvant étre substrats dezi@me. Le dosage polarographique est peu
précis pour la mesure des activités inférieure3anBat en cuve. Chaque activité laccasique
mesurée au polarographe a été réalisée dans leirdooha linéarité de I'appareil. Ainsi, les
enzymes trop concentrées ont été diluées au 1d®latampon de réaction quand cela était
nécessaire, I'activité mesurée n’étant plus proponelle a la quantité d’enzyme au-dela de 2

nkat en cuve.
3.2.3.1.2 Dosage spectrophotométrique

Le matériel utilisé est un spectrophotometre adirde diodes Hewlett-Packard
(HP84 52 A). Contrairement a la polarographie,dacsrophotométrie permet de mesurer la
cinétique de consommation des acides phénoliquaesdmtres faibles activités. En revanche,
le domaine des mesures est limité par la concémrahaximale en substrat (absorbance
initiale trop élevée). Dans le cas de I'acide fi@ug, la concentration maximale ([Ak)) est

égale a 0,1 mM (absorbance égale a 1,5).

La solution (tampon acétate 0,1 M) de substrattlestmostatée a 30 °C et mise a
buller en continu. Un volume de 3 mL est déposédare cuve en quartz. La réaction est
amorcée par l'addition de 30 pL d’extrait enzyma#igau mélange réactionnel. Apres
homogénéisation rapide du milieu, la cuve est imatéthent placée dans le
spectrophotomeétre.

La pente initiale de la courbe donne la vitesséaiei de disparition du substrat,
exprimée en nkat.mt d’extrait. Les coefficients d’extinction molairdilisés sont regroupés

dans le tableau 16 pour les différents substratiiéd.
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solution tampon acétate
(0,01 M ; pH=45):

v [(NH,SO,] 0 M (A)
v [(NH,),S0O, 0,5 M (B)

débit = 0,5 mL.mirt

I Mono Q HR 5/5
| (CH-N*(CHy)y)

Vfractions= 1mL

FRAC-200

Figure 58. Schéma de principe et conditions expériemtales de la chromatographi
échangeuses d’anions couplé au systeme FF
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3.2.3.2  Purification
3.2.3.2.1 Chromatographie échangeuse d’ions

Pour purifier de petits volumes de laccase PC (3, e colonne utilisée est une
colonne échangeuse d’anions Mon® IgR 5/5 (Pharmacia biote€hd’une capacité de 1 mL.
Les conditions de purification sont adaptées deitkag et al. (2003)et Recorcet al. (2002).

La colonne est placée dans un systétme FPLC (PhrmBamtecl?), piloté par un
logiciel « FPLC director » (figure 58). Le systemmauni d'un détecteur UV, permet de
mesurer en continu I'absorbance a 280 nm. La jpatifin est réalisée sur un volume de 2 mL
d’extrait enzymatique brut dialysé préalablementtie une solution de tampon acétate 10
mM a pH = 4,5 (solution A).

Apres le dépbt, la colonne est lavée par 15 voludeesolonne de solution A et les
protéines restées fixées sont éluées avec un gtddiéaire de (NH),SO, de 0 a 0,33 M
préparé dans la solution A. Le débit utilisé esDdemL.min'. Nous avons préféré le sulfate
d’ammonium au NaCl généralement utilisé (Otterbeiral, 2000 ; Recorcet al, 2002 ;
Sigoillot et al, 2003) car ce dernier est inhibiteur de I'actiVéécasique (Garzillet al, 1998
; Johannes et Majcherczyk, 2000a). L'utilisationNMRCI lors d’essais préliminaires a conduit
a un rendement nettement plus faible, confirmanhibition de I'activité de la laccase par les
ions CI. Des fractions de 1 mL sont collectées sur lesgsiedont déterminées I'activité
laccasique (par polarographie) et I'absorbanceCan2a.

3.2.3.2.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Le systéme électrophorétique utilisé est le PhastBy (Pharmacia Biote®h Deux
types d’électrophorése ont été réalisées sur 8&XdC :

* une isoélectrofocalisation (IEF) permettant la séfi@an des protéines dans un
gradient de pH en fonction de leur point isoélectei (pl) ;

» une électrophorese SDS-PAGE (mode dénaturant)gamarer les protéines selon leur
poids moléculaire.

L'IEF est réalisée en utilisant un « PhastGel IE® >3 qui couvre une gamme de pH
allant de 3 a 9. La séparation a été réalisée ¥€1bin total de 500 V.h est appliqué lors de
'expérience. La calibration du gel est effectu@ecaun kit de marqueurs protéiques de pH
allant de pH 3 a 9. La révélation des protéineststtuée par une solution de coloration au

bleu de Coomassie (PhastGel Blue R) préparée ertam@ment dans un mélange méthanol
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(30 %), acide acétique (10 %) et CuSQ,1 %) dans I'eau selon un protocole fourni par le
fabricant

L’électrophorése en mode SDS-PAGE est réalisée ame¢ PhastGel gradient 10-
15 » permettant une séparation des protéines dgenmasléculaire comprises entre 10 et 250
kDa. La calibration du gel est effectuée avec tedki marqueurs de poids moléculditdW
electrophoresis calibration kibourni par Pharmacia BioteBhUne révélation non spécifique
au bleu de Coomassie est effectuée comme danssleled'|EF selon la procédure du
fabricant. De plus, nous avons aussi effectué wheration spécifique en utilisant 'ABTS
(acide 2,2’-Azino-Bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-farique). L'ABTS est un substrat
spécifigue de la laccase qui est de couleur ver-ldous sa forme oxydée. Pour cette
révélation spécifique, le gel de polyacrylamide msngé dans une solution dABTS 2 mM
(tampon acétate 0,1 M pH = 4) et les bandes contdiztivité laccasique se colorent en

guelques secondes.
3.2.3.3 Dosages des protéines

Lors du stage de Master d’A. Jeanneau (2005), $aglo de protéines de I'extrait de
laccase PC a été réalisé selon plusieurs méthadéthode de Bradford (micro) et méthode a
I'acide bicinchoninique (BCA, PIERCH (Smith et al, 1985). La conclusion des différents
dosages est qu'aucune des méthodes d'estimationswdude protéines que nous avons
utilisées n'est exempte d’interférences. En ettetprésence de composés phénoliques dans
'extrait peut conduire a des sous-estimations ldus dosage par la méthode du micro
Bradford. Dans le cas de la méthode BCA, I'acidgnchoninique réagit avec un ion Gu
formé aprés réduction de I'ion €upar les protéines en milieu basique. Lors de kation
par I'enzyme, les atomes de cuivre composant éeagitif de I'enzyme sont successivement
réduits, puis oxydés (passage d’'une forme réduibxyaée de I'enzyme). La présence du
cuivre apporté par la laccase peut perturber lagimsles protéines dans la méthode utilisant
le BCA comme indicateur coloré.

Par conséquent, les résultats présentés sontdssudosage protéique au moyen de la
meéthode de micro Bradford, méthode qui semblelétreoins perturbée. Le kit de dosage est
fourni par la société Bio R&det permet de doser des protéines sur une gamniead20
ng.mL? de protéines. La courbe d’étalonnage est réaks@e la sérum albumine bovine
(BSA).
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Tableau 17 Conditions chromatographiques pour I'anlyse de I'oxydation des mélanges de composés

phénoliques oxydés par PC.

Eluant ; Débit Vinjecté ADétection
. Mélange ,
(phase mobile) (mL/min) (uL) (nm)
20 % NHH,PO, 20 mM (pH = 2,5) AF/AS
0,8 20 280
pH=4

80% acétonitrile
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3.2.4 Mesure de I'oxydation des phénols en milieu modeéle par la laccase
PC

En milieu modéle, la mesure de I'oxydation des piea été réalisé a la fois par dosage
de I'O, consommé (polarographie) et par dosage des compus&noliqgues (substrat et
produit) aprés séparation chromatographique ettiéteUV.

Le dosage polarographique est identique a celuiitd#aens la paragraphe « dosage de
l'activité laccasique ». L'analyse des composésnphéues du milieu est réalisé par
chromatographie liquide haute performance (CLHP)pkase inverse. L'appareil CLHP est
constitué d'un ensemble Workstation (VARIAN, lesidJIFrance) comportant une pompe
(9012), un injecteur Vi€ et un détecteur UV (9050). La colonne utilisée @se Gg
(YMCODS AQ, AIT, France) dont les dimensions soatlb0 x 4,6 mm et la granulométrie
de 3 um. Le systeme chromatographique est ponetoelit relié & un détecteur a barrette de

diodes pour l'identification des composés a l'ailds spectres UV.

Les conditions expérimentales pour chaque sérimélanges sont regroupées dans le

tableau 17. La quantification des composés ess&sapar étalonnage externe.
3.2.5 Analyse de données et méthode des plans d'expériences

La méthode des plans d’expériences est une tedahrdéprganisation optimale des
expériences de maniéere a obtenir un maximum din&ions en un minimum d’essais avec
la meilleure précision possible (Goupy, 2000). La@np de départ de cette méthode est
'espace expérimental défini par les facteurs (pataes) mesurés. Dans cet espace, un
domaine d’étude est défini. A chaque point du domai’'étude correspond une réponse
(grandeur d’intérét). A I'ensemble de tous les poidu domaine d’étude correspond un

ensemble de réponses.

L'utilisation d’'un modéle mathématiqua priori permet ensuite d’analyser les
interactions entre facteurs et réponses dans hebleedu domaine a partir des données
expérimentales. Dans ce manuscrit, les effets ois parameétres de pétrissages (vitesse,
hydratation, température) ont été étudiés, a padin plan composite a trois facteurs et cing

niveaux aboutissant a un modeéle polynomial du st:cegre.
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Tableau 18. Matrice d’expériences en valeurs centrées réduitedes facteurs étudiés. X1,
Vitesse de rotation du bras ; X2, Hydratation de lapate ; X3, Température initiale des

ingrédients

Essais X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -0 0 0
10 +a 0 0
11 0 - 0
12 0 +a 0
13 0 0 -a
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
21 0 0 0
22 0 0 0
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3.2.5.1 Obtention des valeurs centrées réduites

Pour centrer et réduire les valeurs des factearshangement de repére et d’origine est

opéré. Le passage de la valeur réelle a la vaimnitrée réduite se fait selon la relation XII :

(XIN) X — Xo
AX
Avec,
X : valeur centrée réduite du facteur étudié (saite)u
X : valeur réelle du facteur étudié (en unité mesuré

Xo . valeur réelle mesurée au milieu du domaine ewpatal (en unité mesurée) qu

correspond a l'origine choisie pour la valeur réeldgiu parametre.

Ax : pas de variation choisi, différence entre legaux +1 et O (en unité mesurée)

3.2.5.2 Choix du critere d’optimalité et etablissement de /a

matrice d’expériences

Nous avons choisi comme critere d’optimalité I'iaoence par rotation pour que les
réponses calculées avec le modeéle issu du plah @ienerreur de prévision identique pour
des points situés a la méme distance du centrehaide d’étude. La matrice d’expériences
en valeurs centrées réduites est présentée daaisléau 18. Dans le cas d’'une étude a trois

facteurs, la valeur de = 1,682 est déterminé par la relation XIII :

(XIll) a = ( on )%
Avec,

a : niveau limite supérieur du facteur centré réduit

n : nombre de facteurs (dans notre ¢es,3)
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Tableau 19.Domaine expérimental du plan d'expériences utilisé

Valeurs centrées

réduites des facteurs -1,682 -1 0

1,682

X1
(vitesse de rotation du 30 39 52,5
fraseur en rpm)

X2
(hydratation en %)

X3
(température des 10 12 15
ingrédients en °C)

57 58,2 60

66

61,8

18

75

63

20
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Ce plan permet de modéliser les résultats selomadele linéaire dans lequel les
coefficients correspondent aux effets simples eddoptiques de chaque paramétre et a
'ensemble de leurs interactions (relation XIV).

(XIV) Y = o + hXi + X2 + X3

+ hoXiX2 + hisXiXz + baXoXs
+ biX1? + b2X2? + esXs? + hesXaXoXs + €

Avec,
Y : valeur de la réponse expérimentale
bo : moyenne ou valeur au centre du domaine expétahen

b, : effet linéaire de la vitessdp; : effet linéaire de I'hydratatiors : effet linéaire de

la température initiale des ingrédients
by, : effet d’interaction entre la vitesse et I'hydrabn
b,3: effet d’interaction entre la vitesse et la tenajdre initiale des ingrédients
by3 : effet d’interaction entre I'hydratation et lanipérature de départ des ingrédients
b1 : effet quadratique de la vitesse
by, : effet quadratique de I'hydratation
bs3 : effet quadratique de la température initiale idgsédients
bi123: interaction entre les trois facteurs

X1, X2, X3: niveaux respectifs de la vitesse de pétrissagel’hydratation et de la

température initiale des ingrédients (valeurs éastréduites)

€ : erreur du modéle

Toutes les expériences de ce plan ont été réalméestoxygraphe en mesurant en
continu la teneur en oxygéne au sein de la cuvanadele établi n'est valable que dans le

domaine expérimental (tableau 19). Les répongeét(idiées sont :

» |a quantité totale d'®© consommée par la pate aprés 25 min de
pétrissage (¥t et

* |es vitesses instantanées de consommatiop ¥ Go2).
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4 RESULTATS ET DISCUSSIONS
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4.1 Mise au point du sitoxygraphe

Depuis les années 1990, la Chaire de Biochimie dmighlie et Agroalimentaire du
Cnam aborde l'étude des réactions d’oxydoréduciimervenant dans la pate lors du
pétrissage par une voie originale : la mesure tdirdes échanges gazeux d’'une pate pétrie
avec son atmospheére environnante. Sur les aspéctsadges gazeux, la mise au point du
sitoxygraphe s’inscrit pleinement dans la lignés tlavaux effectués jusqu’a présent.

Ces travaux de recherches ont rendu possible Iatifjoation de 'oxygene consommé
par la pate au cours du pétrissage lors de la aigmint d’'un pétrin bioréacteur, poursuivant
de maniére plus précise les travaux entamés en f@53mith et Andrews (1957). Ce pétrin
expérimental, rendu étanche, met en ceuvre jus@@ayGle pate environ, permettant ainsi de
mesurer les variations de pression partielle ergéng au moyen d’une électrode de Clark
(Ameille et al, 2000b) dans I'atmosphére isolée environnant ta p& cours du pétrissage.
Par la suite, un appareil de mesure de gaz a é€ emiplace pour mesurer comme
précédemment les teneurs en oxygene par une masatechimique ainsi que les teneurs en

CO, par infra-rouge dans I'enceinte isolée du péttielay, 2000).

Actuellement, I'air contenu dans la cuve du pétircule & un débit de 110 Lh
environ dans l'analyseur de gaz. Il est tout d’dbasséché par condensation de la vapeur
d’eau qu’il contient & travers un point froid, pdiré a travers un filtre 0,2 um. Nous
considérerons que l'analyse des gaz est non dasteupuisque seule une tres petite quantité
d’oxygene est consommeée (réduite) au niveau deckélde et une faible quantité de vapeur
d’eau est piégée au niveau du point froid. En meggua consommation d’oxygéne de la pate,
le bioréacteur a ainsi permis d’étudier I'impacs dacteurs de pétrissage, I'effet d’hydrolases,
d’oxydoréductases et de substrats redox (avec sl esazyme) et de discriminer des farines
dans des conditions particulieres de pétrissagee{faret al, 2000a ; Ameillest al, 2000Db).

En effet, I'échelle, la géométrie de la cuve, laxfe des bras, les vitesses de rotation utilisées
sont relativement éloignées des conditions degsétge de pétrins conventionnels. De plus, la
limitation de puissance du moteur impliquent dediter dans des conditions d’hydratations

fortes (~70 g d’eau ajoutée a 100 g de farine hajnid

Le premier objectif de ce travail de thése concéarteansposition sur le sitoxygraphe
du savoir-faire acquis au bioréacteur sur la mesige échanges gazeux. Pour cela,
I'étanchéité du systéme est la condition indispelesa I'observation des variations de teneur

en gaz au sein de celui-ci. Dans un second tengpsplume du systeme étanche a été
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déterminé, en effet, la connaissance du volumeadecgntenu dans la cuve est nécessaire
pour quantifier les échanges. Enfin, le changendaithelle, passage du stade laboratoire
(V~1,7 L) au stade pilote (V ~10L) fait apparaides facteurs qui ne peuvent plus étre
négligés. Dans le cadre de notre étude, il s'aglitidertie de la mesure et des variations de

pression au sein de la cuve.

4.1.1 Quantification des échanges gazeux entre la pate et I'atmosphére du
pétrin : mesure de la consommation d’oxygéne d'une pate

boulangére

4.1.1.1 Etanchéité du systéme « pétrin - dispositif de mesure

des gaz »

Au sitoxygraphe, nous devons nous assurer de tB&té du systéme afin de garantir
des mesures fiables et précises des pourcentagesxgdd , CO, n et CQ ) ainsi que de la
pression au sein de la cuve. D’'une maniere généeal@oints critiques pour I'étanchéité sont
les zones de contact entre deux pieces disjoinieétanchéité est assurée par la mise en
place de joints toriques disposés sur le couvédatézal et le hublot supérieur et de joints de
téflon souples réalisant I'étanchéité au niveau oléices prévus pour I'emplacement de
divers capteurs. L'étanchéité du systéme de préiéme est réalisée par le plaquage des
pieces polies constituant le systeme, les unekeswautres et leur maintien dans cette position
par des ressorts comprimés au moyen de vis degserta graisse de silicone parfait
I'étanchéité et facilite le mouvement de rotatianldine des pieces par rapport a l'autre. La
partie tournante sur laquelle est monté le bras ilmotonstitue également une fuite
potentielle. Sur cette partie mobile, I'étanchéitd réalisée par l'intermédiaire d’'un jeu de

joints toriques
4.1.1.1.1 Test en pression

Au cours du test de maintien de la pression, la&adsle est mise en surpression de 1
bar, qui serait selon notre estimation, une sugiwagéaliste, pouvant apparaitre au sein de la
cuve pendant le pétrissage d'une farine levuréeeg\pvoir fait I'étanchéité, la pression est
mesurée a l'aide d’'un manometre (échelle : 0-1 j&s,: 0,02 bar), le bras du moteur est mis
en rotation & 50 rpm. Pendant 30 min, aucune difimnwe pression n’est observée lorsque le

systeme de prélevement est en position extériamenagosition intérieure. Deux simulations
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de prélevement de pate ont alors été effectuégmdiion de l'aiguille du manometre varie
alors entre 1 et 0,98 bar. Les simulations de peéhent entrainent l'introduction d’un
volume de 22 crhd'air dans la cuve. Aprés quelques heures de ieairde la cuve en
pression, une tres Iégere diminution de pressigarit (0,04 bar). Ce test est satisfaisant, le

systeme semble donc suffisamment hermétique.
4.1.1.1.2 Quantification des échanges gazeux

Pour conforter ce résultat, nous quantifions ldsagges gazeux entre l'intérieur et
I'extérieur du pétrin lorsqu’il existe un fort griadt en Q entre l'intérieur et I'extérieur de la
cuve. L’'oxygéne de I'atmosphére de la cuve estsghamr introduction d’'azote U dans la
cuve, puis I'étanchéité est réalisée et on laissy$teme atteindre I'équilibre. Le pourcentage
d'O, atteint est de 1,5 % (soAO,=19,4 %). La cuve est maintenue a la pression
atmosphérique. Pendant toute la durée de I'expezicle bras est mis en mouvement a 50
rpm.

Apres 20 min (durée qui correspond a celle du gsrge), le pourcentage d'@ans la

cuve est passé de 1,50 a 1,52 %. A la températutabdratoire voisine de 20 °C, a t = 0,

983 X 15 _ 6,131 mmoles.

nous avons dans la cuve dont le volume est éga3al9 noz = 2405100

983 152_

At =20 min, nous avonBoz = 2405 100

6,213 mmoles. Ainsi, 82 umoles ¢'@ont donc

entrées dans la cuve (1,3 %). Dans la suite deériexgntations, la plus faible teneur en
OXygene que nous ayons a mesurer au sein du pétriote 10 %40, = 10,9 %), dans le cas
de pate en fermentation, ce qui réduit le débitfuiee. Etant données les conditions
expérimentales de mesure de la fuite (grand voldmegaz et fort gradient), le systéme
présente une étanchéité suffisante. Ainsi, dassita de cette étude, la variation de la teneur
en Q dans la cuve due aux échanges entre I'intérieliexdérieur de la cuve est négligée.
Ainsi :
o) toute production ou consommation d’oxygene est duwe réactions

chimiques et biochimiques ou a la présence de éef@urcerevisiagau seinde la pate ;

o) toute production de C{est due a la présence de levure ou de systemes

microbiologiques endogénes ;

o) dans le cas de pate en fermentation, 'augmentaiopression au sein

de la cuve correspond a la production de @& la levure.

160



Résultats et Discussions

-

~

@ HCI concentré
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@ Ajout de 10 mL d’une solution d’'HCI concentr
~N a une masse connue de CaCfuis etancheité
@ COo, rapide du systéme.

@ Mesure au cours du temps de la libération
CO, dans la phase gazeuse du systeme

J

o

\ Systeme « pétrin — analyseur » étanche

é
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/

Figure 59.Principe de détermination du volume de I'enceinte d sitoxygraphe — analyseur de gaz
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L’étanchéité de la cuve permet donc de garantirmesure des échanges gazeux pate-
atmosphere dans I'enceinte confinée de la cuveéthinpimage des réactions intervenant au
cours du pétrissage, ainsi que d’estimer de faeoplus précise possible I'évolution de la
pression réelle au sein de la cuve. L'étanchéit@esc la base des travaux sur les échanges
gazeux. Celle-ci est vérifiee régulierement au salgs expériences successives. Un autre

parametre tres utile est le volume du systémerinpétinalyseur de gaz », car il permet :

o) la transformation des teneurs en & CQ en moles a partir des

pourcentages mesurés ;

o) le calcul du Volume de gazg\Mans la cuve a tout instant du pétrissage
et par suite du volume de pate. Cette partie dvailrazonstitue par ailleurs une voie de
développement de notre outil qui sera abordée léashernier chapitre de résultats.

Extension de cette mesure dans le cas des expériences de prélevements de

pate pendant le pétrissage :

Apres avoir créé un fort gradient g@ntre I'atmospheére intérieure et I'extérieur du
pétrin, la valeur du pourcentage d'éffichée est de 1,52 %. A cet instant, deux pefteants
successifs ont été simulés, le pourcentage diOcuve affiche alors 1,59 %. Aprés calcul, il
est entré 0,39 mmoles d;3soit environ 6 % des moles présentes au dépastldacuve. Lors
du pétrissage, l'utilisation du systeme de préléesmnmplique l'introduction du volume d’air
dans la cuve du pétrin. Donc, un prélévement de pétraine un apport d'oxygene dans la
cuve de 0,195 mmoles qui sera a prendre en comptedes mesures de consommation
d’'oxygene. Si le pétrissage entraine des variatiengression au sein de la cuve, l'utilisation

du systeme de prélévement aura une influence guession qui peut étre quantitifée.
4.1.1.2 Détermination du volume du systeme

Inspirée de travaux préalablement réalisés au dadioe (Celhay, 2000), I'exploitation
des résultats concernant les gaz (pression tdtgiession partielle) nécessite la connaissance
du volume du systéme « pétrin — analyseur » pdétarmination précise du volume gazeux
du systéme a vide. Le principe est basé sur lamekaula libération d’'une quantité connue de

CO, dans la cuve rendue hermétique (figure 59).
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La réaction chimique est la suivante :

CaCO3 (S) + 2 HCI (l) — CaC|2 + H2C03

H2C03 — Hzo + C02 (g)

Le volume d’HCI concentré ajouté est constant (10 et toujours en exces quelle
gue soit la quantité de CaG@@troduite dans le cristallisoir au départ. Detedacon, le
volume gazeux ne varie pas selon les conditiod®gleérience et la réaction est totale. Ainsi,
pour une mole de CaGOntroduite, une mole de CGQlans I'enceinte est libérée. Dans la
suite, 'ensemble des gaz contenus dans la cuvassshilé a un gaz parfait, et la cuve étant
thermorégulée a 20 °C, nous considérons que laéetyre du gaz est également de 20 °C. A

cette température, le volume molaire d’'un gaz fteeft de 24,05 L.

Le volume gazeux dans I'enceinte est calculé pegl&ion (XV) suivante :

Mcacos 100 x Vimeoc
(XV) Vsitoexp = X
MM caccs A%COe

avec,

Vsivexp : VOlume gazeux dans l'enceinte du systeme « sitoxygraphe-analyseur de gaz » (L)
contenant le cristallisoir et la solution d’'HCI

Mcacos : Masse de CaCOs (g)

MMcacos : masse molaire CaCOz; (MMcacos = 100,08 g.mol'l)

Voo : Volume molaire d'un gaz parfat a 20 € et a pression atmosphérique
(Vimzoc = 24,05 L.mol™)

A%CO, : Variation de la teneur en CO, (%) au sein de la cuve du sitoxygraphe entre le tja €t

le tina de la réaction. A%CO, (%) = %COi, — %CO; iy

La masse de CaGQntroduite dans le cristallisoir au sein du pétrarie entre 0,1 g et

0,4 g. En répétant I'expérience 8 fois consécuteatiye volume obtenu est :

Vsitoexp = 9,807 t 0,108 L

La valeur obtenue est répétable avec un coeffidentariation de 1,1 %. Compte tenu
du volume de la solution d’acide (10 mL), et duwnok du cristallisoir utilisé (environ 13
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Figure 60. Evaluation du temps de réponse du systéna vide par libération d'une quantité connue de
CO, dans la cuve
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mL) pour réaliser la réaction chimique, il en résujue le volume total du montage a vide

Vsito = 9,830 + 0,108 L

Dans le chapitre consacré a la mise au point dmdaure de la consommation

Viito €St donc :

d’'oxygene par la pate, I'impact de I'erreur daré/élluation du volume de la phase gazeuse

sur le calcul de la quantité d’oxygene consommeéoaus du pétrissage sera discuté.

Au sitoxygraphe, il est possible de diminuer lewoé de la phase gazeuse au-dessus
de la pate en insérant une piéce plastique au unigeehublot supérieur. Le volume de cette
piece plastique a été déterminé par la méme matipnl que précédemment. Le volume
obtenu en présence de la piéce plastique est chtFaaux 9,807 L précédemment déterminés.
L'expérience a été réalisée 5 fois.

Le volume de la piece plastique est :

Ver = 0,957 = 0,054 L

~

Calculé a partir de la densité du polyméthylmétatey (PMMA) (@ =1,18 a

1,2 g.cm®) constituant principalement cette piéce plastidgieplume calculé est de 0,96 L.
4.1.2 Inertie de la réponse sur les mesures de gaz

L’analyseur de gaz Cristal 300 a été adapté ssitdeygraphe. L'air de I'enceinte de la

cuve circule & travers le point froid et le fil&iein débit de 110 L.H.
4.1.2.1 Du systeme a vide

L’expérience précédente de détermination du voldmeysteme « pétrin-analyseur de
gaz » a partir de la libération d’une quantité eaele CQ dans I'enceinte renseigne aussi
sur l'inertie de la réponse de notre systeme daurae&n effet, nous considérons que tout le
CO; libéré est bien homogénéisé dans tout le systpard’action de la pompe de I'analyseur
principalement) quand la mesure de (83t stabilisée (figure 60). Le graphe de la fighe
montre qu’aprés 7 min le signal du £6st tres stable dans le temps (0,3 % de variation

jusqu’a 60 min, résultat non montré). Entre le détel la réaction (mise en présence des
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Figure 61. Vitesse d'apparition du CQ en fonction du temps mesuré dai
I'enceinte du sitoxygraphe par I'analyseur de ga
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Figure 62. Evolution de la teneur en CQ d'une pate non levurée pendant 2
minutes de pétrissage au sitoxygraphe. Points expérentaux (x), courbe modélisé
(pointillés rouge)
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réactifs) et I'obtention d’'un signal stable, il steécoulé environ 6 min. Cette durée (temps de
réponse) est liée a la vitesse de la réaction dmlugtion de CQ a la vitesse
d’homogénéisation de I'atmosphére gazeuse et @rfiendu capteur. L'inertie du capteur est
inférieure a quelques secondes. Ce facteur peanétyligé. Pour chaque expérimentation, le
temps de réponse est exprimé en fonction de latig@ale CQ (en mmoles) libérée (figure
61). Ces quantités correspondent staechiométriquemen quantités de CaGOnises en
oeuvre. Il apparait que le temps de réponse augniiediairement avec la quantité de £O
libérée. L’extrapolation de la droite pour une ditarde CQ libérée nulle donne un temps de
réponse de 180 s. Ce temps correspond a la duréendgénéisation du contenu de la phase
gazeuse apres introduction d’'une perturbation datsosphére du pétrin a vide (bras
immobile) sous le seul effet de la pompe de cittutades gaz associée au capteur. Cette
durée est réduite par la diminution du volume dasphgazeuse en introduisant la piéce
plastique (résultats non montrés). De méme, ceitéedd’homogénéisation sera d’autant plus
courte que la quantité de pate mise en oeuvrengstrtante par le double effet de la réduction

de volume gazeux et du mouvement du bras mobile.
4.1.2.2 Du systéeme en charge

Les deux conditions nécessaires pour mesurer lsooamation d’'oxygéne des systemes
redox de la pate sont la présence de I'oxygéneatact des systémes enzymatiques engagés
et I'incorporation de I'oxygéne atmosphérique aulds de gaz présentes dans la pate. Ainsi,
dans une pate au repos, les systemes consommadiexygene vont appauvrir en oxygene
les bulles de gaz emprisonnées dans la pate. Daesptemiere approximation, nous
considérerons que seule l'action de pétrissage gietanmise en contact des acteurs de
I'oxydation. Dans ce cas, pour une pate au repasjree variation de la teneur en oxygene de
'atmosphére entourant celle-ci ne devrait étrecolie. En effet, en arrétant le bras du pétrin,
les systémes enzymatiques sont privés d’'un de lsuipstrats redox, I'oxygéne et par la

méme, sa consommation est bloquée.
4.1.2.2.1 Sur la mesure de CO,

Lors du pétrissage d’'une pate composée uniquenieatl,dde farine et de sel, nous
observons une augmentation du pourcentage de (ffdire 62) proportionnelle au temps
(R2=0,999). Cette augmentation est faible puisgpes 25 min de pétrissage, la teneur en
CO, est passée de 0,07 % a 0,18 % environ soit uessetde 5,3 .10% de CQ.min™. Cette
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Figure 63.Evolution du signal mesuré sur la voie C@bt a partir de I'arrét du moteur (ici aprés 10 minutes
de pétrissage). t = 0 min correspond au temps dettét du bras.

Tableau 20.Détermination des coefficients du modéle de réponstl signal CG; bt, aprés arrét du moteur.

arrét (min) 5 7,5 10 15 20 moyenne ET
k1 (%) 0,090 0,104 0,118 0,142 0,172 - -
k2 (%) 4,94E-03 3,51E-03 4,11E-03  7,55E-03 1,64E-03 | 4,35E-03  2,16E-03
k3 (min™) 0,958 1,430 1,312 1,560 1,312 1,315 0,224
k4 (%.min") | 1,94E-04 1,72E-04 1,85E-04 1,71E-04 1,64E-04 | 1,77E-04  1,20E-05
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expérience a été répétée en arrétant le moteugiun @ux temps t=5 - 7,5 -10 -15 et 20
min. La figure 63 illustre I'évolution de la teneem CQ aprés l'arrét du bras (arrét effectué a
10 min de pétrissage). L'allure de la courbe mogtre deux cinétiques se superposent :

o Une phase exponentielle d’équilibrage entre I'afphé@se dans la cuve et celle
du capteur (180 s) ;

o une augmentation du signal lente et proportionrailéemps.
Pour chaque expérience et au vu de l'allure deépmnse, le signal a été modélisé par la

fonction suivante :

(XVI) CO: = ki + ke x (1 — exp(kat)) + Kat

avec,

k; : valeur du signal CO,; bt (% CO,) a l'instant t = 0 (arrét du bras mobile du pétrin)
k, : amplitude de la réponse (% CO,)

ks : constante de temps (min™)

ks : coefficient directeur de la droite (% COz.min'l)

La détermination des constantes a été réaliséade |du solveur d’Excel (tableau 20).
D’un point de vue général, la constante de termgsvarie peu (moyenne = 1,315 + 0,224
min™), tout comme I'amplitude de la réponse)( dont la valeur moyenne est de 5,03 #0
1,5.10° %CQ,. Pour ce dernier la précision du résultat estivelguisque le CV est proche
de 31 %. Par ailleurs, le coefficient de la dr@itg diminue en fonction du moment d’arrét du

bras.

Pendant le pétrissage, I'enceinte gazeuse est honéizge par le mouvement du bras
entrainant la pate a vitesse constante et pardalaiion des gaz a un débit constant par la
pompe de l'analyseur. De ce fait, le temps d’homéggation des gaz dans I'enceinte du
systeme devrait étre constant. En suivant cettethgge, I'observation au niveau du capteur
d’une production linéaire de GQ@u cours du temps (pente = 0,0053 %, &, figure 63)
indique que la production de GQu niveau de la pate est aussi proportionnelléeaps.
Quand le bras du pétrin est stoppé, la libérat®rC@y par I'action du pétrissage est arrétée
brusquement. Seule 'action de la pompe de cinarales gaz permet ’lhomogénéisation de
'enceinte gazeuse. Pres de 80 s (1,3 min) sorgssaaes pour atteindre I'équilibre de la
réponse du capteur de g@Q’'écart entre le pourcentage affiché a I'arrétdas et I'équilibre
est de 5,03.18% de CQ. Si le bras est en mouvement, une hausse de §:0%1de CQ
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Figure 64.Evolution de la teneur en O2 au cours du pétrissag#iune péate contenant 2,5 kg de farine, 1,5 L d'e:
et 45 g de NaC
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dans I'enceinte est observée au bout de 57 s.dsedtats obtenus sont donc cohérents avec
'hypothese que le brassage mécanique améliorentps d’homogénéisation de I'enceinte
gazeuse. Le gain de temps (23 s pour une augnentidi5,03 % de Ccalculé représente

30 % de celui nécessaire a la pompe pour la miggeitibre des gaz.

Par ailleurs, une pate non levurée produit dy @GiQure 62). La présence d’'une flore
microbienne endogéne responsable de cette prodymi@it étre la seule explication possible
pour qu’une pate non levurée produise du, Pendant le pétrissage. De plus, cette flore est
active des les premiers instants de pétrissages [@anadre de nos essais, aprés l'arrét du
bras, le CQ produit est emprisonné dans la pate (plus de dtlwdr de celui-ci par le
pétrissage). Apres la mise en équilibre de la pgageuse (homogénéisation par la pompe de
lanalyseur de gaz), une production lente de,Qfar la pate au repos se poursuit.
L’augmentation du pourcentage de £dans I'enceinte est relatif a la diffusion de ceiua
travers la pate au repos. Le rapport ekifgyenet la pente de la droite (figure 62) vaut 0,028,
la vitesse de diffusion du GQ@ travers la pate représente donc 3 % de la gitsdibération
du CQ par homogénéisation mécanique ce qui illustre dateur des phénomeénes
diffusionnels. Par ailleurs, la vitesse de productiks) diminue proportionnellement a
linstant d’arrét du bras. Si 'on admet que I'ad microbienne est constante pendant les 25
min de pétrissage, au fur et a mesure du pétrissagmpacité de rétention de £8emble
étre ameéliorée puisque les vitesses de diffusionedli@-ci a travers la pate diminuent. Ces
résultats confirment qu’une des fonctions du psdige est de structurer la pate et lui conférer
la capacité de rétention du @ODans les applications technologiques, la meserdad
capacité de rétention gazeuse d’'une pate est terecimportant a mesurer et maitriser. La
mesure des teneurs en gaz dans l'enceinte du giaEplye est par conséquent tres
prometteuse. Les observations sur pate non levuréepermettent pas de poursuivre la
discussion autour du terme de porosité, qui néecksréalisation d’expériences spécifiques,
en présence de levure. Cette partie constituemaiouveau développement de l'utilisation du
pétrin. Peut-on envisager un mouvement trés lentadeate qui relargue le Gpar un

phénomene différent de la diffusion ?
4.1.2.2.2 Sur la mesure d’'0O,

Le méme raisonnement que précédemment a été apglitumesure d’© L’allure de
la courbe de mesure de I'oxygene dans la phaseigmaast de type sigmoide (figure 64). En

tout début de pétrissage, la réponse du capteurau@nente brusquement et passe de 20,90
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Figure 65. Evolution du signal mesuré sur la voie @a partir de l'arrét du moteur (ici aprés 10 mi

pétrissage). t = 0 min correspond au temps de |'aét du bras.

Tableau 21.Détermination des parameétres du modele prévoyant leéponse du capteur a Q apres

arrét du bras du pétrin. nd : non déterminé. (R2 toujours supérieur a 0,99)

arrét (min) 5 7,5 10 15 moy ET
k5 (%) 20,5 19,5 18,9 18,0 nd nd
k6 (%) 1,19E-01 1,29E-01 1,33E-01 4,24E-02 3,87E-02 nd nd
k7 (min™) 1,32 1,03 1,413 1,560 1,40 0,12
nd nd

k8 (%.min'l) -6,38E-03 -5,65E-03 -4,96E-03 -1,39E-02 -1,47E-02

173



Résultats et Discussions

at=0a 21,15 % au bout d’'une min. Puis, une @ligslatence apparait pendant laquelle le
signal diminue tres lentement jusqu’a 2 min. Eresud diminution du signal d’Oest rapide
jusqu’a 5-6 min, ou la pente de la courbe semhkratre un maximum. Aprés ce temps, la
diminution du signal d’'oxygéne est de plus en e, et vers 25 min, la pente de la courbe
semble tendre vers une valeur limite non nuller&nt 0 et t = 25 min, la teneur en @arie

de 20,9 % a 17,3 % environ d’apres notre courbeitgénies données « oxygene » obtenues
lors de I'expérience précédente (arrét du motexrtamps t =5 - 7,5 -10 —15 et 20 min) ont
été analysées. La figure 65 illustre I'évolutionlaeéeneur en @apres I'arrét du bras. Comme

dans le cas du COl'allure de la courbe montre I'addition de delthépomenes :
o une phase exponentielle d’équilibrage (180 s) ;
o une diminution du signal lente et proportionnellet@mps.

Pour chaque expérience et au vu de l'allure deépmnse, le signal a été modélisé par la

fonction suivante :

(XVi) Oz = ks + ks x exp(kut) + ket

avec,

ks : valeur du signal O, (% O,) a l'instant t = 0 (arrét du bras mobile du pétrin)
ke : amplitude de la réponse (% O,)

ks : constante de temps (min'l)

ks : coefficient de la droite (% Oz.min'l)

La détermination des constantes a été réalisémde Idu solveur d’Excel (tableau 21)
avec les critéres de précision de 116e tolérance de 5 % et de convergence de*1 1k
critéres d’optimisation sont : précision D’un pode vue général, I'amplitude de la réponse
(k) varie peu jusqu’a 10 min avec des valeurs foi@ek2 — 0,13 %), puis diminue pour les
points a 15 et 20 min (valeurs autour de 0,04 %).nEme, le coefficient de la droitk)(
varie peu, jusqu'a 10 min, entre 516t —6,4.1G % O,.min™ , puis augmente en valeur
absolue & 15 et 20 min & -15 1% O,.min™. La valeur constante de temps d’équilibrage (
est indépendante du temps d’arrét du bras (moyerinég + 0,12). L'amplitude et la pente de
la droite semblent dépendre de l'allure de la cewllbxygene. L'analyse de la figure 65
montre que la diminution de la teneur en oxygenefate entre 5 et 10 min, ensuite, elle
ralentit de fagcon progressive. Il semblerait quedeolutions de I'amplitude et de la pente de
la droite soient liées a la vitesse de consommatiaxygene. Entre 10 et 15 min de
pétrissage, la vitesse de diminution de teneur eralentit fortement. Pour chaque temps, les

vitesses de diminution du pourcentage 40
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Tableau 22. Pente de diminution du pourcentage d'©

. pente
tmin) | (060, minY
5 -0,314
7,5 -0,271
10 -0,253
15 -0,13
20 -0,0672
S 025
35 .
e') é 0,27
a Q
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Figure 66. Evolution du rapport entre la pente d'évolution du pourcentage de Q
de la pate au repos (k8) et la vitesse de diminutiadu pourcentage d'Q dela pate
pétrie au cours du pétrissage
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ont été calculées (tableau 22). La diminution desge entre 5 et 10 min est lente et linéaire
(de —0,314 % d'@min™® & —0,25 % d’@min*, pente 0,012 % d’©min?). Entre 10 et 15
min, elle chute de facon deux plus fois importdft625 % d’Q.min®), et entre 15 et 20 min,

la perte de vitesse redevient identique a cellednet 10 min. Les rapports entre la vitesse de
diminution du pourcentage dXddans la cuve quand la pate est au repos et laseitde
diminution de la teneur en,@e la pate pétrie ont été tracés au cours du téiigpse 66). De
facon intéressante, entre 5 et 10 min, ce rappgbodtable et vaut environ 0,02. A partir de 10

min, il augmente fortement (0,11 & 15 min et 0,20 anin).

En consommant l'oxygene dans la pate, les systéad®xr responsables de la
diminution de I'oxygéne dans la phase gazeuse trgegradient entre le gaz au contact des
systemes enzymatiques et le reste de I'atmospiméteoenant la pate et le capteur. Pendant
les 10 premiéres min, la vitesse de diffusion @ ku sein de la pate est imposée par la
vitesse de consommation ¢ @es systemes redox, alors trés actifs. Apres M) osiux-ci
sembleraient se dénaturer et ne sont vraisemblableplus prépondérants dans leur réle
créateur de gradient entre, @ntre l'intérieur et I'extérieur de la pate. Lamiution de
vitesse est proportionnelle au temps et faiblasajoe le parametig est quasi-stable. En fin
de pétrissage, la vitesse de diffusion de; [®travers la pate pourrait étre en lien avec le

parametreks.

En résumé, la mesure de la consommation d'oxyg€needpéate de 4 kg au
sitoxygraphe, dont le volume de gaz pendant leigs@ige est proche de 7 L, entraine une
inertie de réponse, d’'une part sur le G d’autre part sur I'@ La premiére est difficile a
prendre en compte. Cependant, elle peut étre ié&gkgant donné la faible variation de la
voie CQ (dans le cas des pates non levurées). En ce goénw la valeur d’'oxygéne au sein
de la cuve, celle-ci est surestimée a l'instant falt de l'inertie. Pour la pate au repos, un
durée d’environ 180 s est nécessaire a I’homogétiéis de la composition de la phase
gazeuse par la pompe de circulation au niveau dpteurs @ et CQ. Dans la pate en
mouvement, cette durée d’homogénéisation est plhkef

4.1.3 Influence de la pression sur la réponse du capteur de mesure

d’oxygeéne

La courbe de I'évolution du pourcentage d’oxygerésentée dans la figure 64 présente
une particularité surprenante, puisque a défadis#over une consommation d’oxygéene, lors

de la premiere minute de pétrissage, une appgpendeiction d'Q est observée. En effet, dés
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la mise en route du bras, une augmentation du potage d’'oxygene apparait au sein de la
cuve de 20,83 % a 21,09 % au cours du la premiératende frasage. Cette variation de 0,26
% représente environ 7 % de la variation de termuroxygéne affichée par le capteur
électrochimique entre le temps t =0 et le temp% min dans le cas du pétrissage de la

figure 64.
4.1.3.1 Description du phénomeéne

Ce phénomene est observé systématiquement lorisad@ie pétrissage, il est répétable
pour des pétrissages dans des conditions identiquresphénomene identique a déja éte
observé lors de précédents travaux menés au laberatu moyen du pétrin bioréacteur
(Potus, 1997 et Ameillet al, 2000b). Potus (1997) part de I'idée qu’il s’adjiine libération
d’'oxygene provenant de I'un des constituants dedte : la farine ou I'eau. En suivant
I'évolution de la concentration en oxygéne dansflur d’azote en présence d’eau ou de
farine dans I'enceinte du bioréacteur, ces autenrgstimé que la quantité d’'oxygéene libérée
par kg de farine lors de cette expérience s’élé¥® Enmol.kg'arine humideCe qui correspond a
la quantité d’'oxygéne de l'air contenu dans I'egpadergranulaire de la farine calculée a
partir des données de densité apparente (0,6)edle rél,35) fournies par la littérature
(Melcion, 1991). La part qui pourrait provenir d’'dégazage de I'eau est négligeable (70 fois

plus faible que celle apportée par la farine humide

Potus (1997) et Ameillet al. (2000) préconisent d’ajouter I'eau en premier dins
cuve du bioréacteur pour permettre le dégazaget daafermeture étanche du pétrin. En
adoptant ce protocole, on observe tout de mémelagere hausse de la mesure gd'&au
bioréacteur qui ne dépasse pas 0,05 % et est digligée. L'étanchéité du bioréacteur est
réalisée au niveau du fraseur par un joint ligufdgure 54). Il est fort probable que ce joint
serve de tampon en permettant d’évacuer les gagbbdans I'enceinte de la cuve du pétrin

bioréacteur lors de surpressions éventuelles.

Au sitoxygraphe, le dégazage de la farine ne sendblecerner que Il'oxygene
(figure 64). et probablement I'azote. En effetyvéaiation de la teneur en G@u sein de la
cuve est identique lors de la formation de la péfers du pétrissage de la pate en elle-méme.
Ce résultat démontre qu'un dégazage spécifigueydéne apparait peu probable et remet
partiellement en cause les explications précédermugites. On peut en effet difficilement
concevoir que lair interstitiel de la farine sgilus concentré en oxygéne que lair

environnant la pate dans la cuve du pétrin.
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4.1.3.2 Mise en évidence d’une surpression dans |’enceinte

étanche lors de la 1°" min de pétrissage

L’expérience décrite dans la figure 67 a été misepéace pour déterminer une
eventuelle variation de volume de pate lors deosadtion. L’enceinte étanche de la cuve est
relié par un tuyau plastique étanche a une éprtauvemnplie d’eau et retournée dans un
cristallisoir, permettant ainsi de maintenir édalgression extérieure et intérieure du pétrin.
Cette expérience a été réalisée pour diverses tcumslide pétrissage en faisant varier la
masse de pate de 4 a 5 kg et I'hydratation de-cetle 55 a 65 %. Pour toutes ces conditions,
le volume mesuré dans I'éprouvette graduée est gsneptre 90 et 130 mL. Ce résultat
indique que lorsque la farine s’hydrate, le voludeela pate formée est plus important que
celui de ses constituants pris séparément, c’d#teda farine, I'eau et le chlorure de sodium.
Le manque de précision de la manipulation est frieb@ent a I'origine d’'une forte variation
des résultats mais nous avons aussi observé queulme d’'air dans I'éprouvette n’est pas
uniforme selon les pétrissages. En effet, il agp@@ndant une durée plus ou moins longue
comprise entre 0 et 2 min. On peut raisonnablerpenser que la formation de la pate,
passage de l'état «farine + eau » a I'état deemilpateux viscoélastique, varie d'une
expérience a l'autre, indépendamment des condititen$expérience. D’apres les résultats
obtenus, les variations de volume de la phase gezalans |'éprouvette graduée
provoqueraient des variations de pression au seita duve hermétique de l'ordre 14 & 23

mbar. Au-dela, le liquide remonte progressivemeamsde tuyau.

Par ailleurs, pour chaque expérience ou I'on évdawsrpression, nous avons vérifié
gue le signal délivré par la voie,@e l'analyseur de gaz n'augmentait plus brusquémen
pendant la premiere min de I'expérience. La valeesurée était constante, voire diminuait
tres légerement, signe d’'un début de consommatiaxygene apres une min de pétrissage
(figure 68). Il apparait ainsi que la réponse duit@ar oxygene est sensible a la pression totale
(pour une méme teneur en,da réponse augmente avec la pression totalegraphique
compare I'évolution de la mesure d’oxygene d'uneirbe obtenue dans les conditions
classiques (4 kg de pate hydratée a 60 %) de gegesavec le sitoxygraphe rendu hermétique
avec une courbe obtenue dans les mémes conditienpéttissage (vitesse des bras,
hydratation, masse de pate) mais en évitant laresgjon initiale grace au systeme mis en
place préecédemment (figure 67). L'utilisation dedigpositif permet d’évacuer le volume de

gaz libéré par la formation de la pate dans la @hagiale. Au-dela (aprés 2 min), I'eau
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remonte dans le tuyau traduisant une diminutiorgnassive de la pression dans la cuve du

pétrin (consommation d’§).

La figure 68 montre que I'écart entre la courbediénet la courbe obtenue en évitant la
surpression initiale est important au début duigssge (jusqu’a 0,2 % au bout de 1 min de
pétrissage). Cet écart diminue progressivement peurouver dans le domaine de I'erreur
expérimentale aprés 10 min de pétrissage, la cdarbein étant toujours située au-dessus de
la courbe obtenue avec le dispositif d’évacuatioeci peut s’expliquer par le fait que, pour
une méme consommation d’oxygene, la pression tdabs I'expérience témoin est toujours

supérieure a celle dans I'expérience avec le dispd'gvacuation.

En résumé, la formation de la pate provoque unenantation du volume de celle-ci
qui entraine l'apparition d’'une surpression danguse du pétrin. Cette faible surpression
estimée a environ 25 mbar modifie la réponse dtecaa Q de facon importante (0,2 %) et
modifie la cinétique de consommation d'oxygene app@ en début de pétrissage. En
absence de surpression initiale, I'allure de larlbewde consommation d’oxygene est de type
sigmoide avec une faible consommation pendantrhagbon de la pate.

4.1.3.3 Evolution de la pression pendant le pétrissage

Lors de I'expérience présentée sur la figure 6¥u’ du cristallisoir est aspirée dans le
tuyau étanche au cours du pétrissage que l'onimiss I'apparition d’'une dépression au

sein de la cuve.

Pendant le pétrissage d’'une pate sans levureeksipn totale varie, d’'une part parce
gue le nombre de moles de gaz de I'atmosphére@mant la pate diminue en raison de
l'incorporation de I'oxygéne par les réactions d/dgréduction, et d’autre part parce que le
volume occupé par la pate dans la cuve varie péni@apétrissage. Dans la phase de
formation de la pate, I'hydratation des particudesfarine fait augmenter le volume de celle-
ci. Lors du pétrissage, I'action mécanique provoguosuite un réarrangement des molécules
constitutives de la pate et modifie les interadia® ces molécules (protéines, pentosanes,
glucides, etc.) entre elles, et entre elles eul'dan méme temps, les réactions d’oxydation
font diminuer le nombre de moles d'oxygene dandmiasphére gazeuse. La flore
microbienne endogéne et la levure font diminuetelaeur en @ et augmenter la teneur en
CQO,. Donc lors du pétrissage, la variation de pressiaduit une variation du nombre de
moles totales de gaz (consommation .d&D production de C£) dans la cuve ainsi qu’une

variation du volume de pate.
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Figure 69. Evolution de la mesure de pression au sein de llabsphére étanche d
sitoxygraphe (3,2 kg de farine hydratée a 60 % d'eaavec 1,8 % de NaCl)
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Pour veérifier les variations de pression pendanpé@tmissage témoin, un capteur a été
mis en place pour mesurer la pression au sein d@eMa. Un exemple de la mesure de la
pression totale dans le systéme « sitoxygraphecoars du pétrissage d’'une pate sans levure
est donné dans la figure 69. Les conditions dagséies sont les suivantes : 3,2 kg de farine
a laguelle on ajoute 60 % d'eau et 1,8 % de Na®@llure de la courbe confirme que lors de
la formation de la pate, le volume de celle-ci aagta puisqu’une brusque augmentation de
20 mbar de la pression totale est observée daosvia A partir du début du pétrissage (a
t =2 min), la pression totale diminue proportioiflgraent au temps jusqu’a environ 15 min,
et a partir de 15 min, elle diminue faiblement en®65 et 975 mbar. Entre la pression

maximale et la pression en fin de pétrissageaildpnc un écart de 65 mbar.

Le point de départ de la mise en place d'un captlurpression sur la cuve du
sitoxygraphe est de corriger la mesure de la teeeurxygéne dans la phase gazeuse, puisque
lors de la formation de la pate, les pourcentag€s dffichés étaient surestimés et non
représentatifs des réactions se produisant audeela pate. Par la suite, quand la pression
devient inférieure a la pression atmosphérique @ursc du pétrissage, les pourcentages
mesurés sont sous-estimés et par conséquent, $arnamation d’'oxygene est surestimeée. I
était donc primordial de connaitre I'influence depression au sein de la cuve sur la mesure
du pourcentage d’oxygene dans le sitoxygraphe pmantifier de facon la plus précise
possible la consommation d’oxygéne attribuables usxemes redox au cours du pétrissage.
De plus, la mesure de pression en tant que teflsepte également de nombreux intéréts et
applications potentielles, car dans la configuratd®e notre pétrin étanche a l'air et a la
pression, il est possible d’étudier I'évolutionllume de la pate (important) et de sa densité

a chaque instant du pétrissage.

4.1.3.4 Etalonnage de la réponse du capteur a O; en fonction

de la pression dans la cuve du sitoxygraphe

Pour étudier l'influence de la pression sur la riggodu capteur a oxygene, un modeéle
simulant une hausse de pression par une dimindtiorolume de phase gazeuse dans la cuve
du pétrin a été mis en place. Pour cela, le pétrinde est rendu hermétique et différents
volumes d’air (0 — 30 — 60 — 120 mL) sont injecti&ns la cuve du pétrin a I'aide d’'une
seringue a piston. Durant cette expérience, saybedssion varie, la composition de la phase
gazeuse reste constante. Les résultats sont refgésair le graphe de la figure 70. La droite
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Figure 70. Représentation de la variation du pouragage d'O, en fonctionde le
variation de pression au sein de la cuve du sitoxsaphe a vide, moteur tournan
a 30 rpm pour une teneur initiale de 20,9 % d’Q a la pression atmosphérique.

21,0 3’"“.’
,@00000880
20,0 7 oO°
] %
19,0 4 2200
1 .020 o
~ 18,0 7 0.0
o ] . Oo oo
> 17,0 - ”.,o%oo
] 0.’ oo
16,0 - *e,. %0
1 e%02br S, %%
15,0 o ut 0...’. 00
1 9% 02 corrigé de la variation de pression *tee
14,0 T T T T T ]
0 5 10 15 20 25
t (min)

Figure 71. Evolution du pourcentage d'oxygéene (corri@ ou non des variations ¢
pression) dans l'enceinte du sitoxgraphe lors du péssage d'une farine BPMF (3,2 ki
hydratée a 60 % d'eau et avec une teneur en NaCl de8 % ajouté).
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d’étalonnage obtenue nous donne un coefficient 0800 % Q.mbar' (ou 2,09.1F %

0,.Pa") avec un coefficient de corrélation R? = 0,98.

La figure 71 présente la courbe de consommatiorxyd@ne correspondant aux
conditions d’expériences citées ci-dessus. La tearwxygéne varie de 20,5 a 14,5 % entre
le temps t=0 et le temps t=25 min, soit uneiati@n de 6 % du nombre de moles
d’oxygene. D’apres la courbe corrigée de la varatle pression, la teneur en oxygéne varie
de 20,5 a 15,2 % entre le temps t =0 et le tenypBS min, soit une variation de 5,3 % du
nombre de moles d’oxygene. Si on considére queidatiié de N présente est constante et
gue I'on néglige la production (faible) de €@u cours du pétrissage, on a une variation de
5,3 % du nombre de moles totales, qui entrainaredtvariation de pression de 5,3 % entre le
pression maximale et la pression en fin de pégessa le volume de phase gazeuse est
constant. Par le calcul on obtient une pressiofirede pétrissage de 975 mbar. Ce calcul
montre que la diminution du pourcentage gI’é€ngendre une dépression dans la cuve
correspondant a la dépression mesurée par le captms de la formation de la pate, une
brusque augmentation du volume de phase condewgségitda pression. Dans un second
temps, la diminution du pourcentage d'€@rrespond a une quantité consommée par les
systemes redox ainsi qu’'une variation du volumedte lors de sa structuration. En effet, la
variation du volume de pate peut influencer la §ices dans I'enceinte, celle-ci est prise en
compte par la correction du pourcentagedifiiché, mais une variation de volume gazeux

pourrait aussi provoquer une variation de la cotraéon en Q dans la cuve.

4.1.4 Représentation de la consommation d'O; et de la production de CO;

d’une pate de farine de blé tendre non levurée

Au vu des résultats précédemment évoqués, il estsséire de prendre en compte
l'influence de la pression interne de la cuve ieeftie de la réponse des capteurs,&0CQ
sur les valeurs mesurées. Par rapport aux evengreemroduisant dans la cuve du pétrin, la

réponse du capteur & st :
« instantanée lors des variations de pression ;

« décalée de 2-3 min lors de la consommatiornpd'O
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La réponse du capteur a €€xt :
« indépendante des variations de pression ;
« décalée de 2-3 min lors de la production de.CO

Dans ce chapitre, la loi des gaz parfaits (PVg ¥)nést appliqguée. n est le nombre de moles
de gaz dans le volume Vg. R correspond a la cotestanlaire des gaz parfaits et vaut 8,314
J.KY.mol™. La pression (P en Pa), le volume gazevg €n nt) et la température (T en K)

sont exprimés dans les unités internationales.

La correction des valeurs brutes en tenant comgsevdriations de pression (figure 70)

donne :

XV %Och(t) = %Oz(t) - 2,09.10—4 X AF’(HO)

avec,

%O02cpr - pourcentage d'O, corrigé en prenant en compte linfluence de la pression sur le
capteur de gaz (exprimé en % O,).

%0, : pourcentage d’O, mesuré (exprimé en % Oy).

AP : différence entre la valeur de la Pression mesurée a l'instant t et la pression mesurée a

l'instant t = O correspondant a l'instant de mise en route du bras (exprimée en Pa).

Dans la relation (XVIII), la variation de pressiorstantanée/\P..p)) €St exprimée en
Pa (voir chapitre précédent). Lorsque la pressiorosphérique est de 101325 Pa, la réponse
du capteur mesurant la teneur ep @& I'air ambiant est fixé a 20,9 % et dans lidéal
I'étalonnage doit étre réalisé dans ces conditidaspression. Les variations de pression
climatiques n’étant pas maitrisées, en fonctionladgaleur de la pression affichée par le
capteur de pression, le pourcentage de pleinelédhffiché par le capteur d’CGest modifié
lors de la mise en route, d'aprés une table deespandance entre la teneur en(® O,)
dans l'air affiché par le capteur & en fonction de la pression atmosphérique affigharde

capteur de pression.

La prise en compte de I'effet d’inertie sur la répe est considérée identique pour les
deux capteurs. Pour I'ensemble des expérimentatcmmsiuites dans des conditions de
pétrissage variables (formulation des pates, poésee la piéce plastique, température des
ingrédients et vitesse du bras), l'effet de l'inerest variable, difficile a prévoir, mais
nettement inférieur a 3 min. L'examen de I'ensendade courbes de consommation g{@on

corrigées de la pression) montre que la diminutiates teneurs en 0O
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n'est observable qu'apres une minute de frasages danpresque totalité des cas. En
conséguence, une correction uniforme de 60 s ggplgaée sur I'échelle de temps de
pétrissage. Ainsi, les données lues sur les captetdrmin aprés la mise en route du pétrin
correspondent a un temps (t-1) min de pétrissage lps valeurs de concentrations des gaz

dans la cuve qui en découlent par le calcul.

A partir des données des conditions expérimen{atesse des ingrédients ajoutés pris
séparément), des densités des différents ingrédetntiu volume a vide, il est possible de
calculer le volume de la phase gazeuse a l'ingtarft du pétrissage (lorsque la cuve contient

tous les ingrédients de la pate non mélangés)ta gard’équation XIX :

(XIX) Vg = 107 x [vsno -y (ED

avec,
Vg : Volume gazeux dans I'enceinte fermée en présence de pate (m3).
Vsito - Volume gazeux dans I'enceinte fermée a vide (L).

m; : masse des ingrédients en kg

0. masse volumique des ingrédients en kg.L™

Les données de masse volumique des différents ceanpoutilisés dans la recette de
nos pates boulangéres sont respectivement de L85 gour la farine et 2,16 g.chrpour le
NaCl. Ainsi, pour notre farine témoin (2,5 kg degaydratée a 60 % d’'eau et contenant

1,8 % de NaCl), le volume de gaz déterminé est4ie 50° m°.
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En appliquant la loi des gaz parfaits, on peututatde nombre total de moles présentes
dans I'enceinte de la cuve a l'instant initial ®=A la pression atmosphérique, en considérant
que la température a l'intérieur du pétrin est @ @ (température de la régulation), le
nombre de moles totalesrg) initial est égal a 0,28 moles dans I'enceinte dgébut du
pétrissage. A cet instant le pourcentage initiadxggene théorique est de 20,9 % soit
Noz2to = 58,5 mmoles. Le calcul du pourcentage df@r la relation XVIII (prise en compte
d’'une différence de pression éventuelle et la neesiu pourcentage de GQrermet de
déterminer le pourcentage de Nitial (%N,), puis le nombre de moles de (f\2) présentes

dans la cuve (relations XX et XXI) :

(XX) %N, =100 - %Och— %CO,
n; x %N,
(XX1) Ny, = —————
100

Par la suite, la relation XX sert & déterminerdengcentage de N%N,()) dans la phase

gazeuse entourant la pate a chaque instant dggage (relation XXII)

(XX %Ny = 100 = %0, — %COy,
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Le N, a I'état gazeux n’intervient dans aucune réactiomnue, ainsi, nous considérons
gue le nombre de moles de Khy,) déterminé a I'état initial reste constant au sodu
pétrissage. Deés lors, a partir du nombre de mokzsote (relation XXI) et du pourcentage
instantané de celui-ci (relation XXIl), on peut el@iner le nombre total de molesr) a
chaque instant (relation XXIIl) dont découlent lemmbres de moles dJnO,y) (XXIV) et
de CQ (NCOyp) (XXV) présents a chaque instant dans la cuvedrirp

n Ny
XXIlI n_. = x 100
(XX T YN
(XXIV) (nm) X %Ochmj
Moz = 100
(XXV)
(n 0 % %COz(t))
ooy 100

Le nombre de moles d’CQconsommé dans la phase gazeuse entre linstdiatl iigiet

l'instant t est donc (relation XXVI):

RO x Vg
————— % | %0y - (%02(0 - 20910™* x AP(HO)) x
RxT

(100 = %0, = %COy)

n Oxt0) n O2t)

(100 - %0,, - 209107 x ARy~ %COy)
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De méme, la production de GQ@ans la phase gazeuse entre linstant inijatt
linstant t est (relation XXVII) :

Ry, x Vg (100 = %0y 10— %COz(to))
= x || %CO,, — %COy
RxT (100 - %0y, — 209107 x AP, — %CO,,)

t-to)

n CO2(1) -n CO2(t0)

Dans les relations XXVI et XXVII, les échanges gazeont exprimés en fonction du
volume de gaz\(y), de la température dans I'encei(ii§, de la pression initialeP() et de la
variation de pression instantanédPg.o), des valeurs de teneur gazeuses €D CQ)
affichées par I'analyseur de gaz.

En tenant compte d'une inertie d'une minute (duel’@mogénéisation), pour

déterminer la consommation @t la production de COse produisant au sein de la pate a
instant (t-1), les relations XXVI et XXVII devierent :

XXV
Ry, x Vg (100 = %0, ,— %CO,,)
N, -nN, = x [9%0,,, - || %0, - 20910 x AP, | x ° °
O2(ty) Ox(t-1) 2ty 24) e (t-to) 4
o RxT (100 - %02(0 - 20910" x AP(t_tO)— %COy)
et (XXIX)
RO X Vg (100 - %02(10)_ %COZ(IO))
n COZ(I—l) - nCOZ(to): — X %COz([) X _4 - %COZ(I())
RxT (100 - %02(0 - 20910" x AP(HO)— %CQO,y)

Au début du pétrissage, environ 60 mmoles,d¥0nt disponibles pour alimenter les
systemes redox. Dans le sitoxygraphe, la consoromatioxygéne en fin de pétrissage se
situe autour de 5 umoles d@* ms, soit prés de 10 mmoles consommées pour uee pat

témoin (composée de 2,5 kg de farine dont la teepwgau est de 14,85 %). La quantitéd’O

disponible n’est donc pas limitante puisque seutgnsmviron % de I'O, disponible est

consommeé.
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Correction de la mesure d’oxygene de la pressiangda mesure de celle-ci)

cas des pates non levurées

La mise en évidence de l'effet de la pression ¢otal sein de la cuve sur la réponse du
capteur de mesure de la teneur era@ sein de la cuve ayant été tardive (dans lesritiats
mois de la these), la plupart des essais de mésula consommation d’Qont été réalisées
sans mesurer les variations de pression dans li@ecau cours du pétrissage. L'équation
(111.14) exprime la consommation dx@'une pate a l'instant (t-1) en fonction des teseen
0O, et CQ affichés sur I'analyseur de gaz a l'instant tlaléempérature T, du volume de gaz
initial Vg et de la variation de pression entre l'instantiahi(to) et I'instant t. Pour une pate
non additionnée de levure, le nombre de moles dg @Qduites varie peu (variation de la
teneur de 0,07 % a 0,3 % entre le début et ladipétrissage) et peut étre négligéx &ioles
d’O, sont consommeées a l'instant (t-1), le nombre td&aimoles a linstant (t-1) {p1) est
égal a (fgo) —X). De méme, le nombre de moles g{@0,.1)) vaut (fbago)—X), et par suite la

teneur en Qréelle PoOsel (-1) dans I'enceinte du pétrin est :

n
Ot
(XXX) % Onesyy = Mo 100

Ny — X

Pour établir la relation entreet la variation de pression totale au sein deulgeg les

hypotheses suivantes sont posées :
« le volume moyen de la pate est constant au coupgttissage

» la variation de température de la phase gazeusgapefe pétrissage varie peu

(quelques degreés) et est négligeable.

Des lors, en appliquant la loi des gaz parfaitsa@ation de pression au sein de la cuve

(lorsque la pate est formée) due a la consommadt@npeut étre calculée :

(XXX RO
AP,_, = ——X

(t -to)
Vg

Par suite, en remplacant la variation de pressiofX() dans I'équation (XVIII), le

pourcentage d’'@affiché par I'analyseur de gaz a l'instant t péue exprimé en fonction de
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Figure 72 Choix d'un modéle de type sigmoide pour m