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Chapitre I : Introduction générale

1 Contexte industriel et enjeux du projet PREDINUT

Le développement et la stabilisation de produits alimentaires complexes aux propriétés nutritionnelles
et organoleptiques préservées nécessitent la mise en place de stratégies permettant de maitriser la
dégradation des composés d'intérét parfois fragiles thermiquement, tout en garantissant la sécurité
microbiologique. La qualité nutritionnelle finale d'un aliment résulte trés souvent de réactions chimiques
initiées par les traitements technologiques, telles que la réaction de Maillard ou d’autres réactions de

brunissement.

Or, il n’existe pas d’outil simple d’aide a la décision pour élaborer des processus thermiques tenant

compte a la fois des aspects sécurité et qualités nutritionnelles des produits.

La vitamine C, composé hydrosoluble et thermolabile, est un des principaux marqueurs de la qualité
nutritionnelle des produits végétaux transformés, de par ses bienfaits sur la santé et sa sensibilité physico-
chimique. Sa dégradation au cours des étapes thermiques engendre une perte de la qualité nutritionnelle, il

est donc important de pouvoir comprendre les mécanismes de dégradations mis en jeu.

Ce projet a fait I’objet d une thése CIFRE en partenariat entre le CTCPA et 'INRA (UMR408 SQPOV),

avec le soutien de ’ANRT et FranceAgrimer.

2 Objectifs

La vitamine C est tres sensible a toute modification des conditions physico-chimiques du milieu dans
laquelle elle se trouve. Parmi les facteurs influengant sa dégradation, sont bien identifiés la température, le
pH, la présence d’ions métalliques, I’oxygene ou encore la lumiére. Dans le cadre du projet PREDINUT,
nous allons étudier I’influence des principaux parameétres caractérisant le procédé et le produit tels que la

température, I’oxygene et le pH.

De nombreux travaux traitant de la dégradation de la vitamine C ont ét€ menés, mais majoritairement a
des températures inférieures a 100 °C. Le mécanisme de dégradation est donc peu connu pour des
traitements thermiques supérieurs a 100 °C, surtout en raison des difficultés expérimentales générées par

un indispensable travail sous pression, en solution aqueuse.

L'objectif de ce projet est donc de comprendre le comportement physico-chimique de cette vitamine au
cours des processus d’appertisation grace a I’utilisation d’un nouvel outil, le thermorésistometre Mastia®.
Cet outil de laboratoire permet de réaliser des études a des températures supérieures a 100 °C, c’est-a-dire

dans les conditions de I’appertisation.
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L'essentiel du travail consistera a exploiter des données de cinétiques thermiques obtenues, dans
différentes conditions, dans ce dispositif expérimental innovant et maitrisé. Ainsi pourront étre établies des
constantes réactionnelles (modgles steechiocinétiques) permettant d’établir la stabilité des vitamines au

cours des procédés dans un domaine large d’application industrielle (température, temps, oxygene, pH, ...).

En parallele, le CTCPA possede de trés nombreuses données de thermorésistance de bactéries
sporulées. A ce titre, une approche couplée bénéfice/risque pourra étre envisagée en exploitant
concomitamment les données de microbiologie ainsi que les données obtenues au cours des études

chimiques, et donc envisager 1’optimisation de procédés thermiques en tenant compte de ces deux aspects.

3 Programme de recherche

Au cours de ce projet de these, les études réalisées ont permis de valider le potentiel du
thermorésistometre mais aussi de déterminer ses limites (viscosité maximum de la matrice, pression limite,
etc...) puis d’élaborer des modeles de prédiction pour la dégradation de 1’acide ascorbique au cours des
processus d’appertisation. Un protocole d’utilisation du thermorésistometre a donc été établi pour mener a

bien des études sur matrice alimentaire a des températures supérieures a 100 °C.

Grace a cet appareil, nous avons pu étudier le comportement de 1’acide ascorbique en solution modele
et en matrice alimentaire a des températures d’appertisation. La validation du potentiel du
thermorésistometre a pouvoir utiliser différents gaz en guise d’espace de téte a différentes pressions nous a
permis de pouvoir moduler la pression partielle en oxygene, mais également de réaliser des études en
anaérobiose stricte. La dégradation de 1’acide ascorbique a pu étre modélisée en solution modele selon deux
approches, phénoménologique et descriptive. La modélisation en matrice réelle est en revanche apparue

plus complexe.

Des études cinétiques de dégradations de I’acide ascorbique ont été établies dans des solutions modeles,
principalement a un pH de 3.5, qui correspond a la valeur de pH d’une grande partie des produits
alimentaires concernés : purées de fruits, produits a base de tomates, etc. Ces résultats ont ét€ confrontés
avec des données sur la destruction de microorganismes disponibles au CTCPA. Les produits issus de la
dégradation de I’acide ascorbique ont également été analysés et quantifiés afin de déterminer les
mécanismes mis en jeu au cours de la décomposition de 1’acide ascorbique. Des études ont ensuite été
menées sur des produits alimentaires, tels que des purées de fruits ou de légumes. Les résultats obtenus

dans ce type de matrices alimentaires ont ét€ comparés aux résultats obtenus en solution « modeles ».

Une modélisation couplée bénéfice/risque a été élaborée afin simuler différents scenarii de conditions

d’appertisation dans le but d’optimiser le systeme produit/procédé.

Ce travail a également fait I’objet de rédactions d’articles et de communications orales et posters (cf.

chapitre : Valorisation et transfert).
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Ce projet de these a été réalisé¢ dans le cadre d’une convention CIFRE (Convention Industrielle de
Formation par la Recherche), financé par ’ANRT (Association Nationale de la Recherche et de la
Technologie), entre le CTCPA (Centre Technique de la Conservation des Produits Agricoles) et I’Unité
Mixte de Recherche (UMR) 408 « Sécurité¢ et Qualité des Produits d’Origine Végétale (SQPOV) » a
I’INRA d’Avignon (domaine Saint Paul).

4 Le CTCPA

4.1 Présentation générale

Le CTCPA (Centre Technique de la Conservation des Produits Agricoles) est un Centre Technique
Industriel (CTI) qualifié Institut technique agro-industriel par le Ministere de l'agriculture. Il est membre
de I'Actia et du réseau CTL Le Centre est reconnu par la Direction Générale de 1’Alimentation comme
centre professionnel de référence pour I’établissement et la validation des barémes de traitements
thermiques. Le CTCPA a été créé par arrété du 11 octobre 1950, dans le cadre de la loi n°48-1228 du 22
juillet 1948 fixant le statut juridique des Centres techniques industriels, afin de favoriser I’innovation chez
les professionnels du secteur de la conserve et du déshydraté. Il bénéficie depuis le 1ler janvier 2004 d’une
taxe fiscale affectée (Loi de finances rectificative pour 2003, n° 2003-13 12 du 30 décembre 2003 — article
72) due par les ressortissants, fabricants établis en France, de produits alimentaires conservés et
déshydratés. La liste des produits et des procédés de conservation soumis a la taxe fiscale affectée du
CTCPA est fixée par I'arrété du 10 mai 2004. Il s’agit des produits d’origine végétale ou animale
transformés par les techniques d’appertisation ou de déshydratation. Régi par le code de la recherche
(articles L.342-1 a L.342-13), le CTCPA est, en sa qualit¢ de Centre technique industriel (CTI), un
établissement d’utilité publique en charge de missions d’intérét général. Un commissaire du gouvernement,
du ministére de 1’agriculture, et un contréleur général, de la mission de controle économique et financier
de I’Etat suivent et contrdlent ses activités.

Le CTCPA, en tant que centre technique industriel, est administré par un conseil d'administration qui
délegue, a un directeur général nommé par lui, tous les pouvoirs nécessaires a la direction du centre, cette
nomination devant étre approuvée par le Ministere de 1’Agriculture. Le conseil d'administration
comprend : a) des représentants des chefs d'entreprise ; b) des représentants du personnel technique de la
branche d'activité intéressée ; c) des représentants de 1'enseignement technique supérieur ; des personnalités
particulierement compétentes soit au titre de l'industrie intéressée, soit au titre des usagers. Les
administrateurs sont nommés pour trois ans par arrété du Ministere. Le Conseil d'administration prend les
décisions et les orientations relatives au fonctionnement du centre technique et a ses missions. Ce conseil

est investi des pouvoirs généraux d'administration du centre.
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4.2 Missions du CTCPA

Premier centre technique agroalimentaire francais, le CTCPA a pour vocation de réaliser des recherches
et des études techniques en vue d’apporter des solutions ou d’améliorer 1’activité des industries
agroalimentaires de la filiere des produits appertisés. Il intervient également dans de nombreux programmes
de recherches au niveau national et européen. Son siege social est situé a Paris, mais grice a son
implantation régionale (figure I — 1), ce centre apporte un service de proximité et des compétences aux

industries agroalimentaires avec lesquelles il est lié, soit environ un millier d’entreprises frangaises.

Amiens

@ Paris
.\ Nantes

Bourg-en-Bresse

o 2
Avignon

Auch

Figure |1 — 1 : Répartition des centres du CTCPA a I’échelle nationale

Pour fournir aux professionnels de 1’agroalimentaire une réponse compléte adaptée a leurs contraintes
et a leurs activités, le CTCPA a mis en place plusieurs services spécialisés dans les procédés alimentaires,
la microbiologie et la biologie moléculaire, I’emballage, la sécurité alimentaire, la qualité nutritionnelle
ainsi que le développement durable.

Le CTCPA compte 87 salariés. En 2015, son chiffre d’affaire était de 7,7 millions d’euros. Le budget

de la recherche collective pour les filieres produits en conserves et déshydratés était de 1,7 millions d’euros.

4.3 Le CTCPA d’Avignon

Le centre CTCPA de la région Provence-Alpes-Cote d’Azur est implanté dans la zone d’activité

Agroparc d’Avignon. Les services qui y sont implantés couvrent les activités suivantes :

- Procédés alimentaires : L’objectif de ce service est de développer de nouveaux procédés de traitements
thermiques adaptés aux matrices alimentaires et applicables dans les industries agroalimentaires, ce qui
est une des activités principales du CTCPA. Il permet de tester les procédés de traitement thermique.
Des produits ont été mis au point grace a des procédés innovants tels que le chauffage ohmique, le
chauffage par microondes, la désinfection par la lumiere pulsée, ce qui permet de positionner ce centre
comme un acteur majeur dans le développement de ces nouvelles technologies. Pour réaliser ces taches,
le CTCPA d’Avignon dispose d’une Halle Technologique.

- Microbiologie et biologie moléculaire : son laboratoire travaille sur la diversité des souches

responsables des altérations des conserves afin de définir les traitements thermiques et les actions
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correctives permettant de maitriser les risques microbiologiques. Chaque année une quinzaine de projets
sont mis en place avec les industriels. Toutes les souches microbiennes prélevées sur les lignes
industrielles, des produits altérés ou leurs environnements sont conservées a -80 °C dans une
souchotheque pour des études ultérieures. Ce laboratoire collabore avec 'UMR SQPOV dans le cadre
des projets portant sur les bactéries sporulées.

- Qualité nutritionnelle des produits transformés : ce service s’intéresse particulierement a la variation de
la teneur en certains micronutriments (polyphénols, vitamines, caroténoides, fibres,...) présents dans
les fruits et les 1égumes. Le laboratoire « Qualité nutritionnelle des produits végétaux » d’Avignon est
en partenariat avec I’INRA PACA pour mener des recherches sur les qualités nutritionnelle et
microbiologique des produits végétaux transformés.

- Documentation : ce service, avec la Direction scientifique qui est également située a Avignon, assure
a la fois la conservation des publications des travaux du CTCPA depuis sa création et une veille des
travaux scientifique et techniques dans les domaines d’activité du centre. Cette veille et les différentes
publications permettent aux entreprises de s’informer sur les recherches effectuées mais aussi sur le

développement des nouvelles technologies, comme le chauffage ohmique.

5 L’UMR SQPOV

L’Unité Mixte de Recherche 408 « Sécurité et Qualité des Produits d’Origine Végétale » a comme
tutelles I'INRA et I’Universit¢ d’Avignon et des Pays de Vaucluse. Cette unité est rattachée aux
départements Caractérisation et Elaboration des Produits Issus de 1’ Agriculture (CEPIA) et Microbiologie

de la Chaine Alimentaire (MICA).

L’UMR 408 SQPOV a pour objectif d’améliorer ou préserver les caractéristiques organoleptiques,
hygiéniques et nutritionnelles des fruits et légumes frais ou transformés. L’UMR 408 SQPOV travaille a
reconcevoir, dans une optique d’alimentation durable, les procédés de transformation des fruits et Iégumes,
afin d’améliorer leur qualité nutritionnelle : les traitements de transformation sont calculés au plus juste de
facon a respecter la sécurité microbiologique de ces produits, et visent une valorisation totale de la biomasse
utilisée. Les travaux de recherche concernent l'ensemble de la filiere : validation de la qualité avant
récolte ; mise au point de technologies de conservation ou de transformation permettant de valoriser au
mieux cette qualité ; intérét en nutrition préventive et maitrise du risque microbiologique associé au

développement des produits réfrigérés préts a I'emploi.
Pour répondre a ces objectifs, cette UMR réunit 4 équipes de recherche :

- Micronutriments : Réactivité et Digestion

Cette équipe étudie les propriétés anti-oxydantes des polyphénols, des caroténoides ainsi que de leurs

métabolites ; les modes d’action en interaction avec des lipides, des protéines en micelles et des émulsions ;
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elle développe des modeles imitant les conditions gastro-intestinales. Cette équipe produit et synthétise des
caroténoides, des polyphénols et des produits de dégradation et étudie leurs activités biologiques.

- Qualité et Procédés

C’est au sein de de cette équipe que s’est déroulé ce projet de these. Cette équipe travaille sur
I’¢laboration de méthodes instrumentales pour mesurer les qualités du fruit, et sur le devenir des
micronutriments des fruits et légumes au cours des transformations agro-alimentaires. Elle étudie en
particulier le role des interactions moléculaires et la déstructuration des tissus sur [’extraction et
disponibilité des polyphénols. Cette équipe utilise la spectroscopie infrarouge pour la caractérisation non
destructive de la qualité du fruit. Un de ses objectifs est donc de comprendre 1’impact des procédés agro-
alimentaires sur le bénéfice nutritionnel des produits (présence et accessibilité des micronutriments) de
facon a améliorer les méthodes de transformation et optimiser le couple matiere premiere / procédé : c’est

dans cette optique qu’a été construit ce projet de recherche doctorale.

- Bactéries sporulées dans la chaine alimentaire

Cette équipe évalue les risques microbiologiques des aliments peu transformés d’origine végétale, et
¢tudie I’impact de 1’écologie et de la diversité des microbes pathogenes, le role de la réponse adaptative du
microbe pathogene aux stress rencontrés dans la chaine de traitement des denrées alimentaires et dans des
conditions gastro-intestinales. Cette équipe travaille notamment a I’identification des risques
microbiologiques pertinents pour acquérir les connaissances nécessaires pour modéliser et contréler les

risques liés aux procédés de transformation.

- Eco-extraction de produits naturels

Cette équipe travail sur le développement des techniques d’extraction respectueuses des molécules et

de ’environnement.

L'UMR 408 SQPOYV est une unité du podle de recherche Production Horticole Intégrée du centre INRA
PACA, membre de la Structure Fédérative de Recherche TERSYS et membre du Labex Agropolis.

De plus I’'UMR 408 SQPOV était engagée dans un projet d’Unité Mixte Technologique « Qualiveg »
avec le Centre Technique de la Conservation des Produits Agricoles (CTCPA). Ses laboratoires sont

implantés sur I’Inra PACA.

6 L’Unité Mixte Technologique « Qualiveg »

Le Ministere de I’Agriculture a mis en place le dispositif des Unités Mixtes Technologiques afin de
favoriser la montée en compétence des centres ACTIA et ACTA. Une UMT (Unité Mixte Technologique)
consiste en une association entre un centre ACTIA ou ACTA, et un ou plusieurs laboratoires de recherche.

Sa durée d’activité est de 5 ans. L’UMT « Qualiveg » est un partenariat entre le CTCPA et ’'UMR SQPOV.
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Le projet ’UMT « Qualités Nutritionnelle et Microbiologique des Produits Végétaux Transformés :
QUALIVEG » associe, dans une démarche d’étude bénéfice — risque de la transformation des produits
végétaux, les deux aspects que sont le devenir des microconstituants (vitamines et autres) et I’estimation
du risque d’altération microbiologique (bactéries d’altération hautement thermophiles). Ces deux aspects
seront associés dans des approches de modélisation pour contribuer a une évolution des procédés vers plus
de qualité nutritionnelle et de durabilité. Centrée sur les traitements thermiques, cette UMT a pour but
d’optimiser le rapport bénéfice nutritionnel/ risque microbiologique dans la fabrication des produits
appertisés a base de fruits et Iégumes. Cette UMT a démarré fin juin 2011 pour 5 ans, et a pris fin en

décembre 2016.
Le projet de 'UMT était construit autour de trois axes :

Axe 1 : Réactivité des microconstituants et interactions avec la matrice alimentaire au cours des
procédés > Poursuite des travaux entrepris dans la précédente UMT sur la qualité nutritionnelle des fruits
et légumes transformés. C’est notamment autour de cet axe que s’inscrit ce projet de recherche doctorale

(projet PREDINUT), qui a débuté en mai 2014 pour une durée de 3 ans.

Axe 2 : Caractérisation de la contrainte microbiologique = Nouvel axe permettant de définir les

différents parametres contribuant a la stabilité de produits végétaux appertisés.

Axe 3 : Optimisation des procédés de fabrication sous contrainte et faisabilité - Nouvel axe visant a
intégrer les données des axes 1 et 2 permettant d’identifier des solutions d’optimisation de la qualité

nutritionnelle sous contrainte microbiologique, puis a réaliser une validation industrielle.
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Chapitre II : Etat de ’art

1 La boite de conserve, ou I’art de conserver les aliments

1.1 Historique

Aujourd’hui, plus de 50 milliards de boite de conserves sont fabriquées et consommées chaque année
dans le monde (Featherstone, 2012). Cette invention, ou cet art de conserver les aliments sur une échelle de
temps allant jusqu’a plusieurs années, a vu le jour en 1795. Ce procédé fut inventé par Nicolas Appert, né

le 17 novembre 1749 a Chalon-en-Campagne, qui était confiseur a Paris.

Au 18° siecle, I’armée francaise était souvent en campagne, et une des préoccupations majeures du
gouvernement était la perte conséquente de troupes due a des maladies telles que le scorbut et la
malnutrition. Ces pertes étaient plus importantes que les pertes au combat. En 1795, le gouvernement
proposa une récompense de 12000 francs (somme conséquente a cette époque) a quiconque trouverait une
solution pour conserver sans risque de la nourriture sur du long terme. Cette offre retint I’attention de
Nicolas Appert (figure II — 1). Il remarqua que le sirop de sucre qu’il utilisait pour ses confections pouvait
se garder presque indéfiniment lorsqu’il était chauffé et stocké dans des bouteilles en verre bouchées. 1l
commenga ensuite une série d’expériences en conservant d’autres types d’aliments apres les avoir chauffés
dans des bocaux fermés. Son invention fut évaluée en 1810, puis il fut informé qu’il pouvait revendiquer la

récompense de 12000 francs promis par le gouvernement (Featherstone, 2012).

REPUBLIQUE _aue.
Er 7 ot

[1749~HicoLrs APPE RT~184]

Figure Il - 1 : Timbre-poste a I'effigie de Nicolas Appert imprimé en 1955 (www.philateliefrancaise.fr)

En 1862, Louis Pasteur (1822-1895) a démontré que la fermentation était provoquée par la croissance
de microorganismes. Il montra que la croissance de microorganismes était responsable de 1’altération des

produits tels que la biere, le vin et le lait. Il inventa un processus dans lequel le lait était chauffé afin
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d’éliminer la plupart des bactéries et moisissures déja présentes. Ce processus a été rapidement connu sous

le nom de « pasteurisation ».

Les premiers produits de Nicolas Appert furent conditionnés dans des emballages en verre. Peu apres
la publication de ses découvertes, Peter Durand, un commercant britannique, breveta I’idée de conserver la
nourriture en utilisant des boites de conserve. Les premieres boites de conserves furent composées de fer,
d’étain et de plomb. Elles étaient lourdes et solides. L’amélioration des boites de conserves est arrivée avec
I’invention de ’acier qui les a fortement allégées tout en gardant leur solidité. C’est lorsque cet « acier plus
fin » est arrivé que 1’ouvre-boite fut inventé. Avant cela, on pouvait lire ces instructions sur les boites de
conserve : « Couper en rond le sommet a proximité du bord extérieur avec un marteau et un burin ».

Initialement, la nourriture en boite de conserve était destinée aux rations militaires (Featherstone, 2012).

Figure Il - 2 : Photographie des premiéres boites de conserve inventées en 1810 (boite a trou a gauche et
boite a bouchon a droite) (http:/www.azaquar.com)

Généralement, les aliments en boites de conserve sont per¢us comme ayant un pouvoir nutritif moindre
que d’autres types d’aliment. En effet, ces aliments subiraient trop de transformations, ce qui engendrerait
une dégradation de la qualité nutritionnelle. De nos jours, les processus de traitement sont moindres et plus
efficaces, et contrairement aux croyances populaires, la nourriture en boite de conserve peut €tre une partie

saine de I’équilibre alimentaire (Featherstone, 2012).

1.2 Production des conserves alimentaires en France

Selon la FIAC (Fédération des Industries d’ Aliments Conservés), membre de I’ADEPALE (Association
Des Entreprises de Produits Alimentaires Elaborés), en 2015, le chiffre d’affaires de 1’industrie de la
conserve était de 5,4 milliards d’euros, pour production de 2 millions de tonnes. Les exportations
représentent 1,2 milliard d’euros. La FIAC compte 135 entreprises adhérentes, qui emploient environ 35000

salariés permanents.
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Le tableau II — 1 recense la répartition de la production d’aliments conservés en 1000 tonnes net.

Tableau Il - 1 : Répartition de la production d’aliments conservés en 1000 tonnes net
(http://www.adepale.org/fichiers/20170116162010 Chiffres cle%CC%81s 2016.pdf)

Appertisé Surgelé Déshydraté/sec Autres”

Légumes 357,6 380 20 L
Mais doux 138.,6 30 _ _
Fruits 30,4 nc! 3 535
Champignons sylvestres 2,7 7,5 0,5 .
Tomates 48,4 nc! nc! L
Poissons et anchois 60 nc! nc! 0,3
Escargots 1,1 nc! nc! 2.5
Plats cuisinés 352 nc! nc! -
Foie gras et spécialités 21,2 nc! nc! 16,1

Total 1012 417,5 23,5 553,9

, 2z * . .
"Données non collectées ; Compotes, confitures et semi-conserves notamment

Les l1égumes occupent une grande partie de la production des conserves appertisées, les fruits quant a

eux se retrouvent essentiellement sous forme de compotes, confitures et semi-conserves.

Le tableau II — 2 recense la répartition du chiffre d’affaires en fonctions des aliments.
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Tableau Il - 2 : Répartition du chiffre d’affaires selon I'aliment considéré
(http://www.adepale.org/fichiers/20170116162010 Chiffres cle%CC%81s 2016.pdf)

Chiffre d’affaires (millions d’€) Export (millions d’€)

Légumes et mais doux 1596 639
Fruits 1383 396
Champignons sylvestres et truffes 80 40
Tomates . 32,7

Poissons et anchois 821 87
Escargots 75 12

Plats cuisinés 801 nc!

Foie gras et spécialités 605 49

Total 5361 1255,7

"Données non collectées ; “Estimations

Les légumes et les fruits conservés sont ce qui rapporte le plus en chiffre d’affaires dans le domaine de

la conserverie alimentaire, avec une part tout a fait significative qui est exportée.

1.3 Procédé de fabrication : de I’aliment frais a la boite de conserve
Une conserve est un produit dans lequel les aliments sont stables a température ambiante. La stabilité
est obtenue par application d’un traitement thermique et 1’utilisation d’un conditionnement étanche qui

protege I’aliment de toute recontamination.

La fabrication artisanale ou industrielle de produits appertisés, ou conserves, est une opération qui

semble simple au premier abord, mais qui requiert un savoir-faire treés technique dans de nombreuses
disciplines.

Le diagramme qui suit présente les étapes de fabrication d’une conserve de légumes, de la réception des

matieres premieres au stockage des conserves a température ambiante (figure 11 — 3).
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Figure Il - 3 : Diagramme de production d’une boite de conserve de légumes (source : GBPH Fruits et
légumes en conserves appertisées - CTCPA - 2015)



Au cours de la production d’aliments en conserves il peut y avoir des contaminations biologiques,

chimiques et physiques :

- Contaminations biologiques

Pour les 1égumes, les contaminations biologiques peuvent provenir directement des 1égumes frais, du
fait de la présence de microorganismes pathogenes due a une contamination au niveau de l'exploitation
agricole (matieres fécales animales ou humaines, insectes ou moisissure) ; par prolifération de
microorganismes pathogenes attribuable a des parametres durée/température inadéquats chez le producteur
ou durant le transport ; par contamination par des microorganismes pathogenes attribuable a des matériaux
d'emballage endommagés ou a des véhicules sales utilisés pour le transport des légumes ; ou encore par
contamination par des microorganismes pathogenes attribuable a la présence d'organismes indésirables
(rongeurs, insectes et oiseaux). La contamination biologique peut également provenir des eaux de puits

utilisées pour les lavages, qui peuvent étre non-conformes aux recommandations.

- Contaminations chimiques

Les contaminations chimiques peuvent provenir directement des 1égumes frais du fait de la présence de
produits chimiques agricoles (pesticides et herbicides) dépassant les limites maximales de résidus ; de la
présence de métaux lourds et d'autres produits chimiques attribuables a 'eau utilisée pour l'irrigation et la
fumigation a la ferme ; par contamination par des produits chimiques agricoles et des produits chimiques
non alimentaires attribuable a l'utilisation inadéquate de contenants réutilisables a la ferme ; mais aussi par
contamination par des carburants (diesel, essence), des lubrifiants et de I'huile/graisse de 1la machinerie, a
la ferme ou durant le transport (fuite de carburant sur les fruits et légumes). Des eaux de puits non-
conformes aux recommandations peuvent également entrainer une contamination chimique au cours du

lavage.

- Contaminations physiques

De telles contaminations peuvent une fois de plus provenir directement des 1égumes frais, qui peuvent
contenir des matieres étrangeres dangereuses (métalliques et/ou non métalliques) dus a une manutention
inadéquate chez le fournisseur. Les matériaux utilisés pour I’emballage ou encore les agents antimicrobiens

utilisés peuvent entrainer une contamination physique pour les mémes raisons.

Lors de la consommation de conserves, le risque sanitaire important en jeu, en particulier le risque
d’intoxication botulique, impose une grande rigueur dans la mise au point, la validation et la conduite des
traitements thermique. Il est indispensable de qualifier ’effet du traitement thermique appliqué sur la
destruction thermique quantitative des microorganismes cibles : c’est I’objet de la thermobactériologie. Elle
est utilisée a I’échelle industrielle pour quantifier I’impact des traitements et le relier aux grandeurs
intégratives utilisées pour la mesure de I’intensité de traitement : la Valeur Stérilisatrice par exemple. La

pénétration de chaleur, phénomene a la base scientifique du calcul des barémes de stérilisation, est sous
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I’influence de multiples facteurs qu’il faut savoir maitriser. Une connaissance de la réglementation est
également nécessaire pour bien comprendre la notion de stabilité biologique, les différents moyens

d’obtenir cette stabilité, et les contrdles qui s’y rattachent.

1.4 Principe du traitement thermique discontinu en autoclave

Le bareme de stérilisation appliqué en autoclave est généralement défini comme un palier de
température constante élevée a laquelle sont soumis les produits, la chaleur étant apportée par un fluide

chauffant (vapeur ; vapeur + air ; eau surchauffée en immersion ou en ruissellement, etc...).

Afin de présenter les différentes phases d’un traitement discontinu classique, et comment celui-ci peut
étre congu, contrdlé, valide, il est utile d’en proposer une représentation graphique tres usuelle : relevé des
températures dans I’autoclave et au point critique du produit, au cours du temps de traitement

(figure II - 6).

Température dans 1’autoclave
............... Température a ceeur du produit
Valeur Stérilisatrice

T (°C)

T,

C.U.T. «——Bareéme - Chauffage ———»<«——Refroidissement —»

Figure Il - 4 : Evolution des températures et de la Valeur Stérilisatrice durant un cycle d’appertisation en
autoclave

Sur ce diagramme, les valeurs remarquables sont les suivantes :
- T, : température constante de régime de I’autoclave (°C)

- C.U.T : Come Up Time ou Délai de Mise en Régime : temps requis pour atteindre la température de

régime stable de 1’autoclave (min.)

- T, : température initiale au point critique du produit (°C)
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- B : durée du bareme au sens usuel (min)

- T, : température atteinte au point critique du produit a la fin de la phase de chauffage de

I’autoclave (°C)

- F,: Valeur Stérilisatrice totale acquise en fin de cycle (chauffage puis refroidissement) (min)

Fo=Fon+ Foc
- Fo.n: Valeur Stérilisatrice acquise durant le chauffage de 1’autoclave
- Fo.c : Valeur Stérilisatrice acquise durant le refroidissement de 1’autoclave

Les traitements thermiques les plus couramment appliqués pour la stabilisation des produits

alimentaires préemballés peuvent étre décrits comme une succession de quatre phases (figure I1 - 6) :

- Phase 1 : montée en température de I'enceinte, depuis sa température initiale jusqu'a la température de
traitement choisie. Cette phase est caractérisée par sa durée, appelée Délai de Mise en Régime (D.M.R.)
ou Come Up Time (C.U.T.).

- Phase 2 : palier de traitement thermique a température constante, usuellement décrit sous la forme du
couple Temps / Température. Dans certains cas, le traitement est composé d'une succession de plusieurs
traitements a température constante (baremes a paliers multiples).

- Phase 3 : refroidissement de l'enceinte de traitement jusqu'a température constante. Cette phase, trop
souvent négligée dans les calculs de barémes, est caractérisée par la durée de descente en température
de l'enceinte (Come Down Time) et par la température de 1'eau de refroidissement.

- Phase 4 : refroidissement des produits, jusqu'a y obtenir la température a cceur désirée avant leur sortie

de l'autoclave.

Pour un produit présentant une inertie thermique importante, une partie notable de la Valeur
Stérilisatrice totale au point critique sera acquise durant le début du refroidissement du produit. Certains
barémes innovants peuvent présenter un profil a température variable : dans ce cas la phase de palier est
remplacée par plusieurs phases de montée et de descente lentes. Le traitement thermique mis au point est
toujours calculé pour assurer une élévation de température dans le produit garantissant une certaine
destruction des micro-organismes. Les différentes phases mises en ceuvre pour obtenir ce résultat doivent
donc toujours étre réalisées en un seul cycle. En aucun cas le bareme de stérilisation ne peut étre appliqué

en plusieurs cycles, méme si la somme des temps de baréme est équivalente ou supérieure au baréme initial.
Un baréme n’a de sens que s’il est accompagné de certains ¢léments techniques s'y rattachant :

- Parametres liés au produit : température initiale des produits au départ du cycle, poids net, présence de
morceaux, taille des particules, format et type de conditionnement...
- Parametres liées au procédé : type d’équipement utilisé, nature du fluide chauffant, arrangement des

emballages dans I’enceinte, rotation...
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Le calcul de la Valeur Stérilisatrice (VS) avec une Trrde 121,1 °C et un z de 10 °C se fait part intégration
de la courbe de mesures de température selon la formule suivante :

T-121,1

12 ,
A fot 10" 10 .dt Equation Il - 1

1.5 Prise en compte de la contamination initiale pour le choix de la valeur
stérilisatrice ou pasteurisatrice

- Données microbiologiques :

Selon sa nature, son origine, les conditions dans lesquelles elle a été obtenue, transportée, entreposée,
nettoyée, parée et triée, la matiere premiere apporte des germes d’especes diverses, en nombre plus ou
moins grand. Dans la pratique il est tres difficile d’évaluer en permanence la charge microbienne d’un
produit. Toutefois il est important d’évaluer de fagon globale la charge microbienne initiale et la
contamination du produit tout au long de la chaine de fabrication. Cette évaluation peut étre faite a priori
par des mesures de contamination sur ligne ou a posteriori par des contrdles de stabilité par un personnel

compétent ayant une bonne connaissance du produit.
Il faut prendre en compte les deux parametres suivants :

- la vitesse de destruction des micro-organismes exposés a une température 1é€tale donnée (le traitement
thermique nécessaire a I’inactivation varie considérablement, non seulement d’une espece a 1’autre, mais

méme d’une souche a I’autre de la méme espece).

- le niveau de contamination microbiologique au début du traitement thermique (un traitement
thermique usuellement satisfaisant peut devenir insuffisant du seul fait d’un accroissement excessif de la

charge microbienne initiale).

- Choix de ’objectif de traitement thermique :

Le traitement thermique doit assurer la stabilité biologique du produit a température ambiante par la
destruction ou l'inhibition de toutes les formes microbiennes végétatives et sporulées, et plus
particulierement de Clostridium botulinum qui est la bactérie prise comme référence parmi les especes
pathogenes. Un traitement thermique est défini par un couple temps/température (bareme de stérilisation
ou de pasteurisation). Un baréme est déterminé pour un produit conditionné dans un récipient donné et pour

des caractéristiques de matériel données.

- Valeur stérilisatrice ou pasteurisatrice objective :

L'intensité du traitement thermique s'exprime sous la forme d'une Valeur Stérilisatrice (VS, ou F,) ou
Valeur Pasteurisatrice (VP) appliquée au point critique du produit, ou sur la fraction du produit subissant le

traitement le plus faible. Elle est exprimée en équivalent temps (minutes) passé a la température de référence
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de 121,1°C pour la stérilisation ou une température de référence inférieure a 100 °C (ex : 70 °C ou 93,3 °C)

pour la pasteurisation.

Pour certains produits, le suivi au point critique est difficile a réaliser. Dans ce cas, une Valeur
Stérilisatrice supérieure dite « objective » peut donc étre déterminée par un suivi de température
s’effectuant dans une zone moins défavorable mais plus accessible. L. acquisition de cette nouvelle Valeur
Stérilisatrice objective doit permettre d’assurer la valeur stérilisatrice suffisante au point critique et ainsi
assurer la stabilité biologique du produit 4 température ambiante. Par exemple, la réduction de 10'? du
nombre de spores de Clostridium botulinum est obtenue pour une valeur stérilisatrice minimale de F, = 3

minutes.

En pratique, la Valeur Stérilisatrice ou Pasteurisatrice objective est aussi choisie pour assurer la
destruction ou I’inhibition de germes non pathogeénes mais plus thermorésistants, pouvant altérer le produit
comme par exemple certains Bacillus provenant de la flore naturelle des produits végétaux, et en tenant

compte de I’historique de I’entreprise.

1.6 Caractéristiques du produit influencant le choix du traitement thermique

Au cours du traitement thermique, la nature du produit a un impact sur la résistance a la chaleur des
micro-organismes qu’il renferme, en fonction de plusieurs de ses caracteres chimiques et physico-

chimiques. On peut citer :
- LepH:
Selon le pH des produits, on distingue deux traitements d'appertisation :

1) les produits a pH inférieur a 4,5, naturellement acides ou acidifiés, dans lesquels la plupart des
bactéries sont incapables de proliférer, subissent un traitement thermique généralement inférieur a 100 °C

communément appelé pasteurisation ;

2) les produits a pH supérieur a 4,5, permettant aux bactéries thermorésistantes de se développer,

subissent un traitement thermique supérieur a 100 °C communément appelé stérilisation.

Par ailleurs, au-dessus de pH = 4,4, le pH doit étre pris en compte dans I’évaluation de la
thermorésistance des spores bactérienne dans la matrice considérée. A titre d’exemple, le tableau II — 3

illustre les variations de thermorésistance qui peuvent étre induites par les modifications de pH :
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Tableau Il - 3 : Influence du pH sur la thermorésistance (exemple de Clostridium sporogenes)

Durée de chauffage permettant la survie

pH du milieu de destruction des spores d’un méme nombre de spores de
Clostridium sporogenes (minutes)

5,0 9

5,7 12

6,0 15

6,6 21

7,0 25

7.5 20

8,2 15

- L’activité de ’eau :

L’activité de I’eau (aw) est un facteur permettant d’évaluer, dans un produit, la teneur en eau disponible
pour les microorganismes. L.’abaissement de I’a,, s’oppose a I’activité microbienne. Les produits a humidité
¢levée dont I’a,, est supérieure a 0,85 devront donc subir un traitement de stérilisation pour étre stables a

température ambiante.

- La nature du produit (caractére conductif/convectif) :

La nature du produit (viscosité, taille des particules et ratio solide/liquide) est un facteur essentiel
puisque dans le procédé d’appertisation classique, la chaleur du fluide chauffant est transmise au produit a
travers la paroi du récipient, et pénétre plus ou moins vite a I’intérieur du produit jusqu’au point le plus lent
a s’échauffer, appelé point critique. Ce point critique, ou zone critique, doit recevoir le traitement thermique
minimum indispensable. Ainsi, tout le reste du produit se trouve soumis a un traitement thermique au moins
équivalent. C’est donc la température au point critique en fonction du temps qui doit servir de référence a
I’évaluation du baréme de stérilisation. Dans le cas des produits hétérogenes, le point critique est
généralement localisé dans la particule la plus grosse ou la moins conductrice de la chaleur, qui n’est pas

obligatoirement placée au centre géométrique du récipient.

Les additifs et ingrédients entrants dans la formulation ou utilisés lors des prétraitements du produit
peuvent apporter d’une part, un comportement particulier lors du traitement thermique (augmentation de la
viscosité par exemple), ou d’autre part, un effet sur la thermorésistance des germes. La nature et la quantité

exacte de ces additifs ou ingrédients doivent donc étre respectées.

- Influence des prétraitements (blanchiment, pré-cuisson) :

Lors de la fabrication du produit, ’ensemble des prétraitements tels que le blanchiment ou la pré-
cuisson doivent €tre adaptés et maitrisés pour tenir compte notamment de la cuisson du produit apportée

par le traitement thermique de stérilisation ou de pasteurisation ultérieur.
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Le préchauffage ou la pré-cuisson des aliments permettent notamment d’évacuer I’air contenu dans les
produits ou les récipients qui, en se dilatant au cours du traitement thermique, développerait des pressions
excessives, nuisibles a I’étanchéité de I’emballage. Ce dégazage est indispensable pour certains produits

renfermant beaucoup d’air comme les fruits, les légumes ou produits carnés.

2 Les approches de modélisation en thermobactériologie et cinétique

chimique

2.1 Réactions d’ordres classiques

En chimie, les modeles réactionnels servent a décrire la maniere dont un composé se dégrade ou se
forme au cours d’une réaction chimique. Les mod¢les les plus couramment utilisés sont 1’ordre 0, I’ordre 1

et ’ordre 2.

Soit une réaction chimique décrite par I’équation bilan suivante :

k

A——= B

La vitesse de disparition du composé A s’écrit de facon générale :

—d[4]
dt

= k[A]" Equation Il - 2
avec [A] la concentration en composé A, ¢ le temps, k la constante de vitesse et n 1’ordre de la réaction.
2.1.1 Réaction d’ordre 0

Une réaction chimique est dite d’ordre 0 lorsque sa vitesse ne dépend pas de la concentration initiale

d’un réactif. Pour un composé A qui disparait, cette vitesse est définie comme suit :

—d[A]
dt

=k Equation Il - 3
avec ¢ le temps et k la constante de vitesse exprimée en (mol.L!)/temps.
En intégrant cette équation a partir de ¢ = 0, on obtient I’équation suivante :

[A] = —k.t + [A], Equation Il - 4

En normalisant par [A]o, on obtient 1’équation suivante :

-k Z .
— =—xt+1 Equation Il -
o 0 ET quation Il - 5

Dans ce cas, la courbe représentant la concentration en A en fonction du temps ou le rapport de la
concentration en A a I’instant ¢ sur la concentration en A initiale en fonction du temps est une droite, avec
respectivement une pente égale a -k et une ordonnée a ’origine égale a [AJo dans le premier cas
(figure II — 5), une pente égale a -k/[A]o et une ordonnée a I’origine égale a 1 dans le deuxiéme cas. La
pente est donc indépendante de la concentration initiale si le graph est tracé en concentration, et inversement

proportionnel a la concentration initiale si le graph est tracé en [A]/[A]o. Une cinétique d’ordre 0 ne peut
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s’appliquer que dans le cas d’un seul réactif, et la vitesse de réaction est indépendante de la concentration

du composé au cours du temps.

Al

«——— pente: -k

-
-

0 t

Figure Il - 5 : Variation de la concentration du réactif A en fonction du temps pour une cinétique d’ordre 0
2.1.2 Réaction d’ordre 1
Une réaction chimique est dite d’ordre 1 lorsque sa vitesse dépend linéairement de la concentration
présente a chaque temps d’un réactif. Pour un composé A qui disparait, cette vitesse est définie comme
suit :
~4 = k.14] Equation Il - 6

avec k s’exprimant en 1/temps.

Cette équation peut €tre intégrée en fonction du temps :
In([4]) = In([A]y) — k. t Equation Il - 7
et sous forme exponentielle, la relation suivante liant la concentration de A a I’instant ¢ et la
concentration initiale de A est obtenue :
[A] = [A]y.e 7"t Equation Il - 8
Le graphe du logarithme de la concentration en A en fonction du temps ou du logarithme du rapport de
la concentration en A a I’instant ¢ sur la concentration en A initiale en fonction du temps, donne une droite

avec respectivement une pente égale a —k et une ordonnée a 1’origine égale a In(/AJo) dans le premier cas

(figure II — 6), une pente égale a —k et passant par 0 dans le deuxieme cas.
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Figure Il - 6 : Variation de la concentration du réactif A en fonction du temps pour une cinétique d’ordre 1
sous forme (A) exponentielle et (B) linéaire

2.1.3 Réaction d’ordre 2
Une réaction chimique est dite d’ordre 2 lorsque sa vitesse dépend du carré de la concentration a chaque
temps d’un réactif ou du produit des concentrations de deux réactifs avec pour chacun un ordre partiel d’1.
Pour un composé A qui disparait ou pour deux composés A et B qui disparaissent, cette vitesse est définie

comme suit :

= k.[A]? Equation Il - 9

= k.[A].[B] Equation Il - 10

avec k s’exprimant en (L.mol!)/temps.

En intégrant 1’équation II — 9, on obtient I’équation suivante :

ﬁ:ﬁ+k't Equation Il - 11

En tracant donc la courbe représentant 1’inverse de la concentration en A en fonction du temps, on
devrait obtenir une droite de pente égale a k et d’ordonnée a I’origine égale a 1/[A]o (figure Il — 7). Dans le
cas d’un ordre 2, la vitesse au cours du temps dépend du produit des concentrations de deux réactifs ou du
carré de la concentration d’un seul réactif a ’instant 7. La décroissance au cours du temps n’est plus dans

ce cas exponentielle.
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Figure Il - 7 : Variation de la concentration du réactif A en fonction du temps pour une cinétique d’ordre 2
sous forme (A) classique et (B) linéaire

2.2 Loi d’Arrhenius

La loi d’Arrhenius, énoncée par Svante August Arrhenius en 1889, est un modele empirique permettant

de décrire la variation de vitesse d’une réaction chimique en fonction de la température.

De maniere générale, la loi d’ Arrhenius est énoncée comme suit :

din(k) _ Eq i ] ]
dT ~ RT? Equation Il - 12
ou k représente la constante de vitesse de la réaction, T la température (en K), R la constante des gaz

parfaits (R = 8,314 J.mol''. K'!) et E, I’énergie d’activation d’Arrhenius de la réaction (en J.mol ™).

Si on considére que 1’énergie d’activation est indépendante de la température, la loi d’Arrhenius peut

s’écrire :
—Eq - :
k=A.err Equation Il - 13

ou encore sous sa forme linéaire :

In(k) = In(4) — 1% Equation Il - 14

ou A représente le facteur pré-exponentiel (encore appelé facteur de fréquence) et a les mémes
dimensions que k. Ce parametre tient compte de la fréquence de collision entre les molécules et des effets

stériques entre elles.

L’énergie d’activation a une importance primordiale sur I’influence de la variation de température sur
la vitesse d’une réaction. En effet, les réactions chimiques ayant de faibles énergies d’activation seront plus
sensibles a la variation de température, tandis que celles ayant des énergies d’activation €levées le seront

moins.

Si une réaction chimique suit la loi d’ Arrhenius, son énergie d’activation peut étre déterminée en tragant
un graphe représentant le logarithme de la constante de vitesse, In(k), en fonction de 1/(R7) (ou 1/T), la
droite ainsi obtenue serait de pente égale a —E, (ou —E./R) et d’ordonnée a I’origine In(A)

(figure I - 8).
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Ordonnée a l'origine = In{A)

o, /

-

..'.
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,
pente = -Ea/R

Ink

0 1/Temperature

Figure Il - 8 : Graph d’Arrhenius représentant la variation de In(k) en fonction de 1/T
2.3 Modele d’Eyring : théorie du complexe activé

Dans la théorie du complexe activé d’Henry Eyring (1935), I’énergie d’activation représente 1’enthalpie

libre d’activation (4G”), c’est-a-dire la barriére énergétique entre 1’état initial et 1’état de transition

(figure I1 - 9).

kp.T

# z
k= ~, - exp (— %) Equation Il - 15

avec k la constante de cinétique, kg la constante de Boltzmann ( 1,38.10%* J.K!) et h la constante de

Planck (6,63.1073* J.s1).

Diagramme d’état de transition

x.L..n.“......‘......;................. PP

Chemin réactionnel

Figure Il - 9 : Variation de I’énergie potentielle d’un systéme au cours du trajet réactionnel

Cette enthalpie libre d’activation prend en compte deux paramétres : I’enthalpie d’activation notée AH”

et I’entropie d’activation notée 4S”. Elle est définie par la relation suivante :

AG" = AH* —T. AS* Equation Il - 16

avec AG*en J.mol™', AH” en J.mol!, Ten K et 45”en J.mol". K.

L’enthalpie d’activation AH” représente la différence entre la somme des énergies de liaisons formées
dans I’état de transition et la somme des énergies des liaisons rompues dans 1’état initial. L’entropie
d’activation 4S* représente la différence d’ordre moléculaire qu’il y a entre 1’état de transition et 1’état

initial. L’équation peut donc étre reformulée comme suit :
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k= M.exp (ﬁ) .exp (— ﬁ) Equation Il - 17

soit sous la forme linéaire :

In (g) =1In (kf) +A%#—¥*% Equation Il - 18

2.4 Notion de thermobactériologie

La thermobactériologie est généralement présentée comme la science qui étudie I'impact des

traitements thermiques sur la survie ou la destruction des différentes formes de microorganismes.

La destruction d’une cible thermosensible par la chaleur (microorganismes sous formes végétative :
bactéries, levures, moisissure, et sous forme sporulée: spores bactériennes, ascospores de moisissures), suit
généralement une cinétique d’ordre 1 : décroissance logarithmique en fonction du temps, pour une
température de traitement donnée (Ball and Olson, 1957). La vitesse de cette destruction thermique est elle-
méme dépendante de la température suivant la loi classique d’Arrhenius. Les effets des destructions sont
cumulatifs et peuvent ainsi étre exprimés comme une intégration des effets des différentes températures
subies au cours de la durée de traitement thermique global. On utilise dans la pratique une représentation
de la fraction survivante d’une population microbienne initiale, sous forme log décimale, en fonction du
temps. Cette représentation est particulicrement adaptée aux techniques de dénombrement

microbiologiques des germes survivants, qui s’exprime usuellement en puissance de 10.

La premiere loi de destruction d’une population initiale No, a une température 7, peut donc s’écrire
simplement sous la forme :
t = Dy + log(No/N) Equation Il - 19
ou encore :
log(No/N) = t/Dy Equation Il - 20
avec t la durée du traitement a température 7T constante, Dr la durée de réduction décimale (durée pour
réduire la cible de 90%, a la température T), No le nombre initial ou concentration initiale de la cible (en

pratique : nombre initial de microorganismes), N le nombre final ou concentration résiduelle de la cible

apres traitement (en pratique : nombre final ou « probabilité de présence » de microorganismes survivants).

La vitesse de destruction, estimée par la valeur D (exprimées usuellement en minute), est reliée par la

loi d’activation thermique d’Arrhenius, que I’on exprime en thermobactériologie sous la forme :
log(Dyy) - log (Dy) = (To-T,)/z Equation Il - 21
avec Drj et D72 les durées de réduction décimale observées respectivement aux températures 7; et 72 et

z le parameétre d’activation thermique (en °C).

Afin de pouvoir comparer facilement les traitements entre eux, des températures de référence sont

choisies et adaptées aux phénomenes observés.
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Ainsi, on exprime la variation de Dr en fonction de la température comme suit :
log(DTre//DT) = (T - Tref)/z Equation I-22

avec Tr.r la température de référence choisie comme « point central » de comparaison des traitements
(en pratique 121,1 °C pour les traitement de stérilisation, 70 °C ou 93,3 °C pour les traitement de
pasteurisation ; 100 °C pour I’évaluation des effets de cuisson), D7v.r la durée de réduction décimale de la
cible (exprimé en minute) 2 la température Trr. A titre d’exemple, Dryer pour les spores de Geobacillus

stearothermophilus est voisin de 3 a 6 minutes a 121,1 °C.

Le facteur z est directement reli¢é a 1’énergie d’activation utilisée dans la loi d’Arrhenius. A titre
d’exemple, z est usuellement compris entre 5 et 15 °C pour I’inactivation thermique des cellules végétatives
et des spores microbiennes. Ce facteur z se situe dans la gamme de 20 a 40 °C pour les effets de la chaleur
sur les caractéristiques biochimiques des aliments : destruction des vitamines, pertes de texture,

brunissement non enzymatique, etc...

Les deux parametres Drv.r et z sont suffisants pour caractériser complétement la thermorésistance d’une
souche microbienne donnée, dans un milieu donné. Les représentations graphiques associées,

traditionnellement utilisées par les conserveurs sont les suivantes (figures I - 10 et II - 11) :

log(N)
4 ]
.
........
a
3
“a
.......
2
. ...l
.
Dr(min)
- Ll
»
>
‘ © N s o
Durée (min) a 7 (°C)

Figure Il - 10 : Cinétique d’ordre 1 de destruction thermique des microorganismes a température constante
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Figure Il - 11 : Effet de la température sur la vitesse de destruction thermique

Le tableau IIl — 4 présente quelques exemples d’ordre de grandeurs pour les parametres D et z

usuellement observés pour les spores thermorésistantes de microorganismes, qui sont les facteurs a prendre

en compte pour la définition des barémes d’appertisation.

Tableau Il - 4 : Ordre de grandeur des valeurs D et z pour différents types de bactéries sporulées

. . - ) Facteur
Microorganisme . Thermorésistance Température o g e
Matrice . o d’activation pH
(spores) D (minutes)* (&0 7 (°C)
Bacillus cereus Tampon phosphate 2,6 —21,7 95 10,0 - 10,1 7,0
Haricot vert 2a4 121 10 environ 5,8
Geobacillus Tampon 3,33 121 6,927,8 7,0
stearothermophilus
Produits alimentaires 4a5 121
Bacillus subtilis Tomate 0,26 111 4,0
Clostridi Bouillon de beeuf
ostridium 6,6 1044 7,0
perfringens
Produit carné 05al,5 121
N 6,5
Clostridium gall
Tampon phosphate 1,31 121
sporogenes 10
Produits alimentaires 1,5 121 7.0
Clostridium Tampon phosphate 0.8821.9 10 762100 70
botulinum
Type 62A (1) Purée de pois 1.98 110 8.3
Clostr?dmm Tampon phosphate 0.20 121 10 7.0
botulinum
Type 62A (3) Produits alimentaires 0.12025 121

* Les facteurs de variation de thermorésistance aux conditions de cultures dans lesquelles les souches se sont développées.



2.5 Modele de Bigelow (log-linéaire)

Le modele de Bigelow (ou modele log-linéaire) introduit en 1921 par Willard Dell Bigelow est un
modele utilisé principalement pour I’étude de la destruction thermique des bactéries, et est une autre
expression des modeles d’ordre 1. Ce modele peut également étre utilisé en chimie pour I’étude de la
dégradation de composés (Dhuique-Mayer et al., 2007a, Esteve et al., 1998).

De maniére générale, la loi de Bigelow s’écrit comme suit :

log(D) = log(D") - = Equation Il - 23
T
Oou encore .
_T_T* ra
D=D"10 = Equation Il - 24

ou D représente le temps de réduction décimale, c'est-a-dire le temps de chauffage nécessaire pour
obtenir 10 % de survivants, c'est-a-dire la division par 10 (réduction décimale) de I’effectif initial d’une
population (microorganisme ou molécules), D" est le D 4 une température de référence, T est la température
(en °C), T  est la température de référence (en °C), et zr est le nombre de degrés de température
correspondant a une variation d’un facteur 10 du temps de réduction décimale D (en °C) (cf. paragraphe

2.4).

En 1943, Katzin, Sandholzer et al. introduisent pour la premiere fois la notion de temps de réduction
décimale (« Decimal Reduction Time ») noté DRT (Katzin et al., 1943), et ce n’est qu’en 1957 que Ball et
Olson notent ce temps de réduction décimale D (Ball and Olson, 1957). De nos jours, le modele log-linéaire

est mieux connu sous la forme suivante :
log(N) = log(No) — = Equation Il - 25

ou Ny représente la taille de la population (molécules ou microorganisme) dans 1’état initial et N

représente la taille de la population a I’instant z.

De ce fait, il existe des relations entre les parametres k et E, du modele d’Arrhenius et les paramétres D

et zr du modele de Bigelow (Larousse, 1991). En effet, D est reli€ a k et zr est relié a E,, selon les relations

suivantes :
D= @ Equation Il - 26
Zr = % Equation Il - 27

2.6 Modele de Weibull

Le modele de Weibull énoncé en 1951 par Waloddi Weibull est une loi de probabilité. Initialement, ce

modele a été développé pour décrire la défaillance d’un systéme donné soumis a une contrainte au cours
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du temps (Zheng and Lu, 2011b). Récemment, ce modele a montré un intérét potentiel pour décrire des

cinétiques de dégradation microbiologiques, enzymatiques et chimiques (Zheng and Lu, 2011b).

De facon générale, le modele de Weibull peut s’écrire de la fagon suivante :

0B .
N = Ng.el@) Equation Il - 28

ou Nreprésente la taille de la population (microorganismes ou molécules) a I’instant ¢, No représente la
taille initiale de la population, t est le temps, a est le parametre d’échelle (« scale ») et f est le parametre de

forme (« shape »).

Le modele de Weibull peut étre utilisé pour décrire une cinétique de destruction lorsque les valeurs de

thermorésistance au sein d’une population sont hétérogenes.

Le cas particulier de la loi de Weibull ou = 1 est équivalent a un modele de réaction du premier ordre
(Garcia-Torres et al., 2009). Lorsque £ > 1, la forme de la courbe est concave, ce qui traduit une vitesse de
destruction lente les premieres minutes puis une accélération. Lorsque £ < 1, la forme de la courbe est
convexe, ce qui traduit une vitesse de destruction rapide les premieres minutes puis un ralentissement.

L’inverse de a correspond a la constante de cinétique £ (Manso et al., 2001).

Bien que ce modele soit couramment utilisé en cinétique chimique, Mafart, Couvert et al. ont proposé
en 2002 une modification du modele de Weibull qui est utilisé a ce jour principalement en cinétique

microbiologique (Mafart et al., 2002). Ce mod¢le est décrit par I’équation suivante :

log(N) = log(N,) — (g)p Equation Il - 29

ou ¢ est le temps de premiere réduction décimale et a les dimension d’un temps, et p est le parametre

de forme.

Au méme titre que f, lorsque p = 1 la forme de la courbe est linéaire. Lorsque p > 1, la forme de la
courbe est concave et lorsque p < 1, la forme de la courbe est convexe. Le parametre p reflete la distribution

des thermorésistances au sein d’une population selon une distribution de Weibull (Couvert, 2002).

2.7 Modele de Mafart et Leguérinel prenant en compte la température et le pH

Le modele de Mafart et Leguérinel est un modele dérivé du modele de Bigelow qui tient compte a la
fois de la température et du pH (Mafart et al., 2002, Mafart et al., 2001). Il est décrit selon 1’équation

suivante :

" \ 2 ,
log(D) = log(D*) — "= — (M) Equation Il - 30

zZT ZpH
ou T* et pH* sont respectivement les valeurs de référence de la température (121,1°C en regle générale
car cette température correspond a la VS) et du pH (pH = 7 en regle générale). D* représente la durée de

réduction décimale a la température et au pH de référence. Les parametres z7 (classique du modele de
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Bigelow) et z,u (par analogie au précédent), expriment les écarts de température ou de pH (par rapport a

pH¥*) induisant une variation de la durée de réduction décimale D d’un facteur 10.

Ce modele est utilisé pour la destruction des spores en microbiologie, et il peut étre intéressant a utiliser
dans le cadre d’une modélisation couplée bénéfice/risque (en supposant que 1’on soit d’ordre 1 dans les

deux cas) car il tient compte a la fois de la température et du pH.

3 La vitamine C

3.1 Généralités

La vitamine C, ou acide ascorbique, est une des plus importantes vitamines hydrosolubles (Matei et al.,
2008, Plaza et al., 2006, Sapei and Hwa, 2014, Jiang et al., 2014a, Lloyd et al., 1987, Verbeyst et al., 2013).
Cette vitamine est présente dans plusieurs systemes biologiques a différentes concentrations (Arya et al.,
1998), et est considérée comme un nutriment bénéfique et sans danger (Kokkinidou et al., 2014). La
vitamine C est essentielle au développement ou a la régénération des muscles, des os, de la peau et des
dents (Arya et al., 1998) par son role important dans la biosynthese du collagene dans les tissus biologiques,
comme la peau ou le cartilage (Furusawa, 2001, Castro et al., 2004, Jiang et al., 2014a, Agius et al., 2003,
Gabriel et al., 2015, Vikram et al., 2005).

Le collagene est caractérisé par le motif Gly — X — Y — Gly, ou Gly est la glycine, X représente souvent
la proline (Pro) et Y souvent la 4-hydroxyproline (Hyp). L’acide ascorbique intervient dans la réaction
d’hydroxylation de la proline en 4-hydroxyproline, selon le schéma réactionnel suivant

(figure 11 - 12) :

0 0
%Nf (lzocr Frobl }‘NH (lzocr
hdroadase
wN—©CH CH, ~wN—CH CH,
/ \ + (am/_*’ mh“_\am) * HC/ \CH +
HC CH 2 2
2 ] _ —
\\c e tlz_n \c P ;Tw_c.
H” ™H CoO o0, Co, H™ ~OH coor
proline a-cétoglutarate 4-hydroxyproline succinate

Figure Il - 12 : Schéma réactionnel de la synthése de la 4-hydroxyproline, (http:/biochimej.univ-
angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/2ModifPOSTtraduc/9Hydroxylation/1Hydroxylation
.htm)

L’un des deux atomes du dioxygene (préalablement activé) s’attache a la proline, 1’autre est incorporé
au succinate lors de la décarboxylation de 1’a-cétoglutarate. L’ascorbate (forme ionisée de I’acide
ascorbique) sert ici d’agent réducteur. L’inhibition de I’hydroxylation de la proline (liée par exemple a une

carence en vitamine C) est a I’origine du scorbut.
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Outre ce rble vitaminique antiscorbutique découvert au 17° siecle (Matei et al., 2008), de multiples
études ont montré des effets bénéfiques de la vitamine C contre plusieurs types de maladies (Derossi et al.,
2010), le rhume, ’anémie, les maladies cardiovasculaires (Versari et al., 2004, Gabriel et al., 2015), les
maladies pulmonaires obstructives (Van Bree et al., 2012), I’asthme, la fiévre, la tuberculose (Lin and
Agalloco, 1979) ou encore I’infertilité. Des hypothéses ont également €té émises concernant une potentielle
utilisation de la vitamine C pour prévenir du cancer (Van den Broeck et al., 1998, Jiang et al., 2014a, Ariahu
et al., 2011, Gabriel et al., 2015, Vikram et al., 2005), car elle aurait la possibilité de stimuler le systeme

immunitaire (Van den Broeck et al., 1998, Cortés et al., 2008).

Les apports moyens en vitamine C dans la population francaise (données INCA2) sont de 77 mg/j chez
les enfants de 3 a 17 ans et de 93 mg/j chez les adultes de 18 a 79 ans. Ces apports ne sont pas différents
entre la population féminine et masculine. Chez les adultes, les principales sources d’apport en vitamine C
sont les fruits (27%) puis les 1égumes (hors pommes de terre) (22%) a égalité avec les boissons fraiches
sans alcool (essentiellement les jus de fruits) (22%). Chez les enfants, ce sont les boissons fraiches sans
alcool (essentiellement les jus de fruits) (37%) qui constituent la principale source d’apport en vitamine C,
suivi des  fruits (17%), puis des légumes (hors pommes de terre) (14%).
Pour assurer la couverture des besoins quotidiens en vitamine C, il est recommandé de consommer environ
500 g de fruits et Iégumes par jour. Aussi, la consommation, au moins une fois dans la journée, de fruits ou

de légumes crus permet d'assurer aisément la couverture des besoins en vitamine C.

3.2 Sources alimentaires de vitamine C

La vitamine C se trouve essentiellement dans les fruits et les légumes frais. C’est notamment la
principale vitamine contenue dans les agrumes (Silva, 2005). On la retrouve également en grande quantité
dans les jus de fruits, tels que les jus d’agrumes ou le jus de tomate (Van den Broeck et al., 1998). La
majeure partie de D’activité anti-oxydante des jus de fruits est attribuée a leurs fortes teneurs en acide

ascorbique, allant de 150 a 450 mg/L (Van Bree et al., 2012).

Parmi les fruits frais, les plus riches en vitamine C sont les agrumes tels que I’orange (Vikram et al.,
2005), le citron (Achir et al., 2016), le pamplemousse ou encore la mandarine (Burdurlu et al., 2006), les
fruits rouges tels que la fraise (Gamboa-Santos et al., 2014a, Gamboa-Santos et al., 2014b), la framboise,
le cassis, le groseille ou encore la cerise (Mercali et al., 2012), mais aussi certains fruits exotiques tels que
la mangue ou la goyave. De par leur consommation courante, les oranges et jus d’orange sont considérés
comme sources importantes de vitamine C (Cortés et al., 2008).

En ce qui concerne les 1égumes frais, cette vitamine est présente principalement dans les 1égumes verts
tels que I’épinard, le haricot vert, le petit pois (Giannakourou and Taoukis, 2003, Delchier et al., 2012), le
cresson (Cruz et al., 2008), le persil ou encore 1’asperge verte (Esteve et al., 1998), mais également dans la

tomate, ’artichaut, les poivrons, I’aubergine, le poireau, le navet, 1’oignon, etc... La vitamine C est
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abondante dans différents choux tels que le chou vert, le chou brocoli, le chou de Bruxelles ou le chou-
fleur. Les différentes variétés de pommes de terre contiennent également de la vitamine C (Mcminn and
Magee, 1997).

La vitamine C est aussi présente mais en faible quantité dans les aliments d’origine animale tels que les
abats (foie), la viande de beeuf, de porc, ou de volaille tel que le canard (teneur moyenne de 5,85 mg/100g),
les poissons tels que le saumon (teneur moyenne de 1,8 mg/100g) ou le thon (teneur moyenne de 2,6
mg/100g), les crustacés (huitres), le lait, etc...

Le tableau II — 5 indique la teneur en vitamine C de quelques produits de consommation.

Tableau Il - 5 : Teneur en vitamine C de différents produits alimentaires d’aprés les données Ciqual
(ANSES, 2017) (https://pro.anses.fr/TableCIQUAL/index.htm)

Produits Teneur (mg/100g) Minimum (mg/100g) Maximum (mg/100g)
Cassis frais 200 113 255
Persil frais 190 133 358

Poivrons crus 120 89,3 151
Raifort cru 97,3 24.9 260
Kiwi frais 92,7 59 118
Litchi frais 71,5
Fruits rouges frais 67,9
Papaye fraiche 59,7 24,6 93,1
Chou-fleur cru 57,9 34,8 124
Cresson cru 56,5 25 669
Citron frais 53 49
Orange fraiche 39,7 60,8
Epinard cru 39,3 15 120

De ce fait, dans le cadre du régime alimentaire humain, il convient donc de subvenir aux besoins
journaliers en vitamine C de 1’organisme par le biais de la consommation de plantes, qui sont la source

principale de vitamine C (Hancock and Viola, 2006).

3.3 Structure de la vitamine C

La vitamine C est composé de deux vitameres, 1’acide ascorbique dont le nom IUPAC est le 2-(1,2-
dihydroxyéthyl)-4,5-dihydroxyfuran-3-one, et 1’acide déhydroascorbique dont le nom IUPAC est le
5-(1,2-dihydroxyéthyl)oxolane-2,3,4-trione. C’est un acide organique qui possede des propriétés
antioxydantes (Arya et al., 1998, Cortés et al., 2008, Mesias-Garcia et al., 2010, Plaza et al., 2006), et
parfois des propriétés pro-oxydantes (Bradshaw et al., 2001, Cortés et al., 2008). La molécule d’acide

ascorbique possede deux atomes de carbone asymétriques et n’a pas de plan de symétrie, elle existe donc
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sous forme de quatre stéréoisomeres, 1’acide L-ascorbique (vitamine C), 1’acide D-ascorbique, I’acide L-

isoascorbique et 1’acide D-isoascorbique (figure II — 13).

La structure précise de la vitamine C a été déterminée par Walter Norman Haworth en 1932 (Davey et

al., 2000).

HO
HO =0
H \—
HO OH
(a) Acide L-ascorbique (b) Acide D-ascorbique
HO
HO : =0
H \—
HO OH
(c) Acide L-isoascorbique (d) Acide D-isoascorbique

Figure Il - 13 : Structures chimiques des différents stéréoisoméres de I'acide ascorbique, avec en (a)
I'acide L-ascorbique, en (b) I’acide D-ascorbique, en (c) I’acide L-isoascorbique, en (d) I’acide b-
isoascorbique

Bien que la forme énolique soit la forme la plus stable de 1’acide ascorbique a cause de la conjugaison

des doubles liaisons, cette forme est en équilibre avec la forme hydroxy-cétone. La réaction associée a cet

équilibre est une réaction de tautomérisation céto-énolique (figure 11 — 14).

"9 HO

Figure Il - 14 : Réaction d’équilibre de tautomérisation céto-énolique de I’acide ascorbique
3.4 Propriétés physico-chimiques
A température ambiante et a pression atmosphérique, 1’acide ascorbique se présente sous la forme d’un
solide blanc cristallin, sans odeur, avec un gofit acide aigre (Davey et al., 2000). Sa formule brute est
CeHsO, et sa masse molaire est de 176,13 g.mol . Il a une densité de 1,65 et sa solubilité dans I’eau est de
330 g.L'! 225 °C. Sa température de fusion est comprise entre 190 et 192 °C. Le potentiel Redox du couple
DHAA/AA est de +0,166 V a pH = 4, ce qui signifie que 1’acide ascorbique est une molécule aux pouvoirs
anti-oxydants, mais la faible valeur de son potentiel Redox peut lui conférer des pouvoirs pro-oxydants.
Par  exemple, I’AA pourra étre oxyd¢é en DHAA en présence d’oxygene

(Eo(O2/H20) = +1,23 V) et pourra réduire le Fe?* en fer (Eo(Fe**/Fe) = -0,44 V).
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En 2010 et 2012, Juhész et al. ont effectué des analyses thermogravimétriques de la vitamine C sous

flux d’azote et d’air de 25 a 500 °C, a une vitesse de chauffe de 4 °C/min (figure II — 15) (Juhasz et al.,

2012, Juhasz et al., 2010).
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Figure Il - 15 : Thermogrammes de la vitamine C (en gras) et courbes dérivées de ces thermogrammes (en

pointillés) (a) sous azote et (b) sous air, d’aprés M. Juhasz et al. (2012)

La vitamine C subit deux paliers de dégradation. Sous flux d’azote (figure Il — 15 (a)), le premier palier

de dégradation commence a partir de 191 °C, avec un maximum de vitesse de décomposition aux alentours

de 221 °C. Le deuxieme palier de dégradation débute a 260 °C, avec un maximum de vitesse de dégradation

aux alentours de 288 °C. Au-dela de 500 °C, il reste 11 % en masse de la masse initiale de départ

correspondant a de la matiere résiduelle carbonisée (Juhdsz et al., 2012). Le premier palier de dégradation

pourrait correspondre majoritairement a la perte du groupement dihydroxyéthyl, le deuxieme palier pourrait

correspondre a la décomposition de I’hétérocycle, plus rigide du fait du systéme d’électrons m conjugués.

Sous flux d’air (figure I — 15 (b)), la vitamine C se dégrade a partir de 188 °C (contre 191 °C sous

azote), et au-dela de 500 °C, il ne reste que 4 % en masse de la masse initiale de départ correspondant a de

la matiere résiduelle carbonisée. Le fait qu’il y ait moins de matiere a la fin témoigne du fait que la vitamine

C est sensible a la présence d’oxygéne.

Du fait de sa structure, 1’acide ascorbique absorbe dans I’'UV. Des analyses spectrales ont ét¢ menées

par Jaffe en 1984 (Jaffe, 1984) et ont permis de déterminer des maximums d’absorbance. Ces analyses ont

été conduites dans des cuves standards d’épaisseur 1 cm, et les solutions d’acide ascorbique étaient de 10

g/L, a deux pH différents, 2 et 6,4 :

- A pH = 2, le spectre révele une absorbance maximale de 695 a 245 nm, ’acide ascorbique étant

sous sa forme non dissociée.

- A pH =64, le spectre révele une absorbance maximale de 940 a 265 nm, 1’acide ascorbique étant

ici sous sa forme monodissociée.
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La molécule d’acide ascorbique est stabilisée par le fait qu’elle possede un systeme d’électrons n

conjugués entre le groupement enediole en C; et C3 et le groupement carbonyle en C; (figure II — 16).

Figure Il - 16 : Structure de I'acide ascorbique représenté avec le systéme d’électrons 1 conjugués

Cette conjugaison a pour conséquence de rendre I’atome d’hydrogeéne sur le groupement hydroxyle en
C; particulierement acide, avec un pKai de 4,13 a 25 °C (figure II — 17) (Eison-Perchonok and Downes,

1982, Davey et al., 2000).

HO HO HO
O O O o)
HO —© PKas HO =0  pKy HO =
_H+ ) — ut _
HO OH o) OH H o
(a) Acide ascorbique (AA) (b) Ascorbate (c) Diascorbate

Figure Il - 17 : Réaction représentant I’équilibre acido-basique entre (a) I’acide ascorbique (AA) et ses
bases conjuguées (b) I'ascorbate et (c) le diascorbate

Il existe également une deuxieéme acidit¢ de 1’acide ascorbique, qui est beaucoup plus faible,
correspondant a la perte de I’atome d’hydrogéne porté par le groupement hydroxyle du C» de 1’ascorbate
(Davey et al., 2000), pour donner le diascorbate (figure II — 17). Le pKa2 de cette acidité vaut 11,6 a
25 °C.

3.5 Biosynthese de la vitamine C

La vitamine C joue un rdle vital dans le métabolisme cellulaire des plantes et des animaux (Hancock
and Viola, 2006). Bien que les plantes et la plupart des animaux soient capables de biosynthétiser la
vitamine C, les humains et certaines especes d’animaux comme les cochons d’Inde, les primates, plusieurs
especes d’oiseaux et quelques especes de poissons n’en sont pas capables (Rumsey and Levine, 1998,
Arrigoni and De Tullio, 2002, Jiang et al., 2014a, Wheeler et al., 1998). Ceci est dii a I’absence de I’enzyme
L-gulono-1,4-lactone oxydase, qui est I’enzyme terminale dans le processus de biosyntheése de I’acide

ascorbique chez les animaux (Davey et al., 2000, Jiang et al., 2014a).

3.5.1 Biosynthese de la vitamine C dans les plantes
Dans les années 1950, il a été établi que la biosynthese de I’acide L-ascorbique chez les animaux et les

plantes provenait de composés D-hexose (Hancock and Viola, 2006).
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I existe plusieurs voies de biosynthése de 1’acide L-ascorbique chez les plantes commengant par des

composés de type D-hexose tels que le GDP-D-mannose, le GDP-L-galactose, le GDP-L-gulose ou encore

le myo-inositol, mais il existe également une voie de synthése provenant de I’acide méthylgalacturonique

(figure II — 18) (Hancock and Viola, 2006).

En fonction du composé de départ, plusieurs types d’enzymes interviennent pour agencer la

biosynthese, telles que la GDP-D-mannose pyrophosphorylase, la GDP-L-galactose pyrophosphatase, la

GDP-L-gulose pyrophosphatase, la myo-inositol oxydase ou encore I’acide galacturonique réductase.
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Figure Il - 18 : Voies de biosynthése de I'acide L-ascorbique dans les plantes, d’aprés Hancock et Viola

(2006)
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Toutes ces réactions se font sous catalyse enzymatique, avec I’intervention de 1’hexokinase (1), la
phosphoglucose isomérase (2), la phosphomannose isomérase (3), la phosphomannose mutase (4), la GDP-
D-mannose pyrophosphorylase (5), la GDP-D-mannose-3,5-epimérase (6), la GDP-L-galactose
pyrophosphatase (7), la L-galactose-1-phosphate phosphatase (8), la L-galactose déhydrogénase (9), la
L-galactono-1,4-lactone déhydrogénase (10), la GDP-L-gulose pyrophosphatase (11), la L-gulose-1-
phosphate phosphatase (12), la L-gulose déhydrogénase (13), la L-gulono-1,4-lactone déhydrogénase (14),
la myo-inositol oxydase (15), I’acide glucuronique réductase (16), 1’aldonolactonase (17), la méthylestérase
(18), I’acide galacturonique réductase (19) et I’aldonolactonase (20) (Hancock and Viola, 2006, Wheeler
et al., 1998).

La voie de biosynthese a partir de 1’acide galacturonique a été établie apres 1’identification de I’enzyme

acide galacturonique réductase dans la fraise (Agius et al., 2003).

3.5.2 Biosynthese de la vitamine C chez les animaux
La biosyntheése de 1’acide ascorbique chez les animaux se produit soit dans les reins (comme les
amphibiens ou les reptiles par exemple), soit dans le foie (comme certaines especes d’oiseaux par exemple)

(figure II — 19) (Hancock and Viola, 2006).
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Figure Il - 19 : Voie de biosynthése de I’acide L-ascorbique chez les animaux, d’aprés Hancock et Viola
(2006)
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Comme dans les plantes, toutes ces réactions se font sous catalyse enzymatique, avec ’intervention de
I’hexokinase (1), la phosphoglucose mutase (2), I’'UDP-glucose pyrophosphorylase (3), I’'UDP-glucose
déhydrogénase (4), I’acide glucuronique réductase (5), I’aldonolactonase (6) et la gulonolactone oxydase

(7) (Hancock and Viola, 2006).

Le mécanisme de formation de I’acide D-glucuronique libre est a ce jour encore inconnu (Hancock and

Viola, 2006).

3.6 Synthese chimique de 1’acide ascorbique

La production d’acide L-ascorbique en 2002 était de 80000 tonnes par an : 50 % de cette production
était utilisée en tant que supplément vitaminé ou dans les composés pharmaceutiques, 25 % était utilisée
dans les aliments, 15 % était utilisée dans les boissons et 10 % était consommée dans les aliments pour

animaux.

De nos jours, la majorité de I’acide L-ascorbique est obtenue par le procédé Reichstein, mis en place
par Tadeusz Reichstein en 1933 (figure II — 20) (Reichstein and Griissner, 1934, Hancock and Viola, 2002).
Ce procédé part du D-glucose et aboutit a ’acide ascorbique en six étapes dont une microbiologique,

permettant I’obtention du bon stéréoisomere d’un produit intermédiaire de synthese, le L-sorbose.
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Figure Il - 20 : Schéma du processus de synthése Reichstein, d’aprés Hancock et Viola dans (2002)

- Etape 1 : hydrogénation catalytique du D-glucose en D-sorbitol a ’aide du Nickel de Raney
62



- Etape 2 : oxydation par fermentation du D-sorbitol pour obtenir le L-sorbose
- Etape 3 : protection des groupements hydroxyles du L-sorbose pour former le diacétone-L-sorbose

- Etape 4: hydrolyse des groupements acétals de la diacétone-L-sorbose pour former I’acide

2-céto-L-gluconique
- Etape 5 : estérification de 1’acide 2-céto-L-gluconique par du méthanol sous catalyse acide (HCI)

- Etape 6 : fermeture de cycle par formation d’une y-lactone, selon un mécanisme de type 5-exo-trig

d’apres les régle de Baldwin (cyclisation favorisée d’un point de vue stérique)

Bien que ce procédé soit largement utilisé dans le domaine industriel, il reste un processus consommant
beaucoup d’énergie, requérant des hautes températures et pressions, et nécessitant une quantité considérable
de solvants organiques et inorganiques, tels que 1’acétone ou encore 1’acide sulfurique (Hancock and Viola,
2002). Le rendement total de cette synthese est de 1’ordre de 50 % (Boudrant, 1990). Bien que le procédé
Reichstein soit relativement efficace, il consomme beaucoup d'énergie et dégage des effluents polluants car

on utilise de 1’acétone, des acides sulfurique et chlorhydrique ainsi que de la soude.

En 1994, Bronnimann et al. ont mis au point un procédé permettant la formation de 1’acide 2-céto-L-
gluconique directement a partir du L-sorbose par oxydation catalytique de ce dernier (figure IT — 21)
(Bronniman et al., 1994), ce qui évite le passage par I’étape de protection des groupements hydroxyles du

L-sorbose et par I’étape d’hydrolyse des groupements acétals de la diacétone-L-sorbose.

C|>H20H Cl)OOH
(|3:O CcC=0
|
HO—C—H O, / Pt HO—C—H
—_ |
H—C—OH H—C—OH
|
HO—G—H HO—C—H
CH,OH CH,OH
L-sorbose acide 2-céto-L-gulonique

Figure Il - 21 : Réaction d’oxydation catalytique du L-sorbose en acide 2-céto-L-gulonique, adaptée d’aprés
Bronnimann et al. (1994)

En 2002, Hancock et Viola ont proposé une amélioration du processus Reichstein par une approche
biotechnologique de synthese, toujours en partant du D-glucose (figure II — 22) (Hancock and Viola, 2002).
Bien que six voies de synthese différentes aient été explorées, seules deux voies de synthése ont été

commercialement développées car elles présentaient plus d’intérét de mise en pratique que les autres.
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Figure Il - 22 : Schéma des deux voies microbiologiques de synthése de I'acide L-ascorbique élaborées par
Hancock et Viola (2002)

Les deux voies de cette synthese biotechnologique se déroulent en cinq étapes, et ces deux processus
conduisent a la formation de 1’acide 2-céto-L-gluconique, qui par estérification et lactonisation va donner
’acide-L-ascorbique. Dans le processus de Hancock et Viola (2002), il n’est plus question d’utiliser 1’acide
sulfurique, ’acétone, le méthanol et 1’acide chlorhydrique du procédé Reichstein, qui sont remplacés ici
par I’enzyme L-sorbose déhydrogénase dans la voie « D-sorbitol ». De méme, le méthanol et ’acide
chlorhydrique utilisés dans D’étape 5 du procédé Reichstein sont ici remplacés par les enzymes
2-céto-D-gluconate  déhydrogénase et dans la voie

2,5-dicéto-D-gluconate  déhydrogénase

« 2,5-dicéto-D-gluconate déhydrogénase ».

3.7 Dégradation de la vitamine C

La vitamine C est treés sensible aux variations de parametres physico-chimiques ainsi qu’au milieu dans
lequel elle se trouve. En effet, la dégradation de la vitamine C est influencée par la présence d’oxygene, la
température, (Lin and Agalloco, 1979, Mesias-Garcia et al., 2010, Hsu et al., 2012, Bosch et al., 2013,
Torregrosa et al., 2006, Sapei and Hwa, 2014, Wilson et al., 1995, Esteve et al., 1999, Verbeyst et al., 2013,
Hiwilepo-van Hal et al., 2012, Miyawaki et al., 2016), I’intensité¢ lumineuse (Baéz et al., 2012, Hsu et al.,
2012, Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014, Pérez et al., 1997), le pH (Golubitskii et al., 2007), I’activité
de I’eau (Berlinet et al., 2006, Bosch et al., 2013, Mercali et al., 2014b), le degré Brix (Al-Zubaidy and
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Khalil, 2007, Johnson et al., 1995), la présence d’ions métalliques lourds tels que Fe?* ou Cu®* (Lin and
Agalloco, 1979, Soares and Hotchkiss, 1999, Bosch et al., 2013), la présence de sucres (Hsu et al., 2012),
d’acides aminés, de lipides ou d’enzymes (Mercali et al., 2014b), ou encore de microorganismes (Soares
and Hotchkiss, 1999, Marfil et al., 2008). Les conditions de stockage (emballages, temps et températures
de stockage, etc...) ont également un effet sur la durée de vie de la vitamine C (Soares and Hotchkiss, 1999,
Burdurlu et al., 2006, Van Bree et al., 2012, Al-Zubaidy and Khalil, 2007, Mercali et al., 2012, Torregrosa
et al., 2006, Sapei and Hwa, 2014, Remini et al., 2015).

En 1998, Yuan et Chen ont établi un schéma réactionnel de dégradation de 1’acide ascorbique en
solution modele selon deux voies principales de dégradations (Yuan and Chen, 1998) : la voie

oxydoréductive (A) et la voie hydrolytique (B) (figure II — 23).
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Figure Il - 23 : Représentation des voies possibles de dégradation de I’acide ascorbique, adaptée d’aprés
Yuan et Chen (1998)

Les principaux produits finaux au cours de ces processus de dégradation sont le 3-hydroxy-2-pyrone,

’acide furoique et le furfural.

Plus récemment, Li et al. (2016) ont établi un schéma réactionnel de la voie de dégradation

oxydoréductive de I’AA en fonction du pH (figure II — 24) (Li et al., 2016).

65



OH

OH
o) 0 O OH o  oH
O—. S
= OH [Ox] ( OH 02\/,%
= == — [
Voie A O/ \O O HO HO

HO OH
Acide ascorbique Acide déhydroascobique Acide dicétogluconique

HO HO

3 |

OH OH O
ﬁo Aldopentose
. 0 ,
OH HO o) | |
3-Ethyl-2-hydroxy-2- | |
cyclopenten-1-one | | —
OH
\ N OH 0] ]
0 N 1-Déoxypentosone Acétol
O\

Furtural / ¢ \ 2-Méthylfurane
urfura
(0]

(0] / 00—
% N\ \
N\
\ 5 ) |pH<7 o} \\o Acétaldéhyde pH > 7

> —

&I

2,2-Bifurane Acétone  Bytadione 0 — 3 2,4-D|methylfurca)ne
o) oH 0 Q OH I o I
L N
I 3 | \
o_ J s HO 0 0
2-Acétyl-5-méthylfurane | Hydroxybutadione Acide oxalique Pyruvaldéhyde | 2,2-Méthyléne(t;isfurane
ndl L
o)
2-Méthylfurane 2-Méthyl-2-

cyclopenten-1-one
4@
O

2,4-Diméthylfurane )

Figure Il - 24 : Représentation possible de la voie de dégradation de I’acide ascorbique, adaptée d’aprés Li
et al. (2016)

L’aldopentose formé apres décarboxylation du DKGA va donner le 1-déoxypentosone et 1’acétol, qui
vont conduire a 6 sous-produits : I’acétone, la butadione, I’acétaldéhyde, 1’hydroxybutadione, 1’acide
oxalique et le pyruvaldéhyde. Ces 6 sous-produits peuvent ensuite se condenser pour former des produits
finaux qui varient en fonction du pH. Le 2-méthylfurane et le 2,4-diméthylfurane se forment quelle que soit

la valeur du pH.

3.7.1 Dégradation de la vitamine C par voie oxydoréductive
La dégradation par voie oxydoréductive se déroule en présence d’un oxydant, généralement 1I’oxygene.
La premicére étape de dégradation par cette voie est I’oxydation de 1’ascorbate (base conjuguée de 1’acide

ascorbique) par I’oxydant présent dans le milieu. L’oxydant présent dans le milieu va jouer le rdle de
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capteur d’¢lectrons afin d’oxyder 1’acide ascorbique en acide déhydroascorbique, selon un processus en

deux étapes (figure II — 25) (Davey et al., 2000, Garcia-Torres et al., 2009).

OH

o OH
O~ @]
= - 9= OH
— — H.e
f \ - >
OH O\H 0 o// \\o
Ascorbate Monodéhydroascorbate Acide déhydroascorbique

Figure Il - 25 : Mécanisme d’oxydation de I'ascorbate en acide déhydroascorbique, adapté d’aprés Davey et
al. (2000) et Garcia-Torres et al. (2009)

Dans la premiere étape, 1’ion ascorbate va perdre un électron pour former le monodéhydroascorbate
(MDHA). Le monodéhydroascorbate formé se retrouve en équilibre avec une autre forme, plus stable

(figure II — 26) (Davey et al., 2000).

Figure Il - 26 : Réaction d’équilibre du MDHA vers sa forme la plus stable

Dans une deuxieme étape, le MDHA formé va perdre un électron et un ion H* pour former I’acide
déhydroascorbique (DHAA). Le DHAA a une activité biologique similaire a celle de I’AA mais cinq fois
plus faible (Van Bree et al., 2012).

Le DHAA est tres instable en milieu aqueux et subit une ouverture du cycle lactone par hydrolyse pour

former I’acide 2,3-dicétogluconique (DKGA) (figure II —27) (Yuan and Chen, 1998, Shinoda et al., 2004a).
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HO A4 HO HO )
+ HQ  — 4
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HO OH
Acide déhydroascorbique Acide 2,3-dicétogluconiqt

Figure Il - 27 : Mécanisme d’hydrolyse du DHAA pour former le DKA

Le DKGA formé est un a,B-dicéto acide, il peut donc subir une décarboxylation relative aux B-céto
acides et ainsi former la xylosone (figure II — 28) (Smoot and Nagy, 1980, Shinoda et al., 2004a, Hsu et al.,
2012).
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Figure Il - 28 : Mécanisme de décarboxylation du DKA en xylosone

La xylosone formée peut ensuite se décomposer en composés furaniques ou en réductones (Shinoda et

al., 2004a, Hsu et al., 2012), tels que le 3-hydroxyfurfural ou encore 1’acide L-thréo-2-pentulosonique.

A ce jour, la steechiométrie précise de la réaction de dégradation de ’acide ascorbique par voie
oxydoréductive et faisant intervenir 1’oxygeéne est peu connue. Deux hypothéses principales sur la

stoechiométrie sont proposées (Oey et al., 2006, Pénicaud et al., 2011) :

- AA+%0,>DHAA+H.0 (1)
- AA + 0, > DHAA + H,0» (2)

On considére toujours I’oxygene comme étant directement impliqué dans la réaction d’oxydation de
I’acide ascorbique. Cependant, 1’oxygene n’agit pas en I’espéce, mais souvent sous forme activé, forme
appelée « espece réactive oxygénée » ou ROS (pour 1’anglais Reactive Oxygen Species). Parmi ces ROS,
on retrouve le superoxyde O,*, I’oxygene singulet 'O, le peroxyde d’hydrogéne H,O: ou encore le radical
hydroxyl OH®, un des ROS les plus réactifs (Davey et al., 2000). La réaction d’oxydation de I’AA est
catalysé par des métaux tel que Fe?* (Herbig and Renard, 2017, Serpen and Gokmen, 2007).

L’ion superoxyde O2*" est naturellement produit dans toutes les cellules des étres vivants respirant du
dioxygene (Davey et al., 2000). Cet ion se forme naturellement par réaction directe du dioxygene avec
certains métaux, d’ou I’effet catalytique observé en présence de métaux sur la réaction d’oxydation de I’ AA.
Le superoxyde est thermodynamiquement instable et se dismute en peroxyde d’hydrogéne et dioxygéne par

réaction avec deux protons, selon 1’équation bilan suivante : 202*" + 2H* = H20: + O».

De ce fait, la réaction d’oxydation de 1’acide ascorbique en acide déhydroascorbique par 1’oxygene

décrite par 1’équation bilan (2) est plus probable que celle décrite par I’équation bilan (1).

3.7.2 Dégradation de la vitamine C par voie hydrolytique
La dégradation par voie hydrolytique est le processus de dégradation mis en jeu sous atmosphere inerte
(en I’absence d’oxygene). L’acide ascorbique subit donc dans une premiere étape un clivage direct du cycle
lactone par hydrolyse, sans oxydation préalable en acide déhydroascorbique (figure II — 29) (Smoot and

Nagy, 1980, Van den Broeck et al., 1998).
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Figure Il - 29 : Mécanisme d’hydrolyse de I’AA en acide 2,3-eénegluconique
L’acide 2,3-énegluconique formé est en équilibre tautomérique vers ses deux formes les plus stables,
I’acide 2-cétogluconique (2-KA) et I’acide 3-cétogluconique (3-KA). Le 3-KA étant un p-céto acide, il peut

facilement subir une décarboxylation pour former du xylose (figure II — 30) (Smoot and Nagy, 1980).
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Acide 3-cétogluconique Xylose

Figure Il - 30 : Mécanisme de décarboxylation du 3-KA en xylose

Le xylose formé peut ensuite se dégrader pour donner des composés furaniques, ou encore s’oxyder

directement en acide L-thréo-2-pentalusonique.

En présence d’oxydant, la dégradation par voie hydrolytique survient simultanément mais plus
lentement que la dégradation par voie oxydoréductive (Rojas and Gerschenson, 1997, Soares and

Hotchkiss, 1999).

3.7.3 Produits de dégradations de la vitamine C
A ce jour, plus de cinquante produits de dégradations de I’AA en milieu alcalin oxydatif ont été décrits
dans la littérature (Niemeld, 1987, Bradshaw et al., 2001). En 1987, Niemeli a identifié plus de 50 produits
de dégradations de I’AA en milieu alcalin oxydatif (pH = 8 ; 10 et 12), dont 32 acides carboxyliques, par
chromatographie = gaz-liquide couplée a un  détecteur de ionisation par flamme

(figure IT — 31) (Niemeld, 1987). 1l est important de connaitre la décomposition de I’AA en milieu alcalin
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oxydatif et non-oxydatif car des produits de dégradation similaires a ceux identifiés par Niemeld (1987)

sont formés au cours du métabolisme de I’AA.
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Figure Il - 31 : Chromatogramme GLC (Gaz-liquid Chromatography) de séparation des acides
carboxyliques obtenus apreés traitement de ’AA a 110 °C en milieu alcalin oxydatif, d’aprés Nemelia (1987)

La liste des produits de dégradation identifi€¢ par Nemelid (1987) est listé ci-dessous (tableau II — 6).
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Tableau Il - 6 : Liste des composés identifiés par Nemelia (1987) au cours de la dégradation de I’acide
ascorbique en milieux alcalin

Pic Composé

[S—

Acide lactique (identifié€ aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)

2 Acide glycolique (identifié aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)

3 Acide oxalique (identifié aussi par Szultka et al., 2014 ; Li et al., 2016)
4 Acide 3-hydroxypropanoique

5 Non identifié (masse molaire : 324 g/mol)

6 Dodécaméthylpentasiloxane (artéfact)

7 Acide succinique

8 Acide 2-C-méthylglycérique

9 Acide glycérique (identifié aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)

10 Acide C-méthyltartronique

11 Acide tartronique

12 Acide 3-déoxytétronique (identifié aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)
13 Acide dihydroxymalonique

14 Acide malique

15 Non identifié

16 Acide érythronique (identifié aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)

17 Acide C-(hydroxyméthyl)tartronique

18 Acide thréonique (identifié aussi par Szultka et al., 2014 ; Malinen & Sjostrom, 1975)
19 Acide érythrarique

20 Acide thréarique

21 Acide thréo-2-pentulosonique

22 Acide C-(2-hydroxyméthyl)tartronique

23 Acide 2-C-carboxy-3-deoxytétrarique

24 Acide xylonique (identifié aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)

25 Acide lyxonique (identifié aussi par Malinen & Sjostrom, 1975)

26 Acide C-(1,2-dihydroxyéthyl)tartronique

27 Acide 2-C-carboxytetrarique

28 Acide 2-C-carboxy-3-deoxypentatrique

29 Acide ascorbique

30 Acide C-(érythro-1,2,3-trihydroxypropyl)tartronique

31 Acide C-(thréo-1,2,3-trihydroxypropyl)tartronique

*En rouge : composés pouvant provenir de la dégradation de ’AA par voie oxydoréductive et
hydrolytique, a partir du xylose ou de la xylosone
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3.7.3.1 Les principaux acides carboxyliques

Parmi les acides carboxyliques formés en milieux alcalin, les sept acides majoritaires obtenus sont
I’acide oxalique (pic 3), I’acide glycérique (pic 9), I’acide L-thréonique (pic 18), I’acide L-thréo-2-
pentulosonique (pic 21), I’acide L-xylonique (pic 24), I’acide L-lyxonique (pic 25) et I’acide C-
(L-thréo-1,2,3-trihydroxypropyl)tartronique (pic 31). Tous ces acides proviennent de la décomposition

I’acide 2,3-dicétogluconique.

Formation de [’acide L-thréo-2-pentulosonique

L’acide L-thréo-2-pentulosonique se forme par décarboxylation du DKGA, le DKGA étant un -céto
acide (figure II — 32).

O 0O @)
/;\\ ( OH / OH J
H—O —_—
HO OH HO OH
Acide 2,3-dicétogluconique Xylosone
l[O]
O
HO // OH
/
)
HO OH

Acide L-thréo-2-pentulosonique
Figure Il - 32 : Mécanisme proposé pour la formation de I’acide L-thréo-2-pentalusonique a partir du DKG
Dans un premier temps, le DKGA va subir une décarboxylation relative aux -céto acides pour former
le xylosone (composé aldéhydique). Etant donné que le milieu est oxydant, il est impossible de s’arréter a
I’aldéhyde, ce dernier va donc directement s’oxyder en 1’acide L-thréo-2-pentalusonique (composé acide

carboxylique). De plus, la décarboxylation du DKGA est catalysée en milieu en milieu basique (Cooper et

al., 1983).

Formation de [’acide L-thréonique et de [’acide oxalique

L’acide L-thréonique et 1’acide oxalique peuvent provenir directement de la décomposition du DKGA
(figure IT — 33) (Lin and Agalloco, 1979, Niemeld, 1987, Parsons and Fry, 2012, Szultka et al., 2014, Lloyd
et al., 1987, Parsons et al., 2011).
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Figure Il - 33 : Formation de I'acide L-thréonique et de I’acide oxalique a partir du DKGA

Le DKGA subit un clivage oxydatif pour former les acides thréonique et oxalique.

L’acide L-thréonique peut également provenir de la décarboxylation de D’acide L-thréo-2-

0 OH
N OH
HO //
O OH

pentalusonique (figure II — 34).
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Acide L-thréo-3-pentalusonique Erythrose Acide L-thréonique

Figure Il - 34 : Mécanisme proposé pour la formation de I’acide L-thréonique a partir de I’acide L-thréo-2-
pentalusonique

L’acide L-thréo-2-pentalusonique est en équilibre avec la forme acide L-thréo-3-pentalusonique qui est
un B-céto acide, et qui peut donc subir une décarboxylation pour former 1’érythrose. L’érythrose est un
aldéhyde et étant donné que le milieu est oxydatif, il est impossible de s’arréter a 1’aldéhyde, 1’érythrose va

donc instantanément s’oxyder en acide L-thréonique.

Formation de [’acide L-xylonique et de [’acide L-lyxonigue

Les acides L-xylonique et L-lyxonique sont des stéréoisomeres de configuration. Ils ne different que par

la configuration absolue d’un atome de carbone asymétrique (figure II — 35).
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Figure Il - 35 : Structures chimiques de (a) I'acide L-xylonique et de (b) I’acide L-lyxonique

Apres la décarboxylation du DKGA, ces deux composés se forment apres réarrangement du xylosone

formé avant que ce dernier ne s’oxyde en acide L-thréo-2-pentalusonique (figure II — 36).

o 0 0
/L\\ // OH / OH J\
H¥_\O_/O// T / + CO,

@)
HO OH HO OH
Acide 2,3-dicétogluconique Xylosone
0 0 NG
O HO OH
/_\/ OH 7 o oH = OH
: — — 4
HO 4 . // (.
@) @)
HO OH HO OH "o o

Acides L-xylonique et L-lyxonique

Figure Il - 36 : Mécanisme proposé pour la formation des acides L-xylonique et L-lyxonique

Le xylosone formé subit une attaque nucléophile par I’ion hydroxyle pour former un intermédiaire
anionique, qui va ensuite subir un réarrangement de type « réarrangement benzylique » (Niemeld, 1987)
avec migration du groupement glycéryl sur le groupement carbonyle de la fonction aldéhyde de

I’intermédiaire anionique, pour former ainsi les acides L-xylonique et L-lyxonique.

Formation de [’acide C-(L-thréo-1,2,3-trihvdroxypropyl)tartronique

L’acide C-(L-thréo-1,2,3-trihydroxypropyl)tartronique provient directement d’un réarrangement du

DKGA (figure I1 - 37).
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Figure Il - 37 : Mécanisme proposé pour la formation de I’acide C-(L-thréo-1,2,3-
trihydroxypropyl)tartronique

Une fois que le DKGA est formé par hydrolyse du DHAA, ce composé peut subir une attaque
nucléophile par I’ion hydroxyle pour former un intermédiaire anionique, qui va ensuite subir un
réarrangement de type «réarrangement benzylique » (Niemeld, 1987) avec migration du groupement
glycéryl sur le groupement carbonyle en alpha de la fonction acide carboxylique, pour former 1’acide
C-(L-thréo-1,2,3-trihydroxypropyl)tartronique. Ce processus est identique a celui de la formation des acides

L-xylonique et L-lyxonique a partir du xylosone.

Formation de [’acide glycérique

L’acide glycérique provient de I’intermédiaire acide L-glycéro-2,3-pentodiulosonique généré par

oxydation du xylosone formé apres décarboxylation du DKGA (figure II — 38) (Niemeld, 1987).

[O] >_/
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Acide glycérique Acide oxalique

O
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[O]
/ —»
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HO OH HO OH
Xylosone Acide L-glycéro-2,3-pentodiulosonique

Figure Il - 38 : Formation de I'acide glycérique a partir du xylosone

L’acide L-glycéro-2,3-pentodiulosonique subit un clivage oxydatif pour former 1’acide glycérique et

I’acide oxalique (Malinen and Sjostrom, 1975, Niemeld, 1987).

3.7.3.2 Les composés furaniques et le 3-hydroxy-2-pyrone

Lorsque la vitamine C est dégradée est dégradée en milieu neutre ou acide, elle conduit majoritairement
a des composés furaniques, qui peuvent étre issus des acides carboxyliques et aldéhydes formés durant le

processus.

Les principaux produits de dégradations finaux de la vitamine C sont le furfural, le 3-hydroxyfurfural
(3-HF), I’acide 2-furoique (2-FA), et le 3-hydroxy-2-pyrone (3-OH-2-P) (Smoot and Nagy, 1980, Shinoda
et al., 2004a).
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Formation du furfural

Le furfural est un dérivé de la décomposition des pentoses et d’acides aldoniques (Kanner et al., 1981).
Dans le cas de la dégradation de I’AA, le furfural proviendrait de la déshydratation du xylose
(figure I — 39) (Li et al., 1989). C’est un des produits majoritaires de la dégradation de I’AA par voie
hydrolytique (Kanner et al., 1981, Yuan and Chen, 1998, Shinoda et al., 2004a, Hsu et al., 2012). Ce

composé contribue au brunissement des matrices alimentaires, ce qui limite leur durée de vie (Al-Zubaidy

and Khalil, 2007).

o/fO

o ﬁH OM % B of\_L

Furfural

Cyclisation O\ j ﬁ _H2O O\/@
Oﬁ (o) H Aromatlsatlon
HO
OH

Figure Il - 39 : Mécanisme proposé pour la formation du furfural a partir du xylose.

Le xylose subit dans un premier temps deux étapes de déshydratation consécutives. Ensuite,
I’intermédiaire formé va se cycliser pour former un intermédiaire hydroxyfurfurylique, qui va ensuite se

déshydrater pour former le furfural, la force motrice de cette étape étant I’aromatisation du composé.

Formation du 3-hydroxyfurfural

Le 3-HF provient du xylosone (Smoot and Nagy, 1980), produit formé lors de la décarboxylation du
DKGA au cours de la dégradation de I’AA par voie oxydoréductive (figure II — 40).

0]
HO ( | | _0O H OH HOS OH OH
/& Cycllsatlon ﬁH -H20 _HQO, / \
OH F \ Aromatisation
HO H 0 \ O \
Xylosone 0]

3-hydroxyfurfural
Figure Il - 40 : Mécanisme proposé pour la formation du 3-hydroxyfurfural

Le xylosone se cyclise dans une premiere étape. La deuxieme étape correspondant a la déshydratation
du xylosone cyclique est favorisée a cause par de 1’encombrement stérique en position 2 entre le

groupement hydroxyle et le groupement formyle. Puis, dans une troisieme étape, 1’intermédiaire formé
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apres la premiere déshydratation subit également une déshydratation pour former le 3-HF, 1’aromatisation

étant la force motrice de cette étape.

Formation de [’acide 2-furoique

Le 2-FA est formé au cours de la dégradation de I’AA par voie oxydoréductive (Yuan and Chen, 1998,
Hsu et al., 2012). Il est issu de la forme oxydée du xylose, 1’acide xylonique (figure IT — 41). Le processus

de formation du 2-FA est similaire au processus de formation du furfural.

OH
O¢ C;H HO OH HO (@)
=~ -H,0 OH OH
HO H 7 O// \ — o// 7 J B o
OH
o OH H OH

Acide xylonique

HO (O

/ Crolisat -H,0 O\//@
yclisation J ‘3 2 N
O// K/ ///O\ Aromatlsatmn o
HO
OH

Acide 2-furoique

Figure Il - 41 : Mécanisme proposé pour la formation de I’acide 2-furoique

Comme dans le cas du xylose, 1’acide xylonique subit deux étapes de déshydratation puis une étape de
cyclisation, et dans une dernicre étape, une autre déshydratation dont la force motrice est I’aromatisation

du composé.

Formation du furane

L’acide ascorbique est une source primaire de production de furane au cours des traitements thermiques
(Fan, 2005, Mesias-Garcia et al., 2010). La prise en compte de cette propriété de I’AA d’étre un précurseur
dans la formation du furane est capitale du fait de la toxicité de ce composé, le furane étant classé
cancérogene pour ’homme par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) (Locas and
Yaylayan, 2004, Fan, 2005, Mirk et al., 2006, Owczarek-Fendor et al., 2010). De plus, le furane étant un
compos¢ volatil, il peut s’accumuler dans I’espace de téte des boites de conserve ou des pots lors de
processus de traitements thermiques (Mogol and Gokmen, 2013, Owczarek-Fendor et al., 2010). Le furane
peut étre issu de la dégradation de I’AA par voie hydrolytique ou oxydoréductive (Locas and Yaylayan,
2004, Mirk et al., 2006, Mogol and Gokmen, 2013). Par voie hydrolytique, le furane provient de 1’acide

2,3-enegluconique et par voie oxydoréductive, le furane provient du xylosone (figure IT — 42).
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Figure Il - 42 : Mécanisme proposé pour la formation du furane par voie hydrolytique, adaptée d’aprés
Locas et Yaylayan (2004), Mark et al. (2006) et Mogol et Gokmen (2013)

Dans une premiere étape, I’acide 2,3-énegluconique subit une B-élimination d’eau pour former un
intermédiaire qui va directement subir une décarboxylation relative aux B-cétoacides pour former le
3-déoxy-pentulose. Ce composé va ensuite subir un clivage oxydatif pour former le 3-déoxy-aldotétrose.
Cet intermédiaire va ensuite se cycliser selon un processus 5-exo-trig, favorisé par les regles de Baldwin,
pour former un composé de type tétrahydrofurane, qui va ensuite subir une premiere déshydratation pour
former un composé de type dihydrofurane, puis une deuxieme déshydratation pour former le furane,

I’aromatisation étant ici la force motrice de la derniere étape (figure II — 43).

03 OH HO OH HO§
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Figure Il - 43 : Mécanisme proposé pour la formation du furane par voie oxydoréductive, adaptée d’aprés
Locas et Yaylayan (2004), Mark et al. (2006) et Mogol et Gékmen (2013)

Dans une premiére étape, le xylosone subit un clivage oxydatif pour former I’aldotétrose, qui va ensuite
se cycliser selon un processus 5-exo-trig qui est favorisé par les régles de Baldwin. L’intermédiaire type

tétrahydrofurane formé subit ensuite deux étapes successives de déshydratation pour former la 2(5H)-
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furanone. Ce composé va ensuite se réduire, puis subir une étape de déshydratation pour former le furane,

la force motrice de cette derniére étape étant I’aromatisation.

Formation du 3-hydroxy-2-pyrone

Le 3-OH-2-P est issu du xylosone, apres décarboxylation du DKGA. Le 3-OH-2-P provient donc de la
dégradation de I’AA par voie oxydoréductive (figure I — 44) (Yuan and Chen, 1998, Hsu et al., 2012). Le
3-OH-2-P peut étre considéré comme indicateur de la dégradation de I’AA dans un systéme aqueux (Hsu

etal., 2012).
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Figure Il - 44 : Mécanisme proposé pour la formation du 3-hydroxy-2-pyrone a partir du xylosone

Dans un premier temps, le xylosone peut subir une cyclisation de type 6-exo-trig, favorisée selon les
regles de Baldwin, tout comme une cyclisation 5-exo-trig également favorisée selon les regles de Baldwin
(comme pour la formation du 3-HF). Suite a cette cyclisation, le composé de type tétrahydropyrane obtenu
avec le groupement carbonyle en position 3 se tautomérise vers sa forme la plus stable, c¢’est-a-dire un
composé de type tétrahydropyrane avec le groupement carbonyle en 2. Ce composé est plus stable grace a
la conjugaison du groupement carbonyle avec les doublets non liants de 1’atome d’oxygene du cycle. Ce
composé, assez encombré d’un point de vue stérique, subit une premiére déshydratation, également
favorisée par la création d’un systeme d’électrons © conjugués. La deuxieéme déshydratation est quant a elle
favorisée par le fait qu’elle engendre la création d’un systéme a six électrons 7 conjugués, ce qui est la force

motrice de cette étape de formation du 3-OH-2-P.

Une autre possibilit¢ de mécanisme de formation serait [’estérification intramoléculaire de

I’intermédiaire formé aprés deux déshydratations successives de I’acide xylonique (figure II — 45).
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Figure Il - 45 : Autre mécanisme proposé pour la formation du 3-hydroxy-2-pyrone a partir de
I'intermédiaire issu de la deuxiéme déshydratation du glucose

Apres I’étape d’estérification survient une étape de perte de proton. Cette perte de proton va engendrer
la formation d’un systéme a six €lectrons  conjugués, ce qui est la force motrice de cette étape de formation

du 3-OH-2-P.

3.7.4 Facteurs influencant la dégradation de la vitamine C

La dégradation de la vitamine C est influencée par plusieurs facteurs physico-chimiques mais également
par le milieu dans laquelle elle se trouve (Lin and Agalloco, 1979). Selon les conditions dans lesquelles la
vitamine C est stockée ou traitée, elle peut se dégrader selon plusieurs voies de dégradation et a différentes
vitesses (Smoot and Nagy, 1980, Baéz et al., 2012). En raison de sa haute sensibilité physico-chimique, la
vitamine C est considérée comme un marqueur de qualité nutritionnelle (Van den Broeck et al., 1998, Van
Bree et al., 2012, Mercali et al., 2012, Plaza et al., 2006, Sapei and Hwa, 2014, Esteve et al., 1999, Verbeyst
et al., 2013).

3.7.4.1 Influence de la température
La vitamine C est trés sensible a la température, et donc inéluctablement au chauffage (Baéz et al.,
2012, Delchier et al., 2012, Rojas and Gerschenson, 1997, Castro et al., 2004). En effet, plus la température
augmente, plus la vitamine C a tendance a se dégrader. La vitamine C est donc un composé thermolabile

(Vieiraet al., 2000, Van Bree et al., 2012). En solution aqueuse, la réaction de dégradation peut étre résumée

par :
Ky Kg
AA =———= DHAA ——= DKGA
ko
k4l

Acide 2,3-enegluconique

avec k; la constante de vitesse de la réaction d’oxydation de I’AA en DHAA si un oxydant est présent
dans le milieu, k> la constante de vitesse de la réaction de réduction du DHAA en AA, k; la constante de
vitesse de la réaction d’hydrolyse du DHAA en DKGA, et k4 la constante de vitesse de I’hydrolyse de I’AA
en acide 2,3-énegluconique s’il n’y pas d’oxydant dans le milieu. Plus la température augmente, plus les
constantes de vitesse augmentent. Comme la dégradation du DHAA en DKGA est plus rapide que la
dégradation de ’AA en DHAA (Van Bree et al., 2012), k3> k;, etk; et k3 >> k2 a haute température et en

milieu oxydant (Serpen and Gokmen, 2007), 1I’équilibre de la réaction sera déplacé vers la droite. En milieu
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réducteur, k2 >> k; et I’équilibre de la réaction sera déplacé vers la gauche (Serpen and Gokmen, 2007). La
prise en considération de la température est trés importante dans le cadre de ce projet car la majorité des

processus de stérilisation de 1égumes transformés sont des processus thermiques supérieurs a 100 °C.

3.7.4.2 Influence de I’oxygene

La vitamine C, sous sa forme ascorbate, est un excellent donneur d’¢lectrons (Rumsey and Levine,
1998). En présence d’oxygene, ce dernier peut s’oxyder jusqu’a former le DHAA au cours d’une
dégradation par voie dite aérobique, qui est une voie oxydoréductive. De ce fait, plus il y a de ’oxygene
dissous dans le milieu contenant de la vitamine C, plus la réaction d’oxydation sera favorisée. Cela peut
notamment se remarquer lors du stockage, en fonction de I’espace de téte présent dans les récipients utilisés
a cet effet. Plus I’espace de téte est important, plus la dégradation de la vitamine C est prononcée (Bradshaw
et al., 2001, Pénicaud et al., 2011, Van Bree et al., 2012). Dans une solution, la solubilit¢ de I’oxygéne
augmente avec la pression et diminue avec la température et la salinité (Garcia-Torres et al., 2009). En
matrice alimentaire, le degré Brix et les matieres grasses ont une influence importante sur la solubilité de

I’oxygene (Pénicaud et al., 2012).

En 2012, Van Bree et al. ont étudié I’influence de la concentration en oxygene présente dans un espace
de téte sur la dégradation de I’AA en solution mode¢le et dans les jus de fruits (figure I — 46) (Van Bree et
al., 2012), démontrant une relation entre la vitesse de dégradation de I’AA et la teneur en oxygeéne dans
I’espace de téte. Plus la concentration d’oxygene dans I’espace de téte est importante, plus la dégradation

de ’AA est rapide.
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Figure Il - 46 : Evolution de la concentration en vitamine C dans une solution modéle de jus de fruits, a
différentes concentration en oxygéne dans I’espace de téte a 22 °C, avec ¢ 0,03 %, ¢ 0,63 %, m 1,17 %,
02,78 %, ¢ 4,84 %, o 10,02 % et A 20,9 %, d’aprés Van Bree et al. (2012)

Dans ce cas de figure, la dégradation de I’AA a été modélisé par une cinétique d’ordre 1. Une
modélisation d’ordre 1 signifie ici que I’oxygene n’a pas été pris en compte directement en I’intégrant dans

le modele, mais des constantes de cinétiques apparentes ont été déterminé et leur variation en fonction de
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I’oxygene établie. En effet, Van Bree et al. (2012) ont établi qu’il y avait une relation linéaire entre les
constantes de vitesse d’ordre 1 k; et k3 et la teneur en oxygene dans 1’espace de téte :

ki G') = 0,0038 x [O2] (mL) + 0,0276

k3 (57 = 0,0281 x In([O>] (mL)) + 0,2557

De ce fait, en plus de I’impact de la température, la teneur en oxygeéne (ou probablement d’autres
oxydants) a un impact sur la dégradation réversible de I’AA en DHAA et la dégradation irréversible du
DHAA en DKGA.

Dans la méme optique, Pénicaud et al. (2011) ont étudié¢ I’influence de la teneur en oxygene sur la
dégradation de I’acide ascorbique dans un gel d’agar et sous atmosphere contrélée (figure I1—47) (Pénicaud

et al., 2011).
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Figure Il - 47 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique en fonction du temps dans
du gel agar a 20 °C sous atmosphére contenant 5 % d’oxygéne (o) et 21 % d’oxygéne (o), d’aprés Pénicaud
et al. (2011)

Ces travaux ont montré une fois de plus que plus la teneur en oxygene est élevée dans une atmosphere,
plus la vitesse de dégradation de 1’acide ascorbique est ¢levée. La dégradation de 1’acide ascorbique est
également plus rapide a I’interface air/gel du systeme (figure II — 48). De plus, la diffusivité¢ de I’oxygene
n’a d’importance que dans les premieres heures, avant de perdre son effet en atteignant une valeur faible et

stable (Pénicaud et al., 2011).
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Figure Il - 48 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique en fonction de la distance a
I'interface dans du gel agar a 20 °C sous atmosphére contenant 21 % d’oxygéne apreés 25 h (o), 53 h (+),
79 h (o) et 145 h (*), d’aprés Pénicaud et al. (2011)

Plus la distance a I’interface est faible, plus la vitesse de dégradation est €levée. En effet, lorsque I’AA
est proche de I’interface (entre 0 et 1 cm), le taux de dégradation de I’AA est de I’ordre de 35 % apres 145
heures, alors qu’a I’inverse, lorsque I’AA se trouve loin de I’interface (entre 4 et 5 cm), aprés 145 heures,

la perte n’est que de I’ordre de 12 %.

3.7.4.3 Influence du pH

La stabilité¢ de I’acide ascorbique est meilleure a faible pH (Bode et al., 1990, Golubitskii et al., 2007,
Mercali et al., 2014b). De ce fait, I’acide métaphosphorique est souvent utilisé dans les solutions contenant
de I’AA avant d’effectuer des analyses pour stabiliser ce dernier (Golubitskii et al., 2007). Cette propriété
est également intéressante pour le traitement anti mycotique, car pour ce faire, on ajoute en général dans
les milieux a traiter de I’acide propionique ou de 1’acide sorbique (Rojas and Gerschenson, 1997), ce qui

contribue a stabiliser I’AA.

En revanche, en milieu faiblement acide a faiblement basique, I’AA est instable car il se déprotone en
ascorbate, qui est le produit de départ de la dégradation de I’AA par la voie oxydorécudctive pour donner
le DHAA. En milieu peu ou pas acide et en présence d’oxygene, I’oxydation de I’AA en DHAA est donc

favorisée.

En 2007, Golubitskii et al. ont entrepris une étude de la stabilité de I’ AA en fonction du pH, et ont établi
un profil de cinétique de décomposition en fonction du pH de la solution contenant 1I’AA

(figure II — 49 B) (Golubitskii et al., 2007).
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Figure Il - 49 : Diagramme de prédominance de I’acide ascorbique et de ses bases conjuguées en fonction
du pH (A) et courbe représentant la constante de vitesse de dégradation de I’AA en fonction du pH de la
solution, d’aprés Golubitskii et al. (2007)

Ces expériences ont été effectuées a température ambiante et ont une durée de 24 heures chacune.
D’apres ces analyses, de pH = 1,0 a pH = 4,4 la vitesse de dégradation de I’AA augmente, alors que de
pH =5,4 a pH =7,2, la vitesse de dégradation de I’AA diminue. A pH > 8,4, la vitesse de décomposition
de I’AA reste globalement constante. Le diagramme de prédominance de 1’acide ascorbique
(figure I — 49 A) indique que I’ion ascorbate, composé de départ de la réaction d’oxydation de 1’acide
ascorbique, est prédominant entre un pH de 4,2 et 8, ce qui explique les résultats obtenus par Golubitskii et
al. (2007) et que la constante de vitesse soit plus élevée sur la gamme de pH de 4 a 6.

La prise en compte du pH dans la chimie alimentaire est importante car en fonction de la matrice
considérée, le pH varie et la stabilité des vitamines ou autres composés tels que les phénols peut €tre altérée.
Dans le cadre de notre projet, nous nous focaliserons sur des pH allant de 2,5 a 6,5 car cet intervalle de pH

correspond a la gamme de pH de la majorité des fruits et Iégumes.

3.7.4.4 Influence des ions métalliques

La stabilité de I’AA est trés affectée en présence d’ions métalliques (Lin and Agalloco, 1979, Van den
Broeck et al., 1998). En effet, les ions métalliques tels que Cu?*, Fe**, Ag** ou encore Sn’* catalysent la
réaction d’oxydation de I’AA (Lin and Agalloco, 1979, Rojas and Gerschenson, 1997, Van den Broeck et
al., 1998). Le cuivre (II) fait notamment partie des catalyseurs les plus forts de 1’oxydation de I’AA
(Golubitskii et al., 2007), alors que les ions tels que Pb**, Zn>* ou encore AI** sont des catalyseurs plus
faibles (Lin and Agalloco, 1979). Cette catalyse dépend donc du pouvoir complexant de 1’ion métallique et

des ligands qui I’entourent (Beker et al., 2011).

En 1967, Khan et Martell ont proposé un mécanisme permettant d’expliquer la catalyse de I’AA par un
complexe métallique a partir d’un complexe avec Cu?* comme ion central (figure II — 50) (Khan and

Martell, 1967a, Khan and Martell, 1967b) :
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HoA <—= HA 4+ 4

HA” 4+ ML™ o a0

- = MHLA.(n-1)+

A.- + ML(n-1)+ + H+

)+

Ay MY —= A o™

Figure Il - 50 : Schéma représentant le mécanisme d’oxydation de I’AA catalysée par complexe métallique,
adapté d’aprés Khan et Martell (1967)

ou H2A représente I’acide ascorbique, HA™ I’ascorbate, A 1’acide déhydroascorbique, M le métal, L le

ligand attaché au métal et n la charge du complexe.

Le catalyseur ML™ peut étre régénéré par oxydation de ML™D* si de 1’oxygéne est dissous dans le

milieu (Drusch et al., 2007, Beker et al., 2011).

En 1992, Obaleye et Orjiekwe ont étudié la formation de complexes métalliques de vitamine C en
solution aqueuse avec différents métaux (figure I — 51) (Obaleye and Orjiekwe, 1992). En effectuant des
mesures de moments magnétiques, ils ont stipulé que les complexes a base d’ions métallique et de vitamine

C avaient la structure suivante :

H,0 OH
HO (@) /O\ /O _— OH
- /M\ —
HO O |0 O OH
HO H,0O

Figure Il - 51 : Structure du complexe Métal-AA en solution aqueuse, adaptée d’aprés Obaleye et Orjiekwe
(1992)

ou M représente un cation métallique.
La structure de ce complexe est de type octaédrique discontinu, I’AA est ici un ligand bidentate.

Les fruits et 1égumes sont tres riches en minéraux et surtout en métallo-enzymes, telle que la PPO
(Polyphénol oxydase) ayant pour cation principal Cu?*, et contiennent donc plusieurs types de cations
métalliques. La connaissance de I’influence de ces cations sur les vitamines peut donc nous renseigner sur

leur stabilité et donc sur la durée de vie des aliments.

3.7.4.5 Influence de la lumiere

Contrairement aux idées recues, I’AA n’est pas directement sensible a la lumicre (Sattar et al., 1977).
En effet, plusieurs expériences effectuées, notamment sur des jus d’orange, ont permis de montrer que la

lumiere ne joue pas un role primordial dans la dégradation de I’AA (Bourgeois, 2003).
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Cependant, la lumicre peut avoir un effet indirect sur la dégradation de I’AA. En effet, si ’AA se trouve
dans une matrice alimentaire contenant des agents photosensibles tels que des colorants alimentaires ou
encore des édulcorants, sa dégradation sera accélérée (Tikekar et al., 2011a, Tikekar et al., 2011b). La
décomposition de I’AA dans ce cas suit un mécanisme général de méme type que celui de la décomposition

catalysée par un métal (Tikekar et al., 2011Db).

3.7.4.6 Influence du degré Brix

La stabilité de I’AA est influencée par les composés présents dans la matrice dans laquelle il se trouve.
La présence de sucre contribue fortement a la dégradation de I’AA dans une matrice (Hsu et al., 2012), d’ou

I’intérét de prendre en compte I’influence du parametre °Brix.

En 2007, Al-Zubaidy et al. ont entrepris une étude cinétique sur la dégradation de I’AA dans des jus de
citron (pH = 2,3) pendant le stockage (figure Il — 52) (Al-Zubaidy and Khalil, 2007).

—+—9Brix at 25°C
—-0---9Brix at 35°C
— & 9Brix at 45°C
_____ % 50Brix at 25°C
—— 50Brix at 35°C
—s— 50Brix at 45°C

i YT
2 o Iy
o -0 .
- — -0
s R
— T e TR
é g
—_— "‘\‘ﬂ
.
114 —
.
6 e
0 1 2 3 4 5
Time/Month

Figure Il - 52 : Concentration de AA en fonction du temps durant le stockage des jus de citron a différents
°Brix, d’aprés Al-Zubaidy et Khalil (2007)

Plus le °Brix est élevé, plus la dégradation de I’AA est rapide. Ceci révele donc I’'importance de
I’association moléculaire (Al-Zubaidy and Khalil, 2007). La constante de vitesse de dégradation de ’AA
dépend sensiblement du facteur de collision entre les molécules. De ce fait, plus le facteur de collision
augmente, plus la constante de vitesse augmente (loi d’Arrhenius), et donc plus la vitesse de dégradation
de I’AA augmente (Al-Zubaidy and Khalil, 2007). Cependant, dans ces travaux, I’augmentation du °Brix
résulte de la concentration du jus, et non d’ajout de sucres ou d’autres agents, ce qui entraine forcément une
augmentation de la concentration en enzymes, en acides, en catalyseurs éventuels, une diminution du pH,

etc...

En conséquence, il n’est pas possible d’établir que le °Brix (pourcentage de matiere seche soluble) ait

une influence directe sur la dégradation de I’acide ascorbique.
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3.8 Cinétique de dégradation de la vitamine C

Comme toutes réactions chimiques, la dégradation de la vitamine C est régie par les lois de la cinétique
chimique. Plusieurs études ont permis de démontrer que 1’ordre global de la réaction de dégradation de la
vitamine C dépend de la disponibilité en oxygene dans le milieu (Lin and Agalloco, 1979, Eison-Perchonok
and Downes, 1982, Esteve et al., 1998, Patkai et al., 2002, Polydera et al., 2003). De ce fait, cette réaction
est en général d’ordre global égal 4 1 ou a 2 en fonction de la disponibilité en oxygene. De maniere générale,

la vitesse de disparition par la voie oxydoréductive de I’AA peut étre définie comme suit :

% = k.[AA]%.[0,]F Equation Il - 31

oll [AA] est la concentration en acide ascorbique (mol.L!'), [O2] est la concentration en oxygene
(mol.L'1), k est la constante de cinétique (généralement en s™' ou L.mol!.s™?), a et S les ordres partiels
respectivement par rapport a ’AA et 'oxygeéne. La dégradation de I’AA par voie hydrolytique est en
général négligée, car elle est moins rapide sauf a des pH bas et des températures élevés (Van den Broeck et

al., 1998).

3.8.1 Utilisation de modéles simples

De nombreuses références décrivent la cinétique de dégradation de la vitamine C a des températures
comprises entre 30 et 100 °C, et dans diverses matrices telles que des fruits, des 1égumes ou encore des
plantes. Il n’existe que trés peu de travaux traitant de cette dégradation au-dela de 100 °C (Esteve et al.,
1998, Van den Broeck et al., 1998, Oey et al., 2006). En fonction des matrices étudiées telles que la pomme
de terre (Mcminn and Magee, 1997), I’asperge verte (Esteve et al., 1998) ou encore les jus de fruits
(Burdurlu et al., 2006, Dhuique-Mayer et al., 2007b), la durée de vie de 1’acide ascorbique est trés
différente. Ceci est di notamment a la différence de composition chimique et de propriétés physico-
chimiques (pH, °Brix, teneur en minéraux, etc...). Cependant, la dégradation de cette vitamine est
pratiquement toujours considérée comme suivant une cinétique d’ordre 1. En effet, I’ordre est souvent
choisi par souci de simplicité d’une part, et le dioxygene est présent souvent en teneur non maitrisée ou en
large exces d’autre part. De plus, beaucoup de travaux se déroulent dans des conditions de stockage (basse
température), ce qui veut dire que la cinétique de dégradation de 1’acide ascorbique est tres lente, et
I’oxygene est limité par la nature de I’emballage, notamment sa perméabilité (limité a 1’espace de téte sur
un emballage étanche) (Van Bree et al., 2012).. Le tableau II — 7 présente des valeurs de constantes de
cinétique en fonction des matrices étudiées, du pH (quand sa valeur est renseignée) et de la température de

traitement.
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Tableau Il - 7 : Valeur des constantes de cinétique de la réaction de dégradation de I’acide ascorbique
dans diverses matrices végétales

T k réel ou K* (s ou E
Auteurs Matrice pH | Atmospheére ©C) Durée k Ordre k ) ) N 1)
apparent q. -mo
N 99,48 L.mol"!.min"! 39,58
Solution er0% (10% O) hoo (10% O)
Eison-Perchonok, n N . . sme 105,3 L.mol"".min"! 57,31
Downes (1982) dAmfie 6,1 0,a15% 45 60 min k réel 2¢M¢ ordre (15 % O») 1,76 (15 % O)
Ascorbique R
0,221 % 99,05 L.mol".min 1.65 68,68
2 (21 % O,) ’ (21 % O,)
30 0,0004 min™! 6,67.10°°
Mcminn, Magee Pomme de X
(1997) 7 Air 45 | 1100 min 1 ordre 0,0006 min™! 1.10° 16,25
terre apparent
60 0,0007 min™! 1,2.10°
110 0,016 min™! 2,67.10*
Esteve, Frigola, . 4
. 115 0,044 min 7,33.10
Martogl;,gl;)o drigo Asperge verte N, 50 min k réel 1 ordre 140,03
120 0,061 min™! 1,017.103
125 0,080 min™! 1,33.10°3
120 0,0076 min™! 2,11.10°°
130 0,0205 min™! 5,69.10°°
Jus d'orange 3,5 117,46
140 0,0480 min! 1,33.10°
Van den Broeck,
Ludikhuyze, 150 0,0967 min™! 2,67.10°
Weemaes, Van Loey, N, 150 min k réel 1°" ordre
Hendrickx (1998) 120 0,0049 min™! 1,36.10°¢
130 0,0115 min™! 3,19.10°¢
Jus de tomate 4,5 105,34
140 0,0245 min™! 6,81.10°
150 0,0487 min™! 1,35.10°
110 24.103 ¢! 24.10°3
120 39.10% 57! 39.10°
Air 51,41
130 68.107 57! 68.1073
Esteve, Frigola, 140 75.10% 5" 75.10°
Martorell, Rodrigo . k o
(1999) Asperge verte 6,7 5 min apparent 1 ordre
110 3,2.10% 5! 3,2.10°
120 3,6.10% 5! 3,6.10°
N, 17,14
130 4,1.103 5! 4,1.10°
140 5,9.103 57! 59.103
Vieira, Teixeira, Nectarde 5, Air 80 | 240 min k 1 ordre 0,032 min’! 5.33.10% 74
Silva (2000) cupuagu apparent
Manso, Oliveira, X
Frias (2001) Jus d'orange 3,73 Air 32,5 36 h 1° ordre 1,79.10° 5! 1,79.10° 38,6
apparent
70 7,62.103 min! 1,27.10*
80 8,75.103 min’! 1,46.10*
Karhan, Aksu, Tetik, . . . o PR 4
Turhan (2003) Rose musquée N, 90 50 min k réel 1¢" ordre 11,98.103 min 2,00.10 47,5
% 13,13.10"3 min™! 2,19.10*
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0 0,0159 jour™ 1,84.107
Polydera, Stoforos, 5 K 0,0187 jour! 2,16.107
Taoukis (2003) Jus d'orange 3,4 Air 40 jours apparent 1°" ordre 15,7
10 PP 0,0231 jour” 2,67.107
15 0,0455 jour! 5,27.107
Petits pois 0,00213 jour” 247.10° | 97,9
surgelés
EE;“:{S: . 0,00454 jour! 5.25.10° 112
Giannakourou, Haric ogt s verts Air -20 | 150 jours apparent 1¢ ordre
Taoukis (2003) s vert PP 0,00223 jour" 2,58.10% | 1015
surgelés
Gombo 0,00105 jour 122.10% | 1059
surgelés
110 8,91.107 5! 8,91.103
115 9,49.103s™! 9,49.10°3
Air 120 | 20 sec k 19,14.10° ! 191102 | 4636
apparent
130 21,64.103s! 2,16.102
asco, Bsteve, 140 24,06.10°%s" 241.10°
rigola, Rodrigo . or
Champignons | 4,6 1°" ordre
(2004) 110 1,86.107 " 1,86.10°
115 3,05.103s7! 3,05.10°3
N» 120 | 300 sec k réel 4,90.103 s 4,90.10° 49,57
130 5,86.103s7! 5,86.1073
140 6,21.103s"! 6,21.103
50 3,51.102 min"! 5,85.10*
Vikram, Ramesh, 60 K 4,62.102 min™! 7,70.10*
Prapulla (2005) Jus d'orange Air 16 min apparent 1° ordre 39,84
75 PP 5,52.102 min’! 1,42.10°
90 17,84.102 min’! 2,97.103
0 0,004 jour™ 4,63.10°%
5 0,0058 jour™ 6,71.10°%
Polydera, Stoforos, Kk
Taoukis (2005) Jus d'orange O, dissous 10 | 120 jours 1¢" ordre 0,00852 jour’1 9,86.10°% 53,1
apparent
15 0,0246 jour™! 2,85.107
30 0,0684 jour™! 7,92.107
100 1,05.10° min™! 1,8.10°
Solution
Oey, Verlinde, d'Acide 7 O, dissous 110 40 min k réel 1¢" ordre 4,62.10° min™! 7,7.10°
Hendrickx, Van Loey | Ascorbique
(2006)
250,27
120 6,45.102 min™! 1,08.103
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28 0,0276 semaine’! 4,56.10°%
Jus d'orange 32 37 0,1850 semaine’! 3,06.107 105,17
45 0,2550 semaine™! 4,22.107
28 0,0460 semaine™ 7,61.10°%
m;ﬁ;ifne 323 37 0,1670 semaine | 2,76.107 | 79,17
45 3 k 0,2480 semaine™! 4,10.107
Burdurlu, Koca, O, dissous . 1¢" ordre
Karadeniz (2006) 28 | semaines | apparent 0,0470 semaine’! 7,77.10°
Jus de 2,56 37 0,1626 semaine” | 2,69.107 | 76,79
pamplemousse
45 0,2420 semaine™’ 4,00.107
28 0,0670 semaine™ 1,11.107
Jus de citron 1,82 37 0,1830 semaine™’ 3,03.107 53,38
45 0,2070 semaine™! 3,42.107
Solution 40 1,52.10%s™! 1,52.10*
d'Acide 36,49
Ascorbigue 50 242,104 242.10%
Solution 40 8,38.10% 5°! 8,38.10
Vitamine C 278
Matei, Birghila, tablette 50 1.19.103 5! 1.19.103 ’
Popescu, Dobrinas, 200 mg K ) '
Soceanu, Oprea, Solution Air 40 apparent 1° ordre 7.53.10% 5" 7.53.10*
Magearu (2006) Ascovit 10,95
%bole“e 50 8,66.10% s 8,66.10% '
mg
Solution 40 3,43.10% ! 3,43.10*

Vitamine C 35.1
gouttes 50 534.104 5! 5,34.10 '
nasales

-5 -1 -5
50 1,042.10s 1,042.10
Duique-Mayer. 70 1,924.107s! 1,924.10°
Tbatou, Carail, Caris- | Jus de citron 3,6 Air 80 | 300 min a la(.rent 1 ordre 3.140.107s"! 3,140.10° 35,9
Veyrat, Dornier, PP
Amiot (2007) 90 4,043.10° st 4,043.10°
100 6,319.107 5! 6,319.10°
25 0,0315 mois™ 1,215.10°%
Jus f{f;;r?;"“ ? 35 0,0494 mois™ 1,906.10°8 13,8
‘ 45 . N 0,137 mois’ 5.285.10°
Al-Zubaidy, Khalil O, dissous > 5 mois apparent 1¢ ordre 0.0535 mois” 2.064.10°
(2007) .
I “; gigﬁ;‘m 35 0,0797 mois™ 3,075.10° 15,3
45 0,274 mois™ 1,057.107
60 0,0223 min™! 3,72.10*
s 70 0,0271 min™! 4,52.10* a2
80 0,0548 min™! 9,13.10* ’
90 0,0692 min™! 1,15.103
60 0,0486 min™! 8,10.10*
s 70 0,0680 min™! 1,13.10°3 69
5, 16,
80 0,0699 min™! 1,17.10°3
90 K 0,0819 min™! 1,37.10°3
Ariahu, Abashi, Courge Air 30 min 1¢ ordre
Chinma (2011) 60 apparent 0,0518 min™! 8,63.10*
p 70 0,0692 min™! 1,15.10°3 189
80 0,0802 min’! 134.10° '
90 0,0899 min™! 1,50.1073
60 0,0486 min™! 8,10.10*
65 70 0,0680 min™! 1,13.10°3 189
’ 80 0,0699 min"" 1,17.10% '
90 0,0819 min™! 1,37.10°3
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4 1 -4
Baéz, Rojas, 22 9,4.10%s 9,4.10
Sandoval-Guillén, Formule Air 37 15 k 1 ordre 1,93.10% s 1,93.10° | 51,9
Valdivia-Lopez entérale semaines | apparent
(2012) 45 472.10%5" 472.10°
25 0,072 jour™ 2,69.107
Solution .4 6
&thanol 0 % 35 0,251 jour 2,91.10 51,37
45 0,261 jour™ 3,02.10°¢
25 0,086 jour™! 9,95.107
Solution L "
&thanol 5 % 35 0,307 jour 3,56.10 66
45 0,455 jour™! 5,27.10°°
25 0,089 jour™! 1,03.10°¢
Solution P -6
&thanol 10 % 35 0,418 jour 4,84.10 85,77
PN -6
Hsu, Tsai, Fu, Wu 3,2 Air l 8 jours k 1¢" ordre 0.783 Jour 20010
(2012) : 25 | ) apparent 0,096 jour” 1,11.10°
Solution . 6
&thanol 20 % 35 0,431 jour 4,99.10 96,56
45 1,117 jour™ 1,29.103
25 0,105 jour™ 1,22.10°
Solution
&thanol 30 % 35 0,875 jour! 101.105 | 9388
45 1,125 jour™ 1,3.10°
25 0,535 jour™ 6,19.10°°
Solution . 5
&thanol 40 % 35 1,737 jour 2,01.10 43,26
45 1,583 jour 1,83.10°
15 0,013 jour™ 1,50.107
Jujube stocké 25 0,0257 jour! 207.107 | 4425
a la lumiere
35 X 0,0431 jour! 4,99.107
Jiang, Zheng, Lu Air 20 jours apparent 1 ordre
(2013) 15 pp 0,0079 jour'! 9,14.10
Jujube stocké
dans 25 0,0243 jour™ 2,81.107 52,82
l'obscurité
35 0,0328 jour™ 3,80.107
P -8
Beikost 2 base 25 0,05415 semaine 8,95.10
Bosch, Cilla, Garcia- de fruits 32 c er S E
Llatas, Gilabert, Boix (nourriture o N, 37 semaines k réel 1¢ ordre 0,2199 semaine 3,64.10 84,06
(2013) enfant) 50 0,7469 semaine’ | 1,23.10°
B -3
Tus de fraise 8 3,631 mg.100mL"h | 1,01.10 o
Sapei, Hwa (2014) sans sucre 28 4,419 mg.100mLh" | 1,23.10°
pet, Air 8 jours kréel | Ordre 0
1 -l -4
Jus de fraise 8 1,854 mg.100mL".h 5,15.10 o4
avee sucre 28 2,319 mg.100mL"h" | 6,44.10*

*k exprimé en s

quand I’ordre réactionnel est 1, ou équivalent rapportée en échelle de la seconde quand

I’ordre réactionnel est différent de 1

Ce tableau (non exhaustif) montre une différence entre des conditions aérobies et anaérobies : dans le

cas d’une dégradation de I’AA en présence d’oxygene, la constante de vitesse est apparente (concentration

d’oxygene incluse dans ce parametre), alors que, dans des conditions anaérobies, la constante de vitesse est

réelle (directement reliée au mécanisme mis en jeu).

Les valeurs des constantes de vitesse apparentes obtenues a des températures concernant les plages du

stockage au réchauffage (entre -20 et 90 °C) des produits alimentaires montrent un effet de la température
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et du pH sur la vitesse de dégradation de 1’acide ascorbique. Par exemple, la valeur du k., obtenue pour
Mcminn et al. (1997) dans la pomme de terre 2 pH = 7 varie de 6,67.10° 2 1,2.10”° s™! entre 30 et 60 °C,
alors que celle obtenue par Manso et al. (2001) dans le jus d’orange a pH = 3,73 est de 1,75.107 s a
32,5 °C. Si I’on compare la valeur du k., obtenue par Burdurlu et al. (2006) dans le jus d’orange a pH =
3,23, qui varie de 7,61.10% 24,1.107 s”! de 28 4 45 °C avec la valeur obtenue par Manso et al. (2001), on
constate que ces valeurs sont plus faibles, et cela est dii a la disponibilité en oxygene. En effet, 1’étude de
Burdurlu et al. (2006), il y a de I’oxygéne dissous dans la matrice, mais sans renouvellement possible, et
donc une oxydation de 1’acide ascorbique plus limitée que dans 1’é¢tude de Manso et al. (2001). Pour ce qui
est de la valeur de I’énergie d’activation de la réaction de dégradation de I’acide ascorbique, elle varie sur
une grande plage de valeur sur la gamme de température [-20 ; 90] °C. Par exemple, 1’énergie d’activation
est de 16 kJ/mol dans la pomme de terre (Manso et al., 2001), d’environ 100 kJ/mol pour une dégradation
au cours de la congélation de petits pois, épinards, haricots verts et gombo (Giannakourou and Taoukis,
2003), et varie de 53 a 105 kJ/mol dans le jus d’orange (Polydera et al., 2005, Burdurlu et al., 2006). Cela
signifie que la matrice a une grande influence sur la sensibilité a la variation de la température de la réaction
de dégradation de I’AA dans cette gamme de température. Pour ce qui est de 1’anaérobie, les valeurs des
constantes de vitesses réelles sont nettement inférieures a celles observées en aérobie. Karhan et al. (2003)
obtiennent une valeur de constante de vitesse réelle comprise entre 1,27.10* et 2,19.10* s dans la rose
musquée de 70 2 95 °C, et Bosh et al. (2013) une valeur comprise entre 8,95.108 et 1,23.10° s! de 25 a
50 °C. La dégradation de ’AA en conditions anaérobie est plus lente que la réaction de dégradation par
oxydation, ce qui démontre I’importance de la prise en compte de 1’oxygene. Concernant I’énergie
d’activation, elle est de 48 kJ/mol dans la rose musquée (Karhan et al., 2003) et de 84 kJ/mol (Bosch et al.,
2013) dans le champignon. La matrice a donc une influence sur la sensibilité a la variation de température
de la réaction de dégradation de I’AA dans cette gamme de température.

Pour les températures supérieures a 100 °C, les conditions de traitement (aérobie ou anaérobie) ont un
impact sur la dégradation de 1’acide ascorbique, méme a des températures d’appertisation. En effet, dans le
champignon par exemple (pH = 4,6) (Blasco et al., 2004), la valeur de la constante de vitesse varie de
8,9.10° 2 2,41.107 s”! sous air et de 1,86.107 2 6,21.107 57! sous azote de 110 & 140 °C, ce qui démontre
que méme a haute température, ’oxygene a également de I’importance sur la dégradation de I’AA. La
matrice semble également avoir un impact sur la dégradation de I’AA. Par exemple, dans 1’asperge verte
(Esteve et al., 1998), la valeur de la constante de vitesse varie de 2,67.10* 2 1,33.103 s"! de 110 a 125 °C
(sous azote), alors que dans le jus de tomate (pH = 4,5) par exemple (Van den Broeck et al., 1998), la
constante de vitesse varie de 1,36.10° 2 1,35.107 s7! de 120 & 150 °C (sous azote). L’énergie d’activation
est de 140 kJ/mol dans I’asperge (Esteve et al., 1998), 117 kJ/mol dans le jus d’orange, 105 kJ/mol dans le
jus de tomate (Van den Broeck et al., 1998) et entre 46 et 50 kJ/mol dans le champignon (Blasco et al.,
2004). La matrice semble également avoir un effet sur la sensibilité a la variation de température de la

réaction de dégradation de I’AA a haute température. Oey et al. (2006) ont trouvé une énergie d’activation
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de 250 kJ/mol pour la réaction de dégradation de I’AA en solution mod¢le (tampon phosphate a pH = 7) en
conditions d’anaérobie. Cette valeur élevée signifie qu’en absence d’oxygene, la réaction de dégradation
de I’AA est faiblement sensible a la variation de température. Cependant, cette forte valeur est peut-étre
due au fait que dans ce cas d’étude, la dégradation de I’AA par voie anaérobie survient a la suite d’une
dégradation par voie aérobie due a de ['oxygene dissous, qui est beaucoup plus rapide

(k110°c = 7,67.107 57! en aérobie et k;70°.c = 1,75.107 s”! en anaérobie).

3.8.2 Prise en compte explicite de I’oxygéne
Lorsque la quantité d’oxygene est limitée, la réaction de dégradation dépend a la fois de la concentration
en AA et de la concentration en O (Lin and Agalloco, 1979, Eison-Perchonok and Downes, 1982). Dans
certaines études ou la teneur en oxygene dissous est maitrisée, la dégradation de 1’acide ascorbique peut

étre décrite par une cinétique d’ordre 2 (Eison-Perchonok and Downes, 1982, Lin and Agalloco, 1979)

En intégrant 1’équation Il — 31 , on obtient donc 1’équation suivante, liant les concentrations respectives

en AA et en O; a I’instant t et les concentrations en AA et en O initiales :

[A4]¢\ _ _ {44y i ] )
n ([oz]t) = ([44]p — [02]¢). kt + In ([02]0) Equation Il - 32
ou [AA]; et [O2]: sont respectivement les concentrations en AA et en Oz a ’instant 7, [AA]o et [O2]o sont

respectivement les concentrations initiales en AA et Oz et t est le temps.

Lorsque I’oxygeéne est abondant, la réaction de dégradation de I’AA ne dépend plus que de la
concentration en AA, I’oxygeéne consommé étant automatiquement réapprovisionné. Le méme constat est

établi si ’oxygene est présent en large exces, et que I’approximation suivante peut étre faite :

—d[02]

o 0 Equation Il - 33

De ce fait, quel que soit t, [O2]¢ = [O2]o.

Si ’on considére 1’équation IT — 31, on peut poser kqpp = k.[02]°, kapp étant la constante de cinétique
apparente par opposition a la constante de vitesse réelle, & :

—d[A4]

= kapp. [44] Equation Il - 34

La vitesse de dégradation de I’AA ne dépend dans ce cas que de la concentration en AA. On parle dans
ce cas de réaction de pseudo-ordre 1 (Eison-Perchonok and Downes, 1982, Esteve et al., 1998, Dhuique-
Mayer et al., 2007b). L’intégration de cette équation conduit a la relation suivante liant la concentration en

AA al’instant ¢ et la concentration en AA initiale :
[A4], = [AA]o. e *arr?t Equation Il - 35

C’est cette constante de cinétique apparente (kaqpp) qui est généralement calculée dans la littérature

lorsque la dégradation de I’acide ascorbique est modélisée avec un ordre 1.
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3.8.3 Prise en compte des réactions réversibles
I1 est bien connu a ce jour que la dégradation de I’ AA se fait en deux étapes, dont une est réversible. En
effet, dans une premicére étape, I’AA s’oxyde en DHAA et le DHAA peut a son tour se réduire en AA, puis
dans une deuxieme étape, le DHAA subit une hydrolyse irréversible pour former le DKGA

(figure Il — 53) (Serpen and Gokmen, 2007) :

L) K
AA DHAA ——= DKGA

Figure Il - 53 : Schéma général de dégradation de I’AA, adapté d’aprés Serpen et Gokmen (2007)

ou k; représente la constante de cinétique de 1’oxydation de I’AA en DHAA, k> représente la constante
de cinétique de la réduction du DHAA en AA, et k3 représente la constante de cinétique de I’hydrolyse du
DHAA en DKGA. Dans leurs travaux, Serpen et Gokmen (2007) ont étudié la dégradation de I’AA dans
des conditions oxydantes et réductrices (plus un contréle) a 90 °C en solution modele et déterminé les
valeurs de k;, k2 et k3 selon les conditions, en utilisant un modele de dégradation réversible. Les conditions

oxydantes sont obtenues par ajout de Fer III et les conditions réductrices par ajout de cystéine.

Dans ce modele, les vitesses d’apparition de I’AA et du DHAA s’expriment comme suit :

d[AA]

o = —k1.[AA] + k. [DHAA] Equation Il - 36

d[DHAA]

—— = k1.[AA] — ky. [DHAA] — k3. [DHAA] Equation Il - 37

I1 est possible d’exprimer la concentration en AA a I’instant t en fonction de ki, k2, k3, [AA]o et
[DHAA]o. Pour ce faire, Serpen et Gokmen (2007) ont utilisé la transformation de Laplace qui consiste a
effectuer une dérivation, qui va transformer une fonction f{z) dans le domaine temps vers une fonction F(s)

dans le domaine s (Serpen and Gokmen, 2007). Cette transformation est décrite comme suit :

% =s.F(s) - f(0) Equation Il - 38

ou s.F(s) — f(0) est la transformée de Laplace.

Cette étude a montré un fort impact des conditions (oxydantes ou réductrices) sur la conversion entre
AA et DHAA. En effet, plus les conditions sont oxydantes, plus k; et k3 sont élevées, sans affecter la valeur
de k2, qui elle varie uniquement lorsqu’il y a ajout de cystéine (le milieu devient réducteur), et donc plus
I’AA disparait rapidement. Dans le méme sens, plus le milieu devient réducteur, plus k; et k3 sont faibles.
Dans le controle, déja, la valeur de k2 est relativement faible (proche de 0), ce qui signifie qu’a 90 °C, la
réaction d’oxydation de I’acide ascorbique est fortement déplacée vers la formation du DHAA, et la réaction

réversible devient négligeable. Les valeurs de k; et k3 sont identiques dans le contrdle. La réaction
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d’oxydation de I’AA devient, a haute température (> 90 °C), prépondérante sur la réaction de réduction du

DHAA en AA.

3.9 Impact des traitements a températures supérieures a 100 °C sur la vitamine C

Peu de travaux sur la dégradation de ’AA a hautes températures (> 100 °C) sont répertoriés dans la
littérature (Blasco et al., 2004, Esteve et al., 1998, Esteve et al., 1999, Oey et al., 2006, Van den Broeck et
al., 1998), probablement a cause de la difficulté de pouvoir travailler a haute température en conditions de

laboratoire.

Concernant la dégradation de I’AA, une cinétique d’ordre 1 a été reportée par Van den Broeck et al.
(1998) dans le jus d’orange et le jus de tomate, en conditions anaérobie, entre 120 et 150 °C ; par Esteve et
al. (1998) dans un extrait d’asperge verte de 110 a 140 °C en conditions aérobies et anaérobie ; et par
Blasco et al. (2004) dans un extrait de champignon de 110 a 140 °C en conditions aérobies et anaérobies.

Pour les deux derniers cas cités, la dégradation de 1I’AA est plus rapide dans des conditions aérobies.

Oey et al. (2006) ont reporté que la dégradation de I’ AA suit une cinétique d’ordre 1 en solution modéle
entre 110 et 120 °C avec une concentration en oxygene limitée. Néanmoins, ces auteurs ont rapporté que
le profil de dégradation de I’AA ¢était divisé en deux étapes : une premicre étape, tres rapide, correspondant
a la dégradation de I’AA par voie oxydoréductive (voie aérobie) ou I’oxygene dissous est impliqué dans le
mécanisme de dégradation, et une seconde étape, plus lente, ou I’oxygeéne dissous a totalement été
consommé la dégradation de I’AA se fait par voie hydrolytique (voie anaérobie)

(figure II — 54).

(A/A0) (A/A0)
1.0 - 1.0
0.8 - 0.8
0.6 - 0.6
0.4 L 0.4
0.2 L 0.2
D'O-I""I""Illllllllll""I""I'llllllllllllII-D'O

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
time (min)

Figure Il - 54 : Effet de la concentration en acide ascorbique sur la vitesse de dégradation a 100 °C et une
concentration initiale d’oxygéne de 8,11 mg/L, avec (A) [AA]i = 750 pg/mL, (o) [AA]i = 250 ug/mL et
(*) [AA]i = 150 pg/mL, d’aprés Oey et al. (2006)
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Une dégradation rapide de I’AA est observée au cours des 4 premieres minutes, correspondant, d’apres

une estimation grossiere a partir du graphe (figure I — 54), a la perte d’environ 100 pg/mL,

indépendamment de la concentration initiale. Pour les 36 minutes suivantes, la dégradation de I’AA est

beaucoup plus lente et semblable a un palier linéaire, avec une pente plus marquée (en représentation A/A0)

pour une concentration en AA inférieure ou égale a 250 ug/L. Ce comportement peut €tre interprété comme

I’existence d’une phase initiale aérobie, qui se termine aprés avoir consommé 1’oxygene disponible, et

refléte bien I’importance de I’oxygene dans le processus de de dégradation de I’AA, et ce méme a une faible

teneur et a haute température.

Li et al. (2016) ont étudié I’'influence du pH sur la dégradation de I’AA en solution modele, de 110 a

150 °C, sur une gamme de pH de 4,5 2 9,5, en conditions d’aérobie (figure II — 55).
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Figure Il - 55 : Variation de la concentration en acide ascorbique en fonction du temps a pH = 4,5 ;5,8 ; 6,8 ;
8,0;9,5a(A) 110 °C, (B) 120 °C, (C) 130 °C, (D) 140 °C et (E) 150 °C

La dégradation de I’AA est la plus rapide a pH = 4,5 que pour les autres pH a 120, 130, 140 et 150 °C

(figures IT - 55 B, C, D et E), alors que lorsque la température est fixé a 110 °C, la dégradation de ’AA est
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plus rapide a pH = 6,8 (figure II — 55 A). Les résultats sont 1égerement différents de ceux rapportés par
Golubitskii et al. (2007) (figure II — 49), pour qui la vitesse était maximale entre pH = 4,4 et pH = 5,6 a
25 °C, probablement a cause de I’influence de la température sur le pH et la dissociation de ’acide

ascorbique. Un ordre réactionnel de 1 décrirait bien les données.

3.10 Impact des autres procédés industriels sur la rétention de la vitamine C

Plusieurs alternatives au traitement thermique classique ont été développées afin de stabiliser les
produits alimentaires en impactant moins leur qualité nutritionnelle, comme les traitements par micro-
ondes, par rayons ultraviolets, par ultrasons, par chauffage ohmique, par traitement haute pression ou encore
par champs électriques pulsés. L’ impact de ces procédés a été étudié sur la rétention ou la dégradation en

vitamine C.

3.10.1 Traitement par micro-ondes
Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques de longueurs d’ondes moyennes comprises entre
I’infrarouge et les ondes de radiodiffusion. La technologie de traitement par micro-onde est aujourd’hui
largement utilisée dans I’industrie agroalimentaire (avant un processus de blanchiment par exemple) ou
encore dans le cadre de la réalisation de réactions chimiques diverses. D un point de vue physico-chimique,
les micro-ondes servent a activer une réaction chimique. Cette activation résulte de deux contributions (Hill,

1994) :

- une d’origine purement thermique résultant de 1’agitation moléculaire causée par I’inversion des
dipdles avec les alternances du champ électrique
- une contribution spécifique, d’origine électrostatique résultant d’interactions de type dipdles-

dipdles entre les molécules polaires et le champ électrique

De ce fait, les charges apparaissant dans 1’état de transition sont stabilisées par irradiation micro-onde
(figure II — 56). Par conséquent, les micro-ondes ont un effet direct sur la cinétique des réactions en

diminuant 1’énergie d’activation.
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Figure Il - 56 : Schéma représentant I'impact des micro-ondes sur I’enthalpie libre d’activation

En 2011, Zheng et Lu ont étudié¢ ’effet d’un prétraitement aux micro-ondes sur la cinétique de
dégradation de 1’acide ascorbique dans 1’asperge verte durant un blanchiment a 1’eau (Zheng and Lu,
2011a). IIs ont établi que ce prétraitement aurait pour effet de réduire la dégradation de I’AA, et ont donc
stipulé que le prétraitement par micro-ondes aurait pour effet d’augmenter 1’énergie d’activation de la
réaction de dégradation de I’AA, ce qui est contradictoire avec 1’effet général des micro-ondes sur I’énergie

d’activation d’une réaction.

Or, Serpen et Gokmen (2007) ont établi qu’a 90 °C, la constante de cinétique k; correspondant a la
constante de cinétique de la réaction d’oxydation de I’AA en DHAA ¢était environ 87 550 fois plus grande
que la constante de cinétique k2 correspondant a la réaction de réduction du DHAA en AA (Serpen and

Gokmen, 2007).

De ce fait, si I’on confronte les travaux de Zheng et Lu avec ceux de Serpen et Gokmen, il serait possible
que ce soit I’énergie d’activation de la réaction de réduction du DHAA en AA qui serait fortement diminuée,
ce qui engendrerait donc une augmentation de la rétention en AA et ce qui expliquerait pourquoi le
prétraitement par micro-onde est un bon prétraitement pour maintenir la qualité nutritionnelle d’un produit

(Brewer and Begum, 2003, Zheng and Lu, 2011a).

3.10.2 Traitement par rayons ultraviolets
La technologie de traitement a I’UV est utilis¢ dans 1’industrie agroalimentaire afin d’améliorer la
qualité et la sécurité des aliments (Tikekar et al., 2011a). Les UV ont longtemps été utilisés pour diminuer
le taux de microorganismes dans 1’eau potable (Tikekar et al., 2011a). Généralement, pour désinfecter les
aliments avec cette technique, des UV de type C (UV-C) a une longueur d’onde de 254 nm sont utilisés

(Tran and Farid, 2004, Tikekar et al., 2011a), notamment dans les jus de fruits (Tikekar et al., 2011a).

Néanmoins, cette méthode de traitement n’est pas sans conséquence sur la qualité nutritionnelle des

aliments. En effet, sous I’effet d’irradiation UV, la dégradation de I’AA est accrue (Tran and Farid, 2004,
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Tikekar et al., 2011a, Tikekar et al., 2011b). Ceci pourrait étre dii au fait que 1’énergie d’un photon émis

par cette irradiation UV est de 4,88 eV a 254 nm (alors que par la lumiére visible cette énergie est d’environ

2¢eV), et que I’énergie de dissociation d’une liaison O-H est de 4,77 eV. Par conséquent, I’énergie du photon

émise étant supérieur a I’énergie de dissociation de la liaison O-H, cette irradiation aurait pour conséquence

d’initier la dégradation de I’ AA par la création d’un radical ascorbyle, qui va conduire aux composés DHAA

et DKGA selon le processus de dégradation oxydative (Tikekar et al., 2011a).

En 2011, les travaux de Tikekar et al. ont permis d’établir I’influence d’un traitement UV sur la

dégradation de I’AA et la formation du radical ascorbyle au cours du temps (figure Il — 57) (Tikekar et al.,

2011a).
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Figure Il - 57 : Dégradation de I’AA (Co = 450 mg/L) et formation du radical ascorbyle dans un tampon
phosphate (pH = 7) aprés traitement UV, d’aprés Tikekar et al. (2011)

La dégradation de I’AA engendrée par irradiation UV suit une cinétique d’ordre 0 (Tikekar et al., 201 1a,

Tikekar et al., 2011b). La figure I — 57 montre bien qu’un traitement UV a pour effet d’initier la formation

du radical ascorbyle par destruction de la liaison O-H de ’AA.

De plus, la dégradation de I’AA est influencée par la dose UV subie au cours du traitement

(figure Il — 58) (Tran and Farid, 2004, Tikekar et al., 2011b).
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Figure Il - 58 : Influence de la dose UV sur la dégradation de I’AA (Co = 100 mg/L) dans de I’eau distillée a
pH = 6 induite par UV, d’aprées Tikekar et al. (2011)

Plus la dose UV est €levée, plus la dégradation de I’ AA est élevée car la formation du radical ascorbyle

est plus rapide.

3.10.3 Traitement par ultrasons

Le traitement par ultrasons est proposé comme étant une alternative prometteuse au traitement
thermique conventionnel (Tiwari et al., 2009a, Tiwari et al., 2009c, Tiwari et al., 2008, Gamboa-Santos et
al., 2014b). Le traitement par ultrasons est utilis¢ dans les procédés de stérilisation, d’extraction, de
congélation et de filtration (Cruz et al., 2008). Il est efficace contre les bactéries pathogenes de certains jus
de fruits ou encore du lait (Tiwari et al., 2009a, Tiwari et al., 2009c, Tiwari et al., 2008), notamment par
leur potentiel de destruction d’au moins 5 log des microorganismes persistants présents dans les jus de fruits
(Tiwari et al., 2008, Tiwari et al., 2009c¢). Cet effet biocide des ultrasons est principalement attribué a des
mécanismes physiques tels que les effets mécaniques, le phénomene de cavitation ou les chocs micro-
mécaniques et/ou chimiques tel que la formation de radicaux libres dus a des réactions sono-chimiques
(Adekunte et al., 2010). En comparaison au traitement thermique conventionnel, le traitement par ultrasons

nécessite moins de temps, permet un meilleur débit de production et consomme moins d’énergie (Tiwari et

al., 2009c¢).

Lorsque les ondes ultrasoniques se propagent dans une matrice liquide, elles induisent la formation de
micro-cavitations (microbulles) dues aux changements localisés de pressions (Tiwari et al., 2009b, Tiwari
et al., 2009c, Tiwari et al., 2008, Tiwari et al., 2009a). Au cours de la propagation des ultrasons, ces
microbulles vont s’effondrer violemment a cause des hautes températures (~ 5000 °C) et des hautes
pressions (~ 50000 kPa) localisées ainsi que des effets de cisaillement (Tiwari et al., 2009a, Tiwari et al.,
2009b, Tiwari et al., 2009c, Tiwari et al., 2008). Ces micro-cavités formées par sonication peuvent se
remplir de vapeur d’eau ou par des gaz dissous dans la matrice, tels que I’oxygene ou 1’azote (Tiwari et al.,

2009b, Tiwari et al., 2009c). 1l est également connu que la sonication des molécules d’eau présentent dans
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les matrices liquides engendre la formation d’ion H*, de peroxyde d’hydrogéne H>O: et de radicaux libres

tels que O, OH" et HO>™ (Adekunte et al., 2010).

La dégradation de I’AA est influencée par I’amplitude des ultrasons et par le temps de traitement, et
suivrait une cinétique d’ordre 1 (Tiwari et al., 2009a, Tiwari et al., 2009c). En 2009, les travaux de Tiwari
et al. sur la stabilit¢ de I’ AA et des anthocyanines dans le jus de fraise ont montré que la constante de vitesse
k dépend de la densité d’énergie acoustique (AED pour Acoustic Energy Density en anglais) de fagon

linéaire (figure II — 59) (Tiwari et al., 2009c).
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Figure Il - 59 : Courbes représentants les constantes de vitesse de dégradation de I’AA (K., en triangle
plein) et de la pélargonidine-3-glucoside P3G (Kesc en triangle ouvert) en fonction de I’AED, d’aprés Tiwari
et al. (2009)

Plus I’AED augmente, plus la constante de vitesse de dégradation de I’AA augmente. Deux types de
mécanismes réactionnels ont été proposés pour la sono-dégradation de composés organiques (Tiwari et al.,

2008, Tiwari et al., 2009¢) :

- Pyrolyse au sein méme des microbulles, qui est probablement la voie majeure de dégradation des
composés polaires
- Génération de radicaux hydroxyles dans les microbulles qui vont ensuite oxyder les composés

organiques polaires.

La dégradation de I’AA serait relatée a un mécanisme oxydatif (réaction d’oxydation) engendrée par
I’interaction de I’AA avec les radicaux libres formés durant la sonication, et notamment les radicaux

hydroxyles (Tiwari et al., 2008, Tiwari et al., 2009b, Tiwari et al., 2009c).

3.10.4 Traitement par chauffage ohmique
Le traitement par chauffage ohmique n’est pas une technique nouvelle. En effet, ce type de traitement
était déja largement utilisé au cours du 19° siecle pour pasteuriser le lait (Castro et al., 2004). Ce processus
est une alternative au processus de pasteurisation classique (Mercali et al., 2012).
La technique du chauffage ohmique consiste en un passage de courant électrique a travers les aliments

pour les chauffer, en générant une énergie interne, sans impliquer de transfert de chaleur depuis une surface
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(Mercali et al., 2012, Assiry et al., 2006, Mercali et al., 2014b). Cette technique permet un chauffage rapide
et uniforme, engendrant ainsi un traitement thermique moins agressif (Castro et al., 2004, Mercali et al.,
2012, Mercali et al., 2014a). Cette technologie est particulierement intéressante pour les produits visqueux
et les aliments contenant des particules, car elle génere de la chaleur dans les deux phases et ne nécessite
pas qu’il y ait un transfert de chaleur a travers I’interface solide-liquide ou au sein du solide (Mercali et al.,
2012).

En 2014, Mercali et al. ont entrepris des études comparatives de vitesse de dégradation de 1’acide
ascorbique dans le jus et la pulpe de cerise acérola (figure II — 60) (Mercali et al., 2014a, Mercali et al.,

2014b).

" N Time (min)
Time {min)
0.00 0.00
. N . 20 40 60 &0 100 120 140
20 an 21 B0 100 120 140 -0.02 +
-0.02 P H
. -0.04
0,04 - 1 x A - B
: -0.06 L] +
-0.06 X
N i -0.08 M
0.08 1 » :f' A10Hz 1 +
o ) x S -0.10 i
S o0 A10H: H B R N .
=i . -0.12 i
- -0.12 4 oot ' 014 #1000 He
T simom . . -0. . '
-0.14 o 016 =10 kHz
=10 kHz i :
ae . ! X100 kHe
0161 4 1commn 0.18
A
- +C tional
-0.18 1+ conventional e envennond
-0.20 022

Figure Il - 60 : Dégradation de I’acide ascorbique en fonction du temps par chauffage ohmique a différentes
fréquences de traitement et par traitement thermique conventionnel dans la pulpe de cerise acérola (A) et
le jus de cerise acerola (B), d’aprés Mercali et al. (2014)

Le traitement par chauffage ohmique a 10 kHz et 100 kHz offre une meilleure rétention en AA apres
120 minutes de traitement que le traitement thermique conventionnel.

Les comportements du jus et de la pulpe de cerise acérola sont différents, avec moins d’écart entre le
traitement par chauffage ohmique a 10 kHz et 100 kHz et le traitement thermique conventionnel pour le jus
que la pulpe de cerise acérola. Les fortes dégradations a basses fréquences pourraient s’expliquer par le fait
que des réactions électrochimiques peuvent survenir (Mercali et al., 2014b).

Pour ce qui est de I’ordre réactionnel, les cinétiques d’ordre O et 1 décrivent bien le profil de dégradation
de I’AA, mais l'ordre 1 serait cependant plus précis (Mercali et al., 2014b). Néanmoins, le taux de
dégradation de I’AA est entre 12 et 17 % pour la pulpe d’acérola, et entre 13 et
18 % dans le jus d’acérola, or, d’apres Van Boeckel (2009), il est difficile de discriminer entre deux ordres
réactionnels si, au cours d’un processus de dégradation, 60 a 70 % du composé étudié initialement présent
n’a pas été¢ dégradé. Il n’est donc pas possible dans ce cas d’établir avec certitude que la dégradation de

I’ AA suive bien une cinétique d’ordre 1.

3.10.5 Traitement par haute pression
Le traitement par haute pression hydrostatique (HHP de Dl’anglais « High Hydrostatic Pressure

Processing ») utilise de 1’eau comme milieu pour mettre les produits sous pression, jusqu’a 800 MPa
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(Torres et al., 2011, Polydera et al., 2005, Plaza et al., 2006, Chakraborty et al., 2015). Un des avantages
principaux de ce type de processus est la transmission quasi-instantanée de pression isostatique au produit,
et ceci indépendamment de la taille, de la forme et de la composition de 1’aliment conduisant ainsi a des
traitements tres homogenes (Patras et al., 2009).

La rétention en vitamine C est supérieure avec des traitements de type HHP par rapport aux processus
thermiques classiques (Polydera et al., 2005, Torres et al., 2011, Verbeyst et al., 2013), pour la méme
réduction de la charge en microorganismes.

En 2013, Verbeyst et al. ont également étudié 1’influence de traitement HHP sur la dégradation de ’AA
dans une purée de fraise (figure Il — 61) (Verbeyst et al., 2013).
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Figure Il - 61 : Evolution de la concentration en acide ascorbique en fonction du temps a dans la purée de
fraise a (A) 0,1 MPa et (B) 700 MPa a (-) 60 °C, (¢) 80 °C, (o) 90 °C, (A) 100 °C, (x) 110 °C et (0) 120 °C

Plus la pression augmente, plus la dégradation de I’AA est rapide. En effet, la dégradation de I’AA est
entre 5 et 20 fois plus rapide lorsque la pression est de 700 MPa (figure II — 61 B) qu’a pression
atmosphérique (figure II - 61 A) pour une méme température. De plus, une dégradation rapide est observée
pendant les premicres minutes, suivie d’un palier. Cette dégradation rapide correspond a la dégradation de
I’AA par voie oxydoréductive, et, comme les expériences ont été réalisées dans des récipients scellés, il n’y
a pas de renouvellement d’oxygene, ce qui veut dire que le palier observé apres la dégradation rapide de
I’ AA par voie oxydoréductive correspond a la dégradation de I’ A A par voie hydrolytique. Cette dégradation
par voie hydrolytique commence a étre significative a une température de 90 °C et une pression de
700 MPa (figure IT — 61 B). La dégradation de I’AA se déroulant ici en deux étapes, les données ont été
modélisées avec un modele de conversion fractionnel du premier ordre (en trait plein sur la figure IT - 61)

En 2005, Polydera et al. ont effectué des études comparatives de cinétiques de dégradation d’AA durant
le stockage de jus d’orange frais apres pasteurisation classique et traitement HHP (figure IT — 62) (Polydera

et al., 2005).
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Figure Il - 62 : Courbes représentant la perte d’acide ascorbique en fonction du temps durant le stockage
dans le jus d’orange (a) aprés traitement HHP et (b) pasteurisation thermique conventionnel de 0 a 30 °C,
d’aprés Polydera et al. (2005)

La rétention en AA au cours du stockage est supérieure dans le cas du jus d’orange traité par HHP. Le
traitement HHP atténuerait la disponibilité en ions métalliques tels que les ions fer ou cuivre pouvant
catalyser I’oxydation de I’AA. Cette rétention supérieure peut également étre due a la destruction de
peroxydes par traitement HHP (Polydera et al., 2005). Ce type de traitement a 1’avantage de pouvoir
désactiver certaines enzymes responsables de 1’altération de la qualité nutritionnelle du jus d’orange ainsi
que les microorganismes responsables de I’altération de ce jus, sans en affecter fortement les qualités
sensorielle et nutritionnelle (Polydera et al., 2005). En 2011, Torres et al. ont également étudié la stabilité

de I’AA dans le jus d’orange pendant le stockage apres traitement HHP (figure I1 - 63) (Torres et al., 2011).
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Figure Il - 63 : Courbes représentant la perte d’acide ascorbique en fonction du temps durant le stockage
dans le jus d’orange a (a) 4 °C et (b) 20 °C apres traitement HHP a 400 MPa (A), 500 MPa (o), 600 MPa (0) et
non traité (o), d’aprés Torres et al. (2011)

Le traitement HHP favorise la rétention en AA au cours du stockage par rapport a un échantillon non
traité. L’effet est d’autant plus marqué au cours du stockage a 20 °C. Ceci est di a la possible désactivation

de peroxydes pendant le traitement HHP (Torres et al., 2011).
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Dans le cas de traitements HHP, la dégradation de I’ AA semble suivre une cinétique d’ordre 1 (Polydera
et al., 2005, Torres et al., 2011), mais le taux de dégradation est < 40 % au cours du stockage a 40 °C et il
n’est donc pas possible de conclure avec certitude sur I’ordre (Van Boekel, 2009).

Pour ce qui est de la rétention en AA au cours de procédés HHP, Patras et al. (2009) ont comparé ce
type de traitement avec une pasteurisation conventionnelle dans une purée de fraise. Apres plus de 2 minutes
de traitement par pasteurisation classique a 70 °C, la concentration en AA dans la purée de fraise diminuait
de 633 mg/100 g a 496 mg/100 g (soit une perte de 22 %), alors que, lors d’un traitement HHP effectué a
20 °C pendant 15 minutes, la concentration en AA diminuait a 574 mg/100 g lorsque la pression était de
400 MPa, a 577 mg/100 g pour une pression de 500 MPa et a 599 mg/100 g pour une pression de 600 MPa
(soit une perte entre 5 et 10 %) (Patras et al., 2009). Le traitement HHP favorise donc la rétention en AA

par rapport au traitement thermique conventionnel.

3.10.6 Traitement par champs électriques pulsés

La technique de traitement par champs €lectriques pulsés (PEF de ’anglais « Pulsed Electric Field »)
est une technologie proposée dans le monde de I’industrie agroalimentaire pour pasteuriser divers types
d’aliments en les exposant a de courtes impulsions électriques de haut voltage pendant que le produit se
trouve entre deux électrodes dans une chambre de traitement (Cortés et al., 2008, Plaza et al., 2006, Zulueta
et al., 2010, Torregrosa et al., 2006).

Cette technique peut s’applique dans les produits liquides, comme le jus d’orange (Cortés et al., 2008,
Plaza et al., 2006), le jus d’orange-carotte (Torregrosa et al., 2006) ou encore le jus d’orange avec lait
(Zulueta et al., 2010).

En 2006, Torregrosa et al. ont étudié I’'influence d’un traitement PEF sur la stabilité de I’AA pendant
le traitement et durant le stockage de jus d’orange-carotte, et comparé cette stabilité a du jus d’orange stocké

apres traitement par pasteurisation classique (figure II — 64) (Torregrosa et al., 20006).
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Figure Il - 64 : Courbes représentant la dégradation de I’AA dans le jus d’orange-carotte pendant un
traitement PEF a différents voltages (kV/cm), d’aprés Torregrosa et al. (2006)
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La dégradation de I’ AA semble linéaire pendant un traitement PEF (Torregrosa et al., 2006). Les auteurs
rapportent que la cinétique de dégradation de I’AA suit une cinétique d’ordre 0, mais avec un taux de
dégradation inférieur a 20 % donc trop faible pour conclure sur 1’ordre (Van Boekel, 2009). Quand un
traitement PEF est appliqué, le temps de traitement est si court (quelques ps) que les conditions
anaérobiques ne sont pas atteintes (Torregrosa et al., 2006). Des études comparatives entre un traitement
par pasteurisation thermique et un traitement PEF ont également été entreprises (figure Il — 65) (Torregrosa

et al., 2000).
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Figure Il - 65 : Courbes représentant la dégradation de I’AA dans le jus d’orange-carotte aprés traitement
PEF et pasteurisation pendant le stockage a 2 °C et 10 °C, d’aprés Torregrosa et al. (2006)

La rétention en AA est meilleure dans le cas d’échantillons traités par la technique PEF que par
pasteurisation classique, avec une dégradation de I’AA qui suit une cinétique d’ordre 1 (Torregrosa et al.,
2006). En effet, apres 70 jours de stockage a 2 °C, il ne reste que 4 % d’acide ascorbique initial dans un jus
d’orange-carotte pasteurisé, contre 18 a 60 % dans un jus d’orange-carotte traité par PEF. Pour un stockage
a 10 °C, il ne reste que 0,5 % d’AA apres 60 jours de stockage, contre 8 & 22 % pour un jus d’orange-carotte

traité par PEF.

3.11 Conclusion

La vitamine C est un nutriment bénéfique pour ’homme qui contribue a limiter plusieurs types de
maladies et qu’il est nécessaire d’apporter par I’alimentation. Les produits végétaux sont les principaux
aliments qui contribuent a I’apport en vitamine C. La vitamine C est thermolabile et dans le cas des
conserves, les traitements thermiques appliqués aux fruits et légumes dégradent en partie la teneur en
vitamine C. Plusieurs procédés alternatifs ont été étudiés afin d’augmenter la rétention en vitamine C dans
les produits tout en garantissant la sécurité sanitaire. Ces procédés ont des avantages certains, mais aussi
des inconvénients. Ces techniques alternatives peuvent potentiellement se substituer a la pasteurisation et

seront donc efficaces pour détruire les bactéries végétatives, mais pas assez pour détruire les bactéries
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sporulantes tres thermorésistantes. De plus, ces techniques ne sont pas polyvalentes et ne fonctionnent que
sur certaines catégories de produits. Les traitements thermiques utilisés étant souvent drastiques, il convient
donc de mettre en place des processus de stérilisation optimisés afin de pouvoir obtenir une bonne rétention
de vitamine C apres les différentes étapes de traitements, tout en garantissant la sécurité microbiologique

des aliments.

4 Les bactéries d’altération

Les boites de conserves restent stables pendant plusieurs années a température ambiante si le traitement
thermique subi inactive les microorganismes mésophiles (Durand et al., 2015a). L altération des conserves
faiblement acides (pH > 4,5) survient principalement lorsque ces boites sont incubées a haute température
(> 40 °C). De manicre générale, 1’altération provient de la croissance microbienne et est détectée par
production de gaz (gonflement de la boite), couleurs/odeurs anormales, variation de pH ou encore un
examen microscopique (André et al., 2013). L’altération est causée par la survie et la multiplication de
bactéries thermophiles sporulantes (Durand et al., 2015a, Viedma et al., 2009). En effet, au cours du
stockage a 37 °C pendant 10-14 jours, a 37 °C pendant 7 jours ou a 32 °C pendant 21 jours, des spores de
mésophiles peuvent croitre et germer (André et al., 2013). Les bactéries sporulantes thermophiles sont

décrites comme non-pathogenes (André et al., 2013).

Les especes les plus couramment détectées dans les conserves altérées sont : Bacillus coagulans,
Geobacillus stearothermophilus, Moorella thermoacetica/thermoautotrophica et Thermoanaerobacterium

spp (Durand et al., 2015a).

4.1 Bacillus coagulans

4.1.1 Généralités

Bacillus coagulans est une bactérie d’altération des aliments (De Clerck et al., 2004, Haberbeck et al.,
2012). Ce microorganisme est responsable du surissement des fruits et légumes en boites de conserves
(Palop et al., 1999, Zimmermann et al., 2013a, Zimmermann et al., 2014), et principalement des produits
laitiers ou des conserves a base de tomate (De Clerck et al., 2004, Anderson, 1984, Daryaei and
Balasubramaniam, 2013, Peng et al., 2012). Cette altération est due a la production de hautes concentrations
d’acide lactique, sans formation de gaz, qui peuvent engendrer une augmentation drastique de 1’acidité des
aliments (Haberbeck et al., 2012, De Clerck et al., 2004, Haberbeck et al., 2013, Zimmermann et al., 2013a,
Zimmermann et al., 2014, Zimmermann et al., 2013b). Cette bactérie est non pathogene, mais elle peut
augmenter le pH d’aliments trés acides a un pH auquel les spores de Clostridium botulinum peuvent germer
(Somavat et al., 2013, Haberbeck et al., 2012, Peng et al., 2012). En effet, lorsque les sucres présents dans

une matrice (comme par exemple un produit a base de tomate) sont en quantité limitée apres la germination
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des spores de B. coagulans, cette bactérie peut fermenter les protéines présentes dans la matrice, ce qui peut

causer une augmentation du pH (Anderson, 1984).

B. coagulans a été décrite pour la premiere fois en 1915 par Bernard Wernick Hammer, qui isola cette
bactérie a partir de lait en conserve altéré (De Clerck et al., 2004, Su and Xu, 2014). Cette bactérie fait
partie des premiers microorganismes isolés (Su and Xu, 2014). Du fait de son fort pouvoir d’altération, B.
coagulans a engendré de considérables pertes économiques dans 1’industrie agroalimentaire (Haberbeck et

al., 2012, Peng et al., 2012).

Néanmoins, cette bactérie d’altération est présente dans des matrices alimentaires tres diverses. Elle a
été isolée dans le fromage de brebis (Roman-Blanco et al., 1999), les conserves de chou (Warth, 1978), les
viandes, les saucisses de Francfort (Lynch and Potter, 1989), la creme de mais (Feig and Stersky, 1981),
diverses conserves d’aliments faiblement acides, soupes de mais, corned beef, formule de régime liquide
médicale (Nakajyo and Ishizu, 1985), les cerises en conserve (Al-Khayat and Mueller, 1982), les jus de
légumes, les sucres, ou encore les haricots verts basquaise, la ratatouille, la purée de pommes, les sauces

exotiques, le foie gras, la tapenade, la daube de beeuf et le cassoulet (données CTCPA).

B. coagulans est une bactérie de type Gram positif (Su and Xu, 2014, Rosenberg et al., 2005) ayant un
métabolisme microaérophile (Rosenberg et al., 2005). La structure de ce microorganisme s’organise en
couches superposées : une capsule, une couche S et une paroi cellulaire composée d’une couche de

peptidoglycane (figure II — 66).

Figure Il - 66 : Photographie de B. coagulans obtenue par microscopie (x100) (T. Malleck, CTCPA)

Les cellules de B. coagulans sont longues et minces ; certaines sont courbées et ont des extrémités
arrondies. Les colonies formées par cette bactérie ont un diametre moyen de 2,5 mm, sont convexes, lisses,

brillantes et ne produisent aucun pigment.
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4.1.2 Propriétés physico-chimiques

B. coagulans est une bactérie mésophile, thermophile facultative capable de croitre sur une large gamme
de température (Ball and Edwards, 1986). C’est une bactérie sporogeéne (Su et al., 2011, Jiang et al., 2014b,
Su and Xu, 2014, Haberbeck et al., 2013, Roberts and Hoover, 1996, Peng et al., 2012), homofermentative,
acido-tolérante, anaérobie facultative produisant de I’acide lactique (Su et al., 2011, Haberbeck et al., 2012,
Zimmermann et al., 2013a, Payot et al., 1999). En raison de sa capacité a produire des spores, B. coagulans
est également connue sous le nom de Lactobacillus sporogenes. Sa température de croissance optimale est
de 50-55 °C (Su et al., 2011, Jiang et al., 2014b, Su and Xu, 2014), et elle peut croitre a des faibles pH
(compris entre 4 et 4,5) (Zimmermann et al., 2013b, Somavat et al., 2013, Daryaei and Balasubramaniam,
2013, Palop et al., 1999, Zimmermann et al., 2014, Peng et al., 2012). Ce microorganisme a donc une
capacité de croissance spécialement adaptée aux aliments acides (De Clerck et al., 2004). En 1999, Payot
et al. ont montré que le pH optimal de production d’acide lactique par B. coagulans est de 6,5 a une
température comprise entre 50 et 52 °C (Payot et al., 1999). Les spores de B. coagulans sont tres
thermorésistantes (Zimmermann et al., 2013b, Somavat et al., 2013, Haberbeck et al., 2012, Rosenberg et
al., 2005), et 1égerement résistantes a la pression (Wang et al., 2009, Daryaei and Balasubramaniam, 2013).
Certaines spores sont également capable de survivre a des traitements thermiques supérieurs a 100 °C
pendant 10 minutes (B. coagulans isolée dans certains cas de non-stabilité de boites de conserve) (Durand
et al., 2015a).

Les endospores pouvant étre formées a partir des cellules végétatives sont tres résistantes a la
destruction, et peuvent généralement tolérer 1’application de stress environnementaux, tels que
I’acidification jusqu’a un pH faible, I’ajout de produits chimiques antimicrobiens ou encore le chauffage
(Zimmermann et al., 2013b).

B. coagulans fait partie des quelques bactéries du genre Bacillus capable de croitre jusqu’a une densité
cellulaire élevée dans des conditions anaérobiques (Su et al., 2011). La croissance de B. coagulans requiert
des substrats organiques complexes, tels que des sucres fermentescibles, des peptones ou des extraits de
viande et de levure.

B. coagulans est capable de produire de I’acide a partir de différent sucres, tels que 1’arabinose, le

xylose, le glucose, le galactose, le mannose, le fructose, le maltose, le saccharose et le tréhalose.

4.1.3 Inactivation de Bacillus coagulans
Lorsque B. coagulans est sous forme sporulée, elle devient trés thermorésistante. Par conséquent, il
convient donc pour inactiver ces spores d’avoir recours a des traitements thermiques souvent drastiques.
Plusieurs travaux sur I’inactivation de spores de B. coagulans ont été publiés avec divers types de
traitements thermiques, isothermes et non isothermes, mais également des méthodes alternatives telles que

le traitement hautes pressions (Zimmermann et al., 2013b, Wang et al., 2009, Daryaei and
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Balasubramaniam, 2013, Roberts and Hoover, 1996, Espejo et al., 2014, Vercammen et al., 2012) ou le
chauffage ohmique (Somavat et al., 2013).

L’influence du pH sur ’inactivation de B. coagulans a également été étudiée (Palop et al., 1997a, Palop

et al., 1999, Peng et al., 2012).

4.1.3.1 Inactivation par traitement thermique

Le traitement thermique isotherme est le traitement thermique classique utilis€¢ dans 1’industrie agro-

alimentaire.

En régle générale, I’inactivation d’une bactérie suit une loi du premier ordre (Zimmermann et al.,
2013a), mais il peut y avoir la présence d’un épaulement au début de 1’inactivation thermique, appelé
« activation shoulder » (Zimmermann et al., 2013a). En 1997, Palop et al. ont étudié la thermorésistance

d’une souche de B. coagulans en fonction de la température et ont observé un tel épaulement

(figure II — 67) (Palop et al., 1997b).
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Figure Il - 67 : Courbes de survie de B. coagulans a 101 °C (e), 103,3 °C (©), 105,6 °C (A) et 108,5 °C (A)
dans du tampon Mcllvaine a pH = 7, d’aprés Palop et al. (1997)

Palop et al. (1997) ont montré la présence de deux fractions (ou sous-populations) différentes dans
chaque courbe de survie. La fraction thermorésistante pourrait étre composée de spores dormantes qui
subissent une activation thermique (Palop et al., 1997b). D’autre part, les spores thermosensibles peuvent
se transformer en spores thermorésistantes par adaptation thermique durant le chauffage, la proportion

d’adaptation des spores thermosensibles dépend de la température de traitement (Palop et al., 1997b).

Les traitements thermiques non isothermes consistent en des paliers de différents temps a différentes
températures ou encore en des montées dynamiques de température a différentes vitesses (Zimmermann et

al., 2014, Haberbeck et al., 2013). Ils peuvent étre intéressants pour éliminer progressivement une
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population de bactéries divisée en sous-populations ayant des états de stress différents en utilisant au final

un traitement thermique moins drastique, tant au niveau de la température qu’au niveau du temps.

En 2014, Zimmermann et al. ont étudié¢ I’inactivation de B. coagulans dans la pulpe de tomate par
traitement thermique non isotherme (Zimmermann et al., 2014). En 2013, Haberbeck et al. ont également
étudié I’inactivation de cette bactérie dans un bouillon nutritif (Haberbeck et al., 2013). Ils ont montré qu’il

est possible d’inactiver B. coagulans grace a des traitements thermiques non isothermes optimisés.

4.1.3.2 Inactivation par haute pression hydrostatique

Dans le cadre d’une inactivation bactérienne, le traitement HHP peut étre une alternative au traitement
thermique conventionnel. Néanmoins, 1’efficacité d’un tel traitement est accru en le combinant a un
traitement thermique modéré, notamment du fait de la présence potentielle d’endospores pouvant résister
au stress appliqué (Zimmermann et al., 2013b). De plus, dans un tampon ayant un pH de 7, un traitement
HHP a pu induire I’activation de spores « superdormantes » de B. coagulans (Vercammen et al., 2012). En
2013, Zimmermann et al. ont étudié I’inactivation de spores de B. coagulans dans la pulpe de tomate par

un traitement HHP combiné a un traitement thermique (figure II — 68) (Zimmermann et al., 2013b).
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Figure Il - 68 : Courbes représentants la survie des spores de B. coagulans par traitement HHP a 50 °C (A)
et a 60 °C (B) a 300 MPa (e), 450 MPa (m), 500 MPa (+), 550 MPa (*), 600 MPa (V¥ ), d’aprés M. Zimmermann et
al. (2013)

L’inactivation de B. coagulans par la combinaison d’un traitement HHP et d’un traitement thermique
ne suit pas un modele linéaire de premier ordre (Wang et al., 2009, Zimmermann et al., 2013b, Daryaei and
Balasubramaniam, 2013). En revanche, le modele biphasique (équation II — 39), qui est un modele non
linéaire, semble bien décrire I’inactivation de B. coagulans par la combinaison de ces deux traitements, ce
modele étant communément utilisé pour décrire des situations ou deux sous-populations distinctes sont

présentes dans un milieu (Zimmermann et al., 2013b) :

log (Nio) = log(f.exp(—Kpnax1-t) + (1 — f).exp(—K,pqx2- 1)) Equation Il - 39

ou N représente le nombre de spores survivantes (UFC/mL) apres un temps ¢, Ny est le nombre initial

de spores (UFC/mL) avant traitement thermique (¢ = 0), f est la fraction de la population initiale qui a été
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détruite selon la constante de vitesse Knaws (min™'), et (1 - f) est la fraction de la population qui a été détruite

selon la constante de vitesse Kyuax2 (min™).

A 50 °C, 1l y a une variation considérable de la valeur de la constante de vitesse de destruction des
spores de B. coagulans aprés 10 minutes et a faible pression (300-450 MPa, Kyax = 0,33-0,74 min™,
Knax2 = 0,03-0,06 min'!), tandis que la variation est moins prononcée a plus haute pressions (500-600 MPa,
Knax1 = 0,81-0,52 min™!, Kynar2 = 0,22-0,28 min™!) (figure I1 - 60 A). A 60 °C, les constantes de vitesse Knaxs
et Knax2 augmentent avec la pression (figure I — 60 B), donc, a 60 °C, I’augmentation de la pression a une
influence sur ces deux parametres. A pression égale, Knaxi et Knax2 sont plus élevés a 60 °C qu’a 50 °C. La

valeur de f se situe entre 0,98 et 1.

4.1.3.3 Inactivation par chauffage ohmique

Comme stipulé dans la partie précédente, le chauffage ohmique peut €tre une alternative au traitement
thermique conventionnel. La résistance thermique des spores de B. coagulans est plus faible lorsqu’elles
sont soumises a un traitement par chauffage ohmique en comparaison avec le traitement thermique
conventionnel a des températures inférieures ou égales a 100 °C (Somavat et al., 2013). Par contre, pour
des températures supérieures a 110 °C, il n’y a aucune différence entre le traitement par chauffage ohmique

et le traitement thermique conventionnel (Somavat et al., 2013).

4.1.4 Influence du pH sur Pinactivation
L’effet du pH sur la germination des spores et la croissance/multiplication des formes végétatives des
bactéries est connu depuis longtemps (Palop et al., 1997a). Une diminution du pH entraine la diminution

de la thermorésistance des microorganismes (Peng et al., 2012, Palop et al., 1999).

La thermorésistance des spores de B. coagulans est toujours plus faible a pH acide (Palop et al., 1999).
En 1999, Palop et al. ont étudié I’influence du pH sur la thermorésistance de spores de B. coagulans dans

des tampons et en matrice alimentaire (figure I1 — 69) (Palop et al., 1999).

-2,5 T T T T T T * 1 25 T T T T T T T T T T T
102 106 110 114 118 122 126 130 100 105 110 115 120 125 130
Temperature (°C) Temperature (°C) o
(a) Tampon et tomate (b) Tampon et asperge

Figure Il - 69 : Courbes représentant la thermorésistance de B. coagulans dans (a) du tampon Mcllvaine a
pH =4 (¢) et pH =7 (o) et dans la tomate a pH = 4 (0) et pH =7 (A) et (b) du tampon Mcllvaine a pH = 4 (¢) et
pH =7 (o) et dans I’asperge a pH =4 (0) et pH =7 (A), d’aprés Palop et al. (1999)
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Quel que soit le milieu, tampon ou matrice alimentaire, la thermorésistance de B. coagulans est

inférieure a pH =4 qu’a pH = 7, avec un effet plus marqué dans le cas des matrices alimentaires.

4.2 Geobacillus stearothermophilus

4.2.1 Généralités
Geobacillus stearothermophilus (Gbs) est une bactérie d’altération retrouvée fréquemment dans les
légumes en conserve (Viedma et al., 2009). L’altération par cette bactérie résulte d’une production d’acide
avec une faible (ou sans) production de gaz (Viedma et al., 2009). Gbs est décrite comme non pathogene
(Liato et al., 2015) et peut se développer dans des environnements ayant une haute température (Viedma et

al., 2009). Elle cause des pertes économiques car elle peut se développer au cours du stockage (Viedma et

al., 2009, Mtimet et al., 2016, Kakagianni et al., 2016, André et al., 2013).

Gbs a été décrite pour la premiére fois en 1920 sous 1’appellation Bacillus stearothermophilus (Patazca
et al., 2006), avant d’étre reclassée en Geobacillus en 2001. Gbs est principalement présente dans le lait
(Gao et al., 2006), le café (Watanabe et al., 2003), et de maniere générale dans les conserve peu acides (pH
> 4.5) (Durand et al., 2015a, Durand et al., 2015b, Park et al., 2013). La présence de survivants apres
stérilisation est responsable de 35 % des cas de non stabilité apres incubation a 55 °C (Mtimet et al., 2016,

Durand et al., 2015b).

Gbs est une bactérie de type Gram positif (Viedma et al., 2009). La structure de ce microorganisme

s’organise de la méme maniere que B. coagulans (figure II — 70).

Figure Il - 70 : Photographie de Geobacillus stearothermophilus obtenue par microscopie (x100)
(T. Malleck, CTCPA)

Les propriétés de Gbs peuvent intéresser plusieurs secteurs industriels car ¢’est une source d’enzymes

avec une grande stabilité thermique, et elle peut produire des composés antiviraux (Durand et al., 2015b).
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4.2.2 Propriétés physico-chimiques

Geobacillus stearothermophilus est une bactérie thermophile (Kakagianni et al., 2016, Patazca et al.,
2006, Mtimet et al., 2016, Iciek et al., 2008, Furukawa et al., 2009, André et al., 2013, Durand et al., 2015a,
Viedma et al., 2009) capable de croitre dans une gamme de température allant de 40 a 65 °C, avec un
optimum de croissance entre 55 et 60 °C (Durand et al., 2015a, Durand et al., 2015b, Georget et al., 2015).
Gbs peut croitre de 33,7 °C a 68,1 °C dans du bouillon Tryptone Sel, avec une température optimale de
croissance a 61,8 °C (Kakagianni et al., 2016), mais croit difficilement entre 35 et 40 °C (Kakagianni et al.,
2016, Iciek et al., 2008). C’est une bactérie sporogene (Iciek et al., 2008, Durand et al., 2015b, Viedma et
al., 2009, Gao et al., 2006, Furukawa et al., 2009, Watanabe et al., 2003), aérobie (Liato et al., 2015, Mtimet
et al., 2016, Gao et al., 2006, Watanabe et al., 2003), causant 1’altération des aliments en conserve par
surissement (Watanabe et al., 2003, Durand et al., 2015b, Furukawa et al., 2009, Park et al., 2013). De par
sa haute thermorésistance, Gbs est utilisée comme indicateur biologique pour évaluer ’efficacit¢ d’un
traitement thermique (Watanabe et al., 2003, Park et al., 2013, Georget et al., 2015, Iciek et al., 2008, Gao
et al., 2006) en tant que substitut de Clostridium botulinum (Ahn et al., 2014). Les spores produites par Gbs
sont tres thermorésistantes, vingt fois plus que les spores de Clostridium botulinum (Viedma et al., 2009).
Le temps de réduction décimale pour les spores de Gbs est supérieur a 1 minute a 121 °C (Durand et al.,
2015a) et son facteur de réduction décimale est de I’ordre de 8 °C (Georget et al., 2015). Gbs a également

des propriétés de chimiorésistance (Liato et al., 2015).

Gbs peut adhérer aux parois en inox et croitre sous forme de biofilms, ce qui est une des principales
causes d’altération des produits laitiers (Viedma et al., 2009). La croissance de Gbs peut €tre inhibée lorsque
le milieu a un faible pH (< 4) (Liato et al., 2015, Mtimet et al., 2016, Iciek et al., 2008) ou un haut potentiel
redox (Liato et al., 2015).

4.2.3 Inactivation de Geobacillus stearothermophilus
Les spores de Gbs étant tres thermorésistantes, des traitements thermiques drastiques sont souvent
nécessaires pour les détruire. Dans ’optique de toujours garantir la qualité nutritionnelle des aliments tout
en garantissant la sécurité, plusieurs alternatives au traitement thermique conventionnel ont été testées sur
I’inactivation des spores de Gbs, comme les traitements a haute pression de dioxyde de carbone (Furukawa
et al., 2009, Watanabe et al., 2003), a haute pression hydrostatique (Patazca et al., 2006, Ahn et al., 2014)
ou encore par chauffage ohmique (Park et al., 2013, Somavat et al., 2012).

4.2.3.1 Inactivation par traitement thermique

L’inactivation de Gbs par traitement thermique est bien connue a ce jour (figure I — 71).

114



C e
LR
[ o — * 1183°C
4 \. g T 7 o1211°C
. m 1167°C
Y \\\ -
4 S
= . T
- Y s
z \ N
E_ a ) .,
by o
g -
..\ \\
= 5 -,
L,
A} h
A s
N
L]
-6
] 5 10 15 20 25 30 35 40
Process Time (min)

Figure Il - 71 : Courbe de survie de spores Geobacillus stearothermophilus dans I’eau au cours d’un
traitement thermique conventionnel, d’aprés Patazca et al. (2006)

La destruction des spores de Gbs suit une cinétique classique d’ordre 1 (Somavat et al., 2012), ce que

confirment des données obtenues au CTCPA.

4.2.3.2 Inactivation par haute pression de dioxyde de carbone

En 2003, Watanabe et al. ont étudié I’impact d’un traitement par haute pression de CO> sur des spores
de Gbs (Watanabe et al., 2003). Il est difficile d’inactiver Gbs par haute pression de CO, (Watanabe et al.,

2003), mais ce traitement pourrait étre plus efficace a plus haute température (figure II — 72).
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Figure Il - 72 : Effet de la température sur la survie de spores de Geobacillus stearothermophilus a 30 MPa
de pression de COz a 35 °C (e), 55 °C (©), 65 °C (A), 75 °C (A), 85 °C (m) et 95 °C (o) ; ¢ représente la courbe
de survie de spores de Gbs aprés un traitement thermique a 95 °C, d’aprés Watanabe et al. (2003)

Le temps de réduction décimale des spores de Gbs a 95 °C sous 30 MPa de pression de CO: est de 30
minutes (Watanabe et al., 2003). A 35 °C et 20 MPa de pression de CO», Gbs n’est pas inactivée (Furukawa
et al., 2009).

115



4.2.3.3 Inactivation par haute pression hydrostatique
L’inactivation par haute pression hydrostatique combinée a un traitement thermique est une méthode

émergente pour la stérilisation d’aliments faiblement acide (Ahn et al., 2014).

En 2014, Anh et al. ont étudié I’inactivation de Gbs dans diverses matrices alimentaire ainsi que dans

de I’eau déminéralisée (figure Il — 73) (Ahn et al., 2014).
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Figure Il - 73 : Courbes de survie de spores de G. stearothermophilus dans diverses matrices alimentaires
au cours d’un process de stérilisation a 105 °C sous (A) 500 MPa de pression et (B) sous 700 MPa de
pression, d’aprés Anh et al. (2014)

On observe une inactivation plus forte dans I’eau déminéralisée que dans le beeuf cuisiné. La plus grande
résistance de Gbs observée dans le beeuf cuisiné est dii au fait que dans cette matrice, I’activité de I’eau est
plus faible (aw = 0,93) que pour le lait (aw = 0,99), la purée de pomme de terre (a, = 0,99) ou la galette
d’ceufs (aw = 0,98) (Ahn et al., 2014). La cinétique de destruction des spores ne suit pas une loi classique

d’ordre 1, et le modele de Weibull a été utilisé (Ahn et al., 2014).

Dans la méme optique, Patazca et al. ont étudi¢ I’influence de la pression appliquée au cours d’un

process de stérilisation sur Gbs dans de I’eau (figure II — 74) (Patazca et al., 2006).
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Figure Il - 74 : Courbes de survie de spores de G. stearothermophilus dans I'eau a (a) 92 °C, (b) 100 °C et
(c) 111 °C a 500 MPa, 600 MPa et 700 MPa, d’aprés Patazca et al. (2006)

Augmenter la pression permet d’augmenter la destruction de spores de Gbs a des températures €élevées
(Ahn et al., 2014, Patazca et al., 2006). En effet, a une température donnée, une augmentation de la pression
de 100 MPa entraine une division par deux ou plus de la valeur de D. De plus, a une pression donnée, une
augmentation de la température de 92 a 100 °C entraine une division de D de 1,5 de 1,8 fois, une

augmentation de la température de 100 a 111 °C entraine une division de D de 1,5 a 2,8 fois.

4.2.3.4 Inactivation par chauffage ohmique

La stérilisation par chauffage ohmique peut étre une alternative pour détruire les spores bactériennes
thermophiles. En 2012, Somavat et al. Ont étudié I'influence du chauffage ohmique sur la destruction de
spores de Gbs et comparé les résultats avec un traitement thermique conventionnel (figure II - 75) (Somavat

etal., 2012).
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Figure Il - 75 : Inactivation de spores de G. stearothermophilus durant un chauffage ohmique (10 kHz et 60
Hz) et un traitement thermique conventionnel a (A) 121 °C, (B) 125 °C et (C) 130 °C, d’aprés Somavat et al.
(2012)

A température égale, le traitement thermique par chauffage ohmique est plus efficace que le traitement
thermique conventionnel pour la destruction des spores de Gbs (Somavat et al., 2012). En effet, a
température égale et a la fin de chaque de traitement, il y a respectivement environ 1 et 2 log de plus de
spores qui est détruit par chauffage ohmique a 60 Hz et a 10 kHz que par traitement thermique

conventionnel.
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En 2013, Park et al. Ont ¢tudié I'influence d’un traitement par chauffage ohmique assisté¢ par haute

pression (figure Il — 76) (Park et al., 2013).
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Figure Il - 76 : Valeurs expérimentales et prédites (par modeéle linéaire en trait plein et modéle de Weibull en

pointillé) du ratio de survie de G. stearothermophilus dans une solution a 0,1 % de NaCl a pH = 7 durant un

traitement combiné entre pression/chauffage ohmique/chauffage (600 Mpa, 50 V/cm, 105 °C), d’aprés Park
et al. (2013)

La destruction des spores de Gbs dans ce cas de figure ne suit pas une cinétique classique d’ordre 1, les

données étant mieux décrites par un modele de Weibull (Park et al., 2013).

4.3 Moorella thermoaceticalthermoautotrophica

4.3.1 Généralités
Moorella thermoacetica et Moorella thermoautotrophica sont deux especes de bactéries d’altération
retrouvées dans les 1égumes en conserves faiblement acides (Durand et al., 2015a). Ces deux especes étant
génétiquement tres proches, il est impossible de faire la différence entre les deux, c’est donc pour cela que
Moorella thermoaceticalthermoautotriphica (Moo t/t) est traitée comme une seule espece. Moo t/t est non
pathogene et peut se développer dans des environnements extrémement chauds, méme sur des lignes de

production (Durand et al., 2015a), ce qui engendre des pertes économiques.

Moo tft était connue autrefois sous le nom de Clostridium thermoaceticum (Drake and Daniel, 2004,
Witjitra et al., 1996, Parekh and Cheryan, 1994, Sakai et al., 2005), avant d’étre reclassifiée dans le genre
Moorella dans le milieu des années 1990 (Drake and Daniel, 2004). Cette espece a été découverte par F. E.
Fontaine en 1942 (Drake and Daniel, 2004). Moo t/t a été isolée pour la premiere dans le fumier, puis
ensuite dans des sols de jardin du Kansan et d’Egypte (Drake and Daniel, 2004) et dans la boue (Sakai et
al., 2005). Cette bactérie est responsable de 36 % des cas de non stabilité apres incubation a 55 °C (André

et al., 2013).

Moo t/t est une bactérie Gram positif et sporogene (figure I — 77) (Drake and Daniel, 2004). Les

propriétés de Moo t/t peuvent étre intéressantes d’un point de vue industriel de par sa capacité a produire
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de I’acide acétique (ou de I’acétate de sodium, de calcium ou de magnésium) (Parekh and Cheryan, 1994,

Drake and Daniel, 2004) et de 1’éthanol (Sakai et al., 2005).

Figure Il - 77 : Photographie de Moo t/t obtenue par microscope a contraste de phase (x 100) (T. Malleck,
INRA)

A ce jour, peu de travaux ont été effectués sur Moo t/t et cette bactérie n’est pas treés caractérisée.

4.3.2 Propriétés physico-chimiques

Moo t/t est une bactérie thermophile (Drake and Daniel, 2004, Durand et al., 2015a) capable de croitre
sur une gamme de température de 42 a 66 °C, avec un optimum de croissance a 60 °C (Byrer et al., 2000).
Moo t/t est une bactérie sporogene (Byrer et al., 2000, Durand et al., 2015a, Drake and Daniel, 2004),
anaérobie, homoacétogene (Witjitra et al., 1996) causant I’altération des aliments en conserve par
surissement en produisant de 1’acide acétique (André et al., 2013). Les spores de Moo t/t sont parmi les plus
résistantes, et leur résistance est telle qu’elles peuvent survivre a des barémes de stérilisation d’autoclaves
et ainsi les contaminer (Drake and Daniel, 2004). Le temps de réduction décimale pour les spores de Moo
t/t est comprise entre 83 et 111 minutes (Byrer et al., 2000) a 121 °C et le facteur de réduction décimale est

de ’ordre de 8 °C (André et al., 2013).

4.3.3 Inactivation de Moorella thermoaceticalthermoautotrophica
Les spores de Moo t/t étant extrémement thermorésistantes, des traitements thermiques longs et
drastiques sont nécessaires pour les détruire. Contrairement aux autres especes, Moo t/t est peu étudiée et
on n’a pas vraiment d’idée sur sa chimiorésistance, résistance aux UV, aux hautes pressions, etc... De ce
fait, seuls quelques travaux sur 1’inactivation de Moo t/t par traitement thermique sont répertoriés (André

et al., 2013, Byrer et al., 2000).

La destruction des spores de Moorella thermoacetica suit ici une cinétique d’ordre 1 et la valeur du

temps de réduction décimale est de 111 minutes a 121 °C (figure II — 78) (Byrer et al., 2000).
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Figure Il - 78 : Courbes de survie de spores de Moorella thermoacetica dans I’eau au cours d’un traitement
thermique conventionnel a 100 °C (¢) et 121 °C (m), d’apreés D. E. Byrer et al. (2000)

4.4 Conclusions

Ces bactéries font partie des principales causes de pertes économiques de par leur fort pouvoir
d’altération et leur forte thermorésistance. Les alternatives aux traitements thermiques pour entraver la
croissance de ces bactéries sont peu étudiées et sont en regle générale plus onéreuses, bien qu’efficaces.
L’acidification des milieux semble ralentir la croissance de ces bactéries et réduire la thermorésistance des
spores, mais une acidification peut engendrer des changements organoleptiques et texturaux dans certains
aliments. Il convient donc d’optimiser les traitements thermiques afin de garantir la sécurité alimentaire

tout en conservant au maximum la qualité structurale et nutritionnelle du produit.
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Chapitre I11I : Hypotheses et démarche d’étude

1 Hypothéses

L’étude bibliographique a permis d’identifier tous les facteurs pouvant influencer la dégradation de
I’acide ascorbique. La littérature scientifique contient de nombreux travaux sur la dégradation de I’acide
ascorbique a des températures allant de 40 a 100 °C, mais peu de travaux a des températures supérieures a
100 °C. La dégradation de 1’acide ascorbique est trés peu étudiée a haute température (> 100 °C),
probablement a cause de la difficulté d’obtenir des conditions de températures et pressions d’appertisation

en laboratoire. Cependant, quatre hypotheses principales peuvent €tre formulées :

1) L’oxygene, méme a des températures supérieures a 100 °C, semble avoir une influence majeure
sur la dégradation de I’acide ascorbique ;

2) Les mécanismes de dégradation de I’acide ascorbique semblent différents a basses et hautes
températures ;

3) Lamatrice dans laquelle se trouve 1’acide ascorbique semble avoir une influence sur sa stabilité
au cours de processus de stérilisation ;

4) Une cinétique d’ordre 1 ne semble pas toujours bien décrire la réaction de dégradation de ’acide

ascorbique, et I’oxygene semble fortement en impacter I’ordre réactionnel ;

La mise en place des expérimentations a donc été réalisée en tenant compte de ces principales
hypotheses. Dans le méme ordre énoncé pour présenter les hypotheses, les études suivantes seront menées

pour vérifier ces hypotheses :

1) Etude de la dégradation de I’acide ascorbique a des températures > 100°C et comparaison avec
des résultats obtenues dans le cadre du projet OPTIFEL, dans lequel la gamme de températures
étudiée correspond a du réchauffage

2) Etude des produits de dégradation afin de vérifier qu’ils correspondent a ceux formés par voie
oxydoréductive (selon Yuan et Chen, 1988)

3) Etude de la dégradation de I’acide ascorbique dans des matrices ayant des propriétés
rhéologiques et physico-chimiques différentes

4) Détermination sans a priori de I’ordre réactionnel de la réaction de dégradation de I’acide

ascorbique

2 Dispositif expérimental

Le thermorésistometre, appareil plus généralement congu et utilisé en microbiologie pour des études de
thermorésistance de bactéries sporulées, a été¢ mis en ceuvre pour étudier la destruction de I’acide ascorbique

dans le cadre de ce projet. Cet appareil permet de réaliser des études cinétiques a des températures allant
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jusqu’a 150 °C et des pressions jusqu’a 5.10° Pa. Il est également possible de moduler la teneur en oxygéne
présente dans 1’espace de téte du récipient (et donc la pression partielle d’oxygene), ce a permis d’étudier
I’impact de la teneur en oxygene sur la vitesse de dégradation de 1’acide ascorbique. Un autre avantage est
la possibilité d’effectuer des prélévements au cours du temps, a hautes températures et pressions, permettant

ainsi un suivi précis de la dégradation de I’AA au cours du temps, et ce sans perturber le milieu
expérimental.
3 Démarche expérimentale

La démarche expérimentale est légerement différente selon que la dégradation de I’AA s’effectue en

solution modele ou en matrice alimentaire (figure III — 1).

Evaluer I’impact de différents barémes temps/température sous différentes conditions physico-
chimiques (pH, température, teneur en oxygene, concentration initiale) sur la dégradation de I’AA
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Figure lll - 1 : Schéma de la démarche expérimentale du projet
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3.1 En solution modele

La dégradation de I’AA en solution mode¢le a été étudiée dans du tampon Mcllvaine citrate-phosphate

(Mcllvaine, 1921).

En conditions aérobies, le pH était fixé a 3,5 car cette valeur correspond a celle de la plupart des fruits.
Les pressions partielles d’oxygéne étaient fixées a 3.10%, 6,3.10* et 1.10° Pa, et la pression totale était de
3.10° ou 5.10° Pa selon les conditions. Les températures étudiées étaient de 95, 105, 115, 125 °C et les trois
concentrations initiales en AA étaient de 150, 450 et 900 mg/L. L’intérét de ces expériences était de mettre
en avant I’influence de la teneur en oxygene dans 1’espace de téte et de la concentration initiale en AA sur
sa vitesse de dégradation, ainsi que sur 1’ordre réactionnel. L’impact de la température a également été

étudié sur la disponibilité en oxygene et sur la variation de vitesse de dégradation.

En conditions anaérobies, le tampon était au préalable désaéré et de 1’azote a été utilisé en guise
d’espace de téte a une pression de 3 bars. Les températures étudiées étaient de 95, 100, 105, 110, 115, 120
et 125 °C et les concentrations initiales en AA étaient de 150, 300, 450, 600 et 900 mg/L. Les valeurs de
pH étudiées étaient de 2,5, 3,5, 4,5 et 5,5, correspondant a des valeurs de pH de la majorité des fruits et
légumes. L’intérét ici était de mettre en avant les différences observées sur la dégradation entre des
conditions anaérobies strictes et des conditions aérobie, notamment sur la vitesse de dégradation et sur
I’ordre réactionnel. La variation du pH a également pour déterminer dans quel domaine de pH I’AA est-il
le plus stable dans des conditions d’appertisation. L’impact de la température a également été étudié sur la

variation de vitesse de dégradation.

La formation des produits de dégradations issus de la décomposition de I’AA selon les voies
oxydoréductive et hydrolytique (Yuan and Chen, 1998) ont pu étre suivi concomitamment avec I’AA par
analyse HPLC en solution modele (Louarme and Billaud, 2012), ce qui nous a permis de conclure quant

aux potentiels mécanismes de dégradation mis en jeu.

3.2 En matrice alimentaire

La dégradation de I’AA a été étudiée dans de la purée de pomme, de la purée de carotte et du jus de
carotte. Ces trois matrices ayant des propriétés physico-chimiques (pH, diffusion d’oxygéne, etc...) et
rhéologiques différents, trois profils de dégradation distincts ont pu étre établis, puis comparé avec ceux
obtenus en solution modele. La concentration initiale étudiée était fixée a 450 mg/L et le pH était celui de
la matrice, sans ajustement. Pour des raisons expérimentales, notamment a cause de la limite basse en
termes de viscosité que peut accepter le thermorésistometre, les purées de pomme et carotte ont été diluées
de maniére a pouvoir étre utilisées dans I’appareil. La pression fixée était de 3.10° Pa, d’air ou d’azote selon
les conditions. L’intérét est de voir si le type de matrice dans laquelle se trouve I’AA a une influence ou

non sur sa dégradation a hautes températures.
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Des conditions anaérobies (strictes ou partielles) ont pu étre établies dans la purée de pomme afin de
voir si, comme dans le cas de la solution mod¢le, I’absence d’oxygeéne entraine ou non une diminution de
la vitesse de dégradation de I’AA. De plus, toujours dans la purée de pomme, deux granulométries

différentes ont été étudiées pour évaluer I’'impact de la taille des particules sur la dégradation de I’AA.

3.3 Me¢éthodes d’interprétation et approches

I1 est essentiel de pouvoir maitriser a la fois I’aspect sécurité et I’aspect qualité lors des processus de
stérilisation. Bien souvent, les processus sont optimisés d’un point de vue microbiologique en dépit de
I’aspect qualité nutritionnelle. De ce fait, 1’objectif final de ce projet est de construire un outil d’aide a la
décision (prédiction de la qualité) utilisable par les industriels pour simuler différents scenarii afin de
sélectionner uniquement les conditions permettant d'optimiser le systeéme produit/procédé, a tester en pilote.
Il sera donc possible de prédire la qualité nutritionnelle d’un aliment tout en maitrisant la partie

microbiologique.

Les données cinétiques obtenues ont été modélisées selon une approche plus générale et des ordres
réactionnels ont pu étre déterminés, sans a priori. La teneur en oxygene est apparue comme influengant
I’ordre réactionnel apparent, ce qui a permis de pouvoir conclure a la prépondérance d’un mécanisme de

dégradation mis en jeu par rapport a un autre.

Dans le cadre d’une approche couplée bénéfice/risque, les résultats obtenus ont été confrontés et
comparés a des données microbiologique disponibles au CTCPA afin de pouvoir étre intégrées dans un
modele de prédiction. Bacillus coagulans, Geobacillus stearothermophilus et Moorella
thermoacetica/thermoautotrophica sont les trois principales especes responsables d’altérations d’aliments

en conserves, elles ont donc été choisies pour la modélisation couplée/bénéfice risque.
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Chapitre IV : Matériels et Méthodes

1 Matériels

1.1 Le thermorésistometre Mastia®

Le thermorésistometre Mastia® (Université de Carthagéne, Espagne) (figure IV — 1) est un dispositif
expérimental qui a été élaboré initialement pour étudier des profils de destructions de spores et de bactéries
(Conesa et al., 2009b, Palop et al., 2012). Ce projet est la premiere fois que cet appareil est utilisé en chimie

alimentaire pour établir des profils de cinétiques de destruction thermique de nutriments.

Figure IV - 1 : Thermorésistomeétre Mastia® utilisé pour les études cinétiques

Cet appareil permet tout particulierement :

- De travailler sur des plages de températures allant de 20 °C a 150 °C sous pression jusqu’a

5.10° Pa;
- Drutiliser des gaz sous pression tels que N2, Oz ou de lair ;
- D’avoir une agitation constante régulée ;

- De prélever ou d’injecter a tout moment pendant le traitement thermique, méme sous pression, et ce

sans perturber le milieu expérimental ;
- De travailler avec des volumes importants (maximum 400 mL) ;

- De simuler des traitements thermiques (temps/température) a températures variables ou isothermes.

129



Figure IV - 2 : Schéma du thermorésistométre Mastia®, d’aprés R. Conesa et al. dans « Nonisothermal heat
resistance determinations with the thermoresistometer Mastia », Journal of Applied Microbiologie, 2009

Avec :

A : Systeme de refroidissement 1 : Anneau de refroidissement

B : Automate Programmable Industriel (API) 2 : Résistance chauffante

C : Ecran tactile 3 : Hélice

D : Ordinateur 4 : Tube de prélevement d’échantillon
E : Récipient 5 : Thermocouple

F : Couvercle a vis 6 : Manometre

G : Source de gaz 7 : Valve de préléevement d’échantillon
H : Seringue spécifique 8 : Valve du systeme de refroidissement

I : Moteur d’agitation
J : Régulateur PID

Ce thermorésistometre TR-SC (figure IV — 2) possede une résistance chauffante (2) et un anneau de
refroidissement (1) dans lequel circule de I’eau froide initialement a 2 °C dans le systéme de refroidissement

(A).

Cet instrument est dot¢ d’un Automate Programmable Industriel (API) (en anglais PLC pour
« Programmable Logic Controller ») (B) qui permet de contrdler la résistance chauffante d’une puissance
de 2 kW (2) et le systeme de refroidissement (A). Le PLC (B) est connecté a un écran tactile (C) permettant
la communication avec ce dernier, et un ordinateur (D) contenant un logiciel capable de programmer et/ou

d’enregistrer des profils de température.

Le volume de travail du thermorésistomeétre est constitué¢ d’un récipient en acier inoxydable de 12 cm
de hauteur, de 8,5 cm de diametre extérieur et de 7,8 cm de diametre intérieur (E) possédant un revétement

en téflon (PTFE), qui se visse sur le couvercle a vis du thermorésistometre (F).

Ce couvercle possede un systéme d’agitation : arbre a hélice (3) motorisé (1), et huit orifices a vis :
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un orifice relié a la source de pression : gaz comprimé (G),

un deuxieme servant d’orifice d’injection et contenant le septum,

un troisiéme maintenant le tube de prélévement d’échantillon (4),

un quatrieme pour maintenir la sonde de température (thermocouple) (5),
deux orifices maintiennent les deux branches de la résistance chauffante (2),

et les deux derniers maintiennent les deux branches de I’anneau de refroidissement (1).

Le récipient (E) peut étre pressurisé de facon modulable grice au manometre (6) connecté a la source

de pression (G). La mise sous pression est nécessaire afin de permettre I’extraction d’échantillons, et pour

¢viter 1’ébullition, ce qui autorise a travailler au-dessus de 100°C en solution aqueuse. Une seringue

spécifique (H) (Hamilton CR-700, volume max 200 pL, volume mort 6,81 uL) doit donc étre utilisée pour

injecter un échantillon afin de contrer I’effet de la pression au sein du récipient.

Fonctionnement du dispositif :

v

La vitesse d’agitation du produit peut étre réglée par la vitesse de rotation de 1’arbre et donc du

moteur (I) a I’aide du PLC.

Le tube de prélévement d’échantillon (4) est fixé a une valve de prélévement (7) de telle sorte que

I’extrémité basse de ce tube soit proche de I’extrémité basse du récipient (E).

Le temps d’ouverture de la valve peut étre réglé par un chronometre a I’aide du PLC, mais il est

¢galement possible d’ouvrir cette valve manuellement par une simple pression.

Le contrdle de la température se fait a ’aide du PLC au moyen d’un PID (Proportional Integral
Derivative) (J) connecté a la résistance chauffante, a la valve solénoide (8) régulant le flux d’eau

froide a travers le systeme de refroidissement (1), et au thermocouple (5).

Lorsque le PID détecte que la température interne du récipient est inférieure a la température
paramétrée, le PLC actionne la résistance chauffante (2), et lorsque le PID détecte que la température
interne du récipient est supérieure a la température paramétrée, le PLC actionne la valve solénoide
(8) incorporée au systeme de refroidissement (A) pour contrdler le flux d’eau froide a travers

I’anneau de refroidissement (1).
Le maintien de la température est controlé par des alternances chaud/froid.

Cet appareil peut étre programmé pour exécuter des expériences isothermes et non isothermes a
rampe linéaire de montée et de descente de température, ainsi que des expériences plus complexes,

composés de plusieurs périodes isothermes et non isothermes.
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1.2 Consistometre de Bostwick

Le consistometre de Bostwick (Référence C0405520, Gosseron, Coueron, France) permet de déterminer
la consistance d’un produit en mesurant sa résistance a 1’écoulement dans des conditions spécifiques et
pendant un laps de temps donné. Il consiste en une cuve rectangulaire séparée en deux parties par une porte

guillotine (figure IV — 3).

Figure IV - 3 : Consistomeétre de Bostwick

La plus petite section sert de réservoir pour le matériel a évaluer. La plus grande section est munie de
graduations de 0,5 cm partant de la porte et allant jusqu'a l'extrémité opposée. La porte est actionnée par un
ressort. Ce mécanisme assure une libération instantanée du produit. Les graduations atteintes par le produit

en écoulement sont relevées 5 secondes puis 30 secondes apres I’actionnement de la porte guillotine.

1.3 Sonde a oxygene PreSens

La concentration en oxygene dissous a été mesurée a 1’aide d’un appareil PreSens Fibox 4 (Regensburg,
Allemagne) couplé a une sonde optique avec un capteur de type PSt3 (limite de détection 30 Pa de pression
d’oxygene ; 0,015 mg/L de concentration en oxygene dissous). La gamme de température de mesure de cet
appareil est de 20 a 85 °C. Toutes les mesures de concentrations en oxygene dissous ont été conduites a

20 °C.

1.4 Produits chimiques

Tous les produits chimiques utilisés proviennent de Fisher Chemical (Illkirch, France) et sont de qualité

analytique ou meilleures.

1.5 Solution modele

Pour nos études en solution modele, des tampons Mcllvaine ont été utilisés (Mcllvaine, 1921). Ces
tampons sont préparés a partir d’une solution d’acide citrique monohydrate (C¢HsO7.H20) 4 0,1 mol.L™!
(21,01 g/L) et d’une solution de phosphate disodique (ou hydrogénophosphate de sodium, Na,HPO4) a 0,2

mol.L! (28,40 g/L), mélangées dans les proportions indiquées par le fournisseur (Sigma-Aldrich), puis
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complétés avec de I’eau distillé jusqu’a obtention d’un litre de solution tampon. Le controle du pH a été

effectué avec un pH-metre (WTW inoLab pH 730, Weilheim, Allemagne).

1.6 Matrices alimentaires

Les matrices alimentaires choisies pour ce projet sont la purée de pomme, la purée de carotte et le jus
de carotte. Ce sont des produits représentatifs des fruits, au pH plut6t acide, et des 1égumes, au pH plus
élevé. De plus, leur texture est supposée suffisamment fluide et homogene pour €tre manipulée en

laboratoire.

1.6.1 Purée de pomme

Une purée de pomme brute (pommes Golden® broyées et raffinées) a été préparée dans la halle
technologique du CTCPA. La préparation a lieu comme suit : les pommes sont lavées, coupées et passées
dans le mélangeur-cuiseur Stephan UMM/SK44 (Série 715.334.01, Hamelin, Allemagne) chauffé a
94 °C pendant 10 minutes, par méthode « hot break ». La purée brute obtenue est recueillie et transférée
dans une raffineuse 8/10°™ Auriol PHB 7167 (Marmande, France) (pour séparer la chair des pépins, tiges,
...), puis la chair raffinée est repassée au mélangeur-cuiseur pour un dégazage suivi d’un refroidissement.
Un quart de cette purée raffinée est récupérée puis placée en cellule de refroidissement rapide, une autre
partie est récupérée pour €tre désaérée au préalable dans un désaérateur FrymaKoruma CH-4310 LVE B
(Série M16356, Rheinfelden, Suisse) afin d’obtenir une purée de pomme dépourvue d’air. L autre moitié
est passée dans un homogénéisateur haute pression Bertoli Molecola 3230 (Reggio d’Emilia, Italie) puis
séparée en deux lots, un lot est placé en cellule de refroidissement rapide, un autre est désaéré au préalable.
Les lots de purée non désaérées ont été conditionnés en boite de conserve, tandis que les lots de purées
désaérées ont été conditionnés en barquette. Cependant, les barquettes ont été remplies a I’air libre avant

d’étre passées a la thermoscelleuse, ce qui pourrait éventuellement réaérer en partie le produit.

Nous avons choisi de fabriquer nous-méme la purée de pomme au CTCPA afin de pouvoir en contrdler
la composition : il s’agit uniquement de pommes broyées, sans ajout de sucre ou de vitamine C autres que
ceux contenus naturellement dans la pomme, ces composés étant supposés €tre détruits au cours de la
cuisson. Cela permet ainsi d’avoir un échantillon d’analyse ayant une concentration initiale en acide
ascorbique proche de zéro. La quantité¢ d’acide ascorbique dosée correspondra donc uniquement a la
quantité¢ rajoutée lors de I’enrichissement des échantillons directement dans le thermorésistometre

(concentration initiale en AA choisie de 450 mg/L. Cette purée de pomme a un pH mesuré de 3,5.

1.6.2 Purée de carotte
La purée de carotte est une purée du commerce (achetée a Promocash) : purée de carotte cuisinée Daucy,
ingrédients : carottes 92 %, creme fraiche, amidon modifié de pommes de terre, sel, sucre, poivre (pH =

6.2).
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1.6.3 Jus de carotte
Le jus de carotte est également un jus du commerce : Jus de carotte Bio Auchan (acidifié¢ au jus de

citron), ingrédients : jus de carotte, acidifiant : jus de citron (pH = 4,31).
2 Meéthodes

2.1 Solution d’acide ascorbique

Une solution mere d’acide ascorbique a 200 g/L est préparée a partir de 5 g d’acide ascorbique, pesés
avec précision (a 0,0001 g pres), et introduits dans 25 mL de solution d’acide acétique a 23,1 mL/L (pH =
2,6) dans une fiole jaugée. La solution obtenue est laissée sous agitation a 1’aide d’un agitateur magnétique
a 750 tr/min jusqu’a dissolution compléte de 1’acide ascorbique. La solution est préparée avant chaque

expérience et n’est jamais stockée ou réutilisée.

2.2 Gamme étalon d’acide ascorbique

Deux solutions filles sont préparées a partir de la solution mere a 200 g/L : une a 75 mg/L et une autre
a 100 mg/L. Pour réaliser ces solutions, un volume x (en uL) est prélevé avec précision a ’aide d’une
micropipette, puis dilué dans 200 mL de tampon Mcllvaine dans une fiole jaugée. Cette solution est ensuite

laissée sous agitation a I’aide d’un agitateur magnétique a 750 tr/min.

Les concentrations filles pour les gammes étalons d’acide ascorbique ont été choisies en fonction des
concentrations initiales étudiées, afin que les quantités d’acide ascorbique injectées en HPLC soit assez

proches des quantités d’acide ascorbique détectées au cours des expériences.

Ces solutions étalons sont réalisées en triplicata et analysées en HPLC. Lors de ces analyses, six
volumes différents sont injectés et respectivement six aires de pics sont obtenues pour chaque solution fille.
La droite d’étalonnage obtenue en tragant les aires de pic en fonction des quantités injectées est utilisée
pour déterminer les quantités d’acide ascorbique présent dans chaque prélévement expérimental

(figure IV —4).
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Figure IV - 4 : Exemple de courbe d’étalonnage moyenne de I'acide ascorbique

La pente de la droite est en moyenne de 3487 + 50 (moyenne effectuée sur 5 pentes sur un intervalle

d’un mois) avec un R? en moyenne de 0,9997. La pente croise en 0 imposée.

2.3 Gamme étalon des produits de dégradation

Des solutions d’acide furoique, furfural et 3-hydroxy-2pyrone sont directement préparées a partir
d’étalons commerciaux. Une quantité x de chaque produit est dissoute dans 10 mL de solution d’acide
acétique a 23,1 ml/L (pH = 2,6). La solution obtenue est ensuite diluée 100 fois et 5000 fois afin d’obtenir

deux solutions filles.

Ces deux solutions sont ensuite injectées dans 2 appareils HPLC différentes, I’ Agilent 1260 et I’ Agilent

1200, a deux reprises. La moyenne des 4 pentes de droites d’étalonnages pour chaque composé et pour

chaque HPLC.

Tableau IV - 1 : Pentes moyennes des droites d’étalonnage des composés de dégradation de I’acide
ascorbique avec les LOQ et LOD

Composé Pente moyenne  R? LOQ (103 png) LOD (1073 pg)
Acide ascorbique 3500 + 50 0,9997 35,56 3,56
3-hydroxy-2-pyrone* 4409 = 15 1,0000 1,36 0,14
Acide furoique* 6749 + 44 1,0000 1,33 0,13
Furfural* 4202 £ 50 1,0000 1,67 0,17

*Moyennes et écart-types obtenus sur 2 HPLC
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Figure IV - 5 : Courbes d’étalonnage des produits de dégradation de I’acide ascorbique, avec 3H2P pour

3-hydroxy-2-pyrone, AF pour acide furoique et F pour furfural

2.4 Conditions d’exploitation du thermorésistometre

24.1 Conditions explorées

Ces conditions sont résumées dans le tableau IV — 2. Le milieu utilis€ est soit un milieu modele, un

tampon citrate-phosphate Mcllvaine, soit une matrice alimentaire. Pour le tampon Mcllvaine, le pH a été

fixé a 3,5 en conditions d’aérobiose car cela correspond au pH de la plupart des produits alimentaires acides

a base de fruits. Les études en conditions d’anaérobiose ont ét¢ menées a des pH de 2,5, 3,5, 4,5 et 5,5. La

pression au sein du thermorésistometre est réglée a 3.10° ou 5.10° Pa. L’agitation est réglée a la graduation

2 de ’appareil (environ 1950 tr/min) pour la solution modele et 3 (environ 2925 tr/min) pour les matrices

alimentaires. Les expériences effectuées sont isothermes. La durée de chaque expérience est de 320 minutes

pour les solutions modeles et 180 minutes pour les matrices alimentaires.

Le tableau suivant présente la matrice d’expériences réalisées :

Tableau IV - 2 : Matrice d’expérience pour les études de dégradation de I'acide ascorbique

Durée Température Pression Gaz
Matrice [AA]i(mg/L) pH (min) ©C) (10° Pa) de ’espace
de téte
150 55 95 Air
Solution 300 3’ 5 105 comprimé,
R 450 ’ 320 115 3ous mélange
modele 4,5
600 55 125 gazeux
900 ’ ou azote
95 .
. 3,5 Air
Matrice 5 43 180 105 3 comprimé ou
alimentaire* 115
6,2 125 azote

*Purée de pomme, purée de carotte ou jus de carotte
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2.4.2 Modulation de la pression partielle en oxygene dans I’espace de téte
Les pressions partielles en oxygene étudiées en conditions d’aérobiose étaient de 3, 6,3 et 10 kPa,
obtenues en réglant la pression au sein du thermorésistometre & 3.10° ou 5.10° Pa d’air, d’azote ou de
mélange gazeux N2/O2 90/10 (bouteille de mélange gazeux OXY-100 Air liquide, France)
(tableau IIT — 3). Les expériences ont été effectuées dans des conditions aérobies (sous air comprimé ou

mélange gazeux N2/O2 90/10) ou anaérobies (milieu dégazé sous pression d’azote).

Tableau lll - 3 : Conditions (gaz et pression imposée) pour obtenir les différentes pressions partielles
d’oxygéne étudiées

Gaz N2 Air N2/02 90/10
Pression
3.10° Pa p(02) =0 Pa p(02) = 6,3 kPa p(02) = 3 kPa
5.10° Pa p(02) = 10 kPa

2.4.3 Etablissement des conditions d’anaérobie stricte
Pour pouvoir obtenir une anaérobiose au sein du thermorésistometre, le tampon est tout d’abord dégazé
par chauffage pendant 20 minutes, puis de I’azote est bullé au sein du récipient a travers le tube de

prélevement pendant 15 minutes a 20 °C (figure IV —6) :

Figure IV - 6 : Montage de la mise en anaérobie du récipient du thermorésistomeétre

La concentration en oxygene dans le milieu, mesurée au cours de chaque étape

(figure IV — 7), montre que ce protocole permet d’obtenir une solution dépourvue d’oxygene
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Figure IV - 7 : Evolution de la concentration initiale en oxygéene apres les différentes étapes de dégazage

La concentration en O dissous est de 0,21 mg/L apres bullage a 1’azote.

Le récipient est ensuite pressurisé en utilisant de I’azote comme gaz d’espace de téte.

2.5 Dégradation de 1’acide ascorbique en solution modele

Le tampon Mcllvaine ou la matrice alimentaire (400 g) sont introduits dans le récipient téfloné du

thermorésistometre, ensuite vissé sur 1’appareil. Le récipient est mis sous pression a 1’aide du manomeétre

couplé au thermorésistométre et a ’arrivée du gaz. Le programme du thermorésistometre est alors démarré

afin qu’il atteigne la température désirée. Des que la température désirée est atteinte, un volume x de

solution mere d’acide ascorbique a 200 g/L en fonction de la concentration initiale étudiée ([AA]i) est

introduit a I’aide d’une seringue Hamilton. La seringue ayant une capacité maximum d’injection de 200

uL, plusieurs injections sont nécessaires.

Des prélevements sont effectués a des temps ¢ en fonction de la concentration initiale en acide

ascorbique étudiée et de la température de travail. En effet, plus la concentration initiale est faible, plus la

disparition de 1’acide ascorbique initialement présent est rapide. De ce fait, les temps de prélévements ont

été optimisés en fonction de cette vitesse de dégradation (Tableau IV —4).
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Tableau IV - 4 : Temps de prélevement en fonction de la concentration initiale étudiée

Matrice [AA]i (mg/L) Volume injecté (uL) Prélevements aux temps ¢ (min)

0,5; 5; toute les 5 min
jusqu’a 50 min ; toutes les

150 300 10 min jusqu’a 100 min ;
toutes les 20 min jusqu’a
320 min

0,5; 10 ; toutes les 10 min
jusqu’a 100 min ; toutes les

300 600 20 min jusqu’a 320 min
Solution Modele Q’S ; }O ; toutqs les 10 min
450 jusqu’a 100 min ; toutes les
900 20 min jusqu’a 320 min
0,5; 10 ; toutes les 10 min
jusqu’a 100 min ; toutes les
600 1200 20 min jusqu’a 320 min
0,5; 10; 0,5; 10; toutes
900 1800 les 20 min jusqu’a 320 min
Matrice 0,5; 10 ; toutes les 10 min
. . 450 900 jusqu’a 100 min ; toutes les
alimentaire

20 min jusqu’a 320 min

Bien que I’appareil dispose d’un mode de prélevement automatique, le prélevement manuel a été préféré
car I’échantillon sort sous forme de vapeur compte tenu des hautes températures ¢tudiées, et ce mode de

prélevement est ici plus ergonomique. Les prélevements sont réalisés dans des tubes eppendorfs.

Dans un autre tube eppendorf, 0,5 mL de 1’échantillon prélevé est déposé auquel 0,5 mL de solution
d’acide acétique a 2,31 % (pH = 2,6) est ajouté, afin d’arréter la réaction (stabilisation de la vitamine C
résiduelle et des produits de dégradation). Les échantillons ainsi obtenus sont ensuite introduits dans des

vials puis analysés en HPLC.

2.6 Dégradation de I’acide ascorbique en matrice alimentaire

Etant donnée la viscosité des purées, elles ont di étre diluées pour pouvoir étre utilisées dans le
thermorésistometre. Des traitements thermiques ont été réalisés sur 400 g de matrice (diluée par 2 pour la
purée de pomme et par 3 pour la purée de carotte, ou 400 mL de jus de carotte non dilué). Pour cela, la
matrice brute est introduite et pesée dans le récipient et additionnée de tampon Mcllvaine au pH considéré
(3,5 pour la purée de pomme et 6,2 pour la purée de carotte, pas de dilution pour le jus de carotte). Le

mélange est agité manuellement puis dans le thermorésistometre a 2925 tours/min. Une fois I’appareil sous
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pression (3.10° Pa) et la température de consigne atteinte (95, 105, 115 ou 125 °C), 900 uL de solution
mere a 200 g/L d’acide ascorbique dans de 1’acide acétique a 2,31 % (pH = 2,6) sont injectés dans le
récipient (pour un enrichissement en acide ascorbique a 45 mg/100 g). Des prélevements sont réalisés en
duplicata sur une durée totale de 3 heures (premier point a 30 secondes puis toutes les 10 minutes jusqu’a
1h40 puis toutes les 20 minutes). Pour cela, a chaque temps, des échantillons de purée diluée enrichie (ou
de jus de carotte enrichi) sont prélevés grace au capillaire de prélévement de I’appareil dans des tubes
Eppendorf de 1,5 mL puis sont centrifugés a 24935 g a 4 °C pendant 2 minutes dans une centrifugeuse
Thermo Scientific ST8R (Série 41758758, Massachussetts, Etats-Unis). Ensuite, 500 uL de surnageant de
ces échantillons sont additionnés a 500 uL d’acide acétique a 2,31 % (pH = 2,6) dans des tubes Eppendorf
de 1,5 mL pour stopper la réaction de dégradation. Les mélanges sont agités au vortex puis filtrés sur des
filtres en cellulose régénérée avec un diametre de pores de 0,45 um. Le filtrat est ensuite introduit dans des

vials et analysé par HPLC.

2.7 Analyses HPLC

Un appareil de chromatographie liquide (Systeme Agilent 1260, Californie, Etats-Unis, détails dans
tableau IV — 5) est utilisé dans le cadre de ce projet pour détecter et quantifier 1’acide ascorbique et ses

produits de dégradation au cours des traitements thermiques.

Tableau IV - 5 : Caractéristiques des modules de la HPLC Agilent 1260

Passeur Echantillonneur Débit Injection Compartiment Détecteur DAD
d’échantillon (G1367E) colonne (G4212B)
(G1316C)
Thermostaté 183 bars de 0,8 SuL Thermostaté Acquisition a 245,
(T° min =4 °C) pression mL/min (T°=30°C) 253,280 et 295 nm

2.7.1 Méthode d’analyse de I’acide ascorbique en solution modele
La méthode HPLC utilisée pour la détection de 1’acide ascorbique et de ses trois produits de dégradation

en solution modele est inspirée de la méthode de Louarme et Billaud (Louarme and Billaud, 2012).

La phase mobile est composée d’une solution d’acide acétique a 23,1 mL/L (pH = 2,6) et d’acétonitrile.
La colonne utilisée est une Phenomenex Synergi Polar C18 RP 150 * 3 mm (Californie, Etats-Unis). La
température en téte de colonne est de 30 °C. Le débit utilisé est de 0,8 mL/min. Le mode utilisé est un mode

gradient, et la durée de chaque analyse est de 15 minutes.

Le mode gradient utilisé en solution modele est décrit dans le tableau IV — 6 :
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Tableau IV - 6 : Descriptif du mode gradient utilisé en solution modéle

Temps (min) % Acide acétique a 23,1 mL/L % Acétonitrile
0 96 4
5 96 4
6 80 20
10 80 20
11 96 4
15 96 4

L’acquisition des données est faite a 4 longueurs d’ondes différentes : 245, 253, 280 et 295 nm. Ces
longueurs d’ondes correspondent respectivement aux longueurs d’ondes des maximums d’absorption de
I’acide ascorbique, de 1’acide furoique, du furfural et du 3-hydroxy-2-pyrone. La quantité d’échantillon

injectée en HPLC est de 5 pL.

2.7.2 Analyse de I’acide ascorbique en matrice alimentaire
La méthode utilisée pour la détection de 1’acide ascorbique en matrice alimentaire est une méthode

établie au CTCPA.

La phase mobile est uniquement composée d’une solution d’acide sulfurique a 0,1 mL/L (pH = 2,6). La
colonne utilisée est une Phenomenex Synergi Polar C18 ACE 250 * 4,6 mm (Californie, Etats-Unis). La
température en t€te de colonne est de 30 °C. Le débit utilisé est de 0,8 mL/min. Le mode utilisé est un mode

isocratique et la durée de chaque analyse est de 10 minutes.

2.8 Granulométrie

Les mesures de granulométrie ont ét€ réalisées avec un granulometre Mastersizer Hydro 2000S
(Malvern, Angleterre). Cet appareil est composé d’un Mastersizer, qui est un ensemble constitué d’un banc
optique et par 1’échantillonneur Hydro 2000S sous le contréle d’un logiciel, ainsi que d’un Hydro 2000S,
qui est une cuve de mélange d’une capacité de 50 a 150 mL équipée d’une pompe permettant de faire
circuler a vitesse variable dans le circuit le liquide passant dans la cellule de mesure. Un systéme a ultrason
peut étre appliqué pour dégazer le dispersant. L’étude granulométrique a été configurée sur une sensibilité

normale et une gamme de taille de particule allant de 0,02 a 2000 pm. Le dispersant utilisé était de I’eau.

2.9 Rhéologie

Les mesures de viscosité ont été réalisées avec un rhéometre Anton Paar MCR 301 (Graz, Autriche)
constitué de deux dispositifs de mesure différents : un dispositif plan-plan (diametre 5 cm et distance entre
plans 1 mm) pour la purée de pomme et la purée de carotte brutes, et un dispositif a cylindres coaxiaux
(diametre extérieur 29 mm, diametre intérieur 26,6 mm, le rapport des diametres correspond a une norme

ISO 3219 et doit étre inférieur a 1,2) pour la purée de pomme et la purée de carotte diluées ainsi que le jus
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de carotte. Ce rhéométre a une vitesse maximale de 3000 min™! et une fréquence angulaire de 628 rad/s. Les

mesures ont été effectuées a 25 °C.

Figure IV - 8 : Photographie d’un rhéométre Anton Paar MCR 301
Les courbes d’écoulement (ou théogramme) ont été tracées entre 1 et 100 s™'. En tracant le log(viscosité)
en fonction du log(gradient de vitesse de cisaillement), on obtient des droites dans lesquelles on peut faire
passer une loi de puissance, appelée loi d’Oswald de Waele :
n=kyv1 Equation IV - 1
ou 7 est la viscosité dynamique en Pa.s, k est I’indice de consistance en Pa.s", y le gradient de vitesse

de cisaillement en s et n I’indice d’écoulement (sans dimension).

2.10 Protocole de dosage des polyphénols totaux

Un dosage de polyphénols totaux a été réalisé dans la purée de pomme, selon un protocole établi au

CTCPA décrit dans la figure IV — 9.
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DOSAGE DES POLYPHENOLS TOTAUX

5 g de produit + 20 mL acétone/HCl 4N (70/30)

v

Agitation 30 minutes

'

Filtration sur papier - filtre

Obtention Extrait Brut EB

Analyse EB / \ Analyse ELL

50 uL EB + 450 uL H,O Dilution
Dosage de Folin 500 uL EB + 2500 uL H20

A\ 4

Dépot de 2 mL sur la cartouche

A 4

Rincage avec 2 x 2 mL H20
EL (Vfinal = 6 mL)

'

Prendre 500 pL de EL
Dosage de Folin

Pas de gamme
car
pente = 0,0011

Figure IV - 9 : Schéma de la démarche expérimentale du dosage des polyphénols totaux

3 Modélisation des données

3.1 Réaction d’ordre général n

Lorsque ’ordre d’une réaction chimique est inconnu, il est possible de le déterminer en utilisant la
formule générale d’ordre n. Pour un composé A qui disparait, cette vitesse est définie par 1’équation

suivante :

C,=(Cy"+ (n—1).k. t)ﬁ Equation IV - 2

Dans le cadre de la modélisation de la dégradation de la vitamine C, nous avons déterminé 1’ordre
réactionnel par la méthode dite du « n unique ». Cette méthode consiste en la fixation d’'un méme ordre n
pour toute les courbes de dégradation d’une méme concentration initiale et aux quatre températures
étudiées. De ce fait, toutes les courbes expérimentales sont liées entre elles par le méme ordre réactionnel.

La méthode de détermination de I’ordre n est décrite comme suit :
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- En partant de 1’équation, on linéarise cette derniére dans le but d’obtenir une équation de droite

affine décrite par 1’équation suivante :

Cl™™=Cl™"+(n—-1).k.t Equation IV - 3
otl (n-1).k est la pente de la droite et Co’™ est I’ordonnée a I’origine.

- L’Equation IV — 4 est ensuite modifiée afin d’obtenir une équation de droite linéaire ayant une

ordonnée a I’origine nulle :

1 _ (n-1) , . )
PRl e Equation IV - 4

- Laconstante de cinétique k est ensuite déterminée en prenant I’inverse de la pente de la droite décrite

par I’Equation IV — 5.

De ce fait, tous les parametres sont liés au parametre n, et en déterminant 1’ordre n, on détermine ainsi

tous les parametres cinétiques.

3.2 Incertitudes et statistiques

3.2.1 Logiciel et macro
Le logiciel « Microsoft Excel 2013 » a été utilisé pour déterminer les valeurs des parametres des
différents modeles, grace a la fonction « solver », de tel sorte que la somme des carrés des écarts entre les
valeurs expérimentales et obtenues par le modele soit minimale, selon le critére décrit par 1’équation

suivante :

SSE = min(Q;(x; — y)?) Equation IV - 5

ou SSE (de I’anglais Sum of Squared Errors) est la somme des carrés des écarts entre les valeurs
expérimentales et les valeurs du modeles, x; et y; représentent les valeurs expérimentales et obtenues par le
modele au rang i. L’incertitude sur les valeurs des paramétres des modeles est obtenue grace a la fonction
« solveraid » de la macro de De Levie (De Levie, 2012). Cette fonction calcule la déviation standard sur
les parametres déterminés par le solver et 1’erreur standard sur I’ajustement des données par le modele.
Cette fonction nous renseigne aussi sur la matrice de covariance et les coefficients de corrélation entre les

valeurs des parametres déterminés par le solver.

3.2.2 Analyse des résidus
Les résidus correspondent a des termes qui ne sont pas expliqués par les autres variables. Cela représente
I’ensemble des facteurs variables qui ne s’inscrit pas dans la formule mathématique du mode¢le. Les résidus
permettent donc de comparer les données expérimentales aux données obtenues par modélisation. Un résidu

est défini par 1’équation suivante :

Res = x; — y; Equation IV - 6
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ou Res représente le résidu, x; et y; représentent les valeurs expérimentales et obtenues par le modele au

rang i.

Pour établir qu’un mod¢le décrive bien des données expérimentales, les résidus doivent suivre une loi

normale et étre aléatoirement distribués, c’est-a-dire répartis de maniere hétéroscédastique.

3.2.3 Test de Shapiro-Wilk
Le test de Shapiro-Wilk permet de tester si une population est normalement distribuée ou pas. Ce test
utilise une technique d’analyse de variance pour détecter 1’écart d’un échantillon a la normalité. De maniére
simple, il recherche a quel point une distribution de fréquence observée correspond a la distribution de
fréquence attendue. La statistique W de Shapiro-Wilk est définie de la maniere suivante :

_ Caixy))? - . )
W = S nx) Equation IV -7
ou a; est le coefficient de Shapiro-Wilk au rang i, x; est la valeur du résidu au rang 7, X est la moyenne

de I’échantillon. La taille de 1’échantillon doit étre comprise entre 3 et 500.

Pour savoir si on doit accepter ou rejeter I’hypothese nulle, la p-value est donc comparée au seuil o de
0,05. L’hypothése nulle de ce test est que les données sont normalement distribuées, et que par conséquent

si la p-value de W est inférieure a 0,05, I’hypothése de normalité doit étre rejetée.

3.2.4 Test de Mann et Whitney
Ce test sert a comparer deux échantillons indépendants du point de vue de leurs tendances centrales.
L’hypothése nulle est que les deux échantillons sont comparables a deux échantillons qui auraient été tirés
de la méme population, c’est-a-dire que la différence de moyenne entre les deux échantillons est due au
hasard d’échantillonnage. Ce test concerne en particulier les petits échantillons (< 51), et n’a pas
d’exigences sur la distribution des valeurs. C’est un test non-paramétrique utilisant les rangs des valeurs.
Ce test utilise les rangs des mesures et calcule une statistique U, d’autant plus faible qu’il y a peu de

recouvrement entre les rangs des valeurs des deux échantillons :

U, =n,.n, (nl(";“)) -T, Equation IV -8

U, =n,.n, (nz(n22+1)) ~-T, Equation IV - 9

ou U; et Uz sont les deux indices de rang pour les deux échantillons a comparer, n; et n2 sont
respectivement les nombres d’observations dans I’échantillon 1 et I’échantillon 2, 7; et 7> correspondent a

la somme des rangs dans les échantillons 1 et 2.

3.2.5 Test de Kruskal-Wallis
Ce test est une extension du test de Mann et Whitney. C’est un test non paramétrique a utiliser lorsqu’il

y a plus de deux échantillons indépendants a comparer, afin de déterminer si les échantillons proviennent
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de la méme population ou si au moins un échantillon provient d’une population différente des autres. Ce

test calcule une statistique H, qui est I’indice de rang, pour K échantillons :

12

2
ri _ , . i
= —N(Nﬂ)z:i (n_l) 3(N+1) Equation IV - 10

ou I’indice i renvoie au i*™ échantillon compris entre 1 et K, I’indice de rang r; correspond 2 la somme

des rangs dans I’échantillon i, n; renvoie au nombre d’observations dans 1’échantillon i.
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Chapitre V : Etude de la dégradation de I’acide ascorbique en solution

synthétique
Cette partie de I’étude a pour but de mettre en évidence I’impact de I’oxygene (modulation de la pression

partielle ou absence totale), de la température et du pH (en conditions anaérobie seulement pour le pH) sur

la dégradation de I’acide ascorbique.

1 En conditions anaérobies

Dans cette partie de 1’é¢tude, le profil cinétique de la destruction de 1’acide ascorbique a été établi en
conditions d’anaérobiose. Les températures étudiées sont 95 °C, 100 °C, 105 °C, 110 °C, 115 °C, 120 °C
et 125 °C pour chacune des concentrations sélectionnées (150, 300, 450, 600 et 900 mg/L). L’ influence du

pH a également été étudiée en faisant varier ce dernier a 2,5, 3,5, 4,5 et 5,5.

1.1 Influence de la température

L’influence de la température a ét¢ ¢tudiée a un pH de 3,5 aux cinq concentrations initiales et sept

températures mentionnées ci-dessus (figure V — 1).
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Figure V - 1 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique pour (A) [AA]i = 150 mg/L,
(B) [AA]i = 300 mg/L, (C) [AA]i = 450 mg/L, (D) [AA]; = 600 mg/L, (E) [AA]i = 900 mg/L en fonction du temps a
95, 100, 105, 100, 115, 120 et 125 °C ; (¢) 95 °C pour A, C, E et 100 °C pour B, D ;
(w) 105 °C pour A, C, E et 110 °C pour B,D ; (A) 115 °C pour A, C, E et 120 °C pour B,D ; (e) 125 °C ; les
traits rouges représentent le modéle ajusté aux données

En I’absence d’oxygéne méme apres 320 minutes de chauffage, quelles que soient la température ou la

concentration initiale, 1’acide ascorbique ne disparait pas totalement.

Plus le taux de dégradation est faible, moins il est facile d’étre précis quant a 1’ordre cinétique d’une réaction
chimique. Comme analysé par Van Boekel (2009), si une dégradation est inférieure a 60-70 %, on ne peut
pas faire de distinction entre les ordres des modeles utilisés pour décrire les données (Van Boekel, 2009).
De plus, I’allure des courbes ne nous permet pas de définir facilement un ordre réactionnel. Il convient
cependant de noter un léger biais observé pour une concentration initiale de 150 mg/L

(figure V — 1 A), probablement a cause d’un probléme d’homogénéisation au moment de I’injection de la
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solution d’AA. Un calcul global en utilisant le systéeme « ordre n unique » donne un ordre réactionnel de
0,83.

Cette valeur obtenue pour I’ordre réactionnel nous oriente vers I’hypothése que I’ordre cinétique est de
1. En intégrant 1’équation de la loi de vitesse générale (Equation IV — 2) avec un n égal a 1, on obtient

I’équation suivante pour un modele cinétique d’ordre 1 :
C,=Cp.e*t Equation V - 1
ou encore par linéarisation :
In (—) = —kt Equation V - 2

avec k s’exprimant en min'.

Les logarithmes des rapports [AA]/[AA]o ont été tracés en fonction du temps pour toutes les

concentrations (figure V — 2).
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Figure V - 2 : Evolution du logarithme du rapport [AA]/[AA]o pour (A) [AA]; = 150 mg/L, (B) [AA]; = 300 mg/L,
(C) [AA]; = 450 mg/L, (D) [AA]; = 600 mg/L, (E) [AA]; = 900 mg/L en fonction du temps a 95, 100, 105, 100,
115,120 et 125 °C ; (¢#) 95 °C pour A, C, E et 100 °C pour B, D ;

(w) 105 °C pour A, C, E et 110 °C pour B,D ; (A) 115 °C pour A, C, E et 120 °C pour B,D ; () 125 °C

La variation de In(fAA]/[AA]o) semble bien lin¢aire au cours du temps, ce qui confirme I’hypothése
d’un ordre 1. De 1égeres déviations sont cependant observées pour la plus faible concentration, peut-&tre
car la solution d’acide ascorbique injectée dans le thermorésistometre n’est pas dégazée. Il y a donc lors de
I’injection introduction d’une quantité (faible) d’oxygene, d’autant plus sensible que 1’acide ascorbique est
en faible concentration. De plus, dans le cas d’un ordre 1, la constante de vitesse est indépendante de la

concentration a une température donnée. Les rapports de [AA]/[AA]o pour chaque concentration initiale

d’AA ont été tracés en fonction du temps a chaque température (figure V — 3).
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Figure V - 3 : Variation de Ci/Co en fonction du temps a 95, 100, 105, 110, 115, 120 et 125 °C pour
(») [AA]i = 150 mg/L, (») [AA]i = 300 mg/L, (e) [AA]i = 450 mg/L, (¢) [AA]; = 600 mg/L, () [AA]i = 900 mg/L

153



Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour chaque température afin de déterminer si les faibles écarts

observés entre les données étaient significatifs. Mises a part les températures de 95 et 105 °C ol une

différence est observée si les 3 données sont comparées en méme temps (différence venant des données

pour [AA]; =900 mg/L), il n’y a aucune différence significative entre les données, ce qui confirme que la

dégradation de I’AA en conditions anaérobies suit bien une cinétique d’ordre 1.

Les données ont donc été modélisées avec un modele cinétique d’ordre 1 (équation V — 1), et le modele

décrit bien les données (R2 > 0,99 dans la plupart des cas).

Les constantes de vitesse et le temps de réduction décimale a chaque concentration initiale et a chaque

température calculés en utilisant un modele cinétique d’ordre 1 sont résumés dans le Tableau V — 1.

Tableau V - 1 : Constantes de vitesse de dégradation de I'acide ascorbique en milieu inerte en utilisant une
cinétique d’ordre 1 et temps de réduction décimale en fonction de la température pour chaque

concentration initiale étudiée

. T 4 .
Concenglz;l;(])j; initiale Température (°C) Izn";llll()l \ D (min) R2
95 8,7 = 0,3 2653 £ 18 0,9784
150 105 15,1 = 0,7 1521 £ 78 0,9500
115 21,9 £ 0,6 1054 £ 31 0,9823
125 32,6 £ 0,7 707 £ 14 0,9925
100 12,2 = 0,1 1887 = 16 0,9986
300 110 15,1 = 0,1 1527 = 12 0,9989
120 274 £ 0.2 841 £ 6 0,9990
125 36,8 £ 0,3 625 £ 5 0,9991
95 6,7 = 0,2 3459 £ 11 0,9877
450 105 10,7 = 0,1 2149 £ 21 0,9985
115 23,5 £0,2 081 £ 8 0,9887
125 40,3 £ 0,5 571 =7 0,9982
100 6,36 £ 0,07 3618 £ 43 0,9979
600 110 11,74 = 0,09 1961 = 16 0,9989
120 239 = 0,2 964 £ 8 0,9987
125 345 £ 0,2 667 =5 0,9993
95 2,72 £ 0,04 8445 * 146 0,9958
900 105 6,19 = 0,06 3721 = 35 0,9987
115 13,7 = 0,1 1680 = 14 0,9988
125 28,8 £ 0,2 801 =5 0,9994

Les résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs obtenues par le modele d’ordre 1 ont été

analysés afin de déterminer si le modele ajuste bien les données (figure V — 4).
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Figure V - 4 : Variation des résidus au cours du temps pour (A) [AA]i = 150 mg/L, (B) [AA]i = 300 mg/L, (C)
[AA]; = 450 mg/L, (D) [AA]; = 600 mg/L, (E) [AA]; = 900 mg/L en fonction du temps a 95, 100, 105, 100, 115,
120 et 125 °C ; (¢) 95 °C pour A, C, E et 100 °C pour B, D ; (m) 105 °C pour A, C, E et 110 °C pour B,D ;
(A) 115 °C pour A, C, E et 120 °C pour B,D ; (¢) 125 °C

Un test de Shapiro-Wilk effectué sur les résidus a montré qu’ils suivent une distribution normale. Mise
a part la concentration initiale en AA de 150 mg/L (figure V — 4 A), les résidus sont répartis de fagon
hétéroscédastique, ce qui confirme donc qu’une cinétique d’ordre 1 décrit bien les données. La tendance

observée pour [AA]; = 150 mg/L provient probablement d’un impact de 1’oxygéne injecté avec 1’acide

ascorbique.

Certaines valeurs des constantes de vitesse obtenues sont du méme ordre que celles obtenues par

d’autres auteurs. Le k720°c, dans notre cas, vaut en moyenne 2,6.10% min!. Van den Broeck et al. (1998)
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ont obtenu un k;20°cde 7,6.107 min™! dans du jus d’orange a pH = 3,5 (environ 3 fois plus élevé) et un ki20°c

de 4,9.10 min™' dans du jus de tomate 2 pH = 4,5 (environ 2 fois plus élevé).

Certains auteurs (Esteve et al., 1988, dans extrait d’asperge ; Blasco et al., 2004, dans un extrait de
champignon) ont obtenu entre 110 °C et 120 °C des constantes de vitesse d’un a deux ordres de grandeur

plus élevés (tableau II — 7). De nombreux facteurs peuvent expliquer cette différence :

1) Ni Esteve et al. (1998), ni Blasco et al. (2004) n’avaient dégazé leur milieu. Il y avait donc
initialement de 1’oxygéne dissous et le milieu n’était pas en conditions anaérobies strictes.

2) Les conditions physico-chimiques et notamment le pH qui n’est pas le méme, nettement plus élevé
dans I’asperge (pH = 6,7) ou dans le champignon (non rapporté par Blasco et al., 2004, mais
généralement compris entre 5 et 7).

3) La composition du milieu peut aussi intervenir, par exemple, par la présence d’acides aminés
permettant des réactions de Maillard. Ainsi, les champignons sont connus pour étre riches en acides
aminés, dont le glutamate, et les asperges en asparagine. Ces végétaux ou extraits de végétaux
pourraient aussi contenir des catalyseurs (ions métalliques notamment) des réactions de dégradation

de ’AA.

A 95 °C, Karhan et al. (2003) ont aussi obtenu un kosec de 0,013 min’! dans la rose musquée (environ

20 fois plus élevé), le kosoc obtenu ici étant en moyenne de 6.10°* min’!.

Les valeurs de k obtenues augmentent avec la température. Dans des conditions d’anaérobiose, la
température est donc un facteur prédominant dans la dégradation de 1’acide ascorbique. De ce fait, la
variation de la constante de vitesse en fonction de la température a été modélisée suivant la loi

d’Arrhenius (figure V —5).

In(k) = f(1/RT)
-5 T T T T T 1
0,0003 0,000305 0,00031 0,000315 0,00032 0,000325 0,00033
-5,5
-6
i 6,5 Model Arrhenius
E * In(k)
S~
=
E 7
-7,5
,8 —
B 1/(RT)/ (mol/)

Figure V - 5 : Variation du logarithme de la constante de vitesse en fonction du rapport 1/(RT)
pour les 5 concentrations initiales en acide ascorbique (150, 300, 450, 600 et 900 mg/L)
et aux 7 températures étudiées (95, 100, 105, 110, 115, 120 et 125 °C) avec le modéle d’Arrhenius
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Le logarithme de la constante de vitesse varie bien de fagon linéaire avec le rapport (1/RT), quelle que
soit la concentration initiale en acide ascorbique. La réaction de dégradation de 1’acide ascorbique en

conditions d’anaérobiose suit donc la loi d’Arrhenius, et il est donc possible de déterminer une énergie

d’activation. Un seul mécanisme serait mis en jeu au cours de cette dégradation, probablement un
mécanisme de dégradation de type hydrolytique. Ceci est d’ailleurs vérifié€ par les analyses HPLC : en effet,
les analyses montrent la présence de furfural qui se forme au cours du temps, mais pas d’hydroxy-2-pyrone
ni d’acide furoique, ce qui, d’apres le schéma de dégradation de 1’acide ascorbique (figure I1— 15), confirme
le mécanisme hydrolytique. La valeur d’énergie d’activation est de 67 + 5 kJ/mol, la valeur du facteur pré-
exponentiel est de 3,33.10° min-!. La valeur du facteur de réduction décimale déterminée est de 42 + 3 °C,

et celle du Djjp est de 1521 min.

La valeur de I’énergie d’activation obtenue est proche de celle déterminée par Blasco et al. (2004) dans
de I’extrait de champignon entre 110 et 140 °C (E, = 50 kJ/mol). Karhan et al. (2003) ont déterminé une
énergie d’activation de 47,5 kJ/mol dans la rose musquée entre 70 et 95 °C. Ces valeurs sont néanmoins
légérement inférieures a celle obtenue ici, la vitesse de dégradation de 1I’AA serait donc légérement moins
sensible a la température dans ce cas que dans ceux rapportés par Blasco et al. (2004) et Karhan et al.
(2003). Van den Broeck et al. (1998) ont déterminé des énergies d’activation pour la réaction de dégradation
de ’AA entre 120 et 150 °C de 117 kJ/mol et 105 kJ/mol respectivement dans le jus d’orange et le jus de
tomate. Cette valeur élevée peut étre due a la gamme de températures qui est plus élevée, et donc la
dégradation de I’AA serait moins sensible a la variation de température sur une gamme allant de 120 a 150
°C que sur une gamme allant de 95 a 125 °C. Esteve et al. (1998) ont rapporté une énergie d’activation de
140 kJ/mol dans I’extrait d’asperge verte de 110 a 125 °C, ce qui est plus €levé que la valeur obtenu de 67
kJ/mol. Les conditions de traitements (anaérobies non strictes) ainsi que la valeur du pH (6,7) pourraient
expliquer la différence observée, mais également les mécanismes de dégradation mis en jeu qui peuvent

étre différents dans un extrait de végétale qu’en solution mode¢le.

La variation de k en fonction de la température est donc donnée par I’équation d’ Arrhenius suivante :

k; = —3,33.10% exp (— 67;:3) Equation V - 3

La variation de D en fonction de la température est donc donnée par 1’équation de Bigelow suivante :

1107T)

D; = 1535 « 10( 42 Equation V - 4

La méme approche a été réalisée en utilisant le modele d’Eyring (figure V — 6).
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In(k) = f(1/RT)

0,0003 0,000305 0,00031 0,000315 0,00032 0,000325 0,00033

5,5 1

65 ——Model Eyring
¢ In(k)

In({k / min-1)

75

85 - 1/(RT)/ (mol/J)

Figure V - 6 : Variation du logarithme de la constante de vitesse en fonction du rapport 1/(RT)
pour les 5 concentrations initiales en acide ascorbique (150, 300, 450, 600 et 900 mg/L)
et aux 7 températures étudiées (95, 100, 105, 110, 115, 120 et 125 °C) avec le modéle d’Eyring

La valeur de I’enthalpie libre d’activation AH” déterminée est de 66 6 kJ/mol et celle déterminée pour
I’entropie libre d’activation AS” est de -128 + 16 J.mol'.K'!. La valeur négative de AS” indique que le
mécanisme mis en jeu est de type associatif, c’est-a-dire que deux molécules réagissent entre elles pour
former un seul complexe activé : ici une molécule d’eau va réagir avec une molécule d’acide ascorbique.
L’avantage du modele d’Eyring est la complémentarité qu’il apporte a celui d’Arrhenius. En effet, le
modele d’Arrhenius ne permet pas de conclure sur le processus mécanistique, ce que permet le modele

d’Eyring.

La variation de k en fonction de la température est donc donnée par I’équation d’Eyring suivante :

k; = kB—h'T . exp (?) . exp (— 6(::0) Equation V-5

I1 est donc possible de modéliser la dégradation de 1’acide ascorbique en solution modele a pH = 3,5 et

en condition d’anaérobie selon le modele d’ Arrhenius, le modele d’Eyring et le modele de Bigelow :

Modélisation selon Arrhenius :

C. = Co.exp(—3,33.10°. exp (- 22) ) Equation V - 6

Modélisation selon Eyring :

C, = Cy.exp (— kLh'T. exp (?) .exp (— 66::0) . t) Equation V-7

Modélisation selon Bigelow :

110-T

(—1521*10(T)>
C,=Cy.10 t Equation V-8

Les valeurs obtenues pour les parametres des différents modeles sont résumés dans le tableau V — 2.
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Tableau V - 2 : Valeurs des paramétres déterminés suivant différents modéles

Mode¢le d’Arrhenius Mode¢le d’Eyring Modele de Bigelow
Parametres .
A (min™) E, (kJ/mol) AH” (kI/mol) AS” (kJ/mol)  Djjo (min) 7 (°C)
Valeurs 3,33.10° 67 66 -128 1521 42

1.2 Influence du pH

L’influence du pH a été étudiée pour une concentration initiale en acide ascorbique de 150 mg/L, a
quatre températures différentes (95, 105, 115 et 125 °C) et pour 4 valeurs de pH (2,5 ; 3,5 ; 4,5; 5,5)
(figure V—-"Tet V —8).

18 - 12 4

[AA] (mg/100mL)
[AA] (mg/100mL)

0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Temps (min) Temps (min)

16 - 16 4

[AA] (mg/100mL)
[AA] (mg/100mL)

0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Temps (min) Temps (min)

Figure V - 7 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique pour [AA]; = 150 mg/L a (A) pH = 2,5,
(B) pH = 3,5, (C) pH = 4,5 et (D) pH = 5,5 en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (o) 125 °C
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Figure V - 8 : Evolution de la concentration (normalisée) d’acide ascorbique pour [AA]i = 150 mg/L a
(A) 95 °C, (B) 105 °C, (C) 115 °C et (D) 125 °C en fonction du temps a (¢) pH = 2,5, () pH = 3,5, (A) pH = 4,5
et (x) pH =5,5

Méme apres 320 minutes de chauffage, quels que soient la température ou le pH. ’acide ascorbique ne

disparait pas totalement.

A température égale, la dégradation de I’AA est toujours plus rapide lorsque le pH est de 4,5, et toujours
plus lente lorsque le pH est de 2,5. Li et al. (2016) ont également trouvé que la dégradation de I’AA était
plus rapide lorsque le pH était de 4,5 qu’a des valeurs supérieures entre 120 et 150 °C. Li et al. (2016) ont
effectué leurs expériences en milieux non dégazé mais fermé, ce qui veut dire que de 1’oxygeéne dissous
était présent dans le milieu mais sans pour autant renouvelé. Ici, le milieu est dépourvu d’oxygene et la
réaction a lieu en anaérobie stricte, ce qui pourrait expliquer également certaines différences observées pour

la dégradation de I’AA.

Comme pour les expériences précédentes, la forme des courbes de dégradation semble par ailleurs varier
avec le pH et la température, le systetme « ordre n unique » a été utilisé pour tenter de déterminer 1’ordre
réactionnel. Cependant, a pH = 4,5, le comportement semble étre différent des autres (la distribution des
résidus n’était pas hétéroscédastique). De ce fait, un ordre réactionnel n’a pu étre déterminé qu’aux trois

autres valeurs de pH (2,5 ; 3,5 ; 5,5).

L’ordre réactionnel obtenu est de 0,90 pour les valeurs de pH = 2,5; 3,5 ; 5,5. La cinétique observée

est donc probablement d’ordre 1 pour ces valeurs de pH. Les données ont donc été modélisées avec un

160



modele cinétique d’ordre 1 (équation V — 1), et le modele décrit bien les données (R2 > 0,99 dans la plupart
des cas). Des travaux précédents ont également montré qu’une cinétique d’ordre 1 décrivait bien la
dégradation de 1’acide ascorbique en conditions d’anaérobie (Esteve et al., 1998, Van den Broeck et al.,
1998, Blasco et al., 2004, Bosch et al., 2013).

Les logarithmes des rapports [AA]/[AA]o ont été tracés en fonction du temps pour toutes les

concentrations (figure V —9).
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Figure V - 9 : Evolution du logarithme du rapport [AA]/[AA]o pour [AA]i = 150 mg/L a (A) pH = 2,5,
(B) pH = 3,5, (C) pH = 4,5 et (D) pH = 5,5 en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (o) 125 °C

La variation de In(/AA]/[AA]o) est linéaire au cours du temps lorsque le pH vaut 2,5, 3,5 et 5,5 (figures
V-9 A, B et D), ce qui confirme I’hypotheése d’un ordre 1 pour ces 3 valeurs de pH, alors que lorsque le
pH est fixé a 4,5, ’ordre 1 n’est pas vérifié puisque la variation de In(fAA],/[AA]o) apparait clairement non
linéaire au cours du temps (figure V-9 C).

Les constantes de vitesse de dégradation a chaque pH et a chaque température calculées en utilisant un

modele cinétique d’ordre 1 sont résumées dans le tableau V — 3.
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Tableau V - 3 : Constantes de vitesse de dégradation de 'acide ascorbique d’ordre 1 et temps de réduction
décimale en fonction de la température pour chaque pH étudiée

pH Température (°C) 1(2:111101; D (min) R?
95 45+ 0,2 5083 + 284 0,9489
55 105 6,2 = 0,1 3744 £+ 62 0,9946
’ 115 9,9 =04 2332 = 94 0,9980
125 15,1 £ 0,1 1527 = 10 0,9991
100 8,7+ 0,3 2653 £ 18 0,9784
35 110 15,1 = 0,7 1521 £ 78 0,9500
’ 120 21,9 = 0,6 1054 =+ 31 0,9823
125 32,6 £ 0,7 707 = 14 0,9925
95 19,0 £ 0,2 1209 = 10 0,9988
55 105 23,7 £ 0,2 971 =7 0,9992
’ 115 12,7 £ 0,1 1815 £ 15 0,9990
125 20,5 £ 0,1 1125 =7 0,9994

Les résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs obtenues par le modele d’ordre 1 ont été

analysés afin de déterminer si le modele ajuste bien les données (figure V — 10).
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Figure V - 10 : Variation des résidus pour [AA]i = 150 mg/L a (A) pH = 2,5, (B) pH = 3,5, (C) pH = 4,5 et
(D) pH = 5,5 en fonction du temps a (¢) 95 °C, (w) 105 °C, (A) 115 °C et (o) 125 °C
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Un test de Shapiro-Wilk effectué sur les résidus a montré qu’ils suivent une distribution normale a des
valeurs de pH égales a 3,5, 4,5 et 5,5. Lorsque le pH est de 3,5 (figure V — 10 B), les résidus ne sont pas
répartis de facon hétéroscédastique comme expliqué précédemment pour la figure V — 4 A (mauvaise
homogénéisation de ’AA au moment de I’injection ?). Lorsque le pH est de 2,5 (figure V — 10 A), les
résidus suivent une distribution normale a 105 et 125 °C, et pas a 95 et 115 °C. Cependant, 60-70 % de
dégradation ne sont pas atteints et il est donc difficile de trancher sur I’ordre de la cinétique (Van Boekel,
2009). Pour un pH de 4,5 (figure V — 10 C), bien que les résidus suivent une distribution normale, ils suivent
clairement une tendance et ne sont pas répartis de manicre hétéroscédastique, ce qui confirme bien qu’a
cette valeur de pH, un modele d’ordre 1 ne convient pas a I’ajustement des données. A un pH de 5,5, les
résidus suivent une distribution normale et sont répartis de fagon hétéroscédastique, ce qui confirme qu’a

cette valeur de pH, 1’ordre 1 décrit bien les données.

Les valeurs de k obtenues a pH = 2,5 et pH = 3,5 montrent une augmentation de k avec la température.
En effet, lorsque la température augmente, la valeur de k augmente pour ces deux valeurs de pH. Cependant,
un comportement différent est observé pour pH = 5,5. En effet, il ne semble pas a cette valeur de pH y avoir
de corrélation logique entre la vitesse de dégradation et la température : la loi d’Arrhenius n’est donc pas
respectée. Li et al. (2016) ont cependant rapporté que le comportement de la dégradation de I’AA est

Arrhenien a pH = 5,8 entre 110 et 150 °C, en solution modele, mais pas en conditions anaérobies strictes.

De ce fait, la variation de la constante de vitesse en fonction de la température n’a ét€ modélisée par la

loi d’ Arrhenius que pour les deux valeurs de pH de 2,5 et 3,5 (figure V —11).

W In(k)apH=25
-5,5 | & In(k)apH=35

Model Arrhenius a pH = 2,5

Model Arrhenius a pH = 3,5

In{k / min'l)

-8 T T T T T 1
0,0003 0,000305 0,00031 0,000315 0,00032 0,000325 0,00033

1/(RT) (mol/})

Figure V - 11 : Variation du logarithme de la constante de vitesse en fonction du rapport 1/(RT)
pour les pH de 2,5 et 3,5 aux 4 températures étudiées (95, 105, 115 et 125 °C) avec le modéle d’Arrhenius

Le logarithme de la constante de vitesse varie avec le rapport (1/RT) de facon linéaire pour les deux
valeurs de pH. La réaction de dégradation de 1’acide ascorbique a pH = 2,5 et pH = 3,5 en conditions

d’anaérobiose suit donc la loi d’Arrhenius, et il est donc possible de déterminer une énergie d’activation
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dans ce cas d’étude. Cela signifie, comme précédemment, que méme a un pH faible de 2,5, la température
est un facteur prédominant dans la dégradation de I’acide ascorbique, et il semblerait ici aussi qu’un seul
mécanisme soit mis en jeu au cours de cette dégradation, probablement aussi un mécanisme de dégradation

de type hydrolytique.

La valeur de I’énergie d’activation est de 67 + 5 kJ/mol pour un pH de 3,5, et de 52 + 3 kJ/mol pour
un pH de 2,5, et la valeur du facteur pré-exponentiel est de 4915 min’!. Le faible écart entre ces énergies
d’activation corrobore le fait que le mécanisme impliqué dans la dégradation de 1’acide ascorbique est le
méme pour ces deux valeurs de pH. La valeur du facteur de réduction décimale déterminée est de

53 £ 3 °C, et celle du D;j9 est de 2872 min.

La variation de k en fonction de la température est donc donnée selon 1’équation d’ Arrhenius suivante :

k; = —4915.exp (— SZ::G) Equation V-9

La variation de D en fonction de la température est donc donnée selon 1’équation de Bigelow suivante :

110—T)

D, = 2872 « 10( 53 Equation V - 10

Le méme travail a été réalisé avec la théorie d’Eyring (figure V — 12).

In(k) = f(1/RT)
-5 -
B In(k)apH=2,5
-5,5 @ In(k)apH=3,5
Model Eyring apH =2,5
6 Model Eyring a pH = 3,5
E 6,5
=
-7
-7,5
-8 T T T T T 1
0,0003 0,000305 0,00031 0,000315 0,00032 0,000325 0,00033
1/(RT) / (mol/1)

Figure V - 12 : Variation du logarithme de la constante de vitesse en fonction du rapport 1/(RT)
pour les pH de 2,5 et 3,5 aux 4 températures étudiées (95, 105, 115 et 125 °C) avec le modeéle d’Eyring

La valeur de I’enthalpie libre d’activation AH” déterminée est de 46 + 4 kJ/mol et celle déterminée pour

I’entropie libre d’activation AS* est de -184 £ 9 J.mol"'.K'!. La valeur de AS” confirme également comme 2

pH = 3,5, que le mécanisme mis en jeu est de type associatif.

La variation de k en fonction de la température est donc donnée selon 1’équation d’Eyring suivante :

ky = kB—h'T . exp (%) . exp (— 4(::6) Equation V - 11
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Modélisation selon Arrhenius :

C, = Cy.exp (—4915. exp (— 52:%) . t) Equation V - 12
Modélisation selon Eyring :
C, = Cy.exp (— k”TT exp (_Tfm) .exp (— 46::6) . t) Equation V - 13
Modélisation selon Bigelow :
<_2872*10(%)>
C, = Co.10 t Equation V- 14

Les valeurs obtenues pour les parametres des différents modeles pour un pH de 2,5 sont résumées dans
le tableau V — 4.

Tableau V - 4 : Valeurs des paramétres déterminés suivant différents modeles pour un pH de 2,5

Modéle d’Arrhenius Modéle d’Eyring Modele de Bigelow
Parameétres : .
A(min")  E,(kJ/mol) AH” (kI/mol) AS” (kJ/mol) Djjo (min) 7z (°C)
Valeurs 4915 52 46 -184 2872 53

A pH = 4,5, le comportement est tout autre. En effet, contrairement aux autres valeurs pH, I’ordre
réactionnel estimé est ici de 0,5. Cette valeur obtenue (et inattendue) peut étre due au fait qu’a
pH = 4,5, le milieu est proche de la valeur du pKa du couple acide ascorbique/ascorbate (4,13). Les

constantes réactionnelles ont été calculées a pH = 4,5 et un ordre réactionnel de 0,5 (tableau V —5).

Tableau V - 5 : Constantes de vitesse de dégradation de I’acide ascorbique d’ordre 0,5 en fonction de la
température pour chaque un pH de 4,5

H Température (°C) k* 107 . R?
P P (mg2,100mL"2,min"!)
95 1,00 &= 0,01 0,9967
45 105 1,11 = 0,02 0,9962
’ 115 1,24 +0,01 0,9989
125 1,29 =+ 0,03 0,9926

Li et al. (2016) ont rapporté qu’a pH = 4,5, la réaction de dégradation de I’AA suivait une cinétique

d’ordre 1, or ce n’est pas le cas ici, peut-étre donc a cause des conditions anaérobies strictes.

La valeur de k varie faiblement avec la température. Un graphe d’Arrhenius a été tracé pour étudier

cette variation (figure V — 13).
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Figure V - 13 : Variation du logarithme de la constante de vitesse en fonction du rapport 1/(RT)
pour un pH de 4,5 aux 4 températures étudiées (95, 105, 115 et 125 °C)

La valeur obtenue pour 1’énergie d’activation est de 10,5 + 1 kJ/mol pour un pH de 4,5. Cependant, au
moment de la détermination de cette valeur, la matrice de corrélation linéaire générée par la fonction
« solveraid » de la macro de De Levie nous informe que In(A) est linéairement corrélé a 1’énergie
d’activation, ce qui ne devrait pas étre le cas. Cela veut donc dire qu’au moment de déterminer ces valeurs,
il n’a pas été possible pour le logiciel de les déterminer de facon indépendante, or, il ne doit pas y avoir de
corrélation entre E, et In(A). En conséquence, cette valeur d’énergie d’activation est a considérer avec
prudence. Li et al. (2016) ont déterminé une énergie d’activation de 78 kJ/mol a pH = 4,5 entre 110 et

150 °C, qui n’est pas du tout du méme ordre de grandeur que la valeur déterminée ici.

D’autres études sont cependant nécessaires afin d’expliquer pourquoi la dégradation de 1’acide
ascorbique ne suit pas une loi d’Arrhenius lorsque le pH est de 4,5 et 5,5, et pourquoi 1’ordre réactionnel

est différent lorsque le pH est de 4,5.

1.3 Etude du furfural

Le furfural provient de la dégradation de 1’acide ascorbique par voie hydrolytique (Yuan and Chen,
1998). C’est un des produits majoritaires formés par cette voie de dégradation (Shinoda et al., 2004b,
Kanner et al., 1981). Le furfural est également un dérivé de la décomposition des pentoses et acides
aldoniques (Kanner et al., 1981). La formation du furfural a été suivie au cours du temps en fonction de la

concentration initiale en acide ascorbique (figure V — 14).
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Figure V - 14 : Courbes représentants la formation du furfural en fonction du temps en conditions
d’anaérobie stricte a 95, 100, 105, 110, 115, 120 et 125 °C, avec une concentration initiale en acide
ascorbique de (A) 150 mg/L, (B) 300 mg/L, (C) 450 mg/L, (D) 600 mg/L et (E) 900 mg/L ; (¢) 95 °C pour A, C, E
et 100 °C pour B, D ; (m) 105 °C pour A, C, E et 110 °C pour B,D ; (A) 115 °C pour A, C, E et 120 °C pour
B,D ; (¢) 125 °C avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la ligne en
pointillés noirs représente la limite de quantification du furfural

En conditions anaérobies strictes, quelle que soit la concentration initiale en acide ascorbique, plus la
température augmente, plus la formation du furfural augmente, ce qui est cohérent avec I’évolution de la

perte en acide ascorbique.

L’influence du pH a également été étudiée sur la formation du furfural (figure V — 15).
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Figure V - 15 : Courbes représentants la formation du furfural en fonction du temps en conditions
d’anaérobie stricte avec une concentration initiale en acide de 150 mg/L a 95, 105, 115, et 125 °C a
(A)pH=2,5¢et (B) pH=3,5;(¢) 95 °C pour A, C, E et 100 °C pour B, D ; (m) 105 °C pour A, C, Eet 110 °C
pour B,D ; (A) 115 °C pour A, C, E et 120 °C pour B,D ; (¢) 125 °C avec en lignes discontinues les courbes
de perte de I’AA correspondantes ; la ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification du
furfural

Que le pH soit fixé a 2,5 ou 3,5, la formation du furfural au cours du temps augmente avec la
température. Cependant, il n’a pas été possible de détecter du furfural apH=4,5etpH=5,5,etapH=2,5,
il se forme relativement plus de furfural qu’a pH = 3,5, alors qu’a pH = 2,5, le taux de dégradation de ’AA
est plus faible qu’a pH = 3,5. Le furfural est donc d’autant plus abondant que le pH est bas, ce qui pourrait
étre di soit a une instabilité de ce composé pour les pH faiblement acides, soit a I’existence d’une autre

voie réactionnelle en milieu moins acide.

2 En conditions aérobies

Dans cette partie de 1’étude le profil de la dégradation de 1’acide ascorbique a été établi en présence
d’oxygene en teneurs variables dans I’espace de téte (expérimentations sous air comprimé ou mélange
gazeux O2/N2 90/10). Les températures étudiées sont 95 °C, 105 °C, 115 °C et 125 °C pour chacune des
concentrations sélectionnées (150, 450 et 900 mg/L) a différentes pressions partielles en oxygeéne dans

’espace de téte (3.10* Pa ; 6,3.10* Pa ; 1.10° Pa). Le pH est fixé a 3,5.

2.1 Pression partielle d’oxygene a 30 kPa

Cette étude a été menée en utilisant un mélange gazeux N2/O> 90/10 sous 3.10° Pa (3 bars) de pression,
a 3 concentrations initiales en acide ascorbique différentes (150, 450 et 900 mg/L) a quatre températures

(95, 105, 115 et 125 °C) (figure V — 16).
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Figure V - 16 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique avec une concentration initiale de
(A) 150 mg/L, (B) 450 mg/L et (C) 900 mg/L en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et
() 125 °C avec une pression partielle d’oxygéne dans I’espace de téte de 3.10% Pa ; la ligne en pointillés
noirs représente la limite de quantification de I’acide ascorbique ; les traits rouges représentent le modéle
ajusté aux données

L’acide ascorbique a totalement disparu au bout de 70-120 minutes pour une concentration initiale de
150 mg/L (figure V — 16 A), de 200-260 minutes pour une concentration initiale de 450 mg/L de 95 a
115 °C et n’a pas totalement disparu au bout de 320 min a 125 °C (figure V — 16 B). Pour une concentration
initiale de 900 mg/L, 320 minutes n’ont pas suffi a dégrader tout I’acide ascorbique initialement présent
quelle que soit la température (figure V — 16 C). L’allure des courbes laisse supposer que la dégradation de
I’acide ascorbique ne suit ni une cinétique d’ordre 1, ni d’ordre 0 dans ces conditions. De plus, les courbes
sont relativement proches aux quatre températures, ce qui laisse supposer que 1’effet de la température est

moins marqué lorsqu’elle devient élevée.

L’ordre réactionnel ainsi que les constantes de cinétiques ont été déterminés en utilisant le systeme
«ordre n unique ». L ’ordre réactionnel obtenu est de 0,75. En intégrant 1’équation de la loi de vitesse
générale (Equation IV — 2) avec un n égal 4 0,75, 1’équation suivante est obtenue pour un modgle cinétique
d’ordre apparent 0,75 :

1
7kt : .
C, = (C - —) Equation V - 15
1

avec k s’exprimant en mg'*.100mL"* min™".
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Les constantes réactionnelles obtenues sont listées dans le tableau V - 6 :

Tableau V - 6 : Constantes de vitesse de dégradation de I’acide ascorbique d’ordre apparent 0,75 en

fonction de la température pour chaque concentration initiale étudiée a p(O.) = 3.10* Pa

SErETY 102
Concenz;zll;;l; initiale Température (°C) (mg1/4.1’(;0mlL0-1/4.min-1) R?2

95 3,96 = 0,14 0,9885

150 105 3,53 = 0,12 0,9894

115 3,13 £ 0,11 0,9885

125 2,64 = 0,07 0,9934

95 2,22 = 0,10 0,9932

450 105 1,88 = 0,06 0,9972

115 1,79 = 0,02 0,9966

125 1,55 = 0,02 0,9920

95 1,22 = 0,01 0,9957

900 105 1,22 = 0,04 0,9798

115 1,06 = 0,03 0,9850

125 1,31 = 0,05 0,9682

Les résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs obtenues par le mod¢ele d’ordre 0,75 ont été

analysés afin de déterminer si le modele ajuste bien les données (figure V — 17).
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Figure V - 17 : Variation des résidus au cours du temps pour (A) [AA]i = 150 mg/L, (B) [AA]i = 450 mg/L et
(C) [AA]i = 900 mg/L en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C a p(0O2) = 3.10* Pa
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Un test de Shapiro-Wilk effectué sur les résidus a montré qu’ils suivent une distribution normale sauf
dans un cas, lorsque [AA]i = 450 mg/L a 125 °C (figure V — 17 B). Cependant, quelle que soit la
concentration initiale en AA et la température, les résidus suivent une tendance, ce qui infirme I’hypothéese
d’un ordre réactionnel apparent de 0,75. Il n’est donc pas possible avec certitude de dire que dans de telles

conditions, la dégradation de 1I’AA suit une cinétique d’ordre 0,75.

2.2 Pression partielle d’oxygeéne a 63 kPa

Cette étude a été menée en utilisant un compresseur d’air sous 3.10° Pa de pression (3 bars), a 3
concentrations initiales en acide ascorbique différentes (150, 450 et 900 mg/L) a quatre températures (95,

105, 115 et 125 °C) (figure V — 18).
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Figure V - 18 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique avec une concentration initiale de
(A) 150 mg/L, (B) 450 mg/L et (C) 900 mg/L en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 C et
() 125 °C avec une pression partielle d’oxygéne dans I'’espace de téte de 6,3.10% Pa ; la ligne en pointillés
noirs représente la limite de quantification de I’acide ascorbique ; les traits rouges représentent le modele
ajusté aux données

L’acide ascorbique a totalement disparu au bout de 50-60 minutes pour une concentration initiale de
150 mg/L, de 100-160 minutes pour une concentration initiale de 450 mg/L, et de 250 minutes voire plus
de 320 minutes a 125 °C pour une concentration initiale de 900 mg/L. A nouveau I’allure des courbes laisse
supposer que la dégradation de I’acide ascorbique ne suit ni une cinétique d’ordre 0, ni une cinétique d’ordre
1. Comme dans le cas précédent, il semblerait que la variation de température n’a pas d’effet significatif

sur la vitesse de dégradation de I’AA, les courbes étant relativement proches les unes des autres.
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L’ordre réactionnel ainsi que les constantes de cinétiques ont été déterminés en utilisant le systeme
« ordre n unique », donnant un ordre réactionnel de 0,44. En intégrant I’équation de la loi de vitesse générale
(Equation IV — 2) avec un 7 égal 4 0,5, 1’équation suivante est obtenue pour un modéle cinétique d’ordre

apparent 0,5 :

Ce=Co—k.t.[Co+ &2 Equation V - 16

avec k s’exprimant en mg'2.100mL"?.min"!.

Les données ont donc été modélisées avec un modele d’ordre apparent 0,5 (équation V — 16), et le

modele décrit bien les données (Rz > (0,98).

Les constantes de vitesse de dégradation a chaque concentration initiale et a chaque température en

utilisant un modele cinétique d’ordre apparent 0,5 sont rapportées dans le tableau V — 7.

Tableau V - 7 : Constantes de vitesse de dégradation de I’acide ascorbique d’ordre apparent 0,5 en
fonction de la température pour chaque concentration initiale étudiée a une p(0z) = 6,3.10* Pa

Concentration initiale k * 1072

(mg/L) Température (°C) (mg2.100mL"2.min"") R?
95 10,68 = 0,42 0,9899
150 105 12,55 = 0,42 0,9939
115 13,08 = 0,57 0,9898
125 8,80 = 0,39 0,9846
95 11,00 = 0,33 0,9949
450 105 8,88 = 0,29 0,9926
115 9,00 = 0,44 0,9839
125 6,02 £ 0,19 0,9913
95 5,52 £ 0,15 0,9940
900 105 6,04 = 0,13 0,9963
115 5,99 = 0,13 0,9960
125 4,18 = 0,12 0,9904

De fagon surprenante, les constantes de vitesse les plus faibles sont toujours obtenues a 125 °C.

Les résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs obtenues par le modele d’ordre 0,5 ont été

analysés afin de déterminer si le modele ajuste bien les données (figure V — 19).
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Figure V - 19 : Variation des résidus au cours du temps pour (A) [AA]i = 150 mg/L, (B) [AA]i = 450 mg/L et
(C) [AA]i = 900 mg/L en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C a p(0O2) = 6,3.10* Pa

Un test de Shapiro-Wilk effectué sur les résidus a montré qu’ils suivent une distribution normale.
Cependant, quelle que soit la concentration initiale en AA et la température, les résidus semblent suivre une
tendance, ce qui infirme I’hypothese d’un ordre réactionnel apparent de 0,5. Il n’est donc pas possible avec

certitude de dire que dans de telles conditions, la dégradation de I’ AA suit une cinétique d’ordre 0,5.

2.3 Pression partielle d’oxygene a 100 kPa

Cette étude a été menée en utilisant un compresseur d’air sous 5.10° Pa de pression (5 bars) , a une
concentration initiale en acide ascorbique de 900 mg/L a quatre températures (95, 105, 115 et 125 °C). Le
choix de n’étudier qu’une seule concentration initiale en acide ascorbique dans ce cas est volontaire, car,
du fait de la teneur importante en oxygene dans I’espace de téte et des résultats obtenus pour une pression
partielle en oxygene de 6,3.10* Pa, une dégradation trés rapide de I’acide ascorbique est attendue, ce qui

donnerait des résultats peu exploitables pour des concentrations initiales en acide ascorbique plus faibles.
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Figure V - 20 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique avec une concentration initiale de
900 mg/L en fonction du temps a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C avec une pression partielle
d’oxygéne dans I’espace de téte de 1.10° Pa ; la ligne en pointillés noirs représente la limite de
quantification de I’acide ascorbique ; les traits rouges représentent le modéle ajusté aux données

L’acide ascorbique a totalement disparu au bout de 120-140 minutes pour une concentration initiale de

900 mg/L, quelle que soit la température. L’allure des courbes laisse supposer que la dégradation de I’acide

ascorbique suive une cinétique d’ordre apparent 0,5 en dans ces conditions.

L’ordre réactionnel ainsi que les constantes cinétiques ont été déterminés en utilisant le systéme « ordre
n unique », qui donne un ordre réactionnel apparent de 0,55. Les données ont donc ét€ modélisées avec un

modele d’ordre apparent 0,5 (équation V — 16), et le modele décrit bien les données (R? > 0,99).

Les constantes de vitesse de dégradation a chaque température en utilisant un modele cinétique d’ordre

apparent 0,5 sont rapportées dans le tableau V — 8.

Tableau V - 8 : Constantes de vitesse de dégradation de I’acide ascorbique d’ordre apparent 0,5 en
fonction de la température pour une concentration initiale de 900 mg/L a p(O.) = 1.10° Pa

Concentration initiale Température (°C) k *1072 . R?
(mg/100mL) (mg2.100mL"2,min"!)
95 13,33 = 0,33 0,9962
90 105 13,33 = 0,28 0,9970
115 12,72 = 0,26 0,9972
125 11,79 = 0,32 0,9948

Ici encore, la dégradation est plus lente a 125 °C qu’aux températures plus faibles.

Les résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs obtenues par le modéle d’ordre 0,5 ont été

analysés afin de déterminer si le modele ajuste bien les données (figure V —21).
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Figure V - 21 : Variation des résidus au cours du temps pour [AA]i = 900 mg/L en fonction du temps a
(#) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C a p(O2) = 1.10° Pa

Un test de Shapiro-Wilk effectué sur les résidus a montré qu’ils suivent une distribution normale.
Cependant, quelle que soit la concentration initiale en AA et la température, les résidus semblent suivre une
tendance, ce qui infirme I’hypothese d’un ordre réactionnel apparent de 0,5. Il n’est donc pas possible avec

certitude de dire que dans de telles conditions, la dégradation de I’ AA suit une cinétique d’ordre 0,5.

2.4 Dégradation de 1’acide ascorbique en conditions aérobies

Quelle que soit la valeur de la pression partielle en oxygene dans 1’espace de téte, un fait frappant est
qu’il n’y a pas de corrélation entre la variation de k et la température. La dégradation est souvent visiblement
plus lente a 125 °C, les trois autres températures €tant quasi confondues. De ce fait, la réaction de

dégradation de 1’acide ascorbique en conditions d’aérobiose ne suit pas la loi d’ Arrhenius, loi classiquement

suivie par la majorité des réactions chimiques. Cela signifie que dans de telles conditions, la température

n’est pas le facteur limitant dans la dégradation de I’acide ascorbique. Il pourrait donc y avoir d’autres

parametres intervenants dans la dégradation.

L’¢énergie d’activation est donc différente pour chaque température. Cette énergie d’activation étant

directement reliée au type de mécanisme mis en jeu, il est donc possible que ceux-ci soient différents d’une
température a I’autre. En effet, pour déterminer les constantes de cinétique de dégradation, nous avons
considéré la dégradation de I’acide ascorbique dans sa globalité, ¢’est-a-dire qu’une seule réaction est mise
en jeu. De ce fait, les valeurs k obtenues nous renseignent uniquement sur la dégradation globale de I’acide

ascorbique sans prendre en considération le chemin réactionnel suivi par cette dégradation.

Par conséquent, les constantes de cinétique obtenues sont des constantes apparentes tenant compte de

la convolution de plusieurs mécanismes réactionnels mis en jeu, ayant chacune une énergie d’activation

propre.
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De plus, I’ordre réactionnel varie en fonction de la teneur en oxygeéne dans 1’espace de téte. En effet, la
valeur de I’ordre réactionnel apparent n est de 0,75 pour une p(0Oz) = 30 kPa et de 0,5 pour une
p(02) > 63 kPa. Cela signifie que plus I’oxygene devient limitant, plus I’ordre réactionnel tend vers 1, ce
qui voudrait dire que la dégradation de 1’acide ascorbique tend a survenir selon un seul mécanisme, un
mécanisme de type hydrolytique obtenu en I’absence d’oxygéne. Ceci est d’ailleurs confirmé par le fait que
méme en conditions anaérobie strictes, I’ordre réactionnel est de 1. L’oxygéne apparait donc comme un co-
facteur de la dégradation de I’acide ascorbique avec un impact plus important que la température dans les

conditions étudiées.

Les courbes représentant I’évolution de la concentration en AA en fonction du temps a une température
donnée et en fonction de la pression partielle d’oxygene ont été tracées pour une concentration initiale en

AA de 900 mg/L (figure V —22).
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Figure V - 22 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique avec une concentration initiale de
900 mg/L en fonction du temps a (A) 95 °C, (B) 105 °C, (C) 115 °C et (D) 125 °C avec une pression partielle
d’oxygéne de (¢) 100 kPa, (m) 63 kPa, (A) 30 kPa (¢) 0 Pa (anaérobie stricte)

Quelle que soit la température, plus la p(0O2) augmente, plus la dégradation est rapide. Cela confirme

bien I’'importance de la teneur en oxygene, méme a des températures supérieures a 100 °C.
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Les valeurs des temps de demi-vie (¢;2) sont rapportées dans le tableau V — 9.

Tableau V - 9 : Temps de demi-vie de I'acide ascorbique en fonction de la pression partielle d’oxygéne et
de la température

t12 (min)

Concentration (mg/L.) Température (°C) p(02)=30kPa p(0:)=63kPa p(0:) =100 kPa

95 29 20
105 34 17
150
115 40 16
125 48 22
95 82 32
105 92 38
450
115 90 33
125 105 55
95 152 105 35
105 140 92 36
900
115 163 94 37
125 111 114 39

La pression partielle en oxygene influe fortement sur la dégradation de I’AA. En effet, a une température
donnée, plus la p(0-) est élevée, plus le temps de demi-vie est faible. Ce constat est en adéquation avec ce
qui a été rapporté par Wilson et al. (1995) et Miyawaki et al. (2016). Wilson et al. (1995) ont rapporté que
la dégradation de I’AA suivait une cinétique d’ordre 1. Miyawaki et al. (2016) ont rapporté que la
dégradation de I’ AA suivait une cinétique d’ordre 0 dans un réacteur ouvert avec bullage d’oxygene in situ,
et que la dégradation de I’ AA suivait une cinétique d’ordre 1 dans un réacteur ferm¢. Dans le cas du réacteur
fermé, Wilson et al. (1995) et Miyawaki et al. (2016) ont fait le méme constat, a savoir que la dégradation
de I’AA suit une cinétique d’ordre 1. Cependant, les valeurs des ordres réactionnels obtenus dans ce cas
varient de 0,5 a 0,75 en fonction de la pression partielle d’oxygene. Cela peut s’expliquer par deux

différences majeures :

- Dans les réacteurs fermés de Wilson et al. (1995) et Miyawaki et al. (2016), il n’y a pas de
renouvellement d’oxygéne, contrairement aux travaux effectués dans ce cas, et donc la

concentration en Oz décroit du fait de sa consommation au cours du processus d’oxydation de ’AA.
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- Wilson et al. (1995) ont réalisé leurs études entre 18 et 25 °C, Miyawaki et al. (2016) entre O et
70 °C, c’est-a-dire des gammes de températures différentes de celles étudiées dans ce projet. Dans
une gamme de températures allant de 95 a 125 °C, les concentrations d’oxygene a saturation sont

plus faibles et la dégradation de I’AA par voie hydrolytique devient de plus en plus prépondérante.

Ces aspects (renouvellement d’oxygene et gamme de températures) pourraient expliquer pourquoi les
ordres réactionnels ne sont ni 0 ni 1, et pourquoi cet ordre varie avec la pression partielle d’oxygene. Une
diminution de la pression partielle en oxygene contribue a augmenter la part de la voie hydrolytique dans

le mécanisme de dégradation de I’AA.
Concernant les valeurs de ;> :

- Pour une concentration initiale en AA de 900 mg/L, elles sont 1,5 fois plus élevées a p(O2) = 63
kPa qua p(0O:) = 30 kPa, et 2,7 fois plus élevées a p(0:) = 100 kPa qu’a
p(02) =63 kPa

- Pour une concentration initiale en AA de 450 mg/L, elles sont de 2 a 2,7 fois plus élevées a
p(02) =63 kPa qu’a p(0O:) = 30 kPa

- Pour une concentration initiale en AA de 150 mg/L, elles sont de 1,5 a 2,5 fois plus élevées a

p(02) = 63 kPa qu’a p(02) = 30 kPa

A une pression partielle d’oxygene et une concentration données, la variation de température ne produit
pas de grandes différences au niveau des valeurs de #;2. Van Bree et al. (2012) ont étudié I’influence de la
pression partielle d’oxygene initiale sur la dégradation de I’AA dans un jus de fruit stocké a 22 °C. IlIs ont
rapporté que plus la pression partielle d’oxygene est €levée, plus la dégradation de I’AA est rapide. Le
méme constat est ici observé. Van Bree et al. (2012) ont déterminé une constante de vitesse de 0,390 jour
! pour une concentration en oxygéne dans ’espace de téte de 20,9 %, et 0,261 jour™ pour une concentration
d’oxygene dans I’espace de téte de 10,02 %, c’est-a-dire 1,5 fois plus lorsque la concentration d’oxygene
est de 20,9 % que 10,02 %. Les mémes ordres de grandeurs ont été¢ déterminés ici, avec une similitude plus

marqué lorsque la concentration initiale en AA était de 900 mg/L.

2.5 Implication de I’oxygene

I1 est clairement établi que I’oxygéne reste un facteur prépondérant dans le processus de dégradation de
I’AA, méme a haute température. La dégradation de I’AA observée dans des conditions aérobie est la
résultante de deux mécanismes, un de type hydrolytique et de type oxydoréductif, ce dernier étant

dépendant de la teneur en oxygene.
Trois points importants ont lieu d’étre mis en avant :

1) Ladégradation de I’AA est plus rapide lorsque de 1’oxygene est présent dans le systéme réactionnel :

méme a hautes températures, le mécanisme de type oxydoréductif est présent et méme prépondérant.
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Bien que la concentration en oxygene soit d’autant plus faible que la température augmente
(Winkler, 1888) (figure V —23), le modele de Tromans (1998) pour la solubilité en oxygene indique
que, méme a haute température, il peut y avoir de ’oxygene dissous dans de 1’eau, et que cette
concentration dépend la fois de la température et de la pression partielle d’oxygeéne (Tromans,

1998) (figure V — 23).

0,0025 -
0,002 -
=
—
S 0,0015
£
)
2
S 0,001 —
Q
A ~_____— 100kPa
0,0005 \ 63 kpa ~— Tromans
30 kPa
; 21 kPa
Winkler
0 T T T T T T 1 —_—
0 20 40 60 80 100 120 140

Temperature (°C)

Figure V - 23 : Solubilité de 'oxygéne en fonction de la température selon les modéles de Winkler (1888) et
Tromans (1998)

Selon Winkler, il n’y a plus d’oxygene dissous dans I’eau a partir de 100 °C, a pression atmosphérique.
Cependant, dans notre systeme expérimental, la pression imposée est supérieur a la pression atmosphérique,
en conséquence, le modele de Tromans (1998) apparait ici étre plus robuste que celui de Winkler (1888).
Le modele de Tromans (1998) est défini par 1’équation suivante :

T

298)—(299.378+0.092 +T)(T—298)—20.591+103

R+T

0.064*T2+203.357*T*ln(
[02] = Py, = exp

> Equation V - 17

ou [O:] est la concentration en oxygene dissous en mol/L, Po; est la pression partielle en atm, R est la

constante des gaz parfaits (8,314 J.mol'.K™") et T est la température en K.

Les concentrations en oxygene dissous dans 1’eau en fonction de la température et de la pression

partielle en oxygene sont calculées dans le tableau V — 10 selon le modele de Tromans (1998).
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Tableau V - 10 : Concentrations saturantes en oxygéne en mg/L en fonction de la température et de la
pression partielle en oxygéne, d’aprés le modéle de Tromans (1998)

Température p(02) =21 kPa p(02) = 30 kPa p(02) = 63 kPa p(02) = 100 kPa

(°C)

95 5,17 7,38 15,51 25,84
105 5,21 7,44 15,62 26,03
115 5,31 7,59 15,94 26,57
125 5,49 7,84 16,47 27,45

Il y a une quantité non négligeable d’oxygeéne présent dans le milieu a I’équilibre (c’est-a-dire avant
injection de I’acide ascorbique dans le milieu), ce qui pourrait expliquer la dégradation trés rapide de I’AA
dans les premieres minutes, ce qui est notamment mis en avant par la valeur élevée des résidus observée a

t=0,5 min.

2) Quelle que soit la température a une pression partielle d’oxygene donnée, les quatre courbes sont
similaires (avec un léger décrochage observé a 125 °C, visible notamment a p(0O2) = 63 kPa,
figure V — 18). Cela signifie que 1’effet de la température est limité en conditions aérobies, alors
qu’en conditions anaérobies, une augmentation classique de la vitesse de dégradation avec la
température est observée. Plus la température augmente, plus la part de la dégradation hydrolytique
augmenterait, et donc moins I’AA se dégraderait par voie oxydoréductive (effet marqué a 125 °C).

3) En conditions aérobies, la dégradation de I’ A A ne suis ni une cinétique d’ordre 1, ni d’ordre 0. Dans
ces conditions, il n’y a pas un mécanisme de dégradation unique qui est mis en jeu, mais bien une
convolution de plusieurs mécanismes. De plus, le fait que les 3 produits de dégradations (furfual,
acide furoique et 3-OH-2-pyrone) soient observés est tres significatif du fait que méme en conditions

acrobie, I’AA se dégrade aussi par voie hydrolytique.

Il n’existe pas de dispositif permettant de suivre en continu les concentrations en oxygene aux
températures utilisées. Cette concentration a donc été calculée de facon théorique, en supposant que
I’oxygeéne consommé dans le milieu ne se renouvelle pas compte tenu des températures élevées qui
entravent sa dissolution, et que donc la réaction de dégradation de I’AA par voie oxydoréductive se fait a

I’interface liquide-gaz. Le modele est donc posé dans les deux équations suivantes :

L A _ g, Equation V - 18
[44] dt
avec : k, = k.[0,]° Equation V - 19
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ou k; serait donc une constante de vitesse apparente (kqpp) qui varie au cours du temps, et k serait un kox
(constante de vitesse de la réaction de dégradation par voie oxydoréductive) qui lui serait constant au cours

du temps, et § 1’ordre partiel par rapport a Oa.

Pour simplifier le probleéme, la valeur de f est initialement fixée a 1 (Pénicaud et al., 2011), ainsi que
I’ordre apparent de la réaction pour I’AA, en tenant compte des deux mécanismes survenant

concomitamment. La dégradation est donc résumée par 1’équation suivante :
kapp = kox. [OZ]B + kanoxy Equation V - 20

avec kanoxy représentant la constante de vitesse de la dégradation par voie hydrolytique. Les valeurs des
kanoxy utilisés sont les valeurs déterminées en conditions anaérobies strictes. La réaction de dégradation de
I’AA ¢étant déterminé comme suivant une cinétique d’ordre 1, les valeurs de kaunoxy utilisées sont les
moyennes des valeurs obtenues pour les 3 concentrations initiales étudiées (150, 450 et 900 mg/L) a chaque

température (95, 105, 115 et 125 °C). Ces valeurs sont rapportées dans le tableau V —11.

Tableau V - 11 : Valeurs moyennes des constantes de vitesse de la réaction de dégradation de I’AA par
voie hydrolytique en fonction de la température

Température (°C) kanoxy (10" min!)
95 5,95
105 10,88
115 19,27
125 33,17

La valeur du kqpp a chaque temps a été calculée en prenant la dérivée de la courbe de dégradation de
I’AA, approximée par la différence entre deux points consécutifs. Pour tracer le k., la relation suivante a
donc été utilisée :

t+1
2 N Equation V - 21
[AA4],+[AA] 4 At PP

La valeur du k., constante de vitesse de la dégradation de I’AA par voie oxydoréductive et supposée
constante au cours du temps, a ét¢ déterminé entre I’instant # = 0 (instant initiale au moment de 1’injection
de I’AA dans le milieu) et I’instant # = 0,5 min, en supposant que la concentration en O2 a ¢t = 0 est connue
et déterminée par 1’équation du modele de Tromans (1998). Le k.. est donc déterminé selon 1’équation

suivante :

k = _ka 0. Z -
k,, = —2p=0) _—anowy Equation IV - 22
[02]0

181



Les valeurs de k.. (tableau V — 12) et les variations de k4, en fonction du temps (figure V — 24) ont été

réalisées a p(02) = 63 kPa et p(02) = 100 kPa.

Tableau V - 12 : Valeurs des kox en fonction de la température et de la pression partielle d’oxygéne

kox (min™)

Concentration (mg/L) Température (°C) p(02) =63 kPa p(0:) =100 kPa

95 168 +£53
105 144 + 29
150
115 140 + 25
125 332+76
95 193 +44
105 408 + 88
450
115 388 £292
125 330 £ 158
95 195 + 46 348 +59
105 182 + 85 246 + 61
900
115 173 £ 46 269 +3
125 143 +53 199 + 16

Ces valeurs de k., bien qu’étant assez imprécises (€carts-types élevés), nous révelent que la dégradation
de I’AA par voie oxydoréductive est extrémement rapide méme a hautes températures. Cela explique

¢galement pourquoi I’AA est rapidement dégradé les premiéres secondes apres injection dans le milieu.
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Figure V - 24 : Variation du kapp en fonction du temps pour (A) [AA]i = 150 mg/L, p(O2) = 63 kPa,
(B) [AA]i = 450 mg/L, p(O2) = 63 kPa, (C) [AA]i = 900 mg/L, p(O2) = 63 kPa et
(D) [AA]i =900 mg/L, p(O2) = 100 kPa a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (o) 125 °C

Une diminution brutale du kg, est observée les premieres secondes. Selon 1’équation V — 20, cela ne
peut étre dii qu’a une diminution brutale de la concentration en oxygene dans le milieu. De plus, la
diminution de la valeur de kqpp est plus brutale lorsque p(O2) = 100 kPa que lorsque p(O2) = 63 kPa
(figure V —24 C et V — 24 D), respectivement de ~ 4,0.10° s 23.10* s de ~ 1,5.103 s1 2 1,5.10% 57!, soit

des diminutions respectives d’environ 3,7.107 s

et 1,4.10° s'. De plus, il n’y a pas absence totale
d’oxygéene dans le milieu car le kqpp est toujours supérieur a kanoxy. Cette concentration en O2 pourrait varier
(augmenter a nouveau) au cours du temps, notamment lorsque le taux d’AA dans le milieu devient faible.
La premiere valeur de kupp traduit déja une limitation en oxygene au départ : k. diminue avec la
consommation d’O; et augmente avec le réapprovisionnement d’Oz. Cela pourrait également expliquer la
haute valeur du résidu a ¢ = 0,5 min (figures V — 19 et V — 21). Il y aurait donc une premiere étape ou
I’oxygeéne diminue fortement avant de réaugmenter. Ceci est d’ailleurs confirmé par des expériences

menées au CTCPA dans le cadre du projet OPTIFEL (figure V — 25) a des températures plus faibles,

compatibles avec 1’utilisation de la sonde PreSens.

183



Injection de ’AA
9 / 18000
8 & 16000
7 = 14000
6 12000 E
=) S
w5 » 10000 §
£ > =
T i [=14]
— 4 - 8000 =
o) - —t
=3 6000 X
2 4000
1 S e 2000
0 - : 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temps (min)

Figure V - 25 : Variation de la concentration en O; et en AA en fonction du temps a 65 °C dans un tampon
Mcllvaine a pH = 3,5, une pression d’air de 20 kPa et une concentration initiale en AA de 150 mg/L, avec
(e) la concentration en AA et (¢) la concentration en Oz

Dans ces conditions, une premiere étape de chute de la concentration en O est clairement observée,
puis une deuxieme étape d’augmentation de la concentration en Oz jusqu’a un retour a 1’équilibre. Lors de
I’introduction de I’AA la concentration en oxygeéne ne reste pas a la valeur d’équilibre avec 1’espace de
téte : malgré la forte agitation du milieu dans le thermorésistometre, la diffusion de 1’O; est déja plus lente
que sa consommation a 65 °C, et il est fort probable qu’elle soit comparativement encore plus lente lorsque

la température est élevée.

Des concentrations en O> théoriques ont été calculées a partir de 1’équation V — 20 (figure V — 26), et

selon 1’équation suivante :

ka —kanox - =
| = —2pO-_anowy Equation V - 23

[02 t Kox
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Figure V - 26 : Variation de la concentration en O, théorique en fonction du temps pour
(A) [AA]i = 150 mg/L, p(O2) = 63 kPa, (B) [AA]i = 450 mg/L, p(O-) = 63 kPa,
(C) [AA]i =900 mg/L, p(O2) = 63 kPa et (D) [AA]; = 900 mg/L, p(O2z) = 100 kPa a (+) 95 °C, (w) 105 °C,
(A) 115 °C et (o) 125 °C

La concentration initiale théorique en O, a été calculée selon le modele de Tromans (1998). Quelle que
soit la concentration initiale en AA, le modele implique une chute brutale de la concentration en oxygene
des les premiere secondes (effet moins marqué lorsque [AA]; = 150 mg/L, figure V — 26 A). L oxygene
présent a 1’équilibre avant injection de I’AA dans le milieu serait rapidement consommé lorsque I’AA est
injecté, et la diffusion de I’oxygéne de I’espace de téte jusque dans le milieu expérimental apparait lente,
méme a une p(02) de 100 kPa (figure V — 26 D). La dégradation de I’AA par voie oxydoréductive

surviendrait principalement a I’interface liquide-gaz.

2.6 Etude des composés de dégradation

La formation/disparition des produits principaux de dégradation, a savoir le 3-hydroxy-2-pyrone,
I’acide furoique et le furfural a également été étudiée. Le 3-hydroxy-2-pyrone et I’acide furoique
proviennent de la voie oxydoréductive et le furfural provient de la voie hydrolytique (Yuan and Chen,

1998).

2.6.1 Le 3-hydroxy-2-pyrone
Les figures V — 27, V — 28 et V — 29 représentent la variation du 3-OH-2P en fonction du temps pour

les trois concentrations initiales en AA.
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Figure V - 27 : Courbes représentants la formation/disparition du 3-hydroxy-2-pyrone en fonction du temps
pour [AA]i = 900 mg/L a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, a une pression partielle en oxygéne

de (A) 30 kPa, (B) 63 kPa et (C) 100 kPa avec en lignes discontinues les courbes de perte de ’AA

correspondantes ; la ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification du 3-hydroxy-2-pyrone
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Figure V - 28 : Courbes représentants la formation/disparition du 3-hydroxy-2-pyrone en fonction du temps
pour [AA]i = 450 mg/L a (+) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, a une pression partielle en oxygéene
de (A) 30 kPa et (B) 63 kPa avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la

ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification du 3-hydroxy-2-pyrone
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Figure V - 29 : Courbes représentants la formation/disparition du 3-hydroxy-2-pyrone en fonction du temps
pour [AA]i = 150 mg/L a (+) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (o) 125 °C, a une pression partielle en oxygéne
de (A) 30 kPa et (B) 63 kPa avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la

ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification du 3-hydroxy-2-pyrone

D’apres ces courbes, le 3-hydroxy-2-pyrone suit une tendance de formation/disparition identique
quelles que soient la concentration initiale en acide ascorbique et la température. Dans une premiere étape,
la concentration en 3-hydroxy-2-pyrone augmente jusqu’a atteindre un maximum. Ce maximum
d’apparition survient lorsque I’acide ascorbique initialement présent a totalement disparu. Dans une
deuxieme étape, apres que 1’acide ascorbique ait été entiérement détruit, survient une diminution de la

concentration en 3-hydroxy-2-pyrone correspondant a la disparition de ce composé.

D’autre part, au regard de la figure V — 27 (A) (p(0O2) = 30 kPa), plus la température augmente, moins
il se forme du 3-OH-2P, ce qui tend a confirmer le fait que plus la température augmente, moins il y a de
dégradation de type oxydoréductif relativement a la dégradation hydrolytique. La figure V — 27 (B)
(p(02) = 63 kPa) indique que jusqu’a 115 °C, il n’y a pas de différence au niveau de la formation du 3-OH-
2P, mais en revanche, a 125 °C, une nette diminution est observée. L’effet inverse est observé pour une
p(02) de 100 kPa. En effet, d’apres la figure V — 27 (C), a cette teneur en oxygene, aucune différence n’est
observée jusqu’a 115 °C, mais une forte augmentation de la quantité de 3-OH-2P est observée a 125 °C.
Cela signifierait donc que le ratio entre les deux voies de dégradation de 1’acide ascorbique serait dépendant

a la fois de la température et également de la pression partielle en O, sans que ces deux facteurs ne soient

indépendants.

Pour ce qui est des courbes figure V — 28 (A) et V — 28 (B), les mémes constats sont observés que pour
les figures V — 27 (A) et V — 27 (B). Pour ce qui est des figures V — 29 (A) et V — 29 (B), les différences
en fonction de la température sont difficiles a observer, probablement du fait de la faible concentration
initiale en acide ascorbique ([AA]i = 150 mg/L). Il y a néanmoins une légere différence a 125 °C lorsque

la pression partielle en Oz est de 30 kPa (figure V — 29 (A)).
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2.6.2 L’acide furoique

L’acide furoique provient de la dégradation de 1’acide ascorbique par voie oxydoréductive (Yuan and

Chen, 1998). Les figures V — 30, V — 31 et V — 32 représentent la variation du 3-OH-2P en fonction du

temps pour les trois concentrations initiales en AA étudiées.
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Figure V - 30 : Courbes représentants la formation/disparition de I’acide furoique en fonction du temps
pour [AA]i = 900 mg/L a (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, a une pression partielle en oxygéne
de (A) 30 kPa, (B) 63 kPa et (C) 100 kPa avec en lignes discontinues les courbes de perte de ’AA
correspondantes ; la ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification de I’acide furoique
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Figure V - 31 : Courbes représentants la formation/disparition de I’acide furoique en fonction du temps
pour [AA]i = 450 mg/L a (+) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, a une pression partielle en oxygéne
de (A) 30 kPa et (B) 63 kPa avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la

ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification de I’acide furoique
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Figure V - 32 : Courbes représentants la formation/disparition de I’acide furoique en fonction du temps
pour [AA]i = 150 mg/L a (+) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, a une pression partielle en oxygéne
de (A) 30 kPa et (B) 63 kPa avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la

ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification de I'acide furoique

D’apres ces courbes, 1’acide furoique suit une tendance de formation/disparition identique quelle que
soit la concentration initiale en acide ascorbique, la température ou la pression partielle en O2. En effet,
quelle que soit la concentration initiale en acide ascorbique ou la p(0:), plus la température augmente, plus
la quantité d’acide furoique formé augmente. La vitesse de formation de 1’acide furoique est maximale
jusqu’a destruction complete de 1’acide ascorbique. A 95 et 105 °C, la concentration en acide furoique
augmente nettement jusqu’a disparition totale de I’acide ascorbique, puis continue d’augmenter au cours
du temps mais tres légerement. A 115 et 125 °C, une augmentation nette de la concentration en acide
furoique est observée jusqu’a atteindre un maximum atteint apres que l’acide ascorbique initialement
présent ait disparu, suivie d’une diminution lente de la concentration en acide furoique. Contrairement au

3-OH-2P, I’acide furoique est d’autant plus produit que la température augmente.

2.6.3 Le furfural

Le furfural provient de la dégradation de I’acide ascorbique par voie hydrolytique (Yuan and Chen,
1998). Le fait que du furfural se forme en conditions aérobies et a hautes températures est significatif du
fait que I’AA se dégrade également par voie hydrolytique, méme en présence d’oxygene. Du fait des
conditions d’obtention du furfural et de ses faibles teneurs, ce produit de dégradation n’a pu étre suivi dans
toutes les conditions expérimentales de température, de concentration initiale en acide ascorbique et de
pression partielle en oxygene. Il n’a donc pas été possible de suivre la formation du furfural lorsque la p(O2)
était de 100 kPa, lorsque la concentration initiale en AA était de 150 mg/L quelle que soit la p(0:) et
lorsqu’elle  était ¢également de 450 mg/L lorsque la p(0Oz) ¢était de 63 kPa.
Les figures V — 33 et V — 34 représentent a formation du furfural respectivement a p(0z) = 30 kPa et a

p(02) = 63 kPa.
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Figure V - 33 : Courbes représentants la formation du furfural en fonction du temps a p(O2) = 30 kPa a
(¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, avec une concentration initiale en acide ascorbique de
(A) 450 mg/L et (B) 900 mg/L avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la
ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification du furfural
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Figure V - 34 : Courbes représentants la formation du furfural en fonction du temps a p(02) = 63 kPa a
(¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (¢) 125 °C, avec une concentration initiale en acide ascorbique de
900 mg/L avec en lignes discontinues les courbes de perte de I’AA correspondantes ; la ligne en pointillés
noirs représente la limite de quantification du furfural

A concentration initiale en acide ascorbique égale et a température égale, il se forme plus de furfural
lorsque la pression partielle en O est de 30 kPa que lorsqu’elle est de 63 kPa (Figures V —33 et V — 34).
Les concentrations formées sont aussi plus faibles qu’en absence d’oxygene (Figure V - 15). Ceci confirme
que lorsqu’il y a moins d’oxygene présent dans I’espace de téte, la voie de dégradation hydrolytique prend
une part plus grande dans la disparition de I’AA. De plus, quelle que soit la pression partielle en oxygene,
plus la température augmente, plus la quantité de furfural formé augmente, ce qui confirme (i) le
comportement classique de la réaction de dégradation de I’acide ascorbique par voie hydrolytique, et (ii)
que plus la température augmente, plus la voie de dégradation hydrolytique est importante. Il est également
intéressant de noter I’écart considérable entre la quantité de furfural formé a 115 °C et la quantité de furfural

formé a 125 °C, écart d’autant plus important que la pression partielle en oxygene augmente. Cela
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signifierait que le ratio entre les deux voies de dégradation de 1’acide ascorbique serait dépendant a la fois

de la température et également de la pression partielle en O2, sans que ces deux facteurs ne soient

indépendants. Une hypothése serait une diminution de la solubilité de ’oxygéne entre 115°C et 125°C,

contrairement a ce que laisse penser le modéle de Tromans.

3 Comparaison des résultats avec ceux du projet OPTIFEL

Dans le cadre du projet OPTIFEL, des études similaires ont été réalisées sur la dégradation de 1’acide

ascorbique a des températures de réchauffage, plus faibles (de 45 a 85 °C) (figures V — 35 et V — 36).
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Figure V - 35 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique avec une concentration initiale de
900 mg/L en fonction du temps en conditions anaérobies strictes a pH = 3,5 dans le cadre du projet
(A) OPTIFEL et (B) PREDINUT a (A) 45°C, (A) 65 °C, () 85 °C, (¢) 95 °C, (=) 105 °C, (A) 115 °C et (x) 125 °C
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Figure V - 36 : Evolution de la concentration d’acide ascorbique avec une concentration initiale de
900 mg/L en fonction du temps en conditions aérobies a pH = 3,5 dans le cadre du projet
(A) OPTIFEL, p(O2) = 42 kPa et (B) PREDINUT, p(O2) =63 kPa, a (A) 45°C, (A) 65 °C, (+) 85 °C, (+) 95 °C,
(m) 105 °C, (A) 115 °C et (x) 125 °C (la ligne en pointillés noirs représente la limite de quantification de I’AA)

En conditions anaérobies strictes et a température de 45 a 85 °C, I’AA ne se dégrade pas méme pendant
320 minutes de traitement (figure V — 35 A). Contrairement aux idées regues, I’AA n’est pas spontanément
thermolabile. D’ailleurs, méme un traitement a 125 °C pendant 320 minutes en conditions anaérobies ne

suffit pas a détruire la totalité de I’AA initialement présent (figure V — 35 B).

En conditions aérobies et a température de 45 a 85 °C, plus la température augmente, plus la dégradation

de I’AA est rapide, ce qui est logique selon la loi d’Arrhenius (figure V — 36 A). Cependant cette logique
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ne s’applique plus aux températures plus €levées (95 a 125 °C), ou I’influence de la température devient
tres faible (figure V — 36 B). De plus, a 125 °C, la dégradation de I’AA est encore plus lente
(figure V — 36 B). Les mécanismes mis en jeu au cours de la dégradation de I’AA semblent donc différents

dans ces deux plages de température. Ceci est confirmé par plusieurs points :

1) En conditions anaérobies et a température inférieure ou égale a 85 °C, I’AA ne se dégrade pas, la
voie hydrolytique apparait donc extrémement lente.

2) En conditions aérobies et a température inférieure ou égale a 85 °C, la dégradation de I’AA est plus
rapide lorsque la température augmente, ce qui est cohérent avec la loi d’ Arrhenius, et seule la voie
oxydoréductive interviendrait.

3) En conditions aérobies et a température supérieure ou égale a 95 °C, la dégradation de I’AA ne suit
plus une loi d’ Arrhenius, et donc plusieurs mécanismes convolués entrent en jeu.

4) Dans ces mémes conditions, du furfural est formé en quantités non négligeables, et donc, d’apres
Yuan et Chen (1998), les deux voies principales de dégradation de 1’acide ascorbique entrent en

jeu, I’hydrolytique et I’oxydoréductive.

L’importance de 1’oxygene par rapport a la température dans le processus de dégradation de ’AA est
ici mise en évidence. Ainsi I’AA se dégrade plus vite a 45 °C avec un p(0:) de 42 kPa (figure V — 36 A)
qu’a 105 °C en conditions anaérobies (figure V — 35 B).

4 Conclusions

Il semblait établi que la dégradation de 1’acide ascorbique suive une cinétique d’ordre 1. Cette hypothese
n’est confirmée ici que pour la dégradation en conditions anaérobies. En effet, en I’absence d’oxygene,
c’est ’effet de la température qui est prépondérant et la réaction de dégradation suit une cinétique d’ordre
1 et la loi d’Arrhenius, ce qui indique que dans de telles conditions, une seule voie réactionnelle de

dégradation serait mise en jeu (probablement un mécanisme de type hydrolytique).

Par contre, en présence d’oxygeéne dans I’espace de téte, la réaction évolue vers un ordre apparent vis a
vis de ’acide ascorbique, plus faible (0,75 et 0,5). De plus, dans des conditions aérobies, la cinétique de
dégradation de I’acide ascorbique semble beaucoup moins dépendante de la température, mais surtout
fortement influencée par la présence d’oxygene. Une convolution de mécanismes pourrait expliquer ce
constat, sans doute dii a la disponibilité en oxygene qui serait un réactif limitant. Dans le systeéme utilisé il
semble que, malgré une forte agitation, les concentrations en oxygene puissent rester en dessous de
I’équilibre, et la diffusion/dissolution de I’oxygene soit donc le facteur principal de I’évolution des pertes
en acide ascorbique dans les conditions de 1’appertisation. De plus, le thermorésistoméetre ne réalise pas
exactement le systeme clos qu’est une boite de conserve : la disponibilité en oxygene y serait encore plus

limitante, en fonction du volume d’espace de téte inclus lors du scellage.
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Si I’espace de téte contient de I’oxygene, et quelle que soit la température, les trois produits principaux

identifiés par Yuan & Chen (1998) sont formés. Ceci implique :

- Soit que le modele de Winkler (1888), qui suppose I’absence d’oxygeéne dissous au-dela de 100°C,
ne décrive pas correctement les conditions présentes dans le thermorésistometre. Le modele de
Tromans (1998), quant a lui, pourrait expliquer pourquoi en conditions aérobies la dégradation de
I’AA est trés rapide les premiéres minutes, mais ne permet pas d’expliquer la différence de
comportement entre 115 °C et 125 °C ;

- Etant donné les quelques mesures d’oxygene dissous, obtenues a des températures plus faibles, il
semble que, malgré 1’agitation, I’oxygene ne soit pas en équilibre avec I’espace de téte : il pourrait
donc y avoir une déplétion en oxygene dans le milieu, et une réaction qui se déroule a I’interface

liquide / gaz, comme décrit par Herbig & Renard (2016) aux températures inférieurs a 80°C.

L’augmentation de la quantité de furfural formé en fonction de la température est tres significative du
comportement de la réaction de dégradation de 1’acide ascorbique par voie hydrolytique, et ce méme a des
températures d’appertisation. Pour 1’acide furoique, un comportement similaire au furfural est observé. En
effet, plus la température augmente, plus la quantité d’acide furoique formé augmente. En revanche, sauf
lorsque la pression partielle en Oz est élevée (100 kPa), pour la formation du 3-hydroxy-2-pyrone, le constat
inverse est observé. La connaissance des voies réactionnelles reste insuffisante pour comprendre ces effets,

liés peut-étre a des mécanismes d’oxydations dans les réactions intermédiaires.

La détermination théorique de la concentration en oxygene au cours du temps nous a permis de mettre

en évidence deux constats :

- L’oxygene présent a 1’équilibre dans le milieu est rapidement consommé des lors que ’acide
ascorbique est injecté
- Au cours du temps, la dissolution de I’oxygéne de 1’espace de téte vers le milieu réactionnel est trés

lente

Ces constats conduisent a 1I’hypothése que la dégradation de I’AA se déroule principalement a

I’interface liquide-gaz, et non dans le milieu.
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Chapitre VI : Etude de la dégradation de I’acide ascorbique en matrice

alimentaire

Toutes ces études ont été réalisées avec un enrichissement en acide ascorbique a hauteur de
450 mg/kg. Les conditions d’aérobiose étaient réalisées avec un compresseur d’air sous 3.10° Pa de
pression. Les conditions d’anaérobiose partielle étaient réalisées avec de 1’azote dans 1’espace de téte sous

3.10° Pade pression, sans dégazage préalable du milieu.

1 Caractérisation rhéologique et granulométrique des matrices

Les caractéristiques physico-chimiques des matrices alimentaires étudiées sont présentées dans le

tableau VI — 1.

Tableau VI - 1 : Caractéristiques physico-chimiques des matrices alimentaires brutes et diluées

pH « Consistance » Degré Brix (23,5 °C) Viscosité (Pa.s)
Temps d’écoulement 5 sec 30 sec
Purée de Brute 35 2 3,5 15,3 51+3
pomme  Diluée (1/2) ’ 20 / 7,3 0,879 £ 0,01
Brute 1 1 7.3 278,5+0,7
Purée de Broyée 6.2 336 £21
carotte  Diluée (1/2) ’ / / 5,35 /
Diluée (1/3) / / / 0,31 £0,06
Jusde 5 e 43 |/ / / 1,51.10° + 0,04.10°
carotte

La purée de carotte brute est plus consistante que la purée de pomme brute, mais a dilution égale la
purée de carotte devient plus liquide que la purée de pomme, ce qui est probablement dii aux teneurs et
rigidités des particules (Leverrier, 2016). De plus, la purée de carotte brute devient plus visqueuse apres un
broyage, mais cette étape était nécessaire afin d’homogénéiser ce produit. Enfin, le jus de carotte est tres
peu visqueux, sa viscosité est tres proche de celle de I’eau, car il ne contient pas de particules solides en

suspension.

Une mesure de la granulométrie a également été menée sur deux lots de purée de pomme dont I’un a

¢été passé a ’homogénéisateur haute pression (figure VI— 1).
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Figure VI - 1 : Distribution de la taille des particules dans la purée de pomme classique (en rouge) et dans
la purée de pomme passée a ’lhomogénéisateur haute pression (en vert)

La purée de pomme passée a ’homogénéisateur haute pression présente une distribution de taille des
particules plus homogene et d’une taille moyenne de particule plus fine que pour la purée de pomme
classique. La taille moyenne des particules pour la purée de pomme classique est de 472 um, alors que pour
la purée de pomme passée a ’homogénéisateur haute pression, la taille moyenne des particules est de 152

pum.

2 Etablissement du protocole pour I’étude de la dégradation de I’acide

ascorbique en matrice alimentaire

Des essais d’enrichissement en acide ascorbique ont été réalisés avec le thermorésistometre afin de voir
si une solution concentrée d’acide ascorbique directement injectée se répartit de facon rapide et homogene
au sein d’une matrice alimentaire. Pour cela, une solution mere d’acide ascorbique a 200 g/L a été réalisée
(dans de I’acide acétique a 2,31 % (pH = 2,6)) afin d’enrichir la purée de pomme en acide ascorbique a
teneur de 450 mg/kg. A t =0, 900 pL de solution mere d’acide ascorbique ont été introduits dans le
thermorésistometre et des prélevements ont été effectués en duplicata au bout de 5, 15, 30, 45 secondes, 1
minute et 1 minute 30.

Les concentrations en acide ascorbique retrouvées par HPLC étaient tres faibles (environ 30 mg/kg au
lieu des 450 mg/kg attendus). La solution d’acide ascorbique injectée ne s’est donc pas bien répartie dans
le produit contenu dans le thermorésistometre, probablement du fait de la viscosité trop importante.

Des essais de cuisson de la purée de pomme ont été réalisés, afin d’évaluer les pertes en acide ascorbique
lors d’un chauffage d’une heure. Cette pré-expérience a pour but de voir si ’acide ascorbique contenu dans
une matrice alimentaire est suffisamment résistant a la chaleur pour effectuer un suivi de dégradation sur
plusieurs heures. Pour cela 50 g de purée de pomme ont été enrichis avec 2 mL de solution tampon a pH =
3,5 contenant de I’acide ascorbique a teneur de 450 mg/kg. Les essais de cuisson ont été réalisés sur des

échantillons enrichis de 2 g dans des ampoules de verre scellées et plongées dans un bain d’huile a 110 °C.
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Apres 1 heure de cuisson a 110 °C, la concentration en acide ascorbique dans le produit était de
270 mg/kg. Ainsi, il serait possible de réaliser un traitement thermique sur la purée de pomme au
thermorésistometre pendant plus d’une heure a 110 °C ou plus sans détruire totalement 1’acide ascorbique.

Des essais de traitement thermique ont été réalisés sur 400 g de purée de pomme enrichie avec le
thermorésistometre. Ces essais n’ont pas abouti car la purée de pomme était trop visqueuse donc la chaleur
de la résistance ne s’est pas répartie de fagon homogene (ce qui a abouti @ un endommagement mineur de
I’appareil di a une forte augmentation locale de température). Il a donc fallu diluer la purée (dilution par
deux choisie arbitrairement) afin de la rendre moins visqueuse et ainsi faciliter les manipulations.

Les tests effectués sur la purée de carotte diluée au 2 ont montré que la matrice, bien que suffisamment
liquide, était trop hétérogene et contenait des particules au diametre trop élevé, ce qui a bouché a la fois les
cones de prélevement de la pipette et les filtres. La purée de carotte a donc été passée au broyeur afin de
réduire la taille des particules. La texture obtenue était plus homogene mais aussi plus épaisse, ce qui a
entrainé une surpression dans le récipient du thermorésistometre et une fissure du capillaire de prélevement.
I1 a donc fallu diluer la purée de carotte par 3.

Les dilutions ont été effectuées avec du tampon Mcllvaine a pH identique a celui de la matrice (3,5 pour

la purée de pomme et 6,2 pour la purée de carotte).

3 Dégradation de I’acide ascorbique dans la purée de pomme

Le profil cinétique de dégradation de ’acide ascorbique a été établi, dans un premier temps en

conditions aérobies. Les températures étudiées sont 85, 95, 105, 115 et 125 °C (figure VI — 2).
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Figure VI - 2 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec [AA]i = 450 mg/kg en
fonction du temps a (x) 85 °C, (¢) 95 °C, (=) 105 °C, (A) 115 °C et (x) 125 °C pour la purée de pomme

Plus la température augmente, plus la dégradation de I’acide ascorbique est rapide. En effet, la quantité

d’acide ascorbique restante aprés 3 heures de traitement thermique diminue a chaque augmentation de
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température de 10 °C : il reste 57 % de la quantité initiale apres 3 heures a 85 °C, 40 % 295 °Cet 22 % a
105 °C. L’acide ascorbique a presque totalement disparu apres 3 heures a 115 °C (il reste environ 3 % de
la quantité initiale). A 125 °C, la dégradation montre un ralentissement marqué en fin de cinétique (~ 120

minutes).

Le comportement observé ici differe de celui obtenu en solution modele (figure V — 18 B). En effet,
I’acide ascorbique est dégradé moins rapidement dans la purée de pomme : pour une méme durée
d’expérience, 1’acide ascorbique en solution mode¢le a totalement disparu entre 1 h 40 et 2 h 40 (figure IV
—19), tandis que dans la purée de pomme, il n’est pas encore totalement dégradé apres 3 heures. Cela peut
étre di a la différence de diffusion et de solubilité de 1’oxygeéne mais aussi de composition de la matrice
par rapport a la solution modé¢le : la solution modele n’est composée que d’acide ascorbique dissous dans
une solution tampon Mcllvaine a pH = 3,5, tandis que la purée de pomme contient de nombreux composés

chimiques susceptibles d’interagir avec 1’acide ascorbique, notamment des polyphénols.

En effet, il apparait que la vitamine C n’est en réalité que trés peu responsable du potentiel antioxydant
de la pomme : les contributeurs majeurs sont les polyphénols, présents en grande quantité, comme les
procyanidines, 1’acide chlorogénique ou la phloridzine. Ces composés ont de plus la capacité de protéger
la vitamine C contre la dégradation oxydative engendrée par 1’O2 présent dans le systeme (Miller and Rice-
Evans, 1997, Gardner et al., 2000, Beker et al., 2011, Mehinagic et al., 2011). Un dosage des polyphénols
totaux a été réalisé sur la purée de pomme fabriquée au CTCPA et une concentration en polyphénols totaux
de 1 g/kg a été déterminée, proche de celle analysée par Le Bourvellec et al. (2008). Ce taux de polyphénol
étant ¢levé, cela implique que ’acide ascorbique pourrait étre protégé dans la purée de pomme. Par ailleurs,
un fort brunissement de la purée est observé apres les cinétiques, ce qui pourrait aussi indiquer une

dégradation des polyphénols.

Une différence marquée avec la solution modele (figure V — 19 B) concerne I’impact de I’augmentation
de température, puisqu’ici plus la température augmente, plus la dégradation de I’AA est rapide. Ce
comportement est donc plus proche de celui observé en solution modele en conditions anaérobies. Ceci
pourrait €tre di aux différences de solubilité¢ de I’oxygene entre une purée et la solution modele, solubilité
qui diminue par exemple avec le degré Brix (Pénicaud et al., 2012). De plus, la purée de pomme étant plus
visqueuse que la solution modele (tableau V — 2), 1’agitation pourrait étre moins efficace et donc la surface
de contact moins développée et 1’0O> présent dans 1’espace de téte aurait encore plus de difficultés a se
dissoudre dans la purée malgré I’agitation. Ainsi, I’O2 serait moins disponible dans la purée que dans la
solution modele et la dégradation de I’acide ascorbique par voie oxydative serait alors relativement moins

importante.

La problématique de la disponibilité en oxygene pourrait aussi expliquer 1’allure des courbes de
concentration en acide ascorbique pour la purée de pomme (figure V — 1), ot une diminution plus rapide

est notée pendant les premieres minutes. Par la suite, la vitesse de dégradation diminue.
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D’autre part, la cinétique semble complexe, avec des variations non seulement de la vitesse mais aussi
de I’évolution de la vitesse. Le modele d’ordre 0,5 développé pour la solution modele ne permet pas de
bien décrire les données. Un modele classique d’ordre 1 ne permet pas non plus de modéliser ces données.
Au cours de la dégradation de I’acide ascorbique dans la purée de pomme, des mécanismes différents
pourraient étre prédominants en fonction de I’avancement des réactions, réactions de dégradation de 1’acide

ascorbique (aérobie ou anaérobie) mais aussi réactions couplées par exemple avec les polyphénols.

Afin de vérifier ’hypothése d’un mécanisme de dégradation de I’acide ascorbique majoritairement
hydrolytique malgré la présence d’oxygene dans 1’espace de téte, les expériences précédentes ont été
refaites selon les mémes modalités (traitements thermiques a 95 et 125 °C sur de la purée de pomme diluée
au Y% avec agitation a 2925 tours/min et 3.10° Pa) en remplagant I’air comprimé par du diazote (N)

(figure VI—3).
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Figure VI - 3 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec [AA]i = 450 mg/kg en
fonction du temps a 95 °C en conditions (¢) aérobies et (=) anaérobies partielles et a 125 °C en conditions
(A) aérobies et (x) anaérobies partielles pour la purée de pomme

A 125 °C, la dégradation de I’acide ascorbique a le méme comportement qu’il y ait ou non d’oxygene
dans I’espace de téte. L’O> présent pourrait ne pas se dissoudre dans la purée malgré les conditions de
pression utilisées. En revanche, a 95 °C la présence d’oxygene ou d’azote dans I’espace de téte modifie les
cinétiques : une méme dégradation rapide de I’AA a lieu dans les premicres minutes, mais en présence de
diazote un palier est ensuite obtenu. La purée n’ayant subi ni dégazage, ni bullage a I’azote était initialement
saturée en oxygene, et cette dégradation rapide pourrait étre liée a la consommation de I’oxygene initial,
ensuite non renouvelé. Cela montre bien que 1’O> initialement présent dans la matrice est le réactif limitant

de la dégradation de 1’acide ascorbique et est rapidement consommé.
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Suite a ces résultats, la dégradation a été étudiée dans quatre autres lots de purée de pomme, deux sans
désaération préalable, et deux avec désaération, avec dans chaque cas un lot classique et un lot passée a

I’homogénéisateur haute pression (figures VI —4).
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Figure VI - 4 : Comparaison de la dégradation de I’acide ascorbique en conditions aérobies et anaérobies a
deux granulométries différentes, avec (A) sous air, p(02) = 63 kPa, classique, (B) sous azote, p(02) = 0 Pa,
classique, désaérée, (C) sous air, p(02) = 63 kPa, particules fines et (D) sous azote, p(O2) = 0 bar, particules
fines, désaérée, a (¢#) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (x) 125 °C dans la purée de pomme

Des mesures d’oxygene dissous a 20 °C ont permis de montrer des différences de teneurs initiales en
oxygene dissous dans ces purées de pomme, mais avec une efficacité limitée de la désaération ne permettant
pas d’arriver a une anaérobiose totale (la concentration en oxygene pouvait varier de 10 a 14 mg/L). La
méthode employée pour désaérer la purée de pomme pourrait étre insuffisamment efficace, ou une

redissolution d’oxygene pourrait avoir eu lieu au cours de la mise en barquette de la purée de pomme.

Une premiere remarque est que les cinétiques obtenues avec un nouveau lot de purées de pomme sont
différentes de celles obtenues avec le lot initial (figure VI — 4 A comparée a la figure VI — 2), et que les
vitesses ne suivent pas ’ordre logique de la température. En effet, si dans toutes les conditions c’est la
purée traitée a 125 °C ou I’AA est dégradé le plus complétement dans les 3h de suivi, ce n’est pas toujours
la cinétique avec la plus forte vitesse initiale. Les cinétiques obtenues a 95 °C sont plus rapides (mais avec
un plateau) que celles a 105 et 115 °C en présence d’azote. Le rebroyage de la purée, qui devrait avoir
induit une diminution de leur viscosité, ne clarifie pas les résultats. En présence d’oxygene, 1’ordre logique

des températures est respecté, mais des courbes tres proches sont obtenues a 95 °C et 105 °C jusqu’a 120
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min de traitement. Si I’espace de téte contient de 1’azote, les trois courbes de 95 °C a 115 °C restent tres

proches et un plateau semble étre obtenu pour les deux températures les plus faibles.

Un test de Mann & Whitney a été effectué sur les deux jeux de données obtenus en aérobie et en
anaérobie a chaque température pour chaque taille de particules indépendamment. Il ne met pas en évidence
de différence significative, sauf a 105 °C. De méme, un test de Mann & Whitney a été réalisé sur les jeux
de données obtenus pour chaque taille de particule indépendamment en aérobie et anaérobie, et ce dernier
s’est révélé négatif quelle que soit la température. Cela signifie que la taille des particules n’a pas

d’influence sur la dégradation de I’acide ascorbique dans la purée de pomme quelle que soit les conditions.

Comme le montre la figure VI— 3, I’oxygene initialement présent dans la purée de pomme est le facteur
limitant. De plus, ’oxygéne présent dans 1’espace de téte pénetre avec difficulté dans la purée de pomme,
et cela est notamment marqué a 125 °C, ol la méme tendance est observée lorsque de 1’air ou de 1’azote
sont utilisés comme gaz d’espace de téte (figure VI — 3). Ce cas de figure ressemble a ceux rapportés par
Oey et al. (2006) et Verbeyst et al. (2013), qui ont effectué des traitements thermiques respectivement en
solution modele et dans des extraits de fruits rouges. Verbeyst et al. (2013) ont proposé de modéliser de

telles données avec un modele fractionnel d’ordre 1, selon I’équation suivante :

C,=C,+(Cy—C,) *exp(—k,.t) Equation VI - 1

avec C; la concentration en acide ascorbique a I’instant #, Cp la concentration initiale en acide
ascorbique, C» la concentration finale en acide ascorbique apres un traitement prolongé, et k, la constante
de vitesse de premier ordre de la réaction de dégradation de 1’acide ascorbique par voie aérobie

(oxydoréductive).

Ce modele a été utilis€é pour modéliser les données obtenues dans la purée de pomme ayant une
granulométrie normale (pas de passage a ’homogénéisateur haute pression) en conditions aérobies et

anaérobies partielles (figure VI —5).
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Figure VI - 5 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec [AA]i = 450 mg/kg en
fonction du temps en conditions (A) aérobies et (B) anaérobies partielles a (¢) 95 °C, (w) 105 °C, (A) 115 °C
et (¢) 125 °C pour la purée de pomme ; les traits rouges représentent le modéle ajusté aux données

Les valeurs de Cy, et k, sont rapportées dans le tableau VI — 2.
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Tableau VI - 2 : Valeur des parameétres ka et C- en fonction de la température et des conditions

Conditions Température (°C) Co (%) ko (102 min) R?
95 40 1,5+0,1 0,9888
105 14 1,0+0,1 0,9872
Aérobies
115 0,1 1,4+0,2 0,9673
125 0,1 2,3+0,1 0,9900
Anacrobics 95 52 59+03 0,899
partielles 125 7 2,5+0,3 0,9670

A 125 °C, les valeurs de k, sont relativement proches, ce qui démontre d’autant plus I’importance de
I’oxygene présent dans la purée par rapport a I’oxygene présent dans 1’espace de téte. La faible influence
de I’oxygéne présent dans 1’espace de téte est d’ailleurs démontrée par les valeurs de Cw, qui représente la
teneur en AA résiduelle apres dégradation par la voie oxydoréductive. En effet, les valeurs de C 2 95 °C
et a 125 °C sont proches, avec une différence de 12 % a 95 °C et 7 % a 125 °C. Quant a I’écart observé au
niveau des valeurs de k, a 95 °C, cela peut s’expliquer par des concentrations en oxygeéne dissous qui sont
différentes d’un échantillon a I’autre, et donc cela explique le constat inattendu que la valeur de k,a 95 °C

est plus €levée en conditions anaérobies partielles qu’en conditions aérobies.

4 Dégradation de ’acide ascorbique dans la purée de carotte

Le profil cinétique de dégradation de I’acide ascorbique a été établi dans la purée de carotte
(figure VI - 6), dans les mémes conditions que pour la purée de pomme (conditions aérobies, températures
de 85, 95, 105, 115 et 125 °C).

204



1,2 -

[AA]/[AA],
=2 o
o o

o
™~

0,2 -

0 20 10 60 80 100 120 140 160 180 200
Temps (min)

Figure VI - 6 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec [AA]i = 450 mg/kg en
fonction du temps a (x) 85 °C, (¢) 95 °C, (=) 105 °C, (A) 115 °C et (x) 125 °C pour la purée de carotte

Pour les cing températures étudiées une dégradation plus rapide pendant les premieres minutes
d’expérience est observée. Etonnamment, les vitesses initiales de dégradation sont treés proches mais dans
I’ordre inverse des températures (sauf peut-étre pour 95 °C). Puis, notamment a 85 °C et 95 °C, un palier
semble se former et la dégradation ralentit, pour ensuite accélérer a nouveau. De plus, ce palier diminue
voire disparait avec I’augmentation de la température. Comme pour la purée de pomme, une dégradation
oxydoréductive de 1’acide ascorbique aurait lieu lors des premieres minutes de traitement thermique,
catalysée par 1’0 initialement présent dans la matrice, suivie par une dégradation plutét de type

hydrolytique, dont la vitesse augmente avec la température.

Cependant, la dégradation de I’acide ascorbique dans la purée de carotte est globalement plus rapide
que dans la purée de pomme et I’effet de la température semble moins marqué. Etant donné que 1’oxygene
est plus soluble dans les matieres grasses (Pénicaud et al., 2012), et que cette purée de carotte contient de
la créme fraiche, la phase grasse pourrait agir comme réservoir d’oxygene ou facilitateur de transfert. De
plus, il ne faut pas négliger le pH de la matrice qui est supérieur au pKa de I’acide ascorbique
(PH purée de carote = 6,2 et pKa aa = 4,13). De méme, les cinétiques apparaissent complexes et il ne semble
pas possible de modéliser la dégradation de 1’acide ascorbique dans la purée de carotte par un ordre
cinétique classique du fait des différentes phases successives de dégradation (notamment sa reprise en fin

de cinétiques).

Il apparait donc que la dégradation de 1’acide ascorbique lors de traitements thermiques a hautes
températures dépend non seulement de parametres physico-chimiques tels que le pH, la disponibilité en O>

ou la température mais aussi et surtout du type de matrice alimentaire considéré.

Afin de vérifier I’hypothése selon laquelle la température est le facteur majeur responsable de la

dégradation de 1’acide ascorbique et non 1’O; présent dans 1’espace de téte, les expériences précédentes ont
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été refaites selon les mémes modalités (traitements thermiques a 95 et 125 °C sur de la purée de carotte
diluée 3 fois avec agitation a 2925 tours/min et 3.10° Pa de pression) en remplacant ’air comprimé de

I’espace de téte par du diazote (N2) (figure VI—7).
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Figure VI - 7 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec
[AA]i = 450 mg/kg en fonction du temps a 95 °C en conditions (¢) aérobies et (=) anaérobies partielles et a
125 °C en conditions ( A ) aérobies et (x) anaérobies partielles pour la purée de carotte

A 95 °C, comme pour la purée de pomme, un plateau est a nouveau obtenu avec de I’azote dans I’espace
de téte, mais aussi (temporairement) en présence d’oxygene, tandis que les deux courbes obtenues a
125 °C sont plus proches, mais avec une dégradation initiale qui semble moins rapide qu’a 95 °C.
Néanmoins, le bilan a 3 h donne une dégradation de I’acide ascorbique plus importante en conditions
aérobies. Comme en solution modele, il serait intéressant de pouvoir accéder en temps réel aux teneurs en

oxygene dissous dans le milieu.

Contrairement a la purée de pomme, il y a clairement une différence observée entre des conditions
aérobies et anaérobies partielles, et la différence est d’autant plus marquée a 95 °C (figure VI — 7). L’allure
des courbes obtenues en conditions aérobies ne peuvent étre modélisées avec un modele fractionnel
d’ordre 1. Ce modele a pu néanmoins étre utilisé pour modéliser les données en conditions anaérobies

partielles (figure VI — 8).

206



12 -

[AA]/[AA],
o o
[=2] co

S
I~
I

0,2 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temps (min)

Figure VI - 8 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec [AA]i = 450 mg/kg en
fonction du temps en conditions anaérobies partielles a (¢) 95 °C et (¢) 125 °C pour la purée de carotte ; les
traits rouges représentent le modeéle ajusté aux données

Les valeurs des parametres ka et Coo sont rapportés dans le tableau VI — 3.

Tableau VI - 3 : Valeur des parameétres kz et C- en fonction de la température en conditions anaérobies

partielles
Température (°C) Cs (%) k., (102 min!) R?
95 58 9,3+0,6 0,9889
125 19 1,1 £0,2 0,9709

La valeur du k, a 95 °C est tres supérieure a la valeur du &, a 125 °C. Cela signifie qu’a 95 °C, la
dégradation par voie oxydoréductive est plus rapide qu’a 125 °C, et que I'oxygéne dissous a plus
d’influence sur la dégradation de I’AA a 95 °C qu’a 125 °C. De plus, la plus faible valeur de C» a 95 °C
qu’a 125 °C (différence de 39 %) est trés significative du fait qu’a 125 °C, la dégradation de I’ AA survient

plutdt sur un mécanisme de type non-oxydatif (et probablement hydrolytique).

S Dégradation de ’acide ascorbique dans le jus de carotte

Ces traitements thermiques ont été également effectués sur du jus de carotte (figure VI—-9), jus qui était

trés peu visqueux mais dont le pH avait été ajusté a 4,31 par du jus de citron donc de ’acide citrique.
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Figure VI - 9 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec

[AA]i = 450 mg/kg en fonction du temps a (x) 85 °C, (¢) 95 °C, (m) 105 °C, (A) 115 °C et (x) 125 °C pour le jus

de carotte

Les résultats obtenus sont treés proches de ceux montrés pour la solution modele (figure V — 18 B), ¢’est-

a-dire des courbes tres proches, et un comportement légerement différent aux températures les plus élevées.

Les similitudes de comportement entre le jus de carotte et la solution modele pourraient s’expliquer par la

nature de I’acide (citrique) utilisé pour 1’acidification du jus de carotte, tandis que les différences observées

entre la purée de carotte et le jus de carotte montreraient un impact soit du pH, soit des ions présents (1’acide

citrique est un chélatant), soit d’autres composants de la matrice comme la creme ou les autres antioxydants,

ici principalement des caroténoides.

Les mémes expériences ont été refaites a 95 et 125 °C avec de ’azote dans ’espace de téte

(figure VI—10).
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Figure VI - 10 : Evolution de la concentration (normalisée) en acide ascorbique avec
[AA]i = 450 mg/kg en fonction du temps a 95 °C en conditions (¢) aérobies et (») anaérobies partielles et a
125 °C en conditions ( A ) aérobies et (x) anaérobies partielles jus de carotte

L’évolution de la concentration en acide ascorbique a deux comportements différents selon la
température considérée. En effet, a 125 °C, les vitesses de dégradation de l’acide ascorbique sont
sensiblement les mémes quel que soit le gaz de 1’espace de téte. En revanche, a 95 °C, la dégradation est
nettement plus rapide en présence d’oxygene, ce qui pourrait indiquer une part plus importante de

dégradation de type oxydoréductif.

Pour le jus de carotte et contrairement a ce qui avait été observé pour la purée de pomme et la purée de
carotte, il ne semble pas y avoir de phase de dégradation rapide lors des premieres minutes de traitement
thermique. Ceci pourrait &tre dii a un dégazage plus facile (agitation plus efficace ?) dans ce milieu peu

visqueux, que dans les purées.

Une grande variabilité des cinétiques de dégradation de I’AA a pu étre montrée dans ces trois aliments
(deux purées, un jus) de pH et viscosités variables. Cela pourrait s’expliquer par des différences de
propriétés physico-chimiques (viscosité) et de composition (acide citrique, matiere grasse, polyphénols...).
En effet, les différents composants chimiques des matrices n’ont peut-étre pas la méme interaction avec
I’acide ascorbique présent dans le systéme, et n’ont probablement pas non plus la méme sensibilité a la
chaleur. Cela montre encore une fois 1I’importance primordiale de la nature de la matrice alimentaire

considérée.

6 Devenir de I’oxygéne au cours des cinétiques

Puisque de nombreux indices indiquent un impact majeur de la disponibilité en oxygene, des mesures

de concentration en Oz dissous dans le systeme ont été€ réalisées avant et apres chaque traitement thermique
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a 95 et 125 °C a l’aide de la sonde PreSens, pour tenter de clarifier le role de 1’O> dans la dégradation de

I’acide ascorbique (tableau VI —4).

Tableau VI - 4 : Mesures de la concentration en O; dissous dans les différentes matrices avant et aprés
traitement thermique a 95 et 125 °C et enrichissement en acide ascorbique avec [AA]i = 450 mg/kg

Moyenne EC Winkler
Eau distillée reo 22,8 0,10 23
[O2] (mg/L) 8,13 0,15 8,58
(=0 T (°C) 20,2 0,10 02 restant
B [O2] (mg/L) 5,84 0,12 (% quantité initiale)
L T (°C) 22,0 0,64
95 °C b
anacrobie [05] (mg/L) 1,01 0,04 17,35
Jus de o T (°C) 22,3 0,47
125 °C b 16,32
carotte anacrobie [02] (mg/L) 0,95 0,02
T(°C) 21,2 0,15
95 °C 20,61
[O2] (mg/L) 1,20 0,03
125 °C rCo 20,7 0,06 18,72
[O2] (mg/L) 1,09 0,03
=0 T(°C) 19,9 0,00
B [02] (mg/L) 8,24 0,03
Purée de T (°C) 21,4 0,15
95 °C 12,41
carotte [O2] (mg/L) 1,02 0,04
125 °C reo 19,2 0,10 11,77
[O2] (mg/L) 0,97 0,06
(=0 T (°C) 21,1 0,06
B [02] (mg/L) 7,19 0,14
Purée de T (°C) 20,4 0,50
95 °C 15,07
pomme [O2] (mg/L) 1,08 0,05
125 °C T (°C) 21,3 0,21 1234
[O2] (mg/L) 0,89 0,27

Quelle que soit la matrice, la température de traitement thermique ou la concentration initiale en O2, la
méme concentration finale en Oz est obtenue apres 3 heures de traitement thermique (autour de 1 mg/L).
Cette valeur traduit une faible concentration en O présent, mais correspond tout de méme a environ 15 %
de la concentration initiale. Il est des lors difficile de déterminer si 1’02 mesuré en fin de traitement
thermique correspond a I’O» initialement présent dans la matrice n’ayant pas été totalement consommé par
I’oxydation de ’acide ascorbique, ou a 1’0O» de I’espace de téte ayant pénétré dans la matrice en faibles
proportions. Il faudrait pouvoir avoir un suivi de I’évolution de la concentration en O2 dans le milieu au

cours du temps. De plus, il ne faut pas négliger une possible imprécision de I’appareil.

Néanmoins, pour le jus de carotte, la concentration finale en O», apres un traitement thermique avec du
N> comme gaz d’espace de téte, est tres proche de celle obtenue apreés un traitement thermique avec 1’0O»

comme gaz d’espace de téte. Ainsi, il semblerait que la nature du gaz de ’espace de téte n’ait pas
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d’influence sur la concentration en O> au sein de la matrice, ce qui laisserait supposer que 1’O2 présent dans

I’espace de téte ne pénétre pas ou tres peu dans la matrice au cours du traitement thermique.

Pour tenter de confirmer cette hypothese, un suivi de la concentration en Oz au sein du milieu a I’aide
de la sonde PreSens a été réalis€ avec le jus de carotte a 65 °C (la sonde ne supportant pas des températures
supérieures a 85 °C), et selon des modalités établies dans le projet OPTIFEL au CTCPA : traitement
thermique avec le thermorésistométre d’une durée de 5h20 avec une stabilisation de 1’O entre la matrice
et ’espace de téte d’une durée d’1h30, une agitation & 1950 tours/min, une pression de 2.10° Pa, de I’air
comprimé comme gaz d’espace de téte et une analyse de I’acide ascorbique par HPLC. Les résultats obtenus

sont présentés dans la figure VI —11.
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Figure VI - 11 : Evolution de la concentration en O, (axe de gauche) et en acide ascorbique (axe de droite)
au cours du temps pour du jus de carotte avec un traitement thermique a 65 °C

Un temps long est nécessaire pour équilibrer 1’oxygéne entre 1’espace de téte et la matrice, puisque cette
concentration augmente pendant 1h30 apres introduction du jus (le thermorésistometre étant en surpression,
il y a une augmentation des teneurs en O dissous). Une autre observation importante concerne la tres forte
variation des teneurs initiales en oxygene dans le jus de carotte utilisé (de par le temps de stockage, la

quantité d’O: dans la bouteille, le lot...).

La concentration en O chute de maniere flagrante et brutale dés que 1’acide ascorbique est injecté dans
le milieu, pour atteindre une concentration proche de zéro (0,27 mg/L en moyenne). Puis, pour toute la
durée du traitement thermique et tant qu’il y a encore de 1’acide ascorbique dans le milieu, la concentration
en Oy reste proche de zéro, et n’augmente a nouveau qu’une fois 1’acide ascorbique entierement consommeé.
Cela montre bien que la dissolution de 1’O; présent dans I’espace de téte est remarquablement plus lente
que sa consommation par 1’oxydation de I’acide ascorbique, avec trois conséquences : 1) I’O; est le réactif

limitant ; 2) I’O; initialement présent est rapidement consommé par réaction de dégradation oxydoréductive
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de ’acide ascorbique, ce qui explique les phases initiales plus rapides ; 3) I’interface liquide / espace de

téte est probablement un lieu privilégié pour la dégradation de 1’acide ascorbique .

En effet, il doit y avoir une mince couche en surface ou 1’02 est en contact avec la matrice et plus
particulierement avec ’acide ascorbique, et ou une oxydation a lieu. Comme le milieu est agité, la

diminution de la concentration en acide ascorbique se retrouve dans toute la matrice.

Ainsi, le suivi de la concentration en O dissous au cours du temps renforce I’hypothése selon laquelle
il y aurait deux mécanismes successifs de dégradation de 1’acide ascorbique au sein des matrices
alimentaires lors d’un traitement thermique : un mécanisme de type oxydoréductif lors des premieres
minutes de traitement thermique ou I’O2 initialement présent au sein de la matrice réagirait immédiatement
en tant que réactif limitant avec I’acide ascorbique, suivi d’un mécanisme de type hydrolytique au sein du
systtme devenu pauvre en O, avec un impact plus marqué de la température. Parallelement, 1’02 de
I’espace de téte ayant des difficultés a pénétrer dans la matrice, une réaction de dégradation de type
oxydoréductif aurait lieu en surface seulement, a 1’interface entre la matrice et I’espace de téte, ou 1’O est

en contact direct avec 1’acide ascorbique contenu dans la matrice. Ceci pourrait aussi expliquer I’impact de

la viscosité des purées, qui influencerait les échanges surface / volume.

7 Conclusions

L’objectif de cette étude était de pouvoir mettre au point un outil technique prédictif de la qualité
nutritionnelle des aliments apres un traitement thermique, par I’établissement d’un mod¢le cinétique unique

de la dégradation de la vitamine C au sein de matrices alimentaires.

Les travaux effectués en solution modele ont montré que 1’ordre réactionnel de la dégradation de 1’acide
ascorbique était différent selon la disponibilité en O; dans le milieu : un ordre apparent de 0,5 a été
déterminé en conditions aérobies lorsque la pression partielle en oxygene était supérieure ou €gale a 63
kPa, et de 0,75 lorsque la pression partielle en oxygene était de 30 kPa, traduisant ainsi une convolution de
mécanismes (1’ordre réactionnel dépendait de la pression partielle en O, et le mécanisme de dégradation
semblait indépendant de la température), tandis qu’un ordre 1 a été déterminé en conditions anaérobies,
avec un mécanisme de dégradation de type hydrolytique dont la vitesse dépend de la température. Ces
ordres « exotiques » sont probablement dus a la disponibilité ou plutdt a la non-disponibilité de I’oxygene
dans le milieu, comme montré lors des expériences a 65 °C dans le jus de carotte : 1’oxydation aurait lieu
non pas dans le volume du liquide, mais uniquement a 1’interface. Ces résultats sont d’ailleurs cohérents
avec ceux obtenus par Herbig (2016) sur des milieux non agités, ou elle observait une oxydation en surface

uniquement (Herbig, 2016).

Les résultats obtenus dans les aliments ont montré un mécanisme de dégradation de I’acide ascorbique
plus complexe. En effet, il semblerait que la dégradation de 1’acide ascorbique en matrice alimentaire se

déroule selon plusieurs mécanismes simultanés et/ou successifs. L’évolution de la concentration en acide
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ascorbique au cours d’un traitement thermique a haute température semble indiquer une oxydation rapide
de I’acide ascorbique par 1’0 initialement présent dans le milieu. Cet O serait entierement consommé par
la dégradation oxydoréductive de 1’acide ascorbique et ne parviendrait pas a se renouveler au sein du
systeme car la viscosité serait un frein a la pénétration de 1’O> de I’espace de téte et a I’homogénéisation
des concentrations d’acide ascorbique. Par la suite, le mécanisme de dégradation principal de ’acide
ascorbique dans le milieu serait de type hydrolytique (I’O> étant en défaut), avec tout de méme en parallele

une dégradation de type oxydoréductif ayant lieu a I’interface entre la matrice et I’espace de téte.

Néanmoins, il subsiste une grande variabilit¢é de comportement de I’acide ascorbique au sein des
différents aliments modeles utilisés lors d’un traitement thermique, de par leur composition chimique, leurs
propriétés rhéologiques, la disponibilité en O, le pH... Cela rend donc la modélisation de la dégradation
de I’acide ascorbique difficile, et 1’établissement d’un modéle cinétique unique de la dégradation de la

vitamine C au sein de matrices alimentaires lors de traitements thermiques semble illusoire.

I serait intéressant par la suite d’axer I’étude sur les phénomenes a I’interface, afin de tenter de

déterminer leur influence sur la dégradation de I’acide ascorbique.
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Chapitre VII : Approche couplée bénéfice/risque

Malgré la complexité de la dégradation de I’acide ascorbique, un essai de modele de prédiction tenant
compte des aspects sécurité et qualité nutritionnelle a été tenté, en utilisant les résultats obtenus en solution
modele (tampon citrate phosphate) en conditions d’anaérobiose, jugées plus réalistes lors de la fabrication
des boites de conserve (emboitage a chaud donc faibles concentrations en oxygene, boites scellées lors de

I’appertisation donc pas de renouvellement de 1’espace de téte).

1 Modéle choisi

Pour I’¢élaboration du modele de prédiction, nous avons fait le choix du modele de Mafart et Leguérinel
(Equation IV — 33) car il tient compte a la fois de la température et du pH du milieu. L’équation du modéle

est la suivante :

* _ * 2 ;
log(D) = log(D*) — T;TT - (”H pH ) Equation IV - 33

ZpH

Ce modele tient compte a la fois de la température de traitement et du pH du milieu. Sa seule limitation
est qu’il faut que les cinétiques de destruction des bactéries et des vitamines suivent une cinétique

d’ordre 1.

2 Choix des entités

Pour la partie qualité, nous avons choisi comme descripteur la vitamine C (acide ascorbique).

Pour la partie sécurité, nous avons choisi les trois bactéries d’altération les plus responsables du
surissement des aliments en boites de conserve : Bacillus coagulans (bactérie mésophile), Geobacillus
stearothermophillus (bactérie thermophile) et Moorella thermoacetica/thermoautotrophica (bactérie

thermophile).

3 Paramétres du modéle et approximations

Les données concernant 1’acide ascorbique sont issues de ce travail de recherche doctorale, les données

concernant les bactéries ont €té€ obtenues lors de travaux précédemment effectués au CTCPA.
Les approximations suivantes ont été faites :

A) Nous avons, pour la partie qualité, modélisé uniquement la dégradation de 1’acide ascorbique en
conditions anaérobie. Le mode¢le ne fonctionne donc a ce jour qu’en conditions d’anaérobie.
B) Nous avons considéré que la cinétique de destruction de 1’acide ascorbique suit une cinétique

d’ordre 1 quel que soit le pH (bien qu’a pH = 4,5 nous étions sur une cinétique d’ordre 0,5).
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C) Nous avons considéré que la réaction de dégradation de 1’acide ascorbique avait un comportement
classique d’évolution en fonction de la température (suivant la loi d’ Arrhenius) quel que soit le pH
(ce qui n’est pas le cas a pH =5,5).

D) Ladestruction des bactéries est considérée d’ordre 1 (ou log-linéaire), ce qui est vrai dans la majeure
partie des cas. Il existe néanmoins des cas ou la destruction de bactéries suit une loi de Weibull.

E) Le z,u pour I’acide ascorbique a été¢ déterminé entre deux valeurs de pH (2,5 et 3,5).

Les parametres D*, pH*, T*, zr et z,u pour chaque entité sont énumérés dans le tableau suivant.

Tableau VII - 1 : Parameétres utilisés pour le modéle de prédiction pour chaque entité

Entité T* (°C) pH* D* (min) zr (°C) ZpH

Acide ascorbique 110 3,5 1525 42 2,1

Bacillus coagulans 121,1 7 0,0225 8.5 4,6

Geobacillus stearothermophillus 121,1 7 3,3 9,1 4,3
Moorella

121,1 7 111 7,6 3,6

thermoacetica/thermoautotrophica

Pour chaque entité, on obtient donc les équations suivantes exprimant la variation de D en fonction de

la température et du pH :

Pour ’acide ascorbique :

_ _ 2 ,
log(D) = log(1525) —- =% — (222) Equation VIl - 1
Pour Bacillus coagulans :
_ _7\2 ,
log(D) = log(0,0225) — == — (%-7) Equation VII - 2

Pour Geobacillus stearothermophillus :

_ _7\2 ,
log(D) = log(3,3) - 21 — (%) Equation VII - 3

Pour Moorella thermoacetica/thermoautotrophica :

_ _7\2 ,
log(D) = log(111) - === — (2) Equation VII - 4

Contrairement au cas de ’acide ascorbique, le gaz d’espace de téte n’a pas d’influence sur la destruction
des spores bactériennes. Ce modéle devra néanmoins étre amélioré pour tenir compte de 1’oxygeéne pour ce
qui est de la dégradation de I’acide ascorbique durant les processus d’appertisation. De plus, les données

issues de la dégradation de 1’acide ascorbique ont été obtenues uniquement en solution modele.
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4 Interface du modeéle de prédiction

L’interface du modele de prédiction a été élaborée dans un premier temps avec le logiciel Excel 2013.

Arenseigner (9 pH Temps (min)
100 4,5 200
Entité log(D) D Entité %
AA 3,19460771 | 1565,3365 AA 0,745129822
Gbs 2,49917471 | 315,627407 Gbs 0,232456377
B.coagulans 0,53916684 | 3,460723 B.coagulans 1,61662E-58
M.thermoacetica | 4,33938568 | 21846,6918 M.thermoacetica 0,979141134
Valeur des D* en min Valeur des z; en °C Valeur des z,,
D* AA 1525 2 AA 42 2, AA 21
D* Gbs 33 2; Gbs 9,1 2, Gbs 43
D* B. coagulans 0,0225 z; B. coagulans 8,5 z,, B. coagulans 4,6
D* M.thermoacetica 111 z; M.thermoacetica 7,6 2,y M.thermoacetica 3,6
D* est le D de référence pris a une température et un pH de référence
T« (AA) °C 110 pH* (AA) 3,5 . .
! Ne remplir que les cases jaunes !
T,s¢ (bactéries) °C 121,1 pH* (bactéries) 7

Figure VII - 1 : Image de I'interface excel du modéle de prédiction

Dans cette interface, ’utilisateur doit renseigner la température du traitement (en °C), le pH du milieu
et le temps. L’interface renseignera ’utilisateur sur le pourcentage restant de 1’entité considérée au bout du

temps de traitement choisi selon les parametres de température et de pH définis.
Le pourcentage de ’entité restante est ce que I’on appelle le ratio de survie, noté So, et défini selon
I’équation suivante :
S =—=10? Equation VII - 5

Dans I’exemple présenté figure VII — 1, a 100 °C, a un pH de 4,5 et au bout de 200 minutes, il resterait
74,5 % d’acide ascorbique, 23,2 % de Gbs, plus de B. coagulans et 97,9 % Moo tlt.

D’autre part, il est possible grice a une seconde interface de déterminer le meilleur couple

temps/température afin d’optimiser le traitement thermique d’un systéme produit/procédé.
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" ! Ne remplir que les cases jaunes !
A [T [ pH [ Temps(min) |
[ 15 | 45 [ 1496402556 |
Entité log(D) D Entité % % désiré SSE I SSE (AA + Spore)
AA 2,59936962 | 397,529733 AA 0,916974943 1] 0,00689316
Gbs -0,24807804 | 0,56483547 Gbs 3,21576E-27 0,000001 1E-12 0,00689316
B.coagulans -2,40200963 | 0,00396269 B.coagulans 0 0,000001 1E-12 0,00689316|
M.thermoacetica 1,049912 | 11,2179112 M.thermoacetica | 0,046351047 0,000001 0,002148327 0,009041487
Valeur des D* en min Valeur des z;en °C Valeur des z,, Contraintes
D* AA 1525 1 AA 42 z,4 AA 2,1 bas haut
D* Gbs 3,3 2; Gbs 9,1 2, Gbs 4,3 T(°C) 105 125
D* B. coagulans 0,0225 z; B. coagulans 8,5 2,4 B. coagulans 4,6 pH 4,5 4,5
D* M.thermoacetica 111 z; M.thermoacetica 7,6| 2,4 M.thermoacetica 3,6 Temps (min) 0 200
D* estle D de réfé e pris aune p et un pH de référence
T,et (AA) °C 110 pH* (AA) 3,5 mg/100g UFC/g
T, (bactéries) °C 121,1 pH* (bactéries) 7 [AA]; [Gbs]; [B.coagulans]; | [M.thermoacetica];
|Initia| 25 1,00E+03 1,00E+03 1,00E+03
|Final 22,92 3,22E-24 0,00E+00 4,64E+01

Figure VII - 2 : Image de I'interface excel du modéle de prédiction en mode « détermination de parametres
optimaux » pour un systéme produit/procédé

Dans cette interface du modele de prédiction, il est possible pour I’utilisateur de renseigner des limites
inférieures et supérieures de température, le temps de traitement, et éventuellement, si le produit le permet,
de faire de méme pour le pH. Il est également possible de ne tenir compte que d’un microorganisme cible.
Il faut également qu’un baréme de stérilisation puisse détruire au moins 6 log de la population initiale de
spores bactériennes (soit une division de la population par 1 million), en admettant qu’une concentration

initiale en spores dans une boite de conserve est de 1’ordre de 3 log (UFC/mL), soit de I’ordre du millier.

Dans la figure VII — 2, I’exemple d’une matrice contenant des spores de Moo t/t comme source
d’altération a été choisie. Les bornes limites de température que 1’on souhaite encadrer vont de 105 a
125 °C, avec un temps de traitement ne pouvant excéder 200 minutes ; le pH ne pouvant étre ajusté, il est
fixé a 4,5. Il ressort que I’optimum de traitement dans cas est de 15 min a 125 °C, avec une rétention en
acide ascorbique de 91 %, soit une concentration finale de 22,9 mg/100 g a partir d’une concentration

initiale de 25 mg/100 g.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif de cette étude était de mettre au point un outil prédictif de la qualité nutritionnelle des
aliments apres un traitement thermique, par I’établissement d’un modéle cinétique unique de la dégradation

de la vitamine C au sein de matrices alimentaires.

Nous avons dans un premier temps étudié la dégradation de la vitamine C (acide ascorbique) en solution
modele au cours de différents traitements thermiques simulés dans un nouvel outil expérimental, le
thermorésistometre, permettant de mieux controler I’ensemble des parameétres expérimentaux pouvant
influencer cette dégradation. Cet appareil nous a permis de pouvoir réaliser des études en anaérobie stricte
mais également avec différentes pressions partielles en oxygene dans I’espace de téte grace a la possibilité
d’utiliser divers mélanges gazeux d’une part, et de moduler la pression de I’espace de téte d’autre part. 1l

nous a également permis de travailler a des températures supérieures a 100 °C.

Les travaux effectués en solution modele ont montré que I’ordre réactionnel de la dégradation de 1’acide
ascorbique était différent selon la disponibilité en O> dans le milieu : un ordre apparent variant de 0,5 2 0,75
a ¢té¢ déterminé en conditions aérobies en fonction de la pression partielle en oxygene dans I’espace de téte,
traduisant une convolution de mécanismes d’une part, et une ségrégation mécanistique d’autre part (I’ordre
réactionnel dépendait de la concentration en acide ascorbique et de la concentration en Oz, et la vitesse de
dégradation semblait indépendant de la température), tandis qu’un ordre 1 a été déterminé en conditions
anaérobies, avec un mécanisme de dégradation de type hydrolytique dont la vitesse varie avec la
température et le pH. La valeur de I’ordre réactionnel pourrait donc traduire un ratio entre les voies de
dégradation oxydoréductive et hydrolytique. Il y a une forte interaction entre la pression partielle en

oxygene et la température lors de la dégradation de 1’acide ascorbique par voie oxydoréductive.

Pour ce qui est des études réalisées en matrice alimentaire, la dégradation de 1’acide ascorbique dépend
fortement de la matrice dans laquelle il se trouve, et probablement de la diffusion et de la solubilité en
oxygene dans la matrice. La présence de catalyseurs ou autres substrats favorisant 1’oxydation sont
également des parametres dont il faut tenir compte. Il n’a donc pas été possible de valider la modélisation
établie en solution modéle pour les matrices alimentaires. De plus, 1’établissement d’un modele unique pour
les matrices, en tenant compte uniquement de la température, du pH ou de la teneur en oxygene semble
compromis. Il a été néanmoins démontré que la taille des particules n’avait pas d’influence sur la

disponibilité en oxygene au sein d’une matrice.

Les produits de dégradation sont observés en proportions variables selon la pression partielle d’oxygene
et la température. Le furfural est le seul produit détecté en anaérobiose, et sa proportion relative en
conditions aérobies augmente avec la température et diminue lorsque la pression partielle d’oxygene
augmente. Ceci indique bien la persistance de la voie hydrolytique et sa part relative dans la dégradation de

I’AA. Les résultats sont plus complexes pour les deux produits indicateurs de la voie oxydoréductive, car
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ils ne suivent pas exactement les mémes tendances. Pour le 3-OH-2P, les quantités formées sont proches a
95 — 115 °C, et plus faibles a 125 °C sauf a la pression partielle d’oxygéne la plus €levée, tandis que pour
I’acide furoique, les quantités formées augmentent avec la température. Des étapes intermédiaires de
dégradation sont donc influencées de facon différente par les conditions de température et pression partielle

d’oxygene.

Un premier modele de prédiction de la perte en acide ascorbique couplée a la destruction de spores
bactérienne a pu étre élaboré. Il permet d’identifier un couple temps/température optimal a appliquer en
fonction du systeme produit/procédé. Cependant, ce modele est limité, puisqu’il ne s’applique qu’en
conditions d’anaérobiose strictes et en solution modele. Il reste beaucoup de connaissances a acquérir afin
de pouvoir I’étendre a des matrices réelles et des conditions d’aérobiose. Un point limitant majeur apparu
au cours de ce travail est un manque de connaissance sur la dissolution de 1’oxygéne, qu’il s’agisse des

concentrations saturantes ou des cinétiques de diffusion.

Pour la suite de ce projet doctoral, il conviendrait de réaliser une modélisation par une approche
mécanistique, prenant en compte les deux voies de dégradation et la teneur en I’oxygene dans le milieu

réactionnel (dépendantes des propriétés intrinseques de la matrice).

Concernant le thermorésistometre, malgré ses nombreux avantages, il semble néanmoins tres limité en
ce qui concerne la possibilité d’étudier des thermorésistances de bactéries ou de vitamines dans diverses
matrices alimentaires. En effet, ’appareil semble avoir été congu uniquement pour effectuer des traitements

thermiques en solution modele, et cela est démontré notamment par deux éléments :

- La résistance chauffante de 2 kW a une chaleur spécifique de 10 W/cm?, ce qui est parfait pour une
utilisation en solution modele, mais pas pour une utilisation avec des matrices. En effet, les matrices
étant beaucoup plus complexes que la solution modele, notamment par leur viscosité ou leur taux
de sucre, une telle valeur de chaleur spécifique est dix fois trop élevée : il serait préférable d’avoir
une résistance ayant une chaleur spécifique de 1 W/cm?. En effet, une chaleur spécifique élevée
provoque une augmentation de température tres localisée, et ce d’autant plus si I’agitation est
entravée.

- Le systéme d’agitation par hélice est également congu pour travailler en solution modele et n’est
pas du tout suffisant pour travailler sur matrice. Le travail sur matrice nécessite obligatoirement une

dilution au préalable afin de rendre cette derniere le plus liquide possible.

Pour améliorer le thermorésistometre, il conviendra donc de concevoir un systeme de chauffage et un
systeme d’agitation plus spécifiques et plus robustes pour pouvoir effectuer des traitements thermiques

directement sur des matrices alimentaires, sans qu’une dilution préalable ne soit nécessaire.

Au cours de ce projet, il a clairement été démontré 1I’importance de 1’oxygene dans 1’altération de la

qualité nutritionnelle. Il a notamment été démontré que 1’oxygene dissous dans une matrice alimentaire
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avait plus d’impact que 1’oxygeéne présent dans I’espace de té€te au cours du traitement thermique, alors
qu’en solution mod¢le, la présence ou non d’oxygéne dans I’espace de téte influe fortement sur la
dégradation de ’AA. L’oxygene est apparu comme un facteur clé des cinétiques de dégradation de ’acide
ascorbique. Cependant, du fait des limitations techniques des sondes a oxygene (hautes températures), la
teneur en oxygene a di étre estimée en fonction de la température et de la pression partielle au sein du
systeme, ce qui a été fait en utilisant le modele de Tromans (1998). En effet, il ne semble pas exister de
sonde permettant de mesurer la concentration en oxygene dans un liquide a des températures supérieures a

100 °C.

D’un point de vue pratique, désaérer un produit avant un traitement thermique apparait Etre
théoriquement la meilleure solution, ou alors il est nécessaire de procéder a un isolement des appareils de

I’air extérieur. Cependant, cela est compliqué a réaliser en pratique :

- Dans le cas de fruits ou de Iégumes en morceaux, de I’oxygene est occlus a I’intérieur des matrices
et pour dégazer ces légumes, un blanchiment plus drastique est nécessaire. Cependant, tous les
produits ne résistent pas a une double cuisson (blanchiment suivi d’un traitement thermique) ;

- Dans le cas de purée de fruits ou de 1égumes, une désaération est possible au cours des processus
mais d’autant plus difficile que la purée est épaisse ;

- Dans le cas de boissons, une désaération simple peut étre faite par barbotage d’azote.

Maintenir un produit a I’abri de ’oxygéne du début a la fin du procédé¢ de mise en boite apparait
compliqué d’un point de vue matériel et financier. Pour optimiser la qualité nutritionnelle d’un produit, il
convient donc de le maintenir le plus possible a I’abri de I’air au cours des procédés de fabrication. A défaut
de pouvoir obtenir un produit totalement dépourvu d’oxygene, il s’agit d’obtenir un produit contenant le

minimum possible d’oxygene en optimisant les étapes du procédé de fabrication d’une boite de conserve.
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Highlights:
- The degradation of ascorbic acid follows kinetics of first-order in anaerobic conditions
- The degradation of ascorbic acid follows kinetics of 0.5-order in aerobic conditions
- The significance of oxygen is significantly higher than process temperature
- Ascorbic acid’s half-life at 125°C was 240 vs 100 min in anaerobic vs aerobic conditions
- Ascorbic acid is significantly more stable in anaerobic than in aerobic conditions
ABSTRACT

Sterilization is the most relevant technique to guaranty safety of shelf-stable highly hydrated food products at ambient
temperature. However, these thermal processes are often optimised to microbiological aspect and consequently are not
without consequences on food quality. Ascorbic acid’s degradation at sterilization temperature (> 100 °C) is poorly
documented. Using a new instrumented reactor (thermoresistometer Mastia®), the behavior of ascorbic acid was studied in
food model solution at pH = 3.5, in aerobic and anaerobic conditions from 95 °C to 125 °C. In anaerobic conditions, degradation
was slow and followed first order kinetics (ki25c= 2.88*103 min™, Eo = 96 kJ/mol). In aerobic conditions, reactions were faster
with total elimination of ascorbic acid in about 4 hours, and the data were best fitted using 0.5-order, while reaction speed

varied little with temperature.

Keywords: Vitamin C; canning; modelling; kinetics; nutritional qualities
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1. INTRODUCTION

Ascorbic acid is often used as an indicator molecule in food processing because it is highly reactive and very sensitive to physico-
chemical conditions in the medium. Indeed, ascorbic acid degradation is influenced by the presence of oxygen, temperature
(Lin and Agalloco, 1979, Torregrosa et al., 2006), light intensity (Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014), pH, water activity
(Berlinet et al., 2006, Mercali et al., 2012), °Brix (Al-Zubaidy and Khalil, 2007), the presence of metallic ions such as Fe?* or Cu?*
(Lin and Agalloco, 1979, Bosch et al., 2013, Soares and Hotchkiss, 1999), presence of sugars (Hsu et al., 2012), amino acids,
sugars, lipids and enzymes (Mercali et al., 2014b), or microorganisms (Soares and Hotchkiss, 1999). Storage conditions
(packaging, temperatures of storage, etc...) also have an effect on the shelf-life of ascorbic acid (Mercali et al., 2012, Torregrosa
et al., 2006).

Thermal treatment is the most popular and efficient method to inactivate microorganisms to stabilize canned vegetables
(Blasco et al., 2004, Peng et al., 2012, Zimmermann et al., 2014). There is an increased demand of nutritive foods, thereby,
there were many attempts to maximise nutrients retention during industrial processes as well as during transport and storage
(Sapei and Hwa, 2014). To be efficient, a thermal treatment must ensure that the product has been exposed at sufficiently high
temperature for a sufficient time to destroy an appropriate number of targeted microorganisms (Zimmermann et al., 2014).
Nevertheless, thermal treatments can generate undesirable chemical reactions like vitamin degradation, which can lead to
products having less nutritive interest. In the literature, only few studies are focussed on the degradation of ascorbic acid at
sterilization temperature (Van den Broeck et al., 1998, Esteve et al., 1998, Oey et al., 2006, Blasco et al., 2004). It is generally
assumed that the degradation of ascorbic acid follows first-order kinetics in food systems (Jiang et al., 2014a), but it can follow
second-order kinetics if oxygen is present in a limited amount in the media (Lin and Agalloco, 1979). Ascorbic acid degradation
at sterilization temperatures is poorly known, probably because of the difficulty to work at above 100 °C (Van den Broeck et
al., 1998, Esteve et al., 1998, Blasco et al., 2004, Oey et al., 2006). First order kinetics were reported by Van den Broeck et al.
(1998) in orange and tomato juices in anaerobic conditions between 120 and 150 °C, by Esteve et al. (1998) in green asparagus
extracts both in aerobic and anaerobic conditions between 110 and 140 °C, and by Blasco et al. (2004) in mushroom extracts
both in aerobic and anaerobic conditions between 110 and 140 °C. In the last two cases, degradation was faster under aerobic
condition than under anaerobic conditions. Oey et al. (2006) state that ascorbic acid degradation follows first order kinetics in
a case where oxygen is limited between 110 and 120 °C. However they report ascorbic acid degradation profiles which display
two steps: a first, very rapid step, corresponding to the aerobic pathway where dissolved oxygen is involved, and a second,
slower step when oxygen has been consumed and the anaerobic pathway occurs.

Our goal was to study the degradation of ascorbic acid depending on two factors, the availability of oxygen and temperature,
in conditions relevant for the canning industry (temperature > 100°C, pressure > 0.1 MPa). The thermoresistometer Mastia® is
used in microbiology in order to determine the heat resistances of microorganisms, both in model solution and in various
matrices, during isothermal or non-isothermal treatments and for more than 20 years (Conddn et al., 1993, Palop et al., 19973,
Palop et al., 1999, Palop et al., 1997b, Raso et al., 1995, Garza et al., 1994). The accuracy of the thermoresistometer allows
determining D-values close to 10 minutes (Condén et al., 1993), especially due to its fast homogenization. It works at
temperature higher than 100 °C, under high pressure and at modified gas composition and therefore was appropriate to our
goal.

2. MATERIALS & METHODS

2.1. Reagents
All the reagents used were purchased from Fisher Chemical (llikirch, France) and are analytical grade or better.
2.2. Preparation of ascorbic acid solution
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A 5.0000 g accurately weighed portion of L-ascorbic acid was dissolved in 25 mL of 23.1 mL/L acetic acid solution (pH = 2.6) in
a 25 mL volumetric flask. The mixture was then stirred until complete dissolution of ascorbic acid. A volume of 1.8 mL of this
solution was injected inside the vessel of the thermoresistometer, in order to have an initial concentration of ascorbic acid in
the heating media at 90 mg/100 mL.

2.3. Model solution
Citrate-phosphate Mcllvaine buffer (pH = 3.5) was used as heating medium. Mcllvaine buffer was prepared using a 0.1 mol/L
monohydrate citric acid solution and a 0.2 mol/L disodium phosphate solution (Mcllvaine, 1921). The buffer was stored at 4 °C
until used.

2.4. High-Performance Liquid Chromatography
The analysis method was slightly modified from Louarme and Billaud (2012). Analysis of ascorbic acid was carried out using a
1260 Agilent infinity LC chromatograph with a 1290 Agilent diode-array detector. A 150 x 3.0 mm Synergi Polar RP-C18 column
(Phenomenex) was used with a precolumn and both have a particle size of 4 um. The mobile phase was a 23.1 mL/L acetic acid
solution as eluent A and acetonitrile as eluent B. The flow rate was fixed at 0.8 mL.min%, the column temperature was set at
30 °C and the injection volume was 5 pL. A gradient program was performed as follows: the initial conditions were 96 % A / 4
% B; 0-5 min, 96 % A / 4 % B; 5-10min, 80 % A / 20 % B; 10-15 min, 96 % A / 4 % B. The data acquisition was assessed at 245
nm, corresponding to the maximum absorbance of ascorbic acid in UV-visible spectrometry (Jaffe, 1984). Quantification of
ascorbic acid was carried out by external standard method with a calibration curve, which is the mean of five calibration curves
established by five standard solutions of ascorbic acid injected in HPLC in the same conditions.

2.5. Determination of heat resistance by the thermoresistometer Mastia®
Thermal treatments were carried out in a thermoresistometer TR-SC Mastia® (Figure 1), the operation system of which is
described by Conesa et al. (Conesa et al., 2009a). It works in a temperature range from 20 °C to 150 °C under pressure, using
different gases like air or nitrogen, having a constant and regulated stirring, sampling or injecting at any time during the heat
treatment, even under pressure, without perturbation of the experimental media, working at large volumes (maximum 400
mL), and simulating isothermal and non-isothermal heat treatments.
The thermoresistometer TR-SC possesses a 2 kW heating electric element (2) and a cooling ring (1) in which cold water (2 °C)
provided by the cooling system (A) is circulating. This device is implemented with a programmable logic control (PLC) (B), which
powers the heating electric element and the cooling system. The programmable logic control is connected to a tactile screen
(C) for communication with to the PLC, and a computer (D) provided with a software able to program or/and register
temperature profiles (Conesa et al., 2009a). The working media is put in a classical stainless vessel or a teflonated stainless
vessel (8.5 x 12 cm outer diameter) respectively for microbiological or chemical studies (E), which is screwed on the
thermoresistometer cap with an O-ring (F). This cap has a stirring shaft with a propeller (3) which is powered by the stirring
motor (), and eight ports with screw cap; one is holding the pressure source (G), another is the injection port and contain a
gas chromatography septum, a third one holds the sampling tube (4), another holds the thermocouple (5), two ports maintain
the electric element and two others maintain the cooling ring.
The vessel can be pressurized by a manometer (6) connected to the pressure source (G). Pressurization is needed to allow
extraction of samples and to avoid boiling at temperatures higher than 100 °C in aqueous solutions. A specific Hamilton-type
syringe (H) was used to injected samples in the vessel in order to overcome the pressure.
For all experiments, the over pressure of the vessel was set at 0.2 MPa, i.e a total pressure of 0.3 MPa. The temperature range
studied is from 95 °C to 125 °C. Aerobic conditions were obtained using air as headspace gas. Anaerobic conditions were

performed by removal of oxygen from the media by heating to 95 °C during 30 minutes and bubbling nitrogen in situ during 30
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minutes at 20 °C through the sampling tube, and then using nitrogen as headspace gas. Establishment of anaerobic conditions
was validated by measuring oxygen concentration after each step using a PreSens Fibox 4 device (Regensburg, Germany)
coupled to a fiber optic probe with a sensor type PSt3 (limit of detection 30 Pa oxygen, 0.015 mg/L dissolved oxygen). Each
thermal treatment lasted 320 minutes.
2.6. Kinetic models

Generally, it is assumed that ascorbic acid (AA) degradation can follow two pathways: one is the oxidoreductive (aerobic)
pathway by the formation of dehydroascorbic acid (DHAA), and another is by hydrolytic (anaerobic) pathway, by direct cleavage
of the lactone ring of ascorbic acid molecule (Yuan and Chen, 1998). The principal characteristics of these two mechanisms are
rapidly described as follow:

2.6.1. Oxidoreductive mechanism
AA =——= DHAA —> 3DKG

The formation of DHAA from AA is reversible depending on redox potential. It is assumed that the reformation of AA from
DHAA is negligible unless the medium is specifically made reductive, and this is more true at high temperature (Serpen and
Gokmen, 2007). DHAA is then irreversibly degraded to 3-diketogulonic acid.

2.6.2. Anaerobic pathway
This degradation pathway is akin to sugar degradation and does not require oxygen.
The global ascorbic acid degradation taking in account both mechanisms can be described by the following differential
equation:

W = —kor. [AA1[0,)° — ky. [AATY (1)

where [AA] is the ascorbic acid concentration, [O2] the dissolved oxygen concentration, kox and ku are the kinetic constants
respectively for aerobic and anaerobic degradation, a is the partial kinetic order regarding ascorbic acid concentration for
aerobic degradation, B the partial kinetic order regarding dissolved oxygen concentration and y the partial order regarding
ascorbic acid concentration for aerobic degradation.
In anaerobic conditions with [02] = 0, equation (1) can be simplified to:

L = k. [A4] 2)

dt

Ascorbic acid degradation in anaerobic or aerobic conditions was fitted by using general n-order kinetics model in order to

determine the partial reaction order parameter a or y:
n-order kinetics:

C, = (CE™ + (n— 1). k(T). O)Tn (3)
Starting from equation (3), we linearized the equation in order to obtain a straight line curve as described by the following
equation:

Cr"=Ci"+(m—-1).kt (4)

where (n-1).k is the slop of the curve and Co'™" is the intercept.
The kinetic constant k is then determined by taking the inverse of the slop of the curve described by equation (4).

From these results, 0.5-order kinetics and first-order kinetics models were again used to model ascorbic acid degradation:
0.5-order kinetics: C, = Cy— k(T).t.\/C, + (k(?-f) (5)

first-order kinetics: C, = Cy.exp(—k(T).t) (6)
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where C: is the ascorbic acid concentration at time t, Co is the initial ascorbic acid concentration, k is the rate constant and n is
the partial reaction order of ascorbic acid, T is the temperature and t is the time in minute.

The temperature dependence of k was fitted using Arrhenius law:

k(T) = A.exp (_ITET“) (7)
where A is the frequency factor (also called pre-exponential factor), Eq is the activation energy, and R is the ideal gas constant.
2.7. Analysis of data
All experiments were repeated at least two times and each point was sampled twice; the results were reported as average.
2.8. Statistical analysis
To evaluate the fit of a model fit to the data, we analysed residual plots between the data and the model. Shapiro-Wilk test
was used to determine if residues were normally distributed or not at a chosen alpha level of 0.05. The p-value was analysed
to discriminate if the distribution is normal or not. When the p-value was superior to the a-level, we considered that the

residues are normally distributed.

3. RESULTS & DISCUSSION
3.1. Anaerobic conditions

In anaerobic conditions (Figure 2) not all the ascorbic acid was degraded even after 320 minutes and regardless of the
temperature. Moreover, after 320 minutes, degradation of ascorbic acid was only about 8 % at 95 °C, around 18 % at 105 °C,
around 36 % at 115 °C and a maximum of degradation around 61 % at 125 °C. Fitting all curves simultaneously gave a reaction
order n = 0.83. As analysed by Van Boeckel, no real distinction can be made between models if the fractional conversion is less
than 60-70 % (Van Boekel, 2009). Indeed, we can legitimately base the determination of order reaction only on the degradation
curve at 125 °C, with a degradation of 61 %, whereas it is less than 20 % at the other temperatures. The reaction order
determined at 125 °C was n = 0.84. We chose thereby to use first-order kinetics to fit the data. The R? was compared for n =
0.84 and n =1 in order to confirm that there is no significant difference between the calculated value of n and the fit of n = 1.
A good fit was obtained for all four temperatures using n = 1 (R? > 0.99) and the R? was the same for the two different n-values
(Table 1). The residues were randomly dispersed in the residual plot between the data and the obtained values with first-order
kinetics model at 125 °C, and the p-value was 0.91 at an a-level of 0.05, i.e the residues are normally distributed.

The values of first-order kinetic constants are reported in Table 1. The kn-values obtained are lower than those obtained by
Van den Broeck et al. (1998), Blasco et al. (2004), Esteve et al. (1998) and Oey et al. (2006), probably due to the fact that in our
case the anaerobic conditions were strict (the heating media was deaerated before each experiment and nitrogen was used as
headspace gas), while in their cases, no deareation is mentioned before heating treatment and therefore a certain amount of
oxygen was present in the treated media.

There was a clear impact of temperature and the kinetic constants were used to calculate Arrhenius parameters (Figure 3). The
activation energy determined had a value of 96 kJ/mol. This value is of the same order of magnitude though slightly lower than
those reported for ascorbic acid degradation in plant foods at canning temperature: under anaerobic conditions, Van den
Broeck et al. (1998) have determined activation energies of 117 kJ/mol and 105 kJ/mol respectively for ascorbic degradation
in orange juice and tomato juice between 120 °C and 150 °C, Esteve et al. (1998) have determined an activation energy of 140

kJ/mol for ascorbic acid degradation in green asparagus.
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3.2. Aerobic conditions
In presence of air, ascorbic acid had totally disappeared after 240 minutes at 95, 105 and 115 °C. All four temperatures gave
almost identical degradation curves, except that at 125 °C which had a slight tail (Figure 4). In aerobic conditions, the
temperature has a limited effect on the ascorbic acid degradation in this range. In fact, the degradation curves were
superimposed regardless of temperature. We assumed that the degradation observed was due to both the anaerobic
mechanism described above and an aerobic component connected with O» presence.

Three points called for attention:

A first point was that ascorbic acid degradation was enhanced in the presence of air instead of nitrogen in the same system:
even at canning temperatures, the aerobic mechanism is present and predominant. Though O2 saturation concentrations are
low at elevated temperature, the model of Tromans (1998) for O2 solubility indicates about 16 mg/L at 0.3 MPa. This value was

determined using the model established by Tromans and described by equation 8 (Tromans, 1998):

(8)

0.064*T2+203.357*T*1n(%)—(299.373+o.o92*T)(T—29s)—2o.591*1o3
[0;] = Py, = exp

RxT

where [02] is the dissolved oxygen concentration in mol.L™t and Poz is the oxygen partial pressure in MPa.

In our experiment, the air pressure was set at 0.3 MPa, so the partial pressure of oxygen was Po2 =0.21 * 0.3 MPa = 0.063 MPa.
The values of dissolved oxygen concentration depending on temperature are reported in Table 2.
There is a non-negligible amount of dissolved oxygen in the heating media, which could explain the importance of the aerobic
pathway compared to anaerobic pathway.

A second point was that the four curves were very similar, so the effect of temperature was very limited, while in anaerobic
conditions a classical acceleration of degradation rate with temperature was recorded. As it can be hypothesized that this
mechanism is still present, purely oxidative degradation would decrease with increasing temperature, which demands further
investigation.

A last point is that ascorbic acid degradation did not follow first-order kinetics, nor zero-order kinetics in these conditions.

An n-value of 0.44 was obtained by fitting the curves. Therefore, n = 0.5 was used to fit the kinetics. To verify if this simplification
is coherent, the R? was compared for n = 0.44 and n = 0.5. A good fit was obtained for all four temperatures using n = 0.5 (R? >
0.99) and the R? was the same for the two different n-values (table 1). The values of 0.5-order kinetic constants are reported
in Table 1.

The kinetic constant did not vary significantly with temperature and did not fit in Arrhenius plot (Figure 3). It was impossible
to determine an activation energy for aerobic ascorbic acid degradation during sterilization. In aerobic conditions at

sterilization temperatures, there was an unidentified factor in ascorbic acid degradation.

4. CONCLUSION

Ascorbic acid degradation follows first-order kinetics at high temperatures (> 100 °C) under anaerobic conditions but it follows
0.5-order kinetics in aerobic conditions. In anaerobic conditions, the good fit of first-order kinetics confirmed that there was
only one involved mechanism, the hydrolytic pathway, compared to aerobic conditions where two pathways at least are

involved.
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Oxygen is a major factor in ascorbic acid degradation. The significance of oxygen was significantly higher (2.5 times) than
process temperature, as 50 % degradation of ascorbic acid is observed after 240 min and 100 min thermal treatment at 125 °C
in anaerobic and aerobic conditions, respectively. Furthermore, the thermal stability of ascorbic acid in anaerobic conditions is
higher significantly than known stability in aerobic. Indeed, under anaerobic conditions, 320 min treatment even at 125 °C was
not sufficient to degrade all the ascorbic acid initially present.

In aerobic conditions, oxygen availability may be reduced due to the high temperatures that may decrease its solubility, but it
stays non negligible. Removing oxygen from the medium appeared to be the better solution to preserve the maximum of
vitamins during heat drastic treatments, but it can be difficult to achieve in food industry (matrix complexity, needed of specific

devices, etc...).
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6. CAPTION TO FIGURES

Figure 1. Diagram of the Thermoresistometer Mastia® set up. (A) Cooling water. (B) Programmable Logic Controller (PLC). (C)
Tactile screen. (D) Computer. (E) Vessel. (F) Cap. (G) Pressure source (air or N2). (H) Hamilton-type syringe. (l) Stirring motor.
(J) Proportional Integral Derivative (PID). (1) Cooling ring. (2) Electric heating element. (3) Propeller. (4) Sampling tube. (5)
Thermocouple. (6) Manometer. (7) Solenoid sampling valve. (8) Solenoid valve for the coiling system
Redrawn from Conesa et al., 2009
Figure 2. Ascorbic acid degradation in anaerobic conditions at 95 °C (¢), 105 °C (o), 115 °C (A) and 125 °C (x) in Mcllvaine buffer
pH=3.5
Figure 3. Effect of temperature on the rate constant of ascorbic acid degradation in anaerobic conditions (filled square) referred
to the left axis and in aerobic conditions (filled triangle) referred to the right axis
Figure 4. Ascorbic acid degradation in aerobic conditions at 95 °C (¢), 105 °C (o), 115 °C (A) and 125 °C (x) in Mcllvaine buffer
pH=3.5
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Table 1. Kinetic constant as function of temperature for ascorbic acid degradation in anaerobic conditions (first-order in

10 * min!) and in aerobic conditions (0.5-order in 10 * mg2.100mL2.min"!) and comparison between the calculated

n-values for ascorbic acid degradation in anaerobic condition (n = 0.84) and in aerobic conditions (n = 0.44)

Conditions Temperature (°C) k+SD" R? R?*forn=0.84 R?*forn=0.44
95 2.73+£0.04 0.996 0.996
105 6.19+0.17 0.999 0.999
Anaerobic
115 13.71£0.22 0.999 0.999
125 28.75+£0.61 0.999 0.999
95 552 +30 0.994 0.994
105 604 0 0.996 0.997
Aerobic
115 599 + 39 0.996 0.996
125 418+3 0.990 0.987

*SD = Standard deviation

Table 2. Concentration of dissolved oxygen in the heating media depending on temperature, according to Tromans’s model

Temperature (°C)

[02] (mg.LY)

95

105

115

125

15.5

15.6

15.9

16.5
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Highlights:

- Ascorbic acid degradation behaviour is different in aerobic and anaerobic conditions

- First-order kinetics are not always followed for ascorbic acid degradation

- Oxygen is also a major co-factor for ascorbic acid degradation also above 100 °C

Abstract

Background

Vitamin C is by far the most heat labile vitamin, with losses upon processing, storage and reheating. An abundant literature
exists on Vitamin C degradation, but very little on degradation in canning conditions i.e. temperatures > 100 °C. This is probably
linked to difficulties in sampling while maintaining over-pressure. A further challenge concerns the control of oxygen

concentration.

Scope and Approach

The Thermoresistometer Matia®, devised for evaluation of microbial inactivation, has been designed to allow rapid and
frequent sampling at temperatures up to 150 °C and under pressure. By changing the gas mixture composition and pressure,
it can also be used to establish different levels of dissolved oxygen.

Key Findings and Conclusions

Luminescence-based oxygen sensors can now be implemented for better oxygen detection during ascorbic acid degradation.
In the following commentary paper, we will present some of the difficulties and questions we have encountered in studies of

Vitamin C degradation, and the recent solutions to some of these technological constraints.

Keywords: Ascorbic acid; oxygen; kinetics; canning
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Introduction

Vitamin C is composed of two vitamers, L-ascorbic acid and L-dehydroascorbic acid, which are sugar acids. Both molecules are
highly water-soluble (Matei et al., 2008; Sapei and Hwa, 2014). The L-enantiomers of both ascorbic and dehydroascorbic acids
carry the Vitaminic property, and they are interconvertible by oxidation / reduction (Fig. 1). Vitamin C is not stored in the body:

any excess intake is excreted to the urine, and a regular supply is necessary (Le Grusse and Watier, 1993).

The main symptom associated to Vitamin C deficiency is scurvy; it participates in many other metabolic processes and is
important e.g. in wound healing, and is proposed against cold and anemia. Vitamin C is a cofactor for the biosynthesis of
catecholamines, L-carnitine, cholesterol, amino acids, and some peptide hormones. In addition, Vitamin C plays a role in
immune cell development, iron utilization and effects on the nervous system. Additionally, Vitamin C acts as a cofactor in the
synthesis of collagen needed to support cardiovascular function and to maintain cartilage, bones and teeth, explaining its

benefits for wound healing (Carr and Frei, 1999).

Fruit and vegetables (and derived products such as juices) are the most common source of Vitamin C in human diet (Silva,
2005). High concentrations of Vitamin C are generally found in fruit and green leafy vegetables. Synthetic ascorbic acid is widely

used in the food industry as an antioxidant.

Vitamin C is highly susceptible to degradation, by oxidation, by heat, by light, etc... and is therefore very frequently used as a
reporter Vitamin. There are many papers on Vitamin C loss during fruit and vegetable processing. Recent reviews can be found
in Leskova et al. (2006) and Garcia-Torres et al. (2009). However, few consider the degradation mechanisms or the possibility
of Vitamin C degradation to follow different kinetics. When kinetics of degradation are followed, most authors assume a first-
order reaction, either towards ascorbic acid or towards total Vitamin C degradation. Comparison of the reaction rates and
activation energies is further complicated by very different temperature ranges (Table 1). In spite of an abundant literature,
degradation at canning temperatures is still poorly known and understood. Few articles describe this degradation at
temperature above 100 °C (Blasco et al., 2004, Esteve et al., 1998, Oey et al., 2006, Van den Broeck et al., 1998). At such
elevated temperatures Vitamin C degradation can follow two pathways (aerobic and anaerobic), but their relative importance
and the conditions that favour one or the other remain unknown. One of the reasons for this lack of investigation is probably
practical considerations, as study at temperatures > 100°C demands closed or pressurized vessels, which severely limits

sampling possibilities.

Furthermore, many articles, even at low temperatures, fail to consider explicitly one of the major factors of Vitamin C
degradation, which is availability of oxygen. Vitamin C degradation is primarily linked to the oxidation of ascorbic acid into
dehydroascorbic acid, and the molar ratios of ascorbic acid to oxygen in foods may be close or > to 1. In addition, oxygen
saturating concentration decrease markedly with temperature and its diffusion from the air-liquid interface is slow, particularly
in viscous or solid foods. However, though the popular Winkler table indicates absence of oxygen in boiling water under
atmospheric pressure, oxygen solubility for a given oxygen partial pressure increases again at temperatures > 100°C and with
pressure (Fig. 2). Lack of explicit inclusion of oxygen availability is almost general in food-related literature, and prevents
building of more mechanistically based models. A first reason for this is that appropriate oxygen sensors (Friedrich et al., 2013)
have only recently become available. These sensors must fulfil three conditions: be heat-stable, be highly sensitive and not
consume oxygen themselves, all of which preclude the use of the most common detector, namely Clarke electrodes. A second

point is that modulating oxygen partial pressure is tricky per se, because of its slow diffusion and the omnipresence of air:
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equilibration requires prolonged bubbling and perfect stirring, in airtight vessels to avoid leaks, i.e. working conditions not

commonly available in food science laboratories.

New developments may now allow to overcome some of these limitations. We will discuss in particular the thermoresistometer
Mastia® (Conesa et al., 2009a), which allows to work at elevated temperatures and pressure with a possibility to repeatedly
sample the product. It has fast temperature regulation which allows also programming of temperature ramps and plateaus. It
uses compressed gases in its headspace and allows for perfect stirring, which means a possibility to modulate oxygen partial
pressure and dissolution saturation. Another novelty is the development of luminescence-based oxygen sensors, for

continuous sensing of oxygen dissolution.

The purpose of this article is therefore i) describe briefly what is known on ascorbic acid degradation mechanisms and kinetics,
including the influence of oxygen in foods; ii) present some of our recent results on ascorbic acid degradation in various systems
and how they led us to reconsider the limitations of the existing studies and iii) present how the new devices such as the
Thermoresistometer Mastia® and optical oxygen sensors can help us integrate explicitly a number of parameters and thus

better understand Vitamin C degradation mechanisms and limiting parameters.

Degradation mechanism

The degradation mechanism for Vitamin C is complex (Fig 1). Ascorbic acid and dehydroascorbic acid are interconvertible
depending on the medium conditions (Table 1), and both carry the vitaminic property, hence loss of ascorbic acid, though often
the only compound measured (Table 1), is not equal to loss of Vitamin C (Yuan and Chen, 1998; Serpen et Gokmen, 2007).
Further, ascorbic acid and dehydroascorbic acid are both susceptible to degradation by an anaerobic mechanism; this
mechanism leads to molecules (typically 2,3-diketogulonic acid from dehydroascorbic acid) that do not have the vitaminic
properties. The reaction rate is much higher for dehydroascorbic acid, and also higher than the rate of conversion of ascorbic
to dehydroascorbic acid in food processing and storage conditions (Table 1). Hence in most conditions, the oxidation of ascorbic
acid to dehydroascorbic acid is the rate-controlling step in Vitamin C degradation. The key to oxidation is electron transfer,
which can occur with oxidants other than molecular oxygen. However, in food processing oxygen (from air or dissolved) is very
often at the start of the reaction chain, and its elimination (by deareation of juices for example) considerably slows down

Vitamin C degradation (Garcia-Torres et al., 2009). This oxidation can have two main sources in fruit and vegetable processing:

- Enzymatic oxidation: various oxidases are present in plants, including ascorbic acid oxidase; however the main
ascorbic acid degradation is due to “secondary oxidation”, where, due to its redox potential, ascorbic acid is oxidised
by oxidation transfer from products of other reactions. A typical example is the quinones of polyphenols, formed by
polyphenoloxidase, from which the polyphenols are regenerated and can be oxidised anew (Aka et al., 2013). This
mechanism demands active oxidase enzymes and is therefore prevalent in raw products.

- Non-enzymatic oxidation, also called autooxidation: ascorbic acid can be oxidised directly or act as regenerant for
other oxidised moieties; this reaction is much slower and is typically catalysed by metal ions.

There are therefore 3 main reactions involved in Vitamin C degradation with 4 reaction rates relatively easily accessible from

ascorbic acid and dehydroascorbic acid determinations (Fig. 1):

1- Reversible oxidation — reduction between ascorbic acid and dehydroascorbic acid (“aerobic” pathway)
2- lIrreversible cleavage of ascorbic acid leading through decarboxylation and dehydration to furfural as main end

product (“anaerobic”)
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3- Irreversible cleavage of dehydroascorbic acid (“anaerobic”)

The reaction chain (2) from ascorbic acid to furfural is a classical degradation mode of sugars, prevalent in acidic conditions
and high temperatures (Fusaro et al., 2015). The oxidation — reduction (1) is strongly dependant on the redox conditions:
though oxidation is the most studied, Serpen and Gokmen (2007) for example also consider the reduction kinetics. In principle
the reaction schemes 2 and 3 can be distinguished by their specific reaction products: degradation of dehydroascorbic acid
produces furoic acid and 2-hydroxy-2-pyrone (Yuan & Chen, 1998; Louarme & Billaud, 2012), whereas anaerobic degradation

of ascorbic acid leads to furfural.

Presence of reducing or oxidising agents also changes Vitamin C degradation, by modifying the equilibrium in the redox
reaction. Serpen & Gokmen (2007) observed for ascorbic acid degradation at 90 °C (pH not mentioned, no buffering agent)
that addition of the reducing agent cysteine significantly increased the reaction constant for conversion of dehydroascorbic
acid to ascorbic acid, while presence of Fe?* (oxidising agent) significantly accelerated conversions of ascorbic acid to
dehydroascorbic acid, and dehydration of dehydroascorbic acid to 2,3-diketogulonic acid. We also noted (unpublished results)
that addition of EDTA considerably slowed down ascorbic acid degradation (pH 3.8), whereas addition of iron had a marked

accelerating effect.
Importance of oxygen

The availability of oxygen is an often neglected factor in Vitamin C degradation, although it is actually frequently the rate
controlling factor in food processing operation. Indeed, in the case of ascorbic acid oxidation, the reaction is generally
recognized to follow a first-order kinetics law, with respect to ascorbic acid, which assumes that the oxygen content in the
medium does not impact the kinetics rate. This is surprising if we consider that some of the authors using this kinetics law

simultaneously observed that the rate of oxidation was dependent on oxygen’s availability (Oey et al., 2006).

Absence of oxygen is well known to better preserve Vitamin C in fruit juices during storage (Garcia-Torres et al., 2009, Mertz
et al,, 2010, Van Bree et al., 2012), so that head-space (Van Bree et al., 2012) and packaging permeability (Ahrne et al., 1997)
are major factors during storage. Mertz et al. (2010) show that, in degassed juices of tamarillo, the degradation of ascorbic acid
is totally inhibited while losses of dehydroascorbic acid are not affected by initial level of oxygen. Clearly in these conditions
reaction chain 3, hydrolysis of dehydroascorbic acid (Fig. 1) was the only one active. Van Bree et al. (2012) actually modelled
Vitamin C degradation as a function of initial oxygen in the headspace; they found a linear relationship between [02] in the
headspace and speed of ascorbic acid degradation, however they did not exploit this in terms of oxygen stoichiometry. A
detailed study on the relation of ascorbic acid degradation with oxygen availability has been carried out by Pénicaud et al.
(2011). Their model takes into account both oxygen and ascorbic acid diffusivities (calculated as 2.26x10°° m?/s and 0.31x10°
m?/s respectively (Pénicaud et al., 2010a,b), and oxidation reaction of ascorbic acid. A key critical point in this work was the
partial order of the reaction relative to oxygen (Pénicaud et al., 2011a). Using agar gels, at 20 °C, they found that the oxidation

reaction only occurred at significant extent close to the air/gel interface.

In many cases Vitamin C degradation can actually be summarized as follows, because the degradation generally occurs in

presence of oxygen:

k; ks
Ascorbic acid + % O, <> Dehydroascorbic + H,O = 2,3-diketogulonic acid
)

260



and in this case the conversion of ascorbic acid to dehydroascorbic acid, this reaction, of apparent first order towards ascorbic
acid, is actually of second order or actually (1+f) order:

d[AA] _ d[0p] _

” p” — ky [AA][0,]P + k,[DHAA] Equation 1

Where B is the stoichiometric coefficient with respect for oxygen. Singh et al. (1976) studied ascorbic acid degradation in an
infant formula during cold storage, and for low oxygen concentrations (< 8.71 mg/L) modelled ascorbic acid degradation using
an order of 1 towards ascorbic acid and an order 1 towards oxygen. The same was done by Eison-Perchonok & Downes (1982)
in a buffered model system, between 33 °C and 55 °C, and Patkai et al. (2002) in a model citrus juice for 80 to 100 °C. Pénicaud
et al. (2012) identified stoichiometric coefficient B from degradations carried out at different concentrations of oxygen as 1.1
+/- 0.9, i.e. not statistically different from 1. Assuming B = 1, and that we can neglect the reduction of dehydroascorbic acid (k2

<< ki), i.e. in conditions where oxidation is clearly prevalent, this integrates to the following equations:
[AA], = [AA]o X exp(—k X t) Equation 2
[02]¢ = [03]p X exp(—k X t) Equation 3

By dividing the equation 2 by the equation 3, we obtain the following general integrated equation:

[44]e _ [A4]o | exp(([A4]y — [05]0) X ky X 1) Equation 4
[02]¢ [02]0

In this case, clearly the reaction rate will depend on initial concentration [AA]o, even if O2 concentration is kept constant, while
for pure 1% order kinetics degradation curves expressed as In([AA]) vs time should be straight lines and superimposable,
whichever [AA]o. This is clearly visible in our own work (Fig. 3C and 3F), where degradation expressed as In([AA]) is not linear

with time. Further work is needed to better identify B and integrate the equation with its actual coefficients.
Oxygen availability has two limitations:

- Oxygen solubility: oxygen solubility decreases with increase of temperature, so much that for pure water at 100 °C
under atmospheric pressure it reaches 0 (Fig. 2). Presence of ions is known to influence oxygen solubility, but very
little is known about oxygen solubility in actual food matrices (Chaix et al., 2014); oxygen solubility increases again in
canning conditions i.e. temperature > 100°C and elevated pressure (Tromans, 1998, Geng & Duan 2010) (Fig. 2).

- Oxygen diffusion in water is slow; unless perfect stirring and low liquid thicknesses are used, replacement of oxygen
consumed by oxidation reaction (or microbial growth) can be a limit (Pénicaud et al., 2010).

Equilibrium oxygen solubility in distilled water from air at atmospheric pressure is of 8.26 mg/L at 25 °C, i.e. 0.26 mmol/L, very
close to or lower than the ascorbic acid concentrations that can be encountered in foods (0.26 mmol/L ascorbic acid is 46
mg/L). There is very little data on oxygen saturation levels in foods in general, and in plant food specifically. The recent review
from Chaix et al. (2014) reports in general higher solubilities in fats than in water, and gives a value of 1.5x10® mol.kg*.Pa’!
(corresponding to 0.3 mmol/kg at ambient air and pressure i.e. an oxygen partial pressure of about 21 kPa) in potato purée
and spinach-potato purées, both at 10 °C. Therefore if oxygen is not replaced by diffusion from ambient air, it can easily become
the limiting factor in the reaction, and even more in the reaction rate. Both of these factors (oxygen concentration and oxygen
diffusion) are rarely taken in account in reports on Vitamin C degradation kinetics, usually carried out in model solutions with

high surface/ volume ratios and perfect stirring. Additionally, as oxygen diffusion is slow some oxygen may be initially present
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in studies of ascorbic acid degradation kinetics, and could explain the faster initial reaction rate noted by Oey et al. (2006) for

degradation in an inert atmosphere but without initial degassing.

Oxygen solubility at higher temperatures and pressure has been modelled using its thermodynamic properties (Tromans, 1998,

Geng & Duan 2010). Tromans (1998) for example gives the following equation for pure water:

Equation 5

[0;] = Py, X exp

(0.064-><T2+203.3 57><T><ln(HTB)—(Z99378+O,092 ><T)(T—298)—20.591X103)
RXT

where Po, is the oxygen partial pressure in atm, T the temperature in Kelvin, [02] is the oxygen concentration and R the ideal

gas constant (8.314 J.mol1.K). This model is valid in a range of temperature between 273 and 616 K.
Reaction order of the reaction of ascorbic acid degradation

It is well assumed that generally, reaction of ascorbic acid degradation follows first-order kinetics or apparent first-order
kinetics when there is a constant renewability of oxygen, as well at storage conditions (Wilson et al., 1995, Pénicaud et al.,
2012, Van Bree et al., 2012) as at canning conditions Karhan et al., 2004, serpen & Gékmen, 2007, Esteve et al., 1998, Van den
Broeck et al., 1998, Blasco et al., 2004, oey et al., 2006). However, the ascertainment that the reaction of ascorbic acid
degradation follows always first-order or apparent first-order kinetics is wrong. Indeed, a lot of parameters and the way is
designed the system product/process must be taken in account in order to determine the real kinetic profile of ascorbic acid

degradation reaction, and thereby the reaction order.

For instance, Herbig & Renard (2017) studied ascorbic acid degradation in an apple puree serum and found that zero-order
kinetics fitted well the data than first-order kinetics. The study was performed in floating tube racks immersed in a heated
water bath at 80 °C. There was indeed a limitation of oxygen, and the tubes were not stirred, that could explain why zero-order
kinetics are observed in this case despite first-order kinetics, and stirring appeared to have a non-negligible influence on

ascorbic acid degradation because it influences oxygen dissolution (Herbig et al., 2016).

Another example, Eison-Perchonok & Downes (1982) have studied ascorbic acid degradation at
pH = 6.1 between 30 and 55 °C, in flasks immersed in a water bath and with stirring. In this case of study, dissolved oxygen
concentration was controlled and cannot be renewable. They found that the reaction of ascorbic acid degradation followed

second-order kinetics with partial order kinetics of one for ascorbic acid and oxygen.

Other studies were assessed in reactors. Miyawaki et al. (2016) studied ascorbic acid degradation between 0 and 70 °C in open
and closed reactors. In the open reactor, ascorbic acid sodium salt solutions was dissolved in buffer from pH =4 to pH = 8
solutions under neck flasks, and gas containing a certain oxygen level was introduce and was mildly bubbled. They found firstly
that zero-order kinetics fitted well the data than first-order kinetic and secondly that the zero-order kinetic parameters were
strongly affected by oxygen concentration. In the closed reactor, ascorbic sodium salt was dissolved in a buffer at pH = 8 in
glass tubes with a minimum of headspace and air was bubbled for 5 minutes to saturate oxygen. In this case, first-order kinetics
fitted well the data because oxygen is consumed stoichiometrically in the ascorbic acid oxidation process. In the open reactor,
oxygen concentration was constant, so that could be explain why zero-order kinetic are observed. In the closed reactor, oxygen
concentration decreased with time because it was consumed without any renewability, that because first-order kinetics were

observed.
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In the same optic, Van Bree et al. (2012) studied ascorbic acid degradation in a model fruit juice solution containing glucose,
fructose and sucrose stored at 22 °C in flasks closed with a silicon septum, and the headspace was filled with different ratio
N2/0O: starting from 0.03 % to 20.9 % of oxygen. Zero-order and first-order kinetic were tested to fit the data, and it appeared
that first-order kinetics fitted well the data. Moreover, they found a linear relationship between the amount of oxygen in
headspace gas and the first-order kinetic constant. Concerning the well fit of first-order kinetics, it is the same case of the one

mentioned above about the close reactor of Miyawaki et al. (2016).

To understand what it happens at high temperatures, Al Fata et al. (2016) studied ascorbic acid degradation in a closed reactor,
the thermoresistometer Mastia®, in model solution at pH = 3.5 (pH value of common fruits), both in strict anaerobic and in
aerobic conditions in a temperature range from 95 to 125 °C. In aerobic conditions, air was used as headspace gas and the
pressure was set to 0.3 MPa, which lead to a partial pressure of oxygen of 0.063 MPa. In anaerobic conditions, nitrogen was
used as headspace at the same pressure and the media was previously deaerated by bubbling nitrogen in situ and heating. In
strict anaerobic conditions, ascorbic acid degradation followed first-order kinetics, which seems that only one degradation
mechanism was involved in the degradation process. Moreover, in these conditions, 320 minutes of treatment even at 125 °C
was not sufficient to degrade all the initial ascorbic acid, that means ascorbic acid is not as heat sensitive as it is always
considered. In aerobic conditions, the behavior was totally different, and first-order kinetics did not fit well the data, and also,
it appeared that zero-order kinetics did not fit well again the data. Indeed, 0.5-order kinetics appeared to fit well the data in
aerobic conditions, that could be mean that in these conditions, when oxygen is involved and when the temperature is high (>
100 °C), both oxidative and hydrolytic pathways are involved in mechanism degradation process of ascorbic acid. The kinetic
order of 0.5 is in fact an apparent order. That could again explain why the authors found that in aerobic condition at high
temperature, ascorbic acid degradation reaction had not an Arrhenian behavior. In this study, it was found that in canning

conditions, oxygen have more impact on ascorbic acid than temperature.

By modulating partial pressure of oxygen using an air compressor or a bottle of gas mixture N2/02 90/10 (%/%), Al Fata et al.
(2017) (publication in progress) studied influence of partial pressure of oxygen at canning temperature in the same conditions
mentioned above, with modulating partial pressure of oxygen at 0, 0.03, 0.063 and 0.1 MPa. The authors found that when the
partial pressure of oxygen was 0.063 MPa or higher, ascorbic acid degradation reaction followed apparent 0.5-order kinetics,
but, when the partial pressure of oxygen was 0.03 MPa, ascorbic acid degradation reaction followed apparent 0.75-order
kinetics. This obtained results are due to the ratio between the two occurring degradation pathways according to Yuan and
Chen (1998). The higher the partial pressure of oxygen, more is the importance of oxidoreductive pathway in ascorbic acid
degradation, that could explain why apparent 0.5-order kinetics are observed, whereas when the partial pressure was lesser,
apparent 0.75-order kinetics are observed because oxygen availability is less and thereby, hydrolytic pathway becomes more

and more preponderant, and the apparent order tends to 1.

Another surprising example, Manso et al. (2001) studied ascorbic acid degradation in orange juice. The juice was strained
before poured into a flask and put in a thermostatic bath during 36 hours. Treatment were performed between 20 and 45 °C,
and oxygen content was between 4.7 and 5.67 ppm, without renewability, and the pH varied between 3.69 and 3.77. In this
case of study, there was no stirring. The authors found a behavior different than the others: neither first-order nor zero-order

kinetics fitted well the data, but a Weibull model did.

263



Conclusion

Many articles up to now merely report “blackbox” impact of processing on a given fruit or vegetable. Understanding Vitamin
C degradation in foods, and notably in processed fruit and vegetables, requires a deeper understanding of the mechanisms
and conditions. Clearly avoidance of oxygen is a key factor for Vitamin C preservation, to limit the formation of the highly labile
dehydroascorbic acid by oxidation of ascorbic acid. A good basis for explicit considerations of mechanisms and in particular
oxygen availability, can be found in the work of Pénicaud et al. (2012, 2011, 2010a,b) and Chaix et al. (2014). A few reports of
ascorbic acid degradation at elevated temperatures have been found: most of them do not consider explicitly oxygen

availability.

All the mentioned studies shows that the behavior of ascorbic acid degradation depends strongly on the conditions of storage
or heat treatment (stirring, headspace, oxygen availability, etc...). Sometimes, classical kinetic models such first-order, second-
order and even zero-order are not sufficient to fit well data of ascorbic acid degradation, but sigmoidal models could fit better.
Furthermore, oxygen appears to be a major impacting factor on ascorbic acid degradation behavior. Indeed, stirring of media
and consequently oxygen availability and renewability impact clearly ascorbic acid degradation. Moreover, at canning
temperature, oxygen is a major co-factor than temperature on ascorbic acid degradation. Some studies have concluded that a
non-Arrhenian behavior was observed for ascorbic acid degradation in canning processes, and apparent reaction orders

depend on partial pressure of oxygen, and by this fact, on its availability.
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Captions to figures

Figure 1: Mechanisms for ascorbic acid degradation (redrawn from Yuan & Chen, 1998)

Figure 2: Oxygen solubility in pure water according to Winkler, 1888 (blue curve) and Tromans, 1998 (red curve for pO, =0.021
MPa and green curve for pO2 = 0.063 MPa)
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Table 1: Kinetic data reported for ascorbic acid or dehydroascorbic acid in fruit or vegetables.

When specified, reaction constants are identified as follows:
k1: oxidation of ascorbic acid to dehydroascorbic acid (“aerobic” degradation of ascorbic acid); kz: reduction of dehydroascorbic
acid to ascorbic acid; ks: cleavage of dehydroascorbic acid to 2,3-diketogulonic acid; ka: cleavage of ascorbic acid (“anaerobic”).

Vitamin C degradation at room temperatures

Vitamin form Product and Oxygen Results reference
conditions

Ascorbic acid Acetate buffer Mmol/L First order kinetic Wilson et
pH=5 0.08 Kapp = 1.95 10% 5! al., 1995
T°=25°C 0.14 Kapp = 1.96 10 572
[AA] = 3.5 mmol/L 0.25 Kapp = 1.57 10 572

Ascorbic acid Citrate/phosphate Fixed and | Second order (partial orders 1 for | Eison-
buffer pH = 6.1 constant ascorbic acid and oxygen) Perchonok
Flushing with gas k10% 02, 50°c = 123 min™* mol?, & Downes,
mixtures with Ea 10% 02 = 40 kJ/mol 1982

different proportions

T°=30-55°C

k15% 02, 50°c = 132 min"t mol?,
Ea 15% 02 = 57 kJ/mol
k21% 02, 50°c = 120 min’t mol?,

Ea 10% 02 = 69 kJ/mol
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Ascorbic acid Water, T° =20 °C mmol/L kapp for the first order vs ascorbic | Pénicaud et
acid al., 2012
0.034 Kapp = 1.9 107 s
0.066 Kapp =2.2 107 st
0.109 Kapp = 4.4 107 st
0.138 Kapp = 6.4 107 s
0.197 Kapp = 8.8 107 51
0.265 kapp = 13.9 107 s
Ascorbic acid and | Orange juice % in initial | First order — reversible consecutive | Van Bree et
dehydroascorbic Headspace / juice: 4/1 | gas (cf Fig 3) al., 2012
acid T°=22°C
0.03 ki = 0.011 day?, k. = 0.011 day?,
ks =0.149 day™?
0.98 ki = 0.022 day?, k. = 0.022 day?,
ks =0.209 day!
2.91 ki = 0.030 day?, k; = 0 day?,
ks =0.254 day™?
10.8 ki = 0.098 day?, ko = 0 day?,
ks =0.368 day?!
Ascorbic acid and | Reconstituted orange | % in initial | First order — reversible consecutive | Van Bree et
dehydroascorbic juice (sugars, citric | gas (cf Fig 3) al., 2012
acid acid, amino-acids)
pH=3.5 0.03 ki = 0.019 day?, k. = 0.019 day?,
Headspace / juice: 4/1 ks =0.217 day™?
T°=22°C 1.17 ki = 0.044 day?, k2 = 0.029 day?,
ks =0.297 day™!
4.84 ki = 0.112 day?, k2 = 0 day?,
ks =0.335 day’!
10.0 ki = 0.263 day?, k. = 0 day?,
ks =0.357 day™?
20.9 ki = 0.313 day?, k2 = 0 day?,
k3 =0.422 day*
Ascorbic acid Orange juice Aerobic Weibull Manso et
T°=20-45°C (ambient, 1/as2s°c = 0.064 h, Ea = 39 ki/mol | al., 2001
large Bref=1.7
surface) First order

k32.5:c=0.039 h'%, Ea = 71 ki/mol
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Vitamin C degradation at thermal process temperatures

Vitamin form Product and Oxygen Results reference
conditions
Ascorbic acid Rose hip pulp Anaerobic | First order Karhan et
T°=70-95°C ka, 95°c = 13 103 mint, al., 2004
pH =3.85 Ea =47.5 ki/mol
Ascorbic acid Water, T° =90 °C No info First order —reversible (cf fig. 3) Serpen &
Control ki1=0.218 h'! Gokmen,
2 mg/L cystein ki1=0.098 h! 2007
20 mg/L cystein ki1=0.068 h!
2 mg/L Fe* k1=0.309 h!
20 mg/L Fe3* ki1=0.449 h?t
Dehydroascorbic Water, T° =90 °C No info First order — reversible plus | Serpen &
acid formation 2,3 diketogulonic acid (cf | Gokmen,
Fig 3) 2007
Control k2=0.249 108 h, ks=0.218 h!
2 mg/L cystein k2=0.123 h'%, k3= 0.026 h*!
20 mg/L cystein k2=0.161 h™, ks =0.029 h!
2 mg/L Fe?* k2=0.184 108 h, ks =0.306 h
20 mg/L Fe3* k2=0.212 108 h, ks = 0.449 h'!
Ascorbic acid Green asparagus Anaerobic | First-order Esteve et
T°=110-125°C with some | k4, 110°c = 0.016 min™! al., 1998
dissolved ks, 115°c = 0.044 min!
oxygen ks, 120°c = 0.061 min*
Ka, 125°c = 0.080 min!
Ea = 140 kl/mol
Ascorbic acid Orange Juice Anaerobic | First-order Van den
T°=120-150 °C with some | ks, 120°c = 0.0076 min! Broeck et
pH=3.5 dissolved ks, 130°c = 0.0205 min™! al., 1998
oxygen ka4, 140°c = 0.0480 min!

ka, 150°c = 0.0967 min™!
Ea =117 ki/mol
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Ascorbic acid Tomato Juice Anaerobic | First-order Van den
T°=120-150°C with some | ks, 120°c = 0.0049 min‘! Broeck et
pH=45 dissolved ka, 130°c = 0.0115 min™! al., 1998
oxygen ka4, 140°c = 0.0245 min!
ka, 150°c = 0.0487 min™!
Ea =105 ki/mol
Ascorbic acid Mushrooms Aerobic First-order Blasco et al.,
T°=110-140°C (ambient) | Kapp, 110c = 8.91 103 s* 2004
pH=4.6 Kapp, 115°c = 9.49 103 51
Kapp, 120°c = 1.91 102 51
Kapp, 130°c = 2.16 102 51
Kapp, 120°c = 2.41 102 s°*
Ea =46 ki/mol
Ascorbic acid Mushrooms Anaerobic First-order Blasco et al.,
T°=110-140°C with some | ks, 110°c =1.86 1073 57! 2004
pH=4.6 dissolved ks, 115°c = 3.05 103 51
oxygen ks, 120c = 4.90 102 51
ks, 130°c = 5.86 103 57!
ks, 140°c = 6.21 103 572
Ea = 50 kJ/mol
Ascorbic acid BufferpH =7 Anaerobic | First-order Oey et al,
T°=100-120°C with some | ks, 100°c =1.05 103 min! 2006
dissolved ks, 110°c = 4.62 103 min!
oxygen k4, 120°c = 6.45 102 51

Ea = 250 kJ/mol
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Highlights:

- Partial pressure of oxygen in headspace highly influence ascorbic acid degradation at canning temperature (above
100 °C)
- Apparent reaction order depends on partial pressure of oxygen

- Ascorbic acid degradation under strict anaerobic conditions follows classical first-order kinetics

ABSTRACT

Oxygen is known to be one of the major cause of oxidative degradations of nutrients. Ascorbic acid, a component of interest
due to its health benefits, is reported to be highly oxygen sensitive. To understand better the influence of oxygen on ascorbic
acid retention at canning temperature, thermal treatment was performed in model solution at pH = 3.5 with varying partial
pressure of oxygen from 0 MPa (strict anaerobic conditions) to 0.1 MPa in the headspace gas, from 95 °C to 125 °C, starting
from an initial concentration of 900 mg/L. Treatment of 320 minutes was not sufficient to completely degrade all ascorbic acid
initially present in the medium under anaerobic conditions and with a partial pressure of oxygen in headspace at 0.03 MPa,
but treatment of 120 minutes was sufficient to degrade all initial ascorbic acid when the partial pressure of oxygen in headspace
was set at 0.1 MPa. Apparent reaction orders were calculated; they were of 1 under anaerobic conditions, and 0.5 or 0.75
depending on partial pressure of oxygen. Activation energy was calculated using the Arrhenius law under anaerobic conditions
only (Es = 67 kl/mol). When oxygen is present, whichever its partial pressure in headspace, no acceleration of reaction was

observed with increased temperature.

Keywords: Vitamin C; oxygen; modelling; kinetics; nutritional qualities
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INTRODUCTION

Sterilisation is actually the most relevant technique to ensure safe, shelf-stable hydrated food products. During canning,
nutritional quality can be lost by degradation of vitamins such as vitamin C, which is one of the main water-soluble vitamins
and has a major role in collagen generation, prevents scurvy and may help prevent cold, anaemia, heart disease, obstructive
pulmonary disease, asthma, fever, tuberculosis or infertility (EFSA, 2013). Due to its many benefits for human health and its
high physico-chemical sensitivity, ascorbic acid is considered as good marker for food nutritional and sensorial quality due to
its health benefits and vulnerability. Ascorbic acid degradation is influenced by many factors, like oxygen (which can lead to
oxidation) (Van Bree et al., 2012), temperature (ascorbic acid is described as very heat sensitive) (Lin and Agalloco, 1979, Esteve
et al., 1998, Mesias-Garcia et al., 2010, Hsu et al., 2012, Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014), pH (ascorbic acid is more
stable at low pHs), water activity (Berlinet et al., 2006, Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014, Mercali et al., 2014b, Golubitskii
et al., 2007) or presence of metallic ions, which can catalyse oxidation (Lin and Agalloco, 1979, Soares and Hotchkiss, 1999,
Bosch et al., 2013).

Because of the increased demand for nutritive foods, there has been many attempts to maximise retention of nutrients during
industrial process as well as during transport and storage (Sapei and Hwa, 2014). A thermal treatment must be efficient in
order to destroy an appropriate number of targeted microorganisms to make the final product stable.

Ascorbic acid degradation is poorly known at canning temperature, probably due to the difficulty to follow this type of
degradation at high temperature. Few studies are available. Esteve et al. (1998) have studied ascorbic acid degradation in
asparagus (no indication of pH), Van den Broeck et al. (1998) in orange juice (pH = 3.5) and tomato juice (pH = 4.5) and Oey et
al. (2006) in model solution at pH = 7 (Esteve et al., 1998, Van den Broeck et al., 1998, Blasco et al., 2004, Oey et al., 2006). All
these studies used nitrogen as headspace gas, but do not mention elimination of dissolved oxygen in the products.
Furthermore, Van Bree et al. (2012) studying the influence of partial pressure of oxygen in headspace on ascorbic acid
degradation, but at a storage temperature (22 °C), found that there was a linear relationship between partial pressure of
oxygen in headspace and the first-order kinetic constant value. Moreover, it is very difficult to insure anaerobic conditions at
high temperature (> 100 °C) due to the difficulty to remove and quantify dissolved oxygen at these temperatures. Al Fata et al.
(2016) studied the influence of oxygen on ascorbic acid degradation at canning temperature by performing experiments under
aerobic and anaerobic conditions (2016). Oxygen has more impact than temperature on ascorbic acid degradation at
temperatures higher than 100 °C. Indeed, oxygen removal from both liquid and headspace seems to be the key factor to better
preserve vitamins in these processes, but it remains difficult (Al Fata et al., 2016).

Generally, it is assumed that ascorbic acid (AA) degradation can follow two pathways: one is the oxidoreductive pathway by
the formation of dehydroascorbic acid (DHAA), and the other is the hydrolytic pathway, by direct cleavage of the lactone ring
of ascorbic acid molecule (Yuan and Chen, 1998) (Figurel). This degradation can be described by the following kinetic equation:

2 = —ky. [4A] = Koy [0,1%. [AATF (1)

where [AA] is the ascorbic acid concentration, [O:] the dissolved oxygen concentration, k+ the kinetic constant of the hydrolytic
degradation pathway, kox the kinetic constant of the oxidoreductive degradation pathway, and o and 8 are respectively the
partial reaction orders of oxygen and ascorbic acid for the oxidoreductive degradation pathway including both degradation
pathways.

Van Bree et al. (2012) found a linear relationship between first-order kinetic constants of ascorbic acid degradation and the

initial headspace oxygen concentration in headspace in fruit juice during storage, at 22 °C. Wilson et al. (1995) and Miyawaki
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et al. (2016) found a relationship between kinetic constants and partial pressure of oxygen in closed reactors (Miyawaki et al.,
2016, Wilson et al., 1995). Miyawaki et al. (2016) also found that the reaction order of ascorbic acid degradation was different
when the experiment was performed in a closed or in an open reactor. Under anaerobic conditions, it is assumed that only the
hydrolytic pathway occurs. This degradation pathway is akin to sugar degradation and does not require oxygen (sugar
hydrolysis). Al Fata et al. (2016) found that the degradation is much faster in presence of oxygen, indicating that the oxidative
pathway remained the major degradation pathway even at temperatures above 100 °C (Al Fata et al., 2016). Removal all the
oxygen appeared to be the better solution to preserve ascorbic acid even at high temperature, but it can be difficult to perform
this deareation and remove all the oxygen in a food matrix.

In this context, ascorbic acid degradation was studied at canning temperature with different partial pressure of oxygen
including anaerobic conditions by removing all dissolved oxygen, at pH = 3.5, chosen to be representative of pHs encountered
in fruits. In previous experiments, we established the possibility to study ascorbic acid degradation under strict anaerobic
conditions and aerobic conditions, and we validated the possibility to use different headspace gas. We concluded that oxygen
is the major cofactor in ascorbic acid degradation even at canning temperature. In this way, we have to better understand the
influence of oxygen and thereby we now study the influence of partial pressure of oxygen, generated by different gas mixtures

and pressures, on ascorbic acid degradation at canning temperatures.

MATERIALS & METHODS

Reagents. All the reagents used were purchased from Fisher Chemical (llikirch, France) and are analytical grade or better.
Preparation of ascorbic acid solution. A 5.0000 g accurately weighed portion of L-ascorbic acid was dissolved in 25 mL of 2.31
% (v/v) acetic acid solution at pH = 2.6 in a 25 mL volumetric flask. The mixture was then stirred until complete dissolution of
ascorbic acid. The concentration was 200 g/L.

Model solution. Citrate-phosphate Mcllvaine buffer at pH = 3.5 was used as heating medium. Mcllvaine buffer was prepared
using a 0.1 mol/L monohydrate citric acid solution and a 0.2 mol/L disodium phosphate solution (Mcllvaine, 1921). The buffer
was stored at 4 °C until used.

High-Performance Liquid Chromatography — Analysis of ascorbic acid. The analysis method was optimised from Louarme and
Billaud method (Louarme and Billaud, 2012). Analysis was carried out using a 1260 Agilent infinity LC chromatograph with a
1290 Agilent diode-array detector. A 150 x 3.0 mm Synergi Polar RP-C18 column (Phenomenex) was used with a precolumn
and both have a particle size of 4 um. The mobile phase was a 2.31 % (v/v) acetic acid solution as eluent A and acetonitrile as
eluent B. The flow rate was fixed at 0.8 mL.min™, the column temperature was set at 30 °C and the injection volume was 5 pL.
A gradient program was performed as follows: the initial conditions were 96 % A / 4 % B; 0-5 min, 96 % A / 4 % B; 5-10min, 80
% A /20 % B; 10-15 min, 96 % A / 4 % B. The data acquisition was assessed at 245 nm, corresponding to the maximum
absorbance of ascorbic acid in UV-visible spectrometry (Jaffe, 1984). Quantification of ascorbic acid was carried out by external
standard method with a calibration curve, which is the mean of five calibration curves established by five standard solutions
of ascorbic acid injected in HPLC by the same method.

Dissolved oxygen. Dissolved oxygen concentration was measured using a PreSens Fibox 4 device (Regensburg, Germany)
coupled to a fiber optic probe with a sensor type PSt3 (limit of detection 30 Pa oxygen, 0.015 mg/L dissolved oxygen). The
temperature range of measurements for this device is from 20 to 85 °C. We measured oxygen concentration always at 20 °C.
Determination of ascorbic acid heat resistance by the thermoresistometer Mastia®. Thermal treatments were carried out in
a thermoresistometer TR-SC Mastia®, the operation system of which is well described by Conesa et al. (Conesa et al., 2009a).

This experimental device allows working on a temperature range from 20 °C to 150 °C under pressure, using different gases
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like air or nitrogen, having a constant and regulated stirring, sampling or injecting at any time during the heat treatment, even
under pressure, without perturbation of the experimental media, working at important volumes (maximum 400 mL), and
simulating isothermal and non-isothermal heat treatments. The studied temperatures were 95, 105, 115 and 125 °C, and were
reached in about 30-45 seconds. Each thermal treatment lasted 320 minutes. The initial ascorbic acid concentration was 90
mg/100 mL, obtained by injecting 1.8 mL of the ascorbic acid solution in 400 mL of Mcllvaine buffer.

Variation of partial pressure of oxygen. Different partial pressures of oxygen (0.03, 0.063 and 0.1 MPa) were set in headspace
gas by using an air compressor or a gas bottle of a mixture of nitrogen/oxygen 90/10 (Oxy 110 Air Liquide, Lyon, France). To
obtain 0.03 MPa of partial pressure of oxygen in headspace gas, the nitrogen/oxygen bottle was used and the headspace
pressure was set at 0.3 MPa. To obtain 0.063 MPa and 0.1 MPa of partial pressures of oxygen in headspace, an air compressor
was used and the headspace pressure was set at 0.3 and 0.5 MPa respectively. The partial pressure of oxygen was maintained
during the whole experiment.

Anaerobic conditions setting. Anaerobic conditions were obtained by removing oxygen from the medium. The medium was
first degassed by heating during 30 min (which led to a concentration of dissolved oxygen around 1.5 mg/L), and secondly by
bubbling nitrogen at room temperature for 30 min. This enable to reach anaerobic conditions. Nitrogen was then used as
headspace gas for pressurising the thermoresistometer vessel. The pressure was set to 0.3 MPa.

Kinetic models. The apparent reaction order was first identified by fitting the ascorbic acid degradation time curve with a

general n-order kinetics:

‘;—‘; = —k.C" 2)

which integrates to the general equation for n-order kinetics:

C, = (CI™ + (n — 1) k(T). )Tn (3)
and can be linearized to the following equation:
CiM=C "+ (m—1).k.t (4)
Apparent first-order kinetics models were used to model ascorbic acid degradation:
C; = Cy.exp(—k(T).t) (5)

where C: is the ascorbic acid concentration at time t, Co is the initial ascorbic acid concentration, k is the rate constant and n is
the reaction order, T is the temperature and t is the time in minute.

The temperature dependence of k was fitted using Arrhenius law:
_Ea
k(T) = A.exp (F) 6)

where A is the frequency factor (also called pre-exponential factor), Eq is the activation energy, and R is the ideal gas constant.
Uncertainty on kinetic constants was obtained by using the De Levie macro (De Levie, 2012). Considering all used materials,
the experimental uncertainty was around 3 %.

Analysis of data. All time courses were repeated at least twice and each point was sampled twice; the results are reported as
average.

Statistical analysis. To demonstrate that a model fit well the data, we analysed residual plots between the data and the model.
Shapiro-Wilk test was used to determine if residues are normally distributed or not at a chosen alpha level of 0.05. The p-value
was analysed to discriminate if the distribution is normal or not. If the p-value is superior to the a-level, we considered that

the residues are normally distributed.
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RESULTS & DISCUSSION

In anaerobic conditions (Figure 2 (a)), not all the ascorbic acid was degraded even after 320 minutes regardless the
temperature. The same finding was highlighted when the partial pressure of oxygen was set at 0.03 MPa (Figure 2 (b)). When
partial pressure of oxygen was set at 0.063 MPa (Figure 2 (c)), all the initial ascorbic acid was degraded after 240 minutes at
95, 105 and 115 °C, while at 125 °C a small amount of ascorbic acid remained after 320 minutes. This is probably due to the
fact that at 125 °C, solubility of oxygen decreases and the dissolution from the headspace to the heating media became more
and more difficult. As described by Winkler 1888, the higher is temperature, lower is the solubility of oxygen in water (Winkler,
1888). Nevertheless, as described by Tromans (1998), oxygen can be dissolved in the medium (study done in water) even at
high temperature, its saturation concentration depending on temperature and partial pressure of oxygen in the headspace, as
described by the following equation:

T
298

(7)

0.064—*T2+203.357*T*1n(
[0,] = Py, * exp

)—(299.378+0.092=iﬂT)(T—298)—20.591*103
R+T

All oxygen concentrations at the equilibrium were calculated and reported in Table 2. The oxygen concentration values are in
the same order regarding the temperature at a considered p(0z). The difference observed at 125 °C is indeed due to the fast
consumption of oxygen firstly, and the difficulty to solubilise oxygen during the experiment secondly. Nevertheless, the higher
is the p(02), better is the solubility of oxygen as described by equation 7.

For a partial pressure of oxygen set at 0.1 MPa, all the initial ascorbic acid was degraded after 120-140 min, regardless the
temperature. Therefore, partial pressure of oxygen in headspace highly influenced ascorbic acid degradation. In fact, this is in
adequacy with Wilson et al. (1995) and Miyawaki et al. (2016). Both established that at a given temperature, the higher the
p(0:), the faster the ascorbic acid degradation. Wilson et al. (1995) reported that ascorbic acid followed first-order kinetic.
Miyawaka et al. (2016) found that ascorbic acid degradation followed zero-order kinetic in an open reactor with bubbling of
oxygen, and first-order kinetic in a closed reactor. In the cases of closed reactors, the same results (n=1) were obtained in both
Wilson et al. (1995) and Miyawaki et al. (2016). However the reaction order values obtained here were different (0.5 or 0.75),
and varied with oxygen partial pressure. This could be explained by two major differences:

- Inthe closed reactors of Wilson et al. (1995) and Miyawaki et al. (2016), there was no oxygen renewal, in contrast to
the present work, so Oz concentration is supposed to decrease because of its consumption during the oxidative
reactions;

- Wilson et al. (1995) performed their study between 18 and 25 °C, Miyawaki et al. (2016) between 0 and 70 °C, i.e.
very different temperature ranges. For temperatures between 95°C and 125°C, oxygen saturation concentrations
are lower and the extent of hydrolytic degradation higher.

Taking in account these two aspects (oxygen renewal and temperature range) could be explain why the reaction order value
was not 0 or 1, and why it varied with partial pressure of oxygen. A decrease of partial pressure of oxygen contributed to
increase the part of hydrolytic degradation versus oxidoreductive degradation.

Fitting the four curves at different temperatures for each partial pressure of oxygen gave an apparent reaction order n = 0.90
in anaerobic conditions, n = 0.75 when p(02) was set at 0.03 MPa, n = 0.44 when p(02) was set at 0.063 MPa and n = 0.55 when
p(02) = 0.1 MPa. As analysed by Van Boeckel, no real distinction can be made between models if the fractional conversion is
less than 60-70 % (Van Boekel, 2009). Indeed, we can legitimately base the determination of reaction order only on the
degradation curves at 125 °C for anaerobic conditions. The reaction order determined at 125 °C was n = 1.04. Indeed, classical
first-order kinetics fitted well the data in anaerobic conditions. That could be explained by the fact that only one mechanism is

involved, the hydrolytic pathway. For a p(02) set at 0.03 MPa, 0.75-order kinetics fitted well the data, while 0.5-order kinetics
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fitted well the data for p(02) set at 0.063 and 0.1 MPa (Table 1). Mann & Whitney test was used to determine if the data
obtained by a kinetic model with a reaction order of 0.44 (respectively 0.55) when the p(0:) was set at 0.063 MPa (respectively
when the p(02) was set at 0.1 MPa) are significantly different from the data obtained by a kinetic model with a reaction order
of 0.5. This test proved that there were no statistically significant differences between the data obtained with a reaction order
of 0.44 (or 0.55) and the data obtained with a reaction order of 0.5. The residues between the data and the obtained values
for all experiments were randomly dispersed, and the p-value was always superior to 0.05 at an a-level of 0.05, i.e. the residues
were normally distributed.

A good fit was obtained for all four temperatures at all p(02) values (R? > 0.99 in most cases). The values of kinetic constants
are reported in Table 1 with the ti/> values for each temperature at each p(0z). The partial pressure of oxygen in headspace
had an effect on apparent reaction order. Indeed, apparent reaction order was 0.5 for a p(02) 2 0.063 MPa. When oxygen
amount decreased, the part of the hydrolytic degradation in ascorbic acid degradation increased, and the apparent reaction
order tended toward 1.

In anaerobic conditions, there was a clear impact of temperature, and the kinetic constants were used to calculate Arrhenius
parameters (Figure 3). The activation energy determined had a value of 67 kJ/mol. This value was lower than those reported
earlier for ascorbic acid degradation in plant foods at canning temperature under anaerobic conditions: Van den Broeck et al.
(1998) have determined activation energies of 117 kJ/mol and 105 kJ/mol respectively for ascorbic degradation in orange juice
and tomato juice between 120 °C and 150 °C, Esteve et al. (1998) have determined an activation energy of 140 kJ/mol for
ascorbic acid degradation in green asparagus. This lower value is probably due to the better faculty of molecules to interact
with each other in model solutions than in food matrices, where molecular interactions should be more complex due to their
composition, their viscosity and structure (even in juice), and perhaps due to the better anaerobic conditions in our case.
Moreover, only ascorbic acid was present in the model solution compared to a food product where many compounds are
present and can interact with ascorbic acid.

Regarding the ti/2 values, they are 1.5 time higher at p(02) = 0.063 MPa than p(0:) = 0.03 MPa, and 2.7 time higher at p(0z) =
0.1 MPa than p(0:) = 0.063 MPa. No significant differences was observed in ti/, values regarding the temperature at a
considered p(02) under aerobic conditions, which confirms the non Arrhenian behaviour of ascorbic acid degradation in aerobic
conditions. This is very indicative of oxygen influence on ascorbic acid degradation, as the higher the p(0.), the faster the
degradation of ascorbic acid. The ti/2 values calculated in anaerobic conditions varies from 1083 min (95 °C) to 206 min (125
°C). This is very significant of the Arrhenian behavior of ascorbic acid degradation in anaerobic conditions. Van Bree et al. (2012)
studied the influence of the initial headspace concentration on ascorbic acid degradation in fruit juice stored at 22 °C (Van Bree
et al., 2012). They observed faster ascorbic acid degradation for higher oxygen concentrations in the bottles’ headpace. They
report kinetic constants of 0.390 day for a headspace oxygen concentration of 20.9 % and 0.261 day™! for a headspace oxygen
concentration of 10.02 %, i.e. 1.5 time higher with 20.9% oxygen than with 10.02 %. The same ratio was found between the
t1/2 values at a p(0z) of 0.063 MPa and a p(0:) of 0.03 MPa.

By this fact, when oxygen was involved in ascorbic acid degradation, apparent reaction rate constants did not follow the
Arrhenius law. There could be more than one reaction pathway involved in this case, and oxidoreductive pathway appeared to
be the major mechanistic pathway even at high temperatures (> 100 °C). This can be confirmed by the fact that some oxygen
remained dissolved in the heated media (Tromans, 1998), or there could be an interface phenomenon between the heated
media and the headspace gas that would not be not negligible, with the degradation occurring at the interface liquid/gas. If
we refer to equation 1, two different kinetic constants should be taking in account in ascorbic acid degradation in aerobic

conditions. In our case, we determined apparent kinetic constant and apparent reaction order independently of the involved
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mechanisms, because we were not able to measure oxygen concentration during the reaction, and we did not know the
variation of oxygen, so apparent kinetic constants take in account both oxidoreductive and hydrolytic pathways. That is why
the apparent kinetic constants did not follow Arrhenius law because they are phenomenological instead mechanistic. When
the temperature increases, oxygen solubility should decrease and it should be more present in the headspace gas than in the
solution. This could explain why ascorbic acid degradation was faster when the p(02) was set at 0.1 MPa, and why at a
considered p(02) value, temperature is not the major impacting factor on ascorbic acid degradation (Table 1). This could also
explain why at p(02) values of 0.063 MPa and 0.1 MPa, ascorbic acid degradation was slower at 125 °C. Concerning the values
of ti2, these values are strongly dependant on temperature in anaerobic conditions, but when oxygen is involved in the
degradation mechanism of ascorbic acid degradation, the ti/2 values are dependent on partial pressure of oxygen despite
temperature. This ascertainment confirms the major role of oxygen in ascorbic acid degradation even at high temperature.

Nevertheless, more investigations are needed to determine kinetics constants for the two different mechanistic pathways

involved in ascorbic acid degradation.

CONCLUSION

When the p(0:) increased, ascorbic acid degradation rate increased and the reaction order changed. The values of apparent
reaction orders confirmed that the higher is the p(0O2), more the oxidoreductive pathway is involved. In fact, when less oxygen
is involved in ascorbic acid degradation, apparent reaction order tends more to 1, and vice versa. Nevertheless, the more
investigations are needed to understand better what is the ratio for hydrolytic/oxidoreductive pathways in ascorbic acid

degradation at high temperature depending on p(02) value and kinetic constants relative to the respective pathways.
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CAPTION TO FIGURES

Figure 1. Mechanisms for ascorbic acid degradation (redrawn from Yuan & Chen, 1998)
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Figure 2. Ascorbic acid degradation in Mcllvaine buffer in anaerobic conditions at 95 °C (¢), 105 °C (o), 115 °C (A) and

125 °C (o) at (a)

p(02) = 0 MPa, (b) p(02)

= 0.03 MPa, (c) p(02) = 0.063 MPa and (d) p(02)

four determinations and straight lines represent the fitted model.

Figure 3. Effect of temperature on the rate constant of ascorbic acid degradation under anaerobic conditions (p(02)

straight line represents the fitted Arrhenius equation.
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Highlights:

- Strict anaerobic conditions could be reached in the thermoresistometer
- Degradation of ascorbic acid was slower at low pH value

- Reaction order of ascorbic acid degradation can be different depending on the pH

ABSTRACT

Ascorbic acid is one of the most important vitamins due to its health benefits. It is always assumed that ascorbic acid is
thermolabile and very sensitive to oxygen presence even in small amounts. Moreover, ascorbic acid degradation is poorly
known at canning temperature (> 100 °C), and more unknown under anaerobic conditions, probably due to the difficulty to
obtain both conditions simultaneously. Using a new experimental device (thermoresistometer Mastia®), ascorbic acid
degradation was studied in food model solution at pH = 2.5, 3.5, 4.5 and 5.5 in anaerobic conditions from 95 °C to 125 °C,
starting from an initial concentrations of 150 mg/L. Treatment for 320 minutes was not sufficient to completely degrade all
ascorbic acid initially present in the medium, regardless of pH value. The time-curves were well fitted using first-order kinetics.
Activation energies were calculated using Arrhenius equation; they were similar at pH = 25 and
pH = 3.5 (respectively 50 kJ/mol and 53 kJ/mol), but no activation energy could be calculated at

pH =5.5. A different behaviour was observed for at pH = 4.5.

Keywords: Vitamin C; modelling; kinetics; nutritional qualities; anaerobic conditions

INTRODUCTION

Sterilisation is actually the most relevant technique to ensure safe, shelf-stable hydrated food products (Blasco et al., 2004).
This method is generally optimised by taking in account microbiological aspect, without consideration of nutritional quality,
and few studies considering both microbiological and nutritional aspects. Nutritional quality can be lost by degradation of
vitamins such as vitamin C, which is one of the main water-soluble vitamins and has a major role in collagen generation,
prevents scurvy and may help prevent cold, anaemia, heart disease, obstructive pulmonary disease, asthma, fever, tuberculosis
or infertility (EFSA, 2013). Due to its many benefits for human health and its high physico-chemical sensitivity, ascorbic acid is
considered as a marker of nutritional quality (Van den Broeck et al., 1998, Plaza et al., 2006, Mercali et al., 2012, Van Bree et
al., 2012, Sapei and Hwa, 2014). Ascorbic acid degradation is influenced by many factors, like oxygen, temperature (Lin and

Agalloco, 1979, Esteve et al., 1998, Mesias-Garcia et al., 2010, Hsu et al., 2012, Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014), pH,

282



water activity (Berlinet et al., 2006, Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014, Mercali et al., 2014b, Golubitskii et al., 2007) or
presence of metallic ions (Lin and Agalloco, 1979, Soares and Hotchkiss, 1999, Bosch et al., 2013).

Because of the increased demand of nutritive foods, there has been many attempts to maximise retention of nutrients during
industrial process as well as during transport and storage (Sapei and Hwa, 2014). A thermal treatment must be efficient in
order to destroy an appropriate number of targeted microorganisms to make the final product stable (Zimmermann et al.,
2014). However, thermal treatments are not without consequences on the nutritional quality of the final product, they can
lead to products having less nutritive interest by generating undesirable chemical reactions like vitamin degradation. Ascorbic
acid degradation is poorly known at canning temperature, probably due to the difficulty to follow this type of degradation at
high temperature. Few studies are available (Esteve et al., 1998, Van den Broeck et al., 1998, Blasco et al., 2004, Oey et al.,
2006). Esteve et al. (1998) have studied ascorbic acid degradation in asparagus (no indication of pH), Van den Broeck et al.
(1998) in orange juice (pH = 3.5) and tomato juice (pH = 4.5) and Oey et al. in model solution at pH = 7. All these studies used
nitrogen as headspace gas, but do not mention elimination of dissolved oxygen in the products. Moreover, it is very difficult to
insure anaerobic conditions at high temperature (> 100 °C) due to the difficulty to remove and quantify dissolved oxygen in a
medium at these temperatures. Al Fata et al. (2016) studied the influence of oxygen on ascorbic acid degradation at canning
temperature by performing experiments under aerobic and anaerobic conditions (submitted). They concluded firstly that the
thermoresistometer Mastia®, a device built primarily to perform microbiological studies (Conesa et al., 2009a), allowed to work
under strict anaerobic conditions, and secondly that oxygen has more impact than temperature on ascorbic acid degradation
in thermal canning processes. Indeed, oxygen removal from both liquid and headspace seemed to be the key factor to better
preserve vitamins in these processes.

Generally, it is assumed that ascorbic acid (AA) degradation can follow two pathways: one is the oxidoreductive pathway by
the formation of dehydroascorbic acid (DHAA), and another is by hydrolytic pathway, by direct cleavage of the lactone ring of
ascorbic acid molecule (Yuan and Chen, 1998). Under anaerobic conditions, it is assumed that only the hydrolytic pathway
occurs. This degradation pathway is akin to sugar degradation and does not require oxygen. Al Fata et al. (2016) found that
much faster degradation was observed in presence of oxygen. Identification of reaction orders indicated that degradation
followed classical first-order kinetics in anaerobic conditions at pH = 3.5. In this context, ascorbic acid degradation was studied
at canning temperature under strict anaerobic conditions by removing all dissolved oxygen, starting at three different pHs
chosen to be representative of these encountered in fruits (3.5), juices (4.5) and vegetables (5.5) or to ascorbate hydrolytic
degradation (2.5). In a previous experiment (publication submitted), we compared ascorbic acid degradation at canning
temperatures with and without oxygen in a thermoresistometer Mastia®. As the device and its potential to study ascorbic acid
degradation under strict anaerobic conditions are now established, we now study the influence of pH, within the range found

in foods, fruits and vegetables on this degradation at canning temperatures in anaerobic conditions.

MATERIALS & METHODS

Reagents. All the reagents used were purchased from Fisher Chemical (lllkirch, France) and are analytical grade or better.
Preparation of ascorbic acid solution. A 5.0000 g accurately weighed portion of L-ascorbic acid was dissolved in 25 mL of 2.31
% (v/v) of acetic acid solution at pH = 2.6 in a 25 mL volumetric flask. The mixture was then stirred until complete dissolution
of ascorbic acid. The initial concentration were 15 mg/100mL. The studied pH were 2.5, 3.5, 4.5 and 5.5.

Model solution. Citrate-phosphate Mcllvaine buffer at different pH (2.5, 3.5, 4.5 and 5.5) was used as heating medium.
Mcllvaine buffer was prepared using a 0.1 mol/L monohydrate citric acid solution and a 0.2 mol/L disodium phosphate solution

(Mcllvaine, 1921). The buffer was stored at 4 °C until used.
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High-Performance Liquid Chromatography — Analysis of ascorbic acid. Analysis was carried out using a 1260 Agilent infinity
LC chromatograph with a 1290 Agilent diode-array detector. A 150 x 3.0 mm Synergi Polar RP-C18 column (Phenomenex) was
used with a precolumn and both have a particle size of 4 um. The mobile phase was a 2.31 % (v/v) acetic acid solution as eluent
A and acetonitrile as eluent B. The flow rate was fixed at 0.8 mL.min, the column temperature was set at 30 °C and the
injection volume was 5 pL. A gradient program was performed as follows: the initial conditions were 96 % A / 4 % B; 0-5 min,
96 % A /4 %B;5-10min, 80 % A /20 % B; 10-15 min, 96 % A / 4 % B. The data acquisition was assessed at 245 nm, corresponding
to the maximum absorbance of ascorbic acid in UV-visible spectrometry (Jaffe, 1984). This analysis method was optimised from
Louarme and Billaud method (Louarme and Billaud, 2012). Quantification of ascorbic acid was carried out by external standard
method with a calibration curve, which is the mean of five calibration curves established by five standard solutions of ascorbic
acid injected in HPLC by the same method.

Determination of ascorbic acid heat resistance by the thermoresistometer Mastia®. Thermal treatments were carried out in
a thermoresistometer TR-SC Mastia®, the operation system of which is well described by Conesa et al. (Conesa et al., 2009a).
This experimental device allows working on a temperature range from 20 °C to 150 °C under pressure, using different gas like
air or nitrogen, having a constant and regulated stirring, sampling or injecting at any time during the heat treatment, even
under pressure, without perturbation of the experimental media, working at important volumes (maximum 400 mL), and
simulating isothermal and non-isothermal heat treatments. The studied temperatures were 95, 105, 115 and 125 °C.
Anaerobic conditions setting. Anaerobic conditions were obtained by removing oxygen from the medium. The medium was
first degassed by heating (which led to a concentration of dissolved oxygen around 1.5 mg/L), and secondly by bubbling
nitrogen at room temperature, reaching to a concentration of dissolved oxygen very close to 0 mg/L. This enabled to reach
anaerobic conditions as shown in Figure 1. Nitrogen was then used as headspace gas for pressurising the thermoresistometer
vessel.

Kinetic models. The apparent reaction order was first identified by fitting the ascorbic acid degradation time curve with a

general n-order kinetics:

dc _

e —k.C™ (1)
which integrate to the general equation for n-order kinetics:
C, = (CI™ + (n — 1) k(T). )Tn 2)
and can be linearized to the following equation:
Cr"=Ci"+(n—-1).kt (3)

Apparent first-order kinetics models were used to model ascorbic acid degradation:

C. = Co-exp(—k(T).1) (@)

where C: is the ascorbic acid concentration at time t, Co is the initial ascorbic acid concentration, k is the rate constant and n is
the reaction order, T is the temperature and t is the time in minute.

The temperature dependence of k was fitted using Arrhenius law:
_Ea
k(T) = A.exp (F) (5)

where A is the frequency factor (also called pre-exponential factor), Eq is the activation energy, and R is the ideal gas constant.
Analysis of data. All time courses were repeated at least twice and each point was sampled twice; the results are reported as

average.
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Statistical analysis. To demonstrate that a model fit well the data, we analysed residual plots between the data and the model.
Shapiro-Wilk test was used to determine if residues are normally distributed or not at a chosen alpha level of 0.05. The p-value
was analysed to discriminate if the distribution is normal or not. If the p-value is superior to the a-level, we considered that

the residues are normally distributed.

RESULTS & DISCUSSION

In anaerobic conditions (Figure 1), not all the ascorbic acid was degraded even after 320 minutes, regardless of the temperature
and pH. Moreover, degradation of ascorbic acid after 320 minutes was less than 40 % at 125 °C at pH = 2.5. The maximum of
degradation was observed at pH = 5.5 at 125 °C (62 %) and the minimum of degradation was observed at pH = 2.5 at 95 °C (15
%). Golubitskii et al. (2007) have shown that ascorbic acid is more unstable in the pH range from 4.4 to 5.8, but in aerobic
conditions. Fitting all curves simultaneously gave a reaction order n = 0.90. As analysed by Van Boeckel, no real distinction can
be made between models if the fractional conversion is less than 60-70 % (Van Boekel, 2009). Indeed, we can legitimately base
the determination of order reaction only on the degradation curves at 125 °C for all studied pHs. The reaction order determined
at 125 °C was n = 1.04. The residues between the data and the obtained values with first-order kinetics model at 125 °C were
randomly dispersed for pH = 2.5, 3.5 and 5.5 but not at pH = 4.5, and the p-value was always superior to 0.05 at an a-level of
0.05 for these three pH values, for all temperatures, i.e. the residues were normally distributed. Indeed, we can see that first-
order kinetics fit well the data for pH values of 2.5, 3.5 and 5.5, but not for a pH value of 4.5. We chose to fit the curves obtained
at pH 4.5 alone, and we obtained a reaction order n = 0.5. This time, the residues between the data and the obtained values
with 0.5-order kinetics model at were randomly dispersed for pH = 4.5, and the p-value was always superior to 0.05 at an a-
level of 0.05 for this pH value, for all temperatures, i.e. the residues were normally distributed.

A good fit was obtained for all four temperatures at pHs value of 2.5, 3.5 and 5.5 using n = 1 (R > 0.99 in most cases) and using
n=0.5 at a pH value of 4.5. The values of first-order kinetic constants are reported in Table 1 and 0.5 —order kinetic constants
are reported in Table 2. We noted a R? value about 0.95 at 95 °C at pH = 2.5. This lower value was probably due to the very
weak degradation of ascorbic acid in these conditions.

The difference observed in the reaction order at pH = 4.5 is probably due to the fact that this pH value is close to the pKa value
of ascorbic acid (4.13). That is to say, at pH 4.5, the reversibility of the equilibrium between ascorbic acid and its ascorbate
form is less negligible and both form coexist in the medium. The 0.5-order is in fact an apparent reaction order, while the first-
order reaction observed for the other pH values was real. There was a clear impact of temperature at pH = 2.5 and 3.5, and the
kinetic constants were used to calculate Arrhenius parameters (Figure 3). The activation energy determined had a value of 50
kJ/mol at pH = 2.5 and 53 kJ/mol at pH = 3.5. These values are lower than those reported earlier for ascorbic acid degradation
in plant foods at canning temperature under anaerobic conditions: Van den Broeck et al. (1998) have determined activation
energies of 117 kJ/mol and 105 kJ/mol respectively for ascorbic degradation in orange juice and tomato juice between 120 °C
and 150 °C, Esteve et al. (1998) have determined an activation energy of 140 kJ/mol for ascorbic acid degradation in green
asparagus. This lower value is probably due to the better faculty of molecules to interact with each other in model solutions
than in food matrices, where molecular interactions should be more complex due to their composition and their viscosity.
Moreover, in our case only ascorbic acid was present in our model solution compared to a food product wherein many
compounds are present and can interact with ascorbic acid.

At pH = 4.5, the influence of temperature was not obvious. By fitting the In(k) values in an Arrhenius graph (figure 4) for this

pH value, we found an impact of temperature on the degradation rate with an activation energy of 10 kJ/mol. This low value
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is due to the weak impact of temperature before the acido-basic equilibrium between ascorbic acid and its ascorbate form at
pH =4.5.

At pH = 5.5, an exotic behaviour was observed, as degradation of ascorbic acid did not follow the Arrhenius law. There could
be more than one mechanism involved at this pH depending on temperature, maybe with a transition of the degradation
pathway between 105 °C and 115 °C. Furthermore, the curves at 95 °C and 125 °C are superimposed. More investigations are

needed to confirm this data.

CONCLUSION

In general, ascorbic acid is always described as a heat sensitive compound. However, 320 minutes of treatment were not
sufficient to degrade all the ascorbic acid initially present in the heating media regardless the temperature and pH. This is due
to the conditions of treatment. By this study, it was shown that ascorbic is not as sensitive as described in the literature in a
pH range from 2.5 to 5.5. It has been established again that the thermoresistometer Mastia® allowed us to work under strict
anaerobic conditions, which permitted to work beyond the state-of-the-art even at high temperature (> 100 °C). Nevertheless,
more investigation are needed and particularly at pH = 5.5 to understand why an exotic behaviour was observed on ascorbic
acid degradation. We can hypothesize that at high temperature of treatment, the pH is not the major physico-chemical factor
responsible of ascorbic acid degradation. Elimination (or limitation) of oxygen might thus be a highly relevant option to improve

nutritional quality of canned fruits and vegetables.
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CAPTION TO FIGURES

Figure 1. Ascorbic acid degradation in Mcllvaine buffer in anaerobic conditions at 95 °C (0), 105 °C (o), 115 °C (A) and 125 °C
(x) at (a) pH =2.5, (b) pH =3.5and (c) pH =5.5

Figure 2. Effect of temperature on the rate constant of ascorbic acid degradation under anaerobic conditions at pH = 2.5 (0)
and pH = 3.5 (0), straight lines represent the Arrhenius fit

Figure 3. Effect of temperature on the rate constant of ascorbic acid degradation under anaerobic conditions at pH = 4.5 (4),

straight lines represent the Arrhenius fit
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Table 1. Kinetic constant of first-order model as function of temperature for ascorbic acid degradation in anaerobic

conditions at pH = 2.5, 3.5 and 5.5

pH Temperature (°C) k *10* (min?) R?
95 4,53 £0.02 0.9489
105 6.15+0.25 0.9946
2.5
115 9.87+1.31 0.9980
125 15.08 £ 0.29 0.9991
100 7.42 £0.83 0.9841
110 11.62+1.54 0.9893
3.5
120 19.09 £ 0.62 0.9899
125 28.60+£2.78 0.9931
95 19.04 £2.20 0.9988
105 23.72+£0.43 0.9992
5.5
115 12.68 £0.11 0.9990
125 20.46 +£1.10 0.9994

Table 2. Kinetic constant of 0.5-order model as function of temperature for ascorbic acid degradation in anaerobic conditions

atpH=4.5
pH Temperature (°C) k* 102 (mg"¥2.100mLY2.min?) R?
95 1.00 + 0.06 0.9968
105 1.11 £ 0.02 0.9962
4.5
115 1.24 £ 0.01 0.9989
125 1.29+0.03 0.9926
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ANNEXES

Annexe 1 : Chromatogrammes de I’acide ascorbique, du 3-hydroxy-2-pyrone, de I’acide furoique et

du furfural, ainsi que leurs temps de rétention

AL

1600 l |
1400

1200

L]

. |
o0 ‘ ‘

o "

Figure A - 1 : Exemple de chromatogramme de I’acide ascorbique a 125 °C acquis a 245 nm en conditions
aérobies
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Figure A - 2 : Exemple de chromatogramme du 3-hydroxy-2-pyrone (pics de gauche) et du furfural (pics de
droite) a 125 °C acquis a 295 nm en conditions aérobies
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Figure A - 3 : Exemple de chromatogramme de I’acide furoique a 125 °C acquis a 253 nm en conditions
aérobies

Tableau A - 1 : Temps de rétention de I’acide ascorbique et de ses produits de dégradation

Composé Temps de rétention (min)
Acide ascorbique en solution modele 1,1
Acide ascorbique en matrice 4,9
3-hydroxy-2-pyrone 2,2
Acide furoique 3,1
Furfural 3,7
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Annexe 2: Données expérimentales de la préparation des gammes étalons des produits de

dégradation
Tableau A - 2 : Données expérimentales des solutions de départ
Concentration Concentration . .
Composé Masse x solution solution diluée 100 ) Cf)ncentrat.l on solution
(mg) (mg/100mL) fois (mg/100mL) diluée 5000 fois (mg/100mL)

3-hydroxy-2-pyrone 8,35 0,835 0,00835 0,000167
Acide furoique 20,27 2,027 0,02027 0,0004054
Furfural 24,62 2,462 0,02462 0,0004924

Les deux solutions filles de chaque composé sont passées sur chaque HPLC a raison de six volumes

différents d’injection pour chaque solution.

Tableau A - 3 : Pentes des droites d’étalonnage obtenues en fonction des volumes d’injection sur la HPLC
1260

Solution diluée 100 fois Solution diluée 5000 fois Pente

Volume
injecté 2 4 10 20 60 100 2 4 10 20 60 100
(uL)

Aire de
pic 73 146 365 733 2204 3667 ND* ND* 7 15 44 73 4393,5
3H2P™

Aire de
pic Acide | 273 541 1357 2720 8149 13539 6 11 27 53 160 268 | 67054
furoique

Aire de
pic 204 406 1019 2047 6099 10101 | ND* 8 20 41 123 205 | 41519
Furfural

"ND : Non détecté “3H2P : 3-hydroxy-2-pyrone
Tableau A - 4 : Pentes des droites d’étalonnage obtenues en fonction des volumes d’injection sur la HPLC
1200
Solution diluée 100 fois Solution diluée 5000 fois Pente

Volume injecté ) 4 10 20 60 100 ) 4 10 20 60 100

(uL)

Aire de pic| ) 40 365 733 2220 3691 |ND' NDT 7 15 44 73 | 44243
3H2P

AiredepicAcide | o) o/ 1371 2758 8266 13732|5 11 27 53 162 270 | 6792.9
furoique

Aire de pic

207 415 1041 2097 6298 10424 | ND* 9 21 42 125 209 | 4251,1
Furfural
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Annexe 3 : Rhéogrammes des différentes matrices alimentaires étudiées
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Figure A - 4 : Rhéogrammes de la purée de pomme brute et de la purée de pomme diluée au demi
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Figure A - 5 : Rhéogrammes de la purée de carotte brute et de la purée de carotte diluée au tiers
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Annexe 4: Poster présenté au 2" Euro-Mediterranean Symposium on Fruit and Vegetable

Processing

Determination of reaction orders for ascorbic acid
degradation during canning using a new experimental
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Introduction

Canning, i.e. thermal sterilization in closed vessels, is the most relevant
technique to ensure safety of highly hydrated food products, shelf-stable
at ambient temperature. However, these thermal processes are often
optimized considering only microbiological aspects and consequently are
not without consequences on food quality.

Ascorbic acid is of interest due to its vulnerability and health benefits. Its
degradation at sterilization temperatures (> 100 °C) is poorly
documented. Using a new instrumented reactor (thermoresistometer
Mastia®), the behavior of ascorbic acid was studied in food model
solution at pH = 3.5, in aerobic and anaerobic conditions, from 95 °C to

125°C.

Ascorbic acid, Mcllvaine buffer, pH = 3.5 (common fruits)
Initial concentration of ascorbic acid : 90 mg/100 mL in model solution
Canning temperatures and pressure : 95; 105; 115 and 125 °C; 0.3 MPa

Anaerobic conditions
Nitrogen as headspace gas
-> No dissolved oxygen, deaerated medium

$

Aerobic conditions

Air as headspace gas
= Py, =0.063 MPa

$

Thermoresistometer Mastia®
Heat treatment (320 minutes)
Deareation by bubbling nitrogen in situ

HPLC Analysis Modelling using kinetic models

Materials and methods

Aerobic conditions Anaerobic conditions
_100 [AA] = f(t) -95°C [AA] = f(t)
% 80 +105°C 100 -
8 E 80 e
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- Under aerobic conditions the data were well fitted with a 0.5-
order kinetics. There was no marked effect of temperature.
More investigations are needed however to understand
oxygen influence on degradation pathways.

- Under anaerobic conditions, the data was well fitted by a
classical first-order kinetics and there was a clear impact of T°.

Arrhenius Plot

-5 « Anaerobic conditions 2.7 —
+ Aerobic conditions £
—6 . -2.8 £
Degradation at sterilization temperatures -_E= z 29%
7 o
i < =
+ Aerobic and anaerobic degradations both occur in ia % Ty
sterilization conditions. 313
9 325
« Oxygen is a major co-factor Ffor ascorbic acid 0.0003 0.000305 0.00031 0.000315 0.00032 0.000325 0.00033

1/(RT) / (mol/J)

- In aerobic conditions, kinetic constants did not fit in an Arrhenius

graph :itis thereby impossible to determine an activation energy.
-> In anaerobic conditions, kinetic constants fitted well in an
Arrhenius graph : the activation energy obtained was 96 kJ/mol.

degradation also above 100 °C.

« Ascorbic acid is not as heat sensitive during sterilization
as it is considered.

Conclusion

Ascorbic acid degradation followed first-order kinetics at high
temperatures (> 100 °C) under anaerobic conditions but it Followed
0.5-order kinetics in aerobic conditions.

In anaerobic conditions, the good fit of first-order kinetics confirms
that there was only one involved mechanism, the hydrolytic
pathway, compared to aerobic conditions where two mechanistic
pathways at least were involved.

Furthermore, ascorbic acid was not as heat sensitive as it is
always considered. Accordingly, oxygen seemed to be a major
factor in ascorbic acid degradation. In aerobic conditions, oxygen
availability is reduced due to the high temperatures and its
dissolution Ffrom headspace to the heating media is more and more
difficult (marked effect at 125 °C), but it stays non negligible.

This study has been carried out with the financial supports of FranceAgriMer and ANRT fr ancegﬁM e

association nationale
recherche technologie
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Annexe 5 : Poster présenté au 18" IUFoST World Congress of Food Science and Technology

DETERMINATION OF REACTION ORDERS FOR ASCORBIC ACID
DEGRADATION DURING CANNING USING A NEW EXPERIMENTAL
DEVICE: THE THERMORESISTOMETER MASTIA®
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Introduction

Canning, i.e. thermal sterilization in closed vessels, is the most relevant
technique to ensure safety of highly hydrated food products, shelf-stable at
ambient temperature. However, these thermal processes are often
optimized considering only microbiological aspects and consequently are
not without consequences on food quality.

Ascorbic acid is a good marker for food nutritional and sensorial quality
due to its vulnerability and health benefits.

Ascorbic acid, Mcllvaine buffer, pH = 3.5 (common in fruits)
Concentration of ascorbic acid : 90 mg/100mL
Canning temperatures : 95 ; 105 ; 115 and 125 °C
Headspace pressures : 0.3 to 0.5 MPa

Anaerobic conditions
Nitrogen as headspace gas
- Deaerated medium

Aerobic conditions

Oxygen in headspace gas
> Po, = 0.03 to 0.1 MPa

4

‘ Thermoresistometer Mastia®

Heat treatment (320 minutes)
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- Under anaerobic conditions, the data was well fitted by classical
first-order kinetics and there was a clear impact of T°.

Degradation at canning temperatures

« Partial pressure of oxygen in headspace gas highly influenced
ascorbic acid degradation: the aerobic pathway, with oxygen as co-
factor, is the major pathway for ascorbic acid degradation also
above 100 °C.

« In anaerobic conditions, ascorbic acid degradation during canning is
slow, in contrast to general belief.

» Under aerobic conditions, there was no marked effect of T°.

» Kinetic parameters, Kk, Ka.0x B and E, were determined.

- In anaerobic conditions, kinetic constants followed Arrhenius law:
the activation energy obtained was 67 kJ/mol

- In aerobic conditions, kinetic constants did not follow Arrhenius
law: it was therefore impossible to determine an activation energy.

Conclusion

Under anaerobic conditions, ascorbic acid degradation followed
classical first-order kinetics at high temperatures (> 100 °C), and this
good fit confirms that there was only one involved mechanism, the
hydrolytic pathway, compared to aerobic conditions where two
mechanistic pathways at least were involved. In aerobic conditions,
partial pressure of oxygen clearly influenced ascorbic acid
degradation: oxygen was a major co-factor even at canning

This study has been carried out with the financial supports of FranceAgriMer and ANRT

HPLC Analysis Modelling using kinetic models

Anaerobic conditions

Its degradation at canning temperatures (> 100 °C) is poorly documented.
Aerobic and anaerobic degradations both occur in canning conditions.
Using a new instrumented reactor in which conditions are well controlled
(thermoresistometer Mastia®), the behavior of ascorbic acid was studied in
food model solution at pH = 3.5, from 95 °C to 125 °C, in anaerobic
conditions and in aerobic conditions with different partial pressures of
oxygen in headspace.
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temperature. Obtention of superimposable degradation kinetics at all
four temperatures might be linked to oxygen solubility. Its dissolution
to the heating solution from headspace, although it stays non
negligible, decreases at the higher temperature (marked effect at
125 °C) (Tromans, 1998). In aerobic conditions, modelling of ascorbic
acid degradation thus becomes more difficult due to superimposition
of the anaerobic and aerobic pathways, and to imprecision on
concentration of oxygen.
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ABSTRACT

Sterilization is the most relevant technique to guaranty safety of shelf-stable food products at ambient temperature. However,
these thermal processes are often optimised to microbiological aspect and consequently are not without consequences on
quality. Only few studies are focussed on the simultaneous management of these two aspects. Ascorbic acid is of interest due
to its vulnerability and health benefits. Its degradation at sterilization temperature (> 100 °C) is poorly documented. The aim
of this work is to model thermal processes in a risk/benefit approach, taking in account the nutritional aspect. Its final objective
is to design new thermal processes which will be efficient to inactivate heat-resistant microorganisms, but not too drastic in
order to maintain the maximum quality. Using a new instrumented reactor (thermoresistometer Mastia®), the behaviors of
ascorbic acid food model solution at pH = 3.5, in aerobic and anaerobic conditions, was measured. The obtained data have
shown that degradation of ascorbic acid does not follow classical kinetics in conditions of appertization, it follows 0.5-order

kinetics in aerobic conditions and zero-order kinetics in anaerobic conditions.

Keywords: Thermoresistometer; benefit-risk; modelling; heat-resistance; nutritional qualities

INTRODUCTION

Thermal treatment is the most popular and efficient method to inactivate microorganisms in canned vegetables in order to
make them stable (Blasco et al., 2004, Peng et al., 2012, Zimmermann et al., 2014). Currently, there is an increased demand of
nutritive foods, thereby, there were many attempts to maximise nutrients retention during industrial process as well as during
transport and storage (Sapei and Hwa, 2014). To be efficient, a thermal treatment must ensure that the product has been
exposed at sufficiently high temperature for a sufficient time in order to destroy an appropriate number of targeted
microorganisms (Zimmermann et al., 2014). Nevertheless, thermal treatment can generate undesirable chemical reactions like
vitamin degradation, which can lead to products having less nutritive interest. In the literature, only few studies are focussed
on the management of both the chemical and microbiological aspects, a priori antagonistic. These two aspects were studied
in this work by choosing two entities which allowed us to take in account the benefit/risk balance. Ascorbic acid was chosen
for the chemical aspect due to its health benefits on the one hand (Kokkinidou et al., 2014, Furusawa, 2001, Castro et al., 2004,
Arya et al., 1998, Derossi et al., 2010) and for its thermolability on the other hand (Lin and Agalloco, 1979, Torregrosa et al.,
2006, Mesias-Garcia et al., 2010, Hsu et al., 2012, Bosch et al., 2013, Sapei and Hwa, 2014).

Ascorbic acid degradation at sterilization temperatures is poorly known, probably because of the difficulty to work at
temperature higher than 100 °C. Using a new experimental device, the thermoresistometer Mastia®, we studied the
degradation of ascorbic acid at sterilization temperature in model solution. The thermoresistometer Mastia® is used in
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microbiology to determine heat resistances of microorganisms (Conddn et al., 1993, Palop et al., 1997a, Palop et al., 1999,
Palop et al., 1997b). This is the first study in which this device is used in chemistry in order to determine heat resistances of
chemical compounds. This appliance has proven its potential in a lot of studies of heat resistances of various microorganisms
(like spore-formers bacteria), both in model solution and in various matrices, during isothermal or non-isothermal treatments
and for more than 20 years (Conddn et al., 1993, Garza et al., 1994, Raso et al., 1995). It is nowadays already used and it has
undergone several improvements to be more and more efficient and robust (Esteban et al., 2015, Gayan et al., 2015, Gironés-
Vilaplana et al., 2016, Maté et al., 2016). The accuracy of the thermoresistometer allows determining D-values at the nearest
thousandth of a minute (Condon et al., 1993), especially by its fast homogenization. This advice was chosen in order to go
beyond the state-of-the-art, that is to say work at temperature higher than 100 °C under pressure in order to study the
degradation kinetics of ascorbic acid, under aerobic and anaerobic conditions. The potential of the thermoresistometer must

be validated for chemical studies.

MATERIALS & METHODS

Reagents. All the reagents used were purchased from Fisher Chemical and are analytical grade or better.

Preparation of ascorbic acid solution. A 5.0000 g accurately weighed portion of L-ascorbic acid was dissolved in 25 mL of 2.31
% of acetic acid solution at pH = 2.6 in a 25 mL volumetric flask. The mixture is then stirred until complete dissolution of ascorbic
acid. 1.8 mL of this solution was injected inside the vessel of the thermoresistometer, in order to have an initial concentration
of ascorbic acid in the heating media at 90 mg/100 mL.

Model solution. Citrate-phosphate Mcllvaine buffer (pH = 3.5) was used as food model solution. Mcllvaine buffer was prepared
using a 0.1 M monohydrate citric acid solution and a 0.2 M disodium phosphate solution (Mcllvaine, 1921). The buffer was
stored at 4 °C until used.

High-Performance Liquid Chromatography — Analysis of ascorbic acid. We used a 1260 Agilent infinity LC chromatograph with
a 1290 Agilent diode-array detector. A 150 x 3.0 mm Synergi Polar RP-C18 column (Phenomenex) was used with a precolumn
and both have a particle size of 4 um. The mobile phase was a 2.31 % acetic acid solution as eluent A and acetonitrile as eluent
B. The flow rate was fixed at 0.8 mL.min, the column temperature was set at 30 °C and the injection volume was 5 pL. A
gradient program was performed as follows: the initial conditions were 96 % A / 4 % B; 0-5 min, 96 % A / 4 % B; 5-10min, 80 %
A/20% B; 10-15 min, 96 % A / 4 % B. The data acquisition was assessed at 245 nm, corresponding to the maximum absorbance
of ascorbic acid in UV-visible spectrometry (Jaffe, 1984). This analysis method was inspired by Louarme and Billaud (Louarme
and Billaud, 2012). Quantification of ascorbic acid was carried out by external standard method with a calibration curve, which
is the mean of five calibration curves established by five standard solution of ascorbic acid injected in HPLC by the same
method.

Determination of heat resistances by the thermoresistometer Mastia®. Thermal treatments were carried out in a
thermoresistometer TR-SC Mastia® (figure 1). It’s operation system is well described by Conesa et al. (Conesa et al., 2009a).
This experimental device allows working on a temperature range from 20 °C to 150 °C under pressure, using different gases
like air or nitrogen, having a constant and regulated stirring, sampling or injecting at any time during the heat treatment, even
under pressure, without perturbation of the experimental media, working at important volumes (maximum 400 mL), and

simulating isothermal and non-isothermal heat treatments.
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Figure 1. Diagram of the Thermoresistometer Mastia
The thermoresistometer TR-SC possesses a 2 kW heating electric element (2) and a cool ring (1) in which one cold water (2 °C)
provided by the cooling system (A) is circulating. This advice is implemented with a programmable logic control (PLC) (B), which
powers heating electric element and the cooling system. The PLC is connected to a tactile screen (C) allowing communication
with to the PLC, and a computer (D) provided with a software enable to program or/and register temperature profiles (Conesa
et al., 2009a). The working media is put in a classical stainless vessel or a Teflon™-coated stainless vessel (8.5 x 12 cm outer
diameter) respectively for microbiological or chemical studies (E), which is screwed on the thermoresistometer cap with an O-
ring (F). This cap has a stirring shaft with a propeller (3) which is powered by the stirring motor (1), and eight ports with screw
cap; one is holding the pressure source (G), another is the injection port and contains a gas chromatography septum, a third
one holds the sampling tube (4), another holds the thermocouple (5), two ports maintain the electric element and two others
maintain the cooling ring.
The vessel can be pressurized by a circuit including a manometer (6) connected to the pressure source (G). Pressurization is
needed to allow extraction of samples and to avoid boiling at temperatures higher than 100 °C in aqueous solutions. A specific
Hamilton-type syringe (H) was used to injected samples in the vessel in order to overcome the pressure.
For all experiments, the pressure inside the vessel was set at 0.2 MPa. The temperature range studied is from 95 °C to 115 °C.
Aerobic conditions were performed by using air as headspace gas. Anaerobic conditions were performed by removal of oxygen
from the media by heating to 95 °C during 30 minutes and bubbling nitrogen in situ during 30 minutes at 20 °C through the
sampling tube, and by using nitrogen as headspace gas. Each thermal treatment lasted 320 minutes.
Analysis of data. All experiments (full kinetics) were repeated at least two times and each point was sampled twice; the results
are reported as average.
RESULTS & DISCUSSION

Modulating conditions for ascorbic acid degradation

As oxygen is a major co-factor in ascorbic acid degradation, a comparison of aerobic and anaerobic conditions was a primordial
test of the thermoresistometer’s potential. To obtain anaerobic conditions, the media was first degassed by heating followed

by nitrogen bubbling.
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This efficiently allowed establishing anaerobic conditions, followed by exclusive use of N for pressurising the
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Figure 3. Comparison of ascorbic acid degradation under aerobic and anaerobic conditions at 95 °C (¢), 105 °C (o) and 115 °C (4A)

In aerobic conditions, the temperature had a limited effect on the ascorbic acid degradation in the chosen range of temperature
(95°Cto 115°C). In fact, the degradation curves were superimposed regardless of temperature. Though ascorbic acid is reputed
to be a fragile molecule, total degradation of an initial 90 mg/100 mL solution required times > 3h in our conditions. Further,

the ascorbic acid concentration was observed to follow a linear or almost linear decrease with time.

In anaerobic conditions all the ascorbic acid was not degraded even after 320 minutes of treatment and regardless of the
temperature. Moreover, the degradation of ascorbic acid was only of around 8 % at 95 °C, around 18 % at 105 °C and around
36 % at 115 °C after 320 minutes. Contrary to aerobic conditions, there was a clear effect of temperature in anaerobic
conditions. The degradation levels used were too limited to confidently assess the reaction order, but linear losses were

observed within the durations used.

CONCLUSION

Degradation of ascorbic acid in aerobic and anaerobic conditions at high temperature (> 100 °C) could be compared. Slower
degradation was obtained in anaerobic conditions. In aerobic conditions, the kinetics did not follow the pseudo-first order
commonly reported in the literature. This might be linked to oxygen availability which was reduced due to the high

temperatures that limit its diffusion from headspace to the heating media.
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We have confirmed that using the thermoresistometer Mastia® for chemical studies can be relevant to override the limits
about temperature or oxygen availability. This device allowed us to work properly under high temperature firstly and under
anaerobic conditions secondly. The possibility to sample at any time of an experiment without perturbing the heating was a
great advantage. Moreover, the repeatability was excellent: we have determined low standard deviations between the two
replications for each experiment. The potential of the thermoresistometer Mastia® has to be exploited in order to perform

both chemical and microbiological studies in a benefit/risk approach.
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RESUME

Au cours des procédés d’appertisation, qui impliquent des traitements thermiques généralement pratiqués a hautes
températures, la qualité nutritionnelle des produits alimentaires est souvent altérée. En effet, certaines vitamines, telles que la
vitamine C, sont tres thermolabiles.

L’objectif du projet PREDINUT ¢était de proposer un outil d’aide a la décision afin de prévoir la quantité de vitamine C
(marqueur de qualité nutritionnelle) détruite dans des conditions données de durée/température, afin de pouvoir optimiser les
procédés.

Un thermorésistometre Mastia®, a ét€ utilisé pour établir des conditions de température et pression représentatives des
procédés dappertisation. L impact de la variation de paramétres physico-chimiques tels que le pH, la concentration initiale en
acide ascorbique ou encore la pression partielle en oxygéne dans I’espace de téte, sur la dégradation de I’acide ascorbique a été
étudié en solution modele. Des études ont également été menées dans des produits alimentaires (purée de pomme, purée de
carotte et jus de carotte) afin d’établir un profil de destruction de la vitamine C dans des aliments concrets. Dans ce projet, la
plage de température étudiée est de 95 a 125 °C, le pH fixé en solution modele est de 2,5 a 5,5 en conditions d’anaérobiose
stricte, et de 3,5 en conditions d’aérobiose (3,5 étant la valeur de pH de la majorité des fruits), les concentrations initiales en
acide ascorbique varient de 15 a 90 mg/100mL, et la pression partielle en oxygene de 30000 & 100000 Pa. Dans les produits
alimentaires, les expériences ont été réalisées par enrichissement en acide ascorbique a hauteur de 450 mg/L, la valeur du pH ne
subissant pas d’ajustement.

Des modeles ont été établis pour décrire le profil cinétique de la dégradation de la vitamine C en aérobiose et en anaérobiose.
En I’absence d’oxygéne la dégradation de la vitamine C suit une cinétique d’ordre 1 (sauf a pH = 4,5). En présence d’oxygéne
(conditions aérobies) la vitesse de dégradation croit avec la pression partielle d’oxygene, mais trés peu avec la température. Des
ordres apparents variant de 0,5 a 0,75 en fonction de la pression partielle en oxygéne dans I’espace de téte, s’avérent mieux
ajuster les données que 1’ordre 1.

Dans les aliments, le mécanisme de dégradation de la vitamine C apparait beaucoup plus complexe, et la vitesse de réaction
n’évolue pas de fagon continue avec le temps, avec des phases de plateau suivies de réaccélérations. Une connaissance fine des
mécanismes et des especes chimiques impliquées sera nécessaire pour comprendre cette évolution.

Mots-clés : Qualité nutritionnelle, prédiction, acide ascorbique, modélisation, dégradation, traitement thermique, cinétique,
oxygene.

ASTRACT

Canning involves thermal treatments performed at high temperatures, which may alter nutrional quality of food products.
Indeed, some vitamins, like vitamin C, are very heat sensitive.

The aim of the project PREDINUT was to propose a decision support tool that predicts vitamin C (as indicator of nutritional
quality) degradation in given conditions of time/temperature, in order to optimise processes.

A thermoresistometer Mastia® was used to reach the temperature and pressure conditions encountered during canning. The
impact of the variation pH, initial concentration of ascorbic acid or again partial pressure of oxygen in headspace, on ascorbic
acid degradation was studied in model solution. Studies were also performed in apple puree, carrot puree and carrot juice in order
to obtain a destruction profile of vitamin C in real foods. . The temperature range studied was from 95 to 125 °C, the fixed pH
in model solution was from 2.5 to 5.5 in strict anaerobic conditions, and 3.5 in aerobic conditions (3.5 being the pH value of
common fruits), initial concentrations of ascorbic acid varied from 150 to 900 mg/100mL, and the partial pressure of oxygen
from 30000 to 100000 Pa. Foods were enriched in ascorbic acid (up to 450 mg/mL), and the pH value was not adjusted.

Models were established to describe the kinetics of vitamin C degradation in aerobiosis and anaerobiosis. En absence of
oxygen ascorbic acid degradation was well described by a first order kinetics (except at
pH =4.5). In presence of oxygen the degradation speed increased with head-space oxygen’s partial pressure but very little with
temperature. Apparent reaction orders varying from 0.5 to 0.75, depending on the partial pressure of oxygen in the headspace,
fitted the data better than first-order.

In foods, degradation kinetics of vitamin C appeared more complex, with eventual presence of plateaus followed by
acceleration of the reaction. Definitely more knowledge on mechanisms is needed to predict ascorbic acid degradation in real
foods.

Key-words: Nutritional quality, prediction, ascorbic acid, modelling, degradation, heat treatment, kinetic, oxygen.



