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https://fr.wikipedia.org/wiki/CIE_RGB page consultée le 10/05/2016). Ce systeme RGB
(Rouge Vert Bleu) prend en compte les trois coslguimaires proches des maxima de réponse des

trois types de cOnes de la rétine humaine. Ceauraunt été suivis la méme année par la proposition
de I'espace XYZ qui permet de s’affranchir de deda contraintes de I'espace précédent. Ces travaux
ont permis d'établir, a partir de mesures de dacpption des couleurs par les panels de volostaire
étudiés, une perception moyenne définie comme fleepéon d’'un «observateur standard » sous la
forme de trois courbes de réponse (ou fonctionsrienétriques X(), y() et z()) d'un «ceil

standard »en fonction de la longueur d’onde.

Selon la taille de l'objet et sa distance a I'cele$t-a-dire I'angle d’'observation)les spectres de
réponse sont légerement différents car la lumaéieint une zone plus ou moins étendue de la rétine
Les premiéres fonctions colorimétriques ont éténits pour un angle de 2° en 182Buis, en 1964,

la CIE a déterminé ces fonctions pour un angle@fec’esta-dire pour I'observation d’un objet plus
grand. Ces spectres de réponse normalisés soripligslpar & spectre recu par I'ceil pour établir les
3 courbes de réponse de I'ceil a la stimulatién. considérant un spectre d’illuminargt )l et un
spectre de transmittancel ) la couleur est alors exprimée en trois dimersiPg, Y et Z), les

composantes trichromatiques, en intégrant les ¢misbes de réponse.














































































Les coefficients des deux termes du modéle sortehant significatifs et ce modéle explique 81 %
de la variance de L*. Cela peut vraisemblablen®interpréterpar une relative homogénéité des
pigments; une augmentation de la teneur en pignoemguirait alors a la fois a une augmentation de
la saturation C* et a une réduction de la luminahte L’interaction indique que les teintes plus

orangées réduisent davantage la luminance pouméng valeur de chroma.
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Figure 68 - Profils chromatographiques a 280 nm (A) et a 420 n(B) des produits d'oxydation obtenus apres

incubation de I'épicatéchine a pH 5,6 en présence de PPO de pomme
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Figure 73 - Structure proposée pour la déhydrotri(épi)catéchine de type A de 862 Da.
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Figure 77— Evolution des parametres colorimétriques C* (Chroma) et h (angle de teinte) auas de la
fermentation des quatre jus de pomme.oxydés

Tracé noir Dous Moen

Tracé orange Guillevic
Tracé bleu Marie Ménard
Tracé violet Petit Jaune
Pour chaque jus, trois réplicats ont été mis en fermentat




Figure 78 -Photographie illustrant I'évolution de la couleur des jus de pomme ant (1) et apres (2) 3 mois d

fermentation.




Figure 79— Profils chromatographiques a 420 nm des extraits polyphénoliquessius des jus de pomme avant

fermentation (tracé noir) et aprés 3 mois de fermentation (tracé rouge).
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Quel que soit le pH de la solution et donc le rappotre les différentes formes, la quantité deiémat

présente reste constante:

nose =&R( 2)&+B( ) 1+e P ] (Eq. 3)

D’apres la loi de Beetambert et la loi d'additivité des absorbancesna longueur d'onde donnée

I'absorbancé d’'un mélange homogéne dilué s'écrit
‘=&, %' . =8&&5%7 ./ 01.x 3& x 4& (Eq. 4)
Ainsi,
2)

=&y x ['( 2+ g x [ )]+/9x3' ;  (Eg.5)

Avec :
- /4 coefficient d’extinction molaire de la forme acidel,,

/ g coefficient d’extinction molaire de la forme AH

/ o coefficient d’extinction molaire de la forme baskj,elz‘,

- 3longueur du trajet optique (1 cm).

La superposition des spectres UV-visible du POPjurés a différents pH (18 valeurs, comprises
entre 2,73 et 7,76) a permis de mettre en éviddaear points isobestiques (données non présentées) :
a chacune de ces deux longueurs d’onde, I'absoebaaadépend plus du pH d& $olution car les
formes acide et basique de la molécule étudiéeptést le méme coefficient d’extinction molaire
Ceci laisse supposer I'existence d’un modeéle sirdples lequel les deux déprotonatiémzrviennent

successivement et ol les deux équilibres sont tholépendants.

Il existe un point isobestique a 407 nm pour lelews de pH comprises entre 2,8 et 5. Dans cet

intervalle, seules les espécgbl, (POPj doublement protoné) &H™ (forme carboxylate) sont en

présence, il est donc possible de calculer la valepKa;.
=& [ >828&[(J &+ & p&?&['(B] (Eq. 6)

Et riso &= &[(J&+&[(P] (Ea. 7)

De la méme facon, dans l'intervalle gel [5,3-7,8], seules les espédkld” (ion carboxylate) eA”
(forme doublement déprotonée : carboxylate et plaéslosont en présence, ce qui permet de calculer

pKas,.



=1 "SI %8+ TSI ] (Eq. 8)

Et o 1= % &+ @] (Eq. 9)

Afin de déterminer une valeur de pKa, il est recandé de choisir la longueur d’onde pour laquelle
I'écart entre I'absorbance des deux formes en po&sest maximal. Ainsi, considérant la fonction
acide carboxylique, cet écart maximal dentre AH et AH est observé a 384 nm pour des pH
compris entre 2,8 et 5. Pour la fonction phénoligiae longueur d’onde sélectionnée, 472 nm,

correspond au maximum d’absorption de la formecpsi¥” sur I'intervalle de pH [5,%,8].

Les valeurs des coefficientidextinction molaires ont été calculées a ces lengsid’onde

- ", lest calculé a partir dééquation § a pH 2,8 pour lequel la concentration [Aldst nulle,
dou:
=1 S %= 18 (Eq. 10)
- "0! est calculé a partir d&quation 8 a pH 7,8 pour lequel la concentration [Aldst nulle,
d'ou :
=t "o @@= togey, (Eq. 11)
- Les valeurs dé 1 a 384 et 472 nm ne peuvent qu’étre estimées oaxiste pas de valeur de

pH pour laquelle il serait possible d’affirmer diespéce AH est la seule présente. En effet, a
pH 5, la forme AH peut encore étre représentée dans la solutiorpkt %,35, la forme A

peut déja étre présente.

Connaissant le pH et les valeurs déy_ ," "1 a! =384 nm, il est possible de calculer la

valeur depKa; (fonction carboxylique) grace adéquations 1, 6, 7 et 1De méme, la valeur diKa,

(fonction phénolique) peut étre déterminée gracecauiations 2, 8, 9 et 12

Les résultats obtenus powslconstantes de dissociation et des coefficieamidiniction molaireont
été réaffinés grace a l'utilisation du logiei de régression linéaire NLRE®I@nlinear regression
analysis program (NLREG),PH Sherrod - Nashville, , TNSA, 1995 Ceci s’est avéré
particulierement utile pour les valeurs dequi ne pouvaient étre déterminées avec exactipadde

calcul.









En effet, un changement significatif de couleurRIDP] est perceptible entre pH 4,5 et 5 ; puis le
basculemendi’'un jaune soutenu vers une teinte véritablemeamige s'opére entre pH 5 et 6, la valeur
de I'angle de teinte h variaators de 96,6 a 81,1 et celle de C* de 66,0 a 89,0.

Concernant la DTEC, un changement de couleur retast observé entre pH 5,5 et 6 et le
basculement progressif vers une teinte orange ajy@antre pH 6 et 6,5 (h varie alors de 100.3 8 96.
et C* de 30,5 a 42,1). Contrairement au POPj peguél les parametres colorimétriques varient peu a
partir de pH 6,5 (valeurs de h comprises entre t747e valeurs de C* comprises entre 74 et 77 ;
valeurs de L comprises entre 84 et 86), la coutkuda DTEC continue a étre significativement
modulée pour des valeurs de pH supérieures a Bt (@H 6,5 et pH 8, h .évolue de 96 a 86 et C* de
42 a 80). La DTEC_864, qui apparait plus stable lgue@OPj vis-a-vis du pH entre pH 2,5 et 6, se
révele donc finalement moins stable que la dihyldatmone aux pH supérieurs.

Notons enfin que I'évolution du paramétre C* surgamme de pH étudiée est beaucoup plus
importante pour la DTEC_864 (C* variant de 17 a @0¢ pour le POPj (C* variant de 54 a 95), bien
gue ce dernier présente toujours une intensitéamte plus élevée que celle du trimére. En défmjti
une variation de pH provogue un net changementdegosantes quantitatives et qualitatives de la

couleur des deux molécules étudiées. Ces variasiomisillustrées sur les photographies en Figure 81

Figure 81 - Photographie illustrantI’évolution de la couleur d’une solution de(A) POPj & 50 pM et (B) DTEC_864 a 5(
UM en fonction du pH.

hes




Cela traduit des teintes similaires dans les deasx Toutefois, pour une
méme concentration molaire et une méme valeur delgpldarametre C* présente des valeurs trés
éloignées pour les deux molécules. Par exemple &,pHvaleur proche du pH moyenud cidre
francais, la couleur de la solution de POPj app&ré&i fois plus « saturée », plus intense que cidle
la DTEC (respectivement, C* = 56 et 16): le POPRg¢spnte donc une capacité colorante plus
importante que le trimérdznfin, aux pH des cidres, la DTEC_864 ne montre gmsnodifications
particulieres de ses valeurs de C* et h (entre p# 8,5, C* varie de 16,5 a 17,8 et h de 110,4° a
109,89 tandis qu’une évolution est déja notable poP@Pj (C*: 53,6 a 60,7 et h: 106,7° a 102°).
Ainsi, selon le pH du jus de pomme considéré, ldexar exprimée par les composés de type POPj et

de PXGOP]j est susceptible de varier.

IV. 2. 3. 2. Modification des spectres UV-visibles des deux
composés en fonction du pH

Les parameétres colorimétrigai€tant calculés a partir des données d’absorbexehangements de
couleur observés selon le pH de la solution sanetire en lien avec des modifications au niveau des
spectres UV-visibles. Les changements observés siomtaires pour les deux composés: une
augmentation du pH entraine a la fois un déplaceivethochromique (vers les plus fortes longueurs
d’onde) et hyperchromique (augmentation de l'initéng’absorption) de la bande d’absorption dans le
visible. Comme attendu, les modifications spectral@mmencent a apparaitre aux mémes pH que les
changements identifiés pour les parametres coldriopoés.
A pH acide (2,5 a 4,5), le spectre UV-visible duFpFigure 82)comprend une bande d’absorption
trés large dans le visible, avec wupax compris entre889 et 421 nm Elle semble présenter un
épaulement entre pH 2,5 et 3, l'intensité d’absorbance égetement plus forte vers 389 nm tandis
gu'entre pH 3 et 4,5, elle est plus forte vers 421 Le déplacement bathochromique de la bande
d’absorption s'observe a partir de pH 5. A pH @bborption a 38421 nm disparait presque
totalement au profit de la nouvelle bande dont\gx estde 472 nm Pour des valeurs de pH
supérieures a 6, la seule modification spectrateiée consiste en 'augmentation de l'intendéda
bande a 472 nm (déplacement hyperchromique). Notpren paralleéle apparait également une

nouvelle bande d’absorption avec !y de 311 nm.



Figure 82 - Evolution du spectre UV-visible de la solution de PORj 50 uM en fonction du pH.

Le spectre UV-visible de la DTEC 864 (Figure §8¥sente une bande d'absorption faiblement
intense avec unyax de 280 nm quel que soit le pH. Pour des pH acmaspris entre 2,5 et 5,5, une
bande d’absorption apparait dans la région visiblespectre avec unshx de385 nm Entre pH 6 et

7, I'intensité de cette bandendinue progressivemeiisqu’a disparaitre tandis qu'une autre bande,
dont le lyax est décalé vers les plimtes longueurs d’ondet86 nm), apparait. Elle présente un net
épaulement vers 500 nm. Une nouvelle augmentatigpHientraine simplement une augmentation de

I'intensité de cette derniétmnde.

Figure 83 - Evolution du spectre UV-visible de la solution de DTE@64 a 50 uM en fonction du pH.




Le POPj présente quant a lui seulement deux saenfellement citlds d’'une déprotonatiosur les
fonctions acide carboxylique et phénoliqu&. priori, la déprotonation sur le phénol semblerait
impliquée dans les modifications spectrales obssngiisque cette fonction est impliquée dans la
conjugaison responsable deb&orption dans le visible. Afin de confirmer ceétigothése et de mieux
comprendre le changement de propriétés spectral&0iPj soumis a différents états de protonation,

une étude théorique par TD-DFT a été menée suodegs protonées et déprotonées de la molécule.

V. 2. 3. 3. Exploration de I'effet du pH sur le POPj par TD-DFT

EXPLORATION D 'UN EVENTUEL EQUILIBRE CETO -ENOLIQUE DU POPJ EN SOLUTION

L’'analyse du POPj en RMN a permis de proposer tinetare dicétonique pour ce composé (Le
Guernevé et al., 2004). Néanmoins, la présence@j Bn solution aqueuse sous cette forme di-
cétonique n'a pas été clairement établie et I'exise d’'un équilibre céténolique est envisageable
(Figure 84).



| Structure du POPj  Energies libres (kcal.mof")

Déprotonation du POPj Energies libres (kcal.mot')






Figure 85— Superposition des spectres expérimentaux et théoriques obtenus pour différents états de protamatiu POP].

(A) Acquisition du spectre expérimental a pH 3, calculr sle conformére doublement proto;

(B) Acquisition du spectre expérimental a pH 5, calcul sur le confarnd@&protoné sur l'acide carboxyliq

(C) Acquisition du spectre expérimental a pH 8, calaules conformére déprotorstr la fonction phénolique.







ES2 2.87 432.2 0.0002

ES3 3.23 384.3 0.0106

ES4 3.32 372.9 0.0002

ES5 3.86 3215 0.2794

ES6 3.96 313.1 0.0937






















































































































































