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Introduction

En 1912, MAILLARD a décrit de fagon méthod-
ique, pour la premiére fois, la réaction de formation
des mélanoidines & partir des acides aminés et des
sucres réducteurs en solution. Cette réaction se
traduit par un phénoméne de brunissement: la
coloration s’intensifie progressivement et au bout
d’un chauffage suffisament long, un pigment noir,

qui est nommé “mélanoidines”, précipite. La

réaction de Maillard ne se limite pas seulement aux
sucres réducteurs et aux amino-acides; généralement,
on donne ce nom & toutes les réactions qui se
produisent entre les glucides réducteurs et les
protides a différentes hydratations a température
elevée ou ambiante.

Depuis les travaux de MAILLARD, nombreux
travaux ont été effectués sur la physico-chimie de
la réaction et ces travaux se trouvent rassemblés
dans plusieurs revues bibliographiques: ENDERS
(1938), STADTMAN (1948), DANEHY et PIG-
MAN (1951), HODGE (1953), ELLIS (1953),
et REYNOLDS (1963) mais différents phénoménes
correspondent a des conditions différentes et les
nombreux corps formés au cours de la réaction
sont trés loin d’étre identifiés,

Sans nous attacher aux aspects physico-chimiques
de la réaction de Maillard, nous noterons son
importance, surtout dans le domaine de 1’alimenta-
tion, car la plupart des produits alimentaires ren-
ferment des glucides, des protides et de I’eau en
quantité variable. Par ailleurs, ils sont 1’objet,
avant leur consommation, soit de traitements
thermiques, soit d’une conservation prolongée.

Pour ’alimentation humaine, non seulement la
valeur nutritionnelle, mais encore 1'aspect, le goiit
et 'ardme des produits jouent un réle important;

a ce point de vue, la réaction de Maillard donne



parfois de bons résultats (par exemple un pain
convenablement cuit), mais dans bien des cas,
nous trouvons des effects non désirables comme la
perte de valeur nutritionnelle ou I’altération du goiit
et de ’aspect.

De nombreux travaux ont été effectués concernant
les altérations des produits alimentaires dans diverses
conditions par la réaction de Maillard: PATTON
(1947), PATTON et HILL (1948) ont constaté que
certains amino-acides indispensables sont inactivés
par 'autoclavage en présence de glucose, LEA et
HANNAN (1950) ont montré que la lysine perd
son activité biologique lorsqu’elle est combinée au
lactose, FRIEDMAN et KLINE (1950) ont remar-
qué que la réaction de Maillard provoque une
diminution de la valeur nutritive des hydrolysats
de protéines; CREMER et MENDEN (1956) ont
indiqué que l'interaction entre les protéines et les
sucres conduit a une diminution de la valeur biolo-
gique des produits. JONES (1959) a étudié la perte
par réaction de Maiilard des amino-acides et des
sucres des extraits de morue lyophilisés; TAEUFEL
et al. (1961) ont trouvé une relation entre [’inte-
nsité de brunissement et la décroissance de la valeur
nutritionnelle des produits pandant la réaction de
Maillard. LINKO et JOHNSON (1968) ont étudié
les altération des amino-acides et la formation
des composés carbonylés penant la panification.
JACQUOT et ABRAHAM (1965) ont

Uinfluence des traitements industriels et ménagers

étudié

sur la .valeur nutritive des aliments protidiques.
HACKER et al. (1965), MILNER et WOODF-
ORME (1965) ont constaté la perte de la valeur
nutritive du lait de soja et du blé par un traitement
thermique; MAURON et BLANC (1965) ont indiqué
Peffect des traitements industriels sur la structure
des protéines du lactosérum et DVORAK et VOG
NAROVA (1965) ont étudié I’effet de la réaction
Maillard sur la qualité biologique de la viande.
Mais, en dehors de cet aspect technologique de
la question, on peut se demander quels sont les
comportements physiologigiques de ces corps nou-
veaux formés au cours de la réaction. Dans ce
domaine-ci, il n’y a que peu de recherches et les
quelques travaux que nous trouvons portent surtout

sur leur influence sur les microorganismes: DIERZ-

BICKI (1909) a constaté que non les mélancidines
mais les substances humiques, composés ayant des
propriétés physico-chimiques voisines de celles des
mélanoidines, ont un effet favorable sur la croissance
de la levure et sur la fermentation alcoolique.
PETERSON et al. (1949) ont indiqgué que les
produits de la réaction de Maillard peuvent inhiber
la croissance de Bacillus polymyza; CHELDELIN et
KING (1953) ont montré gque le N-glycoside,
produit du premier stade de la- réaction glucose-
glycocolle, peut activer la croissance de Lactobacillus
Gayoni. ZABRODSKI] et TIKHOMIROVA (1958)
ont constaté que les mélanoidines peuvent inhiber
le développement des moisissures et des bactéries
et KIJIMA (1962) a indiqué que les mélanoidines
contenues dans le mofit de brasserie peuvent
provoquer une floculation de la levure. De leur
coté, SHEIKH, PETIT et GODON (1960-1961)
ont étudié Uinfluence des produits -de réaction de
Maillard  sur
développement de la levure; ils ont trouvé que les

la fermentation alcooliqgue et le

produits de réaction de Maillard, préparés & partir
d’un mélange molaire de glucose et de glycocolle
chauffés entre 1 heures et 48 heures 490°C, accélérent
dans une certaine mesure la vitesse de la férmen-
tation alcoolique par rapport au mélange de glucose
et de glycocolle initial qui n’est pas chauffé, ceci
en mesurant la quantité de gaz carbonique dégagé.
De méme, JEMMALI et PETIT (1965) ont étudié
Pinfluence des prémélanoidines sur les ferments
lactiques et les ferments citriques de différentes
souches et ils ont observé, surtout pour les ferments
citriques un effet sensible des prémélanoidines sur
la vitesse de production d’acide et de mycélium.
En dehors de P’étude des effets physiologiques
des prémélanoidines sur les microorganismes,
JEMMALI et PETIT (1965) ont examiné leur
action sur les énzymes obtenues a partir des extraits
des microorganismes, en supposant que Deffet
observé des prémélanoidines sur les microorganismes
est dit &4 leur action enzymatiques microbiennes; ils
ont travaillé sur la pyruvate décarboxylase et la
lactate décarboxylase oxydative isolée & partir du
mycélium d" Aspergillus wentii. lls ont observé une
activation notable de la décarboxylase dés levures

due aux prémélanoidines, par suite d’une -actjon



anti-inhibitrice.

Par ailleurs, ADRIAN et al. (1966) ont étudié
les répércussions nutritionnelles des produits solubles
formés au cours de la réaction de Maillard sur
les rats et comment [l’introduction de préméla-
noidines dans une ration équilibrée se traduit chez
le rat en croissance: a “faibles doses, elles augment-
ent la consommation alimentaire et par a4 méme le
taux de croissance de ’animal; & doses plus élevées,
elles diminuent nettement ’utilisation protidique de
la ration, ce qui entraine une chute de la vitesse
de croissance: ces phénoménes tendent a s’estomper
lorsque les animaux ont dépassé le stade de la
croissance la plus intense.”

Tous ces phénoménes observés par plusieurs
auteurs sur les microorganismes, sur les enzymes et
sur I’animal supérieur confirment que parmi les
corps nouveaux formés au cours de la réaction de
Maillard, il y a certainement quelques substances
qui.sont responsables de ces comportements physi-
ologiques. On peut se demander alors quelles
peuvent é&tre les substances responsables de ces
activations et en reprenant le réactif de SHEIKH,
la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae,
nous avons pouss¢ nos recherches sur la fermen-
tation alcoolique en essayant d’isoler du mélange
complexe, les substances activatrices par différentes
techniques de fractionnement.

Dans ce rubrique, nous limitons seulement a
I’observation de 'activité globale de différentes
préparations de prémélanoidines de glucose et de
glycocolle sur la fermentation alcoolique. Les
produits solubles formés au cours du chauffage
d’une solution mixte d’acides aminés et de sucres
sont dénommées “prémélanoidines” par opposition
aux mélanoidines insolubles représentant ['ultime

stade de la réaction de Maillard.

Meéthodes expérimentales

1. Préparation des prémélanoidines.

Les prémélanoidines ont été préparées & partir
de solutions de glucose et de glycocolle de molarité
2 M en introduisant des volumes égaux de chaque
solution dans un tube rodé; le mélange est chauffé
a reflux au bain-marie 4 90°C pendant le temps

nécessaire. Au cours du chauffage le pH du milieu

s’abaisse progressivement. Les prémélanoidines
préparées dans ces conditions sont appellées les
prémélanoidines en milieu ordinaire., Les préméla-
noines en milieu neutre sont préparées en présence
du carbonate de calcium en excés dans le milien
en vue d’éviter ’abaissement du pH au cours de
la préparation. La préparation de prémélanoidines
en milieu pateux est effectué avec un mélange de
glucose et de glycocolle contenant 15 p, 100 d’ean
distillée en poids en chauffant 4 90°C pendant un

temps compris entre 1 et 8 heures,

2, Test d’activité fermentaire
2.1, préparation de la levure

La levure utilisée pour effectuer le test de
fermentation a été préparée & partir d’une culture
de Saccharomyces Cerevisige isolée d’un pain de
levure commerciale entretenue sur le milieu solide,
Il est apparu que la capacité fermentaire de la
levure et sa sensibilité aux produits de la réaction
de Maillard pouvaient étre modifiées considérable-
ment suivant les conditions de travail (age, milieu,
temps et mode de conservation, etc.); pour obtenir
une levure réguliére, on a donc entretenu et cultivé
cette levure dans des conditions standardisées de
température, de temps et de milieu de culture.

Apres avoir étudié des milieux de compositions
diverses, nous en avons finalement retenu deux,
I'un pour entretien de la souche, l’autre pour
cultiver la levure.

—Milieu d’entretien

malt (Difco) 2.0g
extrait de levure (Difco) 0.6g
péptone 1.5g
agar 5.0g
glucose 2.5g
eau 200ml
—Milieu de culture
malt (Difco) 2.0g
extrait de levare (Difco) 1.0g
péptone 1.8g
agar 4,5g
glucose 3.5g
eau 200ml

Les deux milieux sont autoclavés pendant 20mn,
a 115°C.



L’acidification au pH 4.5 par P'addition d’acide
lactique est nécessaire avant I’ensemencement. La
souche est conservée en tube incliné au réfrigérateur
et la culture est effectuée en boite de Pétri 4 28°C
pendant 48 heures. La levure obtenue est recueillie
et lavée trois fois 4 Peau distillée et centrifugée
15 minutes entre chaque lavage. Elle est ensuite
mise en suspension dans un volume d’eau distillée
tel que la densité optique 2 600 my soit de 0.680;
la concentration en levure séche est alors de 0.76
mg/ml.

2.2. Mode opératoire

2.2. 1. Milieu de base

Le milieu de base utilisé pour la fermentation
est entiérement identique & celui choisis par SHEIKH
(1960);
I’Association of Official Agricultural Chemist pour

il correspond au milieu préconisé par
le dosage de la thiamine par fermentation, a ceci
prés que les sels d’ammonium ont été remplacés par
des sels de potassium et que I’hydrolysat de caséine
a été omis. Il est, en effet, apparu par ailleurs
(Petit, Godon; résultats non publiés) que c’est dans
ces conditions de fermentation que les réactions de
la levure aux prémélanoidines étaient a la fois les
plus nettes et les plus nuancées: si la présence de
prémélanoidines dans un tel milieu pauvre en azote
peut provoquer, Ssoit une accélération, soit un
ralentissement de la vitesse de fermentation, on
n’observe jamais que de faible inhibition lorsque la
levure fermente dans un milieu contenant une
source azotée facilement assimilable (sels d’ammo-
nium, asparagine, hydrolysat de caséine) Dans ces

conditions, on prépare les solutions suivantes:

~—solution A
POHK, 95¢
POH.K 213g
vitamine P.P. 200mg
vitamine By 4mg

On améne 4 1000 ml et autoclavage.

—solution B
glucose 200g
SOMg. 7H,O 78
POHK 2.2g
KCl 1.7g
Ca Cl,. 2H,0 0.5g
Fe Cls. 6HO 0.01g

Mn SO,. 4H,O 0.01g
On améne 4 1000 ml et autoclavage.

—solution de thiamine; & 0.2 7/ml.

Le milieu de base est préparé par mélange de ces
trois solutions; dans une fiole jaugée & 20ml, on
introduit: 5ml de solution A, 7.5ml de solution
B, 0.5ml de solution de thiamine et on compléte
avec de Peau distillée.

2.2.2. —Test de fermentation

On suit la fermentation en mesurant la vitesse
de dégagement du gaz carbonique par la technique
du Micro-Warburg: on introduit dans la fiole &
fermentation, 1 ml du milieu de base, 0.5ml de la
solution en expérience, ou d’eau distillée pour le
témoin, et dans le diverticule de cette fiole, 1 ml de
la suspension de levure. Puis, on chasse l'ajr de
la fiole par passage d’azote pendant 2 minutes
pour réaliser les conditions d’anaérobiose; aprés
mise en équilibre 4 température de 30°C dans le
bain-marie de 1’appareil, on mélange le contenu
du diverticule et celui de la fiole. A différents
stades de la fermentation (géneralement aprés 3,
6,22 heures) on fait les lectures; on calcule donc
les vitesses de dégagement du gaz carbonique
exprimées en microlitre par minute.

Dans certains cas, il peut étre utile de rapporter
la vitesse de fermentation V de la solution en
expérience a celle VT du témoin. Les valeurs ‘du
repport V/Vr supérieures & 1 correspondent & une
activation, celles inférieures a [’unité, & une
inhibition.

Ici, il faut noter que le phénoméne de fermen-
tation varie largement, d’un jour & l’autre, bien
que toutes les conditions soient standardisées. Les
observations sont alors faites surtout par compa-
raison avec le témoin de chaque série.

Résultats et Discussion

Dix-huit types de prémélanoidines différentes par
niveaux d’avancement de la réaction de Maillard,
par la concentration et par I’acidité du milieu, sont
préparées en chauffant un mélange de glucose et de
glycocolle 4 90°C durant un temps comprié entre
1 et 48 heures.

On a utilisé une solution 0.2 M de ces prépar-

ations pour le test; I’activité fermentaire est observée



durant une heure aprés 3 heures de fermentation.
L’activité est exprimée en V/Vr. (Fig. 1,2 et 3)
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Fig. 3. Action des prémélamoidines en milieu
patéux aprés trois heures de fermentation

1 apparait que tous les types de prémélanoidines
ainsi que le mélange de glucose et de glycocolle
présentent une action supérieure a celle du témoin
eau. Mais pour les prémélanoidines de milieu
oridnaire et celles de milieu neutre, lorsque les
moins de 12 heures de

préparations ont subi

chauffage, Daction n’est que modérée. Elle est
par contre trés nette chez les prémélanoidines
chauffées plus de 24 heures, celles de 48 heures

ayant une activité intense, Cela signifie que,

Gaz carbonique dégags

en #1/mn.

vraisemblablement, les corps actifs se forment
proportionnellement 4 ’avancement de la réaction.
On observe qu’en milicu neutre, la réaction de
Maillard se développe plus rapidement qu’en milieu
ordinaire, c¢’est-a-dire non neutralisé.

En milieu pateux, la réaction de Maillard est trés
intense et au bout de 6 heures de chauffage, on
remarque un début de précipitation des mélanoidi-
nes. Aussi P’activité fermentaire se mainifeste déja
trés nettement dans la préparation de 1 heures de
chauffage.

On a donc effectué un test de fermentation en
mesurant la vitesse de dégagement du gaz carbo-
nique toutes les trois heures pendant 45 heures.
On a utilisé une solution 0.2 M des produits pour

cette expérience. (Fig. 4).
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4 : Glycocolle 5 : Prémélanoidine 48H

Fig. 4. Allure de fermentationen présence des
Prémélanoidines, du glucose et du glycocolle

La Fig. 4 nous éclaire sur plusieurs points
intéressants:
—Témoin eau (allure normale) : la vitesse de
dégagement diminue progressivement & partir de
3 heures jusqu’a 10 heures; puis un faible et

de carbonique se

constant dégagement gaz
poursuit.

—Glucose: Il n’a pas d’effect activateur mais il



prolonge la durée de fermentation.

—Glycocolle: Une activation forte et croissante se
manifeste & partir de 6 heures; la fermenmtation
est terminée au bout de 35 heures, le glucose
ayant été complétement utilisé. .

—Mélange de glucose et de glycocolle: On retrouve
P'activation due au glycocolle, mais la durée de
fermentation eést plus longue en raison -de la
présence du glucose,

—Prémélanoidines: on note déja une forte activa-
tation au bout de 3 heures et activation reste
intense et croit jusug’ 4 la fin, La fermentation
se termine au bout de 30 heures.

Cela montre que l’activation observée a partir
de 6 heures peut &tre attribuée au glycocolle, mais,
Pactivation du début de la fermentation doit &tre
considérée comme étant due aux produits de la
réaction de Maillard.

Nous avons encore observé Pintensité de I’action
fermentaire des prémélaneidines 48 heures a différ-
entes concentrations afin d’expliquer les différences
d’intensité de D’activité fermentaire des différentes
prémélanoidines qui renferment des quantités
différentes de produits de la réaction de Maillard.
Pour ce test, les activités sont observées a trois
stades différents de la fermentation; & 3 heures, 6
heures et 22 heures, ces derniéres mesures devant
confirmer celles de 6 heures. (Tableau).

Tableau; Activité fermentaire des prémélanoi-
dines & différentes concentrations

Vitesse de dégagement de COz
(¢ 1/mn.) aprés un temps de
Echantillons fermentation de:

3 heures l 6 heures l 22 heures
Témoin eau 2.98 2.03 1.01
PM. 1 M 9.30 10.93 18.00
n 0.5 M 6.51 9.50 17.43
n 0.1 M 4.50 6. 31 13.65
7 0.05 M 3.73 5.15 13.48
n 001 M 3.61 5.08 3.25
v 0.005 M 3.65 5. 40 1.68
n 0.001 M 3.81 2.43 1.02
r 0.0005 M 3.30 2.35 1.02
n 0.0001 M 2.56 1.76 0.95
1 0.00005M 2.18 1.46 0.77

L’action des prémélanoidines se manifestent

pettement jusqu’a une concentration de 0.5 M et

méme jusqu’a 0.005 M. Mais, dans les -derniéres,
on remarque une faible action qui décroit a partir
de la sixiéme heure de fermentation. L’intensité
de Dactivité fermentaire augmente en fonction de
la concentration des produits de la réaction de
Maillard.

Conelusion

Suivant les trois expériences précédentes, nous
pouvons conclure que les produits de la réaction
de Maillard ont un effet accélérateur sur la vitesse
de la fermentation alcoolique et cet effet augmente
suivant la concentration des products de la réaction.
Nous constatons encore que cette accélération se

manifeste surtout en début de la fermentation.
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