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RESUME

Une approche intégrée physicochimie et relations structure-activité a été mise en ceuvre afin
d’étudier le phénomene rétention-libération des composés d’arobme dans un gel laitier allégé
additionné de pectine. Notre objectif était d’identifier les propriétés moléculaires qui régissent ce
phénomene en supposant que la modification de la structure entraine forcement un changement
dans la rétention-libération des composés d’arome.

Dans ce but, nous avons déterminé les coefficients de partage de 28 composés d’arome dans 1’eau,
dans des gels de pectine et dans des gels laitiers avec ou sans de pectine, a 1’équilibre en utilisant
la méthode PRV (Phase Ratio Variation). Nous avons ensuite effectué une étude des relations
structure-rétention en évaluant les corrélations entre les coefficients de partage et quatre
descripteurs traduisant quatre propriétés moléculaires : 1’hydrophobie globale, la surface
moléculaire, la polarisabilité et la densité de charge négative. Notre démarche d’étude des
relations structure-activité (Structure-Activity Relationships, SAR) consistait a étudier des
composés d’arOme appartenant a une gamme de structures variée, dans un méme ensemble, puis
en sous-groupes en fonction d’une particularité structurale donnée afin de révéler les particularités
de la structure qui influent sur le phénomene rétention-libération.

La comparaison des rétentions entre les milieux n’a pas montré I’existence d’un effet pectine. Les
études des relations structure-activité ont montré 1’impact de certaines particularités structurales
telles que la ramification et la double liaison sur la rétention. Elles ont également montré que
I’hydrophobie globale des molécules n’était pas la propriété moléculaire la plus a méme
d’expliquer les phénomeénes impliqués dans les interactions de molécules odorantes avec les
constituants du milieu (eau ou gel laitier). La surface et la polarisabilité rendent mieux compte des
rétentions des composés d’ardome. Les corrélations impliquant la surface, la polarisabilité et
I’hydrophobie globale, confirment que les interactions de type van der Waals (essentiellement
Keesom et London) sont favorables a la rétention dans les gels laitiers et défavorables a la
rétention dans I’eau. De méme, les corrélations impliquant la densité de charge montrent que les
interactions polaires sont favorables a la rétention dans 1’eau.

Notre choix de départ, qui consistait a faire varier la structure des composés d’aréme afin
d’apprécier son effet sur le phénomene rétention-libération des composés d’ardme, s’est avéré
concluant, et le groupe de 28 composés permet effectivement de mener une étude quantitative des
relations structure-propriété. Cette démarche QSAR pourra se transposer a des systéemes

alimentaires simples ou complexese.

Mots-clés: composé d’arome, rétention-libération, coefficient de partage, pectine, gel laitier,

headspace, PRV, relations structure-activité/structure-propriété, QSAR/QSPR.



ABSTRACT

An integrated approach physicochemistry and structures activity relationships has been carried out
to study the aroma compounds retention-release phenomenon in a fat free dairy gel added with
pectin. This study aimed to identify the molecular properties that govern this phenomenon
assuming that modifying the structure leads automatically to a change in the retention-release of

aroma COI’ﬂpOUI’]dS.

For this purpose, we have determined the partition coefficients of 28 aroma compounds in water,
in pectin gels and in dairy gels supplemented or not supplemented with pectin, at equilibrium
conditions using the PRV method (Phase Ratio Variation). Then, we have performed a structure-
retention relationships study for the aroma compounds by estimating correlations between the
partition coefficients and four descriptors representing four molecular properties: Global
hydrophobicity, molecular area, polarizability and negative charge density. Our methodology
concerning the structure-activity relationships study (SAR) consisted on studying a varied range
of aroma compounds in terms of molecular structure, first taking into account all of them in the
same set, then in separated subgroups according to a given structural particularity in order to

reveal which structural particularities control the retention-release phenomenon.

The comparison of retention between the several media has not shown any effect of pectin.
Structure-activity relationships studies have shown the impact of some structural particularities
like branching and double linking. They have also shown that the global hydrophobicity was not
the best molecular property to explain the phenomena involved in the interactions between aroma
compounds and matrix components (water and dairy gel). Molecular area and polarizability are
more likely to report of aroma retention-release. Correlations implying molecular area,
polarizability or global hydrophobicity confirm that van der Waals (especially Keesom and
London) are involved in the retention in dairy gels and unfavourable in the retention in water.
Correlations implying negative charge density show that polar interactions are favourable in the

retention in water as well.

Our strategy which consisted on varying the structure of aroma compounds to exanimate its effect
on the retention-release phenomenon was found to be effective, and the set of 28 aroma
compounds allowed as leading a quantitative structure-property relationships study. This QSAR

approach can be transposed to simple or complex food systems.

Keywords: Aroma compound, retention-release, partition coefficient, pectin, dairy gel,

headspace, PRV, structure-activity/structure-property relationships, QSAR/QSPR.
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INTRODUCTION

La notion de qualit¢é d’un aliment intégre communément quatre criteres 4S : Sécurite, Sante,
Saveur et Services. Chacun de ces mots clés renvoie aux notions de sécurité sanitaire des produits,
a leur valeur nutritionnelle et santé, aux critéres organoleptiques de gotit, d’odeur et d’arome et a
I’ensemble des services associés au produit alimentaire notamment issu de 1’industrie agro-
alimentaire. On peut affirmer que si les notions de sécurité et de santé sont présentes a 1’esprit du
consommateur lors d’un achat, la dimension organoleptique d’un produit reste essentielle. Les
composeés de la flaveur, composés d’ardme et composés sapides qui ne représentent qu’un faible
pourcentage de la composition de la plupart des produits alimentaires, sont par contre
indispensables a la dimension organoleptique. Les composés d’ardme présents dans un produit
doivent pour étre percus sensoriellement étre libérés de la phase aliment. La libération de
molécules odorantes de la matrice alimentaire, solide ou liquide, et leur passage en phase vapeur
est donc la premiere étape avant une possible perception due a ’activation des récepteurs olfactifs
présents dans la cavité nasale et a [Dactivation d’une «chaine» d’événements

neurophysiologiques complexes.

Sur le plan physico-chimique, la comprehension des phénomenes de libération/rétention des
composés d’arome via notamment 1’étude des équilibres liquide-vapeur entre la matrice
alimentaire et la phase gazeuse est une étape indispensable. Ces équilibres sont régis notamment
par les interactions qui ont lieu entre les constituants de la matrice et les composés volatils. Les
quantités d’arome libérées vont dépendre non seulement de la concentration en composés d’ardme
de la matrice mais également de leur nature : fonction chimique, conformation et de la structure
de la matrice alimentaire. Les interactions entre le milieu alimentaire et les molécules odorantes

apparaissent donc comme un élément déterminant de 1’équilibre rétention/libération.

De nombreux travaux ont été conduits dans ce domaine et ont permis de statuer sur 1’effet des
trois catégories de macromolécules des aliments : glucides, protéines, lipides, sur la libération-
rétention des composés d’ardme. Cependant il faut noter que la grande majorité des travaux ont
¢été conduits sur des systémes modeles simples et que 1’extrapolation aux produits complexes :

I’aliment, a été rarement couronnée de succes.

Les études menées directement sur des produits agro-alimentaires fournissent des resultats
exploitables dans le cadre de la formulation du produit considéré mais sont ici encore
difficilement extrapolables a tous les produits. L’effet de plusieurs épaississants sur la libération
des composés d’ardme dans les yaourts allégés en maticre grasse a fait I’objet de plusieurs études

dans notre laboratoire, mettant en évidence un effet particulier de la pectine mais sur un faible
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nombre de composés d’ardme appartenant a seulement deux classes chimiques (1, 2). 1l ressort de
ces travaux qu’une étude des relations structure-rétention des molécules odorantes pourrait
apporter des informations sur la nature des interactions impliquées entre les molécules odorantes
et les macromolécules de la matrice alimentaires. Pour mener a bien ce type d’étude en mettant en
évidence des effets significatifs, il faut utiliser des données pour plusieurs dizaines de composes
d’arome de structures différentes obtenues pour diverses compositions de la matrice. Une telle
étude des interactions entre arémes et matrice alimentaire se situe dans la démarche QSAR/QSPR
(Quantitative Structure Activities Relationships/Quantitative Structure Properties Relationships),
qui cherche a établir des corrélations entre des valeurs représentant des propriétés physico-
chimiques (constantes d’affinité, coefficient de partage entre deux phases...) et des propriétés
moléculaires traduites par les valeurs numériques (descripteurs moléculaires). Les matrices
alimentaires étudiées peuvent étre des milieux réels ou des milieux simplifiés. La complexité des
matrices alimentaires est souvent un obstacle pour rationaliser leurs propriétés. Ici, il s’agit
d’observer non pas la matrice dans sa complexité, mais, pour chaque expérience, le comportement
d’une molécule d’arébme, connue et caractérisée qui aura un role de marqueur. Les milieux
simplifiés et les matrices réelles possédent en fait des rdles complémentaires au sein de cette
approche, les mesures effectuées permettant d’obtenir, via le comportement des ardmes, une
image indirecte des interactions qui peuvent avoir lieu entre les constituants de la matrice. Il est
donc tout a fait envisageable d’utiliser une matrice complexe, pour autant que ses ingrédients et
leurs proportions soient constants, et qu’il soit possible de faire varier un seul constituant de
maniére rigoureuse et contr6lée. La démarche consistera a mesurer I’impact de la variation
quantifiée de I’un des ingrédients de la matrice sur la propriété que 1’on aura choisie d’étudier (par
exemple constante de partage, constante de vitesse...) pour les marqueurs, ¢’est-a-dire les ardmes
sélectionnés. L’utilisation des données concernant les mémes ardmes dans un ensemble de
matrices sera un moyen de cerner, a la fois, certaines caractéristiques clefs des ardbmes et des

matrices.

Le contexte socio-économique a conduit a I'essor des produits allégés tels que des cremes et des
yaourts dont la matiére grasse a été remplacée par des épaississants qui sont pour la plupart des
polyosides (amidon, pectine, carraghénanes, gommes d’origine végétale...). C’est pourquoi nous
avons retenu un modeéle de gel laitier additionné ou non de pectine pour notre travail. Notre
démarche impliquant d’utiliser des données fiables de coefficients de partage liquide-vapeur afin
d’étudier I’'impact de la structure des composés volatils sur le phénoméne rétention/libération, il
fallait donc avant tout déterminer les coefficients de partage air-matrice par une méthode fiable et
rapide étant donné le nombre de molécules odorantes et de milieux considérés. Nous avons alors

recherché parmi les méthodes existantes celle qui paraissait le mieux adaptée a notre étude.
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La sélection des molécules odorantes est une étape essentielle : il s’agit en effet de disposer de
structures variées, mais tout en gardant une cohérence entre ces structures, cohérence sans
laquelle 1a démarche QSAR/QSPR ne peut s’appliquer. La taille de cet ensemble de molécule
devait également étre suffisante pour pouvoir étudier des sous-ensembles, mais les contraintes
expérimentales et le temps d’acquisition des données ne permettent bien sir pas d’envisager
I’utilisation de centaines de molécules. Nous avons estimé qu’une cinquantaine de molécules
constituait un compromis acceptable. D’autre part, nous avons ici souhaité conduire une étude
simple des relations structure-rétention plutét qu’une étude QSPR classique faisant appel a des
outils de régression plus ou moins sophistiqués et a de larges ensembles de descripteurs
moléculaires. Notre but était avant tout d’examiner les relations entre quelques descripteurs
simples et les valeurs de coefficients de partage air-matrice, soit pour I’ensemble des données

obtenues, soit pour des sous-ensembles particuliers.

16



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

17



1 CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

Nous avons abordé cette étude sous un angle théorique, en nous intéressant a la relation entre les
structures des molécules odorantes et 1’équilibre de ces molécules entre le milieu alimentaire,
assimilé a un liquide, et la phase vapeur. De ce fait, nous avons fait appel aux principes
fondamentaux des équilibres entre etat liquide et état gazeux, et un exposé de ces notions
constitue la premiére partie de ce contexte bibliographique. La seconde partie est consacrée aux
caractéristiques des gels laitiers, de la pectine et de leur mélange. Enfin nous présentons dans quel

cadre nous avons abordé 1’étude des relations structure-activité/structure-propriéte.

1.1 Equilibres physico-chimiques et interactions moléculaires
Les ouvrages suivants ont servi de base pour la rédaction de cette partie consacrée a des rappels

théoriques :
Arnaud, P., Chimie physique. Dunod: Paris, 2001.

Bonchev, D.; Rouvray, D. H., Chemical graph theory: Introduction and fundamentals. Gordon
and Breach Science Publishers S.A.: Paris, 1991; p 288

Burneau, A., Thermodynamique et équilibres chimiques. Inter Editions: Paris, 1991.
Cabane, B.; Hénon, S., Liquides. Solutions, dispersions, émulsions, gels. Belin: Paris, 2003.
Casalot, A.; Duruphy, A., Chimie inorganique. Hachette superieur: Paris, 2000.

Grécias, P.; Migeon, J.-P., Physique 2 spé bio véto deug b: Cours et tests d'application. Lavoisier:
Paris, 1996.

Mesplede, J.; Queyrel, J.-L., Précis de chimie, tome 4. Thermodynamique. Bréal: Paris, 2000.

Pons, J. N.; M.Robineau, Thermodynamique et équilibres chimiques. Vuibert: Paris, 2001.
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1.1.1 Les etats de la matiere
Les corps purs aussi bien que les molécules complexes existent principalement sous trois états :

solide, liquide ou gazeux.

Les solides et les liquides sont des états ou la matiére est condensée car elle occupe un volume

relativement petit. Par ailleurs, les liquides et les gaz n’ont pas de forme définie.

La variation des conditions de pression et de température conduit au changement de 1’état de la

matiere.

Les forces intermoléculaires sont beaucoup plus faibles que les forces interatomiques a 1’intérieur
de la molécule. Cependant, ce sont elles qui sont responsables du fait qu’un composé existe sous

les différents états, gazeux, liquide et solide.

Il convient tout d’abord de définir quelles sont les liaisons intermoléculaires mises en jeu.

1.1.1.1 Interactions moléculaires

Les liaisons chimiques au sens large sont dues a des phénoménes mettant en jeu les électrons de la
couche de valence : Formation d’orbitales moléculaires dans le cas des liaisons intramoléculaires
entre atomes, interaction de type dip6le-dipble (permanent, induit ou instantané) pour les liaisons
intermoléculaires. Elles sont donc responsables de la structure de la matiére a 1’échelle

moléculaire.

Nous considérerons ici uniquement les liaisons mises en jeu dans le cas des molécules organiques.

Distances interatomiques et interactions électrostatiques

Les atomes des molécules organiques portent des charges partielles faibles. Les interactions de
natures électrostatiques sont attractives, mais a courte distance elles sont contrebalancées par les
forces répulsives. Ces forces répulsives sont des interactions a trés courte portée que traduit le

contact entre les corteges électroniques des atomes.

Les forces répulsives sont importantes a courtes distances (r*?). La distance ou le rayon atomique
impénétrable par d'autres atomes est appelé le rayon de van der Waals (Figure 1). Il est défini
comme étant la moitié de la distance minimale a laquelle peuvent s'approcher 2 atomes quand ils
ne se lient pas. C'est donc la mesure de I'encombrement d'un atome vis-a-vis de ceux qui peuvent

s'approcher de lui.

19



Rayon de Van der Waals

Hy, |

H>

Rayon covalent

Figure 1: Rayon covalent et rayon de van der Waals (exemple des molécules d’hydrogéne).
L’énergie totale E; correspond au minimum d’énergie qui maintiendra les molécules a une
certaine distance dans un état d’équilibre stable assurant la cohésion de I’ensemble.

Et = U attraction + U répulsion

Les interactions attractives sont liées a la présence de dipdles et sont régies par la loi de Coulomb

(attraction coulombienne) qui peut s’exprimer de la fagon suivante :

F _ g, -9,
1-2 — 2
47250 I"12
ou
r2 est la distance entre les deux charges,

0: et gz sont les charges électriques,

£0=8,854-10" F-m™ est la permittivité électrique du vide.

Le terme dipGle désigne une entité possédant deux poles et caractérisée par le moment dipolaire

qui est la grandeur traduisant la polarité d'une molécule. Le moment dipolaire chimique p est
représente par un vecteur orienté du pole négatif vers le pdle positif =q- d , d étant la distance

entre les deux atomes et g la charge absolue portée par chacun des atomes. Le moment dipolaire
d'un composé est la somme vectorielle des moments dipolaires qui existent entre chaque liaison et

la valeur de ce moment dipolaire est mesurée expérimentalement.

Une molécule possede un moment dipolaire s’il y a une différence d'é¢lectronégativité entre
atomes, si les charges positives possedent un barycentre distinct du barycentre des charges

négatives et si la molécule ne présente pas de centre de symétrie.
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Les molécules diatomiques hétéronucléaires (HCI) et des molécules polyatomiques

dissymétriques (H,0) sont des molécules polaires avec moment dipolaire non nul (Figure 2).
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Figure 2: Moment dipolaire dans le cas de molécules asymétriques (H20 et HCI)

Les molécules diatomiques homonucléaires (Br,) et des molécules polyatomiques symétriques
possédant un centre de symétrie (COZ2, benzene...) ont un moment dipolaire nul (Figure 3).

»
»
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Figure 3: Moment dipolaire dans le cas de molécules symétriques (CO et Br2)

e Energie de liaison

C’est 1’énergie libérée au cours de la formation d’une liaison entre deux entités (atomes ou
molécules) données. Elle est toujours négative car elle correspond a une perte d’énergie du
systéme initial. Cette énergie E est exprimée en kJ mol™ ou en eV (1leV= 96.49 kJ mol™). Les
énergies de liaison intramoléculaire sont de 1’ordre de 150 a 1000 kJ mol™, et une liaison est
chimiquement stable si Ejizis > 20 ou 30 kJ mol™. Pour situer I’ensemble des ordres de grandeur,
les valeurs des énergies et les portées des différentes liaisons intermoléculaires sont reportées dans
le Tableau 1.

21



Tableau 1 : Energie et portée des différentes interactions

Energie
Dépendance de 1’énergie
Liaison Force moyenne
a la distance
(kJ mol™)
moyennement
Hydrogéne 1/r® courte portée 5-30
forte
Dipdle-dipdle
faible 1/r® trés courte portée 5-25
(Keesom)
Dipéle-dipdle induit 1/r® portée
tres faible 2-10
(Debye) extrémement courte
Dipble instantané-dipble 1/r° portée
o tres faible 0.05-40
induit (London) extrémement courte

Bien que beaucoup plus faibles que les forces interatomiques dans les molécules, les forces
intermoléculaires peuvent prendre des valeurs importantes lorsque plusieurs de ces liaisons sont
mises en jeu, et ce sont elles qui interviennent pour assurer la cohésion des états liquides et

solides.

e Liaisons hydrogenes
C’est un cas particulier d’interaction dipdle-dip6le qui se manifeste uniquement entre une
molécule qui comporte un atome d’hydrogéne lié a un atome trés électronégatif (F, O ou N) et un
autre atome possédant au moins un doublet libre (F, O ou N). L’attraction de I'unique électron 1Is
que possede I’hydrogene réduit le cortége €lectronique du noyau favorisant ainsi ’attraction des
doublets des molécules voisines puisque la distance d’attraction électrostatique est devenue trés
courte. Cette forte attraction conduit a la formation d’un dipdle induit au sein de la molécule
comprenant I’atome électronégatif qui offre son doublet. Elle se fait a une distance inter-atomique
inférieure a la somme des rayons de van der Waals. Cela justifie le recouvrement partiel entre

I’orbitale du doublet et 1’orbitale 1s de I’hydrogene, d’ou un caractére covalent partiel.
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Les interactions de type liaison hydrogéne peuvent étre intra ou intermoléculaires avec une
énergie de liaison variant entre 10 et 30 kJ.mol™. Prenons I’exemple de I’hydroxybenzaldéhyde.
Quand les fonctions OH et CHO sont éloignées (position para), il y a formation de liaison
hydrogéne intramoléculaire. Quand les fonctions OH et CHO sont proches (position ortho), une
liaison hydrogene intramoléculaire se crée entre elles, et elles ne sont plus disponibles pour
former des liaisons hydrogénes intermoléculaires (Figure 4). La cohésion entre les molécules de
para-hydroxybenzaldéhyde est donc meilleure qu’entre les molécules d’ortho-
hydroxybenzaldéhyde. Ceci explique la forte différence entre les températures de changement de
phase pour les deux isomeres et le fait qu’a température ambiante 1’isomére ortho soit liquide et

I’isomere para solide.

para-hydroxybenzaldéhyde ortho-hydroxybenzaldéhyde
T=2°C T=116°C
Tep=197°C Te=310°C

Figure 4 : Liaison hydrogene intramoléculaire (ortho-hydroxybenzaldéhyde) et intermoléculaire
(para-hydroxybenzaldéhyde).

La possibilité¢ d’établir ces liaisons hydrogeénes intermoléculaires donne une forte énergie de
cohésion aux molécules comme les alcools et les acides, et cette énergie est supérieure a celle que
donneraient les autres forces intermoléculaires pour des molécules n’ayant pas cette fonction OH,
par exemple en remplacant 1’oxygeéne par un autre atome du méme groupe. L’exemple classique
de I’eau est particulierement impressionnant. En effet, la température d’ébullition de 1’eau serait

de -80°C au lieu de 100°C sans I’intervention des liaisons hydrogenes (Figure 5).
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Figure 5 : Températures de fusion (Tf) et d’ébullition (Teb) pour les éléments hydrogénés de la
colonne de I’oxygene (tableau périodique des ¢léments).

On observe le méme type de phénoméne pour des molécules organiques : par exemple, la
cohésion qu’apportent les liaisons hydrogénes aux molécules de méthanol (M=32 g mol™) fait que
ce composé est a I’état liquide a 25°C alors que 1’éthane (M=30 g mol™), qui ne peut pas établir

de liaisons hydrogéne est gazeux.

Lorsqu’elles s’établissent entre molécules différentes, les liaisons hydrogénes peuvent aussi
expliquer la solubilité dans les solvants polaires de molécules portant des atomes fortement

électronégatifs.

e Interactions de van der Waals.
Ces interactions existent pratiqguement entre tous les atomes ou molécules. Elles sont difficiles a
quantifier, sauf pour certaines entités (gaz inertes). Les interactions de van der Waals sont
fortement impliquées dans la formation des structures secondaires et tertiaires des acides
nucléiques et des protéines. L’association des macromolécules de structure tertiaire formant un
complexe macromoléculaire de structure quaternaire est rendue possible grace a une grande

flexibilité et plasticité apportées par ces liaisons faibles.

Les forces de van der Waals sont des interactions de nature électrique causées par une
modification temporaire du moment dipolaire. Ce moment dipolaire résulte d'un bref passage
d'électrons orbitaux d'un c6té d'un atome ou une molécule, créant un mouvement semblable dans

les atomes ou les molécules voisines. Quand les molécules sont proches les unes des autres, une
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attraction légére peut se développer entre les régions de charges opposées des molécules voisines.
Ces charges peuvent étre permanentes dans le cas de molécules plus ou moins polaires, mais elles

peuvent aussi étre instantanées et dues aux mouvements des électrons des couches périphériques.

L’énergie de liaison pour ce genre d’interaction est inférieure a 20-30 kJ.mol-1 et peut étre dans

de nombreux cas plus faible que 1’énergie d’agitation thermique qui est de 2,5 kJ.mol™.

On regroupe sous le terme de forces de van der Waals trois types de force : Keesom, Debye et
London. Ces énergies peuvent s’additionner et 1’énergie potentielle d’interaction de van der Waals

s’écrit donc comme suit : Uygw = Uk + Up + U

E _ _i o Ky
keesom r 6 3( 47{&0(:)2 kT

E __% Hfaz +H§al

eveT r® (4mgeE)?
£ _ 1 3Bhvoo,
London — r 6 4(471:&0 )2

avec :
« k, constante de Boltzmann (1,38.102% J.K™}
e T, température (K)
e &, constante diélectrique (8,854.10™? C2.Jt.m™)
e g, permittivité du milieu
e 1, ladistance moyenne entre les molécules considérées (m)
e L, les moments dipolaires des molécules considérées
e a, les polarisabilités électriques (C2.m2.J™)

« h, constante de Plank (6,626.10% J.s)

v, la fréquence électronique d'absorption

Le terme prédominant dépend des molécules considérées (Tableau 2). Toutefois, le rdle de
I’interaction de London est toujours important, celui de I’interaction de Keesom est variable, et

celui de I’interaction de Debye est le plus faible.
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Tableau 2 : Contributions des trois forces de Van der Waals en pourcentage pour quelques
exemples de molécules.

Keesom Debye London
Espece

en % en % en %
CCly 0 0 100
C,HsOH 42 10 48
CsHs 0 0 100
CsHsCl 13 9 78
CeHsOH 14 9 77
H,0 85 5 10

Forces de Keesom (effet d'orientation)

Elles résultent d’interactions de type "dipdle permanent - dipdle permanent” qui modifient
mutuellement leurs orientations en alignant leurs dipdles. Les dipdles permanents s’orientent
spontanément de facon a ce que leurs charges de signes opposes se fassent face (Figure 6). Ces
interactions se produisent entre molécules polaires comme CO, SO2, CHCI3, (CH3)2CO Ces

interactions sont d’autant plus importantes que les moments dipolaires sont grands.
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Figure 6 : Orientations des moments dipolaires pour deux molécules de chloroforme (CHCIs).

A T’¢état solide, une faible élévation de température fait osciller et s’écarter les dipdles, diminuant

la cohésion jusqu’a la fusion du solide.

Dans le cas de 1’acétone et du butane, tous deux de méme masse molaire (M=58 g mol™): les
températures de changement d’état de I’acétone molécules sont sensiblement plus élevées car
I’oxygéne de la fonction carbonyle, en induisant une polarité de la molécule, permet

I’établissement d’interactions de Keesom :

Butane : Tf=- 138°C, Tep, = - 0,5°C ; Acétone : T¢ = - 95°C; Tep = + 56°C

Forces de Debye (effet d'induction)

Ces forces traduisent les interactions de type "dipble permanent - dipdle induit" qui ont lieu entre
des molécules possédant un moment dipolaire permanent et des molécules non polaires (benzene,
cyclohexane...) qui se polarisent sous l'effet du champ électrique créé par les dipdles permanant
(d’ou le terme "induit"). Cette interaction est d’autant plus forte quand des molécules apolaires
ayant une forte polarisabilité interagissent avec des molécules polaires ayant un fort moment

dipolaire.

Ces interactions expliquent la solubilité des molécules apolaires dans 1’eau, notamment le passage

en solution aqueuse de I,, Br,, Cl,, O,, CO,. (Figure 7)

27
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Figure 7: Induction par I’eau d’un moment dipolaire pour le diode.

Forces de London (effet de dispersion)

Elles résultent d’interactions de type" dipble instantané - dipdle induit” ou "dipdle instantané -

dipole instantané" qui s’effectuent entre deux molécules apolaires.

Une molécule apolaire a a chaque instant, un moment dipolaire instantane non nul (d0 aux
déplacements des électrons) fluctuant tres rapidement. Elle peut donc interagir avec une autre
molécule ayant un moment dipolaire instantané, ou créer un moment dipolaire induit sur une

molécule proche et interagir avec elle.

Ce sont ces forces qui expliquent la formation des phases condensées et des solutions par des
molécules apolaires (benzeéne, gaz rares, tétrachlorométhane...). Ces forces sont d’autant plus

¢élevées que la molécule est étendue et que le nombre d’électrons est important.

En effet, ’accroissement de la taille, du nombre des électrons augmente la polarisabilité des
molécules de Cl, a |5, d’ou ’accroissement de I’interaction de London, du dichlore au diiode. Par
conséquent, le dichlore est gazeux, le dibrome est liquide et le diiode est solide a la température
ambiante. Ce sont aussi de telles forces qui permettent la liquéfaction ou la solidification de gaz

tel que I'nélium ou I'argon.

Si on prend le cas d’une série homogeéne d’esters linéaires et saturés, on remarque que la
température d’ébullition augmente avec le nombre de carbone de la chaine (Figure 8). La fonction

étant la méme pour toutes ces molécules, le phénomene peut s’expliquer par les interactions de
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type London qui sont d’autant plus fortes que la chaine carbonée est longue et par conséquent que

la surface est grande (Figure 9).

Teb (K)

480 A

460 A

440 A

420 A

400 A

380 A

y = 22.60x + 258.40
R?=1.00

360

7 8 9

nb carbone

10

Figure 8 : Corrélation entre le nombre de carbone et la température (°K), pour 5 esters lineaires
saturés.
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propanoate d’éthyle butanoate d’éthyle pentanoate d’éthyle

121 139 156
(iﬂ A B0,
N &
hexanoate d’éthyle heptanoate d’éthyle
173 191

Figure 9: Surface (A% de 5 esters linéaires saturés.

Les forces de London dépendant de la surface et de la polarisabilité des molécules, il est
intéressant d’observer cet effet sur les températures de changement de phase de molécules

isomeéres et d’homologues insatureés.

Si on prend I’exemple du butanoate d’éthyle, de son isomére ramifié¢ le 2-méthylpropanoate
d’éthyle, et de I’homologue insaturé buténoate d’éthyle, on constate que la température
d’¢ébullition de I’ester linéaire (Te,=121°C) est supérieure a celle de son isomere ramifié
(Tep=110°C), et que I’homologue insaturé buténoate d’éthyle a la plus haute température

d’ébullition pour ces trois esters (Te,=142°C, Figure 10) :
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buténoate d'éthyle butanoate d'éthyle 2-méthylpropanoate d'éthyle

Figure 10: Températures d’ébullitions de trois esters : Butanoate d’éthyle (linéaire), buténoate
d’éthyle (homologue insaturé) et 2-méthylpropanoate d’éthyle (isomere ramifi€).

Les structures des composés sont représentées sur la Figure 11 et les valeurs des surfaces et

polarisabilités des trois molécules sont reportées dans le Tableau 3.

buténoate d’éthyle butanoate d’éthyle 2-méthylepropanoate d’éthyle

Figure 11 : Structures et surfaces du butanoate d’éthyle, buténoate d’éthyle (homologue insaturé)
et 2-méthylpropanoate d’éthyle (isomere ramifi¢).
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Tableau 3 : Valeurs de masse molaire, de polarisabilité et de surface calculées par le logiciel DS
Viewer Pro pour le butanoate d'éthyle le buténoate d'éthyle et le 2-méthylpropanoate d’éthyle.

Molécule Masse Molaire ~ Te, (°C)  Polarisabilité  Surface (A%
butanoate d'éthyle 116 121 4019 139
buténoate d'éthyle 114 142 4333 134
2-méthylpropanoate d’éthyle 116 110 4019 137

La différence de température d’ébullition entre le butanoate d'éthyle et le 2-methylpropanoate
d’éthyle peut s’expliquer par la différence de leurs surfaces : la surface de I’ester linéaire est plus
grande que celle de I’isomére ramifié, ce qui explique le passage en phase vapeur a une
température plus basse pour ce dernier, les interactions de type van der Waals étant liées a la
surface des molécules. Par contre, la valeur de la surface n’explique pas que le buténoate d'éthyle
ait la température d’ébullition la plus élevée alors que sa surface est la plus petite. Mais la
presence des électrons m de la double liaison en augmentant la polarisabilité permet d’améliorer
les interactions : cet ester est en effet celui pour lequel la polarisabilité est la plus élevée, alors que

la valeur est la méme pour le butanoate d'éthyle et le 2-méthylpropanoate d’éthyle.

Cet exemple rend compte des interactions de type London pour des molécules portant une méme
fonction chimique. Pour élargir a I’ensemble des interactions, on peut comparer des COmposés
linéaires saturés et issus de 4 familles chimiques (esters, cétones, aldehydes et alcools) pour 3
longueurs de chaine (6, 7 et 8 carbones) (Figure 12).

Pour chaque longueur de chaine, les esters ont la température d’€bullition la plus basse et les

alcools ont les températures d’¢ébullition les plus élevées.

Le fait que les alcools aient les températures d’ébullition les plus élevées s’explique par les

liaisons hydrogenes qu’ils peuvent mettre en jeu.
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Figure 12 : Températures d’ébullition de 12 composés linéaires saturés a 6, 7 et 8 chainons
regroupant 3 esters (butanoate d’éthyle, pentanoate d’éthyle, et hexanoate d’éthyle), 3 aldéhydes
(Hexanal, heptanal et octanal), 3 cétones (hexan-2-one, heptan-2-one et octan-2-one) et 3 alcools
(hexan-1-ol, 1-heptan-1-ol et 1-octan-1-ol).

Les températures d’ébullition des cétones et des aldéhydes sont trés proches pour une méme
longueur de chaine. Toutefois, la hiérarchie entre les aldéhydes et les cétones varie selon le
nombre de carbones de la chaine : pour les chaines a 6 et 7 carbones, les aldéhydes ont une
température d’ébullition plus élevée que celle des cétones, alors que cet ordre est inversé pour les
chaines a 8 carbones. On peut aussi remarquer que les différences entre les températures
d’¢ébullition des alcools et celles des molécules des trois autres familles diminuent avec
I’augmentation du nombre de carbones de la chaine, ce qui signifie que les interactions de van der

Waals deviennent importantes par rapport aux liaisons hydrogéne en termes de bilan énergétique.

1.1.1.2 Etat gazeux et état liquide

Nous ne présenterons pas ici les caractéristiques de 1’état solide. L’état solide correspond a des
associations intermoléculaires fortes qui ont pour conséquence une immobilisation des molécules
a des positions dans 1’espace. Les composés étudiés dans le cadre de notre travail n’étant pas
solides dans les conditions de température et de pression utilisés, nous nous intéresserons

uniquement aux états liquide et gazeux.
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Etat liquide

Le liquide a un volume propre mais pas de forme propre. En effet, I’agitation thermique n’est pas
en mesure d’écarter les molécules les unes des autres au point de supprimer totalement les
interactions intermoléculaires (cas de 1’état du gaz parfait) et il reste une cohésion qui assure un
volume défini. Mais ces interactions sont plus faibles que dans 1’état solide et ne peuvent pas
empécher les molécules de glisser les unes sur les autres : le liquide adopte donc la forme du

récipient dans lequel il se trouve.

Etat gazeux

Nous nous limiterons ici au cas des gaz parfaits, pour lesquels on considére que les molécules sont
indépendantes les unes des autres (la loi des gaz parfaits ne peut pas s’appliquer quand la pression
est importante au point que le volume des molécules n’est plus négligeable devant le volume total
occupé par le gaz). Les gaz parfaits n’ont ni forme ni volume défini, les molécules n’ayant aucune

interaction entre elles.

La loi d’Avogadro sur les gaz parfaits relie la pression (P), le volume occupé par le gaz (V), le

nombre de moles de gaz (n) et la température (T en K) :

P.V=nR.T

Changement d’état

Le passage d’un état a un autre implique la mise en jeu d’une certaine quantité d’énergie.
L’enthalpie de changement d'état, correspond a la quantité de chaleur nécessaire a un corps pour
qu'il change d'état a température et pression constantes ; l'enthalpie de vaporisation est aussi

appelée chaleur latente de vaporisation.

1.1.2 Equilibres
Dans le cadre de notre étude nous nous intéressons a 1’équilibre physico-chimique qui régit le
partage de composés d’ardme entre une phase vapeur et une matrice liquide, et rappelons ici les

principes essentiels de ces équilibres.

1.1.2.1 Définitions

Systeme
On appelle systéme ce que renferme une partie de I’espace dans laquelle se trouve la maticére
étudiée. Cette partie ou cette portion peut étre limitée par une paroi et le milieu extérieur

n’intervient que dans les échanges avec le systéme.

34



Un systéme peut étre :
Ouvert : échange de maticre et d’énergie avec le milieu extérieur.
Fermé : échange d’énergie avec le milieu extérieur.

Isolé thermiquement: pas d’échange de chaleur avec [D’extérieur (transformations

adiabatiques).

Isolé : aucun échange avec le milieu extérieur.

Equilibre
C'est I’état d'un systeme chimique dont les variables intensives (température, pression, activités
chimiques des réactifs et des produits) sont homogenes dans tout le systeme et restent constantes

au cours du temps.

Phase
On désigne par le mot phase, toute portion homogene d’un systéme, séparée des autres par une
surface définie. Un systeme homogene ne contient qu’une seule phase alors qu’un systéme

hétérogene en contient plusieurs.

Fonctions et Variables d’état
Les fonctions d'état possédent une propriété particuliére : leurs variations ne dépendent pas de la
nature de la transformation qui affecte le systéeme. Elles dépendent uniquement des états final et

initial du systéme a 1'équilibre. C’est le cas de I’énergie interne.

Les variables d’état sont des paramétres utilisés pour définir I’état (d'équilibre) d’un systéme :

pression, température, volume, quantité de matiere, etc.

Grandeurs intensives et extensives
Un systeme se caractérise par des grandeurs macroscopiques intensives et extensives.

e Grandeurs intensives
Ce sont des grandeurs qui dépendent uniquement de 1’état d’un systéme et non pas de la quantité
de matiere qui le constitue. Ces grandeurs ont la méme valeur en tout point dans le systeme, a

I’équilibre et ne sont pas additives.
On peut citer notamment, la pression, la température, la densité et la tension superficielle.

Dans un systéme non isolé, les grandeurs intensives a 1’équilibre ont les mémes valeurs que celle
du milieu extérieur. Par ailleurs, si pour un systeme a 1’équilibre les grandeurs intensives sont

forcément uniformes, il peut y avoir des systémes uniformes qui ne soient pas a I’équilibre. Aussi,
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un systéme fermé dont les variables intensives ont les mémes valeurs a ’intérieur et a 1’extérieur

peut encore évoluer s’il n’a pas atteint son équilibre chimique.

e Grandeurs extensives
Ce sont des grandeurs additives et proportionnelles a la quantité de matiére comme 1’énergie, le
volume et la quantite de matiére. Le systeme est isotherme lorsque la tempeérature est fixeée,

isobare lorsque la pression est fixée et isochore lorsque le volume est fixé.

1.1.2.2 Loi d’action de masse et activités

Cette loi a été établie en 1864 par C.Guldberg et P.Waage et rend compte par I’expression de la
constante d’équilibre du fait que les concentrations des composés de départ et des composés
finaux sont reliées par une expression dont la valeur est constante a une température et une

pression donnée :

%
Pour la réaction aA+bB cC+dD,
%

(ac ) ea - (3 Jeq

P = Gk (e ),

Pour un systeme en équilibre chimique, les réactions en sens opposes se font avec des vitesses

égales. Par conséquent, la composition du systéme ne change pas.

Les activités représentent la composition apparente et sont sans dimension.
a, = Vzn *Zn
V2n est le coefficient d’activité

Z,, est une grandeur non dimensionnée reliée a la quantité de matiere ou a la masse du constituant

n.

On peut décrire la composition du systéme par des variables différentes : la pression partielle d’un

gaz P, la molarité C, et la fraction molaire X,

Seule la fraction molaire x,, indépendante de la masse totale du mélange, est sans dimension et :

ny nombre total de moles dans le systéme
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et on peut directement relier a, et X, :

a'n=7/x,n'xn

Dans les cas ou I’on utilise une variable dimensionnée, il faut diviser par une valeur de référence

de cette grandeur.
Ainsi on peut écrire :

Cn -1
8cin =Yen C_ Co=1moll

0

Aoon =Vpn ", P°=latm

Pour les gaz, le produit 7,, - P, est appelé fugacité et Yon » le coefficient de fugacité du

constituant n ; pour les gaz parfait, 7, =1.

1.1.2.3 Variance
C’est le nombre de paramétres intensifs et indépendants qui caractérisent un état d’équilibre. En
d’autres termes, c'est le nombre maximum de parameétres que 1’on peut fixer librement sans

rompre I'équilibre.

La variance est égale a la différence entre le nombre de parametres (non indépendants) et le

nombre de relations. Elle est définie par la regle de Gibbs :

v=n+2-¢
ou:
n est le nombre de constituants indépendants : n=c-r
c est le nombre de constituants.
r est le nombre de relations particuliéres.

2 correspond a la contribution de la pression et de la température.

¢ est le nombre de phases.
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Exemple de I’équilibre liquide-vapeur d’un mélange solvant A (eau) et composé B.

410 — 410
P =1,013 bar
405 -+ 405
400 + -+ 400
vapeur
395 | + 395
< <
< 390 + 4390 &
~ = —E—XA
385 + 1 385 —— XA
liquide
380 | -+ 380
375 + L 375
34+ 1370
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Figure 13: Diagramme de phase liquide-vapeur d’un mélange binaire entre 1’eau (A) et un
composé B, a pression atmosphérigque constante (isobare).

L’équilibre (Figure 13) comprend 2 constituants et la pression est constante (P=1 atm).

A T’intérieure du domaine d’existence d’un état unique (phase liquide ou vapeur), la température
et la fraction (molaire ou massique) sont deux variables indépendantes ; fixer la valeur de I’'une ne
détermine pas la valeur de 1’autre. Dans ce cas, le systeme est formé d’une seule phase et est donc

bivariant (v=(2-0)+1-1=2).

A I’équilibre entre deux phases, le point représentant I’état du systéme se trouve entre les deux
courbes. Si la valeur de 1’'une des variables est fixée, celle de I"autre est donc automatiquement

déterminée. Il n’y a plus qu’une seule variable indépendante et le systéme est donc monovariant :

(v=(2-0)+1-2=1),
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1.1.3 Les melanges et les solutions
On désigne par le terme mélange, toute phase gazeuse, liquide ou solide contenant plus d’une
substance. Dans le cas ou I’un des constituants du mélange est un solvant, les autres constituants

sont appelés des solutés.

1.1.3.1 Composition
Les fractions molaires sont des grandeurs indépendantes de la masse totale du mélange.

Dans I’exemple d’un mélange de deux composés A et B, les fractions molaires de chacun des

deux constituants s’exprime comme suit :

Xa:L:n_a Xb :Lzl_x
n, +n, n n, +n,

a

1.1.3.2 Mélanges de gaz parfaits
Soit une enceinte renfermant trois composes A, B et C dont les quantités sont na, ng et nc. Le

volume de I’enceinte est V, elle est a la temperature T et la pression totale est P.
L’équation des gaz parfaits s’écrit donc comme sulit :

PV =(na+ng+nc) RT=nRT
Si A occupe le volume V avec la quantité np a la température T, la pression partielle P, est égale
a:

P,-V=n,-R-T

et de méme pour les autres constituants.
Si les trois constituants occupent le volume V a la méme température T :

(PatPgtPc) .V = (na+ ng + nc) . RT

P :Zn:Pi 6t P, = x,P,

i=1
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1.1.4 Potentiels chimiques

1.1.4.1 Les potentiels chimiques

Le potentiel chimique est égal a 1’enthalpie libre molaire partielle :

=G = (ﬁj
&]i T,P,niﬂ-

Prenons I’exemple d’un composé A; présent dans deux phases (vapeur et liquide).

L’expression de son potentiel chimique a température et pression données pour une quantité¢ de

matiére n, en fonction de ’activité s’écrit comme suit :

=i, +RT Ina

Hi (T ,P ,composition)
Avec :
a; . activité du constituant Ai (grandeur sans dimension).
ui°: potentiel chimique standard de A; a la température T.
1.1.5 Cas de I’équilibre liquide vapeur
Dans un systeme fermé, les molécules volatiles dissoutes dans un liquide se déplacent vers la
phase vapeur jusqu’a atteindre un équilibre thermodynamique dans des conditions de température
et pression données. A 1’équilibre, la vitesse de passage dans le sens liquide-vapeur est égale a

celle du passage dans le sens inverse, les concentrations des participants du systeme restent

constantes dans chaque phase.

Lorsqu’un composé est présent dans plusieurs phases en équilibre, son potentiel chimique est le

méme quelque soit la phase considérée. Nous pouvons alors écrire :
Hi iy = Higr pyap)
(0] (0]
Higpig T RTINSy = fii o0y +RT INGap

(0] (0]
Higpig —Higpyapy = RT Ina1'(VaIO) -RT Inai(|iq)

ai(vap)
A/uic()T,P,licH/ap) =RTIn——
Ai(iiq)

Sachant que la constante d’équilibre liquide-vapeur pour un composé i est le rapport entre son

activité dans la phase vapeur et son activité dans la phase liquide, on arrive a 1’équation suivante :

A11’4(()T,P,qu—vap) = RT |nK
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1.1.5.1 Solution infiniment diluée
Cas du soluté B : xg négligeable.

uB,T.1,%,)=nB.T.9,p,)
P

=p°(B,T,g,p°)+RTInF

La pression de vapeur saturante est K/

— H
Pe = XgYsKg
Xg tends vers 0 donc, y; tend vers 1, alors :

p
Ag = VYpXg = Ki
B

H

uB.T.1,x,)=u’(B.T,9,p°) +RT |n%

H

M(B,TJ,XB): u°(B,T,g,p°)+ RT Ini—%+ RT InygXg

wB,T 1 x,)= (B, T.1)+RT Iny,x,

wB.T.1,%x,)=p’B.T.1)+RTIna,

H

BT =B T,9,p°)+RT Inlé—%

1.1.5.2 Solutions idéales et solutions réelles : Loi de Raoult et loi de Henry

Solution ideale : loi de Raoult
La formation du mélange est athermique (AHmgiange = 0) et n’entraine pas de variation de volume,
et les interactions entre les constituants de méme nature ne sont pas différentes des interactions

entre constituants hétérogenes.
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Dans le cas d’une solution idéale, les coefficients d’activité sont égaux a 1 :

P, C
i =1 Qivap) = —~ et Qi(lig) =

P C

0

Les potentiels chimiques dans les deux phases sont donc comme sulit :

P C.
0 0 i
Higrpiy = /u(i’g'-l—’po) +RTlIn PIO et Hiitciy = :u(i,I,T,CO) +RT|n—C0
Les pressions des composés en phase vapeur suivent des lois linéaires en fonction de la

composition de la phase liquide.

Solutions réelles : Loi de Henry
La formation du mélange entraine un transfert thermique (AHmgange # 0) €t une variation de
volume. La pression au-dessus de la solution est différente des valeurs prévues par la loi de

Raoult.

Les interactions entre les molécules semblables sont différentes des interactions entre molécules

hétérogeénes.

P C,

7 <1 Qvap) = Vi et Aiiky = Vi C_I
p 0

Les potentiels chimiques dans les deux phases sont donc comme suit :

Pi G
HigT.pi)y = ﬂg,g,T,p% +RTIny; F et Miitciy = ﬂ8,|,T,c°) +RTIny, co

Il'y a deux possibilités :

e Ecart négatif par rapport a la loi de Raoult : la pression partielle de chacun des composés
dans la phase vapeur en équilibre avec le mélange liquide est inférieure aux valeurs

prévues par la loi de Raoult (Figure 14).

Ceci traduit une meilleure cohésion entre les molécules dans la phase liquide du mélange

que pour chacun des composés purs, defavorisant le passage en phase vapeur.

42



T=cst

P (mm Hg) P (mm Hg)
400 - 400
350 + 350

300

t 250 ====lll===PCHCI3 (mm Hg)
= = =P CHCI3 Raoult

t 200 e pacetone (mma Hg)
= = =P gcetone Raoult

- 150 =—piotale

+ 100

+ 50

acétone CHCl,4

Figure 14: Valeurs des pressions au dessus d’un mélange acétone-chloroforme en fonction de sa
composition.

e Ecart positif par rapport a la loi de Raoult : la pression partielle de chacun des composés
dans la phase vapeur en équilibre avec le mélange liquide est supérieure aux valeurs

prévues par la loi de Raoult (Figure 15).

Dans ce cas, il y a une moins bonne cohésion entre les molécules dans la phase liquide
qu’entre les molécules de chacun des deux liquides purs, favorisant ainsi le passage en

phase vapeur.
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Figure 15: Valeurs des pressions au dessus d’un mélange eau-propanol en fonction de sa
composition.

1.1.5.3 Expression de la constante d’équilibre
Appliquons maintenant ces régles a 1’étude des composés volatils que sont les molécules
odorantes. K (loi d’action de masses) est une constante thermodynamique dont la valeur indique

le sens de déplacement de 1’équilibre libération/rétention des composés d’arome.

Elle est égale au rapport d’activité entre les deux phases.

Klib = E

Ay

La concentration dans la matrice liquide des composés d’aréme étudiés est d’environ 10 mol/l.
On peut considérer que le systeme qui en résulte est constitu¢ d’une phase liquide diluée se
comportant comme une solution idéale (coefficients d’activité égaux a 1) en équilibre avec une
phase gazeuse dont les constituants sont assimilables & des gaz parfait. Dans ces conditions les
activités d’un composés dans les phases liquide et vapeur sont respectivement assimilables a la
concentration du composé dans la phase liquide ramenée a la concentration de référence Co=1 mol
I et & la pression partielle du composé ramenée & la pression de référence P°=1atm : a=C/C, et
ac=Pg/P°.
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La constante d’équilibre peut donc s’écrire :

P/P°

(Co=1mol.I" et P’ = 1 atm)
Cu/Co

lib =

La phase vapeur étant considérée gaz parfait, et I’équilibre étant isochore V=cste, donc n/V=Cg :
P=nVRT - P=CscRT
R = 0,083145 atm-l-mol*-K™*
Le coefficient de partage apparait avec la relation suivante :

K”b:C—G-RT-C—g
Cwm P

Les termes Cy et P° étant égaux a 1, I’expression de la constante de libération devient :

K“b:&-R-T
C

M

Cette constante d’équilibre renseigne sur le sens de déplacement de I’équilibre rétention/libération

de la fagon suivante :

Kiib

\Y

1, I’équilibre est déplacé dans le sens de la libération en phase vapeur.

Kiib

N

1, I’équilibre est déplacé dans le sens de la rétention dans le liquide.

Kip = 1, méme activité dans les deux phases.

Déplacement de I’équilibre liquide-vapeur

e Pression de vapeur saturante
Si I’on introduit un corps liquide a la température T dans un récipient dont il fait le dixiéme en
volume, toutes les molécules n’auront pas la méme énergie de translation. Certaines auront une
énergie cinétique supérieure a 1’énergie de cohésion due aux forces intermoléculaires. Ainsi, elles

peuvent s’échapper du liquide si elles s’approchent de la surface.

Une phase vapeur est alors créée dans I’espace initialement vide situé¢ au dessus de la phase

liquide.

Le systeme atteint un équilibre dynamique lorsqu’a une température donnée, le nombre de

molécules qui quittent la phase liquide est égal au nombre de molécules qui y rentrent.
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La pression au dessus du liquide qui caractérise cet équilibre est appelée pression de vapeur

saturante.

¢ Influence de la nature de la substance sur la pression de vapeur saturante
A une température donnée, la pression de vapeur saturante dépend de la nature du composé
liquide car les forces intermoléculaires résultent de la structure de la molécule : plus les forces
intermoléculaires sont importantes dans le liquide et plus la température a laquelle la pression de

vapeur saturante réalisée est élevée.

Si on introduit une substance pure dans un cylindre fermé par un piston mobile avec paroi
diathermane (qui laisse passer la chaleur), et si on augmente la pression en diminuant le volume
du systeme a température fixe, le nombre de chocs de molécules gazeuses augmente par unité de
temps. Cette perturbation ainsi créée va favoriser le passage de molécules gazeuses dans la phase
liquide. Le systéme évoluera donc dans le sens gaz — liquide. La pression est alors ramenée a la
valeur initiale (pression de vapeur saturante) pour laquelle les deux vitesses de passages des
molécules d’une phase a une autre sont égales, ¢’est-a-dire, le rétablissement de 1’équilibre. Lors
de la transformation, il y a un dégagement de chaleur vers I’extérieur car il y a une diminution de
I’énergie potentielle des molécules quand elles se rapprochent du fait des forces d’interaction

intermoléculaires.

En revanche, si on augmente la température en fournissant de la chaleur tout en restant a pression
constante, 1’énergie de translation des molécules qu’elles soient gazeuses ou liquides augmente et
le systeme évolue cette fois dans le sens liquide — gaz. Ainsi, pour maintenir la température

constante, le systéme tend a absorber 1’énergie fournie sous forme de chaleur.

Donc, lorsqu’on introduit, a pression atmosphérique, dans un récipient fermé et de volume
constant une certaine quantité d’un liquide contenant un soluté volatil « X », en maintenant une
température constante, 1’équilibre va s’établir par passage des molécules volatiles dans la phase
vapeur jusqu’a ce que la pression partielle atteigne la valeur de pression de vapeur saturante
Px=Xivap-Px-sat- (Xivap fraction molaire dans la phase vapeur du composé X, px.a : pression de
vapeur saturante du composé pur). L’équilibre étant isochore et isotherme, la pression va donc
augmenter dans la phase vapeur. Toutefois, si les molécules X sont trés diluées dans la phase
liquide, cette augmentation sera négligeable devant la pression totale initiale, et on peut considérer

que la pression totale dans la phase vapeur reste égale a la pression atmosphérique.
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1.2 Gel laitier : yaourt

La matrice alimentaire modele que nous avons retenue pour notre étude est un gel laitier sans
maticre grasse. Dans les yaourt du commerce, 1’absence de matiére grasse peut étre compensée
par 1’ajout de pectine LM (low methoxy) : ce polysaccharide est traditionnellement utilisé dans le
secteur des produits laitiers comme les yaourts et les cremes dessert pour re-texturer les produits a
0% MG.

Nous présentons ci-dessous tout d’abord les caractéristiques générales des gels laitiers obtenus par
voie fermentaire ou par voie chimique. Puis nous présentons une synthése non exhaustive sur
I’effet de la nature des ingrédients de matrices alimentaires sur la libération/rétention des

composés d’arome.

1.2.1 Définition

« La dénomination yaourt, ou yoghourt, est réservée au lait fermenté obtenu, selon les usages
loyaux et constants, par le développement des seules bactéries lactiques, Lactobacillus bulgaricus
et Streptococcus thermophilus, qui doivent étre ensemencées simultanément et se trouver vivantes
dans le produit mis en vente. La quantité d’acide lactique libre ne doit pas étre inférieure a 0,8

9/100g lors de la vente au consommateur » (Codex alimentarius — norme A-11 (a) 1975).

On distingue deux types de yaourts : les yaourts fermes (traditionnels) et les yaourts a caillé

brassé.

1.2.1.1 Lesyaourts fermes (traditionnels)
Ils sont obtenus par une fermentation qui a lieu directement dans les pots de conditionnement. Ces
yaourts sont généralement natures, sucrés, ou aromatises. Pour les yaourts fermes aromatisés,

I’arébme est introduit dans le pot de conditionnement avec le lait et le ferment.

1.2.1.2 Lesyaourts a caillé brassé

Aprés la fermentation en cuve, le caillé est brassé. Ce brassage se réalise soit par agitation
mécanique (agitateur a hélice), soit par lamellation (passage du gel a travers un filtre) ou encore
par homogénéisation sous pression. Ce sont des yaourts qui sont généralement natures, a la pulpe

de fruits, ou contenant des morceaux de fruits.

Dans le cas des yaourts brassés sans matiere grasse, les agents de texture sont incorporés par
I’intermédiaire de préparations de fruit aromatisées. Ainsi, la préparation de fruit et le yaourt sont

mélangés ensemble.
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1.2.2 Composition et structure des protéines laitieres

Les protéines contenues dans le lait sont : les caséines (a-S1, a-S2, B, y et k) et les protéines du
lactosérum, WP (Whey Proteins) formées par les a-lactalbumine, B-lactoglobuline, sérum
albumine bovine, (BSA: Bovin Serum Albumin), immunoglobulines (A, D, E, G et M),

lactoferrine et protéose peptone.

Le yaourt est obtenu en acidifiant du lait par ’activité fermentaire de bactéries lactiques. Au
niveau moléculaire, le yaourt se présente comme un agglomérat de protéines emprisonnant de
I’eau. Le lait contient deux grands types de protéines : les caseines qui sont en suspension et les
albumines solubles qui sont présentes dans le lactosérum. La nature et la quantité des protéines

contenues dans le lait sont déterminantes dans la formation du yaourt (3).

1.2.3 Gélification du lait par voie acide

1.2.3.1 Voie fermentaire

La fermentation du lactose du lait par les bactéries lactiques engendre la production d’acide
lactique qui diminue ainsi le pH du milieu. Initialement le pH du lait se trouve entre 6,6 a 6,8 et il
y a un équilibre entre les forces de répulsion et d’attraction entre micelles de caséines. Ces forces
doivent leur existence en partie a la charge négative des caséines, et empéchent leur agrégation et
les maintient en suspension. Pendant la fermentation, le pH du lait diminue jusqu’a atteindre le pH
isoélectrique des micelles de caséines (pH isoélectrique = 4,6), qui vont s’agréger entre elles en

emprisonnant de I’eau. Le réseau protéique du yaourt est alors formé.

1.2.3.2 Voie chimique

La gelification par glucono-delta-lactone (GDL) permet d’obtenir un gel laitier dont la structure
est comparable a celle d’un yaourt obtenu par voie fermentaire. L’hydrolyse lente de la GDL qui
provoque la libération d’acide gluconique engendre une diminution progressive du pH. La
cinétique d’acidification est par ailleurs comparable a celle engendrer par la production d’acide
lactigue au cours de la fermentation du lactose du lait par les bactéries. Cette
« gélification chimique » présente 1’avantage de ne pas engendrée de composés volatils, et
d’hexopolysaccharides bactériens contrairement a la fermentation bactérienne (4). De plus la

gélification par GDL est plus répétable et la structure du gel obtenu est plus homogeéne (5).

1.2.4 Yaourt sans matiére grasse

Les propriétés physico-chimiques d’un yaourt sans matiére grasse sont trés influencées par la
teneur et le rapport entre protéines du lactosérum et les caséines. D’aprés Aguilera et Kinsella
(1991) (6) le réseau de protéines sans matiére grasse forme une structure en « collier de perles »

de micelles de caséines. Modler et Kalab (1983) (7) ont montré que les gels de lait acidifié sans
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matiere grasse ayant un taux plus important de protéines de lactosérum étaient plus tendres et
sujets a la synérése par rapport a ceux obtenus avec une teneur plus forte en casé€ines. La
formation du réseau protéique dans un yaourt sans matiére grasse est conditionnée par une bonne

gélification qui requiert la présence d’une quantité minimale de caséines.

1.2.5 Substitution des matieres grasses par des épaississants
Plusieurs types de polysaccharides sont utilisés pour substituer la matiere grasse dans les gels

laitiers dits maigres : amidon, carraghénane et pectine pour les principaux.

1.2.6 Interactions protéines laitieres/polysaccharides
L’introduction d’agents de texture pour substituer la matiére grasse, entraine des phénomeénes
d’interaction-floculation avec les protéines laitiéres a 1’origine d’un renforcement du réseau. Il est

également observé un phénomene déplétion-floculation a 1’origine d’une séparation de phase.

Lorsque des polysaccharides sont mis en contact de protéines laitieres dans un milieu aqueux,

trois comportements peuvent étre observes (8, 9):
- Une incompatibilité : elle provoque une séparation de phase,

- Une co-solubilité : répartition des protéines et des polysaccharides de maniere homogeéene dans le

produit sans qu’ils n’interagissent.

- Une association/agrégation : interaction entre les protéines et les polysaccharides, rendue
possible par les conditions physico-chimiques du milieu. Ces interactions peuvent é&tre
associatives ou ségrégatives selon que I’enthalpie soit plus favorable (associatives) ou moins

favorable (ségrégatives) que les interactions homotypiques (10).

Les interactions associatives se produisent notamment par des interactions électrostatiques entre
les polyanions ou les polycations et peuvent conduire a une précipitation ou a la formation de
réseaux de gels ou a des complexes solubles. Cela dépend de certains facteurs comme

I’environnement ionique ou la concentration absolue ou relative des deux polymeres.

Les interactions ségrégatives sont plus communes. A de fortes concentrations, elles peuvent
conduire a une séparation en deux phases co-existantes ou chacun des deux polymeres est confiné

dans une phase.

Pour avoir un apercu des interactions entre protéines laitieres et polysaccharides, nous avons fait
une synthese qui répertorie les études de la littérature par polysaccharide en choisissant les plus
utilisés, a savoir ’amidon, les carraghénanes et la pectine. Nous allons tout d’abord présenter une

breve description des structures des différents acteurs de ces interactions.
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1.2.6.1 Protéines

Albumine sérigue bovine

Les albumines (du latin albus, blanc) sont des protéines solubles dans I'eau pure, moins dans I'eau
salée. Leur poids moléculaire est d'environ 65000 g/mol, elles sont composées d'environ 580
acides aminés et ne contiennent pas de glucides et coagulent aux alentours de 70 °C. La

lactalbumine est une protéine du lait qui fait partie des albumines.

Caséines
Les caséines sont les protéines majeures du lait. Leur structure primaire est connue pour la plupart

des variants génétiques de k-caséines, et les plus représentées dans le lait sont les caséines al, a2,
B, vy et k (ou kappa).

Toutes les caséines présentent un caractére similaire amphiphile, la chaine polypeptidique pliée
avec les chaines latérales polaires enfouies a l'intérieur. L'une des plus étudiées est la caséine
kappa, qui permet le maintien a I'état liquide du lait grace a la formation de micelles. La
dénaturation de cette protéine par acidification entraine une déstructuration des micelles : le lait

caille en rejetant de I'eau et formant un gel.

p-lactoglobuline

Parmi les différentes protéines dans les aliments, la B-lactoglobuline est I'une des protéines du lait
les mieux caractérisée et étudiée. La p-lactoglobuline appartient a la super-famille des
lipocalines(11). La structure commune des lipocalines est connue depuis plusieurs années(12). La
chaine est repliée en 8 feuillets  antiparalleles, formant un tonneau f qui constitue le ceeur de la

protéine, flanqué d’une hélice o a trois tours.

1.2.6.2 Polyosides

Carraghénanes
Les carraghénanes sont de grandes molécules hautement flexibles qui s'enroulent en formant des

structures hélicoidales. Il existe trois sortes de carraghénanes :

e les k-carraghénanes, qui donnent des gels forts et rigides avec les ions potassium, et qui

interagissent avec des protéines de lait,
e les i-carraghénanes, qui donnent des gels faibles avec les ions calcium,

e les A-carraghénanes, qui ne gélifient pas et sont utilisés pour épaissir les produits laitiers.
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Amidons

L’amidon provient des organes de réserves de nombreuses plantes comme les graines de céréale
(mai's et blé), les racines, les tubercules et les rhizomes (pomme de terre et manioc), ainsi que les
fruits. C’est un mélange de deux polysaccharides : I’amylose et I’amylopectine, qui sont tous les
deux des enchainements de D-glucose en o (1-4). Le ratio entre I'amylose et I'amylopectine

dépend de I’origine végétale de 1'amidon.

L’amylopectine est une molécule ramifiée en o (1-6) de masse molaire importante (1 000 000 a
100 000 000 Dalton) avec de longues branches.

L’amylose est peu ramifié avec de courtes branches, sa masse molaire est plus faible, comprise
entre 10 000 et 1 000 000 Dalton. L'amylose n'est pas linéaire mais organisé en hélice a, chaque
tour étant composé de 8 résidus de sucre. L’amylose peut établir des liaisons fortes avec de petites
molécules par formation de complexes. Lorsque 1’amylose ne forme pas de complexe, il est sous

la forme de double hélice (type-B) (13).

Pectines

Les pectines sont des polyméres de polysaccharides acides et sont composées d'une chaine
principale d'acide uronique entre lesquels s'intercalent des molécules de rhamnoses. Ce type de
liaison entre les molécules d'acide uronique et de rhamnose forme des coudes et la macromolécule
de pectine ressemble a un zig-zag. Il existe de plus des ramifications au niveau des acides
uroniques comme au niveau du rhamnose par des molécules telles que galactane, arabinane etc.),
et cet agencement donne des propriétés particulieres aux pectines. Les pectines sont donc des

molécules complexes et I'on doit plutdt parler « des pectines » que de « la pectine ».

Les fonctions carboxyles que possédent les molécules d'acide uroniques conférent aux pectines la
capacité d'échanger des ions. Ces fonctions acides peuvent étre estérifiées et selon la proportion
de monomeéres méthylés ou non, la chaine est plus ou moins acide. Une forte proportion de
fonction carboxyle dans un pH alcalin favorise la cohésion des molécules de pectines entre-elles.
Des chaines peuvent ainsi se lier et les pectines forment alors un gel. De méme qu'une

augmentation de la méthylation couplée a une forte acidité favorise le relachement de la pectine.

1.2.6.3 Interactions protéines laitieres et amidon

Selon Verbeken (2006)(14), il n’y a pas d’interaction entre 1’amidon et les protéines laiticre.
Cependant, par effet d’exclusion, la présence de I’amidon favorise la gélification d’autres agents
texturant en accentuant leur concentration car 1’amidon favorise la diminution de la synéerése en

emprisonnant 1’eau dans ses granules (14, 15).
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1.2.6.4 Interactions protéines laitieres et carraghénanes

Les carraghénanes sont des polysaccharides linéaires extraits d’algues rouges et constitués de plus
de 1000 résidus de molécule de galactose plus ou moins substitués. La chaine est formée de sous-
unités de carrabioses qui sont constitués de deux galactoses liés par une liaison B (1-4). Ces sous-
unités sont liées entre elles par des liaisons a (1-3). Par ailleurs, les galactoses peuvent étre
porteurs de groupes sulfates donnant aux carraghénanes un caractere acide. Selon le nombre de
groupes sulfates, on distingue trois types de carraghénane : A, 1 et k carraghénane, respectivement

avec un, deux et trois groupes sulfates (16).

Les groupes sulfates donnent plus de sensibilité vis-a-vis de la structure et des groupes
fonctionnels des petites molécules telles que les composés d’ardme et des macromolécules dont

les protéines (17).

Les carraghénanes peuvent s’associer avec les protéines laitieres comme les caséines (14, 15, 18-
20) ou les protéines du lactosérum (WP) (21, 22).

Selon Weinbreck et al. (22) I’association des carraghénanes avec les WP est rendue possible par
des interactions électrostatiques. Elle se manifeste par la présence de complexes solubles ou
insolubles dont la formation dépend de plusieurs paramétres tels que le pH, la force ionique et la

stoechiométrie.

La nature de ces interactions a d’ailleurs été proposées par Galazka (1999) (23, 24) et par Baeza
(2002) (21), respectivement pour la BSA et la B-lactoglobuline. Harrington (2009) (10) montrant
que I’association des k-carraghénanes avec les protéines isolées du sérum du lait (WPI) est due a
la gélification réversible des k-carraghénanes dans les pores du réseau des WPI conduisant & une

structure continue de co-gel.

Verbeken (2006) (14), a mis en évidence 1’association entre les carraghénanes et les micelles de
k-caséine par le biais d’interactions ¢lectrostatiques entre les charges négatives des groupes
sulfates des carraghénanes et la région des x-caséines chargée positivement (15, 18, 19). Cela est
d’autant plus vrai pour les 1-carraghénanes qui ont de plus hauts degrés of sulfatation et de densité
de charge que les k-carraghénanes (20). Selon Verbeken et al. (14), ces interactions ont pour
impact de diminuer la concentration de carraghénanes nécessaires a la gélification et d’augmenter

la force ainsi que les modules élastique et complexe du gel.

D’autres auteurs (25, 26) proposent une autre théorie selon laquelle, 1’association entre les
carraghénanes et les caséines se fait grace a la formation d’un gel faible de k-carraghénane qui

emprisonne les micelles de caséines.
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1.2.6.5 Interactions proteéines laitieres et pectines
Nous présentons plus particulierement les pectines car c’est ce texturant que nous avons retenu
pour la suite de notre étude sur la base de résultats montrant son rdle particulier dans la rétention

de certains composés d’arome (2, 27).

Les pectines proviennent majoritairement de 1’écorce de citron ou du marc de pomme (28, 29).
Elles sont formées par un enchainement d’acide galacturonique lié en o(1-4) et possedent un
poids moléculaire moyen de 1.10° daltons. Des molécules de rhamnose viennent aléatoirement

s’intercaler entre les chalnons d’acide galacturonique.

Les pectines sont caractérisées par leur degré d’estérification (DE) qui augmente avec le taux de

fonction méthoxyle (O-CHj).

On peut alors distinguer trois types de pectines : hautement méthoxylées (DE > 50 = HM pour
High Methoxy Pectin), faiblement méthoxylées (DE < 50 = LMP pour Low Methoxy Pectin) et
faiblement méthoxylées et faiblement amidées (LMA pour Low Amidated et low methoxyl
Pectin).

La transformation de la pectine HM en pectine LM est possible par voie enzymatique en utilisant

des méthylesterases (30).

Pour obtenir un gel, toutes les pectines doivent subir un traitement thermique dans un milieu
aqueux. La gélification de ces pectines se produit pendant I’étape de refroidissement. Les gels de

pectine LM sont thermoréversibles contrairement aux gels de pectine HM.

Plusieurs facteurs peuvent déterminer la gélification des pectines : pH, DE, DA, sucres, calcium et
autres solutés (31). Les pectines HM gélifient en présence d’une forte concentration en sucres
(obtention d’une matiere seche ¢élevée) et d’un pH < 3,5. La présence d’une faible proportion
d’eau favorise les interactions hydrophobes et le pH acide permet de protoner les groupements
COO" des acides galacturoniques. Ces deux facteurs favorisent I’association des chaines de

pectines qui peuvent former un gel.

Les pectines LM gélifient en présence de calcium a un pH faible pouvant varier de 3,5 et 4,5. Les

ions divalents sont piégés entre les chaines de pectines conduisant ainsi a la formation d’un gel.

Les pectines LMA gélifient selon le méme processus que pour les pectines LM, mais a une
température plus élevée. L’amidation des chainons d’acides galacturoniques facilite le controle de

la geélification en présence de calcium.

Plusieurs travaux ont mis en évidence 1’existence d’interactions entre la pectine et les protéines

laitieres (32-34). Ye (2008) (35) a expliqué la formation de complexes entre les protéines laitiéres
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et la pectine par des interactions électrostatiques. Ces complexes peuvent étres solubles ou
conduire a une séparation de phase. Par ailleurs d’aprés Zaleska (2000) (36), des interactions de
type liaison hydrogene entre le groupe OH de la fonction carboxyle de la pectine et le groupe NH

des protéines seraient a 1’origine de la formation de ces complexes.

Parmi les protéines laitieres impliquées dans les interactions avec les pectines, les plus souvent
citées sont les protéines du sérum du lait (whey proteins, WP) (37-39), mais les casé€ines
interagissent également (40). Le pH, la température et la force ionique jouent un réle important

dans la stabilité des complexes formés (41, 42).

Matia-Merino, Lau et al. (2004) (43) ont étudié I’impact de la pectine LMA sur des gels de
caseines en présence ou en absence de calcium. Les gels ont été obtenus par acidification
chimique avec la GDL. L’analyse du module élastique (G’) effectuée pendant la gélification
montre qu’en absence de Ca?*, le temps de gélification diminue pour des concentrations en LMA
< 0,05% (m:m) et la gélification est inhibée pour des concentrations en LMA > 0,8% (m:m).
Ainsi, I’ajout de Ca*" dans le milieu, modifie les mécanismes de gélification et augmente la
fermeté des gels. Par conséquent, la présence de calcium est déterminante dans les interactions

caseinates-LMA.
Les pectines LMA peuvent donc se lier aux caséines et consolider la structure des gels laitiers.

La stabilité du gel dépend de trois facteurs : le pH, la teneur en pectine LMA et la quantité de

calcium présente.

Les interactions avec les caséines sont de nature électrostatique (44). Les interactions avec les WP
peuvent avoir lieu avant le traitement thermique (45) et la pectine a pour effet de réduire le poids
moléculaire des agrégats de WP.

Ayant un nombre de carboxyles plus important, la pectine LM peut former des complexes avec la
B-lactoglobuline (46), notamment avec la zone d’acides aminés 76-83, 132-148, 41-60, et 1-14
(47). La nature des interactions mises en jeux serait électrostatique (48, 49) ou de type liaison
hydrogéne (49).

La pectine peut egalement former des complexes avec la BSA en mettant en jeu de fortes
interactions électrostatiques (50).
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1.3 Effet de la nature des ingrédients sur la libération/rétention des
composés d’arome

Les différentes classes d’ingrédients entrant dans la composition des aliments ont été étudiées vis-
a-vis de leur capacité a interagir avec les composés d’ardme afin de comprendre 1’impact de ces

derniers sur la perception de la flaveur des aliments.

Dans le secteur des produits laitiers, les principaux ingrédients entrant en jeu sont d’une part les
constituants du lait : ’eau, les protéines (caséines et lactoglobulines), les triglycérides, et d’autre
part les différents ingrédients et additifs utilisés pour sucrer, aromatiser, colorer et texturer les
produits. Nous présentons ci-dessous les effets des constituants du modéle d’aliment utilisé pour
notre étude a savoir : un gel laitier sans matiere grasse, additionné de texturant comme substituant

a la matiére grasse.

1.3.1 Interaction protéines / composés d’arome

La complexité de la structure des protéines est telle que celles-ci peuvent mettre en jeu différents
types d’interactions qui dépendent des conditions du milieu (pH, température, force ionique, etc.)
(51, 52). L’intensité de ces interactions dépend de 1’état conformationnel de la protéine,

conditionné par le milieu et par la nature du composé d’aréme (53).

Dans la plupart des cas, les interactions entre les protéines et les composés d’ardme sont
réversibles, ce sont de type hydrophobe ou des liaisons hydrogénes (54). Cependant, il existe
également des interactions irréversibles car covalentes notamment entre les aldéhydes et les
résidus NH disponibles. Ainsi la fixation non réversible du (E) hex-2-énal sur des protéines

laitiéres a été mise en évidence (55, 56).

Parmi les protéines étudiées en milieu modele, les protéines laitieres : caséines, caséinates, BSA
et, lactoglobulines ont fait I’objet de nombreux travaux. Ces travaux ont révélé que les protéines
du lactosérum, et en particulier la B-lactoglobuline (54, 57), jouent un rdle plus important vis-a-vis

de la libération la flaveur que les caséines (58).
Les études reportées dans la littérature ont traité la question de deux maniéres :

La premicre consiste a prendre en compte I’effet de toutes les protéines laitieres comme dans les
travaux de Meynier (2004) (55) cités ci-dessus ainsi que ceux de Kuhn (2008) (59) et ceux de
Hansen (1997) (60).

Kuhn (2008) a remarqué que la liaison entre des protéines du lactosérum (WPI : Whey Proteins
Isolated) avec certains composés d’ardme (2-nonanone, 1-nonanal et trans-2-nonenal) diminuent
dans ’ordre trans-2-nonenal > 1-nonanal > 2-nonanone. Selon ’auteur, la différence de liaison

peut s’expliquer par des interactions hydrophobes avec la 2-nonanone et par des liaisons
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covalentes avec le 1-nonanal, et surtout avec trans-2-nonenal. Il a également montré que 1’action
de la température ou de la pression sur les WP fait que les interactions de type hydrophobe (avec

la cétone) s’affaiblissent alors que les liaisons covalentes se renforcent.

Selon Kopjar et al (2010) (61), la rétention des composés d’aréme dans les yaourts contenant des
lipides et des protéines induisent une plus grande rétention des composés d’ardme que dans des
gels modeles. Hansen (1997) (60) a montré que les protéines laitiéres provoquent la diminution de
I’intensité pergue pour la vanilline, le benzaldéhyde et le D-limonene. Il a également montré que
la rétention des méthyl-cétones avec les protéines laitieres est inversement proportionnelle a la

taille du ligand.

La seconde maniéere de traiter la question met 1’accent sur une protéine donnée. Afin de
développer cette partie, les travaux de la littérature concernant les protéines les plus importantes

(B-lactoglobuline, caséine et albumine sérique bovine) seront abordés separément.

1.3.1.1 L’Albumine sérique bovine
L albumine sérique bovine (bovine serum albumin, BSA) se lie aux composés carbonylés avec
une grande affinité induisant un changement conformationnel pour cette protéine (62). La

réduction chimique des ponts disulfure réduit 1’affinité pour les composés carbonylés.

Selon Guichard (2006) (54), la BSA et les protéines de soja interagissent de la méme fagon avec
les composés d’ardme. Contrairement a la B-lactoglobuline, les interactions qu’elles mettent en

jeu sont faibles et non spécifiques, et elles ne dépendent pas du pH et de la température.

Damodaram (1980) (62) a montré que I’affinité des cétones pour la BSA diminue avec la
longueur de la chaine carbonée et que la température n’a pas d’influence significative sur les

liaisons. Il en a donc conclu que les liaisons sont de nature hydrophobe.

Le nonanal a plus d’affinité avec la BSA que la 2-nonanone car pour cette derniére, la position de
la fonction carbonyle fait apparaitre une gene stérique qui atténue les interactions hydrophobes
(62). Selon I’auteur, la BSA aurait entre 5 sites de liaison avec la 2-heptanone et 6 sites de liaison
avec la 2-nonanone. L’addition de la 2-nonanone conduit a une conformation ou les sites

hydrophobes de replient vers I’intérieur de la protéine.

L’existence d’interactions entre la 2-nonanone et la BSA dans une solution a été confirmée par
Kuhn 2007 (58) dans une solution de protéines isolées du lactosérum (WPI). La BSA peut
¢galement mettre en jeu des liaisons covalentes. En effet, La vanilline se lie d’une facon covalente
avec la BSA native par deux sites de liaison (63). Par ailleurs, la dénaturation de la BSA par voie

acide et thermique agit négativement sur la liaison entre la vanilline et la BSA.
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Tan et Siebert 2008 (64) ont étudié les interactions entre la BSA et les composés d’ardme de 4
classes chimiques (alcools, esters, aldéhydes, et cétones) en solution aqueuse. Les résultats
obtenus indiquent des comportements différents selon la famille chimique des composeés
d’aréme : les alcools ne se lient pas d’une fagon significative a la BSA, les interactions avec les
esters sont d’autant plus fortes que le nombre de carbone et la température d’ébullition sont
importants. La rétention des aldéhydes augmente avec le nombre de carbone et la température
d’ébullition. La rétention des cétones augmente avec le nombre de carbone, la longueur de la

chaine carbonée et le degré de ramification.

1.3.1.2 Les Caséines

Bien que les interactions entre protéines laitiéres et composés d’aréme soient souvent attribué aux
protéines du lactosérum, certains auteurs mentionnent que les caséines ont plus d’impact sur la
libération de certains composés d’ardme comme c’est le cas avec la vanilline (65). Par ailleurs,
d’aprés Le Thanh (1992) (52), la rétention des composés d’aréme (acétone, acétate d’éthyle,
diacétyle, 2-propanol, n-hexanol et benzaldehyde) par les caseines est plus importante
comparativement aux oses et polyosides tels que le glucose, les maltodextrines, les
beta-cyclodextrines et 1’amidon. L’auteur suppose I’existence de liaisons hydrogéne entre les
polyosides, les molécules d’eau et les composés d’ardme, ainsi que 1’existence d’interactions

hydrophobes en présence des caséines.

Les travaux de Fares (1998) (66) confirment I’existence d’interactions avec le benzaldehyde, le
diacetyle, le 2-propanol, 1’acétone et I’acétate d’éthyle en suggérant que les interactions avec ces

deux derniers composés sont des liaisons hydrogene.

Landy et al. (1995) (67) ont mis en evidence que la rétention des esters homologues (acétate,
butanoate et hexanoate d’éthyle) dans une solution aqueuse de caséinate de sodium, augmente
avec le nombre de carbone. De plus, pour ces esters homologues et pour le diacétyle, la rétention
augmente avec la concentration en caséine. Ces auteurs en deduisent que les interactions
hydrophobes sont a 1’origine de la rétention des esters de séries homogenes par les caséinates (67).
Par ailleurs, étant donné que la chaine polypeptidique des caséines est disposée en micelles
renfermant la partie apolaire, certains auteurs avancent que 1’association des caséines avec les

petites molécules hydrophobes serait régie par un mécanisme d’inclusion (68, 69).

Les travaux de Saint-Eve, 2006 font également apparaitre 1’effet de rétention des composés
d’aréme par des caséines. En effet, 1’étude sur la libération de I’arome fraise menée sur des
yaourts fait état d’une diminution de la note fruitée avec une augmentation de la teneur en caséine

(70, 71). Les mesures physicochimiques, en accord avec les tests sensoriels, ont montré une plus
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grande rétention de la plus part des composés de 1’arome fraise dans les yaourts a fort taux de

caséine.

1.3.1.3 La p-lactoglobuline

Parmi les protéines alimentaires, la B-lactoglobuline est la plus largement étudiée concernant les
interactions protéine-ardme et la libération en relation avec la perception de la flaveur, impliquant
les interactions de type hydrophobe et les liaisons hydrogene (54). Cette protéine interagit avec
plusieurs composés d’ardme tels que les aldéhydes, les cétones, les ionones et les esters. 1l a été
démontré que dans la méme classe chimique de composé d’arome, 1’affinité pour la BLG

augmente avec la longueur de la chaine carbonée exceptée pour les terpenes (54, 57, 72, 73).

Le modélisation moléculaire 3D-QSAR a suggeéré ’existence de plusieurs types de liaison en
confirmant la présence d’au moins deux modes de liaison (74) mettant en avant le réle des liaisons

hydrogenes.

Des travaux récents ont permis de préciser la « spécificité » de deux sites d’interactions sur la
B-lactoglobuline vis a vis des composés d’arome (75). Il a été montré que le site interne est
favorable pour les composés de forme allongée et que le site externe peut interagir aussi bien avec
des composés de forme compacte, qu’avec des composés de forme allongée capables de se replier

pour adopter une forme plus compacte (76).

Les résultats obtenus par Reiners et al (72) montrent que la B-lactoglobuline a plus d’affinité avec
les terpenes et les phénols, suivis des pyrazines et de loin par les furanes suggerant une faible
affinité pour ces derniers. Ceux de Pelletier et al (77) sur les esters montrent que 1’affinité
augmente avec le nombre de carbone. Ces résultats sont en accord avec ceux de Sostmann et al
(73) qui a trouvé que les meilleurs ligands pour cette protéines sont la f-ionone (Kb= 19143)
suivie de I’a-ionone (Kb= 13456). Tavel et al confirme la forte affinité de la B-lactoglobuline pour
la B-ionone (78) et constate également une grande affinité pour le guaiacol. Ces deux ligands ont
montré une plus grande rétention par la B-lactoglobuline partiellement dénaturée (chauffée) que
par la B-lactoglobuline native (78). La structure moins fermement empaquetée de la protéine
chauffée favorise la liaison avec les ligands, particulierement avec la cavité centrale qui devient
plus accessible par le chauffage qui induit le changement conformationnel favorable a I’acces des

ligands.

1.3.2 Interactions polysaccharides / composés d’arome
L’addition de certains polysaccharides en solution aqueuse peut réduire significativement la
libération de composés d’ardme, mais cet effet peut étre différent dans les milieux complexes

gélifiés comme les yaourts.
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Dans un systéme simple, la mise en évidence d’une concentration limite en polysaccharides dans
la solution & partir de laquelle la structure de la solution change a été bien décrite dans des gels de
guar (79). En deca de la concentration C* en gomme guar, aucun impact sur la libération des
composés d’ardbme n’est mis en évidence, par contre au-dela de C*, les agents de texture
favorisent la rétention des composés d’ardme. Cependant il est a noter que lorsque les
expérimentations sont conduites a 1’équilibre thermodynamique du systéme, 1’effet des
polysaccharides (structure gélifiée) sur la rétention des composés d’ardme peut étre nul, voire

conduire a une plus grande libération des composes volatils.

Certains auteurs avancent que les groupes fonctionnels notamment alcools dans les
polysaccharides ont comme conséquence, une diminution de 1’hydrophobie globale de Ia

macromolécule et d’ou une modification des d’interactions vis-a-vis des composés d’arome (17).

Compte tenu de la diversité des classes chimiques et des propriétés physico-chimiques des
composés d’ardbme, les interactions moléculaires mises en évidence pour quelques composés avec
quelques polysaccharides ne peuvent pas étre généralisées. Afin de montrer plus clairement 1’effet
de chaque polysaccharide sur le phénomene libération - rétention des composés d’ardme, les
travaux concernant chacun des trois polysaccharides cités précédemment sont présentés ci-

dessous.

1.3.2.1 Carraghénanes
Ce polysaccharide est souvent utilisé et étudié dans des milieux laitiers notamment en présence

d’autres polysaccharides tels que 1’amidon.

Les A-carraghénanes sont responsables de 1’augmentation de la rétention des composés les plus

hydrophobes selon Bylaite (2004) (80).

Les k-carraghénanes n’ont pas d’effet sur la libération et la perception de 1’ardme fraise dans des
desserts allégés selon Gonzales-tomas (2007) (81). Cependant, d’aprés Misharina et al. (17), les
K-carraghénanes mettent en jeux des interactions avec les aldéhydes, les cétones et les esters. Les
interactions avec les alcools sont beaucoup plus faibles et les interactions avec les lactones, le
guaiacol, et le methyl anthranilate sont les moins significatives. Les interactions avec le linalool,

et I’hexanoate d’éthyle seraient de nature hydrophobe (17).

Savary et al. (2007) (82) ont observé que I’ajout de A et k-carraghénanes a un systéme composé
d’une phase continue d’eau et d’une dispersion d’amidon, conduit & une plus grande concentration
des composés d’arome dans la phase continue contenant les carraghénanes que dans la phase de

dispersion d’amidon.
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Dans une étude sur des matrices contenant des i-carraghénanes, Juteau et al. (2004) (83) ont
montré que ce polysaccharide induit une augmentation de la rétention et une diminution du
transfert de masse du butanoate d’éthyle et de 1’hexanoate d’éthyle mais ceci n’est pas valable
avec le linalool. Par contre, Chana et al. (84) ont montré que les 1-carraghénanes en systeme

gélifié modulent mais ne changent pas la nature des interactions avec les composés d’arome.

1.3.2.2 Amidon

Les interactions entre les composés d’ardme et I’amidon peuvent étre classées en deux catégories :
premiérement, les complexes d’inclusion ou les composés d’ardme sont piégés a I’intérieur des
hélices d’amylose par I’intermédiaire d’interactions hydrophobes ; deuxiemement, 1’implication
de liaisons hydrogenes entre les groupes hydroxyles de 1’extéricur des hélices d’amylose et les
composés d’arome (13, 85, 86). Certains auteurs expliquent la rétention et la vitesse de libération

des composés d’arOme en partie par la structure cristalline (type-V) de I’amylose (87).

L’augmentation de la concentration d’amidon dans les gels laitiers models se traduit généralement

par une diminution de la libération des composés d’aréme (2).

Certains travaux ont fait ¢tat de compétitions d’interactions entre deux composés d’arome et
I’amidon. Rutschmann et al. (88) ont montré que la complexation du décanal et de la menthone
diminue la stabilité de la liaison des complexes. De méme selon Wulff et al. (89), des
combinaisons de complexes d’amylose avec des inclusions d’hexanal et de guaiacol peuvent étre
formées. Ces combinaisons impliquent de plus faibles quantités de molécules susceptibles d’étre
incluses dans les hélices d’amylose, comparativement a un systéme composé d’un seul comp0sé

d’arOme.

Les composés volatiles comme les alcohols, les aldéhydes, les terpenes et les lactones sont
capables d’induire le passage de I’amylose a une structure d’hélice et d’agir en partenaires
d’inclusion (90-93). Selon Tiez (2008) (94), il existe des interactions entre 1’amidon et les
composés d’ardme que sont 1’hexanal et la menthone, mais ces interactions sont faibles. Par
ailleurs, la combinaison entre ces deux composés d’arome ne donne pas lieu a un effet de

libération compétitive.
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1.3.2.3 Pectines

Concernant les pectines, des liaisons de van der Waals ont été mises en évidence entre les pectines
LM et les composés d’aro6me dont la chaine aliphatique contenait plus de six atomes de carbone.
Braudo (2002) (95), Yoo et al. (96) ont montré que la diminution du degré d’estérification de
pectines HM ou LM engendre une augmentation la libération des composés d’aréme (esters
éthyliques). Les auteurs avancent I’hypothése que la désestérification accroit le caractére
hydrophile des pectines, limitant ainsi les interactions avec les composes a caractére hydrophobe.
Rega et al. (2002) (97) ont montré qu’il existe une concentration en pectine (0,1 %) a partir de
laquelle il y a formation d’un gel (transition sol-gel) qui engendre une diminution de la volatilité
des composés d’arome. Cependant, les auteurs n’ayant pas mis en évidence d’interaction
moléculaire entre les composés d’arome et la pectine, « ’effet réseau» (85) créé par
I’enchevétrement des pectines a été incriminé pour expliquer la diminution de la libération des

composes volatils.

Les etudes menées sur la rétention-libération des composés d’aréme dans les yaourts donnent des
conclusions différentes quant a I’effet de la pectine. En travaillant sur des yaourts allégés,
Nongonierma et al. (2006) (98) ont trouvé que 1’addition de pectine a un gel augmente légérement
la rétention des composés d’arome, impliquant des interactions avec la pectine. Mais Lubbers et
al. (2007) (2) ont montré qu’a partir d’une concentration de 0.1% la pectine induit une diminution
de la rétention de certains composés d’ardme. De plus, selon Kora (2004) (51), la pectine a un role
trés faible dans la libération des composés d’ardme en travaillant également sur des yaourts
alleges. Une autre etude menée sur des yaourts (99) indique que la pectine n’a pas d’effet sur la
libération en bouche des composés d’ardme, en accord avec ce que nous avons trouvé lors d’une
étude récente (100). En effet, les coefficients de partage de 13 composés (esters, aldéhydes et
cétones) d’arome mesurés dans 1’eau, un gel de carraghénane et un gel de pectine étaient
globalement similaires. Toutefois, 1’interprétation de la modélisation de type QSAR fait état de
I’implication des surfaces chargées positivement, dans la rétention des composés d’ardme par le

gel de pectine.

En résumé, étant donné la divergence des auteurs sur le role de la pectine, il n’est pas simple de
définir clairement son réle vis-a-vis de la rétention ou de la libération des composés d’ardbme sur

la base des articles publiés.
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1.3.3 Effet du saccharose sur la libération-rétention des composés d’arome

Le saccharose est présent dans un grand nombre de produits alimentaires notamment dans les
produits laitiers tels que les yaourts et en quantité importante dans les produits de confiserie, les
préparations de fruits sur sucre et confitures. Dans ces derniers, le saccharose est souvent associé

a de la pectine.

Roberts et al. (101) ont montré que la présence de saccharose en solution a concentration élevée
conduit a une diminution la libération des composés d’ardme par une augmentation de la viscosité
de la solution et un abaissement de ’activité de 1’eau dans la solution. Lubbers et Guichard (1) ont
également montré une diminution de la libération des composés d’aréme dans des Sirops de sucres
a 60% de matiere seche. Mei (2004) (99) a observé que 1’ajout de saccharose et de fructose a des
yaourts a un effet suppresseur sur la libération de certains composés d’ardme. Savary et al. (2007)
(82) ont remarqué que 1’ajout de saccharose a un systéme composé d’une phase continue d’eau et
d’une dispersion d’amidon, conduit & une plus grande concentration des composés d’aréme dans
la phase de dispersion d’amidon. Dans des solutions de saccharose a plus faible concentration,
d’autres auteurs (51, 102) ont montré une augmentation de la libération des composés d’ardme en
présence de saccharose, qualifiée de «salting out» (51, 103). Dans ce cas le saccharose
favoriserait donc le passage des composés d’arOme vers la phase vapeur en piégeant 1’eau libre du

milieu.

1.4 Quantification de I’affinité entre les composés d’arome et la matrice
Pour quantifier I’affinit¢ d’un composé d’ardme pour une matrice donnée, deux approches sont

possibles, soit par les constantes d’affinités, soit par les coefficients de partage.

Les constantes d’affinité sont plus adéquates pour la mesure de 1’affinité ou d’association entre un
composé d’arébme et un récepteur ou une protéine défini alors que les coefficients de partage sont
plutot utilisés pour étudier I’affinité des composés d’ardme avec une phase ou un milieu complexe

en présence de macromolécules dont la structure est peu définie.

1.4.1 Constante d’affinité

Les constantes d’affinité sont utilisées pour étudier les liaisons inter-moléculaires pour des
systéemes ligand-récepteur, antigéne-anticorps, enzyme-substrat... Ces systémes sont
généralement étudies dans des milieux simples qui sont liquides ou semi-solides. Les différentes
méthodes d’obtention de ces constantes permettent souvent, par la méme méthode de déterminer
la steechiométrie et de mesurer certaines grandeurs thermodynamiques. Plus I’affinité entre ces

deux entités est grande et plus la valeur de la constante d’association sera élevée.
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Contrairement a la démarche utilisant les coefficients de partage, ’obtention de la constante

d’affinité implique forcément la connaissance du nombre du site de liaison sur le récepteur (104).

1.4.1.1 Dialyse a ’équilibre

Cette technique consiste a introduire en solution les composés d’ardme et leurs récepteurs
(protéines en général) dans le méme compartiment et de dialyser ’ensemble contre de 1’eau
distillée a travers une membrane semi-perméable (66, 105). A I’équilibre, les concentrations en
composé d’ardme dans le compartiment contenant la solution aqueuse de protéine et les cCOmposés
d’ardbme et le compartiment contenant 1I’eau et le composé d’arOme sont déterminées par
chromatographie en phase gazeuse. Une constante d’affinité peut étre calculée en utilisant

I’équation de Scatchard.

1.4.1.2 Chromatographie d’affinité

Le mode de fonctionnement de cette technique est le suivant: dans un premier temps, les
protéines sont greffées sur la phase stationnaire qui est un support macromoléculaire
chimiquement inerte, ensuite, la solution de composé d’aréme est injectée dans la colonne (72, 73,
77). Selon leurs affinités, les protéines et les composés d’arome vont former un complexe. La
mesure du temps de rétention et de la concentration de ce complexe serviront a calculer la

constante d’affinité selon le Nilsson et Larsson (106)

1.4.1.3 Chromatographie d’exclusion stérique

La caractéristique initiale de cette technique de chromatographie liquide est la séparation des
especes en fonction de leur taille. Pour déterminer une constante d’affinité, la colonne contenant
un gel poreux est initialement équilibrée avec une solution de composé d’arome. La solution de
récepteur (protéines, macromolécules) est alors introduite en téte de colonne. Lors de I'élution, s’il
y a liaison ligand-protéine cela se traduit par une pic négatif dd une diminution de la concentration
en ligand (composé d’aréme) dans 1’¢luant. La concentration en complexe ligand-récepteur est
alors étre obtenue. La constante d’affinité et le nombre de site de fixation sont calculés selon la
méthode de Scatchard (77, 107).

1.4.1.4 Electrophorése Capillaire
Le principe de cette technique se base sur la mobilité des composés injectés dans un capillaire

contenant un tampon sous 1’effet d’un fort champ électrique appliqué a ses extrémités.

Bien que cette technique soit connue comme étant une méthode séparative, elle permet de mesurer
les constantes d’affinité des systémes ligand-récepteur. Le récepteur peut étre une protéine, et le
ligand, une molécule de petite taille telle qu’un composé d’arome (104). Afin de pouvoir

appliquer cette technique aux composés d’arome, il faut ajouter un tensioactif a la phase mobile
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afin de les rendre mobiles. Les constantes d’affinité peuvent étre obtenues plusieurs méthodes
(108, 109). Nous pouvons citer pour exemple 1’electrophorese capilaire d’affinité, ACE (Capillary
Affinity Electrophoresis) et I’analyse frontale, FA (Frontal analysis).

Le principe de I’ACE consiste a introduire séparément dans le capillaire d’électrophorese, le
ligand et le récepteur en faisant varier la concentration de I'un d’entre eux. Il s’en suit la

formation du complexe ligand-récepteur.

Pour la FA, les deux analytes sont mis dans la méme solution afin de former le complexe ligand-
récepteur. Cette solution est ensuite injectée en continu dans le capillaire et les
¢lectrophoregrammes font apparaitre deux plateaux d’absorbance, 1’un appartenant au récepteur

complexé et I’autre appartenant au récepteur libre.

Les constantes de liaison sont calculées d'aprés la corrélation entre la mobilité électrophorétique et
le rapport de la concentration des analytes libres sur la concentration des analytes liés pour ’ACE,

et par la corrélation entre 1’absorbance et la concentration des analytes liés pour la FA.

1.4.15 La micro-calorimétrie par titration isothermique (ITC, Isothermal Titration
Calorimetry)

C’est technique se base sur la mesure directe de la quantité de chaleur échangée lors d’une
réaction entre deux molécules. Cette mesure permet de déterminer les caractéristiques
thermodynamiques de la réaction telles la constante d’association, 1’enthalpie, 1’entropie, I’énergie
libre et la steechiométrie de I’interaction sachant que la quantité de chaleur est proportionnelle a la
quantité de liaison formée (110-114). L’ITC permet de s’affranchir de 1’utilisation de support pour
la fixation des macromolécules ou de la modification chimique de ces macromolécules induite

notamment par une sonde (76).

1.4.1.6 Résonance Plasmonique de Surface (RPS : Surface Plasmon Resonance).

Le mode de fonctionnement de cette technique est la détection des variations de masse a la surface
d'une matrice sur laquelle le ligand est immobilisé de maniére covalente ou non. L’analyte est
injecté dans un tampon en flux continu a la surface de la matrice (76, 115-118). La mesure de la
variation de l'indice de réfraction de l'interface lorsque le ligand se fixe aux récepteurs permet de
déterminer les constantes d'association et de dissociation, la steechiométrie, ainsi que certaines

grandeurs thermodynamiques.
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1.4.2 Coefficient de partage

Cette grandeur renseigne sur le partage d’un composé entre deux phases. Elle se mesure
généralement a I’équilibre, a température, pression et volume constants. Dans le cas des composés
volatils, ce qui est le cas des molécules odorantes, on s’intéresse plus spécifiquement a 1’équilibre

entre une phase solide ou liquide et la phase vapeur (ou espace de téte : « headspace »).

1.42.1 Liquide-vapeur

Les méthodes les plus utilisées pour le dosage des composés d’ardme dans les gels, et en
particulier les yaourts, sont généralement basées sur 1’analyse de 1’espace de téte (119). Selon la
méthode retenue, des variations importantes des valeurs mesurées sont généralement mises en

évidence, notamment dues aux étapes d’étalonnage et d’extraction (120, 121).

Plusieurs études ont été menées pour améliorer soit I’étape de calibration du systéme
chromatographique notamment par une calibration externe en phase vapeur (122-124), soit 1’étape
de dosage dans la phase liquide (125).

D’autres méthodes permettent de s’affranchir de 1’étalonnage (et/ou de I’extraction des volatils de
la phase liquide) telles que la Variation des rapports des volumes des phases (Phase ratio
variation : PRV), Partage a I'équilibre dans des systemes fermés (Equilibrium Partitioning In
Closed Systems: EPICS) et la dilution exponentielle. Cependant ces dernieéres ne sont pas
applicables pour des composés peu volatiles ou peu présents dans 1’espace de téte (CM/CG > 10-
4).

Headspace statique

e Variation des rapports des volumes des phases (Phase Patio Variation, PRV)
Cette méthode a été proposée par Ettré en 1993 (126). Son grand avantage est qu’elle ne nécessite
ni étalonnage du systéme chromatographique, ni dosage en composé d’arome de la phase liquide a
I’équilibre. Le principe de cette méthode est de mesurer la variation de la concentration en
composeés volatils dans la phase vapeur en faisant varier le volume de I’échantillon liquide de
concentration constante. La droite de régression de I’inverse de la surface du pic
chromatographique en fonction du rapport de volume entre les deux phases donne une équation

dont la résolution conduit directement au coefficient de partage.

Le principe de cette méthode sera detaillé dans la partie Matériels et Méthodes.
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e Partage a I'équilibre dans des systémes fermes (Equilibrium Partitioning In
Closed Systems : EPICS)

L’EPICS est le partage de 1’équilibre dans des systémes fermés (Equilibrium Partitioning In
Closed Systems) (127-130). Le principe de cette methode est analogue a celui de la méthode
PRV. Il consiste @ mesurer la surface du pic chromatographique en faisant varier la concentration
des composés a analyser tout en gardant ici, le méme volume d’échantillon. Cette méthode est
rapide, elle ne nécessite pas d’étalonnage et elle est trés bien adaptée pour les composés fortement
volatils. Cependant, il est nécessaire que les quantités de composés d’arOme soient constantes.
Ainsi, la préparation de 1’échantillon peut étre problématique pour les composés peu solubles

surtout pour les échantillons fortement concentres.

e Micro extraction en phase solide (Solide Phase Micro Extraction : SPME).
Le principe de cette méthode consiste en I’extraction des composés d’aréme par adsorption sur
une fibre en polymere puis par désorption dans 1’injecteur d’un chromatographe en phase gazeuse

(131, 132).

La surface du pic chromatographique obtenue permet de remonter a la concentration en phase
gazeuse en effectuant un étalonnage (133-135). Le rapport entre la concentration en phase gazeuse
et la concentration en phase liquide donne ainsi le coefficient de partage. Cependant, selon le
mode d’aromatisation des matrices, il est parfois nécessaire de faire une extraction de la phase

liquide afin de connaitre précisément la concentration initiale.

Il est également possible d’utiliser la SPME sans étalonnage pour obtenir des valeurs relatives de
coefficients de rétention (2). Dans ce cas, on s’intéresse aux variations de coefficients de rétention
en fonction des modifications du milieu par rapport a une valeur de référence (par exemple

coefficient de rétention dans 1’eau, ou dans le milieu le plus simple).

Cette méthode présente 1’avantage de pouvoir quantifier les composés tres faiblement présents en
phase gazeuse (136-138) mais elle met en jeu un nouvel équilibre entre la fibre et la phase vapeur.

Ceci peut biaiser la quantification et la mesure du partage des composés d’arome étudiés.

Headspace dynamique

e Dilution exponentielle
Le principe de cette méthode est de forcer la mise a 1’équilibre liquide-vapeur du systeme par
barbotage de gaz dans la phase liquide, puis de suivre I’épuisement de la phase liquide en
compos¢ d’ardme. Le systéme est un systeme ouvert ou la phase vapeur est échantillonnée

périodiquement et analysée en chromatographe en phase gazeuse. La surface du pic
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chromatographique, qui est proportionnelle a la concentration en composé de la phase vapeur,

croit jusqu'a 1’équilibre entre les phases, puis décroit de facon exponentielle.

Le profil de concentration correspondant a la décroissance exponentielle permet d’obtenir un

coefficient d’activité a partir duquel le coefficient de partage est calculé (139, 140).

L’avantage de cette méthode est que 1’on peut s’affranchir de la connaissance de la concentration

initiale des composés d’ardme comme c’est le cas avec la méthode PRV.

L’inconvénient de cette méthode qu’elle n’est pas applicable dans le cas des matrices complexes
ou pour les mélanges de composés car il devient difficile de suivre la décroissance exponentielle
de chaque composés en chromatographie. De plus, il est indispensable de connaitre la valeur de la
pression de vapeur saturante des composés purs afin de calculer leurs coefficients de partage
(141).

1.5 Relations structure-propriéte

L’étude des relations structure-activité, ou structure-propriété repose sur le postulat que des
molécules ayant des caractéristiques identiques a 1’échelle moléculaires auront des propriétés
semblables. Cette notion a été exploitée pour la premiére fois en 1962 par Hansch et Fujita en

reliant quantitativement une caractéristique moléculaire et une activité biologique (142).

Pour établir une relation quantitative entre deux propriétés, il faut que ces deux propriétés soient
exprimées numériquement. La propriété physico-chimique ou biologique a laquelle on s’intéresse
peut étre une valeur de température (fusion, ébullition, point éclair...), de solubilité dans 1’eau,
une constante d’affinité, une dose létale... et est exprimée par un nombre. Il faut donc traduire par

des valeurs numériques des propriétés moléculaires.

De la structure d’une molécule découle différentes caractéristiques intrinséques telles que la
surface, le volume, le moment dipolaire, la polarisabilité, etc.... Ces propriétés sont exprimees par
des valeurs numériques, et ces nombres sont utilisés comme descripteurs moléculaires. A ces
propriétés moléculaires s’ajoutent d’autres descripteurs qui sont des propriétés thermodynamiques
des molécules estimées par calcul (énergie de solvatation dans 1’eau, coefficient de partage

octanol-eau...).

Les progrés de l'informatique ont permis de proposer et de calculer un grand nombre de

descripteurs moléculaires, ainsi que de développer des méthodes statistiques de régression (143).

L’¢étude des relations quantitatives entre structure et activité ou structure et propriété constituent
donc D’approche Quantitative Structure-Activity-Relationship, ou QSAR, et Quantitative
Structure-Property-Relationship, ou QSPR (144, 145).
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D’un point de vue méthodologique, la modélisation QSAR/QSPR consiste a établir des
corrélations entre une propriété expérimentale, activité mesurée (Y) et des caractéristiques de la
structure representée par des descripteurs moléculaires (Xj, Xz, Xs...). Cela permet d’obtenir des

modeles qui sont des équations de type :
Y = «activité » = f(aX; + bX; + .... nXp)

Les ¢études QSAR sont trés courantes dans le domaine biomédical notamment pour tester 1’activité
biologique (142, 146-148), la biodisponibilité, la solubilité ou la libération d’une molécule dans
une matrice excipient (149, 150). Elles sont aussi utilisées en physico-chimie, pour prédire
diverses propriétés. Une des premieres applications du QSPR concernait la prédiction des points
d’ébullition des alcanes (151), qui se base sur lI'augmentation de la température d'ébullition avec le

nombre d'atomes de carbone.

La solubilité est une des propriétés largement étudiées dans le contexte des relations structure-
activité. Plusieurs études des la fin du 19° siecle ont montré que les activités biologiques étaient
inversement corrélées a la solubilité dans 1’eau, mais positivement corrélées au coefficient de

partage entre un milieu hydrophobe et 1’eau (152 et références citées).

L’hydrophobie apparaissant comme un élément déterminant de D’activité biologique a été
quantifiée par le coefficient de partage entre 1’octanol et I’eau. De nombreuses méthodes de calcul
ont été proposée, approchant plus ou moins bien la valeur expérimentale (153, 154). D’un point de
vue physico-chimique, la prédiction de la solubilité¢ dans I’eau reste une question importante

(150).

1.5.1 Application au domaine des aréomes

Les équilibres liquide-vapeur de composés hydrophobes tels que les molécules odorantes entre un
milieu aqueux plus ou moins complexe et la phase gazeuse est donc particulierement difficile a
predire (155-161). La capacité prédictive d’un modéle QSAR est bien siir souhaitable, mais une
interprétation qualitative est une source d’information sur la nature des interactions qui régissent

une propriéte (146).
L’étude de relation structure-propriété sur des aromes a déja fait 1’objet de certains travaux.

Plusieurs auteurs se sont intéressés a la modélisation du seuil de détection des molécules

odorantes. Nous citerons ici quelques unes de ces études.

Par exemple Anker en 1990 (162) a obtenu un modéle QSPR pour la prédiction du seuil de
détection de d’odeur pour 49 alcools acycliques. Les propriétés mises en jeux seraient I’indice de

connectivité, les charges partielles positives, la surface accessible au solvant et le principal
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moment d’inertie. Egolf en 1993 (163) a étudié la structure-intensité odorante pour un groupe de
73 composés odorants en montrant I’'impact de la flexibilité moléculaire, des liaisons hydrogenes

et des interactions dipdle-dipbéle notamment en utilisant les descripteurs de JURS.

Plus récemment, on peut également citer le travail de Tan et Siebert (164) qui ont travaillé sur la
modélisation des relations entres caractéristiques moléculaires de 38 alcools, 40 esters, 45
aldéhydes et 43 cétones et les seuils de détection dans la biére en utilisant ’approche QSAR. En
utilisant des descripteurs simples®, ces auteurs ont pu établir pour chaque classe de composés
d’excellentes corrélations non-linéaires entre le logarithme de ’intensité et 4 ou 5 descripteurs,
ainsi que des corrélations non-linéaires simples entre 1’intensité des alcools, esters et aldéhydes et
le nombre d’atome d’hydrogéne dans les molécules. Dans une autre étude, Tan et Siebert (64) se
sont intéressés aux interactions entre 1’albumine bovine sérique (BSA) et des composés d’ardme
de 4 classes chimiques (6 alcools, 8 esters, 8 aldehydes et 9 cétones) dans des solutions aqueuses.
IIs ont montré que les alcools ne se lient pas d’une fagon significative a la BSA, mais que les
composés de chacune des trois autres familles chimiques ont des régles d’interaction propre a
chaque fonction. En effet, leurs resultats mettent en évidence que la liaison des esters et des
aldéhydes a la BSA dépend de leur température d’ébullition, mais aussi du nombre d’atome
d’hydrogene pour les aldéhydes et du nombre de carbone pour les esters. L’interaction entre les
cétones et la BSA dépend a la fois du nombre de carbone, de la longueur de la chaine carbonee et

du degré de ramification.

L’étude du phénomene rétention-libération a jusqu’a présent ét€ moins développée, mais 1’équipe
de A.J Taylor et R.S.T Linforth a fourni plusieurs travaux. Tout d’abord I’étude QSPR sur la
libération de 39 composés d’arome a partir d’une émulsion froide faible en matiére grasse et la
phase gazeuse (165). Ils ont montré que les deux facteurs affectant le partage des composés
d’arome étaient la concentration en huile et la nature des composés d’ardme. Le modele obtenu
montre I’intervention de I’hydrophobie (logP), de 1’énergie des orbitales moléculaires basses
vacantes (LUMO) ainsi que de la structure de la chaine carbonée (indice de connectivité) sur la

rétention dans le milieu.

1Le nombre d'atomes de carbone dans la molécule, le nombre d'atomes d'hydrogéne, le nombre d'atomes
d'oxygene, le nombre de double liaisons carbone-carbone, le nombre de doubles liaisons conjuguées, le nombre
d'atomes de carbone qui se connectent a trois ou quatre atomes autres que 1’hydrogéne, le nombre d'atomes de
carbone sur le c6té I'alcool d'une fonction ester, le nombre d'atomes de carbone dans la longue chaine adjacente a
une fonction cétone.
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Dans une autre étude de modélisation QSPR (166), les coefficients de partage de 40 composés
d’ardbme dans des solutions de saccharose ont été¢ déterminés. Les paramétres physicochimiques
ont été calculés pour construire des modeles dont la variable expérimentale est la concentration en
phase gazeuse. Les mode¢les font apparaitre plusieurs propriétés telles que 1’hydrophobie (logP), la
structure de la chaine carbonée (indice de connectivité), le moment dipdlaire ou 1’énergie

électrostatique.

Citons enfin I’étude du partage des composés volatiles entre une émulsion froide et la phase
gazeuse mesurée a 1’équilibre en headspace (167). Sur la base des valeurs de coefficients de
partage de 67 molécules et de leurs paramétres physicochimiques, cette étude a conduit a
I’obtention d’un modéle empirique dont les termes significatifs sont: AlogP, le Log de la
solubilité, le moment dipolaire et la fraction d’huile. Ce modele prédit le partage des molécules en
fonction de la teneur des émulsions froides en lipide avec un bon coefficient de corrélation
(R*=0.83).

Les bases d’une recherche alternative sur le mécanisme de la libération des composés d’arome en
utilisant I’approche (QSPR) a été précédemment utilisée dans notre laboratoire dans 1I’¢tude du
comportement des composés volatiles dans un gel de carraghénane (84). L’influence de la
structure chimique sur les équilibres rétention/libération de plusieurs composés d’ardme entre la
phase vapeur et le gel de carraghénane a été évaluée et les relations entre les propriétés des
molécules et les réponses expérimentales on étés trouvées. Ce travail a été¢ suivi d’une étude
QSPR sur la libération de 20 composés d’arome dans des yaourts brassés épaissis (2). Cette étude

a mis en avant le r6le des surfaces partielles chargées.

1.6 Bilan
Cette étude bibliographique nous a permis de poser les bases nécessaires pour orienter notre
étude, de faire le point sur 1’état de I’art et d’avoir des éléments de comparaison pour la

discussion.

En résumé, il est important de tenir compte des parametres thermodynamiques pour étudier
I’équilibre liquide vapeur. La gélification par voie acide est la mieux adaptée pour la fabrication
de notre gel laitier modéle. L’effet de la pectine sur la libération des composés d’ardme est un
point a examiner. Les coefficients de partage semblent étre le meilleur moyen pour la
quantification de la rétention ou la libération des composés d’ardme. Par ailleurs, la PRV est la
méthode la plus avantageuse pour les mesurer. L’approche QSAR/QSPR est un moyen

d’investigation pour aider a la compréhension de la nature des interactions composés d’arome-
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matrice ; il s’agira dans notre cas de chercher a établir des corrélations entre la structure des
composés d’arome et leur propriétés de libération/rétention entre la phase vapeur et différentes

matrices gélifiées : gels de pectines et gels laitiers.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Lescomposes volatils

51 composés volatils ont été sélectionnés pour cette étude (Tableau 6). lls appartiennent aux
quatre familles chimiques : alcools, aldéhydes, cétones et esters. Leur masse molaire est comprise
entre 80 et 200 g/mol et leur structure est monofonctionnelle, linaire ou branchée (non cyclique),

comportant ou non une double liaison.

Ces composés sont suffisamment solubles aux concentrations étudiées (10 mol/L) et ont une

pression de vapeur saturante suffisante pour passer en phase vapeur.

Ils présentent tous une note odorante, par contre ils ne sont pas tous utilisés dans les formulations
d’aréme a destination agro-alimentaire. Les composés seront étudiés au sein de mélange de 5 a 10
molécules. Ces mélanges n’ont aucun intérét organoleptique, notre étude ne comportant pas de

volet sensoriel.

2.1.1 Mesure de la pureté

La pureté des composés volatils a été déterminée par chromatographie en phase gazeuse avec
détection FID (flamme ionisation detector). Pour chaque composé, 1ul d’une solution a 70 pg/ml
dans le dichlorométhane a été injecté dans le chromatographe en mode programmation de
température de 40°C a 240°C a une vitesse de 3°C/min (voir condition paragraphe analyse

headspace).

Le pourcentage de pureté été calculé en divisant ’aire du pic correspondant au composé, par la

somme des aires des autres pics correspondant aux impuretés rapporté a 100.

2.1.2 Répartition des composés volatils en 6 mélanges

Pour optimiser le temps d'acquisition des données, I’ensemble des 51 composes a été réparti en 6
mélanges. Les mélanges de composés ont été constitués de telle sorte qu’ils puissent inclure le
maximum de composés sans que ceux-ci soient co-éluées entre eux (écart entre les indices de
rétention > 20), et qu’ils présentent une diversité en terme de fonction et de structure chimique.
Les indices de rétention des composés ont été calculés a partir des chromatogrammes des

composés volatils et de mélange d’alcanes (C7-C18) sur une colonne DB WAX 20M.

Le principe d’obtention des indices linéaires de rétention a été défini par Kowats en 1958. 1l est
basé sur un systeme d'étalonnage utilisant des alcanes linéaires de type C,Hanz avec n > 5. A
chaque composé (i) correspond un indice linéaire de rétention I(i), qui peut étre calculé, soit en

mode isotherme, soit en mode programmation de température.
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En mode isotherme, les alcanes sont injectés sur la colonne a température et a pression constantes.

L’indice de rétention Ii est calculé par la formule suivante :

|, =100/ 09t () =logt.(n) | .45
logt, (n+1)—logt, (n)

Avec, n, le nombre de carbone de I’alcane qui sort avant le soluté, t'(n) ; t'(n+1) et t'(i), les temps

de rétention réduits des alcanes et celui du soluté analysé.

En mode programmation de température la formule prend en compte les temps de rétention
simples t,(i).

|i=1oo{ t() -t (n) }+100-n
t.(n+1) -t (n)

A partir des indices linéaires de rétention sur DB Wax disponibles dans la littérature, les
composeés ont été pré-repartis en mélange (70 pg/mL de chaque composé en dichlorométhane).

Pour chaque mélange, nous avons injecté en CPG le mélange d’alcanes (C7 & C18) puis le
mélange de composés volatils en terminant par une deuxieme injection d’alcanes afin de vérifier
la répétabilité des conditions chromatographiques. Les indices linéaires de rétention ont été

mesurés en mode programmation de température de 40°C a 240°C a une vitesse de 3°C/min.

Les indices de rétention ont été calculés. Dans le cas des co-élutions ou d’indices linéaires de
rétentions trop proches entre deux composés, une nouvelle répartition a été effectuée. Le cas
échéant, le programme de température du CPG a été adapté pour chaque mélange pour améliorer
la résolution entre les composés (voir détail analyse headspace). Au final nous avons répartis les

51 composés en 6 mélanges (Tableau 1).
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Tableau 4 : Répartition des composés volatils en 6 mélanges.

mélange 1
index nom famille I ret
36 ethyl propanoate ester 976
39 ethyl butanoate ester 1044
32 5-methylhexan-2-one cetone 1149
24 2-ethylhexanal aldehyde 1184
44 ethyl hexanoate ester 1245
a7 n-butyl pentanoate ester 1327
46 ethyl heptanoate ester 1344
8 6-methyl-5-hepten-2-ol alcool 1470
11 2-ethyl-1-hexanol alcool 1490
mélange 3
index nom famille I exp
19 2-ethylbutyraldehyde aldehyde 1012
4 3-methylpentan-3-ol alcool 1122
37 ethyl crotonate ester 1171
31 2-heptanone cetone 1192
17 trans-2-Hexenal aldehyde 1217
42 isopropyl tiglate ester 1242
23 octanal aldehyde 1293
3 1-hexanol alcool 1385
13 linalool alcool 1555
mélange 5
index nom famille | exp
30 3-methylpentan-2-one cetone -
20 hexanal aldehyde 1083
41 isoamyl acetate ester 1132
40 ethyl pentanoate ester 1160
35 2,6-dimethyl-4-heptanone cetone 1182
48 isobutyl isovalerate ester 1201
5 2-methylpentan-1-ol alcool 1301
7 2-heptanol alcool 1322

mélange 2
index nom famille I ret
29 4-methyl-2-pentanone cetone 1016
16 2-methyl-2-butenal aldehyde 1103
28 4-methyl-3-penten-2-one cetone 1140
33 2-methylheptan-3-one cetone 1176
22 heptanal aldehyde 1194
2 1-hexen-3-ol alcool 1251
26 2-isopropyl-5-methyl-2-hexenal aldehyde 1354
10 3-octanol alcool 1396
1 cis-4-hexen-1-ol alcool 1423
6 cis-4-Hepten-1-ol alcool 1500
12 1-nonanol alcool 1677

mélange 4
index nom famille I exp
27 hex-5-en-2-one cetone 1141
34 5-methylheptan-3-one cetone 1199
21 cis-4-Heptenal aldehyde 1245
45 isobutyl angelate ester 1299
49 isoamyl tiglate ester 1480
51 hexyl tiglate ester 1633
14 nerol alcool 1810

mélange 6
index nom famille | exp
38 ethyl 2-methylpropanoate ester 1002
18 2-methyl-2-pentenal aldehyde 1155
25 3,5,5-trimethylhexanal aldehyde 1211
50 2-methylbutyl 2-methylbutanoate ester 1290
43 propyl 2-methylbut-2-enoate ester 1335
9 1-octanol alcool 1564
15 3,7-dimethyl-1-octanol alcool 1661
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2.2 Milieux étudies
Nous avons choisis de déterminer les coefficients de partage de composés volatils présent dans

différents milieux :

- I’eau : milieu de référence.

- le gel de pectine (0.4 et 0.8%) : texturant.

- le gel laitier : matrice alimentaire modéle d’un yaourt a 0% de maticre grasse.

- le gel laitier enrichi en 0.05% de pectine : matrice alimentaire modele d’un yaourt a 0% de

matiere grasse texturée par ajout de pectine.

2.2.1 La pectine

La pectine dite « commerciale » pectine faiblement méthoxylée (32-36%) et faiblement amidée
(14-18%) disponible chez CP Kelco (Danemark) est stabilisée par des adjuvants. La composition
de la pectine utilisée pour cette étude a été analysée par chromatographie d'exclusion stérique. Les

résultats de cette analyse ont montré que la pectine contenait 20% saccharose.

La pectine commerciale a donc été purifiée en vue d’étudier I’éventuel impact du stabilisant sur

les coefficients de partage des composés volatils étudiés.

2.2.1.1 Purification de la pectine

Une solution pectine/éthanol a été préparée en dissolvant 6.25 g de pectine dans 500 g d’eau
milliQ sous agitation pendant 30 minutes, puis diluée dans 3 litres d’éthanol. Cette solution a été
laissée sous agitation pendant 20 heures a température ambiante puis la pectine a été isolée en

quatre étapes.

Centrifugation

Apres 20h deux phases sont apparues, une phase supérieure limpide qui ne contenait quasiment
pas de pectine et une phase inférieure nettement plus dense. Cette phase dense a €té centrifugée a
5000 tour/min avec un rotor AK 500-11 pendant 30 minutes a I’aide d’une centrifugeuse RR22i

(Jouan, Thermo electron, St Herblain, France).
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Filtration sous vide
Le culot récupéré a la fin de la centrifugation a été filtré sur Buchner avec filtre papier Wattman®

(diameétre des pores : 30 um) et le culot lavé a 1’éthanol.

Dialyse

Le rétentat issu de la filtration sous vide a été dilué avec de 1’eau milliQ puis placé a I’intérieur
d’un boudin a dialyse MWCO 6-800 (Biovalley, Conches, France), préalable réhydrate pendant
10 heures.

Le boudin a été plongé dans un récipient d’eau milliQ sous agitation afin de favoriser le passage
des petits solutés vers I’extérieur du boudin. L’eau du récipient a été changée au bout de 8 heures

puis le contenu du boudin a été retiré 12 heures plus tard.

Lyophilisation

Le dialysat a été placé dans des bouteilles de lyophylisation a raison de 30% de leur capacité pour
ensuite étre congelé a -20°C dans un dispositif de réfrigération tournant rempli d’éthanol.
L’objectif de ce dispositif était d’étaler le dialysat sur toute la surface de la bouteille. Les
bouteilles ont été montées au lyophilisateur (Labconco, Avantec, illkrch, France) et le vide a été

enclenché jusqu'a ce que le contenu des bouteilles soit sec.

2.2.2 Préparation des gels
La composition des différents milieux est présentée dans le Tableau 5. La quantité préparée de

chaque gel était de 500 g. Les constituants des gels étaient :

- pectine faiblement méthoxylée (32-36%) et faiblement amidée (14-18%) stabilisée avec

20% de sucrose (CP Kelco, Danemark),

- tampon pH acide citriqgue monohydraté (Merck, Darmstadt, Allemagne), citrate trisodique
dihydraté (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France), dicitrate tricalcique tetrahydraté et

sorbate de potassium (Prolabo, Briard le Canal, France),

- poudre de lait sans matiére grasse composée a 35% de protéines laitieres (INRA, Nantes,

France,

- GDL (Glucono-delta-lactone, Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne).
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Tableau 5 : Composition (%, m/m) des différentes matrices.

Poudre  Citrate  Citrate Sorbate
Matrice Eau de lait Na Ca Ca(@ Mg(a) K GDL Pectine Sucrose | pH
Eau 100 - - - - - - - - - 6.5
GP 0.4 99,3 - 0.015 0.042 - - 0.05 - 0.4 0.1 35
GP 0.8 98,8 - 0.015 0.042 - - 0.05 - 0.8 0.2 35
GL 86,4 11.4 - - 0.007 0.02 - 2.16 - - 4.0
GLP0.05 86,3 11.4 - - 0.006 0.02 - 2.16 0.05 0.01 4.0

@ Contenu dans ’eau minérale Evian®; Eau, eau pure ; GP0.4, gel de pectine 0.4% (m/m); GP0.8, gel de
pectine 0.8% (m/m); GL, gel laitier ; GLPO0.05, gel laitier avec 0.05% (m/m) de pectine.

2.2.2.1 Gels de pectine

Les gels de pectine ont été obtenus dans un tampon citrate pH 3.25. Le tampon citrate a été
préparé a partir de citrate trisodique et de citrate tricalcique puis ajusté a un pH de 3.25 par une
solution d’acide citrique/eau milliQ (10% m/m). Le sorbate de potassium a été ajouté a ce tampon

comme conservateur, afin d’éviter la prolifération bactérienne.

La pectine en poudre est préalablement réhydratée dans 1I’eau. Deux solutions pectine/eau a 0.8%
et 1.6% ont été préparées en additionnant lentement la pectine a I’eau milliQ sous agitation

pendant 30 minutes puis en continuant d’agiter pendant 12 heures a température ambiante.

Afin d’¢éviter la formation de pré-gel, le mélange de la solution aqueuse de pectine et du tampon
citrate a été effectué a chaud. Ainsi, 250 g de tampon ont été ajoutés a 250 g solution pectine/eau
chauffée a 60°C au bain-marie. Le mélange a ensuite été placé dans un bain-marie sous agitation
magnétique et la température a été augmentée jusqu’a 80°C. Cette température a été maintenue
pendant 10 minutes. Apres refroidissement a tempeérature ambiante, le pH du gel est contr6lé afin

de s’assurer de la répétabilité de la fabrication. Le gel de pectine a été stocké a 10°C.

La concentration finale des deux gels de pectine était de 0.4% et 0.8%.
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2.2.2.2 Gel laitier
La composition de notre gel laitier et le procédé d’obtention ont été fixés pour toute la durée de
notre étude. La variable de composition étant I’ajout ou non de pectines et la nature des différents

composés d’arome.

La poudre de lait (57.2 g) sans matiére grasse a €té lentement additionnée a de 1’eau minérale
Evian® (432 g) sous agitation magnétique. Aprés deux heures d’agitation, le lait obtenu a été
chauffé dans un bain-marie a 90°C sous agitation mécanique a 250 tr/min avec un agitateur Ika®.
Quand la température du lait avait atteint 90°C, elle a été maintenue pendant 10 minutes. Le lait a
ensuite été refroidi jusqu’a une température de 25°C, puis 10.8 g de GDL (glucono-delta-lactone,
Aldrich) ont été ajoutés lentement sous agitation. Le lait acidifié a été réparti dans des seringues
en plastigue CODAN® de 100 ml. Les seringues ont été mises en incubation a 25°C pendant 24
heures pour la gélification. Le pH apres acidification est mesuré permettant de s’assurer de la

répétabilité de la gelification.

Apres gélification, le gel laitier a été liss€¢ en plusieurs €tapes afin d’obtenir 1’équivalent d’un

yaourt maigre brassé.

Un réducteur de diametre (diametre interne de 3 mm) est fixé a la sortie des seringues de 100 ml

contenant le gel laitier. Le gel a été extrudé de la seringue par pression manuelle.

Le gel a ensuite été repris dans une seringue de 50ml et extrudé en deux passages au travers une
aiguille G20 (diametre interne de 0.81 mm). Pour cette étape, un pousse seringue (Razel scientific

instruments, USA) a été utilisé avec un débit de 50ml/min. Le gel laitier lissé était stocké a 10°C.

2.2.2.3 Gel laitier avec pectine

Le procédé décrit ci-dessus a été utilisé pour préparer un lait a partir de 57.2 g de poudre de lait
sans matiére grasse et de 400 g d’eau minérale. Pendant 1’étape de montée en température, 31 g de
solution pectine/eau a 0.8% (m/m) ont €té ajoutés afin d’obtenir un gel laitier avec une
concentration de 0.05% en pectine. Le gel laitier avec pectine a été acidifié, puis lissé selon le
protocole décrit ci-dessus.

2.3 Controle rhéologique des gels obtenus
Afin de tester la répétabilité de la fabrication des gels, la viscosité apparente a été mesurée par un

rhéomeétre a cylindres coaxiaux (RM180, Rheometric scientific INC, Suisse) a 10°C.

Le protocole consistait a travailler en mode « courbe d’écoulement » avec gradient de cisaillement
en progression logarithmique, en rampe montante et descendante pendant 180 secondes. La

mesure a été lancée lorsque la température de 1’échantillon présent dans le godet s’était stabilisée
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a 10°C grace a un systeme réfrigérant couplé au rhéometre. Trois essais ont été réalisés pour

chaque gel.

Le couple cylindre/godet était de type 1/1 pour le gel de pectine a 0.4%, 2/2 pour le gel de pectine

a 0.8% et 3/3 pour les deux gels laitiers.

La rampe de cisaillement allait de 250s™ & 500 s™ pour revenir & 250s, pour les deux gels de
pectine. Afin d’avoir des conditions initiales identiques, les gels de pectine ont été pre-cisaillés
avant la mesure a 1’aide d’un agitateur magnétique a 500 tour/min pendant 5 minutes. Pour les
deux gels laitiers, la rampe de cisaillement allait et de 450s™ & 700s™ pour revenir & 450s™. La
viscosité a été mesurée en rampe descendante au moment ou la vitesse de cisaillement était de

400s™ pour les deux gels de pectine et & un cisaillement de 650s™pour les deux gels laitiers.

La valeur de viscosité mesurée constitue un élément de comparaison dans le but d’apprécier la

répétabilité de fabrication des gels.

2.4  Aromatisation des milieux
Les concentrations en composés volatils dans les mélanges ont été calculées de telle sorte que les

concentrations finales dans les différentes matrices aromatisées soient de 1’ordre de 10™ mol/L.

Cependant, les composés ayant une volatilité faible ou élevée conduisent a des aires de pics
chromatographiques trés petites ou saturantes par rapport au bruit de fond. Dans ce cas, leur

concentration a été multipliée ou divisée par un facteur 2.

Pour tous les composés, la concentration finale dans les différentes matrices était inférieure aux

limites de solubilité de chacun d’eux (cf Tableau 6).

2.4.1 Eau et gels de pectine

Pour ces milieux aqueux, I’aromatisation s’est faite avec des mélanges de composés préparés dans
’eau. Pour les six mélanges, les composés ont donc été préparés en dissolvant 10 moles de
chaque composé volatil dans 100 g d’eau milliQ sous agitation énergique pendant 2 heures. Ces

mélanges se conservent pendant une semaine a froid.

L’aromatisation de 1’eau s’effectue en additionnant 10 g du mélange d’ardme en agitation, a 90 g
de d’eau. Cette nouvelle solution est ensuite laissée sous agitation énergique pendant 4 heures

puis répartie dans des flacons pour étre analysée.

L’aromatisation des gels de pectine s’effectue en additionnant 10 g du mélange d’arome en
agitation, a 90 g de gel de pectine. Cette nouvelle solution est agitée par un agitateur mécanique a
ancre Ika® a une vitesse de 80 tour/min pendant 1 minute puis stockée a 10 °C pendant 24 heures

avant I’analyse headspace.
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2.4.2 Gel laitier et gel laitier avec pectine.

Ces gels sont aromatisés avec des mélanges de composés préparés dans le propyléne glycol. Pour
les six mélanges, les composés sont dissous a 10° moles dans 5 g de propyléne glycol. Les
mélanges sont agités par agitateur magnétique pendant 2 heures puis stockés a 5°C pendant

24 heures avant leur premiére utilisation.

L’aromatisation des gels laitiers est faite en additionnant 25 mg d’un mélange de composés a 50 g
de gel laitier sous agitation mécanique (ancre Ika®) a une vitesse de 80 tour/min pendant
2 minutes. Les gels aromatisés sont ensuite stockés pendant 48 heures a 10°C avant 1’analyse

headspace.

2.5 Analyse headspace

Les analyses headspace ont été réalisées a 1’équilibre des phases matrice et gazeuse, apres
2 heures d’incubation a 30°C (168). En effet dans les traveaux de Savary (168), pour tous les
composé étudiés la concentration en phase vapeur avait atteint 1’équilibre au bout de 2 heures au

maximum.

La détermination des coefficients de partage a été effectuée selon le principe décrit par Ettre et al
(126). Le principe de la méthode de variation du rapport de volume (PRV) est basé sur
I’évolution de la concentration en composé volatil dans I’espace de téte en fonction de

I’augmentation du volume de 1’échantillon.

Des quantités allant de 150 a 1250 mg pour chaque milieu (eau, gels de pectine, gels laitiers) ont
été introduites dans des flacons headspace de 22.8 ml (Supelco, USA). Ces flacons étaient
immédiatement scellés avec des capsules magnétiques munies de septum en silicone (Supelco,
USA).

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque volume, ce qui représente 24 flacons pour
mesurer le coefficient de partage de chaque composé volatil composant un mélange d’arome et

par milieu.

Les flacons headspace ont été placés dans un agitateur/incubateur d’un passeur automatique
headspace (GERSTEL MPS 2, Gerstel Inc., USA) a 30°C pendant 120 minutes. Durant
I’incubation, les flacons ont été agités pendant 30 secondes a 250 tour/min avec des cycles de

130 secondes.

Un échantillon de 1 ml de phase gazeuse (headspace) a été automatiquement prélevé par une
seringue a gaz étanche (Gerstel, Australie) préchauffée a 35°C et injecté en chromatographie en
phase gazeuse (TRACE GC Ultra, Thermo Electron, Italie).
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La température de I’injecteur était de 240°C. Une seule injection par flacon a été effectuée. Une
colonne capillaire DB-Wax (30 m, 0.32 mm i.d, 0.5 pm, J&W Scientific, USA) et un détecteur a
ionisation de flamme (FID) a 250°C ont ét¢é utilisés. L hélium a été utilisé en tant que gaz vecteur
avec une vélocité de 30.9 cm. s en mode splitless. Le programme de température du four variait

selon le mélange de composés volatils comme suit :

mélange 1:  40°C——" ggoc —=IM0 3 190°c —IM 3 40°C

2°C/mi 4°C/mi °C/mi
mélange 21 40°C ——0y 1100c—+IM 3 1300c —2IMy H40°C

2°C/mi 05°C/mi 2°Clmi 4°C/mi
mélange 3:  40°C———"—> 53°C ———""— 75°C ——""—) 84°C ———"—

115°C —2IMN_y 540°C

mélange 4 :  40°C——" 5 150°C—9™ 5 290°C

1°C/mi °C/mi
mélange 5  40°C——0 3 9o°c—™ 5 240°C

3°C/mi 6°C/mi
mélange 6:  40°C———"— 135°C———"— 220°C

2.6 Calcul des coefficients de partage

La méthode de variation du rapport de volume (Phase Ratio Variation, PRV) décrite par Ettre et al
(126, 169) est basée sur I’évolution de la concentration du composé volatil dans 1’espace de téte
en fonction de I’augmentation du volume de 1’échantillon dans le flacon. Cette évolution est
linéaire pour des volumes d’échantillon ni trop petit (probléme surface d’échange air/matrice,
épuisement de la matrice en composés volatils) ni trop grand (volume libre dans le flacon trop
faible, saturation de 1’espace de téte). Il faut aussi que les composés soient assez volatils pour
mesurer des variations croissantes des aires chromatographiques. Enfin dans la mesure ou les
volumes d’échantillons sont bien choisis, il est possible d’écrire que la concentration finale en

composés volatils dans la matrice est égale a la concentration initiale.

L’équation PRV (Equationl) prend en compte la variation de I’inverse de 1’aire du pic d’un

composé (1/A) en fonction du rapport de phase entre la phase gazeuse et la matrice (= VG/VM).
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Equation 1

A fi.C

1 1 1
= C,/C
AT P Gl

A étant I’aire du pic a 1’équilibre, Cy la concentration initiale de 1’échantillon et f; le facteur de

réponse du détecteur.
L’équation 1 peut s’écrire sous forme de relation linéaire 1/A=f (B):
1 .
A bp+a Equation 2

1 1
) te 3 Poricine & - -—(C,, /IC
L’ordonnée a I’origine étant a fi-c, la pente b fi-c, Cu/Cs)

Donc, le coefficient de partage K=Cg/Cy est égal au rapport b/a.
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e Molécules étudiées
La liste des molécules étudiées comportant leurs structutres ainsi que leurs caratéristique principales sont reportées dans le Tableau 6

Tableau 6 : Propriétés et structures des 51 composés volatils

Masse
Solubilité
Index Composé Famille CAS Molaire Pureté? AlogP98°  Structure
(9/L)°
(g/mol)
(E)-hex-4-én-1-ol HO
1 alcool  928-91-6  100.16  0.975 6.0 1.44 CH,q
(cis-4-hexen-1-ol) —
OH
hex-1-én-3-ol
2 alcool  4798-44-1 100.16  0.956 25.0 1.62 CH,
(1-hexen-3-ol) |
CH,
3 1-hexanol alcool  111-27-3  102.17  0.987 6.0 1.88 HO
3-méthylpentan-3-ol oH
4 alcool  77-74-7 102.17  0.941 42.6 1.62 /—'—\
(3-methylpentan-3-ol) HyC CH, CHa
2-méthylpentan-1-ol CHg

5 alcool  105-30-6  102.18  1.000 6.0 1.75 HOQ\A
(2-methylpentan-1-ol) CH



Index Composé

10

11

12

(2)-Hept-4-én-1-ol

(cis-4-Hepten-1-ol)

heptan-2-ol

(2-heptanol)

6-méthylhept-5-én-2-ol

(6-methyl-5-hepten-2-ol)

octan-1-ol

(1-octanol)

octan-3-ol

(3-octanol)

2-éthylhexan-1-ol

(2-ethyl-1-hexanol)

nonan-1-ol

Famille

alcool

alcool

alcool

alcool

alcool

alcool

alcool

CAS

6191-71-5

543-49-7

1569-60-4

111-87-5

589-98-0

104-76-7

143-08-8

Masse
Molaire

(g/mol)

114.19

116.20

128.21

130.23

130.23

130.23

144.26

Pureté?

0.980

0.997

0.920

1.000

1.000

1.000

1.000

Solubilité

(/L)

5.0

3.3

4.6

0.5

1.3

0.9

0.1

AlogP9g°®

1.89

2.26

2.26

2.80

2.78

2.66

3.25

Structure
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Index Composé

13

14

15

16

17

Famille CAS
(1-nonanol)
3,7-diméthylocta-1,6-dién-
3-ol alcool  78-70-6
(linalool)
(2)-3,7-diméthyl-2,6-
octadién-l-ol alcool  106-25-2
(nerol)
3,7-diméthyloctan-1-ol

alcool  106-21-8

(3,7-dimethyl-1-octanol)

2-méthyl-2-butenal

aldehyde 497-03-0

(2-methyl-2-butenal)

(E)-hex-2-énal

aldehyde 6728-26-3

(trans-2-Hexenal)

Masse
Molaire

(g/mol)

154.25

154.25

158.28

84.12

98.14

Pureté?

0.860

0.983

0.998

1.000

0.972

Solubilité

(/L)

1.6

0.1

22.0

25.0

16.7

AlogP9g°®

2.74

2.93

3.30

1.36

1.83

Structure
OH CHs
HaC
Z CHq
H,C——
HO
X N CH;
CHy CHj
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Index Composé

18

19

20

21

22

23

24

2-méthylpent-2-énal

(2-methyl-2-pentenal)

2-éthylbutanal

(2-ethylbutyraldehyde)

hexanal

(2)-hept-4-énal

(cis-4-Heptenal)

heptanal

octanal

2-éthylhexanal

(2-ethylhexanal)

Famille

aldéhyde

aldéhyde

aldéhyde

aldéhyde

aldéhyde

aldéhyde

aldéhyde

CAS

623-36-9

97-96-1

66-25-1

6728-31-0

111-71-7

124-13-0

123-05-7

Masse
Molaire

(g/mol)

98.14

100.16

100.16

112.17

114.19

128.21

128.21

Pureté?

1.000

1.000

1.000

1.000

0.937

0.977

0.993

Solubilité

(/L)

27.5

13.0

5.6

5.5

1.3

0.6

0.4

AlogP9g°®

1.82

1.86

1.85

1.86

2.31

2.77

2.77

Structure

O/AA)/

OW
CH;

O\/\/\/\/CH3

CHj

CHj
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Masse

Solubilité
Index Composé Famille CAS Molaire Pureté® AlogP98° Structure
(9/L)°
(g/mol)
CH3 CcH, o
25  3,55-trimethylhexanal  aldéhyde 5435-64-3 142.24  0.993 11 2.56 /\)\X ¢
© CHy
2-isopropyl-5-méthylhex- CHy
2-énal
26 aldéhyde 35158-25-9 154.25 0980 0.9 3.24 o7 NF CH;
(2-isopropyl-5-methyl-2-
hexenal) HsC CHs
hex-5-én-2-one o
X “XcH,
27 cétone  109-49-9 9814  0.892 114 1.08 WCW
(hex-5-en-2-one) CHg
4-méthylpent-3-én-2-one Q CHs
28 cétone  141-79-7  98.14 0.947 29.9 1.44 M\
(4-methyl-3-penten-2-one) HsC CHy

4-méthylpentan-2-one
29 cétone  108-10-1  100.16 0.991 19.0 1.27
(4-methyl-2-pentanone) HaC CHy

——O
(@}
I

<@



Index Composé

30

31

32

33

34

35

3-méthylpentan-2-one

(3-methylpentan-2-one)

heptan-2-one

(2-heptanone)

5-méthylhexan-2-one

(5-methylhexan-2-one)

2-méthylheptan-3-one

(2-methylheptan-3-one)

5-méthylheptan-3-one

(5-methylheptan-3-one)

2,6-diméthylheptan-4-one

(2,6-dimethyl-4-

Famille

cétone

cétone

cétone

cétone

cétone

cétone

CAS

565-61-7

110-43-0

110-12-3

13019-20-0

541-85-5

108-83-8

Masse
Molaire

(g/mol)

100.16

114.19

114.19

128.21

128.21

142.24

Pureté?

0.984

1.000

0.986

1.000

0.988

1.000

Solubilité

(/L)

20.9

4.3

5.4

2.0

2.0

2.7

AlogP9g°®

1.48

1.93

1.73

2.60

2.39

2.65

Structure
CH,
o~ CH,
CHy
O\(\/VCHE
CH,
CHg
o
- M
CHy

CHg,

I
w
[¢]
::O

CHy

CH,

é o
e}

H3C

CHy O CHg

(@]
I
3

H3C

89



Index Composé

36

37

38

39

40

heptanone)

propanoate d'éthyle

(ethyl propanoate)

(E)-but-2-énoate d'éthyle
ethyl crotonate
2-méthylpropanoate
d'éthyle

(ethyl 2-
methylpropanoate)
butanoate d'éthyle

(ethyl butanoate)

pentanoate d'éthyle

(ethyl pentanoate)

Famille CAS
ester 105-37-3
ester 623-70-1
ester 97-62-1
ester 105-54-4
ester 539-82-2

Masse
Molaire

(g/mol)

102.13

114.14

116.16

116.16

130.18

Pureté?

0.970

1.000

0.960

0.969

1.000

Solubilité

(/L)

19.2

9.4

7.3

4.3

2.2

AlogP9g°®

1.04

1.47

1.50

1.49

1.95

Structure
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Index Composé

41

42

43

44

45

acétate de 3-méthylbutyle
(isoamy! acetate)
(E)-2-méthylbut-2-énoate
de méthyléthyle
isopropyl tiglate
(E)-2-méthylbut-2-énoate
de propyle

(propyl 2-methylbut-2-
enoate)

hexanoate d'éthyle

(ethyl hexanoate)
(2)-2-méthylbut-2-énoate
de 2-méthylpropyle

(isobutyl angelate)

Famille CAS

ester 123-92-2
ester 1733-25-1
ester 61692-83-9
ester 123-66-0
ester 7779-81-9

Masse
Molaire

(g/mol)

130.18

142.20

142.20

14421

156.22

a

Pureté

1.000

1.000

1.000

1.000

0.983

Solubilité

(/L)

2.0

2.7

0.6

0.9

AlogP9g°®

1.60

2.29

2.44

241

2.76

Structure
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Index Composé

46

47

48

49

50

heptanoate d’éthyle

(ethyl heptanoate)

pentanoate de n-butyle
(n-butyl pentanoate)
3-méthylbutanoate de 2-
méthylpropyle

(isobutyl isovalerate)
(E)-2-methylbut-2-énoate
de 3-méthylbutyle
(isoamyl tiglate)
2-méthylbutanoate de 2-
méthylbutyle

(2-methylbutyl 2-
methylbutanoate)

Famille CAS

ester 106-30-9
ester 591-68-4
ester 589-59-3
ester 41519-18-0
ester 2445-78-5

Masse
Molaire

(g/mol)

158.24

158.24

158.24

170.25

172.26

Pureté?

0.953

1.000

1.000

0.930

1.000

Solubilité

(/L)

0.03

0.1

0.4

0.3

0.1

AlogP9g°®

2.86

2.93

2.59

3.15

3.25

Structure
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Solubilité
Index Composé Famille CAS Molaire Pureté® AlogP98° Structure
(9/L)°
(g/mol)
(E)-2-méthylbut-2-énoate |C|’
51 dhexyle ester  16930-96-4 184.28 0950 0.1 3.81 chMo/\/\/\CHs

Masse

(hexyl tiglate)

aetb

CH3

les valeurs de solubilité sont estimées par le logiciel Epi Suite (EPA’s Office of Pollution Prevention Toxics and Syracuse Research

Corporation (SRC).

C

Les valeurs AlogP98 sont des valeurs du logP estimées par le logiciel DS ViewverPRO®.
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2.7 Etude des relations structure-proprieté

Les molécules ont été téléchargées a partir du site NIST (http://webbook.nist.gov/chemistry/). Les

structures ont ensuite été importées dans le logiciel DS Viewer Pro 6.0 (Accelrys Inc.) sous
Windows XP pour générer les structures tridimentionnelles. Ces structures ont été minimisées en
utilisant le champ de force Dreiding Forcefield disponible dans DS Viewer Pro (nombre
d'itérations = 5000, critére de convergence = 0,0001 kcal mol™). Quatre propriétés moléculaires
(descripteurs moléculaires) ont été calculées par DS Viewer Pro : la surface (notée Area, exprimée
en A?), 1a polarisabilité (notée Polarizability), I’hydrophobie globale (AlogP98, calcul de Ghose et
al. (170)) et un descripteur de charge négative relative noté Jurs-RNCG (Jurs-RNCG= charge de

o)

I’atome le plus négatif divis¢ par la charge négative totale ( Jurs — RNCG =

Les corrélations entre les coefficients de partage et les propriétés moléculaires sont des

corrélations linéaires simples effectuées avec Excel.
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3 RESULTATS

Le modeéle « aliment » que nous avons retenu, un gel laitier sans matiére grasse additionné ou non
de pectine, a été obtenu en différents lots de production, pour lesquels nous avons effectué des
contrdles rhéologiques afin de vérifier la reproductibilité des propriétés de ces gels. Nous avons
également Vvérifie que ni la présence d’adjuvant au sein de la pectine ni I’utilisation de tampon

n’avaient d’effet sur les valeurs de coefficients de partage mesurés.

Notre objectif était d’obtenir des données fiables de coefficients de partage liquide-vapeur afin
d’étudier in fine I'impact de la structure des composés volatils sur le phénoméne
rétention/libération. Dans ce but, nous avons déterminé les coefficients de partage entre phase
liquide ou gel et phase gazeuse en mettant en ceuvre la méthode PRV (Phase Ratio Variation) pour
plus de cinquante composés volatils dans des conditions d’équilibre thermodynamique identiques
pour tous les composés. Apres avoir vérifié la fiabilité des valeurs de coefficients de partage, nous

avons retenus 28 molécules.

Afin d’identifier I’'impact de la pectine, du gel laitier ainsi que celui de I’eau en tant que milieu de
référence, nous avons étudié 1’équilibre rétention-libération pour les 28 molécules odorantes dans

les cing milieux.

La démarche suivie pour 1’étude proprement dite de I’impact des composés d’arome sur leur
libération-rétention consiste en 1’étude de la relation entre structure des composés d’aréme et leur
rétention/libération en utilisant des corrélations entre les valeurs de coefficients de partage et
quatre propriétés moléculaires : hydrophobie globale, surface moléculaire, polarisabilité et densité

de charge négative.

Cette démarche permet de mettre en exergue les propriétés moléculaires mises en jeux ou les
caractéristiques structurales influant sur la libération-rétention. Pour cela, nous avons commencé
par étudier les corrélations entre coefficients de partage et descripteurs pour I’ensemble des 28
molécules sélectionnées dans un premier temps. Puis nous avons étudié ces corrélations au sein de
groupes de composés appartenant a une famille chimique différente (esters, aldéhydes cétones) ou

a une famille structurale différente (linéarité, ramification, insaturation) dans un second temps.
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Cette partie est construite en quatre étapes :
[0 Caractérisation des différents milieux
[0 Obtention des coefficients de partage
O Etude de I’impact de la nature du milieu modéle

[0 Etude des relations structure-propriété

3.1 Caractérisation des différents milieux

3.1.1 Gels de pectine

Afin de vérifier la répétabilité du procédé de fabrication des gels de pectine, le pH et la viscosité
apparente 1 ont été mesurés sur 5 essais de fabrication de gel de pectine a 0.8% (m/m) a J+4.
L’¢étude de répétabilité a ét€ menée avec les gels a 0.8% en supposant que s’ils étaient répétables,

des gels deux fois moins concentrés (0.04%) le seraient aussi.

Ces gels contiennent du sorbate de potassium utilisé comme conservateur afin de prévenir toute
prolifération bactérienne, qui pourrait modifier les propriétés des gels. L utilisation d’un lot de gel
de pectine étant prévu sur 15 jours, nous avons également contrélé que la viscosité des gels et le
pH étaient stables dans le temps. Ainsi les mesures de pH et de viscosité apparente ont été
effectuées a J+4, J+15 et J+28.

La valeur moyenne de viscosité apparente m des gels obtenus sur 5 fabrications est de
0.042 Pa.s + 0.002. La valeur moyenne du pH était de 3.5 + 0.03. Le procédé de fabrication peut

étre jugé répétable.

Les valeurs de m et de pH obtenus sur un gel a 0.8% de pectine a J+4, J+14 et J+28 sont

présentées dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Viscosité apparente et valeur de pH de gel de pectine a 0.8% au cours de la
conservation.

temps | m a400s™ (Pa.s) pH

J+4 0.042 +0.002 3.52£0.03
J+15 0.044 +0.003 3.58 £0.03
J+28 0.046+ 0.002 3.48 £0.02

Les valeurs de n et de pH n’évoluent pas significativement avec le temps. Les propriétés des gels
restent donc stables au moins jusqu’a 15 jours (voire plus), durée pendant laquelle ils pourront

étre utilisés.

3.1.2 Gels laitiers

Les gels laitiers ont été obtenus a partir de poudre de lait délipidé et par acidification avec de la
glucono-delta-lactone. Les valeurs de viscosité apparente et de pH mesurées a J+2 sur 3 gels
laitiers et 3 gels laitiers additionnés de pectine a 0.05% sont présentées ci-dessous (Tableau 8).

Tableau 8 : Valeurs de 1 et de pH mesurées a J+2 sur 3 gels laitiers simples et 3 gels laitiers avec
pectine.

n a 650 s-1 (Pa.s) pH
Gel laitier 0.074 +£0.002 4.08 +0.07
Gel laitier + pectine 0.076 +0.002 3.93+0.09

La variabilité sur les mesures de viscosité apparente des trois lots de gels laitiers avec ou sans
pectine est trés faible, de méme que pour les valeurs de pH. Nous pouvons donc conclure que
notre procédé d’acidification par la GDL et les étapes de lissage du gel laitier sont répétables. On
note également que I’addition de pectine a faible concentration (0.05%) ne modifie pas

significativement la viscosité du gel laitier.
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3.2 Obtention des coefficients de partage

La méthode PRV (Phase Ratio Variation) utilisée lors de cette étude pour le calcul des
coefficients de partage est basée sur la variation du rapport de volume B (Vc/Vwm) entre la phase
gazeuse (G) et la matrice (M). La validit¢é d’application de cette méthode repose sur deux

conditions :

= La concentration des composés dans la matrice (Cy) doit rester constante et égale a la
concentration de départ (Co). En d’autres termes, la concentration des composes d’ar6me

dans la phase gazeuse (Cg) doit étre négligeable devant la concentration dans la matrice.

CM ~ COM

= Les paramétres de régression de la droite 1/A vs B (facteur de distribution F et coefficient

de régression r2) doivent étre significatifs.

Par conséquent, si 1’équilibre est fortement déplacé vers la phase vapeur, Cg n’est plus

négligeable devant Cy, donc Cy # Coym. Dans ce cas, la méthode PRV ne peut plus étre appliquée.

Si I’équilibre est fortement déplacé vers phase liquide, il y a peu de variation de A en fonction de
B.
Deux cas sont illustrés par la Figure 16.

Figure 16-a : cas d’une droite de régression exploitable pour le calcul de Cs/Cw.

Figure 16-b : faible variation de la surface des pics chromatographiques en fonction du rapport
des volumes : la régression n’est alors pas significative et la valeur du coefficient de partage ne

peut pas étre mesurée.
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Figure 16. Droite de régression 1/A = f (B) : (a) pour le pentanoate d’éthyle dans I’eau ; (b) pour
le 2-méthylpentan-ol dans I’cau.

En raison de ces limites, les valeurs de coefficient de partage n’ont pas pu €tre mesurées pour tous
les composés volatils que nous avions sélectionnés. La détermination des coefficients de partage
dans tous les milieux n’a pas pu étre effectuée par la méthode PRV pour 23 composés. Parmi
ceux-ci se trouvent la totalité des alcools dont la rétention est trop importante, en particulier dans
les gels laitiers, pour qu’une variation significative des pics chromatographique en fonction de 8
soit obtenue. Il en est de méme pour 3 esters (index 48, 50 et 51), 3 cétones (index 28, 29 et 30) et
2 aldéhydes (index 16 et 17).

De ce fait, les composés se repartissent en trois catégories :
= 28 composés pour lesquels la méthode PRV s’applique dans tous les milieux (Tableau 2) ;

* 12 composés pour lesquels la méthode PRV s’applique uniquement dans les milieux

aqueux (Annexe 1) ;

= 11 composés pour lesquels la méthode PRV ne s’applique dans aucun des milieux
(Annexe 2).

Il reste ainsi 28 composés pour 1’étude de I’impact de la structure moléculaire des composés
d’aréme sur le phénomene rétention/libération : 13 esters, 6 cétones et 9 aldehydes.
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Tableau 9 : Liste des 28 composés dont les coefficients de partage ont étés mesurés dans tous les

milieux (aldéhydes en orange, cétones en vert, esters en bleu).

index composé d'aréme masse molaire (g/mol) famille
18 2-méthylpent-2-énal 98 aldéhyde
19 2-ethylbutanal 100 aldéhyde
20 hexanal 100 aldéhyde
21 (2)-hept-4-énal 112 aldéhyde
22 heptanal 114 aldéhyde
23 octanal 128 aldéhyde
24 2-éthylhexanal 128 aldéhyde
25 3,5,5-trimethylhexanal 142 aldéhyde
26 2-isopropyl-5-méthylhex-2-énal 154 aldéhyde
27 hex-5-én-2-one 98 cetone
31 heptan-2-one 114 cétone
32 5-méthylhexan-2-one 114 cetone
33 2-méthylheptan-3-one 128 cétone
34 5-méthylheptan-3-one 128 cétone
35 2,6-diméthylheptan-4-one 142 cétone
36 propanoate d'éthyle 102 ester
37 (E)-but-2-énoate d'éthyle 114 ester
38 2-méthylpropanoate d'éthyle 116 ester
39 butanoate d'éthyle 116 ester
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index composé d'aréme masse molaire (g/mol) famille

40 pentanoate d'éthyle 130 ester
41 acétate de 3-méthylbutyle 130 ester
42 (E)-2-methylbut-2-énoate de méthyléthyle 142 ester
43 (E)-2-méthylbut-2-énoate de propyle 142 ester
44 hexanoate d'éthyle 144 ester
45 (2)-2-méthylbut-2-énoate de 2-méthylpropyle 156 ester
46 heptanoate d'éthyle 158 ester
47 pentanoate de n-butyle 158 ester
49 (E)-2-methylbut-2-énoate de 3-méthylbutyle 170 ester
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3.3 Etude de ’impact de la nature du milieu modéle

3.3.1 Effet du saccharose, du tampon et du pH

La recherche de I’impact potentiel de la présence de saccharose, de composés constitutifs du
tampon citrate et du pH sur les valeurs de coefficients de partage a été effectuée sur un sous-
ensemble de 10 molécules appartenant & 4 classes chimiques. Les milieux étudiés étant
majoritairement aqueux, les coefficients de partage de trois alcools ont été déterminés. En effet,
en rapport avec les limites d’acceptabilité de la méthode PRV, nous avons montré que les aires de
pics des alcools en solution aqueuse (eau ou gel de pectine) sont suffisamment importantes pour

étre utilisées.

L’analyse de la composition de la pectine commerciale CP Kelco a révélé qu’elle est stabilisée
avec 20% (m/m) de saccharose. Le saccharose en solution aqueuse peut engendrer une

augmentation de la libération des composés d’aréme (51).

Afin de vérifier I’effet de la présence de saccharose dans le gel de pectine sur le coefficient de
partage gel/vapeur de composés volatils, nous avons étudié deux types de gel de pectine a 0.4%
(m/m), I'un étant a base de pectine purifiée (sans saccharose) et ’autre a base de pectine
commerciale (la poudre de pectine commerciale contenant 80% m/m de pectine pure et 20% m/m

de saccharose).

Les valeurs de coefficients de partage obtenues dans les deux milieux (Figure 17) avec les dix
composés volatils ne sont pas significativement différentes. Par conséquent, la présence de
saccharose a cette concentration n’a pas d’effet sur la volatilité relative des composés testés. En
effet la concentration finale en saccharose dans le gel de pectine n’est que de 0.1 % (m/m), ce qui
est trés faible par rapport aux concentrations utilisées dans la littérature pour mettre en évidence

I’impact du saccharose sur les coefficients de partage de composés volatils.

Pour la suite de nos expérimentations, nous utiliserons la pectine CP Kelco non purifiée, c’est a

dire contenant 20% de saccharose.
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Figure 17: Coefficients de partages des 10 composés d’arome dans deux milieux : Gel de pectine
purifiée a 0.04% (m/m) et gel de pectine commerciale a 0.04% (m/m).

Une autre expérience a été menée afin de mettre en évidence I’effet de tous les constituants
mineurs du gel de pectine que sont les sels de citrate de calcium et de sodium et de sorbate de
potassium. Les valeurs de constantes de partage sont reportées dans la Figure 18. Les valeurs des
coefficients de partage dans 1’eau pure ne sont pas significativement différentes des coefficients
de partage dans la solution tampon contenant du saccharose. Ces constituants ne modifient donc
pas 1’équilibre rétention/libération des composés d’aréme. Par ailleurs, cette méme expérience
montre que ’acidité des gels de pectine (pH=3.5) comparée a celle de 1’eau pure n’influe pas sur

la rétention/ libération des composés d’ardme.
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Figure 18 : Coefficients de partages des 10 composés d’arome dans deux milieux : eau et tampon
+ 0,1% de saccharose.

3.3.2 Equilibres rétention-libération pour les molécules odorantes dans les cing
milieux

Les constantes d’équilibre de libération des 28 composés d’ardme dans les cinq milieux sont

représentées dans la Figure 19 et reportées sur I’Annexe 3. Les composeés sont classés de gauche a

droite par famille chimique (aldéhydes, cétones et esters) puis par masse molaire croissante. A

I’histogramme représentant les valeurs de la constante d’équilibre est ajouté la courbe des valeurs

AlogP98? des composés (I’axe principal des ordonnées indique la valeur de la constante de

libération, 1’axe secondaire des ordonnées indique la valeur de AlogP98).

L’examen des valeurs des constantes d’équilibre et des intervalles de confiance montre que le

déplacement de 1’équilibre libération/ rétention ne dépend ni de la classe chimique ni de la masse

2 AlogP98 est une valeur calculée du log du coefficient de partage octanol-eau (logiciel DS ViewerPro, Acclerys

Inc.)
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molaire des composés d’aréme. En effet, d’une part, les composés les plus libérés (K, important)
ou les moins libérés (Ki, faible) se trouvent aussi bien parmi les aldéhydes, que parmi les cétones
et les esters, que ce soit dans les milieux aqueux ou dans les gels laitiers. D’autre part, quelque
soit la famille chimique ou le milieu, la libération plus ou moins importante n’est liée ni a la

masse molaire, ni a ’hydrophobie des molécules.
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Figure 19 : Equilibre libération /rétention des 28 composés d’arome dans 1’eau (eau), le gel de pectine a 0.4% (P04), le gel de pectine a 0.8% (P08), le

gel laitier simple (GL) et le gel laitier additionné de pectine a 0.05% (GLP).



3.3.3 Recherche de I’effet pectine.
L’influence de la pectine sur le phénomeéne rétention/libération des composés volatils a été

déterminée en étudiant 1’équilibre rétention-libération au sein des milieux suivants :
= gels de pectine a 0.4 et 0.8%.

= gel laitier a 0.05% de pectine pour mettre en évidence un éventuel effet de la pectine en

association avec les protéines laitieres.

Les constantes d’équilibre liquide-vapeur des 28 composés mesurées dans les deux gels de pectine

ne sont pas significativement différentes de celles qui ont été mesurées dans 1’eau (Figure 19).

Par conséquent, nous pouvons conclure qu’il n’y a pas d’effet de la présence de pectine sur la

rétention/libération des composés d’arome.

Globalement, nous avons constaté que les valeurs de coefficient de partage mesurée pour chaque
sont trés bien corrélées aux valeurs de coefficient de partage de chacun des autres milieux. Ceci
indique qu’il n’y a pas de différence notable entre les constantes d’équilibre mesurées dans le gel

laitier avec pectine et dans le gel laitier sans pectine, sauf pour certains composés (Figure 19):

= 2 aldéhydes (19, 23), pour lesquels la libération est plus importante dans le gel laitier avec

pectine

= 1 aldéhydes (26), 2 cétone (33, 35) et 4 esters (36, 39, 40, 41) pour lesquels la libération

est plus importante dans le gel laitier simple

Malgré ces différences, la pectine ne semble pas modifier la libération rétention des composés

d’aréme dans les gels laitiers.

Etant donné que la pectine ne modifie apparemment pas la rétention/libération des composés
d’ardme a la fois dans les milieux aqueux et dans les gels laitiers, seuls les milieux eau et gel

laitier seront pris en compte pour la suite de notre étude.

3.3.4 Etude de la rétention/liberation dans le gel laitier.
Pour mieux rendre compte du sens de déplacement des équilibres, nous avons utilisé la constante

C
d’équilibre thermodynamique dans le sens libération : K, = C_G RT
M
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Les valeurs de K, dans I’eau et dans le gel laitier calculées sont reportées en échelle
logarithmique dans I’histogramme (Figure 20). Cet histogramme montre que la plupart des
équilibres sont déplacés vers la phase liquide (Kp<l1). La libération des composés d’aréme est
significativement plus importante dans 1I’eau que dans le gel laitier : dans 1’eau, les équilibres sont
déplacés vers la phase vapeur pour 8 composeés : 3 aldéhydes (24, 25 et 26), 1 cétone (34) et 5
esters (38, 44, 45, 46, 47 et 49), alors que dans le gel laitier, le déplacement vers la phase vapeur

n’est observé que pour le 2-éthylbutyraldehyde (19).
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Figure 20: Valeurs de Kyj, pour les 28 composés d’arome dans 1’eau et dans le gel laitier simple
(GL) en échelle logarithmique.
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3.3.5 Conclusion
Au vu des résultats concernant cette partie, nous retenons que la présence de pectine n’a pas
entrainé d’effet significatif apparent sur le phénoméne libération/rétention des composés d’ardbme

aux concentrations testées.

Par conséquent, 1’¢tude de I’impact de la structure des composés d’arome sur le phénomene
rétention-libération concerne uniquement les 28 molécules du Tableau 9 dans deux milieux : I’eau

et le gel laitier sans pectine.

Les équilibres étaient majoritairement déplacés dans le sens de la rétention, nous allons donc

utiliser le coefficient de partage dans le sens rétention (Cu/Cg).

De plus, pour rendre compte de I’effet propre aux molécules du lait en s’affranchissant de 1’effet
de I’eau nous utiliserons un coefficient de partage fictif entre 1’eau et le gel laitier. Ce coefficient
de partage que nous appellerons « Ratio » est le rapport du coefficient de partage dans le gel
laitier sur le coefficient de partage dans 1’eau (Cw/Cg)e/(Cm/Cg)ear- AiNSi, pour une méme

concentration dans la matrice, cette expression se simplifie en donnant :

, C
"Ratio" = —>
G.GL

Si la valeur de « Ratio » est supérieure a 1, cela signifie que la rétention est plus importante dans
le gel laitier. A I’opposé, si la valeur de « Ratio » est inférieure a 1, cela signifie que la rétention

est plus importante dans 1’eau.
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3.4 Etude des relations structure-propriété

Comme nous I’avons vu sur la Figure 19, il n’apparait pas de relation simple entre la valeur du
coefficient de partage des composés et leur fonction chimique, leur masse molaire ou leur
hydrophobie. Pour comprendre et mettre en évidence les effets de la structure des composés
volatils sur leur comportement de libération ou de rétention dans un milieu donné, il est nécessaire
de s’intéresser a d’autres propriétés moléculaires. Nous avons donc mis en ceuvre une étude des
relations structure-propriété (relations entre la structure des composés volatils et leur
rétention/libération) en utilisant de maniére simple 1’approche QSAR/QSPR (Quantitative
Structure-Activity/Property Relationships), qui consiste ici a établir des corrélations linéaires

simples entre des descripteurs moléculaires et les coefficients de partage (142).

Pour rendre compte des interactions moléculaires impliquées dans le phénomene de
rétention/libération, il faut choisir les descripteurs appropriés. Pour guider ce choix, il faut prendre
en compte la mise en jeu des propriétés des chaines carbonées des composés d’arome, qui peuvent
étre traduites par I’hydrophobie globale, la surface des molécules et leur polarisabilité. Par
ailleurs, les milieux étudiés étant aqueux et 1’eau fortement polaire, il faut également prendre en

compte des interactions de type polaire (liaisons hydrogéne).

Notons que le gel laitier étant constitu¢ a la fois d’eau et de protéines, les deux types

d’interactions peuvent alors co-exister.
Les descripteurs que nous avons sélectionnés dans le cadre de ce travail sont les suivants :

— AlogP98 (calcul qui prédit le partage entre I’octanol et I’ecau et traduit
I’hydrophobie globale de la molécule) (170)

— Surface Area (surface de la molécule)
— Polarizability (aptitude a la déformation du nuage électronique de la molécule)

— Jurs-RNCG (rapport de charge de 1’atome le plus négatif sur la charge négative
globale)

Les descripteurs AlogP98, Surface Area et Polarisability traduisent les propriétés moléculaires
liées a I’hydrophobie qui sont impliquées dans les interactions de type van der Waals. Le
descripteur Jurs-RNCG traduit la densité de charge négative et les propriétés moléculaires

impliquées dans les interactions polaires et les liaisons hydrogenes.
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Afin de faciliter ’interprétation de ces corrélations et d’éviter la redondance d’information,
nous avons jugé necessaire de présenter des corrélations entre les descripteurs eux-mémes

qui sont présentées dans des tableaux en couleur grise.
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3.4.1 Ensemble des 28 composés

Les trois descripteurs liés a I’hydrophobie sont corrélés entre eux (Tableau 10), mais le fait
d’examiner les corrélations avec les coefficients de partage pour chacun d’entre eux peut
néanmoins apporter des informations.

Tableau 10 : Matrice de corrélation pour les 4 descripteurs moléculaires pour I’ensemble des 28
COMPOsEs

AlogP98 Polarizability Surface Area Jurs-RNCG
AlogP98 1
Polarizability 0.85 1
Surface Area 0.87 0.93 1
Jurs-RNCG -0.44 -0.73 -0.75 1

La gamme des coefficients de partage étant relativement large (10-250) pour I’ensemble des 28
composés, nous avons utilisé les valeurs logCw/Cg. Toutefois, dans le cas des valeurs « Ratio » et
pour les sous-groupes de composés lorsque le rapport entre les valeurs extrémes de Cy/Cg est de

I’ordre de 10, il est préférable d’utiliser directement les valeurs de coefficient de partage.

Les coefficients de corrélation entre les valeurs de coefficient de partage (Cy/Cg dans 1’eau, dans

le gel laitier et « Ratio ») et les quatre descripteurs sélectionnés sont reportés dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Coefficients de corrélation (r) entre les coefficients de partage et les descripteurs
AlogP98, Polarizability et Surface Area.

AlogP98 Polarizability Surface Area Jurs-RNCG
-0.76 -0.73 -0.82 0.66
IOg(CM/CG)eaU
-0.26 -0.15 -0.31 0.34
10g(Cm/Cq)oL
. 0.75 0.77 0.83 -0.54
« Ratio »

Pour I’ensemble des 28 composés étudiés, la corrélation entre les valeurs des coefficients de

partage rétention-libération et AlogP98, Surface Area et Polarizability est moyenne pour I’eau et
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le «Ratio», les meilleures valeurs de r sont obtenues avec Surface Area, AlogP98 et
Polarizability, donnant des résultats tres proches. Les corrélations sont encore moins bonnes avec
le descripteur Jurs-RNCG qui caractérise la polarité. Les corrélations entre les coefficients de
partage dans le gel laitier et chacun des descripteurs sont tres faibles dans tous les cas. On
remarque aussi une inversion du signe des corrélations: les valeurs 10g(Cu/Cg)eau SONt
négativement corrélées a AlogP98, Polarizability et Surface Area, tandis que la corrélation est
positive avec Jurs-RNCG, et ces tendances sont inversées pour les corrélations entre les valeurs

« Ratio » et les descripteurs.

Nous avons reporté graphiquement les valeurs des coefficients de partage dans I’eau et le gel

laitier et la valeur « Ratio » en fonction des valeurs Surface Area et Jurs-RNCG (Figure 21).

Dans le cas de I’équilibre avec 1’eau, le graphe de corrélation met en évidence une tendance a la
diminution de la rétention avec une augmentation de la surface du composé volatil. Cette tendance

est moins marquée mais est inversée entre 10g(Cw/Cg) cay €t Jurs-RNCG.
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Figure 21 : Graphes de corrélation entre descripteurs Surface Area et Jurs-RNCG et coefficients
de partage : (a) et (b) log(CM/CG) eau ; (c) et (d) log (CM/CG)GL ; (e) et () « ratio ».
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Bien que la corrélation entre les coefficients de partage dans le gel laitier et chacun de ces trois
descripteurs soit trés faible, la représentation graphique fait toutefois apparaitre une faible
tendance négative entre les valeurs log(Cw/Cc)cL et Surface Area, positive entre log(Cwu/Cg)aL et
Jurs-RNCG.

En utilisant les valeurs « Ratio », on observe cette fois des corrélations moyennes positives avec
les 3 descripteurs AlogP98, Surface Area et Polarizability. La corrélation entre les valeurs de
« Ratio » et Jurs-RNCG est faible, mais on observe une tendance a une diminution de la rétention

avec I’augmentation des valeurs de ce descripteur.

3.4.2 Sous-groupes de cOmposes

Notre sélection de composés volatils a été conduite pour faire en sorte d’avoir des molécules, qui
pour un nombre identique de carbones, pouvaient présenter soit une ramification soit une
insaturation et cela en plus de la variation de classe chimique. Nous avons étudié des sets de
composés volatils, la répartition étant faite d’abord en fonction de la famille chimique puis de la
structure de la chaine carbonée afin de mettre en évidence le role de cette structure dans le

phénomeéne de libération/rétention.

3.4.2.1 Familles chimiques

Les esters

L’histogramme de la Figure 22 représente les valeurs de Cy/Cgs obtenues pour les esters dans
I’eau et le gel laitier. Les molécules sont classées, par masse molaire croissante et la courbe
correspondant aux valeurs de AlogP98 est reportée. De méme que pour I’ensemble des 28
composeés, les variations des valeurs de coefficient de partage dans les deux milieux (Figure 22)

ne correspondent pas aux variations des valeurs de AlogP98.
La rétention est plus forte dans le gel laitier pour la majorité des esters, a I’exception :

e de ceux pour lesquels, il n’y a pas de différence de rétention significative entre les deux
milieux : 2-méthylpropanoate d'éthyle (38), (E)-but-2-énoate d'éthyle (37) et butanoate
d’éthyle (39),

e du propanoate d’éthyle (36) pour lequel la rétention est plus forte dans 1’eau que dans le

gel laitier.

Ces quatre composés ont un nombre de carbone inférieur ou égal a 6.
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Figure 22 : Coefficients de partage pour le sous-groupe des 13 esters et valeurs de AlogP98 dans
I’eau et dans le gel laitier (GL).

Pour ce sous-groupe, tous les descripteurs sont tres fortement corrélés, la corrélation du

descripteur Jurs-RNCG avec les autres descripteurs étant négative (Tableau 12).

Tableau 12 : Matrice de corrélation (r) entre les descripteurs AlogP98, Surface, Polarisabilité et
Jurs-RNCG, pour le sous-groupe des 13 esters.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
AlogP98 1
Surface Area 0,98 1
Polarizability 0,97 0,93 1
Jurs-RNCG -0,98 -0,98 -0,98 1
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Les corrélations entre les descripteurs et les coefficients de partage sont reportées Tableau 13. Les
coefficients de partage dans 1’eau sont médiocrement et négativement corrélés avec les
descripteurs AlogP98, Surface Area et Polarizability. lls sont moyennement et positivement
corrélés avec le descripteur Jurs-RNCG. Il n’y a pas de corrélation entre les coefficients de
partage dans le gel laitier et I’ensemble des descripteurs. Par contre les valeurs du « Ratio »
donnent les meilleures corrélations, positives avec les descripteurs AlogP98, Surface Area et

Polarizability, négative avec le descripteur Jurs-RNCG.

Tableau 13 : Coefficients de corrélation (r) entre les descripteurs AlogP98, Surface, Polarisabilité
et Jurs-RNCG, et les coefficients de partage pour I’ensemble des esters.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
(Cwm/Cg)eau -0,72 -0,77 -0,64 0,70
(Cwm/Cs)GL 0,04 -0,01 0,17 -0,13
« Ratio » 0,80 0,80 0,84 -0,81

Les aldéhydes

Le groupe des aldéhydes est constitué de 3 molécules linéaires (20, 22 et 23), 3 molécules
ramifiées (19, 24, et 25), 1 molécule insaturée (21) et 2 molécules a la fois ramifiees et insaturées
(18 et 26).

La Figure 23 montre I’histogramme représentant les rétentions des aldéhydes dans 1’eau et le gel
laitier, classés par masse molaire croissante ainsi que la courbe correspondant aux valeurs de
AlogP98. Comme nous I’avons constaté pour 1’ensemble des composés et pour les esters, les
valeurs de coefficient de partage dans les deux milieux ne sont pas corrélées avec les valeurs de
AlogP98. Tous les composés sont plus retenus dans le gel laitier que dans 1’eau sauf le 2-
éthylbutanal (19) qui est plus retenu dans I’cau et le 2-méthylpent-2-énal (18) pour lequel il n’y

pas de différence significative de rétention entre les milieux.
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Figure 23 : Coefficients de partage du sous-groupe des 9 aldéhydes et courbe des valeurs du
descripteur AlogP98 dans I’eau et dans le gel laitier (GL).

Les corrélations entre les descripteurs sont fortes, les descripteurs les moins corrélés étant
AlogP98 et Polarisabilité d’une part et AlogP98 et Jurs-RNCG d’autre part (Tableau 14).

Tableau 14 : Coefficients de corrélation (r) entre les descripteurs AlogP98, Surface, Polarisabilité
et Jurs-RNCG pour le sous-groupe des 9 aldéhydes.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
AlogP98 1
Surface Area 0,95 1
Polarizability 0,87 0,92 1
Jurs-RNCG -0,89 -0,96 -0,96 1

Si on examine les corrélations entre descripteurs et coefficients de partage (Tableau 15), on
constate que les valeurs des quatre descripteurs sont modérément corrélées avec celles des

coefficients de partage dans 1’eau et trés faiblement avec les coefficients de partage dans le gel
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laitier. Dans les deux cas, la meilleure corrélation est obtenue avec AlogP98. Les valeurs des
descripteurs sont bien corrélées avec celles du « Ratio » et la meilleure corrélation dans ce cas est

obtenue avec Polarizability.

Tableau 15 : Coefficients de corrélation (r) entre les coefficients de partage et les descripteurs
AlogP98, Surface, Polarisabilité et Jurs-RNCG pour le sous-groupe des 9 aldéhydes.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
(CMICG)ean -0,72 -0,67 -0,46 0,50
(Cwm/Cq)aL -0,52 -0,41 -0,25 0,28
« Ratio » 0,80 0,85 0,89 -0,82

Les cétones
Le groupe des cétones est constitué par 4 composés ramifiés (32 a 35), 1 insaturé (27) et 1 linéaire
(31).

Si on classe ces composés par valeurs de AlogP98 croissantes (Figure 24), on remarque une
diminution notable de la rétention avec 1’augmentation de AlogP98, aussi bien dans I’eau que

dans le gel laitier.
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Figure 24 : Coefficients de partage des cétones dans I’eau et dans le gel laitier et valeurs de
AlogP98.

Pour ce sous-groupe, il y a une forte corrélation des descripteurs entre eux, Jurs-RNCG et

AlogP98 étant les moins corrélés (r=-0.83).

Si on examine la corrélation entre I’ensemble des valeurs des coefficients de partage des cétones
(dans I’eau et dans le gel laitier) et chacun des 4 descripteurs, on remarque toujours une
corrélation négative entre les coefficients de partage et les descripteurs AlogP98, Surface Area et
Polarizability (AlogP98 donnant les moins bonnes corrélations), et une corrélation positive avec le
descripteur Jurs-RNCG, bonne pour la rétention dans 1’eau, plus médiocre pour la rétention dans

le gel laitier (Tableau 16).
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Tableau 16 : Coefficient de corrélation (r) entre les descripteurs AlogP98, Surface, Polarisabilité
et Jurs-RNCG, et les coefficients de partage des cétones.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
10g(Cm/Cg)eau -0,93 -0,98 -0,98 0,93
log(Cm/Cg)eL -0,93 -0,94 -0,81 0,70
« Ratio » 0,56 0,65 0,84 -0,88

A Tinverse les valeurs de « Ratio » sont corrélées positivement avec AlogP98, Surface Area et
Polarizability, AlogP98 donnant la moins bonne corrélation et Polarizability la meilleure
corrélation. La corrélation avec les valeurs de Jurs-RNCG est négative, mais c’est aussi la

meilleure corrélation d’apres les valeurs de r.
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3.4.2.2 Familles structurales

Pour cette partie, nous avons étudié séparément les équilibres dans les 2 milieux en examinant les
corrélations des coefficients de partage dans I’eau, dans le gel laitier et le ratio. Cela nous permet
de voir des différences de comportement selon la structure de la chaine carbonée. Dans chacun

des cas nous avons distingué 2 sous-groupes de composeés :
#* linéaires (20, 22, 23, 31, 36, 39, 40, 44, 46, 47)
# Ramifiés et/ou insaturés :
- Insaturés (21, 27, 37)
- Ramifiés (19, 24, 25, 32, 33, 34, 35, 38, 41)
- Insaturés et ramifiés (18, 26, 42, 43, 45, 49)

Globalement pour 1’ensemble des sous-groupes, les descripteurs Surface Area et Polarizability
sont trés bien corrélés entre eux (|r[>0.98). Ces descripteurs correlent bien avec le AlogP98
(Jr>0.88) sauf dans le cas des composés ramifiés. Le Jurs-RNCG ne donne pas de bonne
corrélation avec les autres descripteurs sauf dans le cas des composés ramifiés-insaturés avec

Surface Area et Polarizability (r=-0.91).

Les composés linéaires
Nous avons rassemblé I’ensemble des composés linéaires saturés dans un méme sous-groupe afin

de mieux comprendre leurs différences et leurs points communs.

La matrice de corrélation entre les quatre descripteurs est reportée dans le Tableau 17. Pour ce

sous-groupe, Jurs-RNCG est peu corrélé aux autres descripteurs, en particulier a AlogP98.

Tableau 17 : Coefficient de correlation (r) entre les descripteurs AlogP98, Surface, Polarisabilité
et Jurs-RNCG.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
AlogP98 1
Surface Area 0,90 1
Polarizability 0,88 1 1
Jurs-RNCG -0,41 -0,73 -0,73 1
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Les corrélations entre les différents coefficients de partage dans I’eau et descripteurs sont

reportées dans le Tableau 18 et apparaissent toutes médiocres (|r|<0.87).

Les meilleures corrélations sont observées entre les valeurs « Ratio » et les descripteurs AlogP98,
Surface Area et Polarizability, tandis que les moins bonnes corrélations concernent d’une part
(Cm/Cq)cL avec AlogP98, Surface Area et Polarizability, d’autre part « Ratio » avec Jurs-RNCG.

Tableau 18: Corrélations entre les coefficients de partage des composés linéaires saturés et les
descripteurs.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
(CMICG)eau -0,70 -0,79 -0,78 0,80
(Cwm/Cq)aL -0,04 -0,41 -0,44 0,77
« Ratio » 0,87 0,82 0,81 -0,52

Si on retire la heptan-2-one, seule cétone du sous-groupe des composés linéaires saturés, les

corrélations entre les descripteurs et les coefficients de partage s’améliorent (Tableau 19).

Tableau 19 : Coefficient de corrélation (r) entre les descripteurs AlogP98, Surface, Polarisabilité
et Jurs-RNCG et les coefficients de partage des esters et des aldéhydes linéaires satureés.

AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
(CM/CG)eau -0,89 -0,99 -0,98 0,75
(Cum/Cq)aL -0,03 -0,40 -0,44 0,83
« Ratio » 0,92 0,85 0,84 -0,39

e Rétention dans I’eau
Pour les esters et les aldéhydes linéaires, les meilleures corrélations sont obtenues entre les
coefficients de partage dans 1’eau et les descripteurs Surface Area d’une part et Polarisability
d’autre part (Tableau 19). Dans les deux cas, les corrélations sont négatives ; la représentation

graphique dans le cas du descripteur « Surface » est présentée Figure 25.
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Figure 25: Corrélation entre les valeurs de surface moléculaire et le coefficent de partage
eau/phase vapeur pour les esters et les aldéhydes linéaires satures

Avec les descriptuers AlogP98 et Jurs-RNCG, il n’est pas possible d’obtenir une bonne
corréléation avec les coefficients de paratge pour I’ensemble des esters et et des aldéhydes
linéaires. Par contre, on obtient des corrélations distinctes, 1’une pour les esters linéaires saturés et

I’autre pour les aldéhydes linéaires saturés.

Le graphe de corrélation entre les valeurs de (Cu/Cg)eau €t AlogP98 (Figure 26) montre deux
droites de pentes négatives quasiment paralléles (méme coefficient directeur). La rétention dans
les deux familles chimiques diminue donc de fagon linéaire avec 1’allongement de la chaine

carbonée.
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Figure 26 : Corrélation du AlogP98 avec les esters et les aldéhydes linéaires saturés.

Le descripteur Jurs-RNCG donne deux corrélations positives : la droite des esters ayant un
coefficient directeur presque deux fois supérieur a celui de la droite de corrélation des aldéhydes
(Figure 27).
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Figure 27 : Corrélation entre le descripteur Jurs-RNCG et les coefficients de partage dans 1’eau,
des esters linéaires saturés d’une part et des aldéhydes linéaires saturés d’autre part.

e Rétention dans le gel laitier
Dans le gel laitier, les esters et les aldéhydes linéaires saturés ont un comportement différent.

Le sous-groupe des esters linéaires saturés compte 6 composés. Le graphe de corrélation de la
Figure 28, montre que la rétention des esters linéaires n’évolue pas linéairement avec le nombre
de chainons carbonés et de la surface : elle augmente avec 1’allongement de la chaine carbonée en
passant du propanoate d’éthyle au butanoate puis au pentanoate d’éthyle, mais diminue ensuite
pour ’hexanoate d’éthyle, I’heptanoate d’éthyle et le pentanoate de n-butyle (qui ont sensiblement

la méme valeur de coefficient de partage).

Il n’y a que trois aldéhydes linéaires saturés dans I’ensemble de molécules étudiées. Le méme
graphe (Figure 28) montre que la rétention de ces aldéhydes dans le gel laitier diminue avec
I’augmentation du nombre de carbonese et de la surface, comme nous I’avons précédemment

observé dans le cas de la rétention dans 1’eau.
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Figure 28 : Corrélation entre le descripteur Surface Area et les coefficients de partage dans le gel
laitier pour les esters linéaires saturés et des aldéhydes linéaires saturés.

La meilleure corrélation entre les coefficients de partage dans le gel laitiers et les descripteurs est
obtenue avec Jurs-RNCG. Cette corrélation positive reste médiocre (Figure 29).
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Figure 29 : Corrélation entre le descripteur Jurs-RNCG et les coefficients de partage dans le gel
laitier pour les esters linéaires saturés et des aldéhydes linéaires saturés.

e Rétention par les constituants propres du gel laitier (« Ratio »)
Les descripteurs Surface Area et la polarisabilité donnent une bonne corrélation positive avec les
valeurs « Ratio », mais la meilleure corrélation est obtenue avec le descripteur AlogP98 (Figure
30).

129



Ratio

4 .
y=1,32x-0,67
2_ O
R°=0,84 -
3 .
|
O O
2 m|
1 .
o
O T T T
0 1 2 3
AlogP98

Figure 30 : Corrélation entre le descripteur AlogP98 et « Ratio » pour les esters linéaires saturés
et des aldéhydes linéaires saturés.

Les composés ramifiés et/ou insaturés

e Rétention dans I’eau
L’examen des corrélations entre les coefficients de partage air-eau et les descripteurs pour les 3
sous-groupe structuraux (Tableau 20) montre des corrélation négative de (Cw/Cg)eas avec
AlogP98, Polarizability et Surface Area, positive avec Jurs-RNCG. Toutefois ces corrélations sont
pour la plupart faibles, les corrélations obtenues pour le sous-groupe des composés ramifiés
n’étant pas significatives. Les meilleures corrélations sont obtenues pour le sous-groupe des

composés ramifiés-insaturés.
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Tableau 20: Coefficient de corrélation (r) entre les valeurs descripteurs AlogP98, Surface,
Polarisabilité et Jurs-RNCG, et le log des valeurs de coefficients de partage dans 1’eau pour les
composés ramifiés, insaturés et ramifiés-insaturés.

(Cm/Cg)eau AlogP 98  Polarizability =~ Surface Area  Jurs-RNCG
Ramifiés -0.44 -0.48 -0.45 0.67
Insatures -0.65 -0.79 -0.88 0.97
Ramifiés-insaturés  -0.85 -0.96 -0.95 0.93

e Rétention dans le gel laitier
Comme nous 1’avions constaté pour I’ensemble des 28 composés étudiés, les corrélations entre les
valeurs des descripteurs et le log des valeurs de coefficients de partage sont dans 1I’ensemble
mauvaises a 1’exception des valeurs de Jurs-RNCG qui sont tres fortement corrélées avec les
coefficients de partage des 3 composés insaturés, et dans une moindre mesure avec les
coefficients de partage des composés ramifiés-insaturés (Tableau 21 et Figure 16)
Tableau 21: Coefficient de corrélation (r) entre les valeurs descripteurs AlogP98, Surface,

Polarisabilité et Jurs-RNCG, et le log des valeurs de coefficients de partage dans le gel laitier pour
les composés ramifiés, insaturés et ramifiés-insatures.

(Cm/Cq)eL AlogP98  Surface Area  Polarizability  Jurs-RNCG

Ramifiés -0,03 0,33 0,26 0,13
Insaturés -0,50 -0,67 -0,66 1,00
Ramifiés-insaturés -0,41 -0,60 -0,61 0,74

e Partage fictif entre eau et gel laitier (« Ratio »)
Les corrélations entre descripteurs et valeurs du « Ratio » pour les 3 sous-groupes structuraux sont

reportées dans le Tableau 22.

Les corrélations sont satisfaisantes et positives avec AlogP 98, Polarizability et Surface Area,
négatives et faibles avec Jurs-RNCG, a I’exception des composés insaturés pour lesquels on
observe I’inverse : peu de corrélations avec AlogP 98, Polarizability et Surface Area, et une
apparente bonne corrélation avec Jurs-RNCG. Toutefois, cette corrélation obtenue sur la base de 3

points n’est pas significative (F=11, Fcrit=161).
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Tableau 22 : Coefficient de corrélation (r) entre les valeurs descripteurs AlogP98, Surface,
Polarisabilité et Jurs-RNCG, et les valeurs du « Ratio » pour les composés ramifiés, insaturés et
ramifiés-insaturés.

Ratio AlogP98 Surface Area Polarizability Jurs-RNCG
Ramifiés 0,55 0,82 0,90 -0,51
Insaturés -0,18 -0,38 -0,38 0,96
Ramifiés-insaturés 0,93 0,81 0,83 -0,52

Les valeurs de «Ratio» des composés ramifiés et ramifiés-insaturés sont positivement et
relativement bien corrélées avec la polarisabilité. Nous avons remarqué que dans le sous-groupe
des composés ramifiés-insaturés, constitué de 2 esters (42, 43, 45 et 49) et 2 aldéhydes (18 et 26),
I’aldéhyde 18 se distingue par la plus petite masse molaire, et que sans cet aldéhyde la corrélation
entre Polarisabilité et les valeurs « Ratio » pour les 5 composeés restant est excellente (r = 0,99) et
significative (F=115, Fcrit=10).

Effets liés a la ramification et a ’insaturation
Afin de mettre en exergue le role de la ramification et de 1’insaturation, nous avons pris comme

référence les composes linéaires-satureés.

La représentation graphique (Figure 31) montre que les composés insaturés ont un coefficient de
partage dans 1’eau supérieur a celui que prédit la droite des composés linéaires saturés alors que
les composés ramifiés (une seule ramification) ont un coefficient de partage inférieur a celui que

prédit cette méme droite.

Les valeurs des coefficients de partage des trois composés ramifiés saturés donnent une bonne
corrélation avec les valeurs de Surface Area, et la droite de corrélation est quasiment paralléle &
celle des composés linéaires saturés. Par contre, les valeurs des coefficients de partage des trois

composés insaturés ne sont pas corrélées a celles de Surface Area.

L’écart entre la valeur expérimentale et la valeur prédite est plus prononcé dans le cas du composé

contenant la double liaison que dans le cas du composé contenant une ramification.

La rétention du 2-méthylpent-2-énal contenant a la fois une ramification et une insaturation est

supérieure a la rétention prédite par la droite des composés linéaires.
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L’effet de la double liaison sur la rétention dans 1’eau est plus prononcé dans le cas des aldéhydes

que dans le cas des esters.
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Figure 31 : Corrélations de la surface avec les esters et les aldehydes linéaires saturés, et des
esters et des aldéhydes ramifiés et/ou insaturés dans 1’eau.

La rétention dans le gel laitier est également plus importante dans le cas des composés insaturés et

diminue dans le cas des composés insturés par rapport aux composeés linéaires-saturés (Figure 32).

Comme nous I’avons observé dans 1’eau, 1’écart de la rétention par rapport aux composés linéaires
est plus prononcé pour ’ester insaturé, le (E)-but-2-énoate d'éthyle, comparativement a son

homologue ramifié, le 2-méthylpropanoate d'éthyle (Figure 32-a).

Cependant, contrairement a ce que 1’on peut observer dans le milieu eau, I’écart de la rétention
des aldéhydes insaturés (2-methylpent-2-enal et hept-4-énal) dans le gel laitier par rapport a la
droité de corrélation (Cu/Cg)a vs Surface Area, n’est pas trés marqué comparativement a 1’écart
existant entre les aldéhydes ramifiés (2-éthylbutanal et 2-éthylhexanal) et cette méme droite
(Figure 32b).
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Figure 32 : Correlations de la surface avec les esters (a) et aldéhydes (b), linéaires, ramifiés et/ou
insaturés dans le gel laitier.
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e Comparaison des isomeres

Cas des isomeéres de position de la fonction ester

Nous avons parmi les esters, deux isoméres de position de la fonction qui sont I’heptanoate
d’éthyle (46) et le pentanoate de n-butyle (47). 1l est & noter que pour ces composés, il n’y a pas
de différence de rétention dans ’eau et dans le gel laitier et que ces deux composés ont

exactement les mémes valeurs pour les 4 descripteurs (Tableau 23).

Tableau 23 : Coefficient de partage dans 1’eau et le gel laitier, polarisabilité, surface, AlogP98 et
Jurs-RNCG, de I’heptanoate d’éthyle et du pentanoate de n-butyle.

index  composé (Cm/Cg)eau (Cm/Cg)eL  Polarizability  Surface Area AlogP98  Jurs-RNCG

46 heptanoate 12 41 5559 199 2,9 0,35
d’¢éthyle

47 pentanoate 12 39 5559 199 2,9 0,35
de n-butyle

Esters : ramification et insaturation

Intéressons-nous aux 3 composés : le butanoate d'éthyle, son isomere ramifié, 2-méthylpropanoate

d’éthyle et leur homologue insaturé, (E)-but-2-énoate d'éthyle.

La surface du compose ramifié (2-méthylpropanoate d’éthyle) est inférieure a celle de
I’homologue linéaire saturé (butanoate d'éthyle). Par contre 1’homologue insaturé ((E)-but-2-
énoate d'éthyle) qui a la valeur de surface la plus faible est le plus retenu aussi bien dans 1’eau que
dans le gel laitier. Ce composé possede, par ailleurs, la valeur de polarisabilité la plus forte alors

que ces homologues saturés (38 et 39) ont la méme valeur de polarisabilité (Tableau 24).
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Tableau 24 : Coefficient de partage dans 1’eau et le gel laitier, polarisabilité et surface du (E)-but-
2-énoate d'éthyle, 2-méthylpropanoate d'éthyle et butanoate d'éthyle.

index  composé (Cm/Cg)eau (Cm/Co)aL Polarizability Surface Area
37 (E)-but-2-énoate d'éthyle 81 99 4334 134
38 2-méthylpropanoate d'éthyle 21 27 4019 137
39 butanoate d'éthyle 39 47 4019 139

Cétones : effet de la ramification selon les milieux

Prenons le cas de deux couples d’isomeres (Figure 33), le couple a 7 carbones (C7) de la 2-
heptanone (31) et la 5-méthylhexan-2-one (32), et le couple a 8 carbones (C8) de 5-méthylheptan-
3-one (33) et 2-méthylheptan-3-one (33).

Si on s’intéresse a leur rétention dans 1’eau (Figure 33), on constate que les deux isomeres C7,
dont I’un est ramifié et 1’autre est linéaire, ont une rétention identique. Les rétentions des deux

isoméres C8 sont a la limite de la significativité alors qu’ils sont tous les deux ramifiés.

Cela montre donc, que pour un méme nombre de carbone, il n’y a pas de différence significative

pour la rétention dans I’eau.

Il en va differemment dans le gel laitier, les rétentions sont : I’isomére ramifié en C7 (32) est plus
retenu que le composé linéaire (31), et bien que les différences entre les valeurs de (Cg/Cy)eL Ne
soient pas significatives, la tendance a la rétention s’inverse pour les 2 isomeres C8 entre I’eau et

le gel laitier.
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Figure 33 : Rétention des 2 bindmes d’isomeéres de cétones dans 1’eau.

L’augmentation du nombre de carbones favorise la rétention dans le gel laitier par rapport a I’eau
pour les composés ramifiés. Le seul pour lequel la rétention est meilleure dans 1’eau que dans le

gel laitier est la heptan-2-one.
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3.4.3 Conclusion

3.4.3.1 28 composés

Pour I’ensemble des 28 composés, les valeurs des descripteurs de surface, de polarisabilité ainsi
que celles du AlogP98 sont négativement corrélées avec les coefficients de partage dans 1’eau et
dans le gel laitier et positivement corrélées avec les valeurs du « Ratio ». La tendance s’inverse

avec le descripteur Jurs-RNCG car il donne une corrélation négative avec les autres descripteurs.

Les descripteurs donnent de meilleures corrélations avec les coefficients de partage dans 1’eau et
le « Ratio » qu’avec les coefficients de partage dans le gel laitier. Dans tous les cas, les meilleures
corrélations sont obtenues avec la surface et les corrélations les plus faibles sont obtenues avec le
Jurs-RNCG.

Pour I’ensemble des composés, la rétention dans I’eau diminue avec l’augmentation de
I’hydrophobie (AlogP98), de la surface et de la polarisabilit¢ des molécules. Cette tendance est

inversée mais moins marquée avec 1’augmentation de la polarité (Jurs-RNCG).

Les corrélations dans le gel laitier sont trés faibles mais la tendance est la méme que dans le cas

de I’eau.

Dans le cas du « Ratio », les corrélations sont moyennes et la rétention tend a augmenter avec la

taille des molécules et a diminuer avec 1’augmentation des valeurs de Jurs-RNCG.

3.4.3.2 Esters
Les meilleures corrélations sont obtenues entre les valeurs « Ratio » et Polarizability (r=0,84)
d’une part, Jurs-RNCG d’autre part (r=-0,81).

La rétention des esters dans 1’eau diminue avec I’augmentation du nombre de carbones, mais la
rétention de ces composés dans le gel laitier évolue selon une courbe « en cloche » avec le nombre
de chainons carbonés. De ce fait, il n’est pas possible d’observer des corrélations linéaires entre

les descripteurs et le coefficient de partage gel laitier/air.

Pour les deux esters linéaires saturés (46 et 47) qui sont des isoméres de position de la fonction
ester, les valeurs des coefficients de partage sont sensiblement les mémes, aussi bien pour 1’eau
que pour le gel laitier. Par contre les ramifications et insaturations ont un effet prononcé sur la

rétention. Nous y reviendrons dans le bilan des effets de structure des chaines carbonées.
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3.4.3.3 Aldéhydes

Comme dans le cas des esters, les corrélations des coefficients de partage eau/air et gel laitier/air
sont médiocres, et les meilleurs résultats sont obtenus avec les valeurs du « Ratio » (r=0,89 avec
Polarizability, r=-0,82 avec Jurs-RNCG).

La rétention des aldéhydes linéaires étudiés (3 composés) diminue avec 1’allongement de la
chaine aussi bien dans 1’eau que dans le gel laitier, cet effet étant étonnamment plus marqué dans
le gel laitier. Toutefois, les valeurs « Ratio » tendent a augmenter avec le nombre de carbones,

indiquant une tendance globale pour ces 3 composés a une rétention favorisée dans le gel laitier.

De méme que dans le cas des esters, les ramifications et insaturations des chaines carbonées ont

un effet important sur la rétention.

3.4.3.4 Cétones
Dans le cas des six cétones (1 lineaire 31, 1 insaturée 27 et 4 ramifiées 32 a 35), la rétention
diminue avec le nombre de carbone et I’hydrophobie globale aussi bien dans I’eau que dans le gel

laitier, mais I’effet est plus marqué dans I’eau.
Plusieurs éléments différencient les cétones des esters et les aldehydes :

e les coefficients de partage donnent de meilleures corrélations avec les descripteurs que les

valeurs de « Ratio »,

e les valeurs des coefficients de partage eau/air donnent de bonnes corrélations avec Jurs-
RNCG ; les valeurs de ce descripteur sont également bien corrélées avec les valeurs

« Ratio »,

e il ne semble pas y avoir d’effet important de la ramification ou de I’insaturation des

chaines carbonées.

3.4.3.5 Structure de la chaine carbonée

En regroupant les molécules par famille structurale, nous n’avons pas mis en évidence un sous-
groupe de composés ayant un comportement li¢ plus a la structure de la chaine qu’a la fonction
chimique, a I’exception des sous-groupes des composés insaturés, mais qui ne comporte que trois

molécules, et des composes ramifiés et insaturés, qui ne comportent pas de cétones.

Nous présentons ci-apres les principales caractéristiques observées pour chaque type de chaine

carbonée.
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3.4.3.6 Molécules linéaires

L’ensemble des molécules linéaires ne permet pas d’obtenir de bonnes corrélations entre les
descripteurs et les coefficients de partage car la cétone linéaire se comporte difféeremment des
esters et des aldéhydes, aussi bien dans 1’eau que dans le gel laitier, étant la plus fortement retenue

dans I’eau et la moins retenue dans le gel laitier par rapport aux aldéhydes et aux esters.

Par contre, il est possible d’associer les esters et les aldéhydes. En effet, nous avons montré qu’il
existe une tres bonne corrélation entre les valeurs des coefficients de partage eau/air et les valeurs
de polarisabilité des esters et aldéhydes linéaires, la rétention dans 1’eau diminuant avec
I’augmentation du nombre de chainons carbonés. Avec le descripteur AlogP98, on observe deux
droites de pentes négatives paralleles, I’une pour les esters et I’autre pour les aldéhydes. Avec
Jurs-RNCG, on obtient aussi deux droites distinctes, de pentes positives, ces droites de
corrélations ne sont pas paralléles. La droite correspondant aux esters a une pente deux fois plus

importante que celle correspondant aux aldéhydes.

3.4.3.7 Ramification et insaturation

En étudiant les groupes structuraux de composés, nous avons constaté un comportement
particulier des composés portant a la fois une ramification et une insaturation (aldéhydes 18 et 26,
esters 42, 43, 45 et 49). Pour ce sous-groupe de compose, il existe de bonnes corrélations entre
descripteurs et coefficients de partage, en particulier entre Polarizability et Cy/Cg.cau (r?=0.92)
ainsi qu’entre « Ratio » et AlogP98 (r?=0.87), et dans une moindre mesure entre Jurs-RNCG et
Cwm/Co.cL (r*=0.7).

Les trois composés insaturés (aldéhyde 21, cétone 27 et ester 37) suivent apparemment une méme
loi en fonction de la polarité (Jurs-RNCG), mais les corrélations sont rarement significatives. Leur

point commun est d’étre parmi les composés les plus retenus, dans 1’eau et dans le gel laitier.

Comme nous 1’avons vu précédemment, seules les cétones étudiées ne semblent pas présenter de
comportement différent en fonction de la structure de leur chaine carbonée. Il n’en va pas de
méme pour les esters et les aldéhydes. Nous avons donc pris en considération en méme temps les

esters et les aldéhydes.

Dans le cas des esters et des aldéhydes, nous avons comparé les valeurs des coefficients de
partage de composés linéaires, ramifiés et insaturés, et constaté que, dans 1’eau comme dans le gel

laitier, ces valeurs sont plus élevées pour les composés insaturés que pour leurs homologues
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saturés, mais qu’en revanche, elles sont plus faibles pour les composés ramifiés que pour leurs

isomeres linéaires.

Dans le cas des esters, les corrélations entre les descripteurs et le « Ratio » montrent que les points
des esters ramifiés et/ou insaturés se retrouvent dans la droite de corrélation. Ceci traduit le fait
que D’effet de I’insaturation et de la ramification par rapport a la chaine lineaire saturée est le

méme sur la rétention des esters dans 1’eau et dans le gel laitier.

Il en va differemment dans le cas des aldéhydes : il n’est pas possible d’obtenir une régression
significative entre « Ratio » et un descripteur, les valeurs de « Ratio » pour les trois aldéhydes
linéaires étant du méme ordre. Par contre, pour I’ensemble des aldéhydes non-linéaires les valeurs

de « Ratio » sont fortement corrélées & Polarizability (r?=0.94).

Si on prend en considération 1I’ensemble des esters et aldéhydes ramifiés ou insaturés (aldéhyde 19
et 21, esters 24, 25, 37, 38 et 41) on n’observe pas de corrélations entre les valeurs des
descripteurs et celles des coefficients de partage (eau/air ou gel laitier/air), par contre une bonne
corrélation existe entre les valeurs de Polarizability et « Ratio » (r=0.92). 1l en est de méme pour
les cinq composés ramifiés seuls, la corrélation entre les valeurs de Polarizability et « Ratio » est

meilleure (r=0.96), mais les deux droites sont paralléles et trés proches.
En conclusion :

e les meilleures corrélations sont en général obtenues avec le descripteur Polarizability ou le
descripteur Surface Area; Jurs RNCG ne donne de bonne corrélation qu’avec les
coefficients de partage des composeés insaturés, et avec les coefficients de partage eau/air

des cétones,

e les cétones ont un comportement différent de celui des esters et des aldéhydes, dont les

comportements rétention/libération montrent des similitudes,
e en regroupant les esters et les aldéhydes, on constate que :

» les comportements de rétention des molécules linéaires suivent la méme loi pour

I’équilibre eau/air,

= les comportements des esters linéaires et des aldéhydes linéaires sont différents, et plus

complexes, pour I’équilibre gel laitier/air,

= les esters et aldéhydes ramifiés sont moins retenus dans 1’eau et le gel laitier que leurs

isomeres linéaires,
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» Jes esters et aldéhydes insaturés sont plus retenus dans 1’eau et le gel laitier que leurs

homologues satureés,

= les esters et aldéhydes qui sont a la fois ramifiés et insaturés suivent les mémes lois pour

les équilibres eau/air d’une part et gel laitier/air d’autre part,

e les 6 cétones suivent une méme loi dans I’eau (Cw/Cg-€au vs Polarizability) et une méme

loi dans le gel laitier (Cy/Cs-GL vs Surface Area).
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4 DISCUSSION

Au vu des résultats obtenus, nous allons développer certains points qui nous ont paru importants.
Tout d’abord, I’application de la méthode PRV qui nous a permis de mesurer les coefficients de
partage de 28 composés dans tous les milieux, ainsi que ses limites et les possibles améliorations.
Ensuite, le réle du pH et des adjuvants et I’influence des différents milieux étudiés sur la rétention
des composés d’ardme, et 1’apport de la pectine et des composantes propres du gel laitier.
Finalement, I’impact de la structure des composés d’ardme sur leurs rétentions dans les différents

milieux.

4.1 Obtention des résultats (conditions expérimentales)

4.1.1 Contrdle rhéologique des milieux étudiés

Pour Vvérifier la répétabilité du procédé de fabrication de chaque matrice, nous avons mesure les
valeurs de coefficient de viscosité et les valeurs de pH. Les valeurs obtenues n’étaient pas
significativement différentes. Cependant, nous emettons des réserves quand a la justification de la
répétabilite du procédé de fabrication des matrices par la répétabilité des valeurs de coefficients de

viscosité et de pH.

En effet, les valeurs de coefficient de viscosité ont été mesurées en régime permanant de
cisaillement élevé pour des raisons pratiques de fiabilité de mesure. Or, il serait plus judicieux
d’opérer a une faible vitesse de cisaillement afin de ne pas dénaturer la structure des réseaux. De
plus, il serait plus approprié de caracteriser les matrices en travaillant en régime dynamique dans
le domaine de viscosite linéaire et en etudiant les propriétés visqueuses et élastiques par la mesure

des modules élastique G’ et le module visqueux G*’.

4.1.2 Méthode de détermination des coefficients de partage

Nous avons vu que le principe de calcul des coefficients de partage liquide/vapeur par la méthode
PRV repose sur I’évolution de la surface chromatographique en fonction de la variation du
volume de la matrice. La condition essentielle pour que cette relation soit applicable est que la
concentration dans la phase liquide puisse étre considérée comme constante. Or cette
approximation peut ne pas étre satisfaite. En effet, aprés introduction de la matrice dans le flacon
headspace, il y a passage des composés d’ardme vers la phase vapeur jusqu’a atteindre 1’équilibre
(égalité des potentiels chimiques), c'est-a-dire que le rapport des concentrations dans les deux
phases devient constant. Dans le cas des faibles volumes de matrice contenant des composés

suffisamment volatils, la quantité de composé d’ardme qui passe en phase vapeur est importante
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par rapport a celle initialement présente dans la matrice. Dans ce cas la méthode PRV ne peut pas

étre appliquée car la concentration de la matrice n’est plus égale a la concentration initiale.

Plus la quantité de matrice introduite est grande et plus le volume de phase vapeur se restreint. La
quantité¢ de composé d’ardme qui passe en phase vapeur devient alors négligeable par rapport a
celle initialement introduite dans la matrice mais elle devient au contraire plus importante dans le

volume de la phase vapeur qui se restreint de plus en plus.

L’équilibre d’un composé volatil entre une phase liquide et une phase vapeur est établi lorsque sa
pression partielle atteint la valeur d’équilibre propre a ce composé, cette valeur dépendant de la
nature de la phase liquide dans laquelle le composé volatil se trouve en solution, de sa
concentration dans cette phase liquide, et de la température. Dans le cas des molécules odorantes
en solution diluée étudiées, 1’équilibre headspace est réalisé dans des conditions isochores et
isothermes, et la variation de pression est suffisamment faible pour pouvoir étre négligée devant la
pression totale. Par conséquent, pour une concentration en phase liquide donnée, atteindre la
valeur de concentration d’équilibre dans la phase vapeur nécessite le passage d’autant moins de
molécules que le volume de phase vapeur est petit. De ce fait, la quantité de molécules restant
dans la phase liquide est un tout petit peu plus importante pour les petits volumes de phase vapeur
que pour les grands volumes de phase vapeur, ce qui nécessite le passage en phase vapeur d’une
fraction C (C en mol/l) supplémentaire pour atteindre la pression d’équilibre, ce phénoméne se
traduisant par une concentration légérement d’autant plus élevée en phase vapeur que le volume
de phase vapeur est petit. L’augmentation de la concentration de la phase gazeuse en composé

d’ardme se traduit alors par une augmentation de la surface chromatographique.

La méthode PRV ne peut également pas s’appliquer aux composés trop retenus (Cu/Cs<1.10%)
d’aprés Ettre et Kolb (1991). En effet dans ce cas, la variation de la concentration en phase
gazeuse est extrémement faible, en particulier pour les grands volumes de phase liquide. Lorsque
cette variation est inférieure au seuil de sensibilité du détecteur, on peut ne pas observer de
variation de la surface chromatographique. Nos résultats vont dans ce sens car sur les 50
composés sélectionnés, I’application de la méthode PRV a permis de mesurer les coefficients de
partage de seulement 28 composés dans tous les milieux. La plupart des 23 composés pour
lesquels la détermination s’est avérée impossible sont des alcools. L’examen du cas de ces
molécules (Figure 34) montre que I’absence de variation sensible de I’aire du pic pour les
composeés les plus retenus (la rétention étant particulierement forte dans les gels laitiers) ne permet
pas d’effectuer une régression lincaire significative entre 1’inverse de 1’aire du pic

chromatographique A et le rapport de volume f3.
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Figure 34 : Evolution des aires de pics des alcools en fonction de la variation des volumes de la
matrice (150 a 5000uL) dans I’eau.

Il faut souligner que ’auteur de la PRV (126) a exposé ’application de cette méthode sur un
nombre trés restreint de composés, 3 dérivés aryles et la butan-2-one. De plus, les valeurs de
coefficient de partage ont été obtenues pour des équilibres liquide-vapeur dont les températures

allaient de 45 a 90°C favorisant ainsi le passage en phase vapeur.

Plusieurs travaux ont été menés en utilisant cette méthode exclusivement sur des
composés d’ardme. Certains auteurs ont essayé de mesurer les coefficients de partage a 30°C,
dans différentes matrices gélifiées par des épaississants (168), de gels laitiers (171) et des biscuits
fourrés (103). Mais a chaque fois, la détermination des coefficients de partage n’a pu étre
effectuée que sur les composés suffisamment volatils pour étre détectés en headspace. D’autres
auteurs ont eu moins de difficulté a appliquer la PRV, en étudiant 1’équilibre rétention/libération a
des températures supérieures a 30°C. Bylaite (2004) a mesuré les coefficients de partage de 47
composé¢ d’ardbme dans des gels de carraghénanes a 37°C (80) en constatant toutefois une
incertitude importante pour les valeurs obtenues avec les alcools, attribuée a leur faible présence

dans la phase gazeuse.

Jouquand (2004) (172) a mesuré les coefficients de partage de 8 composés d’ardbme dans des
solutions de polysaccharides a 60, 70 et 80 °C. L’auteur a cependant noté que le seul alcool que

comptait le set des 8 composés d’arome était faiblement présent en phase gazeuse.
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Nous avons choisi pour notre travail de limiter ’ensemble des données exploitables aux 28
composeés pour lesquels la détermination des coefficients de partage a été possible par la méthode
PRV sans modifier les conditions d’acquisition des données. Toutefois, nous avons envisagé un
certain nombre de possibilités susceptible de fournir les valeurs de coefficient de partage pour les
composés ne donnant pas de réponse fiable dans ces conditions habituelles d’application de la

méthode PRV.

Pour permettre une détermination des coefficients de partage des molécules les moins volatiles
par la méthode PRV, I’augmentation de température permettrait d’augmenter la concentration du
composé étudié dans la phase vapeur. Cependant, il faut tenir compte du fait que le milieu étudié
est un gel qui ne peut pas étre chauffé sous peine de le dénaturer et aussi du fait qu’il faut rester

dans une gamme de températures réalistes reflétant les conditions habituelles de consommation.

L’augmentation de la concentration des composés d’ardme dans la matrice pourrait également
aider a contourner le probléme du seuil de sensibilité du détecteur, le risque étant d’atteindre la

limite de solubilité des composés dans la matrice, notamment en aromatisant avec des mélanges.

Enfin, il serait possible de choisir les gammes de volume les mieux adaptées, c’est-a-dire de
privilégier les faibles volumes de liquide. On peut éventuellement envisager d’optimiser les
volumes de phase gazeuse en jouant sur la géométrie des flacons, cette derniere option demandant

une étude particuliere.

Si malgré tout il n’est pas possible d’obtenir des valeurs de surface chromatographique permettant
d’effectuer le calcul de régression, les alternatives seront d’utiliser soit une méthode de pré-

concentration SPME avec étalonnage, soit d’autres méthodes d’étalonnage classiques.

La mesure de coefficient de partage par SMPE consiste a déterminer la concentration des
coefficients de partage en déterminant leurs concentrations dans les deux phases en travaillant sur
un seul volume d’échantillon: dans la matrice par extraction liquide-liquide des composés
d’aréme puis par étalonnage liquide, et dans la phase gazeuse par la pré-concentration des

composés d’ardome en phase gazeuse sur une fibre SPME suivie d’un étalonnage.

Les méthodes d’étalonnage classiques consistent également a déterminer les concentrations des
composés d’arome dans les deux phases. La détermination de la concentration des composés

d’ar6me dans la matrice est similaire a celle décrite pour la SMPE.

La détermination des composés d’arbme dans la phase gazeuse consiste a doser un échantillon de

la phase gazeuse en utilisant un étalonnage en phase gazeuse ou en phase liquide.

Afin que les composés d’ardme présents dans la phase gazeuse soient détectés d’une fagon fiable,

il faut que 1’échantillon de phase gazeuse prélevé soit important.
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4.1.3 Comparaison des valeurs de coefficients de partage avec celles de la
littérature

Il existe parfois une grande variabilité entre les valeurs de coefficients de partage trouvées dans la
littérature, parfois méme lorsque ces valeurs ont été obtenues dans les mémes conditions. A titre
d’exemple, Bylaite a publié des valeurs de coefficient de partage en 2003 (173) qui sont
différentes de celles de 2005 (174) sachant qu’elles ont été obtenues dans les mémes conditions.
Les valeurs de coefficients de partage trouvées dans la littérature ne concernent que quelques uns
des composés que nous avons étudiés. De plus, ces valeurs n’ont pas été toutes obtenues dans les
mémes conditions (température, pression..) et les matrices étudiées sont souvent différentes de

celles étudiées dans ce travail.

Afin de comparer nos résultats avec ceux de la littérature nous avons recueilli quelques valeurs de
coefficients de partage obtenues a 27, 30 ou a 37°C, dans 1’eau et dans un gel de pectine a 0,04%
(Tableau 25). Ces valeurs ont toutes été obtenues par la méthode PRV a I’exception celles de Jung
(2003) (132) qui ont été obtenues par la méthode SPME.

Par ailleurs, il est a noter que les coefficients de partage dépendent de la température et de la
pression du systeme étudié.

Globalement, les valeurs obtenues en utilisant la méthode PRV peuvent présenter une grande
différence sans pour autant dépasser un facteur 2. En revanche ces valeurs sont en moyenne,

quasiment 10 fois supérieures a celles obtenues en utilisant la méthode SPME.

Si nous faisons la comparaison des coefficients de partage obtenus dans 1’eau avec ceux qui ont
éte obtenus par les autres auteurs en utilisant la méthode PRV, nous remarquons les points

suivants :

Pour le linalool, la valeur de coefficient de partage mesurées dans I’eau est trés proche de celle

qu’a mesuré Savary (2006) (168) dans les mémes conditions.

Par contre pour I’hexanal, le butanoate d’éthyle et 1’hexanoate d’éthyle, nos valeurs sont

nettement inférieures a celle de Savary (2006) ou a celles de Kopjar 2010(61).

Cependant, les valeurs obtenues dans I’eau par Bylaite (2004 et 2005) (80, 174) pour I’hexanal,
heptanal, octanal, heptan-2-one, butanoate d'éthyle, acétate de 3-méthylbutyle et heptanoate

d’éthyle, sont plus proches des notres méme si elles ont été obtenues a 37°C.

Si on s’intéresse cette fois-ci aux valeurs qu’a obtenu ce méme auteur (173) dans le gel de pectine
a 0,4%, on remarque que celles-ci sont nettement inférieures a celles que nous avons obtenu pour

les composés suivants : (E)-hex-2-énal, hexanal, heptanal et octanal.
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Tableau 25 : Comparaison des valeurs de coefficients de partages obtenues dans 1’eau et dans le gel de pectine a 0,04% avec celles de la littérature
pour 10 composés d’ar6me.

Cw/Cs

Eau

Pectine 0,04%

Nos résultats

Jung 2003 Bylate 2003

Bylate 2004

Bylaite 2005

Savary 2006

Kopjar 2010

Nos résultats

Bylate 2003

Index Composé (30°C) (132) (27°C)  (173) (37°C) (80) (37°C) (174)(37°C)  (168) (30°C) (61) (30°C) (30°C) (173) (37°C)
13 linalool 239 258
17 (E)-hex-2-énal 218 179 213 161
20 hexanal 47 6 39 46 63 46 38
22 heptanal 38 25 32 40 23
23 octanal 25 15 21 24 18
31 heptan-2-one 80 7 58 76
39 butanoate d'éthyle 39 33 37 55 65
41 acétate de 3-méthylbutyle 27 7 23 28
44 hexanoate d'éthyle 20 2 33 31
46 heptanoate d'éthyle 12 7 11
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4.1.4 Effet du saccharose et du pH
L’expérience préliminaire menée avec le set des 10 composés d’ardme dans un gel de pectine purifiée et
dans un gel de pectine stabilisée avec 20% de saccharose a montré que ce stabilisant n’avait pas d’effet

sur la libération/rétention. Le saccharose n’est présent qu’a 0,01% (m/m) dans le gel.

Cette concentration était trop faible pour avoir un effet sur la viscosité de la matrice et un abaissement
de I’activité de I’eau dans la solution. Ces deux éléments auraient eu comme conséquence la diminution
la libération des composés d’ardme (1, 101) : C’est le cas dans les matrices ou le saccharose est présent

a une concentration de 1’ordre de 50%.

L’absence d’effet de la présence du saccharose dans notre cas montre que sa concentration n’était pas
suffisante pour piéger 1’eau libre du milieu et favoriser ainsi le passage des composés d’ardme vers la

phase vapeur comme cela a pu étre observé dans d’autres travaux (51, 102, 103).

La deuxiéme expérience préliminaire visait a comparer les rétentions dans 1’eau et dans un milieu
constitué du tampon et de saccharoses dont les concentrations et le pH (3,4), étaient les mémes que dans
les gels de pectine. Les rétentions dans les deux milieux n’étaient pas significativement différentes. Cela
montre 1’absence d’effet du pH faiblement acide sur le phénomeéne rétention/libération et confirme les
résultats de la premiére expérience préliminaire sur la neutralité du saccharose par rapport a ce

phénomene.

4.2 Rétention dans les différents milieux

4.2.1 Déplacement de I’équilibre

Pour la plupart des composés, les équilibres liquide-vapeur sont majoritairement déplacés vers la phase
liquide, aussi bien dans I’eau que dans le gel laitier (K;ip<1). Seul un tiers des composés (essentiellement
des aldéhydes et des esters) sont déplacés vers la phase vapeur (K;ip>1) quand ils sont en solution dans
I’eau et trois composés seulement (éthylbutanal, heptan-2-one et propanoate d’éthyle) quand ils sont en

solution dans le gel laitier.

La plupart des composés sont plus retenus dans le gel laitier que dans I’eau (Ratio>1) sauf le 2-
¢thylbutanal, I’heptan-2-one et le propanoate d’éthyle (Ratio<l) qui sont des composés saturés et ayant

les masses molaires parmi les plus faibles dans chaque famille chimique.

Le fait que 1’équilibre soit déplacé dans le sens de la rétention pour la majorité des composés d’arome

peut sembler étonnant étant donné leur caractere hydrophobe (logP=1,1).
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Plusieurs modéles ont été proposés pour expliquer la solvatation de molécules hydrophobes dans 1’eau
(175-179), mais toutes se référent au modeéle de 1’« iceberg » proposé par Frank et Evans en 1945 (180).
Ce mod¢le propose comme principe que les molécules d’eau s’organisent en présence d’une molécule
hydrophobe en formant un clathrate. Cette structure est une sorte de cage de molécules d’eau dont

’organisation est optimisée par un réseau de liaisons hydrogene.

Si les composés d’ardme ne sont pas suffisamment dilués, les clathrates fusionnent rapidement et
rassemblent leurs contenus hydrophobes en un seul ensemble dont les molécules se lient par des
interactions de type van der Waals (démixtion du mélange lorsqu'un composé en solution a dépassé sa
limite de solubilité). Mais cela ne peut pas étre le cas dans notre étude puisque les composés d’ardome

sont présents a des concentrations inférieures a leurs concentrations de saturation.

4.2.2 Effet de la pectine

D’apres les valeurs de coefficients de partage obtenus dans notre étude, il semble que la pectine n’ait
pas, ou trés peu, d’effet sur le phénomene libération/rétention des composés d’ardme aux concentrations
testées par rapport a 1’eau dans le cas des gels de pectine. Cela indique que la pectine ne met pas en jeu
des interactions notables avec les composés d’ardme, et qu’elle ne modifie pas les interactions entre les
constituants du gel laitier qui sont les protéines laitiéres et les composés d’ardme. Cette hypothése est en
accord avec Yoo (2009) (96) qui suggére qu’un faible taux d’estérification accroit le caractére

hydrophile des pectines, limitant ainsi les interactions avec les composes a caractére hydrophobe.
L’absence de ’effet pectine a d’ailleurs été montrée par Bylaite (173), Mei (99) et Hansson (181).

Par contre, Lubbers (2) a montré que la libération de certains composés d’arOme augmentait avec la
concentration de pectine dans les gels laitiers. L’étude avait été menée sur 9 composés (5 esters et 4
alcools), dont 1’hexanol, I’octanol et I’hexanoate d’éthyle également présent dans notre étude. Les
résultats montraient une plus forte rétention a la plus faible concentration en pectine (0,04%) par rapport
au gel laitier sans ajout d’épaississant, tandis qu’a des concentrations plus élevées (0,1% et 0,15%) le
passage en phase vapeur était favorisé. Seuls deux alcools n’étaient pas sensibles aux modifications du
milieu : I’hexanol et le butanol. Cependant, la composition des milieux était différente de celle que nous
avons utilisée. Le modéle utilisé était composé d’un gel yaourt (fermentation bactérienne) Danone
(Vitapole, France) sans matiére grasse, additionné de sirop de sucre contenant un seul épaississant
(amidon ou pectine). Le mode de préparation différait car, dans cette étude, une solution aqueuse de
pectine faiblement méthylée (LM) avait été chauffée a 80°C puis additionnée a un mélange composé
d’un sirop de sucre et de citrate de sodium et de calcium ainsi que de sorbate de potassium. Par contre
nous avons utilisé le méme mode 1’aromatisation (addition d’un mélange de composés d’ardome dilués

dans le propan-1-2-diol au gel laitier).
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De plus, la méthode utilisée pour quantifier la libération des composés d’ardme était la SPME (Solide
Phase Micro Extraction). Cette méthode se base sur 1’adsorption des composés sur la fibre SPME, puis
la libération de ces composés dans I’injecteur du chromatographe pour étre analysés. Ainsi,
I’augmentation de la libération observée pourrait étre imputée a 1’équilibre rétention/libération des
composés d’ardme entre la fibre SPME et la phase gazeuse. L’impact de la nature de la fibre constitue
un paramétre de limitation pour ’usage de cette méthode (182, 183). Rega (97) a montré une
augmentation de la rétention avec la concentration de la pectine a la transition sol-gel (a partir de 0.1%)
en attribuant cet effet au réseau tridimensionnel créé par I’enchevétrement des pectines, sans pour autant
montrer 1’existence d’interactions entre la pectine et les composés d’arOme. Dans notre cas,
I’augmentation progressive de la viscosité entre les trois milieux aqueux (eau, gel de pectine a 0.4% et

0.8%) li¢e a la gélification de la pectine ne modifie pas la rétention/libération des composés d’ardme.

Nos résultats actuels ne mettent pas en évidence un effet du réseau tridimensionnel formée lors de la
gélification de la pectine sur le phénomene de rétention pour les composés. Toutefois, plusieurs raisons
peuvent étre avancées pour expliquer la différence entre nos résultats et ceux observés lors de I’é¢tude de
2007 : la nature des gels laitiers et la méthode de détermination, la composition exacte du milieu. Il sera
donc nécessaire de vérifier les roles respectifs de ces éléments pour déterminer si le mode de gélification
est responsable et/ou si la méthode de détermination amplifie (dans le cas de I'utilisation des fibres
SPME) ou gomme (dans le cas de la méthode PRV) les différences de rétention entre le gel laitier

simple et le gel laitier additionné de pectine.

4.2.3 Effet du gel laitier
Alors que dans I’eau, prés du tiers des composés (essentiellement des aldéhydes et des esters) est
déplacé vers la libération, 1’équilibre rétention/libération dans le gel laitier est déplacé vers la rétention

pour tous les composés sauf le 2-éthylbutyraldéhyde (19).

Dans chaque famille chimique (a2 1’exception des aldéhydes linéaires), le composé possédant la plus
faible masse molaire est plus retenu dans I’eau que dans le gel laitier. En augmentant la masse molaire,
la rétention devient plus importante dans le gel laitier et les composés qui ont les plus grands écarts de
rétention entre les deux milieux sont ceux qui ont les masses molaires les importantes. Cependant, nous
n’avons pas observé de lien direct entre la masse molaire et 1’écart de rétention entre le gel laitier et
I’eau. Combien méme I’hydrophobie est trés bien corrélée avec la masse molaire, nous ne pouvons pas
en déduire qu’elle explique la préférence des composés pour 1’eau ou pour le gel laitier. Par contre, cela

nous renseigne sur le caractére hydrophobe du gel laitier sachant qu’il ne contient pas de matiére grasse.

La rétention des composés d’ardme dans les gels laitiers est imputable aux différents types

d’interactions avec les protéines laitiéres. Ces protéines favorisent les interactions hydrophobes (184)
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par interaction avec des sites hydrophobes (75) dont I’existence et ’accessibilité dépendent des
conditions du milieu (pH, température, force ionique.etc) (51). Le terme hydrophobe désignant ce type
d’interactions est un terme relativement vague. Il s’agit en réalité d’interactions de type van der Waals,
qui ont été présentées en detail dans la partie bibliographique : forces de London, Debeye et Keesom.
Ces forces font appels a la polarisabilité des molécules, et aussi a leur surface. Des liaisons hydrogénes,

liees a leur caractére polaire peuvent également étre impliquées (74, 185, 186).

D’autre part, certains composés peuvent établir des liaisons covalentes avec les protéines laitieres. C’est
le cas de certains aldéhydes tels que les 2-alkénals et ’hexanal (55, 56). Nos résultats montrent que
I’hexanal (20) et le 2-méthyl-2-pentenal (18) semblent effectivement tres retenus par le gel laitier mais
d’autres aldéhydes tels que le cis-4-heptenal (21) et I’heptanal (22) ou d’autres esters et cétones ont

d’aussi fortes rétentions. Ces résultats ne peuvent donc pas faire clairement état de liaison covalente.

4.2.3.1 Bilan des déterminations des coefficients de partage

La rétention/libération des 28 composés dans les gels laitiers ne dépend ni de la classe chimique ni de la
masse molaire des composés d’ardme. En effet les composés les plus retenus ou 1es moins retenus se
trouvent aussi bien parmi les aldéhydes, que parmi les cétones et les esters. De plus, on observe une

relation entre la rétention et la masse molaire uniquement pour les cétones.

Certaines études dans des gels de carraghénane (80), des solutions de polysaccharides (172) ou des
préparation de fruit a contenant des épaississants (168) ont montré que la libération des composés
d’arébme augmentait avec le nombre de carbone (168, 172) et le logP(80), mais ces études concernent

uniquement des series linéaires homologues.

Les résultats que nous avons obtenus avec I’ensemble des 28 composés ne montrent pas de lien entre la
libération ou la rétention, et le nombre de carbone ou I’hydrophobie globale (AlogP98). En effet,
plusieurs types de structure sont représentés, et nos résultats prennent en compte les structures des
composeés ramifiés et/ou insaturés en plus de celles des composés linéaires. 1l faut donc examiner le réle
des différentes caractéristiques de la structure des composés d’arome (linéarité, ramification,

insaturation des chaines carbonées), ce que nous développons dans la partie suivante.
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4.3 Relations structure-proprieté

Nous avons tenté¢ d’expliquer I'impact de la structure des composés d’arome sur leur équilibre
rétention/libération. Il s’agissait donc de confronter des propriétés moléculaires traduites par les
descripteurs moléculaires, a la rétention/libération qui est la propriété expérimentale mesurée a 1’aide

des coefficients de partage.

Nous avons retenu des propriétés moléculaires simples: 1’hydrophobie globale, la surface, la
polarisabilité et la densité de charge négative, representées respectivement par les descripteurs AlogP98,
Surface Area, Polarizability et Jurs-RNCG.

Notre étude se démarque des précedents travaux publiés par I’utilisation d’une gamme de structures
variées méme si elles restent dans le méme espace chimique (monofonctionnels ne comportant pas de
cycles ou d’autres fonctions que les quatre utilisées). De plus, la démarche que nous avons suivie pour
les études SAR a consisté a étudier les composés dans un méme ensemble, puis en sous-groupes en
fonction d’une particularité structurale donnée afin de révéler les particularités de la structure qui

influent sur le phénomene rétention-libération.

4.3.1 Etude SAR sur I’ensemble des 28 composés

Nous avons vu plus haut que I’hydrophobie ne pouvait pas a elle seule expliquer le phénomene
rétention/libération de tous les composes. Il en de méme pour la surface, la polarisabilité et la densité de
charge négative. Cependant, la surface et la polarisabilité sont les descripteurs qui sont les plus a méme
de rendre compte des interactions de type van der Waals entre les composés d’arome étudiés et les deux

milieux.

Le descripteur AlogP98 est une estimation par calcul du log du coefficient de partage octanol-eau, et
rend compte d’une hydrophobie globale de la molécule (170). Les résultats des essais de corrélations
avec les coefficients de partage montrent qu’il n’est pas le meilleur descripteur pour rendre compte des
interactions entre les composés d’ardme étudiés et les deux milieux pour les composés dont la chaine
carbonée n’est pas linéaire et saturée. La corrélation entre surface moléculaire (Surface Area) et
rétention renseigne mieux sur ’existence d’interactions de type van der Waals dans 1’eau et dans le gel
laitier. La corrélation positive entre la surface et le « Ratio » indique I’existence de ce type d’interaction
et renseigne sur le caractere hydrophobe des constituants propre du gel laitier. En revanche, la
corrélation négative entre (Cw/Cg)eau €t Surface Area montre que les critéres favorables a

I’établissement d’interactions de type van der Waals sont défavorables a la rétention dans 1’eau.

La corrélation positive de Jurs-RNCG avec les coefficients de partage met en évidence des interactions

polaires avec les molécules d’eau.
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Globalement et pour I’ensemble des 28 composés, une forte polarit¢ et une faible hydrophobie
favorisent la rétention dans 1’eau mais, au contraire, une faible polarité et une forte hydrophobie
favorisent la rétention par les constituants propres du gel laitier. Le fait que chacun de ces deux
descripteurs (Surface Area et Jurs-RNCG) donne des corrélations moyennes et opposées avec les
coefficients de partage dans 1’eau et le « Ratio » indique que la polarité et la surface, donc la forme des
molécules, sont impliquées aussi bien pour les interactions avec les molécules d’eau qu’avec les

macromolécules présentes dans le lait.

4.3.2 Etude SAR sur les différents sous-groupes
La séparation des 28 composés en sous-groupes selon la classe chimique et/ou la structure de la chaine
carbonée permet d’obtenir des corrélations linaires satisfaisantes entre coefficient de partage et

descripteurs moléculaires, et ainsi d’améliorer la compréhension des phénomenes mis en jeu.

43.2.1 Esters

La rétention dans I’eau diminue avec la surface et augmente avec la densité de charge, comme nous
I’avons vu pour I’ensemble des 28 molécules. Mais les valeurs « Ratio» sont bien corrélées,
positivement avec la polarisabilité et négativement avec la densité de charge négative. L’absence de
toute corrélation entre les valeurs des descripteurs et les valeurs des coefficients de partage dans le gel
laitier peut donc s’expliquer par une compétition entre la rétention dans I’eau et la rétention par les
constituants du gel laitier, d’ou la courbe en cloche que montre 1’évolution des valeurs du coefficient de

partage dans le gel laitier et le nombre de carbone.

4.3.2.2 Aldéhydes

Comme dans le cas des esters, la rétention des aldéhydes dans 1’eau diminue avec la surface et augmente
avec la densité de charge. Par contre, la rétention dans le gel laitier va dans le méme sens pour les
aldéhydes linéaires. Ce phénomeéne est inattendu car normalement, le gel laitier est un milieu
hydrophobe qui, en tant que tel devrait favoriser la rétention des composés qui ont une longue chaine
carbonée, une grande surface et une grande polarisabilité, et défavoriser la rétention des composés a
forte densité de charge négative. Il se peut que ’effet observé soit dii a une dégradation partielle de
certains aldéhydes en présence des protéines du lait. Par contre, I’augmentation de la rétention dans le

gel laitier avec I’augmentation du nombre de carbone est bien observée pour les aldéhydes non-linéaires.

Toutefois, la rétention par les constituants propres du gel laitier est, comme dans le cas des esters,

favorisée par la surface et la polarisabilité et défavorisé par la densité de charge.
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4.3.2.3 Cétones
La rétention de la totalité des cétones, aussi bien dans 1’eau que dans le gel laitier, est trés bien liée a la
masse molaire et au nombre de carbone, contrairement aux esters et aux aldéhydes ot ce n’est valable

que dans le cas des linéaires.

La rétention des cétones dans I’eau diminue avec la surface, la polarisabilité et I’hydrophobie générale
et augmente avec la densité de charge négative. La tendance est la méme dans le gel laitier mais elle

s’affaiblit avec la polarisabilité et surtout avec la densité de charge négative.

La rétention par les constituants du gel laitier est plus sensible a la polarisabilité et a la densité de charge

négative qu’a la surface et I’hydrophobie globale.

4.3.2.4 L’ensemble des trois familles chimiques

On distingue deux catégories de composés en fonction de la rétention dans les gels laitiers, d’une part
les carbonylés (aldéhydes et cétones) d’autre part les esters. Pour les carbonylés, la rétention dans le gel
laitier suit la méme tendance que dans 1’eau. Pour les carbonylés, la rétention diminue avec le nombre
de carbone et évolue proportionnellement avec les descripteurs d’hydrophobie et inversement
proportionnellement avec la densité de charge. Pour les esters, le manque de tendance supposerait une
compétition entre I’augmentation de la rétention par les constituants du gel laitier, et une diminution de

la rétention par les molécules d’eau.

La densité de charge négative qui traduit le caractére polaire est moins importante dans le cas des esters
car la délocalisation des ¢lectrons m de la double liaison C=0O vers 1’oxygene est défavorisée par
I’oxygene issu de la fonction alcool. Pour les carbonylés, cette délocalisation est plus favorisée dans les
cas des cétones grace a I’effet inductif donneur des chainons carbonés de chaque coté de la fonction.
Dans le cas des aldéhydes, 1’effet inductif ne provient que d’un c6té, celui de la chaine carbonée, 1’autre
coté étant ’hydrogéne de la fonction aldéhyde (O=CH). Par contre, a I’inverse de la fonction cétone, la
fonction aldéhyde ne subit pas autant de géne stérique car elle est en bout de chaine, ce qui la rend plus

accessible.

La différence de polarité entre les aldéhydes et les cétones est discutable mais il est clair que les esters

sont les moins polaires.

Les valeurs du Jurs-RNCG vont dans le méme sens si on prend I’exemple de trois composés qui ne

différent que par leur fonction : heptan-2-one (0,58), heptanal (0,57) et pentanoate d’éthyle (0,40).

La mésomérie et le pH acide du gel laitier sont propices a la formation d’énols plus retenus et capables

d’impliquer la formation de liaison hydrogéne. Seulement, cela ne peut pas €tre le cas a partir du
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moment ou il n’y a pas de différence de rétention entre I’eau (pH estimé a 7) et les gels de pectine
(pH=3,5).

La différence de tendance a la rétention dans les gels laitiers entre les carbonylés et les esters peut
s’expliquer de la fagon suivante : & partir du moment ou les valeurs de coefficients de partage des
cétones et des aldéhydes dans 1’eau et dans le gel laitier sont corrélées avec les valeurs des descripteurs
avec la méme tendance, ce sont les molécules d’eau qui influent le plus sur la rétention par rapport aux
constituants du gel laitier. Les interactions de types polaires sont donc plus importantes que les
interactions de type van der Walls. Cela est encore plus visible pour les cétones, car les corrélations
entre valeurs des descripteurs sont moins bonnes avec les valeurs du « Ratio » qu’avec les valeurs des

coefficients de partage dans I’eau et dans le gel laitier.

Pour les esters, les corrélations entre les valeurs des coefficients de partage et les valeurs des
descripteurs sont quasiment absentes dans le gel laitier, alors que dans 1’eau, la tendance était positive

avec Jurs-RNCG (polarité) et négative avec les descripteurs Surface Area et Polarizability.

Cela montre I’intervention des molécules d’eau au méme titre que les constituants du gel laitier, donc
une compeétition entre interactions de type polaire et interactions de type van der Waals. Le role des
constituants propres du gel laitier est confirmé par les corrélations entre les valeurs du « Ratio » et les

valeurs des descripteurs.

Au vu des différences de rétention qui apparaissent selon la fonction chimique, on peut avancer les

points suivants :

(i)-Les interactions polaires liées aux molécules d’eau semblent prédominer pour les cétones que ce soit
dans I’eau ou dans le gel laitier. Ces interactions prédominent dans 1’eau pour les esters et les aldéhydes

mais pas dans le gel laitier.

(ii)-Les interactions de type van der Waals sont fortement mises en jeu pour la rétention des esters et des
aldéhydes par les constituants propres du gel laitier mais elles sont plus faiblement impliquées dans le

cas des cétones.

4.3.3 Lastructure de la chaine carbonée
Les meilleures corrélations sont en général obtenues avec la polarisabilité et la surface. La densité de
charge ne présente de tendance qu’avec les rétentions des insaturés dans les deux milieux, et des cétones

dans ’eau.

157



4.3.3.1 Lescomposés linéaires

Jouquand (172) a remarqué que les cétones linéaires dont la heptan-2-one, étaient plus retenues dans
I’eau que leurs homologues aldéhydes, qui sont eux-mémes plus retenus que leurs homologues esters.
Pour ces séries homologues, la rétention diminue avec le nombre de carbone. Ces résultats concordent
avec les nétres car que ce soit la série homologue des aldéhydes ou celle des linéaires, elles montrent
toutes les deux une diminution de la rétention dans 1’eau avec le nombre de carbone, les esters étant

moins retenus dans 1’eau que les aldéhydes, qui sont eux méme moins retenus que la heptan-2-one.

Cette unique cétone linéaire est la plus fortement retenue dans 1’cau et la moins retenue dans le gel
laitier par rapport aux aldéhydes, aux esters. Du fait de ce comportement particulier, le sous-groupe des
linéaires ne donne pas de bonnes corrélations entre les rétentions et les descripteurs. En prenant en

considération exclusivement les esters linéaires et les aldéhydes linéaires, les corrélations s’améliorent.

La rétention des esters et des aldéhydes linaires dans I’eau diminue avec le nombre de chainons
carbonés. La polarisabilité et la surface expliquent mieux la rétention de ces composés dans I’ecau par
une relation inversement proportionnelle, que 1’hydrophobie globale qui distingue les esters linéaires
des aldéhydes linéaires par deux relations également inversement proportionnelles. Le fait que la droite
de corrélation entre les valeurs des coefficients de partage dans 1’eau (Cw/Cg)eas €t les valeurs de
AlogP98 pour les aldéhydes est supérieure et parallele a celle correspondant aux esters signifie que pour

une méme valeur d’hydrophobie globale, 1’aldéhyde est plus retenu que son ester homologue.

La densité de charge distingue aussi les esters des aldéhydes par deux droites dont les pentes sont cette
fois-ci positives et non-paralléles. La pente de la droite correspondant aux esters est deux fois plus
importante que celle de la droite correspondant aux aldéhydes. Cela veut dire que la densité de charge
négative a plus d’effet sur la rétention dans le cas des esters que dans le cas des aldéhydes et par
conséquent, les interactions de types polaires seraient plus importantes dans le cas des esters linéaires

que dans le cas des aldéhydes linéaires.

Ceci est en contradiction avec ce que nous avons déduit en prenant en considération 1’ensemble des
esters et I’ensemble des aldéhydes pour les interactions de type polaire, qui sont plus importantes dans

le cas des esters que dans le cas des aldéhydes.

Les descripteurs n’expliquent pas la rétention des esters linéaires et des aldéhydes linéaires par la méme
loi dans le gel laitier ou par les constituants propres du gel laitier. En effet, dans un cas, pour les
aldéhydes linéaires il y a une excellente corrélation entre les valeurs de I’ensemble des descripteurs et
les valeurs des (Cw/Cg)sL contrairement aux esters linéaires. Dans un autre cas, il y a une trés bonne
corrélation entre les valeurs du « Ratio » et les valeurs de I’ensemble des descripteurs pour les esters et

une moins bonne corrélation pour les aldéhydes.
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4.3.3.2 Ramification et insaturation

Pour les composés qui sont a la fois ramifiés et insaturés (2 esters et 4 aldéhydes), c’est I’hydrophobie
globale (AlogP98) qui explique le mieux la rétention par les composés propres du gel laitier. Si on les
compare aux composés ramifiés et aux composés linéaires, par le biais de la relation entre le « Ratio » et
AlogP98, on s’apergoit que la rétention des composés ramifiés-insaturés croit plus vite avec

I’hydrophobie que la rétention des composés ramifiés d’une part et des composés linéaires d’autre part.

Pour les aldéhydes non linéaires (ramifiés ou insaturés), la rétention par les constituants du gel laitier est

fortement liée a la polarisabilité.

Pour les esters et les aldéhydes, 1’insaturation conduit a une plus forte rétention dans I’eau et dans le gel

laitier alors que la ramification conduit & une plus faible rétention.

Lorsqu’un compos¢ est a la fois ramifié et insaturé, ’effet de I’insaturation 1’emporte sur celui de la
ramification. En effet, comme nous 1’avons remarqué, la rétention du 2-méthylpent-2-énal est plus
importante que celle que prédit la droite de régression linéaire AlogP98 vs Cy/Cg dans les deux milieux,

d’ailleurs elle est supérieure a celle de I’hexanal.

Pour les 3 esters a 6 chainons carbonés, insaturé ((E)-but-2-énoate d'éthyle), linéaire (butanoate
d’¢éthyle) ou ramifié (2-méthylpropanoate d'éthyle), on remarque que les températures d’ébullition (142,
121 et 110°C) évoluent de la méme fagon que les coefficients de partage dans 1’eau (81, 39 et 21). En
d’autres termes, ’effet de I’insaturation et de la ramification est le méme sur la température de
changement de phase (liquide-vapeur) que sur la rétention dans I’eau. Cela veut dire que le
comportement relatif des composés d’arome est le méme que ce soit a 1’état pur qu’en solution dans

I’eau.

Dans le gel laitier I’effet de 1’insaturation est légerement plus prononcé que I’effet de la ramification
(valeurs de Cu/Cg égales a 99, 39 et 27). Cela peut indiquer un comportement légérement différent dans
le gel laitier. Cependant, les corrélations entre les valeurs du « Ratio » et celles des descripteurs ne font

pas état d’écarts liés a I’insaturation ou la ramification.

Pour les aldéhydes, 1’effet de 1’insaturation et de la ramification sur la rétention dans 1’eau est similaire a
celui des esters mais pour la rétention dans le gel laitier, I’effet de 1’insaturation est comparable a celui
de la ramification. De plus, la corrélation entre les valeurs de la surface et celles du « Ratio » place les
points correspondant aux aldéhydes ramifiés et/ou insaturés en dessous de la droite de régression
correspondant aux aldéhydes linéaires. Cela montre que la ramification et/ou insaturation diminue la

rétention par les constituants propres du gel laitier.

L’insaturation et la ramification ont les mémes effets sur la rétention des aldéhydes et des esters

linéaires que sur leurs températures d’ébullition (cf contexte bibliographique).
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Si on compare les rétentions dans I’eau des aldéhydes et les esters linéaires d’un coté et leurs
homologues ramifiés d’un autre c6té, on remarque que pour ces composés les deux droites de régression
rétention (Cw/Cg) vs Surface Area sont paralleles. Sur cette représentation graphique, la droite
correspondant aux composés linéaires se trouve au-dessus de celle qui correspond a leurs isomeres
ramifiés. Cela veut dire qu’on peut aussi bien prédire les rétentions des esters linéaires que les rétentions

de leurs isomeres ramifiés.

Dans le cas des esters, la ramification et 1’insaturation ont un impact plus faible sur la rétention dans le

gel laitier pour les composés a forte masse molaire.

Les 3 composés insaturés appartenant aux 3 familles chimiques sont parmi les plus retenus dans I’eau et
dans le gel laitier mais pour ces composés, il n’y a que la densité de charge qui montre une tendance

avec les rétentions et de maniere peu significative.

Dans le cas des cétones, les effets de la ramification et de I’insaturation n’ont pas été observés.
L’examen des valeurs des coefficients de partage des 2 isomeres & 7 chainons carbonés montre que la
rétention dans 1’eau n’est pas sensible a la ramification probablement parce que cette ramification se
situe loin de la fonction carbonyle. Les isoméres a 8 chainons carbonés montrent que la position de la
ramification ne modifie quasiment pas la rétention dans ce milieu. Dans le gel laitier, la rétention est

sensible & la ramification mais beaucoup moins a la position de la ramification.

160



Conclusion

161



5 CONCLUSION

Nous avons étudié le phénomeéne rétention/libération de 51 composés d’ardme de structures variées
appartenant aux quatre familles chimiques, alcool, aldéhyde, cétone et ester, en prenant en compte leur
répartition entre la phase vapeur et différentes matrices : 1’eau, des gels de pectine et des gels laitiers
additionnés ou non de pectine. Pour cela, nous avons mesuré les coefficients de partage de chaque
composé¢ d’arome dans les différences matrices en utilisant la méthode PRV (Phase Ratio Variation).
Nous avons constaté que cette méthode ne pouvait pas s’appliquer facilement aux composés les plus
retenus par la matrice car leur concentration en phase vapeur était trop faible pour que les variations des
surfaces chromatographiques en fonction du rapport des volumes de phase liquide et vapeur puissent

étre détectées. C’est notamment le cas des alcools.

Apres avoir vérifié que le saccharose présent dans la poudre de pectine en tant que stabilisant n’avait pas
d’influence vis-a-vis de la rétention/libération des composés d’ardme, nous avons comparé les valeurs
des coefficients de partage obtenus dans les différents milieux. Nous n’avons pas observé d’effet li¢ a la
présence de pectine, mais cette question reste posée, 1’absence de mise en évidence d’un effet de la
pectine pouvant étre li¢ a plusieurs facteurs (mode de gélification du lait, mode d’incorporation de la
pectine, methode de détermination des coefficients de partage). Il sera nécessaire d’entreprendre une

étude particuliere pour répondre a cette question.

Dans le cadre du présent travail, nous avons donc concentré notre étude sur la comparaison des
rétentions dans I’eau et dans le gel laitier, en utilisant en plus des coefficients de partage expérimentaux,
un coefficient de partage fictif destiné a mettre en évidence les effets des constituants propres du gel
laitier. Ces constituants augmentent la rétention des molécules odorantes, mais ce phénomeéne est trop

complexe pour étre expliqueé par la seule hydrophobie (logP).

Nous avons effectué une étude des relations structure-rétention des molécules odorantes en évaluant les
corrélations entre les coefficients de partage et quatre descripteurs moléculaires : AlogP98,
Polarizability, Surface Area et Jurs-RNCG.

L’étude de I’ensemble des 28 ardmes a permis de donner certaines indications concernant les propriétés
moléculaires impliquées dans les interactions avec les différents milieux. Tout d’abord, les résultats des
¢tudes de corrélation montrent que 1’hydrophobie globale des molécules, traduite par la valeur AlogP98,
n’est pas la propriété moléculaire la mieux a méme d’expliquer les phénomeénes impliqués dans les
interactions de molécules odorantes avec les constituants du milieu (eau ou gel laitier) dans lequel elles
sont en solution. La surface et la polarisabilité rendent mieux compte des rétentions des composés

d’ardéme, aussi bien dans 1’eau que dans le gel laitier. Le résultat global sur I’ensemble de 28 molécules
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confirme qu’une forte polarité et une faible hydrophobie favorisent la rétention dans I’eau, tandis qu une
faible polarité et une forte hydrophobie favorisent la rétention par les constituants propres du gel laitier.
Les corrélations opposees entre les descripteurs Surface Area et Jurs-RNCG et les coefficients de
partage dans I’cau et le « Ratio » mettent en évidence le role de la structure de la chaine dans le
phénomeéne de rétention/libération aussi bien pour les interactions avec les molécules d’eau qu’avec les
macromolécules présentes dans le lait. Le fait que ces corrélations soient assez médiocres suggere que

des phénomeénes plus complexes sont mis en jeu.

Pour tenter de mieux cerner la nature de ces phénomenes, nous nous sommes intéressés d’une part aux

familles chimiques séparément, et d’autre part a des groupes structuraux.

L’étude par famille chimique des corrélations entre les descripteurs et les coefficients de partage nous a

permis de mettre en évidence des similitudes de comportement pour certains sous-groupes :

Les cétones ont un comportement particulier car leur rétention dans 1’eau augmente en fonction du
nombre de carbone et indépendamment de la structure de la chaine carbonée, contrairement aux

aldéhydes et aux esters.

L’étude des rétentions par famille structurale nous a permis d’identifier des comportements propres aux

composés linéaires et ramifiés et/ou insaturés :

# pour les cétones, nous n’avons pas observé d’effet de la ramification par rapport a celui de

I’insaturation ;
#* pour le sous-groupe constitué par les aldéhydes et les esters linéaires :

o la rétention dans ’eau diminue proportionnellement avec 1’augmentation du nombre de
carbone, de la surface et la de polarisabilité et du AlogP98, et augmente avec la densité

de charge ;

o par rapport a une molécule linéaire de masse moléculaire trés proche, la ramification
diminue la rétention dans 1’eau et dans le gel laitier tandis que 1’insaturation 1’augmente.
Lorsqu’un ester ou un aldéhyde possede a la fois une ramification et une insaturation, sa
rétention est supérieure a celle du composé linéaire correspondant. Dans le cas des trois
esters a 6 carbones, cet effet est en fait le méme pour les composes purs et en solution

aqueuse ,

o la rétention par les constituants propres du gel laitier évolue plus rapidement avec
I’hydrophobie globale dans le cas des composés ramifiés-insaturés que dans le cas des

autres Composes.
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Nous avons donc montré par ce travail que 1’étude des corrélations entre les valeurs des descripteurs et
les valeurs de coefficients de partage permet de remonter a la nature des interactions mises en jeu, a
condition d’utiliser des structures moléculaires convenablement choisies, sans limiter les molécules aux
seules structures linéaires. Les corrélations impliquant la surface, la polarisabilité et 1’hydrophobie
globale, confirment que les interactions de type van der Waals (essentiellement Keesom et London) sont
favorables a la rétention dans les gels laitiers et défavorables a la rétention dans I’cau. De méme, les
corrélations impliquant la densité de charge montrent que les interactions polaires sont favorables a la
rétention dans I’eau. Mais les études sur les différents groupes montrent bien que les molécules d’une
méme famille chimique ont des types de comportement différents, et que la structure de la chaine
explique parfois mieux le déplacement de 1’équilibre rétention libération que la fonction chimique. C’est
en particulier le cas des esters et des aldéhydes insaturés et ramifiés lorsqu’on utilise les valeurs de

« Ratio ».

De I’ensemble de ces observations, il découle que notre choix de départ, qui consistait a faire varier la
structure des composés d’arome afin de voir son effet sur le phénoméne rétention-libération des
composés d’arome, s’est avéré concluant, et le groupe de 28 composés permet effectivement de mener

une étude de relations structure-propriété.

Toutefois, il serait nécessaire de disposer de plusieurs cétones linéaires, d’une plus large gamme de

molécules insaturées et d’aldéhydes linéaires.

Il serait également important de connaitre les coefficients de partage d’alcools et des composés plus
fortement retenus par la matrice. L’augmentation de la température de 1’équilibre ne peut pas étre
avancée comme solution mais des améliorations dans 1’exploitation de la méthode PRV, ou le recours

aux autres méthodes de mesure classique avec étalonnage peuvent étre proposées.

La démarche que nous avons appliquée peut étre utilisée comme outil d’aide a la formulation et pourra
étre transposée a d’autres modéles de matrices alimentaires complexes telles que les fromages, les
boissons et des aliments élaborés... Cette transposition peut se faire non seulement a des systemes
alimentaires seuls, mais a tout systeme complexe li¢ a I’aspect alimentaire comme 1’aliment en présence

de salive, la limite étant, comme pour toute étude QSAR, le temps d’acquisition des données.

Pour parfaire les informations extraites des corrélations linaires simples, nous pourrons envisager de
générer des équations complexes par différentes méthodes statistiques avec un plus grand nombre de
descripteurs. Ceci permettra d’accéder a la mise en évidence d’effets plus subtils mis en jeu dans les
interactions entre les molécules odorantes et les milieux ou elles sont présentes. Toutefois, il faut bien
noter que le QSAR n’est pas qu’une question de nombre de variables ni de puissance de calcul et de

nombre de descripteurs (187). De plus, des travaux récents sur la prédiction de la solubilité ont montré
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que I’approche par des régressions linéaires multiples peut étre plus pertinente que les méthodes

complexes de modélisation faisant appel a des régressions non-linéaires (188).

En tenant compte de ces principes, et en s’attachant a des choix raisonnés et judicieux de structures
moléculaires appartenant au méme espace chimique, 1’application de ’approche QSAR/QSPR aux
équilibres entre phases apparait comme un excellent moyen d’appréhender les interactions moléculaires

mises en jeu dans les milieux hétérogenes et complexes.
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7 ANNEXES

Annexe 1 : Liste des composés dont les coefficients de partage ont étés mesurés uniqguement dans

les milieux aqueux.

index composé d'ardme masse molaire (g/mol) famille
4 3-méthylpentan-3-ol 102 alcool
10 octan-3-ol 130 alcool
12 nonan-1-ol 144 alcool
13 linalool 154 alcool
15 3,7-diméthyloctan-1-ol 158 alcool
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Annexe 2: Liste des composes dont les coefficients de partage n’ont pu étre mesurés dans aucun

milieu.

index composé d'arbme masse molaire (g/mol) famille
1 (E)-hex-4-én-1-ol 100 alcool
2 hex-1-én-3-ol 100 alcool
3 hexan-1-ol 102 alcool
5 2-méthylpentan-1-ol 102 alcool
6 (2)-Hept-4-én-1-ol 114 alcool
7 heptan-2-ol 116 alcool
8 6-méthylhept-5-én-2-ol 128 alcool
9 octan-1-ol 130 alcool
11 2-éthylhexan-1-ol 130 alcool
14 nérol 154 alcool
48 3-méthylbutanoate de 2-méthylpropyle 158 ester
50 2-methylbutyl 2-methylbutanoate 172 ester
51 (E)-2-méthylbut-2-énoate d'hexyle 184 ester
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Annexe 3: Valeur des constantes d’équilibre des 28 composés d’arome avec leur intervalle de confiance a 95% (IC 95%), dans I’eau (eau), le

gel de pectine a 0.4% (P04), le gel de pectine a 0.8% (P08), le gel laitier simple (GL) et le gel laitier additionné de pectine a 0.05% (GLP).

index

famille

Composé d'aréme

eau

P04

P08

GL

GLP

Kiin

IC 95%

Kiib

IC 95%

Kiin

IC 95%

Kiib

IC 95%

Kiin

IC 95%

36

ester

propanoate d'éthyle

0,44

0,02

0,42

0,01

0,49

0,05

0,77

0,06

0,54

0,05
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eau P04 P08 GL GLP
index famille Composé d'arbme Kiib IC 95% Kiib IC 95% Kiib IC 95% Kiib IC 95% Kiib IC 95%
37 ester (E)-but-2-énoate d'éthyle 0,31 0,03 0,24 0,02 0,25 0,01 0,25 0,01 0,26 0,02
38 ester 2-méthylpropanoate d'éthyle 1,17 0,18 1,05 0,13 1,08 0,11 0,95 0,18 0,88 0,05
39 ester butanoate d'éthyle 0,65 0,05 0,61 0,02 0,71 0,05 0,53 0,03 0,69 0,11
40 ester pentanoate d'éthyle 0,93 0,02 0,9 0,04 0,71 0,02 0,42 0,02 0,34 0,02
41 ester acétate de 3-méthylbutyle 0,92 0,04 0,89 0,07 0,72 0,03 0,44 0,02 0,34 0,02
42 ester (E)-2-méthylbut-2-énoate de méthyléthyle 0,91 0,09 0,94 0,03 0,93 0,03 0,59 0,03 0,63 0,02
43 ester (E)-2-méthylbut-2-énoate de propyle 0,62 0,07 0,63 0,02 0,63 0,02 0,34 0,03 0,36 0,05
44 ester hexanoate d'éthyle 1,28 0,1 1,07 0,04 1,31 0,02 0,64 0,08 0,8 0,16
45 ester (2)-2-méthylbut-2-énoate de 2-méthylpropyle 2,74 0,22 2,93 0,56 2,18 0,06 0,65 0,04 0,62 0,12
46 ester heptanoate d'éthyle 2,18 0,09 1,76 0,14 1,93 0,18 0,61 0,13 0,7 0,11
a7 ester pentanoate de n-butyle 2,19 0,14 1,75 0,17 1,93 0,26 0,65 0,14 0,75 0,13
49 ester (E)-2-methylbut-2-énoate de 3-méthylbutyle 2,38 0,18 2,43 0,23 1,88 0,23 0,32 0,02 0,19 0,01
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