DECEMBRE 2022 | AUTEUR : DENIS BELLENOT, ITEIPMAI

L’OXYDE D’ETHYLENE

SYNTHESE DES DONNEES DISPONIBLES

La pomme : exemple
de fruit climactérique

AU SOMMAIRE

En résumé

L'oxyde d’éthyléne : qu'est-ce que c'est ?

Utilisations industrielles de I'oxyde d'éthylene
Toxicités de I'oxyde d'éthylene et du chloro-2-éthanol
Comment le dose-t-on ?

Causes possibles de la détection d’oxyde d'éthyléne
Bibliographie & Annexe

e ¥ @‘ ~ \

L'arrivée en 2020 sur le A N

marché européen de graines
de sésame contaminées a
I'oxyde d'éthylene a déclenché
des campagnes d'analyses sur
bon nombre de produits
d'origine végétale. Nous avons
rassemblé des informations
sur cette substance, ses
origines possibles et sur les

2, ) Pr@sencedo e déthyiened f%des
différentes méthodes de alaiyegdeﬁmyhn |c§nt|ﬁée S
dosage existantes. ‘ .

1 ?‘ W\\V‘x‘kk B
3 Belle Téte - Melay - 49120 Chemillé-en-Anjou -l-.
02.41.30.30.79 = = g .
iteipmai@iteipmai.fr - www.iteipmai.fr ltelpma'l Avec le soutien financier de: FranceAgr\ Mer



EN RESUME...

PAGE 2/21 iteipmai




L’OXYDE D’ETHYLENE : QU’'EST-CE QUE C’'EST ?

¢ L'oxyde d'éthyléne est un gaz inodore de formule C,H,0. )

e Synonymes : Oxirane / 1,2-époxyéthane / Oxyde de diméthyléne /

Oxacyclopropane

I\
He o c-H
|
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Molécule d'oxyde d'éthyléne

UTILISATIONS INDUSTRIELLES DE L'OXYDE

D’'ETHYLENE

Pour la Synthése!

L'oxyde d'éthylene est un intermédiaire chimique
tres utilisé dans la synthése de diverses
substances dont en particulier I'éthylene glycol
(antigel, synthese de polymeres dont le
polyéthyléne glycol). L'éthylene glycol est lui-méme
un intermédiaire important de la chimie
organique, notamment pour fabriquer le

polyéthylene téréphtalate (PET), et le polyéthylene
glycol (PEG). Le PET est un plastique tres largement
utilisé pour des emballages.

Le PEG est utilisé comme épaississant ou
gélifiant dans de nombreuses applications

industrielles, dans des peintures, des
cosmétiques, .. Il existe également
différents (co)polymeéres d'oxyde d'éthyléne
(dont les poloxameres correspondant a la
gamme Pluronic® de BASF) qui sont utilisés
en milieu liqguide comme surfactants, dans
des détergents et produits nettoyants dans
diverses applications industrielles : en
agroalimentaire, traitement de [leau,
traitement des métaux, cosmétiques,
industrie pharmaceutique....

D'aprés 'ECHA, l'oxyde d'éthyléne peut aussi
étre utilisé pour I'élaboration des produits
phytopharmaceutiques, produits de
revétement, encres et toners, produits
chimiques de laboratoire, adhésifs, mastics
et engrais.
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Pour la stérilisation

e Mode d'action:

L'oxyde d'éthyléne inactive les spores bactériennes et les virus en réagissant avec I'ADN et les
protéines telles que les enzymes. En raison de sa petite taille, I'OE présente une diffusivité élevée et
de fortes propriétés de pénétration. Elle est donc tres efficace dans la désinfestation ou la
désinfection des produits alimentaires secs?.

e Matériel médical :

La stérilisation du matériel médical a I'oxyde d'éthylene est depuis des décennies la méthode de
choix pour la production de matériaux thermolabiles stériles, en raison des propriétés microbicides
et virucides de cet agent ainsi que de sa capacité de pénétration. Malgré I'utilisation croissante de
nouvelles méthodes de stérilisation telles que la radiostérilisation [.../...] plus de 60 % de tous les
dispositifs médicaux sont stérilisés de cette maniere3.

L'ISO consacre une norme a la stérilisation des produits de santé par I'oxyde d'éthyleéne*.

¢ Plantes médicinales :

L'usage de 'oxyde d'éthylene est interdit pour la décontamination des plantes médicinales®.

o Additifs alimentaires:

Le reglement Européen 231/2012/EU stipule que l'oxyde d'éthylene ne doit pas étre utilisé pour
stériliser les additifs alimentaires.

e Cosmétiques:

L'oxyde d'éthylene est une substance interdite dans les cosmétiques dans I'UE (reglement
Européen 1223/2009).

TOXICITES DE L’'OXYDE D’ETHYLENE ET DU
CHLORO-2-ETHANOL

Oxyde d'éthyléne

L'inhalation est la principale forme d'exposition professionnelle a 'oxyde d'éthylene.

L'oxyde d'éthyléne est une substance mutagene in vitro et in vivo, classée mutagéne de catégorie 2,
R46 par I'Union européenne.

En 1994, le CIRC a classé loxyde d'éthylene dans le groupe 1, cest-a-dire parmi les agents
cancérogenes pour 'hnomme (CIRC, 71994) sur la base de données essentiellement animales et de
données épidémiologiques limitées. Le CIRC a confirmé en 2008 le classement de loxyde
d'éthylene dans le groupe 1, compte tenu de données suffisamment probantes sur sa
cancérogénicité chez 'homme (Monographie du CIRC, volume 97, 2008). En 2009, le CIRC a conclu a
des indications limitées en termes de niveau de preuve scientifique concernant l'exposition a
'oxyde d'éthyle et les risques de cancers lymphocytaires, hématopoiétiques et de cancer du sein.
Aucune localisation cancéreuse n'a été identifiée avec des indications suffisantes (CIRC, 2009).
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Chloro-2-éthanol

En janvier 2022, en réponse a une demande des autorités allemandes, I'EFSA a considéré que les
éléments fournis ne permettent pas de conclure sur la génotoxicité du 2-chloroéthanol et qu'il
faudrait d'autres études pour pouvoir prendre une décision®.

En octobre 2022, une publication de Allemang et al. qui rassemble a la fois une compilation de la
bilbiographie existante et les résultats d'essais originaux conclut que le Chloro-2-éthanol n'est ni
génotoxique ni cancérigene’.

LMR et CLP

En 2015, le reglement européen 396/2005 a été révisé pour différents pesticides, dont 'oxyde
d'éthylenes. Cette révision va dans le sens d'un abaissement des valeurs de LMR qui correspondent
aux seuils de détection. Les valeurs résultent de la somme de I'oxyde d'éthyléne et du 2-chloro-
éthanol exprimée en Oxyde d'éthylene.

Les principales valeurs de LMR (oxyde d'éthylene + 2-chloro-éthanol) pour notre secteur sont

rassemblées dans le tableau suivant :
LMR mg/kg (=ppm)
* = seuil de détection

agrumes 0,02*
noix 0,05*
fruits a pépins 0,02*
L . . fruits & noyaux 0,02*
1-fruits a l'état frais ou congelé; noix - —
baies et petits fruits 0,02*
fruits divers 0,02*
légumes et fines herbes a 'état frais
fines herbes 0,05*
4-graines et fruits oléagineux 0,05*
6-thé, café, infusions et cacao 01*
7-houblon 01*
graines 01*
fruits et baies 01*
écorces 01*
8-épices racines ou rhizomes 01*
boutons 01*
stigmates de fleurs 01*
arilles 01*

Les USA et le Canada ont les mémes LMR pour l'oxyde d'éthylene (7 ppm) et pour le chloro-2-
éthanol (940 ppm) pour les épices, les herbes séchées, les légumes secs et les graines oléagineuses
(dont le sésame)z2.

Classement CLP harmonisé :

Oxyde d'éthyléne:

Acute Tox. 3, Skin Corr. 1, Eye Dam. 1, STOT SE 3, Muta. 1B, Carc. 1B, STOT RE 1, Repr. 1B
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COMMENT LE DOSE-T-ON ?

On peut distinguer plusieurs types de méthodes :

e Les méthodes directes qui dosent 'Oxyde d'éthyléne et pour certaines aussi le chloro-2-éthanol
tels qu'ils se trouvent dans I'échantillon ; dans ce dernier cas, 'hypothése est que le chloro-2-
éthanol présent est le témoin d'une utilisation d'oxyde d'éthylene sur I'échantillon,

e Les méthodes indirectes qui dosent 'oxyde d'éthylene sous une forme dérivée telle que le
chloro-2-éthanol.

Méthodes directes :

e Pharmacopée Européenne

La Pharmacopée Européenne décrit une méthode® directe de dosage de 'oxyde d'éthylene (et du
dioxane) par espace de téte et chromatographie en phase gazeuse ; « Cet essai est destiné a la
détermination des résidus d'oxyde d'éthylene et de dioxane dans des échantillons solubles dans l'eau ou
dans le diméthylacétamide. Pour les substances insolubles ou insuffisamment solubles dans ces solvants,
la préparation de la solution mére et les conditions d'espace de téte statique sont indiquées dans les
monographies spécifiques ».

Dans la Pharmacopée Européenne, cette méthode est appliquée a des éthers et des esters de
macrogol, des polysorbates, du nonoxinol et de I'otoxinol, soit environ 25 monographies.

e EURL-SRM:

Le groupement des laboratoires européens de référence pour l'analyse de résidus de pesticides
(EURL-SRM)™ a publié 2 méthodes, I'une pour les matrices grasses (QuQil), l'autre applicable aux
plantes séches (QUECHERS'"). Ces deux méthodes permettent de doser par GC-MS/MS
individuellement 'oxyde d'éthyléne et le chloro-2-éthanol tels qu'ils se trouvent dans I'échantillon.

¢ RIC (Research Institute for Chromatography, Kortrijk, Belgium)

Une publication d'aolt 2022 du RIC'?, aprés avoir mis en garde contre la possibilité de confusion
du pic de l'oxyde d'éthylene avec celui de 'acétaldéhyde, propose une amélioration de la méthode
QUECHERS ainsi qu'une validation analytique.

Ce risque de confusion avec l'acétaldéhyde ne doit pas étre négligé parce que c'est un composé
organique volatil produit spontanément par la plupart des végétaux supérieurs's,

Méthodes indirectes :

Parmi les méthodes indirectes, certaines sont basés sur la conversion du 2-CE en EtO dans des
conditions alcalines, une approche qui a ensuite été optimisée et utilisée comme méthode
standard officielle en Allemagne (4). D'autres méthodes sont basées sur la conversion de I'EtO en 2-
CE dans des conditions acides, suivie de I'extraction du 2-CE avec de l'acétate d'éthyle et de
I'analyse par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS).
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Quelques résultats issus de publications récentes :

e Cucu et al 202212 :

On note dans ces échantillons Mistitic E": 2'5: Sum EtO a:d 2-CE*
7 \ /1 /| /
I’absenge d'oxyde d'éthyléne =7 e o e
et la présence de chloro-2- — = — e
éthanol. Comme cest une G R e i 45817 2505
méthode directe, on peut Curcuma, 1 n/d 199.7 1092
étre certain que le chloro-2- Curcuma, 2 d 127 69
éthanol est bien présent dans b ek o 22 >0
les échantillons, que ce n'est S o 2 b
L, Spice mixture nfd = 171
pas le reSU|tat de Ia Herb mixture nfid 29.2 16.0
transformation de 'oxyde D i e et
d'éthyléne lors du dosage. Lecithin nid 1030 566.5
Tomato powder nid 35 19.3
Bay leaf nfd 70 39
*Sum Et0 and 2-CE = conc EHO + (concentration 2-CE in sample * 0155) {comversion facior based on conversion of molecular
weights: 44/80 = 0.55) #-4660 pg/kg (27.3% CV) &: certified value : 4660 po/ky 27.3%CV)

e EURL-SMR?

Les résultats présentés ont été obtenus avec une méthode de type QUEChERS dont la partie
chromatographique permet de bien distinguer 'oxyde d'éthyléne de l'acétaldéhyde ; sur les 20
échantillons de graines de sésame analysés, 5 ont une teneur en oxyde d'éthyléne calculée (oxyde
d'éthyléne + chloro-2-éthanol exprimée en oxyde d'éthyléne) supérieure a la LMR (0,05 ppm) mais
aucun de ces 5 échantillons, ni aucun des 15 autres, ne présente de trace détectable d'oxyde
d'éthylene.

e Avis de I’Anses Saisine n°® 2022-SA-005914

« Une alerte sanitaire concernant la détection de 2-chloroéthanol (2-CE) dans des mix & base de gluten
vital’> a été rapportée le 23 mars 2022 par la DGCCRF ». La présence de 2-CE a été détectée par les
préparateurs des mix de gluten qui sont destinés a étre incorporés dans des farines utilisées pour la
fabrication de différents produits finis, dont de panification comme le pain, les viennoiseries, etc. A la suite
de cette détection, le fabricant du gluten mis en cause a réalisé des analyses sur son échantillothéque et a
confirmé que le gluten était lingrédient alimentaire contaminé. Le fabricant a également analysé un
ensemble conséquent de plusieurs centaines de lots récents de gluten, amidon et autres coproduits.
L'oxyde d'éthylene (ETO) auquel le métabolite 2-CE est communément associé n‘a été détecté dans aucun
échantillon.

Selon la DGCCRF, ces résultats excluent tout lien avec une contamination ou un traitement par I'ETO,
traitement interdit en Europe, et seraient ainsi concordants avec l'origine francaise des blés. »

Retenons de ce document que :

e Sur plusieurs centaines (580+160) de lots de gluten qui ont été analysés pour leur teneur en
oxyde d'éthylene et en chloro-2-éthanol, aucun ne renfermait de trace d'oxyde d’éthyléne a des
niveaux détectables alors que des teneurs en chloro-2-éthanol élevées ont été mesurées dans
plusieurs dizaines d'entre eux, et qu'une teneur « basale » d’environ 60 ppb a été estimée sur
'ensemble des échantillons.

¢ Selon la DGCCREF, ces résultats excluent tout lien avec une contamination ou un traitement par
'ETO.
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CAUSES POSSIBLES DE LA DETECTION D’'OXYDE
D’ETHYLENE

Rappelons que la teneur réglementaire en oxyde d'éthylene est définie comme étant la somme de
la teneur en oxyde d'éthylene et de la teneur en chloro-2-éthanol ; il faut donc s'interroger sur les
origines possibles de 'oxyde d'éthylene et du chloro-2éthanol.

L'éthyléne, une hormone végétale :

Avant de parler de l'oxyde d'éthylene, il faut rappeler ce qu'est I'éthylene et son rdle dans la
physiologie des végétaux.

e Biosynthése de I'éthyléne dans les plantes

Méme <'il en existe d'autres sources, I'éthyléne (CH2=CH2) est un gaz produit par les végétaux ; sa
voie de biosynthese comporte trois étapes : un acide aminé, la méthionine, est converti en S-
adénosyl méthionine (SAM), qui est ensuite convertie par les ACC-synthases (ACS) en ACCS, le
précurseur direct de |'éthylene?.

SAM NHg*
4
NH sfgng}se \gf\/l\coz_ ACC(:éns‘?ase NHg?
s CO,™ ﬁ; Ade % . ACCoxidase
2
Methionine ; Ace (Aco)
ATP  PP;+P H OH MTA 0, Pyrazinamide
SAM H__ (PZA) is an
CO, inhibitor of
+HCN H H ACO activity
Ethylene biosynthetic pathway Ethylene

I T

La voie de biosynthése de I'éthyléne’s

e Roles de I'éthyléne dans les plantes

L'éthylene est une hormone végétale. Il agit a I'état de traces tout au long de la vie de la plante en
stimulant ou en régulant la maturation des fruits, I'éclosion des fleurs, |'abscission (ou la chute) des
feuilles.

Plantes climactériques et non-climactériques :

Selon Capino™ « Les fruits climactériques peuvent mdrir aprés la récolte, tandis que les fruits non
climactériques ne peuvent pas marir apreés la récolte.

La maturation climactérique des fruits est caractérisée par une augmentation du taux de respiration, puis
une poussée de la biosynthese de I'éthylene pendant la maturation. La production d'éthyléne dans les
fruits climactériques est également qualifiée d'autocatalytique, ce qui signifie .../... qu'une fois que la
production d'éthylene commence, le fruit augmente naturellement la quantité de signal émis pour
accélérer la maturation.

Les fruits non climactériques .../... n‘ont pas de pic de production d'éthyléne ou de respiration pendant la
maturation, ils doivent donc étre récoltés lorsqu'ils sont complétement mars ».

iteipmai



Exemples de fruits climactériques et non-climactériques’®

A coté de ce rble découvert il y a plus Climacteric Fruits Non-Climacteric Fruits
d'un siecle, I'éthyléne intervient dans

les réponses a divers stress, tels que

les inondations, la teneur élevée en sel

et le compactage du sol®. Il est aussi

cité en cas de blessure ou d'agression.

On peut trouver dans l'article de Kahn

et al? une compilation des

interactions de [éthylene avec les

autres hormones végétales.

o Utilisation de I'éthyléne en agriculture

L'ethylene peut étre utilisée en prérécolte ou en post récolte. Par exemple, l'université du Maryland
cite trois régulateurs de croissance en prérécolte qui produisent ou modifie la production
d’ethyléne ou sa perception par les plantes, pour influencer la maturation : Ethephon, ReTain®,
and HarvistaTM.%2, 2

e L'éthéphon, une source d'éthyléne?*

L'éthéphon, CI-CH,-CH,-POsH,, se décompose en éthylene, acide chlorhydrique et acide
phosphorique (chlorures et phosphates). .../... En tant que régulateur de croissance des plantes, il

est trés utilisé. On peut citer quelques effets :
e il prévient la verse des céréales,
e Cest une substance de croissance du riz, du blé, du coton, du café, des bananes, du tabac, etc.,
e il favorise I'éclaircissage des pommes et favorise la formation des bourgeons floraux pour
l'année suivante.

Les spécialités suivantes contiennent de I'éthéphon?° :

Produits contenant la substance

Filtrer par Etat w Filtrer par Mention Filtrer par Type commercial ~

0 ATENA ETEPHOMN 0 ETEPON-48 0 JANOR 0 SIERRAA
o BAlAE o ETHEPHOMN 480 o PHON-CHOC o SIMOUN
9 BOGOTA 9 ETHEVERSE 9 FRM 12 R 9 SONIS

o BOGOTA PLUS o ETHIC+ o SUNSET
o COUPON o EVEREST o TERPAL

Q CYBELE PRO Q FLORDIMEX CBW

0 FLORDIMEX EXTRA

e —
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L'oxyde d’éthyléne :

e Risque de faux positif :

Selon le RIC, « L'acétaldéhyde est souvent présent dans les produits alimentaires, en particulier dans
ceux qui sont riches en matiere grasse. Etant donné que l'acétaldéhyde et I'EtO ont des spectres de masse
et des indlices de rétention tres similaires », il est indispensable d'éviter leur coélution?.

e Présence naturelle dans les plantes

Plusieurs études ont démontré que l'oxyde d'éthylene est présent dans certaines plantes, a de
trés faibles concentrations ; il semble jouer alors un réle antagoniste de celui de I'éthyléne (voir
annexe 1).

e Conversion enzymatique de I'éthyléne en oxyde d'éthyléne par I'éthyléne
oxydase?’

Dodds et al. (1979), ont découvert que des préparations acellulaires de Vicia faba L. métabolisaient
I'éthylene en oxyde d'éthylene avec un haut degré d'efficacité. Ce systéme avait une forte affinité
pour 'éthyléne et présentait un besoin moléculaire en oxygene (Blomstrom et Beyer, 1980 ; Smith
etal., 1985) avec un Km de 3,63 x 10-3 M (Dodds et al., 1979). La conversion de I'éthylene en oxyde
d'éthylene ne se limite pas aux plantes. Il a été démontré que Mycobacterium paraffinicum convertit
I'éthylene en oxyde d'éthyléne (Abeles, 1984; Hartmans et al., 1991).

Le chloro-2-éthanol

Le Chloro-2-ethanol est un liquide incolore a odeur d'éther.
Synonymes : 2-chloroethanol / Ethylene chlorohydrin / 107-07-3 / Ethanol, 2-chloro- / Glycol
chlorohydrin

e Formation a partir de l'oxyde d'éthyléne :

Dans sa fiche consacrée a I'oxyde d'éthylene?, I'INERIS indique « En eau douce, 'oxyde d'éthylene est
hydrolysé en éthylene glycol (demi-vie ~ 1 semaine); dans l'eau salée, il est hydrolysé en éthylene glycol et
éthyléne chlorhydrine [= chloro-2-ethanol] (demi-vie ~ 2 semaines) »

Cependant, le chloro-2-éthanol pourrait ne pas toujours provenir d'un traitement a 'ETO : « Il peut
s'agir d'un résidu de pesticides non interdits en Europe. Certaines études montrent aussi qu'il peut
se trouver naturellement dans certains ingrédients, comme le paprika. »*®

e Autres origines:

Selon le document de I'EURL-SRM?, le chloro-2-éthanol est un produit de dégradation du 1,2-
dichloroéthanol (largement utilisé dans la fabrication du chlorure de vinyle) ; c'est aussi un produit
de dégradation du chlorure de vinyle.

Il peut se former aussi au contact de I'hypochlorite (constituant principal de I'eau de Javel) soit au
cours du process (lavage des graines) soit en cas d'irrigation avec une eau chlorée.
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Cas de la vigne

En viticulture, il est possible de réaliser un éclaircissage
chimique avec Sierra®, seule substance de croissance
actuellement homologuée sur vigne pour cet usage et
sutilisant a 2 I/ha. Le Sierra® contient 180 g/l
d'éthéphon. Lapplication de Sierra® provoque
l'augmentation de la concentration en éthyléne dans la
plante et accélere les phénoménes dabscission a
proximité des points dimpact de la bouillie. Pulvérisé sur
grappes, autour de la nouaison, le Sierra® présente
lavantage de pouvoir réduire le nombre de grappes
et/ou le nombre de baies par grappe en modifiant le
niveau de nouaison des grappes®.

La sénescence et la chute des feuilles sont lies a
I'éthylene ; en effet, l'application d'éthéphon qui libere de
I'éthylene induit les mémes réactions métaboliques que
le vieillissement naturel'.

Ainsi, la présence d'oxyde d'éthylene dans les feuilles de

vignes pourrait étre la conséquence de l'utilisation d'un
produit libérant de I'éthylene.
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ABSTRACT

This study reviews the role of ethylene oxide in biclogical systems and the progress made within
this study area since the earliest identification of this gas. Current study and review articles provide
vast information on the toxicity of ethylene oxide and the potential health risks that are associated
with its use. While a few sections in this study are dedicated to the effects of ethylene oxide, a
majority of the material will be confined to the gas and its role in plant biological systems.

Key words: Ethylene oxide, sterihization, ethylene oxidase, fruit ripening

INTRODUCTION

What the world knows of Ethylene Oxide (EQ) is that it is an industrial gas that is widely used
to sterilize medical equipment, cosmetics, pharmaceuticals and food stuffs. Generally, the higher
the EO levels, the more effective the sterilization process and the shorter the time required.
Unfortunately, it is highly toxie, even a sniff can be fatal. In addition, KO is explosive in
coneentrations ranging from 3-100% by volume and because it carries its own oxygen supply, it can
explode in anaerobic atmospheres. However, for over 4 decades now, plant biologists have
encountered minute quantities of this gas in plant biological systems and believe that it plays an
important role in plant tissues where it is often detected as one of the products of ethylene
metabolism. Surprisingly, the levels of EO detected in plant tissues have been at low levels that
almost always escape detection and require radiolabelling to be detected and adequately measured.
For these reasons, widespread research into the role of EO in biclogical systems has been hindered.
In addition the purification and characterization of the enzyme catalyzing the conversion of
ethylene to EO, ethylene oxidase (ethylene monooxygenase), has been met with tremendous
difficulty and lack of success because the enzyme appears to be rather delicate and is often lost
before any number of purification steps can be completed.

ETHYLENE OXIDE THE INDUSTRIAL GAS

Ethylene oxide is a major industrial chemical used primarily as an intermediate in the
manufacture of other chemicals such as ethylene glycol, a major component of automotive and
other antifreeze products. It is also useful in the synthesis of polyesters, laundry detergent and as
an industrial sterilant. The EO is predominantly synthesized from the catalytic oxidation of
ethylene in air or oxygen. [t i1s very reactive because its highly strained ring can be opened easily
and as a result, it is not persistent in the environment because it may be dispersed via a
combination of mechanisms of dilution, biodegradation, volatilization and hydrolysis.
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The sterihization of medical equipment with EO has for decades been the method of choice for
the production of sterile thermolabile materials, owing to the microbicidal and virucidal properties
of this agent as well as its penetration capacity (Hucker and Kramer, 2001; Mendes et al., 2007).
Despite the increasing use of novel sterilization methods such as radiation sterilization and research
into the potential risks of EO exposure, more than 60% of all medical devices are sterilized in this
manner {(Lambert et «l., 2011; Buchalla ef «l., 1995). Identification of the risks associated with the
widespread use of KO has sparked varied research worldwide. Ongoing study involves the ereation
andfor improvement of sterilizing equipment (Hucker and Kramer, 2001; Smith ef al., 2007,
Mendes et al., 2007). Occupational safety bodies such as National Institute for Occupational Safety
and Health (NIOSH) and the National Healthcare Association (NHA) in the USA have set
Permussible Exposure Lirmts (PEL) at 0.5 ppm, however the degree to which these standards are
followed on EO production plants as well as in hospital and other areas of use is difficult to
ascertain with any degree of certainty.

Based on studies in animals, cancer is considered the eritical endpoint for the effect of EO on
human health (Liteplo et ., 2001). In humans, KO has been implicated in DNA damage, reduction
in reproduction potential and spontaneous abortion, skin irritation and sensitization, neurological
disorders and various types of cancers (Shore et al., 1993; Axelson, 2004; Valdez-Flores et al.,
2010). These issues have been complicated by the detection of KO residues in medical equipment
and skin produects, however the effects of these residues has not been measured.

BIOSYNTHESIS OF EO IN PLANT TISSUES

Ethylene is a natural plant growth regulator often produced in sufficient quantities to alter
cellular and developmental processes in a characteristic hormonal manner (Abeles, 1973). Almost
all phases of plant development are affected including germination, growth, flowering, dormancy,
abscission, senescence and sex expression (Blomstrom and Beyer, 1980). It is well established that
ethylene i1s derived from methionine via the ethylene pathway in a complex cycle. In the
presence of ATP, methionine joins with adenosine to form S- adenosyl methionine, a process
catalyzed by S-adencsyl methionine transferase. S-adenosyl methionine then undergoes a
v-elimination process cleaving into methylthioadenosine and 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC). This process is catalyzed by ACC synthase. In the final step ACC is acted
upon by ACC oxidase producing ethylene (Yang and Hoffman, 1984).

The earlier view that ethylene is metabolically inert (Abeles, 1972; Varner and Ho, 1976) is
untenable. Low but readily detectable rates of ethylene metabolism have been observed in several
plant tissues (Beyer, 1975). Studies indicate that the metabolism of ethylene does not represent a
system for the removal of ethylene from the plant but instead represents the initial biochemical
events in the action of ethylene in the plant (Beyer, 1977; Bever and Sundin, 1978). Evidence of
ethylene metabolism is reflected in studies which show that a portion of the ethylene is
oxidized to EO (Jerie and Hall, 1978; Dodds ef al., 1979; Smith et al., 1985), ethylene glyeol
{Blomstrom and Beyer, 1980) and/or carbon dioxide (Beyer, 1975; Bever and Sundin, 1978).

Surprisingly, in spite of all the research done on various aspects of ethylene and its metabolism,
hittle 1s known about its metabolic fate (Beyer, 1975). It 1s still not clear whether or not ethylene 1s
incorporated into plant tissues, despite the fact that several studies (Hall et al., 1961;
Shimokawa and Kasai, 1968) have reported that a small but significant amount of radioactive label
was incorporated by fruit and vegetable tissues. Work on the fate of *C,H, (radioactive ethylene)
in pea seedlings (Beyer, 1975; Giaquinta and Beyer, 1977) and in cut carnation flowers
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{Beyer, 1977), revealed a previously unrecognized ethylene metabolic system 1n these tissues. This
system oxides ethylene to carbon dioxide and incorporates ethylene into water-soluble tissue
metabolites (Beyer and Sundin, 1978). Efforts to determine the fate of radioactive ethylene in plant
tissues have shown that little (1% maximum) or no incorporation oceurs. Where
incorporation does occur, radioactivity has been detected in a wide wvariety of compounds
including benzene (Jerie and Hall, 1978), the presence of which in higher plants is unexpected.
Flowers of Ipomoea tricolor Cav. (cv. heavenly blue) demonstrated the ability to metabolize
ethylene to CO, (Beyer and Sundin, 1978). Like ethylene sensitivity and biosynthesis, the ability
of plant tissues to metabolize ethylene changes during development. This complex metabolic
pathway does not seem to serve as a detoxification or degradative system since based solely on the
amount of ethylene removed, it would appear totally ineffective (Beyer, 1975).

ENZYMATIC CONVERSION OF ETHYLENE TO ETHYLENE OXIDE BY ETHYLENE
OXIDASE

Although progress on the isolation of cell, free preparations of the ethylene oxidizing enzyme
{ethylene oxidase) has been slow, important data has been provided using partially purified
enzyme preparations (Dodds et al., 1979; Smith ef al., 1985). Progress in the precise localization
of the enzyme has been hampered by the fact that sucrose and other polyhydroxy compounds
commonly used in the fractionation of subecellular components drastically inhibits enzyme activity
(Smith et al., 1985). Dodds et al. (1979), found that cell-free preparations of Vieia faba L.
metabolized ethylene to EO with a high degree of efficiency. This system had a high affinity for
ethylene and showed a molecular requirement for oxygen (Blomstrom and Beyer, 1980,
Smith et al., 1985) with a K_ of 3.63x107° M (Dodds et al., 1979). The conversion of ethylene to
ethylene oxide is not confined to plants. Mycobacterium paraffinicum has been shown to convert
ethylene to ethylene oxide (Abeles, 1984; Hartmans et al., 1991).

The incorporation of '*O (radicactive oxygen) into EQ was demonstrated in Vicia faba L.
cotyledons using in vive studies (Beyer, 1975). The evidence to date then suggests that ethylene
oxidase is a mono-oxygenase (Hartmans et al., 1991) and this is substantiated by the fact
that the apparent K_ for NADPH is within the range for K _ values reported for other plant
mono- oxygenases (Bever, 1975). The enzyme’s requirement for oxygen was also demonstrated by
Beyer (1975), who showed that enzyme activity was reduced by over 60% when extracts were
incubated in wials that had been flushed with N, The K of this system corresponds to a
concentration of 0.096 uL. L™ in the gaseous phase which corresponds well with values for
endogenous ethylene conecentrations in the air spaces of plant tissues (Beyver and Sundin, 1978).

The first studies using partially purified enzyme preparation of ethylene oxidase was carried
out by Dodds et al. (1979). The enzyme extract was prepared from Vieia faba L. cotyledons by
centrifugation of cell, free extracts to generate 6 fractions. Each fraction was tested for its ability
to metabolise "*C ethylene into "C ethylene oxide. More than half the activity of the original
homogenate was discovered in the pellet obtained from centrifuging at the lowest speeds
{3000-10 000x%g). The first reports of kinetic studies carried out on ethylene oxidase showed that
ethylene oxidase had a K, of 4.17x107° M and required an optimum pH of 8.5 (Dodds et al., 1979).

Later, Blomstrom and Beyer (1980) reported the metabolism of ethylene to ethylene glycol in
cotyledons of Vicia fuba L. From the results, it was suggested that EO being a likely precursor of
ethylene glycol, might be involved in the formation of ethylene glyeol from ethylene, serving as an
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intermediate. Inhibition studies carried out showed that propylene competitively inhibits ethylene
oxidase where the metabolite formed 1s ethylene glycol. Although the conversion of ethylene glyeol
may be unique to this tissue, it is of interest because EO 1s a likely precursor of ethylene glycol. In
conditions like those found in Vicia cotyledons, where the ethylene is rapidly metabolized, perhaps
EO escapes before rapidly undergoing hydrolysis, or that this later step may be blocked in this
tissue (Blomstrom and Bever, 1980).

Some of the most intense work done on ethylene oxidase to date seems to be that from
Smith et al. (1985) and this gave independent confirmation to the work carried out by Dodds et al.
(1979). Smith et @l (1985), generated a partially pure enzyme preparation from homogenized
cotyledons of Vicia faba L. From these experiments, Smith et al. (1985) showed that ethylene
oxidase had a molecular requirement for oxygen and NADPH and a high affinity for ethylene. As
a result of kinetic studies with partially purified enzyme preparations, a reaction path for the
metabolism of ethylene to EO in the presence of ethylene oxidase (a mono-oxygenase) has been
proposed (Smith et al., 1985). The reaction is shown as:

Ethylene oxidase
CH+0NADPH+H ——» C,HO+NADP+H,0

Ethylene oxidase had a K_ of 4.2x107"" M for the substrate ethylene (in vive) and 2x107° M for
desalted extracts (Dodds ef al., 1979), which agrees with earlier theories that only extremely small
vet significant amounts of ethylene 1s fixed and metabolized in fruit and vegetable tissues
{Beyer, 1975). The high affinity of the enzyme for ethylene makes it very likely that ethylene is
the true substrate. Inhibition studies using propylene gave a K, of the order of 5x107° M
(Blomstrom and Beyer, 1980) and 1.8x107® M (Dodds et al., 1979), which supports the likelihood
that ethylene, is the true substrate, having a K_ of 4.17x107'% M. A requirement for NADPH was
also shown by ethylene oxidase (Smith ef al., 1985). The NADH (0.5 mM) and NADFPH (0.5 mM)
increased the activity of ethylene oxidase but the NADPH alone was twice as effective as NADH.
At the concentration tested, there was no evidence of synergism when both co-factors were applied.

The actual role of EO in plant metabolism is unclear. It does not appear to serve as a shunt
pathway for controlling endogenous ethylene concentrations because of the fact that only trace
amounts of ethylene is fixed and metabolized to EO. Although the function of ethylene metabolism
is unclear, the process does appear to be correlated with ontogeny since production of ethylene
increases with stage of maturity (Jerie and Hall, 1978).

ETHYLENE OXIDE OPPOSES ETHYLENE ACTION

EO has been recognized in the volatiles emanating from tissue slices and homogenates of fruit.
It has also been identified in very low concentrations in volatiles of intact fruit. The physiological
significance of this finding was realized in the fact that EO was observed to inhibit ethylene
production and ripening of intact fruit (Lieberman and Mapson, 1962). This has led to the idea that
EO may play an important role in plant metabolism.

In one of the earliest experiments invelving EO, green tomato fruits were exposed to an
atmosphere containing 0.756% KO for 18-22 h (Lieberman and Mapson, 1962). The treated fruits
ripened at 20°C after a delay of 5-21 days depending on the ripeness of the fruit at the start of the
experiment. The tissues of fruits that were exposed to EO concentrations of over 2% or tissues of
fruits that had 2-3 days extended exposure were irreparably damaged and did not ripen at all after
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the atmosphere was removed. However, fruits that were already in the “Climacteric stage” and
producing fairly large amounts of ethylene, when they were exposed to the EO, were not. affected.
Ethylene production and ripening are inhibited so long as KO remained in the tissues
{Lieberman et al., 1964). After dissipation of absorbed EO by expulsion or reaction in the tissues,
the fruits resume ripening in a normal manner without any alteration in the palatability, colour
or texture of the fruits. In this manner EO acts as an anti-ageing metabolite of ethylene
metabolism. From this it was concluded that EO possessed an anti-ageing effect, in that it retarded
the ripening process and stalled ethylene production in pre-climaterie fruits. Studies carried out on
roses and carnations revealed that the mechanism of action of KO in the retardation of the ripening
process and inhibition of ethylene production involved water retention. This is in contrast to the
effect. of ethylene in the ripening process which is alteration of the permeability of cell membranes
and increasing water loss (Lieberman et al., 1964).

More recent studies involving EO treatment of preclimacteric banana fruits yielded similar
results (Williams et al., 2003). A variation of treatments resulted in a delay of banana ripening as
long as 4-6 weeks depending on the concentrations used and the number of applications applied.
When a proper concentration of EO was applied to some fruits during the preclimacteric period,
ethylene production was suppressed and ripening was often retarded. While residual EO remained
in the tissues of exposed fruits, ripening was retarded (Lieberman et al., 1964; Williams et al.,
2003). After dissipation of the absorbed KO, either by expulsion or reaction within the tissues, the
fruit resumed production of ethylene in a normal manner. Sensitivity to EO varies considerably
among different fruit tissues. The higher the rate of ethylene production at the time of treatment,
the higher the concentration of KO required suppressing ripening.

The antagonistic effect of ethylene oxide on ethylene action was also demonstrated with roses
and carnations (Lieberman et al., 1964). Senescence in these flowers was significantly delayed after
treatment with appropriate coneentrations of ethylene oxide. A significant indicator of the possible
role of EQin plant metabolism lies in the partial prevention of the triple response assay for ethylene
when both ethylene and ethylene oxide were simultaneously applied to etiolated seedlings
{Lieberman et al., 1964). Although the etiolated seedlings were stunted, they did not show epinasty
or swaollen growing tips.

CONCLUSION

Recognition of EO as an inhibitor of ethylene production in fruits (Lieberman and Mapson,
1962; Williams ef al., 2003) presents new possibilities for exploring the pathway of EO biosynthesis
and its mode of action. These areas of research will undoubtedly require intense work to be able to
adequately assay for ethylene oxide. Because of its reactive nature, it is possible that it is easily
converted to other by products and thereby evades detection. Nonetheless it should be interesting
to explore these areas of research if only to shed some light on the levels of KO that accumulate in
plant tissues and the effects on the tissues themselves. Perhaps the results of such study help us
to better understand the use of EO in industry.
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