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La formation de troubleaprés embouteillage et malgré une clarification préalaiste,
une source dpréoccupation poules producteurs de tssons cidricolesEn effet, bienqf HO O H
Q 1 2 plwpart duempsaucureffetsur les qualités gustatives, la présence de trouble, et surtout
GH SUpFLSLWp GDQV XQH ERLVVRQ VXSSRVpH rWUH OLPSLC

consommateurs ou des distributeurs.

&HV WURXEOHV SHXYHQW rW U H taBifieRod pliyisiQethinriquUE URELR O
Ces derniergrécisémenétudiés dans ce travail, seraient causés par des interactions impliquant
GLIIpUHQWY FRQVWLWXDQWV GHV ERLVVRQV |j OfRULJLQH
une taille suffisante pour devérilJ YLVLEOHYV j OT°LO QX HW PrPH GDQV F&h
(Q SDUWLFXOLHU SURWPLQHV FRPSRVpV SKpQROLTXHV HW
uns avec les autres et peuvent, par conséquent, étre impliqués dans la formation de trouble
GDQV OHV ERLVVRQV $LQVL GDQV OHV ELqUHV OHV WURXE
composeés phénoliques et des protéines riches en proline, dont la stousterefavorise
OfpWDEOLVVHPHQW GH OLDLVRQ Vet@Rydiephyde R @uandhe, GH W\
dans les vins blancs, le trouble serait provoqué par la dénaturation de certaines protéines, suite
a des conditiongle conservation inadaptées, dont les zones hydrophobes seraient alors
HI[SRVpHYV IDYRULYVD@W QDL QG/MLL Quydi MRS LeR @M formation
Gafjrégats. Le role des polysaccharides dans la formation de trouble a également &€ étudié
leur effet semble complexe. En effet, certains présenteraient un effet protecteur en limitant les
interactions efne les autres composés, ou en favorisant la solubilité de complexes déja formés,
WDQGLV TXH GIDXWUHV DX WHBLYHD@W K| HS HHWGRRQYWE BY UFHR Q F
cidricoles, pour lesquels les causes et les mécanismes de formation déss tregtent
inexpliqués. Cependant, quelquiEsinéeglisponibles dans la littératud@jssent a penser que
OHV SRO\SKpQROV HQ OLHQ DYHF OHXU VHQVLELOLWp j OF
OfLQVWDELOLWp GHVY ERLVVRQV FLGULFROHYV

Par rapportaux vins blancs et aux biéres, trés étudiés pour la compréhension de la
formation des troubles, les boissons cidricoles sont trés riches en composés phénoliques. En
effet, elles sont, en France, produites a partir de variétés de pommes a cidre, belagcoup p
riches en polyphénols que les pommes de table. En particulier, les pommes a cidres sont riches
en procyanidines, ol@mneres et polymeres de catéchines trés hydrosolubles mai&s@oom
leur capacité a interagir aw les macromolécules présentEnsle milieu. En outre, les
FRPSRVpVY SKpQROLTXHV VRQW WUqV IDFLOHPHQW VXMHYV
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enzymatique, qui forme des produits aux propriétés parfois trés différentes des composés natifs.
Les boissons cidricoles contiennent, de plus,aildds quantités de protéines qui ont été peu
étudiées. Eparticulier, la fermentation par les levures consomme une partie des protéines lors

de la transformation du jus de pomme en cidre.

Dans ce contexte, cette these vise a fournir des éléments dechemgion concernant
les facteurs et les mécanismes biochimiques et phghioaiques de la formation des troubles
en bouteille dans trois boissons cidricaldss cidres, les jus de pomme limpides, et les
pommeaux. Ces résultats trouveront une valorisgtér la proposition de solutions permettant

de les prévenir ou tout au moins de les limiter.
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/ID ILOLqQUH FLGULFROH IUDQoDLVH VH FDUDFWpPULVH S
pommes dites & cidre» destinées ka transformation. Ainsi, 9000 ha produisent en moyenne
260000 t de fruits a cidre par &rLa production est tres régionalisée et centréeesurégions
%UHWDJQH 1RUPDQGLH TXL FRQVWLWXHQW OH SOXV JUDQ¢
% de la production de pommes a cidre est sous contrat avec les 2 principales Organisations de
Producteurs assurant la transformation (le groupe codp@gial et la coopérative Les
Celliers Associés). Des boissons artisanales sont aussi produites par une quarantaine de petits
transformateurs, et environ 500 cidriers assurent a la fois la production et la transformation

(produits dits dermiers»)’.

La filiere cidricole francaise produit une grande diversité de boissons, le cidre étant le
SURGXLW SKDUH (Q HIIHW SOXV GYfXQ PLOOLRQ GTKHFWRC
90% ont été consommés eraRcé. Cela représente 856 de la production degmnmesa cidre
/ID PRLWLp GX FLGUH YHQGX HQ )UDQFH HQ OfD pWp GDC
GYDIIDLUH GH 0% HQ

Par définition, ¢ cidrefrancaisest« XQH ERLVVRQ LVVXH GH OD IHUPHQWDW
RX GI1XQ PpoOQépordeHW GH SRLUHV IUDLFKHV H[WUDLWYV D
»°. Des molts concentrés peuvent donc étre utilisés mais ne doivent pas dépéassiu 50

volume total, ce qui distingue le cidre francais de la plupart des cidres étrangers. Le cidre
francais est pétillant, naturellement ou par adjonction de. €8s cidres contiennergu

minimum 1,5 GYDOFRRO

Par ailleurs15% des pommes sont destinées a la production de jus de pomme, de jus
concentré ou de vinaigre. Parmi les jus de pomme, deux catégories sont distingsifes
troubles, présentant encore une partie de la pulpe du fruit en suspen$snus limpies qui
ont été clarifiés classiquement par une dépectinisation combinée a des opérations de
centrifugationet/ou de microfiltration. Sewe second type de jus de pomme est considéré dans

les travaux décrits dans ce manuscrit.

Le Calvados, eadevie decidre la plus connue et la plus vendue en France, a été
produit a hauteur de 10 hL en 2010 dont 50 pWDLHQW G H VaAdeepbdispo® TH[S R L
contientauminimum40 GIDOFRRO 'f{DXWUHV HDX[ GH YLH GH FLGUFEG

« Calvados» sont également produites de facon plus confidentielle.



Le pommeau, qui représentait 7 000 hL en 2088t un vin de ligueur de pomme, qui
SURYLHQW GT1XQ PpODQJH%} éyaRtRéEWINGEbUSdR Pelhentation (titre
alcoométrique supérieur a 0,5 HW @é&nieDdX cidre & 40 G D O AélIR @n fat
pendantau minimum 1 an. Le pommeau doit étre vieilli en fat pendant au minimum 14 mois
DYDQW GTrWUH FRPPHUFLDOLVp HW VRQ WLWUH BXOFRRPpW

Enfin, plusieurs autres boissons existent telles que le poiré, qui est un cidre de poire, ou
H Q F R Utids @i%tBIXS ou eattke-vie moins connues.

Depuis les années 1960, la consommation domestique de cidre est en baisse continue,
passant de 35,9 L/an/habitant en 1960 a environ 6,9 L/an/habitant en 2001 et enregistre depuis
une faible diminution régulierannée aprés anrfé€ependant, toutes les boissons alcoolisées
sont concernées par cette diminution de la consommation et les vins de tablataonent
trés touchés avec une diminution du volume consommé par habitant%del&duis 1968
*OREDOHPHQW OD FRQVRPPDWIHRQ GEIBDERMR G Hs XSO %W UG PX
réecemment, les volumes de cidre vendus continuent de diminb@% entre 2012 et 2013)
mais la valeur monétaire totale est en hausse (%03¥atre 2012 et 2013) Cela traduit une
tendance de diminution des volumes consomaggrofit de la recherche de qualin effet,
en 2016, FranceAgrikr a réalisé une étude prospective de ieréiicidre et a dressé 5 scénarii
GH OTpYROXWLRQ SRVVLE O HS G&mxbs $té@drii ke beyl perfinétRibt la] R Q
conservatiordu type de cidre a la francaise tel que nous le connaissons actuellement évoque la
QpFHVVLWpP GTXQH PRQWpH HQ JDPPH SDVVDQW SDU XQ FRC
produits cidricoles alcoolisés tels que les pommeaux devront trés probabéerssindevenir
des produits de luxe pour assurer leur survie sur un marché ou les politiqueiscottse

renforcent.

3RXU XQH WHOOH PRQWpH HQ JDPPH WRXV OHV DVSHF
doivent étre considérés. Si la communicationftt PDUNHWLQJ MRXHQW XQ U{OH C
ce sont les qualités organoleptiques qui sont consslémdmme les facteurs majeurs de choix
GTXQ SUbBsGakuns et les ardommst les principauxcritéres de qualité évoqugpar les
FRQVRPPDWHXUV PDLV OD FRXOHXU OfHIIHUYHVFHQFH (
pJDOHPHQW GHV IDFWHXUV GIfpYDOXDWLRQ LPSRUWDQW

2U O 19DSSDU Leh bo@eieHang & RadE©et surtout dans les pommeaux est

un probléme préoccupant pour les acteurs de la fillmhunication personnelle, rapports de
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QA\R.A.C1Y. En effet, les producteurs se font régulierement retourner leur production par les
UHYHQGHXUV ORUVTX{IXQ WURXEOH DSSpratDitv \@eldd €t ER XW H
particulierement vrai lorsque les produits sont vendus dans la grande distribution, qui applique

des limites strictesentermé&sH WXUELGLWp S$SLEMWKOQOHMEVREKFWLRQ GH |
étre retournée au producteur (communicati@HUVRQQHOOH HW OfLPSDFW
LPSRUWDQW ORUYV PiXdés OidresG@oit Reindds Biaqkila grande distribdtibes

MXV GH SRPPH OLPSLGHVY VHUDLHQW pJDOHPHQW FRQFHU
FODULILDQWYV JpODWLQH QYfpWDLW SDV VI\VWpPDWLTXH 3R
gustatives et nutritionnelles du produit, notamment a catseQIDGVRUSWLRQ GHV SRC
outre, les consommateurs recherchant de plus en plus des produits contenant peu ou pas
GIDGGLWLIV OHV SURGXFWHXUV VH WRXUQHQW YHUV GHYV
OHV DMRXWYV G1ILQW WU apRaral néGpsdird-qr& déep sotuiicpaNechnologiques
VRLHQW WURXYpHVY SRXU FRQWU{OHU OYDSSDULWLRQ GH W

et jus de pomme, tout en permettant la conservation des qualités organoleptiques des produits.

Dans ce FRQWH[WH XQ ILQDQFHPHQW GX &RPSWH G{D]

Développement Agricole et Rural (CasDAR) a été obfmsowr un projet sur les troubles des
boissons regroupant des acteurs des filieres cidricole, vinicole et brassicole, projet dans lequel
VIHVW LQVFULW FH WUDY D kQa GastabiliBatjonHoll@ddlelesRobidddlls L Q W
limpides (jus de pommiémpide, cidre, pommeau, biére et vins rouge et blanc) : recherche sur
OHV PpFDQLVPHV LPSOLTXpV HW G pNdigDeR 8cSpreRart@nabivh G LW L Q
GRXEOH REMHFWLI 'fXQH SDUW LO GRLW SHUPHWWUH GH
GHV IDFWHXUV HW GHV PpFDQLVPHV GH IRUPDWLRQ GX WU
pour objectif de proposer des solufoy WHFKQRORJLTXHV SRXU OXWWHU FR(
Pour cela, plusieurs acteurs sont réuni©® §,QVWLWXW )UDQoDLV GHV 3URGXF
HW OfXQLWp %,$ %LRSRO\PqUHV ,QWHUDFWLRQV $VVHPE?
Agronomique (INRA) représentent la filiere cidricoleO 1, QVWLWXW )UDQoDLV GH O

,)9 HW OYXQLWp 6FLHQFH GR XA @béeRedtRal filitre \Bridcdle
O, QVWLWXW )YUDQoDLV GH %UDVYVH U Uiereth\ass@dteHOWVD @W RRLGHH
Normale Supérieure (ENS) apporte un soutien théorique sur les aspects-physigoes. Le
travail de thése présenté dans ce document est couplé a ce projet pour la partie concernant la
compréhension des facteurs et des méoassntervenant dans la formation des troubles dans
OHV ERLVVRQV FLGULFROHYVY &HOD QRXV D SHUPLV GH EpQp

des difféerents partenaires.



&H WUDYDLO HVW FRKpUHQW DYHF OHV REMHFWLIV GI
ACTIA Novalidre HQ SDUWLFXOLHU OYDFTXLVLWLRQ GH FRQQDL)\
VHQVRULHOOHY GHV SURGXLWV FLGULFROHV ,0 VILQVFU
Francais des Productions Cidricoles (IFPC) relativespaaguits cidricoles transforngen
DSSRUWDQW GHV FRQQDLV VadapterHe¥ c&ratctéfstiguer/ser@afieliesbs IR LV
produits aux attentekes consommateurs et deayair la stabilité des produit&nfin, ce travalil
est cohérent avec le projet SsQWLILTXH GH O {pPRR lviSaiht alcbiprEndse la
UpDFWLYLWp HW OfLQWHUDFWLYLWp GHV FRPSRVpV SKpQRC
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1 Constituantsnacromoléculaires des boissons a base de pommes

1.1Les composéphénoliques de la pomme

Les composés phénoliques sont directement impliqués dans de nombreuses
caractéristiques physiethimiques, organoleptiques et nutritionnelles des produits alimentaires
dérivés de fruits. Outre leur implication dans la formatiotraigble dans les boissons, ce sont
les principaux acteurs de la couleur des produits a base de pdeno@oration jaun@rangé
GITXQ MXV RX GfXQ FLGUH HVW GXH j OfR[\GDWLRQ GH FHUW
de transformatio &HUWDLQV SRO\SKpQROV SRVVgGH#HQMWuU@ERHY SUR!
capacité a nduire la précipitation des protéines. Ces propriétés sont responsables de
OYDVWULQJHQFH GHV ERLVVRQV SDU LQWiddteyuricRl® HQWU
polyphénols)es procyanidines ou tanins conded%&s Ces derniers provoquedgalement la
VHQVDWLRQ GYDPHUWXPH HQ LG ¥WitkEs sud [aVangfdWCebaitd F GHYV |
polyphénols tels que les acides hydroxycinnamiques sont précurseurs de composés volatiles
FRQWULEXDQW j®OTDU{PH GX FLGUH

/IHV SRPPHV j FLGUH VRQW MXVTXYj GL[ IRLVuSIesXV ULFK
pommes de tabl&?l. En effet, dans certaés variétés de pommes a cidre, les composés
SKPpQROLTXHVY SHXYHQW UHSUpVHQWHU MXVTXY] J SDU
parenchymé.Le transfert des composés phénoliques au mo(t lorseisame dépend pour
beaucoup de la variété de pomrattant par exemple de 57 FKH] u$YUR QohtY | |
1. H U P H Unais @jsthe en moyenne les 427223, Le transfert des polyphénols au mo(t
dépend aussi beaucoup deddure des composés

Les composés phénoliques présentdes structures diversifiées, se différenciant par le
QRPEUH HW OfHQFKDLQHPHQW GHV QR\DX[ DURPDWLTXHYV
hydroxyles ainsi que la présence de substituants (groupes alkyls, glycosyles, acides
R UJD QLTIX ok cassés en deux grandes catégarikes acides phénoliques et les
flavonoides.

1.1.1 Lesacidesphénoliques

Cette classe regroupe les acides hydroxybenzoiques et lestaad®s/cinnamiques.
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1.1.1.1 Lesacideshydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques ont unecstme de base de type €A [Figurel). Trois

structures principales se distinguent par les substituants du cycle aromat@QUeDpaiaG H
K\GUR[\EHQ]RWTXH 5 + OYDFLGH SURWRFDWPpPFK${TXH 5

Ces composés sont tres peu représentés dans les pommes matures.

Figurel: Les acides hydroxybenzoiques

1.1.1.2 Les acides hydroxycinnamiquesleurs dérivés

/HV GpULYpV GIDFLGHV K\GUR[\FLQQDPLTXHV FRQVWL
abondante dans les pommes et leurs produits, apres les3asnLeur structure de base est
detype C6& FRQVWLWXpH GYXQ PDLOORQ@M&igue(EigupeR
appartiennent ainsi a la famille des phénylpropanoides. Trois composés se distinguent en
fonction des substituants du groupe phénoliqu® 9§ Dpkra-Godmarique OTDFLGHtFDIpLTX

@dide féruliqugKigure?2).

WIEXH OLp

Acides hydroxycinnamiques R

Acidep-coumarique H

Acide caféique

Figure2 : Les acides hydroxycinnamiques Acide férulique

OH

OCH

/ITDFLGH FDIpL pXtumangueshit presemts dans la pomme, principalement
VRXV OHXU IRUPH FRQMXJXpH DYHF OYDFLGH TXLQLTXH HW

para FRXPDUR\OT X L Q L Texféoylquiriqnéffigane3

gkt le plus abondant

dans la

SRPPH j FLGUH DYHF GHV FRQFHQ WKd BevihatRei@ Waichie dad QW DO C
de pomm §°|2427 Ces fortes concentrations se retrouvent dans les jus de pomme a cidre qui
SHXYHQW HQ FéRlQJY/m ApyesMexrventatin, certaimidres peuvent étre plus
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faiblement concentrésY RLUH GpSRXUYXR\GTREQGHXHKNDIDORUV TXH
leur concentration reste stable et atteint des valeurs adgody8 g/2%3°. La pomme a cidre
FRQWLHQW pJD O H-pafiecgdmerdy/Iqifiqul Eigiike 4) lans des concentrations

GH OYRUGUH GH iéreRraicNel de&hiir BerMnn?é“z“ﬁ Dans les pommes de

table, les concentration® fH[FgGH QWng8 DVGH PDWLqQUH IUDLFKH SRXL
caféoylquinique et @ mg/kJ SR XU O-$ar&doGtaroquinique.

Figure3: Acide 5‘caféoylquinique

Figure4 : Acide 4-para-coumaroylquinique

Le terme «acide chlorogénique est parfois utiliséans ldittérature mais son sens peut
rwWUH DPELJX (Q HIIHW OfYDFLGH FKORURJpQLTXH VH UD
caféoylquinique mais IEford désigne par le termeacides chlorogénigues OTHQVHPEOH GI

esters quiniques des acides hydroxgaimiqued.

Les acides hydroxycinnamiques représentent 4 & Is composés phénoliques de
pommes seloVhrosek et ses collaboratetfrsnais en moyenne 28 selonle groupe de
Verdw?3. Chez ces derniers auteurgtte proportion augmente beaucoumsl les juspour
atteindre 43% HQ UDLVRQ G factpnWI&vX [or& quHir¥ésa@a % en moyenne
Ainsi, ils sont présents dans les jus dans des concentrations comprises entre 137 et 1788 mg/L.

Dans les cidres, ils ont été estimés a des concentrationsdaléBta 1039 mghe.

15



1.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides, représentés majorgment par les flavaB-ols, constituent la classe
de polyphénols la plus abondante dans la pomme et ses produits. lIs possédent un squelette
commun de 15 atom@wec une structure de batetype CEC3-C6 et se caractérisent par deux
noyaux benzénique®liés par une chaine propy@. Les deux noyaux aromatiques
VRQW QRPPpV $ HW % HW OTKpWpURF\FOH FHQWUDO HVW D

Figure5: Squelette carboné des flavonoides

Dans la pomme, quatre sedassesde flavonoides se distinguepiar le degré
GYR[\GDWLRQ GX F\FOH :Savdd8dlsT XliHydfoeh@dbrgd) @avénols et
anthocyanes. Les noyaux AR peuvent présenter différents schémas de substitution selon les

molécules.

1.1.2.1 Les flavan3-ols

Dans la pomme, on distingue les formes monomeéres (catéchines) des formes polymeres
(procyanidines). Cette famille représente entre 71 eéw9fes composés phénmjues de la
pommeé’ 'DQV GYIDXWUHV Ht¥iBg fue a Vignép MWD GIHIVVWH GITDXWUH
polyméres appelées prodelphinidines. Avec les procyanidines, elles forment la famille des

proanthocyanidines.

X Les flavan3-ols monomeéres

Les flavan3-olV PRQRPqUHV VRQW FDUDFWpULVpPpV SDU OD
K\GUR[\OH HQ SRVLWLRQ GH OTKpWpURF\FOH FHQWUDO [/t
fonctions hydroxyles en positions 5 et 7 et le noyau B est de type catéchol (fonctions hydroxyles

en 3' et 4',(Figure6). La présence de deux carbones asymétriques en C2 et C3 entraine la

possibilité de quatre stéréoisomeres. Seules deux formes sont identifiées dans la pomme
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(+)-catéchine et laJ-épicatchine, cette derniere étant largement prédominante dans la pomme

a cidre, les just les cidrg®[2[24[3233

Flavan3-ols R R
(+)catéchine OH
(-)-épicatéchine H OH

Figure6 : Les catéchines

Les teneurs en)-épicatéchine dans les pommes a cidre peuvent atteindre 1,41 g/kg de
matiére fraichePDLYV VRQW Jp Q p 0r® @kl 30BI@D \Wglkd- laQ+H-Batéchine peut
atteindre 400 mg/kg avec des concentrations moyennes de S(%@ Ces cOmposés

passent relativement bien dans le nlofg du pressage avec un taux moyen proche @e%0

Ainsi, la concentration en catéchines totales varie dans les jus de quantités indétectables a 611
mg/L?>23, Dans les cidres étudiés par Alor3alces et ses collaborateurs, les concentrations en
catéchines sont plus faibles, pouvant atteindre 239 ¥hg/lI&R HSHQGDQW OfpYROX
concentrations en catéchinapres fermentatiosembledépendre des variétés de pommes
utilisées. En effet, le groupe de Nogu&lrma mesuré pour certaines variétés une augmentation

de la quantité totale des flav@mls monoméres correspondant a une faible baisse de la
concentration er{-)-épicatéchine couplée a une augmentation de la concentrati¢n)-en
catéchine.' DQV GIDXWUHV FDV R+ O D(-FeRiCateehDaepDIeV’ 1836 X M XV

teneur totale en flava®-ols monomeéres diminue au cours de la fermentation.

Dans les pommes, les flar@ ROV SHXYHQW pJDOHPHQW rWUH VRXV

de polymeres appelés procyanidines ou tanins condensés.

X Les flavan3-ols digomeres et polyméres

Ces composeés sont appelés tanins condensés en raison de leur capacité a faire précipiter
les protéinesOn les nomme également procyanidin@armi les composés phénoliques, les
SURF\DQLGLQHYVY VRQW OHV SOnx\a farkstisiH deWrpube darLUegW H U Y |
boissonsElles jouent également un réle dans la saveur des fruits et de leurs produits:dérivés
OYDXJPHQWDWLRQ GX QRPEUH GIXQLWpV FRQVWLWXDQW C

amertume, mais également une aegtation de son astringeree

17



Les tanincondensésont les polyphénols les plus abondants dans les pommes et leurs
produits dérivés pour la majorité des varie@y HF XQH WHQHXU WRWDOH GH C
pommes a cidre et pouvant atteindre 5 ¢fkginsi, ils représentent entre 49 et 86 % des
polyphéols totaux des pommes a Cependant, ces auteurs ont mesuré dans les jus de
ces mémes pommes a cidre des proportions en procyanidines comprises entre 31 et 70 %. Ces
UpVXOWDWY VRQW FRKpUHQWY DYHF FHX[ GIDXWUHV DXWH
des tanins condenséde 65 a 51 %S. Les concetrations en tanins condensés dans les jus sont
donc comprises entre 0,3 et 3,5 Cette baisse de la concentration relative de ces
FRPSRVpV VITH[SOLTXH SDU XQH H[WUDFWLELOLWpP GDQV OtF
hydroxycinnamiques. Dans les cidres, la concentration en procyanidpessidgour beaucoup
GHV SURFpGpV PLV HQ °XYUCesa@xrappdrtdid Bds cénbentiafoqs
DOODQW GH YDOHXUV WURS IDLEOHV SRXU rWUH GpWHFW_
YDOHXUV DOODQW MXVTXT] J | GD Qelon Getty éfudeG lhAHYV PR
concentration en procyanidines ne semble pas affectée par la fermentation.

Les procyanidinegHjgure7) se différencient selon leurs unités constitutives, leur degré

de polymérisation, la nature et position des liaisons interflavaniques et la stéréochimie de
OfHQVHPEOH 'DQV OdtyaniSimeP B prindiphém&dpnstituéesde ()-
épicatéchine, les (*|F DWpFKLQHV LQWHUYHQDQW SDUIRLYVY HQ WDQ'
variétés, la (WFDWpPFKLQH SHXW U HBdupatal Qe thittsodstitvtivasides

procyanidine®.

Figure? : Structure globale des procyanidines
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/IH GHJUp GH SRO\PpULVDWLRQ '3 FRUUHVSRQG DX (
molécule de procyanidine. Le degré de pddyisation moyen (DPm) est utilisé pour
caractériser des mélanges de procyanidines de différents DP. Dans la pomme a cidre, le DPm
est généralement compris entre 4 emais peut atteindre des valeurs supériedr&0 dans
certaines variétés (Q UDLVRQ GT1XQH PRLQV ERQQH H[WUDFWLELOL
haut poids moléculaire, le DPm des jus de pomme est Iégérement plus faible que dans les
pomme$? &HOD V {H I8 @tedtoneSmddyanidines de haut B&ns les marcs lors
du pressage, en raison de leur adsorption sur les parailaice®. Cependant, dans le cas de
la variété Avrolles, trés riche en polyphénols de haut DP, le DPm passe de 34,9 a 34,1 entre la
pomme et le jI&8. Ainsi, des procyanidines trés polymérispeavent aussi étre présentes dans
les jus. Dans les cidres, AlonSalces et ses collaborateurs ont estimé des DPm compris entre
1,6 et 14,2,

Le type de liaison interflavanique permet de distinguer deux catégories de
procyanidines. Les procyanidines de type B présentent une seule liaison ezthmrmey C4-

C6 ou CA4C98), alorsque les procyanidines de type A possedent en plus une liaison éther

(carboneoxygenecarbongreliant C2 et C7 ou C2 et @bigure8). Dans la pommeseules des

liaisons de type B ont été décritgsnais des procyanidines de type A ont été identifiées dans
GIDXWUHV SURGXLW Vinedlayawdnesds plisCo@dnda Ra@dmme sont

les C4C8%8. Cependant, des procyanidines de type A peuvent étrédsrdans les produits de

la pomme par action de la polyphénoloxydasedes procyanidines de typé®s°.
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Figure8: Procyanidines de types B (B2 et B5) et procyanidines de type A (A2 et A5)

La procyanidine majoritaire de la pomme a étéiplement caractérisée en 1966et
sa stucture a été précisée en 1969 ,0 VIDJLW GH OD SURF\DQLBGLQH %
épicatéchingC4-C8)(-)-pSLFDWpFKLQH /D SUpVHQFH GIXQH DXWUH
procyanidine B1, a été démontrée Jdmonpson et ses collaboratetften 1972 TXL tOfRQ
PJDOHPHQW LVROPpPH -) épicdtfdhink@-OB)p(+)xht€chibdta procyanidine
B5 a été idetifiée dans la pomme a ciﬁe38 4014348 comme le dimeéré-)-épicatéchingC4-
C6)-(-)-épicatéchine. Enfin, la procyanidine B3, le diméredaiéching(C4-C8)-(+)-catéchine
aurait été identifi@lans la pomme par deux autétré.

Deux triméres et un tétramere ont également été caractérisés dans la pomme et ses

produits dérivésle trimere A est constitué de trois unité3-€picatéchine liées en G:Zl8

4014448 e trimere EEB5 correspond a trois unitég-@picatéchine liées en €26 44, Enfin, le

tétramere D1 possede 4 saurstés ()-épicatéchine liées en GZ¢840
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La procyanidine B2 représente 204 du total des taninde la pomme a cidre en
moyenné?. Les formes dimériques ne forment donc pas la fraction de procyaidiphus
abondante. Or, la procyanidine B2 a longtemps été la seule quantifiée et utilisée pour définir le
contenu total en procyanidines des échantillons. La quantité de sagdme souvent été seus
estimée Cependant, la procyanidine BRUpVHQWH XQ PHLOOHXU UHQGHPHQ
jus que les flavanols monomeres, probablement en raison de sa plus grande solubilité dans
OTHDX

1.1.2.2 Les dihydrochalcones

/IHV GLK\GURFKDOFRQHYV GpULYHQW GHV FKDOFRQHV HW

Figure9). Dans la pomme, cette classe de polyphénols est représentée par des glycosides de

phlorétine. La phloridzine (phlorétieO-glucoside) et le xyloglucoside de phétine
(phlorétine fxyloglucoside) sont les plus abondantekestplus largement décr 3
La phlorétine fO- $@-xylosyl)glucoside et Iphlorétine «O-glucoside sont également

présentesdans la pomme a ciel’. Enfin, le glucoside et le xyloglucoside de 3
hydroxyphlorétine ainsi que lal8/droxyphloridzine et la-Biydroxyphlorétine sous forme de
traces ont également été détestédans la pedd Ces nouvelles dihydrochalcones sont
présentes en quantités négligeables par rapport a la phloridzine et au xyloglucoside de

phlorétine.

Dihydrochalcone R
Phlorétine H
Phlaridzine Glc

Figure9: Les dihydrochalcones. Glglucose Xyl: Xyloglucoside de phlorétine Glc-Xyl

Xylose

Dans la pomme a cidre, les dihydrochalcones sont présentes a des concentrations de
guelques dizaines de mg par kg de matiére fraiche, la phloridzine étant Iégérement plus

représentée que xyloglucoside de phlorét Elles représentent 2 4% des omposés

phénoliques des pomnfésLes concentrations dans les jus semblent Iégérement plus élevées

tout en restant du méme ordlet elles ne semblent pas évoluer durant la ferment&#ioBien
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T X T H Q sldoncEn@radios les dihydrochalcones servent de marqueurs pour distinguer les

pommes et en particuliéeurs jus des autres fruits

1.1.2.3 Les flavonols

Les flavonols dérivent du quercét(3-hydroxy-2-phénylchromest-one). Dans la

pomme, ils existent essentiellement sous forme glycogf@gire 10). Six formes 30-

glycosylées du quercétol ont été décrites dans difféerentes variétés de pommes: a cidre
OfTK\SpURVLGH JDODFWRVH OD TXHUFLWUL @yhoutdieD PQR V H
[\ORVH OD UXWLQH UXWLQRVH HW OYDYLFXODULQH DUD
VRQW FRQYHUWLY HQ DJO\FRQHV FH TXL H[SOLTXHIOD SUpV
QTHVW SDV G pat/pomiwieHdss@uBQV O

Flavonol R
Quercétol H
Hypéroside Gal
Quercitrine Rha
Isoquercitrine Glc
Reynoutrine Xyl
Rutine Glc-Rha
FigurelO: Les flavonols Avicularine Ara

Les flavonolsVRQW HQ SDUWLH UHVSRQVDEOHYV GH OD FRXOH
ou ils se trouvent en majoritlds sontpeu extraits dans le jus durant le pressage (£8 %2

sont les polyphénols les moins abondants dans les boissons issues de la pomme.

1.1.2.4 Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments uniquement présents dans la peau des pommes
rouges ou dans la chair des variétés a chair rdeitgs sont donc absentes de la chair des
pommes a cidre classiques ainsi que ded pis. concentration totale dans les pommes a cidre
HVW GH OfRUGUH GH PJ NJ
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Ce sont des flavonoides dont le cycle C est entierement conjug@sé giycosyléen
position 3(Figure1l) 'DQV OD SRPPH O KWHWMMPWIRAVRKMWP DRMURPp HV W
cyanidol 30-galactosid€’ (Figure11).

Figurell W >[] v

1.2 Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des hem®bX KpWpURSRO\PqUHYVY FRQVWLWXpV
GTRVHV RX GI{DFLGHV XURQLTXHYVY UHOLpY SDU GHV OLDLVR(¢
OD IRQFWLRQ KpPLDFpWDO GfXQ RVH HWFRQB DGLHM\H | D¥FQV DR

Différentes liaisons étant possibles, les polysaccharides peuvent étre linéaires ou ramifiés.

Les polysaccharides occupent deux grandes fonctions biologigue® SHXW V{DJLL
composeés de structure ou de réserve. Chez les végédtaotaenment dans la pomme, les
polysaccharides de structure sont les principaux constituants des parois cellulaires avec la
FHOOXORVH OHV KpPLFHOOXORVHV HW OHV SHFWLQHV /1

prépondérante de la pomme avant maudbomme chez de nombreux fruits.

Lors des étapes de pressage et de cuvage, les polysaccharides des pommes vont en partie
diffuser dans le mo(t. Lewliffusion dans les boissons dépend de plusieurs facteurs tela que
variété et la maturité des fruts @ H SURF p G p . G&nd [a\casRiEsVpio®IiDs fermentés,

des polysaccharides comme les mannoprotéines peuvent également provenir des levures.

1.2.1 Les polysaccharides de la pomme

/I THVVHQWLHO GHV SRO\WDFFKDULGHV SUpVeéegwyVv GDQV
de diffusion dans le moilde polyméres de nature pectique (arabinanes, arabinogalactanes,

homogalacturonanes et rhamnogalemtanes | et II) ou hémicellulosigugyloglucanes,
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[\ODQHV /1D FLGuUé réipésdnte \&lotd) &Q@rbm 50 % (w/w) dBsVHV GTRULJLQ
pectiqué?,

1.211 /YDPLGRQ

LIDPLGRQ HVW OD SULQFLSDOH IRUPH GH VWRFNDJH C
phase de croissance de la pomme puis est hydrolygEseses constitutifs lors derhaturation
du fruit. Il est donc peu présent dans les boissons réalisées a partimdepa@ maturité.
Néanmoins, lorsque la température saisonniére est froide, il peut étre présent en quantité non

négligeable dans le jus, padlierement en début de sai8bn

/TDPhGERt formé de deux homopolyméres deglicose OfTDP\ORVH HV
OfDP\ORSHFWLQH /fDP\ORVH HVW XQ SRO\PqUH OLQpDLUH
(1-4) > (Figure12) (OOH SUHQG XQ HorisRtuge Hé GSidus Qludese par toat
stabilisée par des liaisons hydrogenes entre les groupements hydroxyles et les molécules
G 1 PPOCKtte hélid SRVVQGH GHV SURSULpWpV K\GURSKLOHYV HQ VX

Figurel2: Structure de I'amylose.

/I TDP\ORSHFWLQH TXDQWLWDWLYHPHQW SOXV LPSRUWL
GHV OLD®LEVRW-6) (Figure13). Dans les pommes, elle présente en forte proportion

de longues chaés latéralesonstituées dplus de 37 unités de-Blucosé’.
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Figurel3: Stucture de I'amylopectine.

Le rapport amylose/amylopectine dépend de la variété de la peteeson stade de
maturatio®® LT DP\ORVH UHSUpVHQ®WH GIWDWVH KBWM OJDPLGRQ GLC

de pommes étudiées dargoupe de Stevenseh

1.2.1.2 La cellulose

La celllose est le principal polysaccharide de structure des végétaux, représentant 15 a

30% de la paroi végétale a elle seule.

La cellulose est un homopolymeére linéaire de molécules-dgauddse liees par des
liaisons t-(1-4). Le motif de répétition est le cellobiose, un dimere constitué de 2 glucoses
RULHQWpPYVY OTXQ SDU UDSSRUW j OM0QRKWEIHH VEHIFRQ W QW FIHRMWC
la celluloseest tres variablelans le régne végétgbouvant aller de quaglies centaines a
quelques dizaines de millié?$® /HV PROpFXOHV GH FHOOXORVH V{DVVF

liaisons hydrogénes et adoptent ainsi une structure fibrillaire.

/D FHOOXORVH QfHVW SDV HQWieRadg® phl raB@Q¥ sehH PRE€

insolubilité

1.2.1.3 Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont des hétéropolyméres dont le squelette est composé de résidus
D-pyranose liés er-(1-4). Les pyranoses peuvent étieglucose,du mannose ouwlu xylose
et les hémicellulass sont essentiellement représentées par les glucomannanes, les xyloglucanes
HW OHV [\ODQHV &HV PROpFXOHV FRPPH OD FHOOXORVH

faiblement présentes dans les moUts de pomme.
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Dans les parois végétales, les hémicefletosont étroitement liées aux microfibrilles de
cellulose par des liaisons hydrogénes. Elles sont principalement représentées par le

xyloglucane.

1.2.1.3.1Lesxyloglucanes

Les xyloglucanes ont un squelette constitué dagugoses liés ert-(1-4) sur lequel sont
EUDQFKpHYV GiDWylHs®.LOMIpXi p@dvent étre substituées par des résidus-de D

xylose, Dgalactose, Lfucose ou tarabinos®. La principale hémicellulose chez la pomese

le fucogalactoxyloglucars&®® (Figure14).

Figurel4 W "SEW SHE Z]Ju]<pg [MVv (M }P 0o S}AECO}PoOU Vv % tuu X
Fanous, 19882

1.2.1.3.2Les xylanes

Les xylanes sSQ W FRQVWLWXpV GTXQ -Xylboses l@s antvilH). dd QpDLUH
peuvent étre substitués par des acides glucuroniques méthylés ou non, des arabinoses ou étre
sous forme non substituée. La chaine principale peut également étre acétylée. Les xylanes

regroupent donc une multitude de polyméres différents.

Les xylanes forment des liaisons via les arabinoses avec les ligleit@paroi

végétale ce qui leur confére leglidité.

1.2.1.3.3Les mannanes ¢jalactolucomannanes

Les mannanes ont un squelette den@nnoses liés en-(1-4) tandis que celui des
glucomannanes présente en plus une proportion moindre-d@®OXFRVH 'HAW-XQLWpV

galactose peuvent se substituer sur les chaines principales et les composés sont alors appelés
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galactomannanes et galactoglucomanesDes mannanes de faible poids moléculaires sont

présents dans les parois de la poffttfe

1.2.1.4 La pectine et les substances pectiques

Les substances pectiques sont localisées au niveau de la lamelle moyenne et de la paroi
SULPDLUH GHV IUXLWV /HXU FDSDFLWp j IRUPHU XQ JHO FF
de leur résistance. De plus, certaommposeés pectiques ont un role dans la réponse aux
agressions par des pathogenes. Ce sont les polysaccharides majoritaires dans les modts.

Les pectines sont des polysaccharides riches en acide galacturonique. Deux modeles

sont proposés concernant lestructure [Figure 15). Le modeéle traditionn®l évoque une
VWUXFWXUH DOWHUQDQW GHV UpJLRQV OLVVHV FRQVWL\
JDODFWXURQLTXHW®EHAHNH OTKRPRIDODFWXUR QIaiykt +* HW
dont le squelette est constitué par le rhamnogalacturonane | (RG |) portant des ramifications de

différentes natures. Le groupe de Vincken propose un modele alternatif selon lequel le RG |
constituerait la chaine principale et porterait différentesmifreations dont
OTKRPRIJDOBFWXURQDQH

Figurel5: Différents modeles de structure de la pectine. (A) Modéle traditionnel dans lequel une
alternance de régions homogalacturonane et rhamnogalacturonane | constitue le squelette de la
pectine. Des résidus rhamnose peuvent étre intercalés entre 2 régions (AB). (Al) et (All)
représentent des hypothéses concernant la transition de HG vers RG I. (B), (C), (D) Modeéles selon

0 < 0 Z' / }veS]Sp 0 Z ]V % E]V 1% o 0 % S]v S 8§ }E
(arabinanes et arabinogalactanes) ée chaines homogalacturonane/xylogalacturonane. Les trois
modeles schématisent différentes répartitions possibles des chaines latérales. Extrait de Vincken et

al., 2003,
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1.2141/YKRPRIJDODFWXURQDQH

/I TKRPRIJDODFWXURQDQH HVW XlQindmeht Beirésitfus-aRide\DW L W X p
galacturRQLTXH O(L-p)¥. PbQr les pectines is@é de la pomme, du citron ou de la
betterave sucriére, le degré de polymérisation de ces molécules est estimé entr@%?0°et 12
Les résidus acide galactunique peuvent étre méthylés en C6 par le méthanol ou acétylés par
HVWpULILFDWLRQ GHV IRQFWLRQV DOFRROV VHFRQGDLUHYV
PPWK\ODWLRQ '0 HVW GplLQL FRPPH OH QRPEUH GH PROH

galactuonique.

Cette méthylestérification déterminant en partie les propriétés physiques des pectines,
cellesci sont classées en fonction de leur DM. Ainsi, celeeDM supérieur a 50 sont appelées
«Pectines Hautement MéthyléegHM pour High Methoxyl) et lesutres sont appelées
« Pectines Faiblement MéthyléegLM pour Low Methoxyl). Dans la pomme, on a observé
une distribution aléatoire des groupements méthoxyl sur la chaine homogalactiirGmaaig
GDQV GIDXWUHV YpJpWDX[ LO VHPEOHUDLW TXfLO H[LVW
blocs# /H GHJUp GIDFpW\ODWLRQ HVW UHODWLYHPHQW IDLEC

végétaix comme la betterave sucriéte

Des chaQHV GH UpVLGXV GIDFLGH JDODFWXURQLTXH Q
former un gel en présence de calcifinCette propriété est utilisée dans la clarification des
boissons a dse de pomme sous le terme de clarification haletgel formé en présence de
FDOFLXP D OD FDSDFLWp GITHPSULVRQQHU OHV ERXUEHYV

1.2.1.4.2Le rhamnogalacturonane |

Le rhamnogalacturonane | (RG I) constitue le squelette des régions dieg xde la
pectine, sulequel sont branchées les aies latérales. Sa structure est relativement conservée
chez ks dicotylédones dont la pommet il représenterait entre 7 et % de la paroi. Il est
FRQVWLWXp GITXQH D OMODFRYDXQFRHQ IR BMe®IWMKD PQR.VHYV HQ
(1-2) (Figure16)’®® /H 5* | HVW DVVRFLp GH IDoRQ FRYDOHQWH j

rhamnose.

Figurel6: Squelette du rhamnogalacturonane |
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Une proportion d@0 a 80% des rhamnoses dedaaine rhamnogalacturonane seraient
substitués en C4 par des enchainements ou prédominent des oses neutres telargbatesk
et/ou le Dgalactogé€|® CeschaQHV ODWpUDOHY SHXYHQW rWUH FRQVWL

résidug? et forment les arabinanes, galactanes et arabinogalactanes.

1.2.1.4.3Les arabinanes, galactanes, arabinagates et AGP

Ces polymeéres constituent les ches latérales du rhamnogalacturonane | aucgigbiit
liés de facon covalerfte lls ont notamrant été isolés dans les pomrftes

/HV DUDELQDQHV VRQW FRQVW LWXDE IGY K VP KtpI\D H\Y W |
portant @ C2 et/ou en C3 de courtes afes de karabinoses liésH ¢+ (Figure17).

Figurel?: Structure des arabinanes

Les galactanes sont des polyméres linéaires-dal@rtose lié ert-(1-4).

Les arabinogalactanes sont classés selon deux types. Ceux de type | (AG 1) sont
FRQVWLWXpV GTXQH Fi§dlentases 188 ent)(E-4)SsDb@théeGehl O3 par de

courtes chaies de résidus dedrabinosdqFigure18|21{842¢

Figurel8: Structure des arabinogalactanes de type |

Les arabinogalactanes de type Il (AG Il) sdas composélsautement ramifiéd.eur

chane principale est constituée disidus Dgalactose liés ern-(1-3) portant par endroits des
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chanes de galactoses liés &i(1-6) Figure19r53. Plus de 7®b des arabinoses sont en position

terminale Les autres forment de courtes cies t-(1-5). Les arabinogalactanes de type Il ont
été caractérisés par le groupe de Vidalomme le polysaccharide le plus abondant dans les

mo(ts de raisin en raison de leur solubilité.

Figurel9: Structure des arabinogalactanes de type Il

Les arabinogalactanes de type Il (AGII) peuvent étre associés a des protéines et former

ainsi des arabinogalactapeotéines (AGP). Le squelette est constitué dgalactoses liés en

t-(1-3) avec de courtes ch@iHVY ODWpUDOH \/(1€6 LaQoRriieHprodé@iue
est souvent riche en hydroxyproline et représente 5% &0 poidsie la molécul.

1.2.1.4.4Le rhamnogalacturonane Il

Le rhamnogalacturonane Il (RG Il) est lié de facon covalente a la chaitfe HG

Le RG llest un polysaccharide acide de faible masse moléculaire dont la structure est
ELHQ FRQVHUYpH DX VHLQ GX UgJQH YpJpWDO ,0 SRVVQqGH

neuf unités DBgalactose liées en r-(1-4) auquel sont substituées tq@a chanes

hétéropolymériquef{gure20}®1°Y| Ces chaies latéras sont constituées de douze oses dont

certains sont rares et caractéristiques tels qu©karethytL-fucose, le 20-methytD-xylose,
OIDSLRVH O9YDFLGH D FpaoxytxXdnnd2ddctul@gRnigDdet. |€ Bha (acide
3-Deoxy-d-lyxo-heptulosariga).
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Figure20: Structure du rhamnogalacturonane de type Il

Le RG Il possede également la particularité de pouvoir former des diméres en se liant &
OIDFLGH' FRDLOKW UpVLGXV GIDSLRVH &HWWH SURSULpPpWp
végétale en reliant différentes molécules de petirnge plus, le groupe de Schols émet
OTKA\SRWKgVH TXH FHWWH GLPpULVDWLRQ GX 5* ,, YLD OH E
rapport au RG®P. En effet, il pourrait ainsi exier des chaines HG non reliées a des chaines
RG I (Figure21).
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Figure21: Modéle de structure de la pectine selon lequel des chaines homogalacturonanes seraient
E 0] * % & =+ JuE -+« 2 /|l PE o[ § 0]*e u v3 0] 1*}ve 38 E A]
et al., 20092

Le RG lla été caractérisé comme un polysaccharide majeur des vins et serait également
présent en relativement grande quantité dans les jus de pommmistréi&®>.
1.2.1.4.5Les xylogalacturonanes

/IHV [\ORJDODFWXURQDQHV ;*$ VRQW GHV SRO\PqUHV |
GIDFLGHYV JD O D FWXIRQUsTtXER dit €it_Ip D3hp& un résidu termiffabu

une courtehaine de ixylose lié ent-(1-2)° (Figure22). Certains acides galacturoniques sont
HVWpULILpYVY TXJLOV VRLHQW VXEVWLWXpV RX QRQ

Figure22: Structure des xylogalacturonanes

Il estcommunément admis que les xylogalactur@msasont situés en tant que cles
latérales des régions diteshairy». CependantSchols et ses collaboratelfr€mettent
OYK\SRWKgVH GH OPBHWUPBRODOFHUHEI/H HQWUH OYKRPRJDO

rhamnogalacturonane | sur la chaine principale soit sous forme de frontiére entre les deux

UpJLRQV VRLW YLD XQ GHJUp GH [\ORV\O[FI‘@UI:eﬁ) FURLVVDQ)
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Figure 23 : Le xylogalacturonane : une transition entre I'homogalacturonane et le
rhamnogalacturonane. (A) XGA constituerait une région a part entiére située entre HG et RG I. (B)
La transition de HG vers RG | se ferait par une augmentation progressive du degrdadylation de
o[Z}u}P o SuE}v v X %o S ™7loe § oXU Tii0

Dans les pommes, les xylogalacturonanes peukFeRtQ W H Q L U %X X¥/1D3e4°5.

1.2.2 Les polysaccharides provenant des levures

Certains composants des boissons fermentées comme le cidre sont susceptibles de
provenir des levures responsables de cette fermentation. Ainsi, certains polysaccharides des
pards levuriennes peuvent étre retrouvés dans ces boissons. On y retrouve principalement la

chitine, dest-glucanes et des mannoprotéines.

1.2.2.1 La chitine

La chitine est un polymere deatétylglucosamine (acétamide2-déoxyglucose) liée

en t-(1-4) (Figure24). Elle occupe une proportion trés variable de la paroi selon le genre et
OfHVSqUH GH OHYXUH $LQVL RoCde t pardi déa@hbprayide@ WH T X +

cerevisiaé®.

Figure24: Structure de la chitine des parois de levures
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1.2.2.2 Les -glucanes

Les t-glucanes représentent 50 a %bdes parois d8accharomyces cerevistd1,
Chez les levures, ce sont des homopolysaccharides #i ©IXFRVH FRQVWLWXpV GTXC(

les résidus sont liés enr(1-3) avec des chaes latérales attachées &(i1-6)1°+1% {Figure25).

Figure25 W "SEpn S p@hicanepv t

Lest-JOXFDQHYVY VRQW LQVROXEOHY GDQV OfYHDX

1.2.2.3 Les mannoprotéines

Les mannoprotéing®1P) représentent 35 a 40 de la paroi d&. cerevisiaet font la
jonction avec la membrane plasmique. Elles sont relarguées par les levures durant la
fermentation alcoolique olors GH OTDXWRO\VH GHYV FHO-OFgleaase HY XU L F
exogénd’. Elles constituentO 1 XQ GHV SRO\WDFFKWDULGHY PDMHXUV GX

Ce sont des composés fortement glycosylés dont la partie osidique est essentiellement
constituée de mannose. Plusieurs types de mannoprotéines oms ét€ évidence, de tailles
comprises entre 5 et 800 kBB&l%, Elles sont la plupart du temps classées @ybanes et ©

glycanes selon la position de la liaison entre le groupement mannane et la partie protéique.

Dansle casdes-Nl\FDQHY OD SDUWLH JO\FRVLGLTXH HVW OLp
en une longue chainede PDQ QR V H(D LpHMQSRUWDQW GH QRPEUHXVHV
(1- HAMI-3). Les parties glycosidiques et protéiques sont reliées par une daitblee N-

acétytglucosamin&®11L,

Pour les (Gglycanes, la partie glycosidique est liee a la sérine ou la thréonest e
constituée d courtes chaies de BmannoseO L p -@-Q .H\-3)'L
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1.3Les protéines

Peu de données sont disponibles concernant les protéines dans les jus de pomme et
autres boissons cidricoles. Des dosages de protéines totales par test de Bradford sur des jus issus
de différentes variétés de pommes ont démaitgsconcentrations comprises entre 11 et 184
mg/L}1?113 @HSHQGDQW FHVY DXWHXUV RQW pJDOHPé&&MESPHV XUp
concentrations en protéines plus importantes, comprises entre 133 egA2%¥.nbans des
cidres spagnols non pétillants, la teneur en protéines totale déterminée par Bradford se situe

aux alentours de 20 mgh4

/ITDQDO\WH GHV SURélecdphdrddr ehmel T pblyaSylabhide contenant
du laurylsulfate de sodiufSEDSPAGE) révele la présence de bandes dans la régi@3 29
kDa''3 Cependant, le profil dépend quantitativement et qualitativement deri&évdes
SRPPHV 'f{DXWUH SDUW OH SURILO SURWpPLTXH HVW pJDO
réponse est également relative a la variété. Ainsi, les protéines de la région autour de 30 kDa
GLVSDUDLVVHQW SUHVTXH HQWLqQUHAKQWOBKN] IRQIWQQHC
FRQVHUYpHV GDQV O% UdeeXpli@ation @ossiflaarRe/phénomene est que les
protéines de cette région sont tannées par les polyphénols du jus et sont donc probablement
impliquées dans la formation de trouble.

Gomis et ses collaboratesti® ont étudié les profils protéiques de cidres par HPLC et
SDSPAGE apres isolement des protéines. Ces auteurs amwobhze fractions protéiques de
faible poids moléculaire HW N'D $X FRXL
travail, ces auteurs ont démontré par électrophorése capillaire la présence de protéines entre 16
000 et 1100 Da. Les protéines majoritaires se situent 45 36400, 55400, 73500 et
91700 D& La plus abondante est celle de4®® Da et corrgpondrait a celle identifiée par

le groupe de Wall comme étant liée a la formation de trétfle

'IDXWUH SDUW :X HW 6LHEHUW RQW LVROp GHV SURWp
obtenu des composés de masses moléculaires 28, 15 et12 Kea résultats sont cohérents
avec la protéine autour de 30 kDa troupée les groupes de Gorhi$!!® et de Walt'3. Les
trois protéinesisolées par Wu et Siebert présentent un faible contenu en acides aminés
aromatiques, une quantité modérée de proline (1,8 a 5 %) et une forte concentration en glycine
(10,0 a 23,6 %) et sérine (8,4 a 19,72%0)
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A ma connaissance, les seules protéines des pommes, probablement transférges au jus
ayant été précisément identifiées sont les allergénes du fruit. Quatre protéines ont ainsi été
FDUDFWpULVpHY HQ UDLVRQ GH OHXU LPSOLFDWLRQ GDQV C
partie des protéinesRathogenesigelated» (PR) qui costituent un vaste groupe de protéines
de défense des plantes. Mal d 1 est une protéine de 17,5 kDa et appartient a la fabllle PR
des protéines de défense a activité ribonucléasd fDOOHUJqQH 0D Gh&@matid XVVL D¢
like protein la, appartient a la famille PR constituée par legthaumatinlike proteins»

(TLPS ''7. Cette protéine aurait une masse de 23 kDa mais est souvent identifiée par
électrophorése par une bandeaN'D HQ UDLVRQ GTXQH DOWpUDWLRQ GH
traitements réducteurs utilisés Mal d 2 pourrait donc corrpendre a la protéine observée

autour de 30 kDa par les groupes de Walte Gomis!® et de Wu et Siebéff. La protéine

Mal d 3 appartiendrait quant a elle a la famille-PR regroupant les ron-specific lipic

transfer proteins? QV/73 GH SHWLWHV SURVNCpieQddrl, BteHh@t¥ihd RQ |
VHUDLW SUpVHQWH XQLTXHPHQW GDQV OD SHDX GX IUXLW
présente danslesfd® (QILQ OYJDOOHUJgQH ODO G QYHVW SDV XQH
de 14 kDa,F T H\GLUH XQH SURWpPLQH VH OLD QWmgreai@PWLQH HW ¢

Pour conclure, les boissons cidricoles sont des produits complexes riches en composés
SKpPpQROLTXHV ELHQ TXYXQH SDUWLH GH FHV FRPSRVpV Q
pommesPour les mémes raisons, les principaux polysaccharides contenus dans ces boissons
VRQW OHV SHFWLQHV OD FHOOXORVH QfpWDQW SDV WUL
fabrication comme la clarification haute ou la dépectinisation éliminent ou maddden
polysaccharides. Enfin, les jus de pommes contiennent des quantités peu élevées de protéines
dont la nature est peu documentée. Une partie de ces protéines est consommeée par les levures
lors des processus fermentaires ce qui fait des protéines me®sdEs minoritaires dans les
boissons fermentées telles que les cidres. Toutefois, outre les différentes molécules décrites
dans cette partie, les boissons cidricoles étant des produits transformés, de nombreux composés
des pommes ont été modifiés par ddes réactions chimiques. En particulier, la rupture de
OfLQWpPIJULWp FHOOXODLUH ORUV GHV SURFpGpV GH WUDC
FRPSRVpV SKpQROLTXH TXL LQGXLW OD IRUPDWLRQ GYXQH

2 Oxydation degomposés phénoliques

[TR[\G D W ké&hposediphénoliquestervient fréquemmentors des procédés de

fabrication de produits dérivés de pommes. En effet, elle est responsable de leur m@igeur
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joue également un role dans la formatidgsgpheces tregactiveqjui aboutissent a deouvelles

molécules dites réoformées, pouvant étre impliquées dans de multiples interacticms

des premiéres étapes de la transformation de la matiére premiere (broyage, pressage),
ITR[\GDWLRQ eN fjireldues Mixed voire quelques heurpgncipalement par voie
HQJ\PDWLTXH VRXV OYDFWLRQ GH OD SRO\SKpQFt®R[\GDVH
enzyme est particulierement concentrée dans le modt brut issu du pressage. Elle est en
suspension dans le liquide souse forme insoluble, associée a des microstructures
PHPEUDQDLUHYV OLSLGLTXHV /TR[\JgQH HVW DORUV UDS
enzymatique et deent vite limitant lorsque le modrut est stocké en cuve de gros volume
FRQFpPGDQW SHX GMPp¥FHPE @QIDWPRHUXKqUH H[WPpULHXUH (QVX
PREWYV OD 332 HVW pOLPLQpH $LQVL ORUVTXH GHV SKpQRF
le plus souvent @®xydations chimiques qui suivent des cinétigues beaucoup plus lentes,
cependnt favorisées par la présende cations métalliques ou de formesactivesde
OTR[\JBERKOLIJQRQV TXH GDQV OH FDV GH SURGXLWYV IHUPF
FRPSRVpV SKpQROLTXHYVY QYD SDV OLHX SHQGD@Wre&D SKDV

place le milieu en conditions fortement réductrices.

2.1 Oxydation par voie neenzymatique

A haut pH (pH > 7), les composés phénoligpesivent étre directement oxydés par

O T R[\ dp@ddlaird?® (Q HIIHW GDQV FHVY FRQGLWLRQV OfpTXLOLE
des formesSKpQRODWHY GRQW OD SHUWH -duifict®|Fig@dB)WU R Q IR
Cependant, les pKa des composés phénoliques étant élevés (entre 9 et 10) et les boissons

cidricoles ayant un pH faible (entre 3,084, OHV IRUPHV SKpQRODWHKYVY \ VRQW
SDU OYR[\JgQH PROpFXODLUH HVW GRQF PDUJLQDOH (Q UH
GH GpULYpV UpDFWLIV GH OTR[\JgQH RX 526 SRXU 5HDFWLY
R[\GDQW GH OYR[\JgQH HW SHUPHW VIDques*r®O FWLRQ DYHF OH\

Figure26: Conversion d'une forme phénolique en phénolate puis perte d'un électron conduisant a
la formation d'une semiguinone.
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211 )RUPDWLRQ GHV GpULYpV UpDFWLIV GH OfTRI\.

/TH[S UHW/ALRLY ®V U p D F WxidésigaelleOdspeidetiic@ldies associées
i OYR[\JgQH SDU GLIIpUHQWHYV pvf@lﬁeﬂ.GH UpGXFWLRQ VXFF

Figure27 : Réduction de txygene et formation de ses dérivés réactifs. Extrait de Waterhouse et
Laurie, 200&°.

/ID SUHPLqQUH pWDSH GH UpGXFWLRQ GH OTR[\DgQH PROPp
, présent sous sa forme radical hydroperd#@b *aux pH des boissons cidricoles. Cette étape
QpFHVVLWIE D@ FOVIWOLAMPHXU SRVVLEOHPHQW XQ PpWDO G
TXH OH IHU ,, 6HORQ ORFKL]XNL HW VHV FROODERUDWHX
SRXUUDLW pJDOHPHQW rWUH IRUPp WU @& |€&SHQWEdsE&SHQW S
phéoliqgued?? (QVXLWH HQ PLOLHX DFLGH XQH QRXYHOOH DGG!
G 1 K\ G U ROg aHéaction suivante de réductioa kbO- pour former le radical hydroxyl

OH{nécessite également la présence de fer ferredX @est connue sous le nom de réaction

de FentonKigure28). Enfin, la derniére réaction de réduction du radical hydroxyl produit de
OYHDX

Figure28: Réaction de Fenton entre le fer ferreux et le peroxyde d'hydrogéne.
2.1.2 Oxydation des composés phénoliques par les ROS

/IHV FRPSRVpV SKPQROLTXHV VRQW GH ERQV GRQQHXUYV
la majorité des molécules organiques, ils peuvent réagir avec le radical hydropdek@ela
aboutit a la formation de semXLQRQHYV HW GH SHURR\(EHuré29 KaGiorRJqQH +
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2). De plus, les serguinones formées sont aptes a étre de nouveau oxydeées rapidement par le
dioxygéne générant ainsi de nouveaux radicaux hydroperoxyls en étam&tes conveies
eno-quinone$?! (Figure30). CelaSHUPHW XQH DFFpOpUDWLRQ GH OD FLC
VD SDUW OH SHUR[\GH GT{K\GURJqQH QH UpDJLW BDV RX W
3DU FRQWUH FRPPH QRXV OYDYRQV YX SOXV KDXW LO SHX
catalysée par le fer (), et générer le radical hydroxylgure29| réaction 4). Or, ce dernier

HVW HWUrPHPHQW UpDFWLI HW HVW VXVFHSWLEOH GYR[\GI
DXVVL GIDXWUHV VXEVWUDWYV ELHQ GLIIpUHCWgNeE|RPPH ofv
réaction 5). Cette réaction permet de régénérer le radical hydropef®gd €t de poursuivre

DLQVL OHV F\FOHV GYfR[\GRUpGXFWLRQ

Figure29: Chaine d'oxydoréduction impliquant les composés phénoliques et I'oxygene. Adapté de
Waterhouse et Laurie, 2008

Figure30: Oxydation d'une semquinone par |'oxygene moléculaire et formation d'une quinone.
Adapté de Mochuzuki et al., 2002
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213 )DFWHXUV LP SO L-dx¥{datior3Bs@amm$ad phanBliques
2.1.3.1 Métaux

/HV LRQV PpWDOOLTXHV MRXHQW -ok@latibf Odd cBrippSR QG p UL
SKpQROLTXHV SXLVTXJLOV FDWDO\WHQW OHV UpDFWLRQV
UpDFWLYHV 3O0OXVLHXUV DXWHXUV SHQVHQWkydatierHles X {LOV
SRO\SKpPpQROV HQ PLOLHX DFLGH HW YHE® D@V YHHID @ KBHEOOHQ R |
PpWDX[ VIH[SOLTXHUDLW SDU O H X&' 8\Cppehtiant keuj pie§antéD W G H
Q T K \pkidri pas indispensable a des pH plus élevés (Voavaux Antérieursdébut du
paragraphg2.1 SXLVTXH ORFKL]XNL HW VHV FROODER&DWHXU\
SKpQRPQQHV GTR[\GDWLRQ GHV FRPSRVpV SKpQROLTXHV
contamination par ces ions métalligtiés

Le rble catalytige du fer, en particulier, est trés important, notamment par sa
participation a la réaction de Fenton. Cependant, le cuivre permet aussi une accélération des
FLQpWLTXHY GITR[\GDWLRQ GHV FRPSRVpV SKpQROBTXHV j G

'Y{DXWUH SDUW 'DQLOHZLF] SURSRVH XQ DXWUH PRGH (
phénoligues ne réagissent pas directement avec le radical hydroperoxyl (rég€eiinmel9
mais réduiraient le fer (lll) pour former du fer (|Figure31)*>> /TR[\JgQH VHUDLW DOR
enHO, *par le fer (l1), ce qui permettrait a la fois la régénération du fer (I11).

Figure31: Oxydation d'un noyau catéchol par le fer (ll). Extrait de Danilewicz, 2607

'DQV OH FRQWH[WH GH FH PpFDQLVPH GTR[\GDWLRQ SDL
XQ HIITHW VNQHUJpWLTXH GX IHU HW GX FXLYUH VXU OD
SKPpQROLTXHV (Q HIIHW OYDGGLWLRQ GH FHV GMX[ PpWD)>
SHUPHW XQH DXJPHQWDWLRQ G-rhéhycafdcippbign plus tpdrfaRtp\ G D W L
TXH OYDGGLWLRQ VpSDUpH GH FHV PpWDX[ PrPH j GHV FRQF
cet effet a la facilitation de la réoxydation du fer (Il) p&TR[\JgQH YLD OD IRUPD

complexeCuQ;* (Figure32)!23,
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Figure32: Hypothése de cycles redox impliquant le fer et le cuivre dans la catalyse de I'oxydation
des composés phénoliques. Extrait de Danilewicz, 2607

(QILQ 2V]PLDQVNL HW VHV FROOD BbRUaDON #HPpHIYV RQW
acide pH4)de ()FDWpFKLQH IRUPDLW GHV SURGXLWV GYTR[\GDWL
de fer dans la solutiéff. Les produits obtenus en absence de fer seraient plus proches de ceux
IRUPpV ORUV GH OYR[Y™DWLRQ HQ]J\PDWLTXH

2.1.3.2 pH

/9 D XoWwydation des composés phénoliques est largement facilitée lorsque le pH
augmente.En effet, pour des pH basiques ou proches de la neutral®fp TXLOLEUH C
polyphénols est déplacé vers des formes phénolates, plus facilement oXytiabédte aute
oxydationQ THVW G R Q Fe &bsVed prodRitd Hé/l@ pomme dont le pH est anidés la
réaction peut tout de méme intervenir avec une cinétique trés lente. Cepersdaaisdens
FLGULFROHV pWDQW VXVFHSWLEOHYV GIrWUH FRQVHUYpHV &
de mécanisme ne doit pas étre négligée.

'H SOXV OD FLQpPWLTXH GH OD UpDFWLRQ GYR[\GDWLR
(Ill) est ralentie losque le pHaugment®#? FH TXL IDYRULVH SUREDEOHPHQW
GHV SRO\SKpQROV SDU O 1D Q mRdjicalidnSdd PR EsGsdsceplibp\de X Q H
PRGLILHU OH PpFDQLYV P iox@&tivh des PaiypherRIQV G 1D X W R

2.1.3.3 Nature des composg@hénoliques

Les composeés les plus aptes a étre oxydés paoauytiation sont ceux qui contiennent

un noyau pyrogallol ou un nay catéchPF2 126127 En effet, les sermjuinones produites sont
VWDELOLVpHY SDU OD SUpVHQFH GTXQ VHFRQG DWRPH GYR]

les nonophénols ou les composés dotés de nayetadihydroxybenzéne. Les semuinones

formées peuvent ainsi se dismuter et étre transformées en quinones etghénols
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(QILQ OHV SURGXLWV GH FRXSODJH LQWHUPROpPFXODI
phénoliquegvoir Travauxantérieurs, pagraphg2.3) ont des potentiels redox plus faibles que
OHV SRO\SKpQROMIsGINR dbha x@dés plus facilement ce qui accééréa
FLQpWLTXH JOREDOH GTR[\GDWLRQ

2.2 Oxydation par voie enzymatique

/ITRI\GDWLRQ HQ]J\PDWLTXH GHWHBROMHS RX M CSXH GRIGMT X8
le contexte de la transformation cidricabeut étre divisée en deux étapes. La premiere étape
FRUUHVSRQG | OdithotdrilddhEsWLaRs€cotl§ étape correspond a la réaction
purement chimiqude ces especes trés réactives selon diverses voies réactionnelles, conduisant

a la formation de nouveaux produits.

2.2.1 Formationdes o-quinones

Les polyphénloxydases se subdivisent en deux clasdes catécholoxydases et les
laccases. La catécholoxydase est la seule intervenant dans la pomme saine, les laccases étant
XQLTXHPHQW GTRULJLQH IRQJLTXH

Les polyphénoloxydases ont pour substrat le composé plgéeolassocié a un €o
VXEVWUDW DOQNR[QDgO®RPPH FHV HQJ\PHV SRVVqQGHQW GHX[ D
RX PRQRSKpQRODVH FDWDO\VH OfK\GHRISKpPWRROY GMUF WA
catécholase ow-diphénoloxydase participe ensuite § R [\G D W Ld{(phé@dtsVeno-

guinone$?®12? (Figure33).

Figure33: Oxydation des composés phénoliques catalysée par les polyphénoloxyd&ses
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Dans b pomme etsesproduits, le substrat préférentiel de la polyphénoloxydase est
O 1 D F L-G-¢haféofiquiniqué® (CQA) & THVW GRQF OD TXLQRQH FRUUH
majoritairement forméd.es catéchines monomeéres sont de moins bons substrats pour la PPO,
mais ks procyanidines e sont pas du tout. Elle®nt oxydées par oxyd@duction couplée
a partir ges quinones primairesF @ WUH GHV TXLQRQHV IRUPpHYV GLUHF\
la PPG3L

222 2[\GDWLRQ GTDXWUHYV-réekd&d&Raplge SDU R[\GR

'"HV S URFHYV V-idudBdhRquiER peuvent avoir lieu entre différentes classes de
composés phénoliques!*? RX j OfLQWpULHXU & 1B effet, Rn@iduikodeD V V H
primaire, principalement celle du CQAIRUPpH SDU OYDFWLYLWp GH OD SRO\
réduite en so- G L S K p Qifirie ed HR/tdant um-diphénol secondaire en seAquinone
secondairgHigure34] &fHVW DLQVL TXH SHXYHQW rWUH R[\GpV GF
pommes comme les procyanidines, qui sont les polyphénols maj@ Le méme
schéma peut se produire avec dess@miLQRQHY DYHF OH WUDQVIetdsW GT1XQ

GIXQH RI[\G-BriaymRiQuéssR Q

Figure34: Oxydoréductions possibles dans un jus de pomme. Extrait de Poupard, 2008

2.3Produits G 1 R [\ G @x¥/flaragB-ols

/HV TXLQRQHV IRUPpHV ORUV GH OYR[\GDWLRQ HQ]\PD
phénoliques sont desmmposés extrémement réactifsent donc rapidement impliquées dans
G 1D XW U H VElgp poEsade @otamment wnrtfcaractere électrophile et peuvent donc
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LQWHUYHQLU GDQV GHV UpDFWLRQV GIDGGLWLRQV QXFOpl
autre cycle phénolique par addition de Michgeig@re 35), on observe la formation de
QRXYHDX[ FRPSRVpV DXVVL QRPPpV SURGXLWYV GYR[\GDWLR

Figure35: Addition de Michael d'une quinone sur usrdiphénol. Extrait de Sanoned, 999

Les quinones des flaveBiols sont parmi les plus réactivéset peuvent former une
grandH GLYHUVLWp GH SURGXLWYV GYfR[\GDWLRQ

2.3.1 ProduitsGYR[\GDWLRQ GHV FDWpFKLQHV

/ITDGGLWLRQ QXFOpPRSKLOH GTXQH FDWpFKLQH VXU OD 1
déhydradicatéchines, la déhyddicatéchine de type B étant majoritaire. Les additions
semblent avoir essentiellement lieu entre le noyau B de la quinone et le noyau A de la catéchine.

En effet, les positions 6 et 8 du noyau A des catéchines sont particulierement nucléophiles et

sont donc aptes a former des liaisons biphényles avegtke @ quinone, qui constituerait le

site le plus électrophile de la moIéCAlk'g(ure% 1-31139
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Figure36: Structures des déhydradicatéchines B de type biphényl : (8)-déhydrodicatéchiné
3 et (6'-6)-déhydrodicatéchiné. Extrait de Poupard, 2008

Des liaisons de type biphéngther peuvent aussi se former mais, aux pH des boissons

a base de pommes, elles impliqueraient segieement une seni XLQR QH H Bigfe|lR X 1

1.

Figure 37 : Structures de déhydralicatéchines B de type biphémdther : (4-8) et (3-8)-
déhydrodicatéchiné. Extrait de Poupard, 2008

La réoxydation des déhydudicatéchimes B de type biphényl est susceptible de former,

par une réaction de couplage intramoléculaire, des délycltéchines de type |¢F(qure38 !

1561140
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Figure 38 : Hypothése de mécanisme de formation des déhydticatéchines de type A par
& }AC S]}v [uv-dicatthin® de type B (1) Les structures IV et V sont en équilibre.
Extrait de Poupard, 2008

Enfin, ITH[LV W H Q BrgtrigdtcBinek,\des trimeres de-¢gtéchines, a aussi été
démontnﬁﬂ 'IXQH SDUW -tridatéchitep & ®/peRiBFigure 39%k) proviendraient
SUREDEOHPHQW GH OfDG G L-WdatRdQin@sXIE 9pem SKridestquiGdiesSdqe K \ G U |
catéchine¥! 'Y{DXWUH SDUW OD |RitaBEENNdsRIO ty@eHA@)u R
SRXUUDLW VIH[SOLTXHU B36GGLGH R[QP @dcEBt€rH MEEKW®E B Bur
XQH TXLQRQH GH FDWpFKLQH RtKcadtaghivg\de Bype BRWViEGIRXUQeH G p K\

addition intramoléculaire.
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Figure39: Structures de déhydrdricatéchines a) de type B : (®)-déhydro-tricatéchine5 ; b) de
type Al“2. Adapté de Poupard, 2008

232 3URGXLWYV GYR[\GDWLRQ GHV SURF\DQLGLQHYV

/IHV SURF\DQLGLQHYV QTfpWDQW SDV VXEVWUDWYVY GH OD .
oxydo-réduction couplée (voifravaux AntérieursparagraphﬁZ.Z ou par auteoxydation.

2.3.2.1 ProduitsG{R[\GDWLRQ GHVY SURF\DQLGLQHYV GLPF

/ITR[\GDWLRQ GHYV deresFdd Qe @L i@tt \entrainer la formation de
procyanidines de type A selon le mécanisme présentdBiguia40['*>148 La quinone formée

par oxydation serait en équilibre avec sa foprméthyléne. Le groupement hydroxyle en
SRVLWLRQ GH OfXQUWpWWHEHDBLRDGOHWURDI QXFOpPRSKLOH
GIH[WHQVLRQ SRXU |IR¥»HILesQdyaddinBd dé R/pe A Wrkétk one

masse de 576 Da, ce qui correspond a la perte de deux hydrogenes par rapport aux composés
natifst4,
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Figure40 : Oxydation des procyanidines de type B et conversion en procyanidine de type A. La
guinone formée par oxydation serait en équilibre avec sa formeamgthyléne. Le groupement
ZC E}AECO VvV %}°*]S]}v O o[puv]d &8 Eu]l]vo E R]E0]31% @®[uv]S]}v \
[ £S5 ve]}lv % }uE (}Eu E 1iV4 Exirajt-der PodFardE2008
'HV SURGXLWY GYR[\GDWLRQ GH OD SURF\DQE@GEQH % G
en éviden(ﬁl"i7 HW VHUDLHQW LVVXV GIXQH GRXEOH R[\GDWLRC

intramoléculairgFigure41). Ce type de produit ne semligas se former avec la procyanidine

B5°, en raison de la présence de la liaisdarflavanique en GE6 au lieu de C£8.

Figure41: Hypothéses de structure pour les produits issus de deux additions intramoléculaires
consécutives a une double oxydation de la procyanidine B2. Extrait de Poupard,>2008
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Outre ces additions intramoléculaires, les quinones de procyanidines B2 pourraient
IRUPHU GHVY DGGLWLRQV LQWHUPROpPFXODLUHY DERXWLVV
Da* &HV SURGXLWYV GIDGGLWLRQ LQWHUPRO@FXi€NsUHYV VH
réelles, par rapports aux couplages intramolécuf4freSependant, les composés issus du

couplage intermoléculaire sont aussi plus difficiles a étudier du fait de leur taille importante.

(QILQ GHV FRPSRVpV GH PDVVH ‘D RQW DtV L pWp P
GH SURF\DQLGLQH % HW VHUDLHQW LVVXV VRLW GTXQH U
VXLYLH G{XQ UpDUUDQJHPHQW LQWUDPROpPFXODLUH VRI
SURF\DQLGLQH % QDWLYH DYHF XQH SURF\BOLGLQH GH W\

2322 3URGXLWYV GTR[\GDWLRQ GHV SURF\DQLGLQl
Ssupérieur a 2

/HV SURGXLWV GTR[\GDWLRQ GH WDQLQV GH SOXV KDX!'
cDUDFWpULVpPY HQ UDLVRQ GH OD JUDQGH GLIILFX&Wp WHFK
152 Des phénomeénes de réarrangement intramoléculaire ont été mis en cm
conduiraient en particulief OfDXJPHQWDWLRQ GH O Rt ddnte, Wsp GHV |
RSLQLRQV GLYHUJHQW TXDQW | OTH[LV Wihigerlans3ataS teR G X L W
WDQLQV GH KDXW '3 (Q HIIHW =DQFKL HW VHV FROODER
GIDGGLWLRQV LQWHUPROpPFXODLUHY GH WDQLQV FRQGHQV
degré de polymérisation moyéh $ OJLQYHUVH j SOXV KDXWH FRQFHQW
auteurs ont observé a la fois des couplages-iatriatermoléculairés? Enfin, des marqueurs
GIDGGLWLRQV LQWHUPROpPFXODLUHY RQW DXVVL pWp GpW
pommes™. Il semblerait que la concentration des tanins joue fortement sur le type de couplage
impliqué: a faible concentration, seul le couplage intramolérlaterviendrait alors que les
GHX[ W\SHV GH PpFDQLVPHV VRQW VXVFHSWLEOIMHast GTLQWF
€galement vraisemblable que la taille des tanins influéhéeV VL OH W\SH GH OLDLVRC
formé. En effet, lorsque le nombre de songés augmente, la probabilité de formation de

liaisons intramoléculaires augmente également.

24/HV PpWKRGHYVY GH OXWWH FRQWUH OYfR[\GDWLF
les boisons

/I TDMRXW GTDQWLR[\GDQWYV GHVWLQpPV j SUpVHUYHU O
(cidres, vins, bieres) tout au long de leur conservation, est trés courant. Le dioxyde de soufre,
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FRQQX VRXV O §ufie S HO/O\D @ 11 R Q WEL R [reG DepitilBéH g&neraléménk X

VRXV OD IRUPH GH PpWDELVXOILWH GH VRGLXP GDQV OHYV
pJDOHPHQW rWUH DMRXWp HQ JpQpUDO GDQV OH FDGUH G
dioxyde de soufre étant prohibé da@sHV M XV GH IUXLWV OYDFLGH DVFRUE

plus utilisé dans ces boissons.

2.4.1 Le dioxyde de soufre

3OXVLHXUV PpFDQLVPHYVY GYDFWLRQ VRQW SURSRVpV FF
de soufre (S VXU OHV ERLVVRQV '"TXRQQMWEDDWW FHIRRE8SRALIR Q Lt

des composés phénoliques en formant un complexe avec la PPO, inhibant ainsi sofi‘activité

'IDXWUH SDUW OHV VXOILWHYV DYHDRLHNQW ©J3RO\BMDNQAW
enzymatique. En effet, selon certains auteurs, e $DILW GLUHFWHPHQW DYHF O
HW HPSrFKH DLQVL OTR[\GDWLRQ GHV FRPSRVpV SKpQROLT
propriétés organoleptiques des bois$ths 8HSHQGDQW GYIDXWUHV DXWHXU'
réactiondu S&@DYHF OTR[\JgqQH HVW WURS OHQWH SRXU DYRLU XQ
des composés phénoligdes Ainsi, il est prposé que le SOQYHPSrFKH SDV HQ Uy
OTR[\GDWLRQ GHV FRPSRVpV SKpQROLTXHYV PDLV UpDJLW D\
FHWWH UpDFWLRQ HW SUpYLHQW OD IRUPDWLRQ GX UDGLF
OTR[\GDWLRQ GH tadt&ipy/dekpbr @eRcompbQe exEgmement réactif (Maivaux
Antérieurs,paragrapfﬁ . Ces deux mécanismes ont été décrits par Danilewicz eA?2007

Le premier mécanisme proposant une réaction de B HF OYR[\JgQH QpFHVYV
catalyse par un métal de transition tel que le fer, le cuivre ou le manganese. En effet, le SO
SUpVHQW GDQV OHV VROXWLRQV DT X HhXWitt¥YHS®, n8 ped,FLGH VI

pour des raisons atomiques, réagir directement avec le dioxygene. Par contre, la complexation

avec les métaux permet la formation de radicaux sulfites @ure42). Ces radicaux sont

ensuite engagés dans une chaine de propagation impliquetrfo@nant des ions sulfates $0

Figure43] &HSHQGDQW FH PpFDQLWPH GY\W|{VEDIWHR G0 XR62
SURWHFWHXU FRQWUH OTYR[\GDWLRQ GH OD ERLVVRQ DXJP
formation des radicaux sulfites et favorise@é& G{DXWUHYV UpDFWLRQV GYR[\GD
OfpWKDQRO H® DFpWDOGpPK\GH
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Figure42 : Formation des radicaux sulfites par complexation avec le fer. Extrait de Danilewicz,
2007,

Figure43: Chaine de propagation des radicaux lors de |'oxydation du bisulfite. Extrait de
Danilewicz, 2018*.

'IDXWUH SDUW eabed HIDdsiUsRI@plE ¢t né Récessite pas de catalyse
par des métaux

HSGs + HO, : +62 + HO

/TDFLGH SHUYV X @roduit seXdarrad@e ensuite pour produire du sulfaté SO

. Cette réaction permet ainsi de diminuerdescentrations des espéces radicalaires.

Ainsi, Danilewiz¢® D PRQWUp TXTHQ VROXWLRQ PRGgOH HQ Sl
OYDEVHQFH GH FRPSRYV p$ ®Kpadkcmme h\pox@ight Rit6t que
comme un antioxydant, eSURGXLVDQW GHV UDGLFDX[ WUqV UpDFWLI
Figure43). De méme, des composés phénoliques seuls peuvent avoir un comportement p
oxydant en formant ¥D, puis OH'par la réaction de Fentdfrigure29) 3DU FRQWUH Of
DQWLR[\GDQW GH FHV GHX[ FRPSRVpV VfH[SULPH ORUVTXY
SO OLPLWH OfLP S® ofmi®Wdr RXydaBiof des polyphénols danséaction de
Fenton |Figure 44). En parallele, les composés phénoliques limiteraient la propagation de
chaine des radicaux sulfites et ainsi limiteraién O $oydafibR du S@(Figure4s).
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Figure 44 : Piégeage par le SQlu peroxyde d'hydrogene formé lors de l'autoxydation des
composés phénoligues, limitant ainsi la réaction de Fenton et l'oxydation de I'éthanol. Extrait de
Danilewicz, 20072,

Figure45: Piégeage par lesomposés phénoliques des radicaux peroxomonosulfate issus de l'auto
oxydation du SQ@et prévenant la propagation de chaine des radicaux. Extrait de Danilewicz, 2807

Enfin, le SQ aurait la capacité de réagir avec les quinones isstesQf R[\GDWLRQ G

FRPSRVpV SKpQROLTXHV HW DLQVL

GH OLPLWHU OD IRUPI

part, le bisulfite peut réaliser une addition nucléophile sur les quinones et former des adduits

moins réactifg

Figure46

'"I{DXWUH SDUW OfLRQ ELVX

OILWH SHXW plJl

OHXU FRPSRVp SKpQROLTXH GYRULJL Q|HgWwé#d

Figured6 W &}&u S]}v

DRQ OH PpFDQLV

[pv u]S vSE o ]epo-Gj&hylcatéchol parjaddition o
nucléophile en 1,4. Extrait de Danilewicz et al., 26U8

Figure47: Réduction de la quinone de-shéthylcatéchol par I'ion bisulfite. Extrait de Danilewicz et

al., 2008%’
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3RXU FRQFOXUH OfTHIFFRRQWURWHRWEDODWGECRQQEGY TH[HUFH
SUpVHQFH GH FRPSRVpV SKpBE0ad dexcbiosE lirkitahH ssimoH Q O D
RI\GDWLRQ OH GLR[\GH GH VRXIUH HVW V-oxydai BaANddEOH GID?
FRQGLWLRQV Q¥ 0e6lvissirnisREmME He fréserver leurs qualités organoleptiques
non pas en empéchant la formation de quinones par oxydation des composés phénoliques mais
enOLPLWDQW OHXU UpDFWLY L WemeatfeueHetp@mkydantHW HQ DQ QX

242 /[Y\DFLGH DVFRUELTXH YLWDPLQH &

/I TDFLGH DVFRUELTXH HVW GHSXLV ORQJWHPSV XWL(
HQJ\PDWLTXH GHV IUXLWV HW OpJXPHV 'HX(Fuk&igla): GH PRG
VHORQ FHUWDLQV DXWHXUV O9YDFLGHR polypRrddd) Exydacel LQKLI
(PP(ﬁlw159 &GHSHQGDQW LO VHPEOH TXH FHWWH GLPLQXWL
VIH[SOLTXH SDV SDU XQH DFWLRQ @LIHEFWBHIMXGHOOTR[\R
moléculaire paroXGDWLRQ GH OYDFLGH DVFRUELTXH®EDaHd O\VpH S
OYDFLGH DVFRUELTXH D\DQW XQ SRWHQWLHO GH UpGXFWL
oxydé préférentiellement aux composés phénoligtieSela permettrait donc de limiter la

formation des quinones produites a la fois par voie enzymatique et par veeazyonatique.
'"IDXWUHYV DXWHXUV pYRTXHQW XQH DFWLRQ GH UpGXFWLR(

enzymatiqueu noft<4 *{(Figure4glb). Dans la seconde hypothéese, le mécanisme proposé par

Isaacs & van Eldik concernant la réduction des quinones est présentfFguréstof®L La
GLVVRFLDWLRQ®RR GHL OB ARG HDWIFLW OYLRQ DVFRUEDWH FD:
guinone. Deux étapes successives de transfert de protons conduiraient ensuite a la formation de
OYDFLGH GpK\GURDVFRUELTXH HW j OD UpJpQpUDWLRQ GH (
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Figure48: Action antioxydante de I'acide ascorbique. a) Réaction d'oxydation de l'acide ascorbique
par I'oxygéne moléculaire, b) Réduction desquinones par l'acide ascorbique. Extrait de Bradshaw
et al., 2011,
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Figure49: Mécanisme de réduction des quinones par l'acide ascorbique corahti& la régénération
de I'espée phénolique. Extraitle Isaacs & van Eldik, 1997,

Cependant, comme dans lecasdu S@ D FL GH [\wtEgaldmdnTs¢ domporter
en preoxydant®1 (Q HIIHW LO VYR[\GH VHO Rcm@iawaRQ SUp
FDWDO\WVH PpWDOOLTXH FH TXL SUYRGoN dabX leScadUdR[\GH G
@fydation des composeés phénoliques, I©OHIRUPp HVW VXVFHSWLEOH GfrWu

réaction de Fenton et de former le radical hydroxyl trés réactif.

'H SOXV OfDFLGH GpK\GURDVFRUELTXH QYfHVW TXH OH
ascorbique! fDXWUHV FRPSRVpV UpDFWLIV SHXYHQW rWUH IRUPy
FHV FRPSRVpV DLHQW OD FDSDFLWp GTR[\G®U GLUHFWHPHC

/H SDVVDJH GHjOJHH I HR\BRMRW SURYLHQGUDLW GYXQH
concentration en acide ascorbitfite (Q HIIHW XQ GHV SURGXLWYV GYRI[\GI
aurait un pouvoir oxydant suffisant pour oxyder les composés phénoligues mais insuffisant pour
TXYLO VIH[SULPETDEGLEHpDPNGRHELTXH $LQVL OYDMRXW G}
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OLPLWHU OH EUXQLVVHPHQW GHV ERLVVRQV GDQV XQ SUH
oxydé, il se comporte finalement en fydant.

Lors de la production de boissons, il est coureh f X WLOLVHU FRQEBIRLQWHP
OYDFLGH DVFRUELTXH DILQ CWMLOILFIpWWU/DPHIYWHRYWVCEG K6 2V |
FRXSOHU OHV DFWLYLWpV GHV GHX[ DGGLWLIV (Q SDUWLI
réducteur que les compog@senoliques, il permettrait de limiter la propagation de chaine lors
GH O-%ydawdRr du S@(voir Travaux Antérieursparagraphg.4.]). Le SQ pourrait de
pusVH FRPSOH[HU DYHF OYDFLGH GpK\GURDVFRUELTXH SURC
Figure50)'*® pYLWDQW OD IRUPDWLRQ G 9D XWOkpgrtSneR @X LWV G
RI\GDQW %LHQ TXH OHV DXWHXUV QTHQ D ¥HiQWite8tDV PHQ'
OfYDFLGH GpK\GURDVFRUELTXH HVW VLPLODLUH j FHOXL IR
réduction |Figure 47). Il est donc pssible que la formation de ce complexe conduise a la
UpGXFWLRQ GH OYDFLGH GpK\GURDYVFR Cependdém, plusiedisQ p UD Q
DXWHXUV VIDFFRUGHQW VXU OH IDLW TXH OTR[\GDWLRQ GF
excessive de SOT XL UpDJLW HQ HIIHW DYHF OHM¥8RUR[\GH GTK\GUR

Figure50 : Réaction du dioxyde de soufre avec l'acide déhydroascorbique, issu de I'oxydation de
I'acide ascorbique. Extrait de Bradshaw et al., 26fP1

(Q FRQF O Xydatid de®© doRposés phénoliques, causée par les procédés de
WUDQVIRUPDWLRQ GHV SRPPHVY HQ ERLVVRQV HVW j OfTRUL
DX[ SURSULpWpV PRGLILpPpHVY &HV FRPSRVpV VRQW UHVS
caracteéristiquesIDQROHSWLTXHYVY GX SURGXLW ILQL WHOOHV TXH C
DXVVL DYRLU XQ LPSDFW VXU OYDSSDULWLRQ GH WXUELGL\
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3 Les troubles des produits cidricoles

3.1 Nature des troubles

/ITDVSHFW WUR XE O HQ0 & g Xdifudioi tRLa/IMReGE phivads @articules de
taille colloidale (1 nm a 1 um) en suspen$®én & THVW FHWWH GLIIXVLRQ TXL H
ou par les appareils de mesure de la turbidité. Il arrive qupaeikules soient de taille
VXIILVDPPHQW LPSRUWDQWH SRXU rWUH GLVWLQJXpHV j OF
particules dépasse une limite dépendant de leur densité comparée a celle du liquide suspendant,
elles ont tendance a précipiter.

LesbRLVVRQV FLGULFROHYVY SHXYHQW r'WUH FRQIURQWPpPHY\
GTRULIJLQH FKLPLTXH ELRORJLTXH RX FULVWDOOLQH

311 /HV WURXEOHY GTRULJLQH FKLPLTXH RX WUR?

/IHV ERLVVRQV FLGULFROHV VRQW -&dit&/qué X&/ SR Q@asLRQV F
VXVSHQVLRQV GH SDUWLFXOHV DIIHFWpHYVY GI1XQ PRXYHPH
€galement appelé agitation thermique, correspond aux mouvements incessants et aléatoires de
particules et résulte des chocs de ces particules contre lésutes! du liquide suspenddiit
Les particules colloidales sorg thille largement supérieure a celle des molécules du liquide
suspendant. Traditionnellement, le domaine colloidal couvre des particules allant du nanometre
au micrometr¥8, La densité des colloides peut étre supérieure a celle du milieu suspendant,
mais le mouvement brownien permet a la suspension de rester stable indéfiniment. Le
mouvement brownien augmente lorsque la taille des particules diminue, lorspo®$ité du

fluide décroit ou lorsque la température augmente.

Les troubles dits colloidaux sont des troubles de nature phgisicogue provoqués par
des interactions entre les composants des boissons. En effet, les molécules en solution, en
relation aec les conditions du milieu, peuvent former des complexes de taille suffisante pour
TXYLO \ DLW DSSDULWLRQ GTXQ WURXEOH /HV SURWpPLQHYV
acteurs principaux de la formation de trouble, seuls ou conjoin PRt Les
SRO\WWDFFKDULGHVY SRXUUDLHQW pJDOHPHQW rWUH j OfRL

sembleraient surtout jouer un réle promoteur ou inhibiteur sur les troubles impliquant protéines

et/ou composés phénoliqrjé'u17 186193 Les interactions mises en jeu dans la déstabilisation

colloidale dépendraient de la composition des boissons en ces trois acteurs principaux, mais
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aussi des autres caractéristiques du milieu comme les ions minéraux erfgqﬂf}ﬁ 95
ITI le pHE9 9% la teneur en alcgof™¥’] et des conditions de fabricatf8#*°. La nature

et les mécanismes de ces interactions sont développés daamgfaphﬂ des Travaux

Antérieurs

Figure51: Comparaison d'un méme cidre avec et sans trouble physibimique.
3.1.2LeV WURXEOHYV GTRULJLQH ELRORJLTXH

Lestroubles de nature biologique résultent de la présence des microorganismes eux
mémes ou de leur activité métabolique. En effet, les molts de pomme contiennent naturellement
XQH IORUH OHYXULHQQH HW EDFWpPULHQQH TXLeHVW pO
pasteurisation. Cependant, lorsque ces étapes ne se déroulent pas correctement, les
microorganismes peuvent se développer a nouveau et un trouble se forme lorsque les
populations atteignent & 10 cellules par millilitré’. Dans le cas des cidres, des levures du
genre Saccharomyceséalisent la fermentation. Si cette derniére est compléte, les levures
épuisentle milieu, meurent et sont éliminées par filtration. Par contre, si la fermentation est
DUUrWpH DYDQW OfpSXLVHPHQW GHV UHVVRXUFHV SDU ILO
pasteurisé, des repousses levuriennes peuvent étre observées elUaddén® f{DSSDULWLR
WURXEOH 'H PrPH OHV SURGXLWY SHXYHQW rWUH FRQWDRP|

3.1.3 Les troubles cristallins

/HV ERLVVRQV SHXYHQW rWUH FRQFHUQpHYVY SDU OfDSS
producteurs de biere SOHRRQIURQWpV j OfDSSDULWLRQ GH SUpFLSLW
peuvent étre le siége deprécipitations tartriques'®®. Ce terme de précipitation estusif
SXLVTXTLO VIDIJLW HQ UpDOLWp GH SKpQRPgQQHV GH FULVYV

avec le potassium ou le calcium pour former des cristaux de tartrate de potassium ou de calcium.
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/IYDFLGH R[DOLTXH UpDJLW G Hdedesesdettsidamshe® boidSonsEépens L O L
deleur concentration en relatoB YHF OHV FRQGLWLRQV GX PLOLHX $LQ\

en tartrates ou en oxalates, ces derniers cristallisent et se déposent.

/D WHPSpUDWXUH HW OH modificht Gbplubiki® qeR@rtrétéeéa P LO L H X
cristallisation est possible a de plus faibles concentrations lorsque la température diminue ou
TXH OH WDX[ GTpWKIORW DK JIPIHOWHOD FURLVVDQFH GHV FL
présence de composés tels que les polyphénols et les prdféiBesffet, ces composés sont
adsorbés en surface des cristaux et empéchent ainsi leur croissance et donc leurigmécipitat

%LHQ TXH OHV RULJLQHY GHV WURXEOHY VRLHQW YDUL
WURXEOHV FR@arR w@& OrEybled- fidd \d\Wles interactions entre les différents
constituants organiques des boissons tels que les polyphénols, ogsngs et les

polysaccharides.

320pWKRGHYV GfpWXGH GH OD IRUPDWLRQ GX WU

La formation des troubles colloidaux dans les boissons est étudiée grace a de
nombreuses méthodes qui permettent de comprendre a plusieurs échelles les différents aspects

des inteactions entre les molécules impliquées.

3.2.1 Méthodes optiques

3.2.1.1 Turbidimétrie et néphélométrie

La turbidimétrie et la néphélométrie sont deux techniques permettant de mesurer ou de
VXLYUH OYDSSDULWLRQ GH OD WXUELGLWp

La turbidimétrie mesure la lumieéteansmise a travers un échantillon et obéit a la loi de
BeerLambert??:
. S, , *t ~
iLF-2Z 43 pLOé

2¢ 2 HVW OD Y KXId BhigBduidp chBmin optique, DI LQWHQVLWp GH OL
LQFLGHQWH HW , OTLQWHQVLWp PHVXUpH GH OD OXPLqUH \
GH YROXPH HW 1 OD VHFWLRQ HIILFDFH GH GLIIXVLRQ
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/ID WXUELGLPpWULH HVW OfXQH GHV SUHPLqUWheg PpWKR
GH IRUPDWLRQ GH WURXEOH HW FRQWLQXH GYfrWUH ODUJHP
une information qualitative sur la formation de trouble, mais elle ne donne pas acces a la taille
RX DX QRPEUH:GTIDJUpJDWYV

La néphélométrie mesure la lumiére diffusée dans une direction donnée, classiqguement
a 90° par rapport au rayon incident. Elle est beaucoup utilisée et fournit une valeur au niveau
de troulte en NTU (Nephelometric Turbidity Unit). La concentration des suspensions étudiées
peut étre relativement faible. En effet, Chai3ém observé la possibilité ddétection de
particules a des concentrations de quelques milligrammes par litre. Elle peut donner acces a la
taille des agrégats si les particules sont petites et idertigu@spendant, les échantillons trés
WXUELGHY QH SHXYHQW rWUH DQDO\VpV DYHF ILDELOLWp H

la lumiére incident®®,

Dans ces deux techniques, les différents appareils de meslifférsancient surtout par
OD VRXUFH GH OXPLqUH (Q HIITHW XQH VRXUFH GH OXPLqU
la coloration dans le cas des boissons. Cependant, la détection des petites particules est plus
IDLEOH j FHWWH ORQJke XaUlurgidr®k Qldadhe deteOtd Im@irkHes petites

particules, mais la mesure peut étre perturbée par la coloration de la boisson.

7TXUELGLPpWULH HW QpSKpORPpWULH VRQW GH¥ RXWLQOC
formation de trouble largement ItlﬂéFrgg"lSOlBl 9 ZOﬂFWE En effet, ces techniques sont
aFFHVVLEOHY HW IDFLOHV GI{XWLOLVDWLRQ &HSHQGDQW

morphologie et la structure des agrégats.

3.2.1.2 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

/ID GLIIXVLRQ G\QDPLTXH GH OD OXPLqUH GH OYDQJOD
pHUPHW GYREWHQLU OH UD\RQ K\GURG\QDPLTXH GTXQH SDI
sphére théorique qui aurait le méme coefficient de diffusion que la particule. Le rayon

hydrodynamique correspond donc au rayon de la particule solvatée.

/ITDSSDUHLOH3MMXUH DX FRXUV GX WHPSV OTLQWHQVLWp
particules en suspension. En effet, les particules étant soumises au mouvement brownien, la
GLIIXVLRQ QTfHVW SDV FRQWLQXH 2U OH PRXYHPHQW EUR

60



SRXU OHV JURVVHV SDUWLFXOHV $LQVL OfLQWHQVLWp GLI

cours du temps que dans le cas des grosses parti€igeseb2).

Figure52 W >[]vS8 ve]Ss o opu] & J((ue % E 0 * % S]S ¢ % ES] pO *
S u%oe < O[]vS ve]S J((He %o E 0 » PE}ee o % ES] po X
/I TREMHFWLI GHVY PHVXUHV GILQWHQVLWpP GLIIXVpH HV\
P66 v FDU LO HVW GLUHFWHPHQW OLp DX UD\RQ K\GURG\C
StokesEinstein:
.F6
xe Mg
Ou kg est la constante de Boltzmann (J/JR), OD WHPSpUDWXUH DEVROXH

dynamique (Pa.s) etk rayon hydrodynamique des particules (m)

&L

/ITREWHQWLRQ GX FRHIILFLHQW GH GLIIXVLRQ ' QpFHV
GRQQPHV GILQWHQVLWpP GLIIXVpH cor@lgraur XeXsighal Eripdgidtté WHP S
est comparé a wPrPH HQ GLIIpUHQWYV LQVWDQWY FH TXL DERXW
H[SRQHQWLHOOH GpFURLVVDQWH GLWH IRQFWLRQ GIDXWRF
GH OD UDSLGLWp GpBROQXWLRQ GXJPDODQPOYROXIMOW UDSL
correspondant a de petites particules, se traduit par une penteetdrt\aersemerlT .
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Figure53: Exemples de fonctions d'autocorrélation obtenues a partir de I'appareil de DLS Vasco lll.
> JuE&E EIuP JEE *%}v %oO e %o S]S o %o ES] MO ¢ <U 00 * %o
bleue.

/IRUVTXH OTpFKDQWLOOR GLVUWWM ARQRG IQ\HS HFRQ W L AR W

GH SDUWLFXOHV OD IRQFWLRQ GIDXWRFRUUpODWLRQ HVW

%i; L I8 'FATN
2« + HVYW OH FRHIILFLHQW GH GpFURLVVE@®H GH OYH[SF

&HSHQGDQW GDQV OH FDV GT1XQ pFKDQWLOORQ SRO\GL
plus étre représentée par une exponédt@H VLPSOH PDLV GRLW SUHQGUH OL
GIXQH LQWpPJUDOH VXU XQH GL¥WULEXWLRQ GH GpFURLVVD

1
C5:0; L+ ):A t3:FAL @
4

(QILQ OH WUDLWHPHQW GH OD IRQFWLRQ GIDXWRFR
GIDFFpGHU DX FRHIILFLHQW GH GLIIXVLRQ /H WUDLWHPHQ
TXL HVW EDVpH VXU OJK\SRWKQqVH GTXQ pFeoef@ient®@ORQ PR
GLIIXVLRQ HVW GLUHFWHPHQW OLp DX WDX[ GH:GpFURLVVD

&LA
M-

2« T HVW OH YHFWHXU GH GLIIXVLRQ HW HVW GRQQp SD

a
ML— ece:
a t

2¢ Q HVW OTLQGLFH GH UplUDF®ILRQGGXGAL DXL G KP L oM
OYDQJOH GH GLIIXVLRQ
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'DQV OH FDV GYXQ pFKDQWLOORQ SRO\GLVSHUVH &XP
SDUWLFXOHVY SRQGpUpH SDU OTLQWHQVLWp GLIIXVpH SDU F

'"{DXWUHYVY DOJRULWKPHV XWLQVVGEHK WRXIUEFHI @ QDINXNWRE R ¢
SHUPHWWHQW pJDOHPHQW GYREWHQLU OH RX GDQV FHUW
particules en suspension. Ces algorithmes fournissent soit une distribution de tailles autour
GITXQH WDLOOH PR\HQL bbit tmke BigtrithuttoX BUXoOr€) plusieurs tailles ou

encore plusieurs tailles discrétes.

/[HV WHFKQLTXHVY DFWXHOOHY GH '/[6 GRQQHQW DFFqV |
guelgues nanometres a quelques micrometres. La DLS permet ainsi de déterpriésence
GILQWHUDFWLRQV HW GH VXLYUH OHYV F'lE@lﬁc\Tlﬁi%@%v GTDJUp

3.2.1.3 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

/ID GLIIXVLRQ GHV UD\RQV ; DX[ SHWLW&#&s mafcu@sidé 63$;6
guelques angstroms a plusieurs centaines de nanometres. Cette technique donne acces a la taille
HW OD IRUPH GHV SDUWLFXOHYV DLQVL TXYj OD VWUXFWXUF
le mélanﬁlfl Cependant, |&BAXS est peu sensible et nécessite des échantillons tres
concentrés ce qui est suscégptP H GIDFFHQWXHU OHV SKpQRPgQHV GTDJL
est tres sensible a la présence de grosses particules et la moindre agrégation peut nuire a la
TXDOLWp GH OTDQDO\VH $LQVL JpQpUDOHéntiiQgss asdHV pFKD
analyse en SAXS.

/ID WHFKQLTXH UHSRVH VXU OfLQWHUDFWLRQ GTXQ IL
POHFWURQLTXHYVY GHV PROpFXOHV GIXQ pFKDQWLOORQ TXL
multiples directions. Un détecteur mesure le signal diffudé SIH W LWV Ex@idkCGilés FTHV W
DQJOHV WUQV SURFKHV GX UD\RQ LQFLGHQW (Q HIIHW OD
GH OYDQJOH GpSHQG GH OD VWUXFWXUH GHVY SDUWLFXOHYV
courbe obtenue fournitne représentation mUp FKHOOHY GH OTREMHW REVHUY¢

3.2.1.4 Dichroisme Circulaire

/[H GLFKURwVPH FLUFXODLUH HVW OD SURSULpWp GH
lumiére en fonction de la polarisationdecelde & THVW OH FDV SRXU Oé$V VXFUF
PDLY OD VWUXFWXUH VHFRQGDLUH GHV PROpFXOHV LQIOXH
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des spectres de dichroisme de protéines permet de repérer des changements dans leur structure

secondaire consécutifs a des interactions avec les polyptgngis ==

322 OpWKRGHV SK\VLFRFKLP lvatroés Ggtetddtidng HV G TR
entre macromolécules

3.2.2.1 Titration calorimétrique isotherme (ITC)

La titration calorimétrique isotherme (ITC) est utilisée pour distinguer les changements
thermodynamiques provoqués par des interactions réversibleesEbeaucouptilisée dans
OTpWXGH GHV LQW kptbtéiﬁ@ ¥t B \SSIKym® Re&3ure directe de la
FKDOHXU GpJDJpH RX DEVRUEpPH O RtuUre d6 libiso$pBi ODE,QesVVHPH
FKDQJHPHQWYV &gt Q W/ USRU5p\MH @ Rixiroghhbek| et Wey changements de
FRQIRUPDWLRQ DORUV TXH OHV FKDQJHPHQWYV GYfHQWKD
hydrophiles$®,

11, 7& SUYNHOHY DYDQWDJHYV GYfrWUH WROpUDQWH j OD S
par la taille des espéces interagis€dnt ,O VIDJLW G{XQH piacKoBHet@ditd HFW H
WHFKQLTXH SHUPHW GYpYDOXHU OfLPSDFW{GHZ S *VWUXFW
m &HSHQGDQW OfY,7¢HQVHEWHSDRUWUXW OD WHPSpUDWXU
interactions et elle nécessittedA&J DQGHV TXDQWLWpPV GTpFKDQWHPHOORQ DL
Enfin, cette technique est relativement difficile a utiliser tant lors de la préparation des

édhantillons, la concentration devant étre déterminée trés précisément, que lors de
OfLOQWHUSUpWDWLRQ GHV UpVXOWDWYVY REWHQXV 'H SOXV

compliquée lorsque les molécules utilisées présentent une large distributidresté tai

3222 &KURPDWRJUDSKLH GYH[FOXVLRQ VWpULTXH

/ID FKURPDWRJUDSKLH GfH[FOXVLRQ VWpPpULTXH 6(& HWV!
sur gel perméable (GPC). Cettehnigue chromatographigpermet de séparer les composants
G 1 XQ P p (ob l@ur khild.Hinsi, connaissant la taille des espéces en présengeeratiet
de repérer la formation daisons HW GTHVWLPHU OD R Dd_@eruiatdrdesFRP SO
V\VWqPHV SDU H[HPSOH SDU OfDMRXW GH GpWHUJHQWYV SH
G 1DV V RE Erwsdt eQ utilisée dafescontexte de la formation de trouble, mais a permis
GIpWXGLHU OD |RUPDWLRQp@téinE%ﬁﬁ@ﬁH[HV SRO\SKpQROV
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3.2.2.3 Electrophorése capillaire

ITPOHFWURSKRUQVH SHUPHW G HiryhplSliBe | cbinditienHéé palR P SR V
leur rapport chargef/taille, dans un électrolyte soumis & un champ électrique. Contrairement a
OYfpOHFWURSKRUqVH WUDGLWLRQQHOOH OD VpSDUDWLRQ
GTXQ FDSLOODL U HteUEERS ©dhniGue pminihfukigdde ReEX \complémentaire aux
techniques de chromatographie et a été utilisée pour évaluer la capacité de polyphénols de se
lier a des protéiné¥. (Q HIIHW OD PRELOLWpP GYXQ FRPSOH[H HVW G
OH FRQVWLWXDQW /fpOHFWURSKRUgVH FDSLOODLUH SUpVl
QpFHVVLWH TXH SHX G¢YpFKDQW#OGepeqlakt ettd fashniquiz e GH j
SHUPHW SDV GYIDFFpGHU j GHV LQIRUPDWLRQV VXU OD VWU
GTpWREGDHUQLWpPp HQWUH OHV FRPSRVpV HQ SUpVHQFH

3.2.3 Méthodes spectroscopiques

La spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse
06 VRQW GHV WHFKQLTXHV LQLWLDOHPHQW XWLOLVpHV
Cependd QW HOOHV VRQW GH SOXV HQ SOXV HPSOR\pHV SRXU

en donnant accés a la structure précise des complexes formés.

3.2.3.1 Spectroscopie a résonance magnétique nucléaire

/D VSHFWURVFRSLH 501 HVW XQH W HreKigfdrmatish SHUPH
VWUXFWXUDOH SUpFLVH VXU XQH PROpPFXOH pWXGLpH (O¢
PROpFXOH j DGRSWHU XQH RULHQWDWLRQ GRQQpH SDU DSS
SRXU FKDFXQ OD TXDQWLWp G fierQette diieHtapp. Faste\Dantitdd S R X L
GIpQHUJLH HVW FDUDFWpULVpH SDU XQH YDOHXU DSSHO
OfHQYLURQQHPHQW pOHFWURQLTXH GH OTDWRPHHpWXGLp
BC, ™N, F ou®'p.

/IRUVTXYLO \iob ebtrd \MvIEduRAE déplacement chimique des éléments
impliqués variesoit en raison de la formation de liaisons, soit & cause de changements de
conformation induits par les interactiéffs La spectroscopi®@MN permeW GRQF GJLGHQW

précisément les sites de liaison et de déduire les mécanismes des interactions ainsi que les

constantes de dissocialf”ﬁlfl 24027 Cependant, cette technique requiert des
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échantillons trés concentrées ddpJ IDLWHPHQW VROXEOHV FH TXL QpFHVVL'
éloignés des conditions naturelles dans lesquelles ont lieu les intefadttts 2‘”1

3.2.3.2 Spectrométrie de masse

/ID VSHFWURPpWULH GH PDVVH 06 VpSdéddkuQapporERPSRYV

masse/charge (m/z). Cela permet de repérer la formation de complexes, notamment entre

composés phénoliques et proté ?rﬁi%‘m“e Les techniques de spectrométrie de masse sont
diverses LO H[LVWH SOXVLHXUV PRGHV GYfLRQLVDWLRQV FRXS

ParmilesSPRGHY GTLRQLVDWLRQ OHV SOXV XWLOQOéx¢pV GDQV
VRQW OYLRQLVDWLRQ SDU pOHFWURQ pB%0dt M déstiptRiX (6, (O
ionisation laser assistée par matrice ou MALDI (Ma#kssisted Laser
Desorption/lonizatiofff=4**y (Q HIIHW FHV GHX[ WHFKQLTXHYV SHUPH
douce de grosses molécules maissades complexes non covalefits 'TXQH SDUW O/
UHSRVHWDOLWOWLRQ GH OfPpPHISIQHFpPOHRWQUEGTXE FRXUDQ\
SHUPHW GH WUDQVIpUHU GHV HVSqFHV GH OD SKDVH OLTX
courant électrique, la solution est dans un premier temps dispersée en geufietettes.
(QVXLWH OH VROYDQW VYpYDSRUH HAW(FQUs4L R Qartir VRQW |1
GYHVSQFHV QHXWUHV O HSsblutiBn@l dehR @ phas®daR pV GDQV OD

Figure54 : lllustration du principe de l'ionisation par électronébuliseur (ElectroSpray lonization ou
ESI). Extrait de Ho et al., 2083

'DQV OH FDV GX 0%$/', OYpFKDQWLOORQ HVW PpODQJp j .
YDSRULVDWLRQ GH VRQ VROYDQW /D PDWULFH FULVWDOOL
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GITXQ ODVHU )LQDOHPHQW XQH SDUnivletllas dletiddergi BadtIH V H U
ainsi ellesmémes ionisées. Les ions formés sont majoritairement {tiwan@és, mais peuvent

aussi étre mukiFKDUJpV &THVW HQ SDUWLFXOLHUcotddnde®d¥ GHV Sl
PpFDQLVPH H[DFW GYDRR FIROQMWKLBEQ M B®OWHWFDV GX 0$/', PDLV
PDWULFH SHUPHW GYfLRQLVHU OHV DQDO\WHYV GH IDoRQ GR:

/1(6, SHXW rWUH FRXSOpH j GLIIpUHQWY DQDO\VHXUV Ul
induisant desléplacements des ions. Leur trajectoire est mesurée et corrélée au rapport m/z qui
SHXW DLQVL rWUH GpGXLW J/H VLPSOH TXDGUXS{OH QH SHI
SUpVHQWYV 'IfDXWUHV DQDO\WHXUV FRPPH OHssWaggeeOH TXD
WUDSSH GYLRQ SDU D QDrotRp) Helbenteh plu§ Darien@rLids iens et
IRXUQLU OHV UDSSRUWYV P ] GHV LRQV ILOV &HOD SHUPHYV
OfLGHQWLILFDWLRQ GH FRPSOH[HV

Le MALDI est généralementR XSOp j XQ DQDO\WHXU j WHPSV GH YRC(
«Time Of Flight2 8QH DFFpOpUDWLRQ HVW LPSRVpH DX[ LRQV SD
OD ]RQH GYDFFpOpUDWLRQ /D YLWHVVH DFTXLVH ORUV GH
P] GHR®T /TLRQ HQWUH DOR U Vit&sgatrav€rsét dibeHesOnesiréeO HW O
et permet de calculer le m/Le TOF est trés résolutif dans le calcul des m/@etUPHW GIDYRL
acces a ungrande précision de mesure des masses, comparé auxaaalyseurs

/ITLQWpUrwW GH OD VSHFWURP pWdddsite @eél faibe \qvadtittd VW T
GIpFKDQWLOORQ HW SHUPHW GH GpWHUPLQHU OH PpFDQL
complexes formés*®® &HSHQGDQW OTREVHUYDWLRQ Gé¢ipérReRP SOH[F

pas de prouver de fagcon certaine que ces associations soient comparables sdiqsnitm@

]

3.2.4 Méthodes basées sur la précipitation

/I fpWXGH GH OD IRUPDWLRQ GYDJUpJDWYV HW GH OHXU S
entre les macromolécules en solution pour différentes structures et dans différentes conditions

environnementals. Cela permet de déduire le type de liaisons impliquées.

En solution modeéle, des quantités connues de différentes especes chimiques sont mises
en contact et les éventuels complexes insolubles formés sont isolés par centrifugation ou

filtration. Des dosges sont alors effectués dans le surnageant et/ou dans le culot ce qui permet
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de déterminer la nature des composés ayant interagi ainsi que les proportions dans lesquelles

ils sont présents dans les agrégats. De plus, les conditions expérimentales gphicepré
GTpWKDQRO VDOLQLWp WHPSpUDWXUH HWF SHXYHQW YD
liaisons impliqué@T &HWWH WHFKQLTXH HVW UDSLGH HW IDFLC
SHXW FRQGXLUH j GHV HUUHXUV G 1LQ WidwsSdeép &siea¥d éhQ G D C
solutionpeuventV { D BWWRpJIJHU &THVW OH FDV SDU H[HPSOH GDQV ¢
protéines et composés phénoliquesF HV G H U Q-{agtég®ht ¢ QUX \dbRduit & une

surestimation du nombre de polyphénols $&s protéines®.

325 /TH[WLQFWLRQ GH OD IOXRUHVFHQFH

/TH[WLQ Fagvdnéhipg») @e la fluorescence correspond a la duion du
rendement quantique de la fluorescence émise par un fluorophore. Elle est induite par des
interactions variées avec une molécule extinctricquencher)®®3 Il existe deux types
GIHWLQOEWHLRPVLQFWLRQ G\QDPLTXH UpVXOWH GH FROOLVLF
IOXRURSKRUH DORUV TXH OTH[WLQFWLRQ VWDWLTXH HVW C
acteurs. DanOHV GHX[ FDV OYfYH[WLQFWLRQ GH IOXRUHVFHQFH QG
entre le fluorophore (typiquement une protéine) et la molécule extirfétrita technique
GIH[WLQFWLRQ GH IOXRUHYVFH Q Habeling 2 SE FRANQ HWRIRHO ¥ WX @HL VRpA
étudier des protéines contenant un fluorophore accessible a une molécule extinctrice. La

fluorescence émise est alors mesyraeun fluorimétre.

Cette technique est utilisée en solutions modéles pour étudier les interactions
polyphénolsprotéines via la fluorescence intrinséque du tryptophafé « ,0 VIDJILW G{XC
méthode sensible, simple et rapide qui permet de détéfldinOD VW °FKLRPpWULH HW (
liaison.>«@ (OOH SHXW rWUH XWLO*P*Fhiet daGs des Oratdicef PRG(q

alimentaire$>»?2%2

3.3Les solutions technologiques pour prévenir et lutter contre le trouble

3.3.1 Tests prédictifs

La plupart des producteurs de boissorid A FR XUV j GHV WHVWYV SUpGLFWL
WURXEOH &HV WHVWV UHSRVHQW VXU GHV WHQWDWLYHYV
conditions extrémes. Le plus souvent, les boissons sont soumises a de hautes températures

pendant un temps donrmggus agitation ou en alternance avec des périodes de mise au froid.
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/I YNREMHFWLI GH FHV WUDLWHPHQWY HVW GH UHSURGXLUH G

conditions normales aprés une plus longue période.

Dans les vins blancs, le stockage &haleur accélére la dénaturation des protéines,
phénoméne supposé responsable de la formation de trouble dans le temps. Le test le plus courant
et le plus fiable consiste am chauffage au baimarie a 80f & SHQGDQW PLQ VXL
refroidissement peraoht lequel apparait le trouble évenfd®IlUn test prédictif a également été
mis au point pour les produits cidricoles par Bohuon et Dritféam 1976 et consiste a étudier
OD VWD E L Quit\8hpe Gdinepast BFh a8Dpus 1 h a OC. Le trouble observé disparait
aprés un nouveau réchauffement, mais finit par devenir irréversibleGsfpFKDQWLOORQ
nouveau refroidi. Ce test est directement inspiré du test de De €lemik au point pour la
biere en 198 : la biére est comsvée a 68C puis plongée dans la glace 3 h chaque jour. Une
biere présentant une excellente stabilité colloidale reste limpide dix jours dans ces conditions.
8Q DXWUH WHVW SUpGLFWLI UDSLGH GDQV OD ELqQUH FRQV

froid puis par une mesure du trouble.

3.3.2 Maturation au froid

Une approche traditionnelle de maitrise de la formation de trouble aprés embouteillage
consiste réalablemenstockerla boisson au froid pendante période prolongée. En effet,
une température déite est susceptible de diminuer la solubilité de complexes qui paloent

étre éliminés par filtration ou centrifugatiéf

3.3.3 (OLPLQDWLR Qe@ga®urR X SO XV

8QH PpWKRGH FRXUDPPHQW XWLOLVpH UHSRVH VXU C
facteurs impligués dans la formation du trouble. Le plus souvent, les polyphénols et les

protéines sont visés par ces méthodes.

3.3.3.1 Ultrafiltration

/I TXOWUDILOWUDWLRQ SHUPHW GH VpSDUHU GX VROYDC
et 1000 kDa. Ainsi, ce traitement utilisé pour la stabilisation de jus de fruits et de vins permet
GIpOLPLQHU XQH JUDQGH SDUWLH G H ¥s gheRlyyes I@aiteame@ R O\V D
polymérisgS€Y™ /9 X O WibnDaveduw dutidf de 10 kDapermet de stabiliser des via%

Cependant, danle cas des bieres comme des champagnes et des cidres, les protéines sont

impliquées dans la mousse et les éliminer de maniére non sélective est incompatible avec la
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fabrication de ces boissons. De plus, la formation précoce de particules de trouble peut
provoquer des problémes de colmatage des membranes de filtration, rendant cette technique
fastidieusé&®.

3332 8WLOLVDWLRQ GTIDGVRUEDQWYV

/IHV SURGXFWHXUV RQW IUpTXHPPHQW UHFRXUV j GHV D
troubles dans des boissons par élation des polyphénols ou des protéines. Ces adsorbants
interagissent avec les composés visés, formant des complexes qui peuvent étre facilement

éliminés par centrifugation ou filtration.

'fXQH ®DUBHQWRQLWH HVW XQH [Rtpididnes GHaddniHo W D Q W
spécifique et est utilisée de facon quasi systématique lors de la fabrication du fWIBFgrc
m &HSHQGDQW VRQ XWLOLVDWLRQ HQWUDLQHEPIE‘? 8y XQH S|
elle reste inutilisable dans le cas des boissons gazeuses ou des protéines sont nécessaires a la
prise de mouss® $ OYLQYHUVH OD VLOLFH HVW VSpPFLILTXH G&F
IRUPDWLRQ GH WURXEOH HW QYfpOLPLQH?S Dans@atiéreSIs RWpLQ
VLOLFH SHUPHW GYHQOHYHU GHV SURWPLQHY LPSOLT
interagissant de la méme facgue les polyphénols. Cependant, dans le jus de pomme, seuls

20 % des protéines sont élimimpar la silice probablement parce que les sites de liaison des
protéines a la silice peuvent étre satypés les nombreux polyphénofgésents dans ces

boissong%4,

'Y{DXWUH SDUW OD JpODWLQH HVW XQH SUf&gel QH WUC
dHV SRO\SKpQROV GDQV OHV MXV GH SRPPH &H FROODJH P
FHUWDLQV SRO\SKpQROV HW SHUPHW GYfHQOHYHU OHV FRP!
&HSHQGDQW OfXWLOLVDWLRQ GH OD it¢pedeatibeimtroddite HO O H
WURS LPSRUWDQWH SUpVHQWH OH ULVTXH GIDXJPHQWt
susceptibles de former du tro@lﬂ Ainsi, si au cours du stockage les composés
phénoligXHV VLPSOHV UHVWDQW GDQV OH MXV VIDJUgqJHQW SI
VRQW VXVFHSWLEOHV GH UpDJLU DYHF OHV UpVLGXV GH Jp

excédentaire peut étre enlevée par ajout de be ﬂ‘??ﬁ?% Un traitement supplémentaire a la

polyvinylpyrrolidoneinsoluble Polyclar AT), un polymere de synthése se rapprochant par sa

structure des protéines riches en proline et reproduisancapacité a se complexer avec les
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composeés phénoliques, peut aussi servir a élimeerplus les polyphénols non tanins
QILQWHUDJLVYVDQWnaiB §ui poviisaienOpBécipjied a4 sbite

'"{DXWUHYV SURWpPpLQHY DX FRPSRUWHPHQW VLPLODLUH ¢
cas parH[HPSOH GH OfDOEXPLQH HW G{X®Qinflad0 toley@eH GH S|
poissor*® 8Q DXWUH WUDLWHPHQW SHUPHWWDQW OfpOLPLQDW
de polyamines. La plus courammarilisée est la PVPP (polyvinylpolypyrrolidorté&j qui
possede une structure proche de celle de la polyproline et se lie aux composés phénoliques de
la méme facon que les protéines engendrant le trouble. La PVPP est trés efficace dans les
boissons riches en polyphénols, maiseraitboeaucop moinsselon Siebertlans les boissons
qui en sont pauvré® & THVW Q gbn@i&le @ plus efficace pour lutter contre le trouble
dansles bieresCependant, les composés phénoliques occupent des réles prédominants dans le
golt (amertume, astringence) et la couleur des boissons, en particulier cidricoles, et leur

élimination a un effet certain sur les caractéristiques des produits.

Ainsi, les technigK HY SHUPHWWDQW GYpOLPLQHU XQ RX SOXVL
WURXEOH VRQW WUqV FRXUDQWHYV HW SUpVHQWHQW XQH F
&HSHQGDQW HQ SOXV GTXQH GLIILFXOWp GH PLViENtHQ °XYU
GH PRGLILHU OHV SURSULpWpV RUJDQROHSWLTXHV GX SUF
JREW HW OTDU{PH

3333 8WLOLVDWLRQ GYHQ]\PHV

'HV HQ]\PHV SURWpPRO\WLTXHV j ODUJH VSHFWUH RQW p
trouble dans la bief&'. Elles agissaient en clivant les chaines peptidiques des protéines liées a
des polyphénols, réduisant ainsi la taille des agrégats. Cependantnattasélectives, ces
enzymes dénaturaient également des protéines nécessaires a la prise de mousse et ont été
abandonnées au profit des agadsorbants. De plus, les liaisons peptidiques impliquant des
prolines sont particulierement difficiles a clivekH TXL OLPLWH IRUWHPHQW Of
HQJ\PHV VXU OD IRUPDWLRQ GH WURXEOH 3RXU FHV UDLVR
des protéases spécifiques des prolines, a la fois efficaces sur les protéines responsables des
troubles (riches en pline), mais altérant peu les protéines de mousse (pauvres en gféline)
$LQVL XQH HQGRSURSpepdvshigerl ReivahDy@enes@disons peptidiques
lies a des prolines a été récemment introtitiitee groupe de Benucci a également mis en
DYDQW XQH EURPpODWQH GH WLJH GIDQDQDV S¥¥U VHV FL
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Cette enzyme est efficace libreais surtout immobilisée dans un réacteur a lit fixe. Elle permet
GIpOLPLQHU GH IDoRQ VSpPFLILTXH OHV dieR ¢ople@dntMal QW H U

composition en composés phénoliques et en minéraux du vin.

3.3.4 Autres méthodes

/ITRI\GDWLRQ GHV FRPSRWpaﬁalS(Mm(érI%l@Sparxqmvh@(@ﬂ_U
suspectée de jouer un role tres important dans la formation de trouble dans les boissons
cidricoleg™*"4*9*4 8QH VROXWLRQ WHFKQRORJLTXH SRXU OLPLW!
donc sur le contréle de c&tH R[\GDWLRQ YLD Of{XWLOLVDWLRQ GYDQW
soufre S@ HQ FRPELQDLVRQ DYHF OYDFLGH DVFRUELTXH /YLQ

au cours de leur fabricatiodoit également étre limitée au maximum afin de retarder la

formaton du trouble.

3RXU FRQFOXUH OfYDSSDULWLRQ GH WURXEOH GDQV OF
DX VHLQ GH OD ILOLqQUH FLGULFROH (Q S-Ehisitjues XadtLHU O
complexes et difficiles a prévenir. Cette problématigstecemmune a toutes les filieres de
production de boissons comme celles des biéres et des vins. Pour cela, de nombreuses études
VRQW PHQpHYV DILQ GIDSSRUWHU GHV pOpPHQWY GH FRPSLU
constituants moléculaires des boissagesponsables de la formation du trouble. En effet, la
FRPSUpKHQVLRQ ILQH GHV PpFDQLVPHV LPSOLTXpV GDQV V
solutions technologiques adaptées précisément et permettant la préservation de toutes les

qualités organoldfmues des produits.

4 QWHUDFWLRQV HQWUH PDFURPROpPFXOHYV
dans les boissons

4.1 Interactions entreomposéphénoliques

/ID FDSDFLWp GHV SRO\SKpQROV | -as3iiét @d avétkeQ WU H
pourrait étre un des mécanismasncipaux de la formation de trouble dans les boissons

cidricoles.
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4.1.1 Les interactions entre composés phénoliques, principales responsables
du trouble des boissons cidricoles

Des interactions entre composés phénoligoaesdepuis longtemps considéréesutoe
en partie responsables de la formation de trouble dans les produits cidricoles. Des 1968, Johnson
et ses collaborateurs révelent la présence, dans le sédiment de jus de pomme, de polyphénols
TXILOV FRQVLGQUHQW FRPPH LVYV X¥e Gaféétines, cBrsé&iibeElO H S R
leur oxydatioR®® Lesprocyanidines interviendraient elles aussi dans la formation de sédiments
par leurcapacité a former des liaisons intermoléculaike® XV OTHIITHW B e© TR[\G D'
meécanismes sont exposés dans le paraqﬁdhe Travaux Antérieuysen 1984, van Buren a
montréque la turbidité apparaissa@ DQV XQ MXV GH SRPPH WLWhRIikeNVp j OD
privé des protéinesVFHSWLEOHY GILQWHUDJLU DYHF OHV FRPSRV¢
a la concentration en polyphénols de cé®tus EHSHQGDQW LO FRQYLHQW GH C
bentonite, mPH j IRUWH GRVH QYfHVW SDV WRXMRXUV VXIILVE
protéine$® 3DU FRQWUH OfpOLPLQDWLRQ FRPSOQWH GHV WDQI
insoluble (Polyclar AT) empéche toute apparition de turbfthité (Q RXWUH ELHQ TXT
WURXEOH QYDLW pWp GpWHFWp SDU QpSKpORPpWULH %HY
microscopie la formation de particules de forme sphérique dans une solution non protégée de
OfR[WgFRQWHQDQW GHV SURF\DQLGLQHV LVVXHY. @GBIXQ MXYV
mémes auteurs ont observé dans des jus de pomme produits également en anaérobie mais
FRQGLWLRQQpPpV VDQV sumwaﬁtmm@@om@mms@qQH
Ces structures seraient issues dpdgmérisationde tanins, provoquée par leur oxydation et
aboutissant a la formation de mielbR XWWHOHWWHY LQVROXEOHhMIite&HV JRX
SRXU IRUPHU GHV JRXWWHYV GH WDLOOHYV GLYHUVHV SRVVp
GH FHVY JRXWWHYV IRUPHUDLW GHV VRUWHY GfHQYHORSSHYV
enveloppes pourraient elelBrPHYV V{DVVHPEOHU p&tRxed deRidublddJenO HV
formes de chaieg’* (Figure 56). Ainsi, ces auteurs décrivent deux mécanismes successifs
GTILQWHUDFWLRQV BQWQVHKGRUNSKIpIR OWibetall la @ffrRfdrc D W L R Q
GH OLDLVRQV FRYDOHQWHY j OfRULJLQH GTXQH DXJPHQWDYV

formant des petites particules sphériques en raison de leur caractére majoritairement

hydrophobe ensuite, ces gouttelettes de taninyp@risés interagiraient entre elles de fagon

non covalente, probablement par interactions hydrophdbegendant, la polymérisation

FRQVPFXWLYH j OTR[\GDWLRQ QYD SDV pWp LFL YpULILpH GELC

OH SDUDJUDSKHRQXGHYTRREDRWpPpY SKpQROLTXHV OfYR[\GDW
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IRUPDWLRQ GH OLDLVRQV LQWUDPROpPpFXODLUHV QYDERXW

polymérisation mais modifiant la conformation de la molécule et augmentant sa rigidité et son

hydrophdicité (voir Travaux Antérieurs,paragraph
OTK\SRWKgVH GTLQWHUDFWLRQV K\GURSKdgablés d¢QaVUH Ol

formation de trouble.

&HOD QYLQYDOLGH WR)>

Figureb5: Structures en forme de chaeés issues de I'agrégation de tanins en conditions anaérobies
et observées par microscopie électronique a transmission. Extrait de Beveridge et988 ",

Figure56 : Schémas des particules de trouble dans un jus de pomme produit en anaérobie. a)
Enveloppe constituée de microgouttelettes de tanins de différentes tailles, b) assemblage de
plusieurs enveloppe en structures en forme de chaés. Extrait de Bevédge et al., 1998

/9D xaggetiatRQ HQWUH FRPSRVpV SKpQROLTXHYV D XQ LPSD
OD IRUPDWLRQ GH WURXEOH TXf{HOOH HVW pJDOHPHQW VX
ailleurs a des protéin&s. Ainsi, les interactions entre composés phénoliques sont également
VXVFHSWLE O Vor@dtibrRds @ouble ktabifgrotéines.

La compréhension du comportement colloidal des composés phénoliques est aussi une
TXHVWLRQ SULPRUGLDOH H&ré@atRrodes hotypBéxdls/dsXddnsmigdeX W R

comme une cause importante de trouble \des

191}
b

212

La capacité des tanins a former des

particules de taille colloidale (31000 nm) en v

h‘)..

21

-2.( 3

etenbier€* PRGqOHV D GIDLOC
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ete déemontrée par plusieurs auteurs. Cependant, plusieurs autres auteurs deuteseuje

autc DVVRFLDWLRQ GHV WDQLQV VXIILVH j LQGXLUH OH WURX
WUqV SHWLWHYVY PLFHOOHYV @Y HCEpdBréndes II® sulidis (eOveR P qW L
GIXQH SDUW VTH[SOLTXHU SDU OD Q D Wefitd taill& (mexiEP SRV p V
WULPQqUH HW OHV FRQGLWLRQV H[SpULPHQWDOHV HW C
SUpDODEOHYV j Of{DVVRFLDWLRQ WHOOHYV OYR[\GDWLRQ

4.1.2 La formation de liaisons covalentesXQ SUpUHTXLV j OfDXWR
agrégatiordes tanin®

4.1.2.1 Oxydation

Les travaux de Beveridge et ses collaborateurs sur la formation de trouble dans les jus
GH SRPPH VHPEOHQW SRLQWHU GX GRLJW OYLPSDFW GH Of
GHV FRPSRVpV SKpPQROLTXHV VHPEOH rWUMA4XD 'JOXWHIHEK\L V
DXWHXUV VXSSRVHQW pJDOHPHQW TXH OD GLIIpUHQFH GH
différentes fractions de tanins de vins pddlt W SURYHQLU GTXQH GLIIpUHQFH
IUDFWLRQV OD IUDFWLRQ V{DJU¥/PJBanQulle pilveDéQb rettRE D E O H
HQ °XYUH OD GLIIXVLRQ GHWOMHMREOBQFRX[HS\HWHW VFRQOD
dfDLOOHXUV GSDVOQMRHM¥IMIMURQV QL GH IRUPDWLRQ GH FRPS
WDQLQV GH SRPPHV QRQ R[\GpV j GHV FRQFH®WUDWLRQV S

8QH GHV K\SRWKqQVHV IRXUQLHV SRXU H[SOLTXHU OfLPES
induire la formation de liaisons covalentes intermoléculaires entre {&eés) modifant ainsi
OHXUV SURSULpPpW pVs@vihtQ/dHavauk mméFRaQraﬁahag’(pr@HPourtant,
=DQFKL HW VHV FROODERUDWHXUV RQW PRQWUp TXH OfF
FRQGHQVDWLRQ GHV SURF\DQLGLQHYVY SDU OYpWDEOLVVHPF
polymérisation par liaisons intermoléculaif®s Cependant, ces auteurs ont montré que ce
phénomeéne, comme le phénoméne supposé de polgti@risen modifiant la conformation
des tanins, augmente drastiguement leur hydrophobicité, ce qui favorise les interactions entre

ces composés en milieu aquéthet leur auteassociation.

4122 SpDFWLRQ GH FRQGHQVDWLRQ DYHF OTNDFpV

'DQV OHV ERLVVRQV IHUPHQWpPHVY GH OfDFpWDOGpPK\C
OTpWKDQRO /HV FRPSRVpPV SKPpQROLTXHV KR& WrdaxivhF HS W L E
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de condensation de Bayér'q4®(Figure57] (Q PLOLHX DFLGH O9YDFpWDOGpPp!
ce carbocation peut subir une attaque nucléophile de la part de composés phénoliques. Les sites
nucléophiles possibles sont les carbonesd6e GX F\FOH $ GDQV OH FDV GH FL
polyphénolpWKDQRO SURGXLW SHXW SHUGUH GH OfHDX HW IRL
PrPH SRXUUD rWUH DWWDTXp SDU O Qett®r¥aciidd pgut &FUiQH D X W
a la formation de polyméres aux propriétés différentes et susceptibles de favoriser des
associations intermoléculaires, notammenkgrH j OYDXJPHQWDWLRQ GH OfK\

défavorise les interactions des composés phénoliques avec le Zélvant

(7213
(@)

Figure57 W Z  §]}ve }v ve §]}v C E vSE pv § Z]v S o-
la polymérisation des flavasB-ols (ici en C&8). Extrait de Fulcrand et al., 1998
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4.1.3 OpFDQLV P H \+asaétiaddhRiesWworposés phénoliques

Outre la formation de liaisons covalentes, les composés phénoliques sont susceptibles
GTLQW HacbndnodFEMDOHQWH FH TXL DERXWLW j OD IRUPDWLF
des tailles de plusieurs microns. Ces interactions seraient essentiellement de nature hydrophobe
DYHF GHV SK p @tRdRiggEhtMé €3 igrotpements aromatiques des diffstemposés

phénoliqug€=*q='=2"<"*2"(Figure58).

Figure58 W ](( & v§ « }v(]Pgtdekiaglantre cycles aromatiqués. Les noms peuvent
varier selon les sources : Sandwich = Face to face stackistaped = Edge to face stacking ; Parallel
displaced = offset steking.

/9 D Xagréyation des tanins en solution hydtcoolique interviendrait par un
mécanisme de nucléationj SDUWLU GITXQH FHUWDLQH WDLOOH GHV QF
par liaisons hydrophobes croitraient par accrétion de nouvelles nedéEmdessous de cette
taille minimale, les associations entre polyphénols seraient instables et leur taille diminueraient
par perte progressive de molécdlés 3R XU G D X W U Ha&ssBcxaidiide flavagol§ D X W R
SDVVHUDLW SDU OD IRUPDWLRQ GH PLFHOOHV TXL GDQV F

particules visibleg®.

4.1.4 Influence des propriétés dpslyphénols sur leur aw@ssociation

6 L O febskaition entre flavaBrols est majoritairement étudiée dans le cadre de la
formation de trouble dans les boissons, les acides phénoliques ont également la faculté de
V 1 D PWWRR F LstatkBgfUDERS cat étude, la force des interactions entre les composés
étudiésaugmente avec la taille de ces composés et donc avec le nombre de cycles aromatiques.

Dans le cas des flaveBiols, ce facteur taille semble avoir un effet plus complexe. Par
des élimination successives des fractions contenant les tanins les plus polymérisés dans un jus
de pomme, van Buren a observé une formation de turbidité plus rapide lorsque le jus contenait
les plus grands tanif¥ 'fDXWUHY DXWHXUV RQW UHPDUTXp XQ HIIH\
GHJUp GH SRO\PpULYV Dagrédgatipn d& campbsed fHanomjuessque le DP

PR\HQ GH OD IUDFWLRQ DXJPHQWH OfYDJU xads3ave por DXJIPH
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obtenir une séparation de phase diminue, ce qui traduit une plus grande tendance des tanins
SRO\PpULmespcn@@{m@Rsoxv HQ '/6 DXFXQH DJUpJDWLRQ
obtenue avec les monoméres non galléyi ¢ fH[SOLFDWLRQ SURSRVpH SDU FH
HVW TXH OTK\GURSKRELFLWp GHVY WDQLQV DXJPHQWH DYHF
les interactions entre 5@81. De plus, auGHO] GIXQ-'3 ®MLPSDFW GYX(
DXJPHQWDWLRQ GH '3 pQur HPantet &eaXaV et ps€d. GolbQorateurs : les
solubilités de tanins de pépin de raisin de DPm = 15 ou de poire de DPm = 28 sont plus élevées
gue celles de diméres. Les auteurs attribuent ce phénomene a une coorfiodiffétiente de

ces molécules hautement polymérisées, favorisant leur soltfBilité

7TRXWHIRLV OfHIIHW GX GHJUp GH SRO\PpULVDWLRQ Gt
association est loin de former un consensus. En effet, Pianet et ses collaborateurs ont observé
XQH SOXV JUDQGH -a§dacatob QeFldvad-asTrboddm&es par rapport a des
oligomeres (DP 2 et 3)leur affinité est plus forte (K8 ® pour les monomeres et 6'M
pour les oligomeres) et la concentration minimale pour observer la formation de micelles est
plus faible (3 g/L pour les monoméHY GDQV OYHDX HW j J/CBR XU OH\
résultats sont en accord avec ceux de Zanchi et ses collaborateurs qui ont montré une
amélioration de la solubilité dam®@f{HDX GH WDQLQV GH SRPPHV DYHF OYD
polymérisation®3, Une explication proposée par ces auteurs est que les monanénase
VWUXFWXUH UHODWLYHPHQW SODQH TXL IDYRULVH OH V
oligoméres C4C8 adopteraient une structure en U impliquant des phénomeénes de stacking
intramoléculaire qui défavorisent le stacking intermoléculaire. De, glusc le degré de
polymérisation, le nombre de degrés de liberté concernant la conformation augtaente
FRQIRUPDWLRQ IDYRULVH OYK\GUDWDWLRQ HQ FDFKDQW C

interactions hydrophobes intermoléculeﬂ?ﬁé7

/HV GLIIpUHQFHV GH UpVXOWDWYV RE \pddi@te\paGIlesQV FHYV
différences de conditions expérimentales. En effet, ces deux derniéres études sont réalisées dans
des milieux optimaux pour les analyses effecti{éaa ou eau/éthanol) a pH neutre et non dans
des tampons acides imitant des boissons. @H S+ HW OD SUpVHQFH GH VHO
tartrique (voirTravaux Antérieursparagraphdgd.1.5.3et|4.1.5.3, utilisé dans les études de
PoncetLegrand et de Ripd{°q4 sont Suyf HSWLEOHV GYDJLU IRUWHPHQW VX

molécules avec lsolvant De plus, dans ces deux études, le pourcentage de galloylation

augmente avec le degré de polymérisafgauf dans le cas des tanins de pommes et poires qui
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ne sont jamais galyles) FH TXL UHQG GLIILFLOH OD VpJUpJDWLRQ GH
ces deux facteurs. Enfin, il est possible que les tannins utilisés dans ces études soient |égérement

oxydeés, ce qui a pu entrainer un biais dans les résultats.

Le degré depolymérisation des flavaB ROV QYILPSDFWH SDVWMUtXQLTXHP
DVVRFLDWLRQ HQ OLPLWD Q Wai©Maddigvadalevhew ja sBudtu@ IBsiUpJD
micelles formées. En effeles micelles constituées par les monomeres sont fortement
condenséess UkKFH DX[ LQWHUDFWLRQV K\GURSKREHVY OD WDLOO
A) alors que le volume apparent de la procyanidine B3 augmente dans les micelles (de 400 &
535 Ay,

(QVXLWH XQH DXWUH FDUDFWpPULVWLTXH GHV- FRPSRYV
association a été déemontré est la galloylation. En effet, la galloylation induit une augmentation
GX QRPEUH GH JURXSHPHQWY DURPDW L jdxodhsbidité. A0\ 8,QF XQH
Baxter et ses collaborateurs ont classé différents polyphénols en fonction de leur tendance a
VIDVVRFLHU GpWHUPLQpPH JUkFRHépicardtding FtRgalygiDdsey H G 1D
(TGG) << pentagalloylglucose (PG(@Z“. De méme, en vin modele, Poncet et ses
FROODERUDWHXUV Q-fddgatibinUlg hhGhovneBed Wgalo§IBsX abrRrairement
aux monoméres galloyl€4. Dans cette étude, la tendance est moins claire dans le cas des
composés polymérise DLV GIDXWUHYV DXWHXUV RQW PRQWUp TXH C
% HW % LQGXLVDLW XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfDIILQLWpP !
concentration critique de micellisatidh La gD OO R\ODWLRQ |DY RdddodiadithD L W GR
des polyphénols.
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Figure59: Structures de la-§-épicatéchine (EC), du trigalloylglucose (TGG) et du
pentagalloylglucose (PGG).

,O HVW YUDLVHPEODEOH T X Hntedvignr@ lddleme@. TEO\ &fetR [\ O D W
OfpSLIDOORFDWpPFKLQH JDOODWH (*&* -Bgédéd Live PRLQV
OfpSLIDOORFDWpPFKLQH (*& PDOJUp XQ QRPEUH GH F\FOH
étre d0 & une augmentation de la solubilité capséde plus grand nombre de groupements

K\GUR[\OHYV vmgme:sﬂ(ﬁ%&*

Figure60: Structures de I'épigallocatéchine (EGC) et de I'épigallocatéchine gallate (EGCG).

Enfin, la présencecGH JURXSHPHQWY DFFHSWHXUV GIfpOHFWU
DURPDWLTXH |D-YWRAWUDLWNHWPIL WS AOHILQYHUVH OD SUpVHQFH (
GIpOHFWURQV VHUDLW PRLQV IF¥RUDEOH j FH W\SH GTLQW
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415 )DFWHXUV HQYLURQQHPHQ Wa&s3okidtignwies UY HQ D Q
composés phénoliques

4.15.1 Ethanol

/H WDX[ GIpWKDQRO VHPEOH MRXHU XQ U{OHo-SUpPSRQ!
DVVRFLDWLRQV GH FRPSRVpV SKpQROLTXHV $LQVL OYDXJPF
un vin modéle contenant des tanins favorise leur solubilité et diminue la taille des agrégats
formég? 'fDXWUHV DXWHXUV RQW pJDOHPHQW FRQVWDWp T>
GIpWKDQRO GH i LSQWD VLERDLB/TRQ HS UpPFWLRQ GH WI
de DP 1%"". Dans une autre étude, Zanehial. ont montré que des fractions de tanins de
pommes de degré de polymérisation divers, oxydée non, présentaient des solubilités
PD[LPDOHV GpSHQGDQW GH OD TXDQWLWp GIfpWKDQRO GDQ
un impact sur la conformation adoptée pamiedécule$. Ce résultat est cohérent avec ceux
de Hatano et Hemingway qui ont montré gue la prédominance des conformations compacte ou
étendue pour des procyanidines diméres dépendait de la composition du?$olgafin,

Pianet et ses collaborateurs ont montré que la concentration minimale pour obtenir formation

de micelles a partir de flavediols monomeres et oligomeres est plus élevée en présence de 10
GIpWKDQRO | S+ HW OD WDLOOH GhaticPmd pBHY IRUPDp

SUpVHQFH GYpWKDQRO DXJPHQWH OD VROXELOLWpP GHV FLC

FRQFHUQDQW OfHIIHW -@ssociatihp \tes PA\S & p QRO VO VI KWSFO L T X H ¢

YDOLGHQW OYfK\SRWKqVH GHV LQWHUDFWLRQV K\GURSKREH

4.1.5.2 Force ionique

La force ionique a un impact important sur les interactions entre composés phénoliques.
En effet, une augmentation de la force ioeigie 0,001 a 0,1 M en vin modele augmente
drastiguement la taille des particules formées par des tanins de raisin et de pomme de différents
degrés de polymérisatidil. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Zanchi et ses
FROODERUDWHXUYV TXL RQW REVHUYp TXTXQH DXJPHQWDW|
faible tDX[ GIpWKDQRO SURYRTXDLW XQH GLPLQXWLRQ GH O
nécessaire pour obtenir une séparation de pfaseH SOXV ORUVTXH OH WDX[ G
eleveé (entre 12 680 %), une augmentation de la force ionique de 10 a 100 mM par ajout de
NaCl entraine la déstabilisation de suspensions auparavant métastables de ces mémes tanins.
/IHV FRPSRVpPYV SKpQROLTXHYV QIpWDQW SDV FKDUfbgp¥ DX S+ (
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ionique ne peua priori SDV VIH[SOLTXHU SDU OD PRGLILFDWLRQ GH
GDQV OD VXVSHQVLRQ &HSHQGDQW OfpWDEOLVVHPHQW (
contenus dans la solution, méme en tres faible quantité gitautifire & induire des répulsions

POHFWURVWDWLTXHY j OfRULJLQH GH OD VWDELOLWp GHYV
LRQLTXH LQGXLVDQW XQH GLPLQXWLRQ GH FHV H¥pSXOVLR
Poncet/ HJUDQG HW VHV FROODERUDWHXUV pPHWWHQQW DXVVL
FIMVOLUH OD GLPLQXWLRQ GH OHXU pWDW GYTK\GUDWDWLR

entre eux’2

4.153 pH

/I TLPSDFW GX S+ VXU OHV LQWHUDFWLRQV HQVWUH FRP
majorité des études ayant été réalisées soit en milieux modéles représentant des boissons au pH
acide comme le vin (pH 3,4 le plus souvent) ou en milieux adaptés a certaines analyses (pH 7).
van Buren a étudié la formation de trouble dans un jus darmgoaprés précipitation des
SURWpLQHY j] OD EHQWRQLWH HW D REVHUYp TXTXQH GLP
multiplication par dix de la turbidétdu jus aS U qV MRXUV G TCEFNBDXWIHQ |
DWWULEXH FHW HIIHW GX S+ j] XQ LPSDFW VXU OfYpWDEOL
polyphénols %LHQ TXYD\DQW DFFRUGpPp SHX GILPSRUWDQFH j FH
QIRQW SDV FRQVWDWp FRI)VAGALDIQ WHQEH O&D@iatQri dépa SRXU
SURF\DQLGLQH % HQWUH S+ HW S+ GDQV XQH VROXWLR
concentration critique de micellisation a été significativement abaissée (de 16 & 10 g/L) ce qui
traduit XQH D X JP HQ W D-H¢soRi@ioGlersqng B ¥NVeRt dimid{féCependant, dans
cette étude, le changement de pH est associé a un changement de la force ionique puisque le
milieu contient alors 20 mM de chlorure de sodium. Il est donc difficile de tirer des conclusions
TXDQW j OfHIIHW GH OfXQ RX OfDXWUH GH FHV IDFWHXUV

4.1.5.4 Température

/IfHITHW GH OD WHPSpUDWXUH HVW SHX pWXGLp FDU (
sensibles. €pendant, Tobiason et ses collaborateurs ont montré que datoma de
température det60°C a + 40C engendraient des modification de la conformation de ka (+)
catéchiné’ susceptibles de modifier ¢ SURSULpWpV GIYLQWHUDFWLRQ
températures sont susceptibl@sf LQWHQVLILHU PHM S KDWRRQOHYWIH SRO
GLPLQXDQW OD YLVFRVLWpP GX PLOLHX WW HQ DXJPHQWDQW
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4.2 Interactions entre protéines

Les interactions entre protéines conduisant a leur agrégation sont tres étudiées en raison

GH OHXU LPSOLFDWLRQ GDQV GH QRPEUHX[ GRPDLQHV (Q |
problemes pratiques et écoAc TXHV QRWDPPHQW SRXU OfLQGXVWULH
mise au point de médicamefifs mais aussi des problémes sanitai@¥ LV TXJHOOH HVW LP
GDQV OD SOXSDUW GHV PDODGLHV QHXURGpPJpQpUDWLYH
Parkinson, Creutzfeldde DNRE RX HQFRUH OTHQFpSKDORSDWKLH VSRQ
vache folle). Enagr OLPHQWDLUH QOégatiod daR Srotéiped/qnydeshHiblreuses
DSSOLFDWLRQV GITLQWpUrw GRQW XQH GHV SOXV FRQQXHYV
GX IURPDJH &HSHQGDQW OfDJUpJDWLRQ SURWPLTXH HVV
SULQFLSDOH FDXWVWRG@GARYBEWOHLOHWSOXV VRXYHQW FHV !
interviennent aprés une dénatuRi) G HV S U R\/qire @irEYinempdification de lesr

structure secondaireou tertiaire provoquée le plus souvent par de hautes températjuies,

changdeurs propriétés physiechimiques.

4.2.1 Les protéines formant du trouble

/HV YLQV EODQFV VRQW V XrdlblanpkotgiqOet] DO alnsWdrR Q G T X C
SURYLHQGUDLW GH OYDJUpJDWLRQ GH SURWPLQHV LQVWDI
protéines majoritaires des vinge sont des protéines de défense de la plante regroupées sous
O 1 D S S H CPathogehdsi® refated (PR) protei2%® 3RXU OJHVVHQWLHO FH
instables appartiennent aux classes des chitinases et des thdikegtiateins (TLP8) "

Ces protéines présentent des caractéristiques commeltes sont petites (moins de 35
kDa) et posadent une structure globulaire grace a un greoxdbre de ponts disulfures, elles
sont chargées positivemestix pH des vins, sont tolérantes aux faibles pH et résistantes aux

protéasg$-¥+=°

'"f{DXWUHV DXWHXW \FRQWV DM © QIRBHERDONVPHQQBFWHGHW G X Q
de régulation de la maturation des fruits dans un troub&urel» de vin blanc (non provoqué

par chauffagéey®.

&HSHQGDQW WRXWHV FHV SURWpPLQHYVY QH SUpVHQWHQ\

En effet, au sein méme de la classe des thaun@liiNH SURWHLQV GYLPSRUWDQ

comportementVRQW REVHUYpHV HW FH P D Qanihps @3d grovhgd XHQF H V

Figure6l) &HV DXWHXUV H[SOLTXHQW FHOD SDU XQH OpJqUH G
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ERXFOH HQWUH OHV GHX[ SURWpLQHYVY &HWWH GLIIpUHQFH
delaboucH SDU UDSSRUW j VRQ HQYLURQQHPHQW $LQVL VL Of
la boucle, en cas de dépliement, consécutif par exemple a un chauffage, la boucle va pouvoir
VH UHIRUPHU $ OYLQYHUVH VL OfHQY LURdbphokeMa H[ SRV [
ERXFOH QH YD SDV SRXYRLU VH UHSOLHU HWAD®D ddnsRWpLQF
le cas des troubles de vins blancs, une étape de dénatugaddd DLW XQ SUpUHTXLV j C
protéique.

Figure61: Comparaison des structures entre uné>W 3 o ~A ESe § [pv d>W ]Jved o
fleches noires représentent les sites constituant la différence entre les deux isoformes. Extrait de
van Sluyter et al., 20152

4.2.2 Dénaturation des protéines

La plupart des protéines présente une conformation plus ou moins repliée, stabilisée par
desliaisons de faible énergie (liaisons hydrophobes, hydrogénes, électrostatiques ou de Van der
Waals§%. La stabilité de cette conformation est faibleext dariations minimes des paramétres
du milieu tels que la température, le pH ou la présence de sels, peuvent suffire a induire un
dépliement total ou partiel de la prot&eé®. Quandce dépliement est irréversible, on parle

de dénaturation de la protéine.

/ID GpQDWXUDWLRQ IDYRULVH OYDJUpJDWLRQ GHV SUR\
structures secondaireu tertiaiireSHXW FKDQJHU OHXUV SURSULpWepV GTLQ
qui peut favoriser des interactions entre les protéinesraieses. Selon les régions dépliées,
des zones hydrophobes peuvent étre dévoilées ce qui entraine une répubsiia gissolvant
hydrophile et favorise les interactions entre les proté@xbagant leurs zones hydrophobes. A
OfLQYHUVH GIDXWUHV SURWPLQHYVY SHXYHQW rWleud GpSOLj
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SHUPHW GH UHVWHU VROXEOHYV 'DQV FHUWDLQV FDV OHXU
dénaturatidf 295‘

/IH PRGgOH OH SOXV VRXYHQW Xéndt@dtidhpded Rrot¥ineGH O Y p
UHVSRQVDEOHY GH OD IRUPDWLRQ GH WURXEOH HVW FHOXL
YLQV VRQW VXVFHSWLEOHV GTrWUH VRXPLV j GHV WHPSpl
conjuguées au vieillissement, peuveltV& H j OfRULJLQH GH FHWWH GpQD\)\
instables. Ce méme type de dénaturation peut également intervenir dans de bonnes conditions

de stockage, sur un temps plus g

Le mécanisme de dépliement a été étudié sur les chitinases, qui sont les protéines des
vins les plus instables. Ces protéines sont riches en hélice$®afulszeptibles de se dérouler
VRXV OfDFWL R®Dand lexas dek DO X présence de liaisons disulfures aurait un
réle important en présence de composés réducteurs tels queler8©souvent ajouté aux
vins pour ppYHQLU OYR[\GDWLRQ derHight 8lR&3 WeVqui toviduitaitXa) H Vv
OTRXYHUW X Wtbhc&méeSedn]IR Qatdre hydrophile ou hydrophobe de la région, ce

dépliement peut étre réversible ou fidn

/ID SURSHQVLRQ GHV SURWPpPLQHV j VIDJIJUpJHU GpSHQG
HOOHV VH GpSOLHQW HW GI{DXWUH SDUW GH OD UpYHUVLE
les protéines les plus sensibles &Hhaleur puisque 30 minutes a°@0suffisent pour obtenir
leur précipitatioR’®. Les chitinases sont également instabkdkes présemint des températures
GH GpSOLHPHQ W @GeatlcedgRieh@ht peuBikrtervenir enlsenent 1,3 h a £C%

Tablel). De plus, leghitinases sont incapables de retrouver leur structure originelle et sont

donc dénaturées ce qui induit leur agrégation puis leur précipitation. Cependant, Sauvage et
VHVY FROODERUDWHXUV RQW REVHUYp TXH FHUWPBPLQHV F
températures inférieures 3°83° $ OJLQYHUVH FHUWDLQHV 7/3V VRQW ¢
une température ed dépliement irréversible de 568 WDQGLV TXH GIDXWUHYV S
température & dépliement de B et sont capables de se regfierAinsi, seules les pmeiéres

peuvent étre impliquées dans des trofﬁlﬁg 2941297298
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Tablel: Prédiction des demvies des chitinases et des TPLs selon les travaux de Falconer et al.,
2010.

Température (°C) Demtvie des chitinases Demivie des TLPs
50 3 minutes 20 jours
45 17 minutes 11 semaines
40 1,3 heures 13 ans
35 14 heures 180 ans
30 4,7jours Plus de 1000 ans
25 1,3 mois Plus de 1000 ans
20 1an Plus de 1000 ans
15 9 ans Plus de 1000 ans
10 100 ans Plus de 1000 ans

Les protéines des troubles de vins blancs sont résistantes aux plﬁ@
&HSHQGDQW XQ S+ WUqV IDLEOH HVW WRXW GH PrPH VX\
conformation des protéines. Ainsi, une diminution du pH de 4,0 a 2,5 provoque un dépliement
GH FKLWLQDVHVY GH FODVVH ,9 DORUV T Xifnga@teesLp@rycel UW D V F

changement de p®. Dans ce cas, le dépliement est réversible.

423 OpFDQLVPHY GYLQWHUDFWLRQ

La nature des interactions impliquées d@n§ DJUpJDWLRQ GHV SURWPpPLQHYV
H[SORUpH &HSHQGDQW OfDJUpJDWLRQ SURWPpPLTXH D pWp
GHV DP\ORwWGHYV PDODGLH GY$O]KHLPHU HW ORUV GH
pharmaceutiques. Il est probablgega nature des interactions impliquées soit similaire dans
les deux ca€* Ainsi, il semblerait que les interactions hydrophobes dominent dans tous les

agrégats protéiq@ 293309 Dans certains cas, dont celui des vins et des amyloides, ces
interactions sont permiseSDU OYH[SRVLWLRQ GH VLWHV K\GURSKREHYV
des protéine$®. La présence de LOOHWY VHPEOH FRQVWLWXHU XQH F
tous les agrégats protéiqé®s

7RXV OHV SKpQRPQQHV GIDJUpJIDWLRECISURNMLIT XH pW
WHPSV GpEXWDQW SDU XQH SKDVH GH ODWHQFH SHQGDQ\
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grace aux outils utilisés, et se poursuivant par une phase de croissance expprietitidllae
WHOOH SKDVH GH ODWHQFH HVW pJDOHPHQW REAMHEUYpH OR
forte concentration, a 26% ou aprés une phase de dénaturation a la cRleQe type de

cinétigue correspondrait a une agrégation par nuclggtpnd|>>="9[*0+04

SURWPLQHY GpQDWXUpHV GHV ROLJRP ¥ tdvhesa@ durgitv D E O H \
OD SKDVH GH ODWHQFH FRQVWLWXDQW GHV QR\DX[ $ SDUW
O‘HDJUpJDWLRQ VH SRXUVXLYUDLW GH GHX[ IDoRQV SRVVLE

un premier cas, les répulsions électrogtas entre les noyaux seraient trop importantes et la

. a partir des

croissance des agrégats se ferait par addition de mon%sDans le second cas, les

oligomeéres et petits agrégats interagiraient ensembles pour former de plus gros agrégats, le réle
des monoméres se limitant #damation des oligoméré¥3°2 Dans le cas des protéines de vin

blanc, Dufrechou et ses collaborateurs getQW pJDOHPHQW HQ IDYHXU GY{XQ
par une rapide phase de formation de petits agrégats3D®m) suivie par une étape
GILOQWHUDFWLRQ HQWUH DJUpJDWV FRQGXLVB®W j XQH DX

6HORQ FH PrPH PpFDQLVPH GYDJUpJDWLRQ SDU QXFOpCL
un mécanisme en 5 phag€sglre62) qui pourrait convenir pour la majorité des protéines et
polypeptides existat®¥ HW TXL HVW DSSURXYY¥:SDU GIDXWUHV DXWH X

1. Changement de conformation des protéines
2. )RUPDWLRQ GYfROLJRPQUHYV thoyatkUVLEOHYV IRUPDQW G

3. Réarrangement des oligoméres en petits agrégats irréversibles qui constitueront les

noyaux
4. Croissance des agrégats par recrutgrde monomeres

5. Interaction des agrégats entre eux aboutissant selon les protéines a la formation de

précipités (cas des vins), de gels ou de fibrilles.
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Figure62 : Proposition de mécanisme d'agrégation des protéines par nuclgaten cinq phases.
Extrait de Andrews & Roberts, 2087

4.2 .4 Facteurs

/IRUV GH OYDJUpJDWLRQ SURWpPLTXH OHV FRQGLWLRQ
GILOQWHUYHQLU GTXQH SDUW DX QLYHDX GH OD GpQDWXUL

entre les protéines et égalementaléormation des agrégats.

4.2.4.1 Température

La température est un des principaux facteurs intervenant dans le dépliement et la
dénaturation des protéines. Son effet sur les protéines responsables de la formation de trouble

dans les vins est détaillé dans leguuaphet.2.2des Travaux Antérieurs

'{DXWUH SDUW OD WHPSpUDWXUH LQWHUYLHQW pJDOH
des protéines dénaturées. En effag alévation de température entraine une augmentation de
OfDIJLWDWLRQ PROpPFXODLUH TXL DFFURLW OD SUREDELOL
$LQVL OfpOpYDWLRQ GH OD WHPSpUDWXUH HVW JpQpUDC
OfDJUpPJDWLRQ SURWpPLTXH
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Cependant, Dufrechou et ses collaborateurs ont montré un impact plus complexe de la
WHPSpUDWXUH VXU O‘HDJUpJDWLR@.\&@EﬁéKH’an@&@V GHV
étude, la dénaturation des protéines les piatables par un chauffage a°@entraine une
agrégation rapide #¥ HWWH WHPSpUDWXUH DYHF IRUPDWLRQ GH JU
micron, suivie par une sédimentation. Lorstpiehauffage est effectué ap@®@ OIDJIUpPpIDWLRC

plus faible, probablement en raison de phénoménes de répulsion électrostatiquessiffus for

3DU FRQWUH ORUVTXH OH YLSUHY® MMVUREG R EQHDIW p RIDWC
SOXV G{XQ P EdimeRtaliod ERfiR, &/60 ou 70, la dénaturation des protéines est

SOXV LPSRUWDQWH TXTDX[ WHPSpUDWXUHYVY SOXV IDLEOHYV
phénoménes de répulsion élestadiques provoqués par les charges de surface des protéines

plus importantes a cesempératures De petits agrégats peuvent se former lors du

refroidissement mais cetot ne précipiteront pa%.
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Figure 63 : Représentation schématique de l'agrégation protéique dans un vin blanc chaaffé
différentes températures puis refroidi, illustrant limpact de la température sur les équilibres
physicachimiques et les cinétiques d'agrégation. Extrait de Dufrechou et al., 26°10

4.2.4.2 pH

/IH S+ LQWHUYLHQW pJDOHPHQW GDQV OHV G\QDPLT?>

contrairement a la température, il peut agir fdgon contradictoire sur les différents
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mécanismes. En effet, le pH détermine la charge des protéines et joue donc fortement sur les
interactions électrostatiques ORUVTXH OH S+ VIpORLJQH GX SRLQW LVR
charge de cellei augmete ce qui accentue les phénoménes de répulsion entre les groupes de
méme chege. Ainsi, la répulsion entre deuwygoupes de méme charge peut entrainer le
GpSOLHPHQW GTXQH SURWpPLQH H[SRVDQW pYHQWXHOOHPF
les interations entre différentes protéines. Cependant, la répulsion peut également étre
intermoléculaire, ce qui défavorise les interactions entre protéines difféerentes de méme
FKDUJH« PDLV IDFLOLWH IRUWHPHQW OHV LQWH&QEWLRQYV
peutrWUH j OTRULJLQH GYLQWHQAHV SKpQRPQqQHYV GTDJUpJIDW

En milieu modeéle vin, une diminution du pH de 4 a 2,5, a température ambiante,
augmHQWH GH IDoRQ WUqV QH ﬁﬁ LesY dutkurg tondiieR QueSIBERW p L~
diminution du pH est resportda du dépliement a température ambiante des prot&€agsj
permet leur agrégatio%¥ 'H PrPH GDQV OHV YLQV FHV DXWHXUV RQW
du pH entraine une augmentation de la précipitfiffon$ OJLQYHUVH pJDOHPHQW
EODQF GYDXWUHV DXWHXUV RQWORNEg WHQN DW pS& i QRIFIQH
importante autouG 1 XQ S+ GH HW GLPLQXH ORUVTXH OH S+ HVW D
MXVTHRI/TIDXIPHQWDWLRQ GH OD WXUELGLW ge D¥dIEIOH S+ H)
protéines sont extraites de ce vin et étudiées en solution afflie@apendant, dans cette
UplpUHQFH OHV pWXGHV GTDJU ptebrynie KRaDilité Q M/cadp. AinsD OL V p
OHV SURWPLQHV VRQW SUpDODE ®HPH @ VG @OV MAX GRHH
et all% Pour ces auteursfILPSDFW GX S+ VH VLWXH GRQF XQLTXHPHQW
Or, les points isoélectriques des protéines du troublessipétrieurs &. A ce pH, leur charge
est donc minimale ce qui impliqgue que les répulsions électrostatiques sont également
PLQLPDOHYVY 3DU FRQVpPTXHQW FHOD IDYRULVH OYDJUpJDW|

Enfin, une augmentation du pH de 3 a 4 semble conférer at&ima® de vin une
meilleure stabilité thermiquavec une augmentation de 3 &C8de la température de

dépliement®

4.2.4.3 Présence de sels et force ionique

/[fHITHW GH OD IRUFH LRQLTXH VXU OYDJUpJDWLRQ SUR!
module les interactions électrostatiques et impacte donc a la famsformation des protéines

et les interactions entre elf€s Cet effet dépend a la fois de la nature du sel et de la protéine.
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Dans le cas des étwgsur la précipitation protéique des vins, le sel utilisé est généralement
NaCl et, dans ce cas, une augmentation de la force ionique entraine la diminution des
interactions électrostatiques répulﬁlﬁ Cela a deux effets contraires GfXQH SDUW
OTDXJPHQWDWLR Qe @rovogue uine Blévetion R€QIa température de dénaturation

des protéines en renforcant les interactions électrostatiques intramolécul&§<D X WUH SDUW

favorise les interactions intermoléculaires en limitant les phénoménes de répulsion entre

proténes?’.

/ID SUpVHQFH GH VHOV SHXW pJDOH Pdd @roireR @at.désH U O 9 p
effets dits de saltingout»*® XQH IRUWH FRQFHQWUDWLRQ HQ VHOV
protéines ce qui diminue leur interawti avec le solvant et favorise les interactions entre

certaines de leurs zones hydrophobes.

8QH IRUFH LRQLTXH pOHYpH PO SHXW SHUPHWWUH
pour lesquelles le dépliement est réversible, telles que certaines TLPs, Bsafdavieur
agrégation a haute température, ce qui est impossible avec une faible force ionique, en raison

de la forte répulsion électrostatidéie

3DU DLOOHXUV SsSDU GHV H[SpULHQFHYVY GH IUDFWLRQQF
des fractions obtenues a favoriser la précipitation de la thaumatine en vin modele, Pocock et
ses collaborateurR QW LGHQWLILp OJLRQ VXOIDWH FRPPH pWDQW S
OYDJUpPJDWLRQ GHY 8 ®dheentrQieh\le@ 50 Md/IQde sulfate permettrait de
faire troubler un vin modéle contenant des TLPs (150 mg/L) alors que 15 mg/L suffiraient pour
les chitinases (150 mg/L). Cet impact du sulfate proviendraitshlirg-out» des protéines,
qui peut étre engendré par tous les anions kosmotfép&ela signifie que ces anions
FRQWULEXHQW j OD VWDELOLWp GHV LQWHUDFWLRQV HQWU
PDFURPROpPpFXOHVY FRPPH OHV SURWPpPLQHV (Q HIIHW OfYD
dépliement des protéines, il agbRQF SUREDEOHPHQW VXU OH-SKpQRP:
mémeé®. Marangon et ses collaborateurs ShR XKDLWp YpULILHU TXH OfHIIHW
VLPSOHPHQW G€ j Of{DXJPHQWDWLRQ GH OD IRUFH LRQLTXl
était trés limitée par rapport a s, a force ionique égal®. Toutefois, ces auteurs ne
IDYRULVHQW S D VsdaiifigkousSRav IKscdride@ritidds en sulfate utilisées dans cette
étude sont neV HPHQW LQIpULHXUHY j FHOOHV UDSSRUWpPHV SRX
proviendrait de son caractére divaleittserait capable de réaliser des ponts entre les protéines
SDU LQWHUDFWLRQV LRQLTXHV DBERXWLVVDQW j OD IRUPDYV
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4.2.4.4 Agents réducteurs

/ID SUpVHQFH GIDIJHQWYV UpGXFWHXUV HV Wpragt&ines HS W L E (
des vins, en particulier des TLPs. En effet, Marangon et ses collaborateurs se sont intéressés a
OfHIIHW GH OYDMRXW G  X-@thidteithQ D TD)p 6uX kWdinxation, @H '/
WHPSpUDWXUH DPELDQWH GTXQ aMénfent Enauffeeéts@tvilds ithn@ddV S UF
Sans DTT, seules les chitinases forment du trouble avec les tanins apres avoir été chauffées car
elles sont dénaturées. Les TLPs se déplient a la chaleur mais se replient lors du refroidissement,
perdant leur capacité at@ragir avec les autres composés. Par contre, lors que le chauffage est
HITHFWXp HQ SUpVHQFH GH OYDJHQW UpGXFWHXU OD PLVH
WDQLQV HQWUDLQH OD IRUPDWLRQ GTXQ WURNESOMNT/TH[SOL
provoque la réduction des ponts disulfure qui stabilisent la structure des TLPs et permettent
leur repliemer®® Ainsi, les TLPs dénaturées pourraient interagir avec les tanins aprés
refroidissement|Kigure 64 /I MfpWDSH GH GpQDWXUDWLRQ pwDQW DX
iNntHUDFWLRQV HQWUH SURWpPLQHY OH PrPH PpFDQLVPH HVW

tanins.

Figure64 : Hypothéses de mécanismes concernant I'effet de la réduction par ledifiiotreithol
(DTT) et de la chaleur sur legénactions entre TLPs et tanins. a) En I'absence de DTT, les protéines
%o0] Z US S u% E& SUE °+ E %o0] vS 0}E* pu & (E}] ]J*e u v8X
V % E * Vv ddU 0 » % E}S Jv « « % 0] vS e}pue ofidUfuBessoat Z o pE
E Hp]SeX >}Es unu E (E}] ]** u vSU 0 * % E}S Jv * v[}VvS %0Oue O %o
peuvent interagir avec les tanins. Adapté de Marangon et al., 2840
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$ SDUWLU GH FH WUDYDLO GIDXWUHhYV DXWHWW \O RDEGGIE
plus utilisé dans les vins, peut, de la méme fagon que le DTT, favoriser la formation de trouble
protéiquedans ces boissoff ,0V RQW FRQV W D W ptabiid] DI thglourX8C WHV W G
pendant 2 h), la turbidité de vins modeles contenant des fractions totales de protéines de vins
EODQFV DXJPHQWDLW IRUWHPHQW DY HRajootd X208 MW DW LR Q
sdt la gamme de concentration autorisée dans les vins). Comme le DTT; peoS@querait
le clivage des ponts disulfure des protéines, mais son impact sur la formation de trouble est plus
LPSRUWDQW FDU HQ SOXV GH OfYHIIHU¢ retawr@GXl& wfbtidtionFH FRF
des ponts disulfures intraprotéines&« H UHWDUG SHUPHWWUDLW OfYpWDEOL
GLVXOIXUHV DYHF GIDXWUHV SURWpPLQHY C&EmERUW btV DQW
YpULILp CoDsud t¥Wits Xlancs et ont constatélguarbidité aprés un test de stabilité
a la chaleur (2 h a 80°C) était significativement plus importante dans les échantillons avec ajout

de SQ (quantité ajoutée non précis€é)

(QILQ FHV DXWHXUV SURSRVHQW TXH OTLGHQWLILFDWL
ala ormation de trouble protéique par Pocock et ses collaborefqusr Travaux Antérieurs,
paragraphgt.2.4.3 SURYLHQGUDLW HQ I8Q & S&aH p® TR{@G RWLIRQ GH
SHUR[\GH GYKYGURYYXHGH O T RdhEoBes/ hherliqeds (voir Travaux
Antérieurs, paragrapliz4.]).

4.2.4.5 Acides organiques

/I TDGGLWLRQ GYDFLGHV RUJDQLTXHV DFLGHV WDUWULIL
gluconique) a unYLQ EODQF RX j XQH VROXWLRQ GH SURWPLQHV
OfDSSDULWLRQ GH WXUELGLWp ORUL¢s GossQorydioviad agaht VW D E
un pka SOXV pOHYp RQW XQ HIIHW SURWHFWHXU PRLQV LPS
GILOWHUDFWLRQV pOHFWURVWDWLTXHY HQWUH OHV SURW,|
acides organiques. En effeies acides organiques ayant un pkdevé sont chargés
positivement aux pH des vins et des répulsions interviennent donc avec les protéines. A
OfLQYHUVH ORUVTXH OHV DFLGHV RUJDQLTXHV VRQW FKD
les protéines. S Q OHV DXWHXUV FHOD SURWpPJHUDLW OHV SUR\
facteur inconnu (X), responsable de leur précipitdfon & HSHQGDQW FHWWH K\SRW#
SDV OfHIIHW SURWHFWHXU GHV DFLGHV RUJDQLTXHYVY GDQV
le facteur X en question ne soit déja lié aux protéines lors de leur purification. Deux explications

plus simples peuve étre proposées GIXQH SDUW OfYLQWHUDFWLRQ GHYV
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organiques est susceptible de limiter les interactions des protéines entre elles, et donc
OfDJUpJBWRRWUH SDUW OfYLQWHUDFWLRQ DYHF ®©BYV DFLGHI
solubilité des protéines. Des travaux complémentaires seraient donc nécessaires pour
FRPSUHQGUH OH PpFDQLVPH GIYDFWLRQ GHV DFLGHV RUJDQ

JTLPSDFW GHV DFLGHV RUJDQLTXHV VXU On§ifsanép,JDW LR C
PWp pWXGLpH SDU GIDXWUHV pTXLSHV

Pour conclure, les facteurs favorisant ou inhibant les interactions entre protéines sont

nombreux et leur action est complepfgglre 65). En effet, plusieurs facteurs sont liés et
OfpYROXWLRQ GH FHUWDLQV GYfHQWUH HX[ HVW VXVFHSW
IDFWHXUV &fHVW OH FDV SDU H[HPSOH GH OfdnRaheV XOIDW

une modification de la force ionique, bien que son effet ne soit pas limité a ce seul phénomene.
&HUWDLQV IDFWHXUV FRPPH OD WHPSpUDWXUH HW OD
principalement sur la dénaturation des protéines. Cependanipéatules facteurs étudiés (pH,

force ionique, acides organiques) ayant un effet sur les interactions entre protéines agissent en

partie sur la force des interactions électrostatiques.
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Figure65: Résumé des mécanismes des interactions entre protéines. Les ronds bleus schématisent
des monomeéres dénaturés, les ronds oranges représentent les noyaux d'agrégation. Adapté de van
Sluyter et al. 20183 et Andrews & Roberts, 206%.

JTH[LVWHQFH GILQWHUDFWLRQV HQWUH SURWPpPLQHV DI

démontrée par deombreuses études exposées dans cette partie. Cependant, les boissons sont

des milieux trés riches ou les protéines ne sont jamais les seuls constituants macromoléculaires.
$LQVL ELHQ TXH OTH[LVWHQFH G{XQ WUR XESkHrsHdjite@®sX VLY HP
ont également montré la présence de composés phénoliques dans ce type d¥ ablenle

impact siIr sa formati(fH%“185

309

La principale hypothése formulée est que, du fait de leurs

propriétés tannantes, ils réaliseraient des ponts entre les agrégats protéiques, aboutissant a la

formation de structures de taille importante. Cette question sera discutée dans le paragraphe

suivant (84.3).
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4.3 Interactions protéinescomposeés phénoliques

Le terme «anins» utilisé pour décrire les proanthocyanidines fait référence a leur
capacité a integir avec les protéines. En effet, ce terme provient du processus de tannage des
SHDX[ SRXU IRUPHU OH FXLU TXL UpVXOWH GH OTDFWLRQ
GILOQWHUDFWLRQ GHV SURDQWKRF\DQLGLQHV [RYeds OHV S
IRQFWLRQV ELRORJLTXHV GDQV OD SODQWH (Q HIIHW FH
GITHQ]\PHVY SURGXLWHYV SDU GYfpYHQWXHOV ELRDJUHVVHXU"
VRQW XQH UpSRQVH GH OTRUJDQLVPH &$ 2t QrotéiresivV FDUI
salivaires présentent une forte affinité avec les proanthocyanidines ce qui induit leur
précipitation et réduit ainsi leur concentration dans le tractus digestif. Ainsi, ces composés
SKPpQROLTXHV VRQW LQGLYV SR@mieOdihestvd@N{dséquest@tion #d W LR Q
meétaux tels que le feCependant, dans une moindre mesure, certains composeés phénoliques
PRQRPgQUHV RQW DXVVL OD FDSDFLWp GITLQWHUDJLU DYHF «
interactions entre composébémoliques et protéines peuvent étre irréversibles par liaisons

covalentes ou réversij FéT“

4.3.1 Interactions irréversibles

4.3.1.1 A partir des equinones par addition nucléophile

Les mécanismes de formation des quinones et-gemones sont décrits da les

paragrapheg.1lef2.2

Les o-quinones possedent des propriétés électrophiles et peuvent donc réagir de fagon
covalente avec des composés nucléophiles tels que les polyphénols et les Protéipas
addition nucléophile. Dans les protéines, les groupements nucléophiles accessibles sont les

thiols présents dans certains acides aminés, les thioéthers et les amines primaires et secondaires.

La cystéine par son groupement thiol et la méthionine par son thioéther peuvent étre
impliqués dans des liaisons covalentes avecodgsinones par un mécariisH G{DGGLWLR ¢
nucléophil@ 312314 La réactio est une addition d#lichael Le carbone du cycle
DURPDWLTXH VXU OHTXHO VH IDLW SUpIpUHQWLHOOHPHQV
structure du composé phénolique et donc du caractere électrophile de ses différents carbones.
$LQVL DYHF OYDFLGWMecRDMPETER\ERRPGILTXH OITDGGLWLRQ
lieu en majorité sur le @ du groupe caféoylg=jgure66) FDU LO V{DJLW GX FDUE
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électrophile, @ UDLVRQ GH OD GpORFDOLVDWLRQ FRQMXJXpH GH
sur la chaine propénoyl&31®. Par contre, avec les catdc HV O §IBI6 ydtémee_epait
principalement sur les-CY HWH¢|Bigure 67), voire sur les de*®3!’, en raison de l&

proximité avec les groupements hydroxyles du cycle B. De petits peptides ou pseudopeptides,

tels que le glutathich®, IRUPp SDU OD FRQGHQVDWLRQ GYXQ DFLGH J
GTXQH JO\FLQH SHXYHQW pJDOHPHQW UpDJLU GH FHW!
O 1 H Q ErRentEstérique intervient également. Ainsi, avec aRFHWpFKLQH OfTDGGLWL
préférentiellement surle-Cyf SXLV VKWHWHQIL:-J VXIULHQHT&H FH GHUQLHL

électrophile que le C T8

Figure66: Adduit majoritaire entre un acide caféoylquinique et une cystéine

Figure67: Adduits majoritaires entre une catéchine et une cystéine : @& Cet Cys5'-EC

Les additions de Michael peuvent également avoir lieu avec les groupements amines

primaires ou secondaires des acides apinég>*><" Dans le cas de peptides ou de protéines,
OD UpDFWLRQ QYD SDV OLHX DX QLYHDX GHV DFLGHV DPLC
mais uniquement sur les groupementeNninauX!®. Cependant, aux pH des produits a base

de pomme, la plupart des groupements amines sont protonés diengquie fortement leur

caractére nucléophil¥.

4.3.1.2 A partir de carbocations

En conditions acides, léisisons interflavanes des procyanidines peuvent étre clivées.
Les unités terminales sont alors relarguées en tant que -fBavisBnmonomeres et les unités
GIH[WHQVLRQV IRUPHQW GHV FDUERFDWLRQV WUQqV UpDFW

nuclécphiles|Figure68 &JHVW SDU H[HPSOH OH FDV ORUV GH OD Up
08




OHV XQLWpV GYH[WHQVLRQV IRUPHQMWI, GH fyui Ppeen@eXlaWV DY |
guantification des procyanidines et la détermination de leur degré de polymérisation. Des acides
aminés nucléophiles, notamment les acides aminés soufrés, sont également susceptibles de

réagir avec les carbocations. Ainsi, des addogtuvent étre formés avec des protéiies

Figure 68 : Acidolyse d'une procyanidine formant un carbocation et addition nucléophile d'un
peptide contenant un acide aminé soufré.
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4.3.2 Interactions réversibles

4.3.2.1 Les interactions mises en jeu

Les interactionsréversibles entre polyphénols et protéines prmcipalement été
PWXGLpHYV GDQV OH FR Q Whgditelim&kausH gaRRdPogada fGriddianw
de trouble dans la bié€ ou dans les vins blalﬂ En effet, dans les deux cas, les
SURFHVVXV Gé&raienndanlrigs pél de® efiets hydrophobes assactes liaisons
hydrogénﬁ /IMYLPSRUWDQFH UHODMWAHNWWH GH FWMUBHW[LRQV G
composés impliqgués et des conditions expérimentales. Des liaisons ioniques pourraient

également intervenir dans une moindre me$tire

Les interactions entre @eéines et composéphénoliquesont été étudiées par
REVHUYDWLRQ GH OfpOXWLRQ GH F\WRFKURPH F VXU GHV F
Sepharose 48> /HV SURWPLQHV VRQW pOXpHV SDU OTXWLOLVDW
résultats se portent enDfEYHXU GH OD S Uipdrdpdbes < ffetinadt\\entre les
groupements aromatiques des composeés phénoliques et les sites hyesapdmiprotéines,
comme les cycles pyrrolidine des résidus pro@ /D S U pV H&hydiogh§es | HW
dans le cas des interactions entre des tanins et la BSA (Bovine Serum Albumin) ou la gélatine

a également été confirmée par calorimétrie (I#€)Baxter et ses collaborateurs ont également
montré par spectroscopie RMN que les interactions entre plusieurs composés phénoliques et

des fragments de protéines riche en proline étaient gouvernées pakingdtgdrophobe entre

les cycles phénoliques et les résidus préfrT%ée’

'{DXWUH SDUW OD SUpVHQFH GYDFFHSWHXUVY GH OL
diméthylformamide inhibe les interactions entre composés phénoliques et compos@azotés

1842t |775|241 #4 De mémeges interactions sont inhibées en présence de solvants non

polaires comme le dloxﬁlﬂllﬂ.m RX OfFf ﬂ H ] Ro@s résultats
tétmoiJQHQW GH OYH[LVWHQFH GH OLDLVRQV K\GURJqQHV TXL
protons des protéines et les groupements hydroxyles des polyplw. De plus,

6LPRQ HW VHV FROODERUDWHXUYV ROQW pWXGLp OfLQ)
fragment de protéine salivaire (IB7 SDU OTXWLOLVDWLRQ: dpedtr&GCoKi&/ LHX UV
RMN, dichroisme circulaire, spectrotrié de masse et modélisation molécufitells ont
démontreTXH OH WDQLQ VH OLH DX[ VLWHV K\GURSKLOHV GX S

liaisons hydrogenes. Des expériences de calorimétrie (ITC) ont également montré la présence
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GILQWHUDFWLRQV H[RWKHUPLTXHV PHQpHVBS&HY CYHQWKD

auteurs ont donc conclu & la formation de liaisons hydrogéenes entre ces composés.

Cependant, le type de liaison dominant les interacéomi® composés phénoliques et
SURWPLQHY GpSHQG GX FRXSOH pWXGLp HW GHV FRQGLWLR
auteurs la turbidité observeée lors de la mise en contact de tanins de raisin et de protéines riches
en proline augmente lorsqua force ionique augme@m ce qui suggee une
SUpSRQGPUDRWHIBSHREWYW $ OfLQYHUVH ORUV GIDXWUHV
DYHF OfDXJPHQWDWLR @& e QU sdriil carhctérRtigueT deHliaisons
hydrogenes. De méme, certains auuR QW REVHUYp XQH DXJPHQWDWLRQ C
augmentation de la tempéra@ﬂ suggérant desffets hydrophobes, alddV TXH G{DXWU
DXWHXUV RQW REV#®U ép didfandesianalmw piW HFRQFHUQDQW OF
température peuvent étre expliquées par le fait que certaines protéines sont dénaturées a haute
WHPSpUDWXUH FH TXL SHXW DXJPHQWHU OHV LQWHUDFWLR®¢
ont également montré des difféoes au niveau des mécanismes impliqués dans les interactions
entre des tanins de thé et la gélatine ou laB5En effet, dans cette étude, il est clair que les
tanins forment principalement des liaisons hydrogéenes avec la gélatine mais, dans le cas de la
BSA, les autx UV QTRQW SX GpWHUPLQHU VL OHV LQWHUDFWLR
hydrogenes ou hydrophobes. De méme, Cala et ses collaborateurs suggérent que les deux types
GILQWHUDFWLRQV VRQW VXVFHSWLEOHV GYLQWdéntYHQLU
notamment de la nature des tanins et de leur état cofitfal Ainsi, pour différentes
procyanidines diméres et trimére synthétiques (B1, B2, B3, B4,rG@)reentration inférieure
a la concentration critique de micellisation (CMC), des interactions spécifiques hydrophiles se
PHWWHQW HQ SODFH DYHF GHV JRQHV ULFdesss d¢@CGMCROLQH
les tanins sont majoritairement pQ WV VRXV IRUPH GH PLFHO® HWIRHWpV
complexes interagissent non spécifiquement, a la fois desfhgdrophile et hydrophobe avec
les peptide¥%3?’. De plus, McRae et ses collaborateurs ont étudié les interactions entre des
tanins extraits d&/ LQV GH GLIIpUHQWY GHJUpV -GHikive.\.CBsKeEUEsL F LW p
ont observé que les tanins plus hydrophiles ont tendance a former des liaisons hydrogénes avec
la poly-L-proline, tandis que deganins hydrophobes intgissent plutét de facon
hydrophob&® '{DXWUHV DXWHXUV VXJIJqgUHQW GHV LQWHUDF!

hydrophobe avec une stabilisation des complexes grace aux linigbogen& >~
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Des liaisons ioniques dues aux interactions électrostatiques sont également supposées
intervenir dans la formation de trouble. Ces liaisons pourraient se former par exemple entre les
gUR X S H P-&h@nebui seraient positivement chargés dans des protéines contenant de la

lysine et les groupements hydroxyles négativement chargés des polyphénols, a P élevé

@. Cependant, a des pH acides et neutres, la présence de liaisons ioniques est peu

SUREDEOH HQ UDLVRQ GH OYDEVHQFH GH JURXWHQWV Fl
1pDQPRLQV OfpWXGH GH OfpYROXWLRQ GHV SKpQRPQqQHV
GIpPHWWUH GHV VXSS ROVHYVLRWYN AFRQEHUMUIDQA VRQV LRQLTXI

phénomenes de précipitation, Hagerman et Butler ont déduit que les interactions des protéines

avec les tanins étaient plus fortes a des pH proches de leur point isoél&eti@piphénomene

serait expliqué par le fait que la répulsion prot@natéine est plus faible autour du point
LVRpOHFWULTXH '1DXW U HappddtX Wiel plus \graRde \Affinpté DeOld $EFHIM
albumine bovine (BSA) pour des composés phénoliques autour du point isoélectrique de la
protéinéd® &HSHQGDQW SOXVLHXUV DXWHXUV QfRAMWREVHUYp
HQWUH OD % 6®-caféoylguinyeé'@wHa ¢)-épicatéchineq>q=>

102



Figure69: Différents types d'interactions impliquant composés phénoliques et protéines. Extrait de
Le Bourvellec & Renard, 2022

Finalement, és interactions entre les protéines et les polyphé&mplient gouvernées
SDU XQH FRPELQDLVRQ GTLQWHUDFWLRQV K\GURSKLOHV H
POHFWURVWDWLTXHY GDQV FHUWDLQHV RR&QdMbBL WpeRd@V /TLF
OLDLVRQV GpSHQG GIXQH PXOWLWXGH GH IDFWHXUV WHOV
acteurs principaux ainsi que de leurs concentrations relatives, mais aussi des conditions du

milieu telles que le pﬂﬂ..lﬂlﬂ. la force |on|qﬁlﬁlﬂlﬂ le taux

GID :1)8@[ R43°+>°9 la température etc.

4.3.2.2 Influence des propriétés des composeés phénoliques

Les propriétés des composés phénoliques telles que leur structure, leur taille et leur
conformation influencereur affinité pour les protéines.
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4.3.2.2.1Structure et conformation des composés phénoliques

JTH[LVWHQFH GYLQWHUDFWLRQV HQWUH SURWPLQHV HW
OD VWUXFWXUH GH FHV GHUQLHUV %LHQ T XrhgiGiE¢ISKp QRO
protéines, cewFL QH SHXYHQW SDV LQGXLUH OD IRUPDWLRQ GH |
VHXO VLWH GH OLDLVRQ LOV QH SHXYHQW LQWHUDJLU TXT!

avoir formation de réseaux réticuld&{Figure 70). Ainsi, les acides phénoliques ne peuvent

étre responsables de la formation de gros agrégats.

Figure 70 : Formation de complexes composé phénoligpeotéines. a) Avec des composés ne
%o}lee VS <pu[pVv ¢ po V}IC p %eZdive an<geul sfteede liaison, des interactions se
(JEu vs A 0 °* % E}S Jv e ulJe v[ }uS]ee vS %o - 8, b AEea d&$}v PE
composés phénoliques possédant plusieurs noyaux phénoliques, @typeuvent former des ponts
entre les protéines et aboutir ainsi a la formation de gros agrégats. Adapté de Mc Manus et al.,
19952,

Le nombre et la position des groupements hydroxyles sur le groupement aromatique
jouent pJDOHPHQW XQ U{OH GDQV OfDIILQLWEp eBetf WIc3RMMISKpPpQRC
et ses collaborateurR QW GpPRQWUp TXH OfDIILQLWp GHMs JURXSH

protéines est hiérarchisée de la fagcon suivante
Monophénols €metadiphénols <ortho-diphénols < triphénols vicinad®

'IDXWUHV DXWHXUV RQW pJD O3dist@sentariR @h\pMsiama TXH C

nombre de groupements hydroxyles possédent une plus grande capacité a se lier a des
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protéingds’d>*4 Cela est vrai dans le cas des monoméres, mais aussi dans le cas des polymeres.
$LQVL OHV SURGHOSKLQLGLQHYV SUpVHQWHUDLHQW XQH S
bovin (BSA) que les procyanidi®® &HOD V{H[SOLTXHUDLW SDU OH IDLW
QRPEUH GH JURXSHPHQWYV K\GUR[\OHV IDYRULVH OfpWD
Cependant, Poncéiegrand et ses collaborateurs ont montré une affinité plus faible de
OfpSLJIDOORF RWoPAE KIDRHO LSRX T XH 5. Po@tam, e déuk tanposés

QH GLIIQUHQW TXH SDU OD SUpVHQFH GT1XQ JURXSHPHQW K\
auteursH[SOLTXHQW FHWWH KLpUDUFKLH GYDIILQLWp SDU XQH
OYpSLFDWpFKLQH IDYRULVDQW OHV LQWHUDFWLRQV DYHF

intervient probablement dans les différences entre les résultats.

De fdus, les tanins galloylés interagiraient plus avec les protéines que les composés non
JDOOR\OpV (Q HIIHW OfYHVWPpPULILFDWLRQ SDU OYDFLGH JD
triphénol vicinal supplémentai@. Ainsi, un suivi par néphélométrie a montré que
OIDFWLYLWp Wincatechinw ldu GeHla @idcyanidine B2 augmente lorsque ces
FRPSRVpV VRQW HVW pliguephes aubdirsQi§ RéEte Giddel & @iquent la
GLIIpPUHQFH GYLQWHUDFWre R déu) ménodétqear JeUMEtWyelIQHY HQW
épicatéchine gallate présente une conformation plus ouverte et flexible guédagtéchine.
'"IDXWUH SDUW HQ pWXGLDQW OTH[WLQFWLRQ GH IOXRUHVI
S Kp QR OL T-ahtyMsdHowv/laBHA, ce méme groupe a démontré que les composés galloylés

(procyanidine Bzgallate et épicatéchingallate) préseient une affinité de liaison pour les

protéines plus importantes que les composés non galloylésat@ohine et procyadine

B4)?°3 Ces résultats sont cohérents avec ceux de Rbagedind et ses collaborateurs qui
expliquent également ce phénomene par le coefficient de partiiotanol/eau des composés

galloylés plus faible que celui des composés non galYIesfH[SOLFDWLRQ SURSRVp
auteurs est que plus le coefficient de partition est élevé, plus le composé étudié est hydrophobe
HW GRQF SOXV LO HVW VXVFHSW1EQW H&PLFRW HRWQD/JI KYG $R Sk
protéines riches en proline. En effet, la galloylation consiste en angmentation du nombre

GH F\FOHV DURPDWLTXHV FH TXL IDYRULVH 0¥ >LQWHUDFW
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Figure71: Structure de I'épigallocatéching-gallate, un gallotanin.

'‘'HV HIITHWV VWpULTXHYV UpJLVVHQW pJDOHPHQW OfDIIL
Eneffet, des étudede turbidimétrie ont montré uapparition de trouble plus importam@ntre
la poly-L-prolineetla (HFDWpFKLQH -)Témiﬂabé%mqﬁ)g 6715 Or ces deux composés
QH GLIIQUHQW TXH SDU OD VWpUpRFIE[_gBrEHZ,G:&[)q@eSIURXSHP
VXVFHSWLEOH GH PRGLILHU O YH][SR¥Jrad d® §s@dHabokateMvsHV G H
relient également ces différences au coefficient de partition dans le métaotgnol/eau la
FDWpFKLQH VHUDLW PRLQV VRRXE GK XK KN XOMVHIBEWDLWO HKG QL-
protéine$®. De Freitas et Mateus ont également montré que la procyanidine B3, correspondant

au dimere(+)-catéchine : -(+)-catéchineavait tendance a former des agrégats avec les
protéines plus facilement que la procyanidine B4, qui est le diméma(@ghine : -(-)-

épicatéchin®®.

Figure72: Comparaison des structures de la{ggtéchine et de la-j-épicatéchine

JLQDOHPHQW VHORQ FHV pWXG F\Is @dhBrb@&) poucidsD 1 1L QL

protéines serait le suivant

(-)-épigallocatéchine <)-épicatéchine < (+gatéchine <-}-épigallocatéchine gallate

< (-)-épicatéchine gallate

Notons que seules la){épicatéchine et la (+Qatéchine sont présentes dans la pomme

et ses produits dérivés.
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Dans le cas de composés polymérisés tels que les proanthocyanidines, en plus de
dépendredeP RQRPqQUHV FRQVWLWXWLIV OYDIILQLWpP SRXU OHYV .
carbones impliqués dans les liaisons interflavanes. Ainsi, des diméres liés-€8 C4
présenteraient une activité tannante plus importante que des diméres lié<61%C8elon
ces auteurs, ce phénomeéne serait d0 a une plus grande flexibilité de la molécule et a un
SRVLWLRQQHPHQW GLIIpUHQW SDU UDSSRUW DX[ VLWHV C
flexibilité du composé phénolique a &@ulignée par plusieurs étuddses groupes de Frazier
(2003) et Deaville (2007) ont montré que des tanins galliques flexibles présentaient une plus
JUDQGH DIILQLWp SRXU OD %6$%$ TXH GIDXWUHV WDQLQV
rigidg¢=<1°=*| De plus, Cala et ses collaborateurs estiment que les interactions avec les protéines

dépendent de la compacité des taniles composés dont les groupements aromatiques sont
déja impligués dans du stacking intramoléculaire (tels que les procyanidines B3 et B4) ont une
capacité plus faible a interagir avec les peptides que les composés a la conformation plus

ouverte (tels que les procyanidines B2, C2 et dans une moindre rBa3iffe

4.3.2.2.2Talille et degré de polymérisation

La taille des composés phénoliquesest particulier le degré de polymérisation des
SURDQWKRF\DQLGLQHYVY VRQW GHV IDFWHXUV LPSRUWDQWYV
protéines. Eneffet DI DXJPHQWDWLRQ GX QRPEUH GIXQLWpV FRQVW
QDWXUHOOHPHQW OH QRPEUH GH VLWHYV GH OLDLVRQV SR\
protéines, formant alors des complexes réticulés. Ainsi, de nombreuses études oitédémo
gue la capacité des proanthocyanidines a interagir avec les protéines augmente avec leur degré
de polymérisatigffq-*“14=>q++{=*q =>4 Cependant,aslGHOj GIXQH FHUWDLQH
interactions des composés phénoliques avec les protéines semblent dirdmbeeitas et
ODWHXV RQW REVHUYp SDU QpSKpORPpWULH XQH GLPLC
salivaires ou la BSA pour des proanthocyanidines de taille supérieure a 34DCbs auteurs
DWWULEXHQW FH SKpQRPgQH VWHVLHXHVWVY. GVMHQPRRPEQHRBDE

des tanins hautement polymérisés.

Les propriétés de structure et de conformation des composés phénoliques constituent
GHV IDFWHXUV SULPRUGLDX[ GDQV OYpWDEOLVVHP#HQW GTIL
influent sur le nombre de sites de liaisang]eurs affinités respectives pour les sites protéiques

et sur leur accessibilité.
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4.3.2.2.30xydation

&RPPH GDQV OH -&sbBodiat®ei de3 {compdéés phénoliques (Voavaux
Antérieurs, paragraph@.1.2.1 O9fYR[\GDWLRQ GHV FRPSRVpV SKpQROLT
structure, modifie leur capacité a interagir avec les protéines. En effet, deux hypotheses
coexistentquantd W\SH GH OLDLVRQV FU pipeMaux2d&dierHRAYGQESVLRQ Y

234 'Y{XQH SDUW OfYpWDEOLVVHPHQW GH OLD bhtetikrQdé LQWHU

la taille des tanins et donc du nombre de gitgentielsGfLQWHUDFWLRQ DYHF OHV S
SDUW OD IRUPDWLRQ GH OLDLVRQV GTR[\GDWLRQ LQWUDRPF
TXL SHXW IDFLOLWHU O HresSUcoinp¥és] etDieuwWhyBphdabi¢ité FceGqiD X

IDYRULVHUDLW OD IRUPDWLRQ GILQWHUDFWLRQV K\GURSKIF

4.3.2.3 Influence des propriétés dpmotéines

4.3.2.3.1Talille des protéines

/IDINLQLWpPp GHVY SRO\SHSWLGHV SRXU OHV FRPSRVpV SK
HagerPDQ HW % XWOHU RQW PRQWUp TXH j OfH[FHSWLRQ GH\
SURWPLQHYV GH PRLQV GH N'D RQW XQH IDLEOH DIILQLWp
quasi nulle dans le cas des petits peptfdelgne explication peut étre que lorsque la longueur
du polypeptide augmente, le nombre de sites de liaisons potentiels augmente également.
Charlton et ses c @ DERUDWHXUV RQW pJDOHPHQW PRQWUp TXH Of
PXOWLSOHV UpSpWLWLRQV GTXQH VpTXHQFH pWDLW EHDXI
séquence seft®. Cependant, la simple augmentation du nombre de sites de liaisons ne suffit
SDV j H[SOLTXHU OD GLIIpUHQFH GTDIILQLWp /HV DXWHXUYV
de synergie dus a un enroulement de la protéine autour du tgni® TRULJLQH GLQWH

secondaires.

4.3.2.3.2Conformation des protéines

La conformation des protéines régit leur capacité a interagir avec les polyphiésols
protéines ayant une conformation ouverte et flexible présentent une plus grande affinité pour
lesFRPSRVpV SKpQROLTXHYV TXH OHV SURWpLQHYVY JOREXODLU
par le fait que plus de sites de liaisons sont accessibles, notamment les zones hydrophobes de

la protéiné®. Ainsi, les composés phénoliques peuvatgragir par un stacking fageface

avec les acides aminés hydrophobes tels que la piBim@¢73] $ O T L @¥intdractibns
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DYHF OHV SURWpPLQHY JOREXODLUHYV QYLPSOLTXHUDLHQW

protéing*t242,

Figure73: Proposition d'interaction par stacking entre un peptide riche en proline et le pentagalloyl
glucose. Ici, le stacking primaire s'effectue au niveau du noyau pyrrolidine de Prol3. Adapté de
Baxter et al., 19971

&H W\SH GH FRQIRUPDWLRQ RXYHUWH Sé¢aXpdurddsUH QDW
protéines salivaires ou les protéines responsables du trouble dan$f6t&re] mais il peut
DXVVL rWUH OH UpVXOWDW GT1XQ GpSOLHPHQW GH SURWpPL
FKDOHXU FRPPH FIfHVW OH FDV GDQ\$ ToaMauvix Mh€isurs ODQFV

paragraphﬁ :

4.3.2.3.3Structure et composition en acides aminés

La composition en acides aminés du polypeptide est un des facteurs les plus importants
UpJLVVDQW OfYDIILQLWp GHV SUR\Wn EIRinéngeRtXlahs@igratiR P SRV
nombre des propriétés des protéines comme la conformation et le caractére acide ou basique.

/[HV SURWpPLQHYV SUpVHQWDQW OH SOXV GYDIILQLWpP SR>
en proline (PRPs). Ces protéinests@présentées par un grand nombre de protéines salivaires,
DLQVL TXH SDU GHV SURWpPLQHV SUpVHQWHY GDQV OD ELqU
Asano et ses collaborateurs ont montré que la capacité de protéines de biére a précipiter la
caéchine était reliée linéairement au contenu en proline de ces préfi€ind LPSDFW GH O
SUpVHQFH GH OD SUROLQH V1TH $X0QHA&SDBID $IOX \GLIHOQU V LIV bIR
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gréce a son noyau pyrroliditt* (Figure74 GJIDXWUH SDUW OD SUpVHQFH

maintient la protéine danme conformation étendue ou en pelote statistique qui favorise les

interactions avec les composés phénol Eﬁﬁf}é“ En tant que sites de liaisons privilégiés, les

résidus proline jouerait un réle primordial dans la reconnaissance entre la protéine et le composé
phénoliqué*. En effet, la proline posséde une amine tertiaire, moins solvatée que les amines
SHFRQGDLUHY FH TXL IDFLOLWHUDLW OYDGGLWLRQ GYXQ O
pour rompre les liaisons avec le soidht 'H SOXV OHV VXEVWLWXDQWV Pp
tertiaire peuvent fournir des éteans a la liaison peptidique et la fonction carbonyle devient

alors un bon accepteur de liaison hydrogene. Ainsi, la liaison amide précédant la proline

constitue probablement un site de liaison impoffént

Figure74: Structure de la proline

&HSHQGDQW OD SUROLQH QYfHVW SDV OH VHXO DFLGF
SRO\SKpQROV /fDUJLQLQ™M*¥H UD ItWI HDW V¥ HW PBROULGTK HP LQ p
longue chaine latérale hydrophobe terminée par un groupementdderi@isons hydrogéenes.
$LQVL OfYDUJLQLQH LQWHUDJLW SUREDEOHPHQW GDQV XQ
FRPSRVpV SKpQROLTXHV JDOOR\OpV SXLV OYDVVRFLDWLR
/ITREVHUYDWLRQ L @ W HQUHDXPVW4 HRGE etHIEsWhidtatin€s Hdes protéines
salivaires trés riches en histidine, synthétiques laisse a penser que cet acide aminé pourrait
également étre impliqd®3*1. Wroblewski et ses collaborateurs suggd@ W GIDLOOHXUYV
OYpSLIDOORFDWpPpFKLQH JDOODWH (*&* HW OHV KLVWD!
hydrophobes entre les groupements aromatiquesihposé phénoligue et les ctes latérales
aromatiques des résidus phénylalanine et tyrosine ailsfB YHF OH QR\DX LPLGD
OTKLVWLGHGHQGDQW GTDXWRBVHUXYW HXIL\Y W HRQWWIIRY HC
contenant différentes protéines riches en histidine, purifiée a partir de salive humaine, et divers

taning'®. Hormis la provenance des protéines, ces études sont similaires et rien ne semble

expliquer la différence de résultats obtenus. Enfin, plusieurs études rapportent égalergent le rd

de la phénylalanine comme étant un site de liaison impéﬁl&f‘ﬁ 34

JTLQIOXHQFH GH OH Q F Kidds @3t &gal@naht @dtasleDENLeGet] War

OH FDV GH SURWPpPLQHYVY ULFKHV HQ SUROLQH OpoSUHPLH
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constituerait un site de liaison privilégitamment parce que la proline impose une
conformation rigide ouverte impliguanOH UpVLGX SUpFpGHQW HW SHUPHYV
composés phénoliqnln?éf’0 La présence de glycine a proximité de la proline confére également

une strudV X U H IDYRULVDQN5@7|11[$FGQVQD(X—[UWHQD(DVQHXURWHQVL(
acides aminés dont SUROLQHYVY QH IRUPH GH VWDFNLQJ-peritaDYHF OF
O-galloyl-D-JOXFRS\UDQRVH (Q HIIHW @ ByroSikepat idelfsiie @IxD U JL Q |
chaiQHVY ODWpUDOHV YROXPLQHXVHV j SUR[LPLWpPp GHV Up\
polyphénol$?® 'H SOXV :UREOHZVNL HW VHV FROODERUDWHXUV P
VIQWKpWLTXH FRQVWLWXp GHV PrPHVY DFLGHYV DPLQpPpV GDQ\
WRXW GH OD PrPH IDoRQ DYHF Of(*&* PD@élip XQH VWUXFW

4.3.2.3.4Glycosylation des protéines

La glycosylation des protéines riches en prodingmente leur affinité pour les taniffs
SUREDEOHPHQW SDUFH gb¥akcharide SW ja prdt€irie ihabhtienOckiRlans
une configuration ouverte qui favorise les interacti@@ependant, la glycosylation
occasionnerait également une augmentation de la solubilité des complexes formés, limitant
DLQVL OD IRUP®iNgadBs.GIDIJUpIJDW

4.3.2.4 Influence des conditions expérimentales

Les effets des conditions expérimentales sur les interactions polygiréigihe sont
complexes en raison de la grande diversite slaucturs et des propriétés des couples de

composés.

4.3.2.4.1Ratio polyénol/protéine

Les interactions entre protéines et composés phénoliques sont influencées par la
concentration de la solution, mais aussi par le rapport des concentrations de chague composé.
Cela a été expliqué par la capacité des polyphénols a réagir abesrtigands polydentés. En
HIITHW HQ H[FqV GH SURWPpPLQH FKDTXH FRPSRVp SKpQROLT
mais, lorsque la proportion de polyphénols augmente -ciepeuvent se lier a deux protéines
et ainsi former des ponts entre ellesCMfLQYHUVH VL O HMWY eSdR)eS KitpsQ)d@ OV VR

liaisondes protéines vont étre saturées par des polyphénols seuls, diminuant ainsi la probabilité
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de formation de pont& (Figure75). Ainsi, il existerait un ratio pgbhénol/protéine optimal

pour une formation maximale de troulife

Figure 75 : Impact des concentrations relatives en protéines et polyphénols dans la formation
d'agrégats. a) Nombre de sites de liaisons égal entre polyphénols et protéingésiculation et
formation de gros agrégats, b) Plus de sites de liaison sur les protéifi@snation de dimeres mais

pas de gros agrégats, c) Plus de sites de liaisons sur les polyphéeslsites de liaison des protéines
sont saturés par les polyphénols, formation de diméres mais pas de gros agrégats. Adapté de Siebert
et al., 19968%,

Jobstl et ses collaborateumoposent une hypothese légerement différente pour
H[SOLTXHU OfHIIHW GH FH UDWIER WXIQ HO HVoWR§) =W L R Q
SRO\SKpQROV VRQW OLPLWDQWY SOXVLHXUV GYfHQWUH HX
ponts au sein de la protéine, provoquant ainsi son repliement atmdaninution de sa taille.

Lorsque le ratio polyphénol/protéine augmente, les composés phénoliques liés a la surface de

la protéine peuvent former des ponts entre les protéines, formatitrdgss insoluble€Enfin,

un ratio encore plus élevé entréiin OfDJUpPpJDWLRQ GHV GLPQUHV BFRQGXL\
&H W\SH GH PpFDQLVPH HVW DXVVL SURSRVp SDU 3DVFDO H\
HQWUH OT(*&* HW X Q H??3 E8s &ueMrk OrX égal@rn®snontré que lorsque la
concentration protéique est élevée, des ponts peuvent se former a des ratios pgbyptétnel/

ELHQ SOXV IDLEOHV TXH GDQV OH FDV G $#XRdtre76).CEIH QW UDW
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VIH[SOLTXH VLPSOHPHQW SDU OD SOXV JUDQGH SURJ[LPL

concentrée.

Figure76 : Proposition de mécanismes d'interaction entre le peptide-3Bet 'EGCG. Les ronds gris
représentent les molécules d'EGCG et les courbes noires les peptides. Les ronds blancs
correspondent aux agrégats. Extrait de Pascal et al., 2807

4.3.2.4.2Température

La température a un net effet sur la fation de complexes polyphéngisotéines.
Plusieurs auteurs ont constaté en milieu modele une augmentation de la turbidité lorsque la
température augmepitd“14>* Les hypothéses formulées sSOB T X QHTXHNHQH pOpYDWL
de température favorise la probabilité de rencétitet G T D X W gl IeS BffdtWydrophobes

sont favorisées par une augmentation de tempéfett@ De plus, a des températures élevées,

les protéines peuvent étre dénaturées et exposer certains sites de liaisons aux p@hénols
Cependant, dansQH DXWUH pWXGH OLHGO HW VHV FROODERUDW
étudiant la formation de trouble dans une biere du commareeaugmentation de température
entrainait une diminution de la turbidité. Ces auteurs expliquent cette différenCefpdn SRW K qV H
TXY] EDVVH WHPSpUDWXUH OHV SKpQRPgQHV GH QXFOpC
température, la croissance des particules est favorisée. Ainsi, dans un milieu réel, la premiere
113



étape de nucléation ne pourrait avoir lieu a haute tempér@areontre, en milieu modele, la
VROXELOLWp GHVY PROpFXOHVY HW OHXU FRQFHQWUDWLRQ V
indispensab¥®. Une autre hypothése a ce résultat est que dans le milieu réel les composés
impliqués peuvent étre legerement différents de ceux utilisés dans les expénentésue

modele. La nature des interactions impliquées pourrait donc varier et des interactions
hydrophiles pourraient étre favorisées dans certains cas. Cette hypothése est soutenue par
GIDXWUHV DXWHXUV TXL RQW R Hactdlbuvpe &nX ptésendbe WeR O X E L (

procyanidines augmente lorsque la température augmente d@iC°¥.4

$LQVL OYLPSDFW GH OD WHPSpUDW X LprotéesUestOHV L Q
complexe et dépend a la fois de la nature desolia impliquées, de la nature des partenaires,

en particulier de la température de dénaturation de la protéine, et des conditions du milieu.

4.3.2.4.3pH

/H S+ MRXH XQ U{OH GDQV OHV LQWHUDFWLRQV PROpFX
charge des moléculesn eparticulier des protéines. Ainsi, plusieurs auteurs ont noté un
PD[LPXP GYDJUpJDWLRQ DXWRXU GX SRLQYV79E5‘<{3 POHFWULTX

341549 Charlton et ses collaborateurs suggeérent que ce phénomeéne est dii a des répulsions entre

les charges protéiques lorsque le pH est distantfl lpés agrégats sont donc plus susceptibles

GH VILOWHUFRQQHFWHU ORUVT X FHddeHaltobKdD ). IDeVacgrR QW PR
cohérente, Kawamoteta. VXSSRVHQW TXH OH S+ QYDJLW SDV VXU OD
HW OHV SURWpPLQHV PDLV VXU OfpWDSH VXLYDQWH GYLQW
précipitatiod?®. Pourtant, Prigent et ses collaborateurs ont constatdT@ar(Isothermal

Titration Calorimetry) queO TDIILQLWp HQWUH GlacalBibhiRdaDedys@&ymEgHY HW
augmente lorsque le pH se rapproche des pl des prétéinesfDXWUH SDUW GHV DX
montré que des histatines, dont le pl est supérieur pIBDLHQW PLHX[ SUpFLSLWpH
j S+ TXYj] S+ VXIIpUDQW TXTXQH FKDUJH QXOOH GHYV
UpJLVVDQW OTHIIHW GX S+ VX-pro@Heé¢* . QWHUDFWLRQV SRO\S

"IDXWUHV DXWHXUV pWXGLDQW OD IR UpPdpivateethipeGH FRP !
la(+ FDWpFKLQH HW OD UXWLQH QzﬁgiﬂmbpSrmahtREs\étwdbypntGﬂHIII-
été réalisées, non pas par étude derkcipitation, mais par ITC et par extinction de
IOXRUHVFHQFH TXL VRQW GHV PpWKRGHV SOXV SUpFLVH
LQLWLDX[ GH PILY W H UDFQQR@W SDV DFFqV j OTpWXGH GH O
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mentionnée plus hautCes résultats sont cohérents avec ceux de Charlton et ses
collaborateurd®. De SOXV XQH GLPLQXWLRQ GX S+ GH j QYLPS
OLDLVRQ HQWUH O-D-céiélquiniueD(TOA) Lreais aldgmente Iégérement le

nombre de molécules de CQA par molécule de BSA pour certains ratios protéine/polyphénol

(10 a15 moles de CQA par mole de BSA) & HOD SHXW V{H[SOLTXHU SDU OH |
caféoylquinique présente une charge négative qui induit donc des répulsions entre molécules

de CQA. Par contre,apH 3, cette @ VLRQ QTH[LVWH SOXV SHUPHWWDQW

des molécules de CQA liées a la BSA.

4.3.2.4.4Force ionique

/[MTHIITHW GH OD IRUFH LRQLTXH VXU OHV LQWHUDFWLRQ
est trés variable et dépend notamment des couples impliqinsi, Carvalho et ses
FROODERUDWHXUVY RQW FRQVWDWp SDU WXUELGLPpWULH X
IRUFH LRQLTXH VXU OYYDJUpJDWLRQ HQWWPHO®NWH WD Q1 QY Y
ces mémes auteurs ont noté une nettgreentation de la turbidité avec le peptide IB8c lors de
OfpOpYDWLRGYGHI DDODWWHOSRUWpP OIDXIJPHQWDWLRQ GH OD
niveau de trouble formé entre la catéchine et la glidflinees auteurs supposent que cette
observation est due a des phénoménes de sdRiKgN -FGHVW TXTHQ SUpVHQFH
OfHQYLURQQHPHQW GH OD S WRiayoisg HiedimsvacRorRd d@ \natkineG U D W |
K\GURSKREH DYHF GI{DXWUHYV FRQVWLWXDQWY 'H PrPH 2K
augmentation considérable de la turbidité avec la force ionique (0,01 a 1,0 M) lors de
O 1L Q F X E D WLL-fRdine0H d&dRyElatine avec des tanins de raisin, a pH 4,0. Ces auteurs
attribuent ce fait a la nature hydrophobe des interaéfibriEn effet, les effets hydrophobes
sont favorisé par une augmentation de la force ionfdtidPar contre, ces auxeUV QTRQW SD°
REVHUYp GfLPSDFW GH OD IRUFH LRQLTXH GH j 0 VXU
entre ces mémes tanins de raisin et la 85Rrigentet al.ont également constaté que la force
ionique (0,027 0 QH VHPEOH SDV DYRLU G¢1LR&@BUIINg ¥l OD VF

présence de procyanidines de pommes, a pFf'55%$ OJLQYHUVH | S+ 5DZH
collaborateurs ont montré une diminution des interactions entre la BSA et la quercétine lors de
OYDXJPHQWDWLRQ GH OD IRUFH LRQLTXH GH j 0 G

SKPpQRPgQH j OfTDXJRdichevdeVedriQtior He @ Protéine qui préviendrait
OYLQWHUDFWLRQ*3DA N LAY HEWH FOWDR QWp JIDWLRQ UpVXOWD(
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BSA et des procyanidines oligomériques en solution hydro&®ha. T X H GIpWKDC
diminue fortement lors du passage de 0,07 & 0,5 M de chlorure de ¥dium

Carvalho et ses collaborateuss X JJqQUHQW TXH OYLPSDFW GH OD IR
SDUWHQDLUHY HQ SUpVHQFH HVW G€ j OfK\GUDWDWLRQ GH
autour des agrégats et favorisant ainsiitgsractions entre protéine et polyphénols. Les
différences de comportement entre les protéines seraient dues a une difféerence de pl
QRWDPPHQW -DPNGDVAEH pOMDQW SOXV SURFKH GX S+ GH OfYy
expliquerait le faible effet d©O D IRUFH LRQLTX#. VXU OfYDJUpPpJDWLRQ

Comme pour le pH, Kawamotet ses collaborateurs supposent que la force ionique
QILQWHUYLHQW SDV VXU OD FRPSOH[DWLRQ LQLWLDOH PDL
serait principalement dirigée par la solubilité de la protéinEn effet, ces auteurs ont constaté
gue la capacité du galloylglucose a précipiter la BSA diminue quand la concentration en NaCl
varie de 5 100 mM puis augmente de 100 mM a ¥

Ce type de mécanisme pourrait intervenir dans la formagotmouble dans les jus de
pomme puisque Tajchakavit et ses collaborateurs ont observé une augmentation de la turbidité
GIXQ MXV ORUVTXH OD VDOLQLWp HVW DXJPHQWPH MXVTXT
TXH OHV VHOV QH SDUMRIFIGSHQWDSODNPIDWIRQLWLDW IDYRUL
altérant la double couche électrique entre les particules et le liquide suspf@ndant

4.3.2.4 5Ethanol

B3OXVLHXUV DXWHXUV RQW REVHUYp TXH OfYDXJPHQWL
GLPLQXDLW O § bolusdhsLa@ri¢hehE tes @omposés phénoliques. Une explication
SRVVLEOH HVW TXH OD SUpVHQFH GYYDOFRRO DXJPHQWH O
interactions entre les polyphénols et les protéines salivaires, tout en limitant la précigéation
complexe®?33, Dans le vin, Seraii et ses collaborateurs ont montré que la précipitation de
OD %6%$ SDU OHV WDQLQV GLPLQXH ORUVTXH OH WDX[ GTD
VXSSRVHQW TXH OfpWKDQRO VHUDLW UHVSRQVDEOH GH OD
dans cette rgcipitatiorf?2. Pascalet al (2008)ont constaté par SAXS une dimition de
OTLOQWHQVLWYpPp GLIIXVpH SDU XQH VROXWLRQ GH SURWDPLQF
ORUVTXH OH WDX[ GfpWKDQRO HVW DXJPHQWp GH ]
SRO\GLVSHUVLWp QYfHVW FHSHQGDQW RiEWaduwtYipncHwe OD GL
diminution de la concentration des particules. De plus, la précipitation observée dans le mélange
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SURWPLQH WDQLQ DYHF G P W K DXQW O HH § VU BVE VOHHQWIHQ W H U |
tanins de vin et lpoly-L-proline sont de plus en plus faibles lorsque la concentration en éthanol
augmente de 5 a 40%4 De plus, ces auteurs ont mis en évidence pardd@s changements

GHV PpFDQLVPHV GfLQWHUDFWLRQ ORUVTXH OH WDX[ GYD¢
GIpWKDQRO OHV LQWHUDFWLRQV VHUDLHQW GH QDWXUH |j
des liaisonshydrogénese formeraient; GKPWM RO $ GIpWKDQRO OH\
GILQWHUDFWLRQS T\RR QW HG p DI E R iloRip&E’VRQ WDQLQV

Cependant, des auteurs ont démdmjue les interactions entre des tanins et des
SURWpPLQHV VDOLYDLUHV DXJPHQWHQW ORUV®TXIRarOH WD X
WXUELGLPpWULH GYDXWUHV DXWHXUV RQW PRQWUp TXH (
WDQQLTXH DYHF OD JOLDGLQH GLPLQXH GDQV XQ SUHPLHU
j SXLV DXJPHQWH HQVXLWH MXV sugfigrent quelf dimikuBo@ RO/ H
GH OD WXUELGLWp HVW GXH j OfLQWHUIpUHQFH GH OfDO]I
OYDXJPHQWDWLRQ GX WDX[ GIpWKDQRO SUR¥YRTXH XQH EDI

4.4 Interactionampliquant les polysaccharides

Les interactions impliquant des polysaccharides ont été largement étudiéeslabgpen
GH QRPEUHXVHV pWXGHV VIYLQWpPpUHVVHQW DX[ LQWHU
polysaccharidiques insolubles des parois végétales. Or, seuls les constituants solubles des parois
TXH VRQW OHV SHFWLQHV HW OHV Kp®&sef#darG kOWRIiYsHNs &V R Q W
base defruits (voir Travaux Antérieurs,paragraphgl.2). Pour cette raison, la revue

bibliographique qui suit traite essentiellemenles polysaccharides solubles. Des
polysaccharides provenant des levures peuvent également étre trouvés dans les boissons

fermentées et serontalgment traités dans ce paragraphe

4.4.1 Interactions entre polysaccharides

/IHV WURXEOHV GYRUL @&LsQnt peaiRIecYNschrFils Délive@t] poxr la
plupart, étre facilement éliminés par traitements enzymatiques. Ces composés semblent

uniquement interagir au sein de la méme famille.

4411 /TYDPLGRQ

/IRUVTXYLO HVW FKDXIlIp OfYDPLGRQ @E¢llx padt@uisaton UWLHO

GH MXV GH IUXLWV HQ FRQWHQDQW GHV IUDJPHQWYV GYDP\
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peuvent y rester durant les opérations de clarification et filtration des modats. lls peuvent ensuite

VH UpDOLJQHU HW VAdey VdRifldstblle &R Xrécigiféd] CE phénoméne,
DSSHOp UpWURJUDGDWLRQ HVW DFFpOpUp SDU GH IDLEOHYV
WDQLQV 1RWRQV FHSHQGDQW TXH O fdamrsUés Rassehy Svbasp Q p U D ¢

de pommes lorsque cellessont pressées a maturité.

4.4.1.2 Les arabinanes

Durant le stockage de jus de pommes concentrés, des particules microcristallines de
VWUXFWXUH WUqV XQLIRUPH SHXYHQW DSSDchanddsUH HW
uniquement constitués de résidus arabinose. Des analyses de méthylation ainsi que par RMN
GpYRLOHQW TXH FH FRPSRVp HVW XQ DUDELQDQ@H &RPSRUW
donc possédant une structure linéR&fteCette caractéristique le distingue de la majorité des
arabinanes végétauxonnus, qui possedent une structure ramifiée. Un arabinane linéaire
similaire a été isolé dans un vin rottfet serait constitué 83 G fDUDELQRVH DLQVL TX
XURQLTXHY GH UKDPQRVH HW GH JDODFWRVH &HV FRPS
GTHQJ\PHVY UpDOLVDQW OD GpDUDELQtRUESOMeWEsRE& l&GH SR
linéarisation des chaines arabinanes, provoquant ainsi la formation de composés de haut poids
PROpFXODLUH HW GRQW OD VWUXFWXUH OLQpDLUH SRXUUD

4.4.2 Interactions entre polysaccharides et protéines

Des interactions électrostatiques peuvent se former entre des protéines et des
polysaccharides acidemais sont faiblesvoire inexistantesavec des polysaccharides non
ioniques. Cela suggére que les groupements carboxylates des polysaccharides sons impliqué
dans les interactions avec les résidus chargés positivement des ptotéesieurs facteurs
comme la nature du polysaccharide (masse moléculaire, com@@sitiG HJUp GTHVWpULI
pour les pectines, caractére acide ou neutre), le ratio protéine/polysaccharide, la température ou

la force ionique interviennent sur la formation des compféXes

'Y{DXWUH SDUW GHV LQWHUDFWLRQV DERXWLVVDQW | (
peuvent également interveftt & THVW BI®IE cas[lerPde la stabilisation de la caséine

par les polysaccharides sulfatés en procédés alimentaires.
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4.4.3 Interactions entre polysaccharides et composés phénoliques

4431 OpFDQLVPHYVY GILOWHUDFWLRQ

/IHV PpFDQLVPHYV eatfeL@mMpbsdDpghéndligu@s et galycharides sont
proches de ceux régissant les interactions entre polyphénols et protémieseractions mises
en jeu sont de nature hydrophile et/ou hydrophobe. En effet, une hausse de température ou
OYDMRXW GTXUpH XQ DJH Q\vogueDIRMptuie Sd [RiXdhs hypl®Eeed,H G H
induisent une diminution des interactions entre des procyanidines et les parois végétales, ce qui
suggeére la présence de ces liaisons hydrog@nesf D XWUH SDUW XQH DXJPHQWI
LRQLTXH RX XQH GLPLQXWLRQ GH OD SRODULWpPp GH OD VX
entrainet également une dissociation des complexes, ce qui traduit la pré&fidél |HWV
hydrophobes entre les parois végétales et les 88hind pDQPRLQV GDQV FHWWH p\
de la rupture des interactions hydrophobes est moins important que celui de la rupture des
OLDLVRQV K\GURJgQH 8QH DXWUH pWXGaux iMfracfioso UHV V D
pectinesSURF\DQLGLQHY UHOqYH GHV LQWHUDFWLRQV PDMRUL
traduit une nature hydrophoie La nature des interactions dominantes est donc probablement
modulée par les couples polyphépolysaccharide et par les conditions expérimentales.

Les liaisons hydrogéne se formeraient entre les groupements hydroxyles degtani
OHV DWRPHV GYR[\JgQHV GHV OLDLVRQV JO\FRVLGLTXHV R:
des polysaccharidgEigure77).
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Figure77: Reprégntation des liaisons hydrogénpossibles entre un tanin et un polysaccharide (ici
0[Z}u}P 0o SUE}IV V % S]<p X AESESLS , vo]Jv § oX Tifi

Les effes hydrophobes interviennent probablement entre les cycles aromatiques des
composés phénoliques des zonelkydrophobes des polysaccharidesnme, par exemple, les

substituants méthyles portés par les acides galacturoniques des p¥étihes

'HV DXWHXUV RQW WHVWp OfHIIHW GX S+ VXU OHV LQ\
parois et des polyphénols afin de déterminer si des interactions ioniques ou électrostatiques sont
VXVFHSWLE @HV GIQRWIBUYBWLRQ GH S+ HQWUH HW QF
FRPSOH[HVY LO HVW SHX SUREDEOH TXH®FEe WsuSdd eG TLQWH
FRKpUHQW DYHF FHX[ G{DXWUHV DXWHXUV TXL RQW GpWFH
comme des polysaccharides du vin (arabinogalactane protéines et rhamnogalaetliypnan
sont négativement chargés aux pH des vins (3,5) alors que les composés phénoliques ne sont
SDV FKDUJpV j FH S+ $LQVL OfYH[LVWHQFH GH OLDLVRQV

composés est peu probatile

Bien que la nature des interactions pelyphénols avec les polysaccharides soit proche
de celles avec les protéines, la structure des agrégats est trés differer@®RUYV TX{DYHF
protéines, les agrégats formés sont plus compacts que la protéine de départ, avec le hyaluronane,
les complexs ont une structure beaucoup plus lache. De plus, ces complexes restent chargés a

pH 5 et forment alors des suspensions stables, et non des pr&€ipités
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4.4.3.2 Influence des propriétés du composé phénolique

La nature des interactions polyphénptdysaccharides étant siiire a celle des
interactions polyphénolSURWpLQHY LO HVW IRUW SUREDEOH TXH

composeés phliquessoit également comparab(voir Travaux Antérieursparagraph@ :

Ainsi, une augmentation du degré de polymérisation induit une augmentation des interactions
ave les paroﬁlﬂlﬂ De méme, une augmentation du pourcentage deybslbn

entraine une augmentation de la masse de tanins liés aux*fjal0mlD VIH[SOLTXH SEL
O 9D X J P @u\hDrimbiteRde sites de liaisoBDU FHVY GHX[ IDFWHXUV TX{IL
groupements hydroxyles nisile cas de liaisons hydrogéoe des cycles arortiques dans le

FDV GYHKABWRSKREHYV 'H SOXV O feDpdlyrrad@tirDamiaiReQune X G HJ
DXJPHQWDWLRQ GH OYfYK\GURSKRELFLWp GHV €efieBQLQV
hydrophobe$™,

La longueur des tanins impacte égadat la structure des agrégats formés avec des
polysaccharides, en particulier le hyaluronane. En effet, les tanins courts (< 10 nm de long)
forment des pelotes oligomeres alors que les longs tanins forment de gros agrégats buissonneux
ou des structures ggLILpHY &HOD SHXW V{H[SOLTXHU SDU GHV Up
OLPLWHQW OYDJUpPJDWLRQ ORUVTXH OHV WDQLQV LQWHUFD

/I YTHVWpULILFDWLRQ SDU OYDFLGH JDOOLTXH IDYRULVH
SRO\WDFFKDULGHV (Q HIIHW OYfpSLFDWpFKLQH JDOODWH

capable de former des liaisons avec plusieurs sitestaiménhent.

Enfin, la stéréochimie et la nature des liaisons interflavanesfisrdda conformation
GHV PROpFXOHYV HW VRQW DLQVL VXVFHSWLEOHY GH PRGLIL
FRQIRUPDWLRQ RXYHUWH HW IOH[LEOH GHV WDQLQV IDFLC
composés. Par exemple, la présence legtéchines au sein de procyanidines majoritairement
constituées de-¥-épicatéchines, de par la stéréochimie de ces unités, pourrait induire la
IRUPDWLRQ GH JRQHV SOXV RXYHUWHYV IDYRULVPEPQOW DLQVL

4.4.3.3 Influence des propriétés du polysaccharide

/TDIILQLWp GHV WDQLQV SR ¥Xe@ ERUx 8aR ParviDdelukaites, L G HV
dépend également de la nature de eéux (Q HIIHW Ofgientes Qrodyanid®és de L |
pomme, de poireR X GH UDLVLQ SRXU GLIIpUHQWY SRO\WDEFKDULG
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pectines >> xyloglucanes > atoin > cellulos®® /IDIILQLWpP VXSpULHXUH SRXU
VIH[SOLTXHU SDU OHV FDUDFW q Udd ¥n Bffet, @ chradteke\&ideR SKR E
leur permet de réaliser des liaisons hydrogénes fortes comparées guigbeuvent étre mises

en place entre les tanins et les polysaccharides neutres tels que les xyloglucanes ou encore les

arabinogalactanes (ramification de pectiffes)

Cependant, les pectines sont des polysaccharides de staatyskexe (voirTravaux
Antérieurs,paragraphi.2.1.9 et les différentes régions de la structure macromoléculaire ont
GHV SURSULpWpV WUqV GLIIpUHQWHY TXL PRGLILHQW OHXU

'IDXWUH SDUW OD WDLO Qéhcesdddsi BirR GierdetioRr Kt eSS HY L
composés phénoliques. Ainsi, en solution modéle, il semble que les procyanidines de plus faible
degré de polymérisation (ici 9) interagissent préférentiellement avec des molécules de pectine
de plus grande taille alorgue les plus grandes procyanidines (DPm = 30) interagissent
préférentiellement avec les plus petites pectines. Il est probable que les interactions entre
polysaccharides de faible poids moléculaire et tanins soient essentiellement de nature
hydrophile tadis que, dans le cas des plus grands polysaccharides, la structure des composés
est susceptible de favoris@n plus deseffets hydrophobe¥* En effet, les pectines et les
xyloglucanes (hémicelluloses) ont notamment la capacité de former des gels possédant des
FDYLWpV K\GURSKREHYV VXVFHSWLWW@'}G@@mw%@HU OH

encapsulations semblent peu probables aveatésstde grande ta|i€]*?

Dans le cas des pectines, le degré de méthylatttn @ f KRPRJDODFWXURQDQI
pJDOHPHQW OYLQWHUDFWLRQ DYHF GHV SURF\DQLGLQHV $
LQWHUDJLW SOXV IRUWHPHQW DYHF XQH IUDFWLRQ GH S
homogalacturonane méthylé a 30 % ou¥% & HOD HVW SUREDEOHPHQW GE€ j
apportée par les groupements méthyles, qui favorise donc les interactions deyusiypieobe

avec les composés phénoliques.

Enfin, la composition en sucres des polysaccharides et en particulier des pectines, qui
peuvent avoir des structures trés variables, joue probablement un réle important. En effet,
Watrelot et ses collaborateurg observe une plus grande affinité de fractions de procyanidines
pour des pectines de citron que pour des pectines de pomme, qui ont pourtant un degré de
méthylation proch&%. Les auteurs expliquent cette différence par le plus grand nombre de
résidus rhamnose dans les pectines de ctro@ f{LQWHUFDODWLRQ GH UKDPQR'
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acide galacturonique réduirait la lareyr de la chaine pectique en formant des coudes et
LQGXLUDLW DLQVL XQH SOXV JUDQGH IOH[LELOLWp IDYRUL

4.4.4 Impact des polysaccharides sur les interactions entre macromolécules

4.4.4.1 Un impact variable des polysacchasdrir les interactions entre
macromolécules

/ID SUpVHQFH GH SRO\WDFFKDULGHYV PRGLILH OD YLVFRYV
impacte naturellement les interactions entre les molécules. Cependant, il apparait clair que leur
impact ne se limite pascette seule propriét&. Ainsi, cet aspect purement physique ne sera
SDV DERUGp GDQV FHWWH SDUWLH /TLPSDFW GH SRO\VDFF
de formation de trouble dans les boissons a été beaucoup étudié et avec une grande variété de
composés des facteurs stabilisateurs ont été isolés, notamment @any/ YLQV HW OTfHI

nombreux polysaccharides exogénes a €également été testé.

4.4.4.1.1lmpact des polysaccharides naturellement présents dans les
boissons

Parmi les polysaccharides présents naturellement dans les boissons, les recherches

portent essentiellemersur les arabinogalatane protéines ( o0 sur divers

constituants des pectines dont les rhamnogalatur@@ et sur les

mannoprotéines provenant des levures, parfois présentes dans les boissons 1&%’}%%95

362364

X Impact desnannoprotéines

Les mannoprotéines semblent avoir de mangéeérale un effet protecteur contre
OIDSSDULWLRQ GH WXUELGLWpPp (OOHV RQW OD IDFXOWp C

association de composés phénoliques en prévenant leur cr¢te§ahc€ependant, dans ce

cas, seules les plus petites mannoprotéines auraient (#i°effes auteurs supposent donc que

les mannopr?VpLQHY DJLVVHQW SDU V-#w®EWB LVOIW IOFROGH W W Q WLHTXIE
surface des petits agrégats et les empéchent de se lier les uns aux autres pour former de plus
JURV FRPSOH[HV 'H SOXV OYDFWLRQ VWDEk®aVvdesNULFH
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FRQFHQWUDWLRQV H[LVWDQW GDQV OHV YLQV 3DU FRQWU

pas cet effeprotecteurcar elles pourraient former des pont entre les agrégiapsr€78)3°°.

Figure78: Schématisation de l'impact de mannoprotéines de grand ou petit poids moléculaire sur
l'auto-association des polyphénols. Adapté de Pondetgrand et al., 20G°7°,

8QH VHXOH pWXGH VITHVW LQWpUHVVpH j OYLPSDFW C
protéique en milieu modéle vin et a constaté une diminution de taille des particules formées lors
GH OfDGGLWLRQ G TdeQridnhapEmes Be@iséddutrepddudes effectuées
ne sont pas réalisées en solutions modeéles mais sur des vins entiers ou ultrafiltrés a 10 kDa,
Fetd GLUH SULYpV GTXQH JUDQGH SDUWLH GH OHwmas FRQWH

contenant toujours des polyphém 362364 Toutes ces études ont montré un effet

stabilisateur des mannoprotéinesais ne permettent pas de déterminer leur mécanisme

G 1 D FYadcke(d et ses collaborate@sf RQW SDV WURXYp GLRP&BsFWn)] OTDG ¢
WDPSRQ FRQWHQDQW OD IUDFWLRQ GH YLQ VXSpULHXUH |
stabilisateur des mannoprotéines proviemoa pas de la partie polysaccharidique, mais de la

partie protéique®.

X Impact des arabinogalactane protéines

Les arabinogalactane protéines (AGP) semblent jouer un réle dans les interactions entre
macromoléculegnais leur effet est tres variable et dépend vraisemblablement de leur structure.
Ainsi, Riou et ses collaborateuR QW pWXGLp OJLPSBRW @fiedgiRies*3

FRPSRVpV SKPpQROLTXHV HQ VROXWLRQ PRGQOH YISQ HW R

présentait un effet de stabilisation des agrégats, similaire a celui des mannopbigunes (
191 $XFXQH H[SOLFDWLRQ QTHVW SURSRVpH SDU FHV DXW
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entre ces deux composéBDLYV O9$*3 SUpVHQWH XQ FDUDFWqUH SOX
UHVSHFWLYHPHQW HW GIDFLGHV é&gatiReQplusXHYV H'
importanté®’. Or, plusieurs études observent que les AGPs acides,readiére générale les

polysaccharides ioniques, sont généralement plus actives que les AGPg Tk e R
m &HOD VYH[SOLTXHUDLW SDU OfpWDEOLVVHPHQ# GH OLTI
'DQV FHUWDLQV FDV OHV $*3V QRQ LRQLTXHV VHPEOHQW P
et polyphénorzé) 220 ' D X W WHiteBset 586 collaborated’RsQW PRQWUpP TXTXQH $*C
active contre le trouble, perdait son activité lorsque la partie protéique était défrdaie
GLIIpUHQFHY GYDFWLYLWp HQWUH OHV $*3V SRXUUDLHQW (
partie protéique.

X Impact des pectines

Les pectines font partie des polysaccharides les plus étudiés pour leur impact sur les
interactions entre macromolécul@stervenant dans les boissons ou dans le cadre de
OfDVWULQJHQFH 'DQV OHXU JOREDOLWpPp OHV SHFWLQHV R
LVVX GH OfLQWHUDFWL ?16?41?7q3\9\]/%96|315 W/ LBP/F B O/ L S BsBHY p@_ FDHW

similaires a ceux intervenant ddescas des mannoprotéines et des arabinogalactane protéines

et seront détaillés daites partig4.4.4.2

"fDXWUHV D XW H X U \nt&rd$s&spIQs\Wp4rifiuenritRtid Geviains composants
des pectines, et notamment le rhamnogalacturonane. Son effet dépend de plusieurs facteurs.
"I XQH SDUW OH UKDPQRJDODFWXURQDQH ,, 5*,, VRXV IR
O 1 BagndpRtion de polygnols. Par contre, sa forme dimére augmente ce phénomene
GYDJUpJDWLRQ SUREDEOHPHQW HQ IDLVDQWY&EHYDXR\QUMHV H
SDUW GDQV OH FDV G Y X Qirbténks), eJdoripbareers RUGRGSI Kigperikl Oev
la protéine considérée LO LQKLEH OMDJUpJDWLRQ DYHFaRiaeeWDLQHV
aPRFﬁjI PDLV OD VWLPXOH DYHF Of,% Fn @diRi¥.pde@H V\QW|
VXSSRVH GRQF TXTLO L Qdt¢iHdd,pbballebehtde fagdrUéidrasGatitj\e, Bt
TXTLO HPSrFKH OHXU LQWH U DEFMWLLERIQND YIHFHEire YopRAbBR/V) \E H X \
SRXU TXTIXQ WHO PpFDQLVPH-DWWH DKX VP DD/ IOFX0 W D GHH X
complexes taninprotéines, augmentant ainsi leur taille. Cette hypotlésd¢ OTDFWLRQ GX &
HYVHQWLHOOHPHQW SDU LQWHUDFWLRQ DYHF OHV SURWpL
HITHW -DHFNHOV HW VHV FROODERUDWHXUV RQW PRQWUp
solution tampon contenant la fraction supetid H | N'D G Ha-dire €ssehRtfehevhent
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les protéines et les polysaccharides, entraine une diminution par 2 de la taille des agrégats
DSSDUXV ORUYV 28 ¢l@ skgdexandikHine fois que le R@ragit avec les

protéines, et entre ainsi en compétition avec leur-agtégation. Par contre, dans le vin
GIRULIJL-@BLBHHNMRWQWHQDQW DXVVL HQWUH DXWUHV GHV S
GYHIIHW YRLUH DXJPHQWHVOMD G\RIQFO OHREBDE @K UpXKID WY D L ¢
protéines soit inférieure a celle des polyphénols, ce qui limite son action protectrice. De plus, il
convient de noter queans la solution modéle, les agrégats atteignent au plus 500 nm dans le
témoin (mesuH SDU '/6 DORUV TXYfLOV DWWHLIJQHQW SUqV GH
VXVFHSWLEOH GH PDVTXHU OTpYHQWXHO LPSDFW GX 5*

/ID FRPSRVDQWH SRO\SKpQROLTXH LQWHUYLHQW DXVVL
OLPLWH IRUWHPHQW O T Lapidiré UBBR Et\uh Péptidé BWLIdeHde® PIuS U R F \
LPSRUWDQWHYV IDPLOOHY GH SURWpPLQHY VDOLYDLUHYV PDI
méme peptide et la punicalagine, un tanin hydroly$&blees auteurs supposent que cela est
G€ | O91DSROD Udew mdleculdl idd@sentiprbablement des interactions uniqguement
hydrophobes alors que les complexes avec la procyanidine B2 sont stabilisés par des liaisons
hydrogéne. Or,le RGIl pWDQW DFLGH Ld0r Ies§fieshipopsohes® SD FW

Les autresFRQVWLWXDQWY GHV SHFWLQHV QYRQW SDV |

individuellement avec les composés phénoliques.

4.4.4.1.2Impact de polysaccharides exogenes

Des recherches ont également été menées avec des sucres et polysaccharides non
préesHQWYVY GDQV OHV ERLVVRQV G{XQH SDUW SRXU FRPSU
FRPSRVpV HW GIDXWUH SDUW SRXU pWXGLHU OYfpYHQWXF

induites patteur ajout dansles boissons.

De trés nombreux composés ont éigdiés comme la carboxyméthylcellulose (CMC),
OH [DQWKDQH OH GH[WUDQH OfDFLGH SRO\UDODFWXURQL
DXWUHV JRPPHV GTRULJLQH YpJpWDOH 7RXV OHV SRO\VI

protecteur contre la précipitan de protéines comme la Sérum Albumine Bovine, la gélatine

ou des protéines saliva Féqm 24432455309 Cependant, leurdfecacités sont trés variables
et semblent dépendre des couplestalBld RWpLQHYV (Q HIIHW ORUV GH OfL
salivaires ou de BSA avec des procyanidines de pépins de raisin, les polysaccharides ioniques,

FRPPH OH [DQW KD Q He pQygakd&omgxe Prgserent un effet stabilisateur plus
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important que les polysaccharides neutres, comme la gomme %?Eﬁ%ﬁl@“ 381 Par contre,

avec la gélatine et le pentagalloyl ghse, la gomme arabique est nettement plus efficace pour
OLPLWHU OfDJUpJDWLRMHW G IOpHU HIQFW N DSHX YHQW VIH[SOL
sélectivité de la gomme arabique, Ipablement pour certains composés phénolijleBe

plus, le xanthane est plus efficace sur les tanins de faible degré de polymérisation que sur les
plus gros composeés. aepeut étre di a la capF L W pe palys&rcharide de former des gels
VXVFHSWLEOHYV GﬂHQBIBiS/W)R(XIVUGG}}QQIZ%W’Q‘L\QDLPQQi WDLOOH

'HV WUDYDX[ RQW GRQF pWp ODUJHPHQW PHQpV SRXU
SRO\WWDFFKDULGHV VXU OHXU HIIHW VWDELOLVDWHXU VXU
GILOQWHUYHQLU GDQV OHV ERLVVRQV &HV WUDYDX[ RQW
PpFDQLVPHYVY GIDFWLRQ GH FHV SRO\WDFFKDULGHYV

4442 OpFDQLVPHV G shathamleés GHV SRO

'DQV OH F D Vvassbtlation] @eX polgphénols, les polysaccharides limiteraient la
croissance des agrégats par stabilisation stéridqae polysaccharides de petite taille
VIDGVRUEHUDLHQW j OD VXUIDFH G Hiuesletibknwverdiebt aldgp JID WV (
une couche inhibant les interactions entre les agFé@. Ce type de mécanisme est
VXVFHSWLEOH GYfLQWHUYHQLU pJDOHPHQW GDQV OH FDV Gl

Dans le cas des interactions polyphén8I& RWpLQHYVY OfJH[LVWHQFH GH

possibles selon les composés étudiés semble faire consensus dans la communauté

('S

scientifiquE™] 2“‘Fﬂr61 36 Figure79}. Le premier est un mécanisme de comjpétisimilaire

a celui intervenant avec les polyphénols seulés polysaccharides interagissent avec les
composés phénoliques ou les protéines, ou plus probablement avec de petits agrégats, les
HPSrFKDQW DLQVL GTHQWUH I’-HjZ”Fe(i}“’QR%QPE‘? DEeVihEdaugisnie el F G D .
compétition peut aussi permettre la dissolutiea dgrégats déja formekes tanins pourraient
IRUPHU DYHF OHV SHFWLQHY GHV OLDLVRQV K\GURJgqQH SO:
la dissociation des complexXe% De plus, Faurie et ses collaborateurs ont montré par RMN et
PRGpOLVDWLRQ PROpFXROPIOQH[ OV HQWVUHQTH(*&H HW GHV St
ou de la gomme arabique, qui inhibent vraisemblablement les interactions avec le peptide riche

en proline 1B714366,

'‘DQV OH VHFRQG PpFDQLVPH OHV SRO\WDFFKDULGHYV

agrégatsPDLV LOV VIDGVRUEHQW j OHXU VXUIDFHZH‘W‘FﬂXJPHQW
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1359 Avec ce type de mécanig, les polysaccharides présentent un efbse particulier a

IDLEOH FRQFHQWUDWLRQ LOV RQW WhHdnefeFdthhilis@dut) H DX J |
intervient & plus haute concentr@m (Q HIIHW j IDLEOH GRVH OfC
polysaccharides sur les complexes tamrdéines induit une augntation de la taille des

complexesmais ne suffit pas a les solubiliser, ce qui est possible a plus forte concentration.

/ID SUpPpGRPLQDQFH GH OfXQ RX OfDXWX® HGGO&Y PpFDC
tanin-protéiné®et, G § D X W teHa Babute\tu polysealearide®,

Figure79O W ,C%0}SZ o » u Vv]eu © Ju%eo]<u » ve o[]vZ] ]5Idtéineso[ PE P -
par les polysaccharides. i) les polysaccharides formemtcomplexe ternaire avec les couples tanin

protéine et augmentent leur solubilité ii) les polysaccharides entrent en compétition avec les

protéines pour les tanins et inhibent la formation de complexes tanimotéines. P: protéine; T:

tanin ; C: polysaccharide. Extrait de Mateus et al., 2084
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Problématique atbjectifs

1RXV DYRQV YX TXH OY{DSSDULWLRQ GH WXUELGLWp GL
O T H P E R XéstthLréeOsDjdtide préoccupatidans la filiere cidricole. Cela est également
vrai dans la plupart des filieres de production de boissdd®QV FH FRQWH[WH FH WUD
GDQV XQ SURMHW &DV'$5 &RPSWH GYIDIIHFWDWLRQ VSpFLI
Rural) regroupant des acteurs des filieres cidricole, vinicole et brassicole. Ce projet vise a
élucider les mécanismes de formatites troubles dans les boissons concernées et a proposer
des solutions technologiques pour prévoir et prévenir les troubles. En particulier, le travail de
these aborde de facon plus fondamentale les éléments de compréhension nécessaires a
O 1 p O D E RWdwibhReEgh@ldgiques, dans le cas des boissons cidricoles que sont le cidre,

le jus de pomme et le pommeau.

Nous avons vu dans la synthese bibliographique que les troubles ptlysiiques sont
causés par des interactions entre différentes fandidle@nolécules présentes dans les boissons.
$LQVL OH SUHPLHU REMHFWLI GH FH WUDYDLO HVW GYTYLGHC
des troubles. Ensuite, le second objectif est de comprendre les mécanismes des interactions

entre les familles de ofécules trouvées dans ces troubles.

Démarche

La démarche scientifiqude ce travail suit les différentes étapes du projet afin de
EpQplILFLHU GH OfH[SHUWLVH GHVY SDUWHQDLUHY DLQVL TX

La premiere étape, présentéeQl¥ OH FKDSLWUH FRQVLVWDLW HQ C
des troubles de boissons cidricoldgnsi, des échantillons de cidres, jus de pomme et
pommeaux présentant des troubles ont été sélectionnés chez des producteurs. Le trouble (phase
solide) a ensuite été séparé de la phase liquideVR XPLV j GLIIpUHQWHY WHFKQL
visant a élucidera composition. Protéines, polysaccharides, oses, composés phénoliques et
minéraux ont été analysés. De plus, les surnageants ont également été analysés afin de mettre
HQ pYLGHQFH GYpYHQWXHOV HQULFKLVVHPHQWY GHV WUF
pPHUPHWWDQW DLQVL GfpWDEOLU OHXU LPSOLFDWLRQ GDQV

A partir des résultats de cette premiére étagpe ont mis en lumiére les composés
entrant dans la composition des agrégats, des hypothéeses ont été formulées concernant les

espéeces entranheénteraction et les mécanismes mis en jeu. Ces hypothéses nous ont amené a
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considérer deux modelesin modéle pommeau, partiellement valable pour le cidre, pour lequel

les composés phénoliqued W VX UWRXW OH X U, st Ri@&Eennsvsgedi\R [G G DWMLHR Q
impliqués dans la formation du troul§ghapitre 2) ; un modéle jus de pomme, dans lequel les
protéines, en interactions avec les polyphénols, semblent étre les principaux acteurs (chapitre
3).

'ITXQH SDUW GHV REVHUY DAWHER @e¥ pehiridaur Bott Vévesibles H O H \
a la températureils disparaissent lors du chauffage et réapparaissent totalement lors du
refroidissement. Nous avons donc cherché a reproduire ce trouble réversible en solution modéle
pommeau tout en axant nos reathes sur un trouble formé par oxydation des composeés
phénoliques. Pour cela, des polyphénols purs obtenus au laboratoire ont été oxydés et la

formation de trouble a été étudiée.

'IDXWUH SDUW OHV WURXEOHV GHV MXYV ildd. SRPPH WH
troubles contenant des quantités importantes de protéines, nous avons supposé que les
PpFDQLVPHY PLV HQ MHX GDQV OD IRUPDWLRQ GHV WURXE

des troubles de vins blancs (vdiravaux antérieurs, paragragde?). Pour vérifiercette

hypothese, les protéines de jus de pomme ont été préalablement fractionnées et séquencées.
Ensuite, leur capacité a formelu trouble, seules et en interaction avec des composés

phénoliques, a été étudiée dans des solutions modeles jus de pomme.
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/IHV K\SRWKgVHV H[SOLTXDQW Odgind physk@nihiqRedadsi vV WUR
lesboissons sont nombreusesif Travaux antérieurs, paragra@eEn revanche, lesonnées
concernant les boissonsddcoles en particulier sont plus rares. Or, la composition de ces
boissons étant significativement différente de celles des vins ou des bieres, il apparait
LQGLVSHQVDEOH GTLGHQWLILH trodbldsvafin BdPcthRMgs\etiglessurH Q W V
leV PpFDQLVPHY GILQWHUDFWLRQ 'DQ VChapite RoBErebrhph& LI OD
présenteO‘HpWXGH SDU GHVY PR\HQV DQDO\WLTXHYV GH OD FRPS
cidricoles: cidres, jus de pomme et pommeaux. Lorsque cela était possible, la composition de
la phase liquide des boissons (appelée surnageant) a également été etuQe&sdipY DOXHU C
IDORQ SOXV SUpFLVH OfpYHQWXHO HQ WankpkidésBhapRrel QW G H V

paragraphﬁ.

Publication 1+Le trouble des produits cidricolegiétail de la
composition en polyphénols, protéines, polysaccharides et
minéraux
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1.1 Introduction

The occurrence of postbottling haze and precipitate in beverages is a concern for
producers. Indeed, even though this phenomermennio effect on the taste or aroma of the
beverages, it can lead to rejection by some consumers. The economic impact is substantial
because the haze develops during storage of the bottled beverage. This is a major issue in the
French cider sector as apjpléces and French sparkling ciders sometimes develop undesirable
haze or sediment. French sparkling cider is a fermented beverage usually made from specific
apple varieties and contains&% alcohol. Pommeau is probably the main beverage affected
by the isue of haze. This traditional French beverage is made frorthodeapple spirit and
two-thirds apple must and containsX8% alcohol. Pommeau can be consumed as an appetizer
for a long time after the bottle has been opened, and haze is unacceptalle anpsoduct.

Thus, it is of great interest to the French cider industry to be able to control haze formation.

Postbottling haze has different origins. Microbiological haze, caused by the growth of
bacteria or yeast, can be easily avoided by reducingntioeobial population through
microfiltration prior to bottling and pasteurization. These hazes will not be investigated here as
this study focuses only on physicochemical haze. The latter is caused by interactions between
macromolecules that result in treemation of aggregates large enough to become visible and,
in some cases, to precipitate. This kind of haze can also be removed by filtration, but it may
regenerate later, even after bottling. Thus, there is a need to understand the mechanisms
responsibldor its formation to predict its appearance and to avoid or control it. Three main
classes of macromolecules have been reported to be involved in haze formation, namely,

polyphenols, proteins, and polysaccharides.

Proteimpolyphenol interactions involveid haze formation have been widely studied
in beer and white wi|@i|ﬁ|183 196 203“@“331 379 The mechanisms responsible for protein

polyphenol haze are similar to those responsible for astringency and are teédmiya

noncovalent bondin§® The structural features of both proteins and polyphenols govern the
affinity and the strength of the interactions as well as xtené of the haze produced. Proline

rich proteins (PRPs) are the most haeéve protein¥® This is explained by the open structure

of these proteins and tmdiigh hydrophobic amino acid content. In model systems mimicking
the digestive system, basic PRPs were found to be more effective in binding polyphenols than

acidic one¥’® Tannins with a high degree of polymerization (R increase the extent of
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LQ S0
PIptens

Aggregation is influenced by different factors such as polyphenol/protein ratio, temperature,

pH, ethanol content, ionic strength, oxygen, and s&ﬁafc 183184 199 219324 331

haze formation as they can bind to several sites on the protein or to several

Phenolic compounds also have the ability to interact. This is likely to occur in apple
juice in which proteins are not necessary for the formation of FaZais process is supposedly
induced by oxidation.ndeed, Wall et al®* and Beveridge et &l think native phenolics are
not involved in haze, but their oxidation products are. Aggfieg can take place very rapidly,
and particle size increases with the duration of storage, the procyanidin concentration, and the

polymerization degree of the procyaniditts

Finally, polysaccharides influence haze formation either by enhancing interactions or
by inhibiting aggregation, depending on their nature and the n‘@ﬁﬂﬁi‘ 0323336 The

effect of polysaccharides has been mainly studied on prpigiyphenol interactions. In the

case of inhibition, two mechanisms gn@posed: polysaccharides compete with proteins for
tannin binding sites, or they form a ternary complex with proteins and tannins, which increases
their solubility in the solvert’. Polysacchades also have the ability to interact with phenolic
compounds through noncovalent bondfigThese interactions are suspected to have various

effects on agggation.

The detailed analysis of the composition of physicochemical hazes inlzgad
beverages is necessary to increase understanding of their source and formation mechanisms. In
most cases, the composition is estimated by beverage analysis nefarfeea precipitatiott’.
Beveridge and Tdit* studied protein cdent in apple juice haze using a midtgldahl
procedure and found that proteins represented xX29.8% (w/w) of the sediment. These
authors reported polyphenol concentrations ranging from 45.7 to 75.8% (w/w) in apple juice
haze using semiquantitative odimetric test§’%. Other authors reported protein proportions
ranging from 3.5 to 49% (w/w) and polyphenol proportions ranging from 3 to 60% {W/w)

Thus, polyphenols seem to be the main constitueappfe juice haze, but proteins are also
present in rather high amounts. However, these studies used global assays that did not depict
the nature of the polyphenols and proteins involved in haze. Johnscii®ggeaformed more

precise analyses and found that proline representegPb (w/w) of the amino acids apple

juice sediment. To our knowledge, it is the only study on the amino acid content of proteins
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involved in apple juice haze and no studies on haze polysaccharide content ibasgpole

products have been published.

The majority of studies on macemwmlecular interactions in beverages leading to the
formation of haze are related to beer and white wine or their model systems. These products
have high protein and low polyphenol contents, whereas -#jagled beverages contain high
levels of polyphenolsral generally fewer proteitf. Thus, it is likely that the mechanisms of

formation and the composition of haze differ greatly between these beverages.

The aim of this study was to fully characterize haze composition in appéed
beverages to understand which compounds are involved in the interactions responsible for haze
formation. We focused on three applased beverages that have undergone different
manufaturing processes and constitute very different matrices: pure apple juice, French

sparkling cider, and pommeau.

1.2 Materials and methods

1.2.1 Chemicals

Acetone, methanol, ethanol, acetonitrile, hexane, saratic acid were obtained from
Carlo Erba Reagents (Val &=uil, France). Hydrochloric acid, phloroglucinol, sodium acetate,
andinositol were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Ascaduilc acetyl chloride,
sodium carbonate, and T3il HTP reagent were acquired from Thermo Fisher Scientific
(Waltham,MA, USA). FolinxCiocalteu reagent and formic acid were obtained from VWR
BDH Prolabo (FontenagousBois, France). The AccQtag Ultra kit was purchased from Waters
Corp. (Milford, MA, USA). Trifluoroacetic acid and-aminobutyric acid (BABA) were
acquired from SigmaAldrich (St. Louis, MO, USA). Phloroglucinol, (#atechin, §-
epicatechin, BD-caffeoylquinic acid, gcoumaric acid, phloridzin, and avicularin (quercein
O-arabinoside) phenolic standards were provided by Sifldach (Lyon, France).
HyperRVLGH TXBUBBWEQ@QRVLGH SURF\DQLGLQ % DQG SURF
REWDLQHG IURP ([WUDV\QWKqVH *HQD\ )UDQFH

1.2.2 Materials

Three different applbased beverages were studied: French sparkling cider (CD), apple

juice (AJ), and pommeau (PMJhe samples were bottled final products, collected from various
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French producers, and had to meet several criteria: they were initially clear with postbottling
haze; they had not been subjected to any treatment against haze (e.g., gelatin fining);, and th
had been pasteurized to avoid any microbiological haze. Only pommeaux were not pasteurized
due to the high alcohol content. A total of 14 samples were studied: 5 French sparkling ciders,
6 pommeaux, and 3 apple juices. Apple juice samples were ditficcdilect due to the almost

systematic use of gelatin fining.

1.2.3 Haze recovery

In this step, the sample volumes varied between 3 and 22.5 L according to the amount
of haze in each sample. The samples were centrifuged at 100009 for 15 min at 2 °C in a Sorvall
lynx 6000 centrifuge (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). To avoid aptien of the
aggregates due to changes of the equilibrium and of the solvent, the pellets were not rinsed.
Then, the pellets were pooled, suspended in 8 mL of pure water, and therdfiedzéfter
freezedrying, the powder was weighed and stored at rteomperature under a dry argon
atmosphere. The supernatants obtained after each centrifugation step were pooled and protected
from oxygen before storage by the addition of dryT¢ee samples were then frozen forther

analysis.

1.2.4 Phenolic Compound Extraon.

1.2.4.1 Polyphenol Extraction.

31DWLYH" SRO\SKHQROV ZHUH H[WUDFWHG IURP KD]H D
Mane et aP’? with some adaptations. Five milliliters of acetone/water/methanol (51:34:15,
v/viv) acidified with 0.05% (v/v) trifluovacetic acid was added to 10 mg of dry haze powder.
The samples were extracted by sonication for 90 min and centrifuged 15 min at 170009 before

analysis Extractions were conducted in triplicate.

1.2.4.2 Phloroglucinolysis.

Phloroglucinolysis was carried out oath precipitates and supernatants to estimate the
procyanidin content and the average degree of polymerization (mDP). This reaction provides
the subunit composition of procyanidins by disrupting the interflavan linkages. Extension units
give rise to flavayl carbocations, which form adducts with phloroglucinol, whereas terminal

units are released as catechin molecules. However, oxidative covalent bonds are not disrupted
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during acid catalysi§®, so the mDP can be wrongly estimated in the case of samples containing

high levels of oxidized phenolic compounds.

Phloroglucinolysis wa carried out according to the method described by Kennedy and
Jonedwith some modifications. For the supernatants, 306f sample was freezeried and
weighed. For the predtates, 5 mg of dry powder was weighed. Anhydrous methanol (800
containing phloroglucinol (75 mg/L) and ascorbic acid (15 mg/L) was added to the samples.
The reaction was started by adding 4@0of 0.3 N HCI in methanol, and the media were
incubated at 50 °C for 30 min. Finally, the reaction was stopped by placing the tubes in an ice
bath and adding 1.2 mL of 0.2 M aqueous sodium acetate. In the case of precipitates, samples
were diluted thredres before quantification by HPELBAD-MS.

In both cases, the samples were filtered through OMdFPTFE filters.All reactions

were performed in triplicate.

1.2.5 Total Phenolic Content Using Foléiocalteu Reagent

The total polyphenol content was estimatethg an adaptation of the 1SO14502
method. First, 500L of native polyphenol extract was mixed with 2.5 mL of 10% (v/v) Folin
xCiocalteu reagent and incubated for 5 min at room temperature. Then, 2.0 mL of 7.5% (w/v)
Na2CO3 was added. After 60 min at nodemperature, the optical density was measured at
765 nm using a Spectrostar Nano spectrophotometer (BMG Labtech, Ortenberg, Germany).
The total polyphenol content was expressed as epicatechin equivalents in milligrams per liter.

1.2.6 Polyphenol Analysis UsinReverse Phase HigPerformance Liquid
Chromatography Coupled with Diode Array Detection and Mass
Spectrometry (HPLEDAD-MS)

Polyphenols were analyzed in an HPLC system composed of a SCM1000 degasser
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), an 1100 sdriesry highpressure pump (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), and a Surveyor autosampler thermostated at 4 °C
(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). Two detectors were connected to the system: a UV
visible diode array detector (UV6000 LP, Thermorfigan) and an ion trap mass spectrometer
equipped with an electrospray ionization source (LCQ Deca, Thermo Finnigan). The
chromatography column used was a revpisase Hibar HR Purospher STAR RB8 end

capped column (150 mm x 2.1 mm, 18, Merck). Themjection volume was 2L. The solvents
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used were 0.1% (v/v) formic acid (A) and acetonitrile acidified with 0.1% (v/v) formic acid (B).
The elution gradient was as follows: initial, 3% B#0min, linear gradient to 7% B;31 min,

linear gradient to 13% ;B1X7 min, 13% B isocratic; 241 min, linear gradient to 20% B,;

4161 min, linear to 45% B followed by washing and reconditioning of the column. The flow
rate was 0.2 mL/min, and the separation was carried out at 30 °C. Quantitation was based on
an extenal standard calibration using DAD integration areas. Integrations were performed at
280 nm for flavarB-ols and dihydrochalcones, at 320 nm for hydroxycinnamic acids, and at
350 nm for flavonols. Mass spectrometry was used to confirm the identity gh#relic

compounds, including phloroglucinolysis products.

1.2.7 Free Sugar Extraction

Free sugars are soluble in water. Thibey were extracted from haze samples (10 mg)
using a 15 mirsonication in 8 mL of water. Then, 5Q of 1 g/L inositol was addeas nternal
standard to 100L of the extract. Samples were evaporatsihg a GeneVac EZ Series
Personal Evaporator (GeneVac, IpswidK) and stored prior to GEID analysis. Extractions
were performedh triplicate.

1.2.8 Polysaccharide Extraction and Hydrobysi

Polysaccharide analysis was performed on the precipitates only because the

polysaccharide content in the supernatants was too low to enable their isolation.

First, the polysaccharides were isolated from monomeric sugars by the addition of 5
volumes 0of96% ethanol acidified with 1% (v/v) hydrochloric acid. Samples were kept
overnight at 4 °C before centrifugation to remove the supernatant. The pellets were then rinsed
with 65% ethanol acidified with 1% (v/v) hydrochloric acid. The rinsing step was espeatil
no monomeric sugars remained in the samples. The absence of monomeric sugars was assessed
according to the method developed by Dubois &aThe final rinse was conducted with 65%
neutral ethanol. The samples were then freezedried.

Then, 50 L of 1 g/L inositol (internal standard) was added to 1 mg of dry sample.
Polysacharides were hydrolyzed according to the method used by Docc’’ét Ehese

reactions were performed in triplicate.
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1.2.9 Sugar Analysis Using Gas Chromatography Coupled ahe
lonization Detection (G&-1D)

Free sugar extracts and polysaccharide hydrolysates were derivatized pricFtd GC
analysis acording to the method used by Doco et’al.

The analysis was carried out on a 6890 N Network gas chromatograph (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) with a 7683 B series Injector (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). The system was coupled to a flame ionization detector. The column
used vas a DB5 column (30 m x 0.32 mm, 0.25n, Agilent Technologies). The injection
volume was 1 L with a split of 20, and the temperature in the injector was 260 °C. The column
flow was 1.5 mL/min. The temperature gradient used was as follows: starting a¢unge30
°C; hold for 2 min and then ramp at 15 °C/min to 194 °C, hold for 2 min, ramp at 20 °C/min to
200 °C, hold for 1 min, and ramp at 10 °C/min to 280 °C.

1.2.10Total Nitrogen Content

Total nitrogencontent was analyzagsing the Dumas combustion meth$dn a Vario
Micro Cube(Elementar GmbH, Hanau, Germany) elementary analy{izex protein content

was estimated by multiplying the total nitrogen5y5.

1.2.11Protein Analysis by Sodium Dodecyl Sulfd@iolyacrylamideGel
Electrophoresis (SDBAGE)

To obtain the protein profiles of the hazes, SEXSGE was performed according to the
method described by Sauvage et’&ITwo different volumes (20 and 50.) were deposited
in the gel. These volumes accounted for different masses of haze powders ranging from 110 to

180 g and from 275 to 450g, respectively, depending on the haze protein content.

1.2.1ZFree and Protein Amino Acid Analysis bijtrahigh-Performance
Liquid Chromatograpy Coupled to a UV Detector (UPL-QV)

Protein amino acids were quantitated after hydrolysis of the proteins in the precipitates.
Five hundred microliters of 12 N hydrochloric acid was added to 20 mg of haze powder.
Nitrogen was added to the tubes to remtheeoxygen. Hydrolysis was carried out at 110 °C
for 30 h in a dry bath. Then, the samples were diluted 10 times, -andnobutyric acid
(BABA) was added as an internal standard at a final concentration of MIOHCI was
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completely removed from 200L of each sample by three successive evaporations in a
GeneVac EZ2 series personal evaporator (GeneVac, Ipswich, UK). Between the evaporations,
200 L of water was added to the samples. After the last evaporation,[2060water was

added, and the pH wasrdoolled using pH strips.

Amino acids were then derivatized for detection at 280 nm according to the AccQ Tag
Ultra method (Waters Corp., Milford, MA, USA). First, & of sample was added to 3k of
AccQ Tag Ultra borate buffer. Then, 1Q of AccQ Tag Ultra reagent {&minoquinoly}N-
hydroxysuccinimidyl carbamate, ACQ) was added, and the samples were incubated at 55 °C

for 10 min.

The analysis was performed on an Acquity UPLC chromatography system (Waters
Corp., Milford, MA, USA) with a photodiode array detector. The column was an Acquity UPLC
C18 BEH (ethylene bridged hybrid) (100 mm x 2.1 mm, a7 Waters). The injection volume
was 0.8 L. The solvents used were AccQ Tag Ultra buffer A diluted 10 times (A) and
acetonitrile (B). The flow rate was 0.7 mL/min, and the elution gradient used was as follows:
initial, 0.1% B; 0.546.50 min, linear gradient to 9.1% B; 6.8050 min, lin@r gradient to
21.2% B; 8.508.90 min, linear gradient to 59.6% B; 8800 min, 59.6% B isocratic,

followed by washing and reconditioning of the column.

1.2.1Mineral Analysis Usindnductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICRMS)

Minerals wee analyzedoy the group IFBM-Qualtech using ICRMS on a NexION
300X seriespectrometer (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

1.3 Results and discussion

1.3.1 Haze Separation

The quatity of dry powder obtained bgentrifugation of hag beverages is shown in

Figure80| Most ofthe samples contained between 37 and 300 mg/L kkmeever, the haze

content was higher in two samples, namplynmeau PMO06 and cider CD03 (1122 and 848
mg/L, respectively). The haze content of apple juice AJO4 wasleeryas only 55 mg of dry
powder was obtained from 9 L pfice (6 mg/L), and this quantity was insufficient to conduct

all of the analyses. Apple juices had very low haze conteatldtion, the aspect of the powder

143



after freezedrying variedgreatly depending on the type of beverage: apple juice poweees

fluffier than pommeau and cider powders.

Figure80: Quantity and macromolecular composition of hazeofn different applebased beverages.

The results are expressed in mg/L of the original beverage. Total proteins were obtained from
elementary analysis by Dumas method; total phenolic compounds in catechin equivalents were

} S ]v C &}o]v> ]} o Stomal poBZacckarides and free sugars were obtained by-GC

&/ X &}E :id }voCU 8Z &}o]Jv>1]1} o8 pu 3Z} A « v}s % E(}EuU v §.
was obtained by HPLDADMS analysis. CD, French sparkling cider; AJ, apple juicepBMmeau.

1.3.2 Phenolic Compounds

The total phenolic compoun@PC) content in haze powder was estimated using the
JROLQiI&LRFDOWHX FRORULPHWUelpiéaﬂécHhM/eqm\xalebfa@reBJD.v H[SUH"
The values ranged fro8v to 311 mg/g of dry haze and were compared witlitPeC-DAD-

MS gquantitation resultg=(gure81).
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Figure81W Z % E3]35]1}v 3A Vv % E} C v] Jve v ~e]lu% o0 _ WADMPO] » U ep
and comparison with the total phenolic content in epicatechin equivalents estimated by
&} o]wealleu method. Simple phenolics represent every phenolic compound that is not
polymerized: flavan3-ol monomers, hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones, and flavonols. The
results are expressed in mg/g of dry hazd) Not quantified.

Using HPLGDAD-MS, the total phenolic content was between 11 andig/g of dry
haze|Table2), which is between 2 and 18 timlesver than the concentrations estimatsahg
WKH JROLQi&LRFDOWHX PHWKRG 2WKH domextntapple vorkeRPSD UH
XVLQJ WKH )ROLQIi&L RHPDavalysts &H BbtaiRed sinaGresults with both

method$’. We hypothesize that the large differencesobserved are due to the fact that apple

based beverages dreavily oxidized during processing. Indeed, oxidized pheigoliapounds
were poorly quantified by HPLOAD-MS, mainlybecause they are not takiato account in
the phloroglucinolysi$HPLC method. In fact, contrary to interflavan linkages naitive
proanthocyanidins, the additional covalent bomdebably created by oxidation are not
disrupted under thmild phloroglucinolysis conditior€®. Consequently, the actualoportion

of procyanidins may be wrongly estimateddahedetermination of their average degree of
polymerization mayalso be altered. This hypothesis is highly plausible as atltéors have
suggested that oxidized polyphenols may hakeyarole in haze formation in apple j@

1844218
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Table2: Polyphenol composition of haze analyzed by HRRADMS in mg/g of dry haze

mg/g dry

Cid Apple jui
haze ider pple juice
CDho1 CDO02 CDO03 CD04 CDO05 AJO1 AJO2 AJO4
EC 0,2+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,4+0,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
B2 dimer 0,0+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Total PCA 131,0+ 4,8 126,5+4,9 117,8 + 13,€ 949+7,1 81,3+8,4 24,6 + 0,3 59,9+8,1 17,0+ 2,2
Total
131,2 +£8,C 126,8 £ 4,9 118,2 + 13,€ 955+7,1 81,7+8,4 24,7+ 0,3 59,9+8,1 17,0+ 3,6
flavan3-ols
CQA 7,1+0,3 6,7+ 0,3 3,5+0,3 4,8+0,2 3,8+0,3 0,8+0,0 1,1+0,1 1,3+0,2
PCQ 0,8+0,0 0,9+0,0 0,4+0,0 0,5+0,0 04+0,1 0,0+0,0 0,4+0,0 0,3+0,0
Total HCA 7804 7604 39+04 52+0,3 4,3+0,3 0,9+0,0 1,5+0,1 1,6+0,2
PHL 1,1+£0,0 0,9+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0
XPL 0,8+0,1 0,8+0,0 0,3+0,0 0,4+0,0 0,3+0,0 0,1+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0
Total DHC 19+0,1 1,7+0,1 0,8+0,1 1,0£0,0 06+0,1 0,2+0,0 0,6+0,1 0,5+0,0
Total
0,4+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0
flavonols
Total _
1415+ 7€ 136,8 + 5,3 123,2 + 13,7 102,1+7,5 86,9 +8,0 26,1+0,3 62,4 £ 8,3 19,5+4,0
polyphenols
mg/g dry Pommeau
haze
PMO1 PMO02 PM04 PMO05 PMO06 PMO7
EC 0,0+0,0 0,1+ 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
B2 dimer 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Total PCA 359+4,1 485+ 1,2 47,0+£7,9 83+14 11,3+1,4 11,7+ 1,3
Total
359+4,1 48,6 +1,9 47079 8,3+2,3 11,3+2,3 11,7+1,3
flavan3-ols
GRA 3,3+0,2 2,4+0,1 24+0,1 1,8+0,7 59+0,3 2,8+0,3
PCQ 1,1+0,2 0,7+0,0 0,5+0,0 0,8+0,2 06+0,1 0,5+0,1
Total HCA 4,4+0,3 3,1+0,2 29+0,1 26+1,2 6,5+0,2 3,3+x04
PHL 0,6 ++0,1 0,2 ++0,0 0,1++0,0 0,1++0,0 0,4 ++0,1 0,1++0,0
XPL 0,3++0,0 0,4 ++-0,0 0,2 ++0,0 0,3++0,1 0,7 ++0,0 0,2 ++0,0
Total DHC 0,9++0,1 0,6 +-0,0 0,3++0,0 0,4 +-0,1 1,1++0,1 0,4 ++-0,0
Total
0,4 ++0,0 0,0 ++0,0 0,0 ++0,0 0,0 ++0,0 0,0 ++0,0 0,0 ++0,0
flavonols
Total
42,0 ++4,5 52,3 +¢6,9 50,3 ++7,7 11,3 +£8,1 19,0 +/11,8 15,8 +/1,6
polyphenols

aFor each sample, mean values are presented on the left column and confidence interv89%) are given in italics.

b Procyanidin concentration is the difference between the concentrationswéft3-ol monomers with and without
phrologlucinolysis. EG)4epicatechin; PCA, procyanidins; CQAQ&affeoylquinic acid; PC@,coumaroylquinic acid; HCA,
hydroxycinnamicacids; PHL, phloridzine; XPL, phloretin xyloglucoside; DHC, dihydrochalcones
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With regard to nonoxidized phenolic compounds that aecessible to

phloroglucinolysis and HPLOAD-MS analysis,total concentrations were very different

depending on theamples|Table?2). Cider hazes contained the most nonoxidigbdnolics

i PJ J RI GU\ KD]H AJSISROAIONMNaES ldontained very low levels of
phenoliccompounds (26 and 20 mg/g of dry haze, respectivelygreas legls reached 62
mg/g of dry haze in AJO2. BeveridggQG 7DLW UHSRUWHG KLJKHEbMDOXHYV
our UHVXOWY DUH LQ WKH UDQJH UH YRrboWrikGu Eaze¥ BISp HadX U H Q

low concentrations of nonoxidizghenolics, especially PM05, PM06, and PMO7 in which the

concentrations were <20 mg/g of dry haze. Indeed, pomnaauxged in wooden barrels for
at least 14 months prior twtting, and this is likely to lead to extensive oxidatiorpb&nolic

compounds.

Procyanidins quarfted by HPLGDAD-MS were highlypredominant in all of the

samples compared to other natighenolic compoundgF{gure 81). They accounted for
i (w/w) of the TPC assayed in hazes. Considering each bevieidgmendently, the

mean proportion of procyanidin was 94%/w) for cider and apple juice hazesdaBl1% for
pommeathazes. The three pommeau hazes with the lowest pheoolcentrations also had
the lowest procyanidin proportions4% (w/w) for PM05, 59% for PM06, and 77% for PMO7.
Theprocyanidins in haze contained between 86 and 96% afpicatecin constitutive units,

which is consistent with thealues found in apple procyanidffisFlavan3-ol monomersvere

almost absent from the hagkaple?2).

A comparison of the meadegree of polymerization (mDR)f flavan-3-ols in the
supernatants and the hazes is shoﬁ'gureSZ In haze, flavas8-ol mDP ranged from 1.8 to

4.2. Forall of the samples, we noted that the mDP measured in hazealways higher than
the mDP in the correspondisgpernatant. These results &#&R QVLVWHQW ZL&K 2V]PLL
who reported lower mDP in apple juice than in seeiment’”. Furthermore, several authors
reported that polyphenddinding to proteins increases with their degre@adj/merizatio
However, because the oxidative bonds rawe disrupted duringhe phloroglucinolysis
reactio®®, the degree of polymerization of oxidideprocyanidins cannot baccurately
calculated. The data values presented here mustRQ VLGHUHG DV 3DSSDUHQW™ F

polymerization.

147



Figure82: Comparison between the flavaf3-ol mean degrees of polymerization in thegrecipitates
(haze) and the supernatants.

Concentrations of nonpolymerighenolic compounds (alst HIHUUHG WR DV 3VI

phenolic compounds), measured uskigLC-DAD-MS, were low in haze powdgTéble2
and reached <6% (w/w) of the TPC content estimated by }ROLQi&LRFDOWHX PH
However, their presence in haajen in low proportions, is still surprising because these
3VLPSOH  SKHQ Rigpaged toDhiave aQgregativg aadning properti@@ It is,

therefore, likely that they canfeom a small part of the supernatant that had contaminated the

pellet after centrifugation.

Among the phenolic copounds quantified, procyanidingere predominant in haze.
However, all of the polyphenoisere not identified, as shawby comparing the HPLOAD-
MS DQG )ROLQi&L H@H ahdGH2 \WBsing pamrobably corresponds to
oxidizedphenolic compounds.

1.3.3 Polysaccharides

Monomerc sugars were first eliminatddom the samples by ethanol precipitation of

polysaccharidesThen, polysaccharides were hydrolyzed and derivatized pri@QGd-1D
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analysis|{Table 3|shows the concentrations of neutaald acidic sugars after polysaccharide

hydrolysis. We considethat these values express the detailed simple sugar compasition
polysaccharidem haze. Total concentrations varied grefthyn 3.9 to 290.7 mg/g of dry haze.
Cider CDO05 haze hadragh polysaccharide content compared to the other saif@fies’ mg/g

of dry haze). The polysaccharide concentratioapple juice AJO2 haze was >1fés higher
than in the twather apple juices (AJO1 and AJ04). Pommeau PMO®Mal7 hazes had very
low polysaccharide concentrations. Tdonstitutive polysaccharide sugar content in pommeau

PMO0O5haze was very low as ethanol precipitation did not prosiseigh material to allow GC

FID analysis and, thus, was noentioned m|{Table 3| Significant quantitative disparity was

observed between samples and no conclusion can be ficathe differences between apple
juice, cider, and pommeatihis may be due to the small nuentof samples of each type.

In most samples, galactosesmie major sugar, accountindR U i Z Z RI WKH
polysaccharide fraction of the hasamples studied. The second angugar in several samples
wasDUDELQRVH i Z Z VXJJdf\peeticqrdbiMddatactarudraimd end/bir
arabinogalactan proteifGPs). Hubef'® showed that type | arabinogalactan&Sy which
are components of pectin in apples, were absent &ophe must. However, in contrast, the
author showed theresence of type Il arabinogalactans (AG Il) and AGPs in gppe.
Brillouet et al®® also reported the presence of an AGRyple juice and concluded that they
could have the ability taggregate, leading to the formation of haze. Furthermore, A@Rs
found in beer haZ&, and they were also able to interadth haze components in model
wines®%. The Ara/Gal ratios imur samples ranged from 0.1 to 0.5. As a comparison, Hubert
found an Ara/Gal ratio of 0.52 in depectinized apple fifcéeurthermore, an apple AGP
studied by Brillouet et al. had #ra/Gal ratio of 0.6%. These obserti@ns suggest that either
arabinogalactan chains or AGPs with low arabinose contenpraferentially included in
aggregates. However, we caneatlude the possibility that galactose may be present in haze

in forms other than arabinogalactans or AGPshsas galactaohains.
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Table3: Sugar composition of the polysaccharides analyzed using~@&Cafter free sugar removal
and polysaccharide hydrolysis followed by derivatizatfon

mg/g dry haze Cidre Jus de pomme

CD01 CD02 CDO03 CD04 CDO05 JPO1 JP02 JP04
Arabinose 8,2+23 13,6 + 2,6 2,0+£0,3 24,4 +6,3 25,6 £5,6 2,6+0,9 13,3+0,1 1,0+0,3
Galactose 51,8 + 10,8 359+5,0 185+1,9 46,6+7,8 214,0+31,2 84+1,0 131,3+ 33, 4,0+0,9
Galacturonic acid 34+07 24+07 0,5+0,5 29+28 71+31 1,3+0,3 92+28 0,0+0,0
Gucose 1,4+0,3 33+1.2 05+0,1 31+£07 6,8+0,4 1,0+£0,6 3,7+19 1,2+0,2
Glucuronic acid 3,1+0,3 40+18 0,9+0,0 8,3+10,4 11,8 +0,7 0,0+£0,0 2,5+10,6 0,0+0,0
Mannose 2,6 +£0,6 54+15 2,2+0,5 59+35 16,6 £ 0,5 1,3+0,5 3,2+0,8 54+10
RFhamnose 1,2+0,3 1,9+0,0 05+0,1 31+05 50+0,2 0,7+0,5 19+0,2 0,1+0,3
Xylose 1,0+0,2 04+1,9 0,2+0,0 05+14 3,7+0,1 0,0+0,0 35+0,0 05+0,1
Total 72,8+ 154 67,0+ 12,¢ 253+3,0 94, 7+24,9 290,7+42: 153+32 168,6 +39,4 12,2+25
mg/g dry haze Pommeau

PMO1 PM02 PM04 PMO06 PMO7
Arabinose 6,8+6,0 13,3+0,6 73+27 0,0+0,0 02+0,1
Galactose 60,1 + 34,C 84,2+8,4 37,3+5,3 0,7+0,1 1,2+05
Galacturonic acid 49+0,7 6,625 19,6+113 0,0+0,0 0,0+0,0
Gucose 1,1+0,3 56+0,5 05+0,2 43+0,2 16+04
Gucuronic acid 39+05 45+25 0,7+29 0,0+0,0 0,0+0,0
Mannose 0,7+0,3 2,3+0,8 0,7+0,3 0,0+0,0 05+0,2
Rhamnose 08+04 26+1.3 0,3+0,2 0,0+0,0 0,0+0,1
Xylose 1,0+0,3 23+0,2 1,3+0,2 09+0,1 0,4+0,1
Total 79,4+419 1215+ 10,7 67,7+28 59+0,3 39+12

aFor each sample, mean values in mg/g of dry haze are presented on the left column and confidence ipter9d5)

are given in italics.

Mannose was present in almost every samppgoportionsbetween 1 and 13% (w/w)

except in AJO4, iwhich it accounted for 44% of total sugars. In apple juice hamasnose

possibly originates from hemicellulose manrfassich as glucomannans galactomannans,

whereas we cannefxclude the presence of yeast mannoproteins in cidgp@ncheau hazes.

PMO04 haze contained more galacturonic ah@h the other samples. This high galacturonic

acid contentould be explained by a different productiongess: the applaust used to make

this pommeau has probably undergonelaification process called keeving. During this

process, pectingre enzymatically desesterified and become able to fornugefsaddition of

calcium. The gel traps particles amimhs the3EURZQ FDS”’

the must bytrapping suspended particles and by rising to the top ofathlke Contrary to

SFKDSHDX EUXQ’
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enzymatic depectinization, keeving does eliminate pectic homogalacturonan chains from

the samples.

As a canclusion, polysacharides were found in haze gmbably came from pectin or
hemicellulose residues. Theiresence in haze reveals their involvement in complexeldiiat

the ability to aggregate.

1.3.4 Nitrogen Compounds

Figure83: Total protein concentration in haze samples obtained by URINC analysis after protein
hydrolysis and by elementary analysis according to the Dumas method. The results are expressed in
mg/g of dry haze. (J Not analyzed.

The protein concentration wastimated using the Dumas combustion method (total
nitrogen multiplied by 5.75) and measured using URU® analysis ofamino acids after
protein hydrolysis. The data obtained witiese methods were compa1§<iigure83r and gave
consistentesults. UPLGUV analysis of haze from JP04 could notgezformed due to a lack

of material. In most samples, prot@ancentrations measured using the Dumas metleod
slightly higher than the results obtained by amino acid analykis. could be due to the
guantification of noramino nitrogerby the Dumas method. Two apple juice hazes, AJO1 and
AJ04,had high protein contents (185 and 236 mg/g of dry paweler respectively). The other
samples contained far fewanmoteins, with values estimated by the Dumas method rafrgimg
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11 to 63 mg/g of dry haze. Using UPIL®/ quantification of amino acids, we found lower
protein concentrations in four pommeau hazes (PMPMO04, PMO05,and PMO06). The
difference could possibly be due to a highn-amino nitrogen content in those samples. Van
Burer?’*reported protein concentrations in apple juices ranging frorm 180 mg/L. This high

variability in the juces could explaithe large differences we observed between haze samples.

Figure84: SDSPAGE analysis of apple juice hazes. Protein bands were obtained with.§1@) and
275 .g (2) deposits from AJO1 haze and 17@ (3) and 43 .g (4) deposits from AJO4 haze. MW,
molecular weight in daltons.

The results obtained ugrSDSPAGE were consistent witthe chemical analyses as
proteins could not be detected in cigemmeau, and apple juice AJ02 hazes, probably because
of their very low concentrations. In contrast, four electrophorkaisds (35, 26, 23, and 13
kDa) and two bands (26 and 23 kD&gre revealed for the AJO1 and AJO4 hazes, respectively
Figure 84). These molecular weights are consistent with thosgrateins suspected to be

involved in haze formation in whiteines’® or in apple juicé'®. Esteruelas et &P*identified
severalproteins in white wine precipitates including one thaumigti protein corresponding
to a band between 18 and 26 kDa. Ti$isf interest because apples also contain thaustikin

proteins such as the 31 kDa allergen Mal§.2

152



Table4: Amino acid composition of haze analyzeding UPLDV after protein hydrolysi&

mg/g of dry haze  Cider Apple juice

CDO01 CD02 CDO03 CD04 CDO05 AJO1 AJO2
r-alanine 0,6 ++0,0 1,1+t0,1 2,0++0,3 1,8+£0,1 1,2+£0,2 0,1 +;0,0 15+t0,1
Aspartate 1,2++0,1 1,6 ++0,1 2,3++0,2 2,1+0,1 1,0 +£0,1 21,2 ++6,0 3,3++0,1
Glutamate 2,3+-0,1 3,0++0,2 3,7++0,4 4,0++0,1 3,0++0,4 0,2 ++-0,0 29+,0,1
Glycine 1,3 ++0,0 1,7 +-0,2 2,1+-0,4 2,2++0,1 1,6 +-0,4 17,8 +£5,2 1,8 +£0,2
Hydroxyproline 0,9 +£0,0 1,6 +£0,2 3,1+0,6 1,8+£0,1 19+£0,5 1,3+,0,4 1,6 +£0,2
Proline 0,3++0,0 0,5++0,1 0,8 ++0,1 1,0 ++0,0 0,4 ++0,1 0,1 ++0,0 0,6 ++0,0
Serine 0,8 ++0,1 15++0,1 2,8+0,5 2,1++0,1 1,5++0,3 0,1++0,0 2,4+,0,1
Threonine 0,6 +£0,0 1,1+,0,1 2,1+,04 1,7++0,1 1,0+£0,2 23,8 +£6,9 2,0++0,1
Others 7,9 +-0,1 12,2 +£0,2 18,8 +£0,9 16,6 +£0,3 11,6 +£0,6 64,6 +/ 16,7 16,1 +/0,4
Total 9,9 ++0,2 15,9 +£1,2 24,8 +£3,9 25,3++0,8 14,7 +£2,7 191,3 +£22,8 21,7++1,1
mg/g of dry haze  Pommeau

PMO1 PMO02 PMO04 PMO5 PMO6 PMO7
r-alanine 0,4 ++£0,0 4,1 ++0,2 0,2 ++0,0 0,1 ++0,0 0,1 ++0,0 0,7 ++0,0
Aspartate 0,7 ++0,1 5,9 ++£0,2 0,7 +£0,1 0,2 ++0,0 0,4 ++£0,0 1,4 ++0,0
Glutamate 18+,0,1 7,3+0,3 15++0,1 1,0+£0,1 0,6 ++0,1 2,1+,0,1
Glycine 1,0++0,1 4,3 +-0,4 0,9 ++£0,0 0,9 ++0,1 0,5++0,1 2,4+£0,1
Hydroxyproline 0,7 ++0,2 3,1+-0,4 0,3 ++0,0 0,1 ++0,0 0,1 ++0,0 1,0 ++0,0
Proline 0,1 ++0,0 2,0++0,1 0,1 ++0,0 0,1 ++0,0 0,1++0,0 0,9 +£0,1
Serine 0,5++0,1 3,6 +£0,2 0,3 +;0,0 0,2 ++0,0 0,1++0,0 0,4 +-0,0
Threonine 0,3++0,0 3,1++0,2 0,2 ++0,0 0,2 ++0,0 0,1++0,0 0,3 +;0,0
Others 55++0,1 33,3+t1,1 4,3 ++0,0 2,7++0,1 1,9++0,1 9,2++0,1
Total 6,2 +-0,7 51,7 ++2,8 5,0 ++0,2 3,3++0,4 2,4 ++0,3 11,4 +£0,4

aFor each sample, mean values in mg/g of dry haze are presented on the left column and confidence ipter@&5) are given in italics.
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The amino acid compsition is shown ifTable4| Thesamples showed similar protein

compositions, except for AJbtaze for which the protein amino acid profile was very different.

First, allof the samples will be described except for AJO1, whithbe described later. In all

of the samples, glutamate was fhiet or second amino acid in terms of concentration in the
proteins and represented between 14 and 30% (w/w).cAsnaarison, Asanet all®® found

that glutamate was thmajoramino acid in beer haze proteins and represented between 10.2
DQG Z Z RI WKHVH SURWHLQ V18% W8 &f wital siithoxEidsR X Q W H
in haze proteinddowever,during protein hydrolysis, glutamine and asparagin¢ransformed

into glutamate and aspartate, respectively. Tthesconcentrations measured of these amino

acids areoverestimated and actually account for the sum of glutaamdeglutamate ahthat

of asparagine and aspartate. Glycine alas present in rather high concentrations in pommeau

hazesDQG UHSUHVHQWHG i Z Z oteMsRIWEPGN PNIOR QaRe,DNFL GV L
which its proportion was 8%loser to that in cider and app® XLFH KD]JHV i $0DC
serine, threonine, and hydroxyproline were also present imnagligible proportions and
WRIJHWKHU DFFRXQWHG IRU i Z Z RI WRWDO DPLQR DF
hazesDQG IRU i LQ WKH R VE.Khede 8rRirtaélds,Dogeth&r with glycine,

are predominant in classicarabinogalactan proteiff§382 Furthermore, the haztive

protens isolated by Wu and Sieb8tKDG KLJK JO\FLQH i DQG VHULC

contents. These authaassumed tt the high proportion of glycine could reveal iresence
of random coil structures. Proline was also preseatliof the samples in lower proportions

i Z Z EXMWepkeyent€i@% in PMO7. As a comparison, Asano et al. foetwceen
5.9 and 13.% (w/w) of proline in beer haze protetfd Furthermore, hydroxyproline
DFFRXQWHG IRU the struétureofXis\ahhino acid is very similar to that of proline,
we assume that hydroxyproline could haveimilar effect oninteractions with phenolic
compounds. These results sugghstpossible presence, in low concentrations in apaéed
EHYHUDJH KD]J]HV Rl SURWHLQV WK D Wh WHiterwinds ldrd Qedddd SR U W |
With regard to AJO1, amgine was the major amino acid in proteins (19%) followed by
threonine (12%). Contrary to the other samples, glutamateai represented <1% of total
protein amino acids angydroxyproline was close to 1%. The differences inadheposition
of this aple juice compared to the othbeverages are possibly due to different growing

practicegelated to the use of dessert apples instead of cider appjeséoproduction.
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To summarize, proteins, althgh they are minor constituerttkapple must, were tmd
in haze. Glutamate was timeajor protein amino acid assayed, but glycine, hydroxyproline,
serine, threonine, and proline were also present imegtigible amounts. Thesamino acids

were found in higiproportions in hazéorming proteins in other bevaggs®9=°4-°

1.3.5 Mineral and MethContent

Total mineral and metalontents ranged from 5.3 to 12.2 mg/g of dry fﬁzableS .
Apple juices and CDO03 hazes had the lowest mineral and owettEnts, whereas PM04 haze

had the highest concentration.

Table5: Mineral composition of haze analyzed using H¥F%. The results are expressed in pg/g of
dry haze.

pg/g dry haze Cider Apple juice Pommeau

CD01 CD02 CD03 CD04 CDO05 AJO1 AJO2 PMO1 PMO2 PM04 PMO5 PM06 PMO7

Calcium 2228 2798 1458 2913 2136 187 348 3682 1839 7109 5153 729 1443
Copper 10 23 24 48 27 699 113 383 274 487 140 68 522
Iron 60 39 8 9 91 79 42 897 804 263 144 6 251
Magnesium 211 239 175 252 185 217 217 214 246 177 230 342 353
Potassium 5796 6242 4960 5776 4433 5532 4327 4129 5439 3843 4715 5970 5996
Sodium 81 73 81 74 73 42 84 12 89 72 75 171 214
Others 130 126 60 114 152 94 161 147 273 196 266 87 196
Total 8515 9539 6765 9185 7096 6852 5291 9464 8962 12147 10724 7372 8975

aThe results are expressed in pug/g of dry haze.

Potassium was the main mineral in masngles, and itsoncentration was conserved
EHWZHHQ VDPSOHY¥f dry hiaze). Phisbservation is not surprising given that
potassium is also the main mineral element in apple juiceswaittes ranging from 685 to
1510 ppni®. It may act as aounterion of mammolecules present in haze such as protsiads
polysaccharides. However, this concentration is very baghpared to previously published
data in apple haze showing i PJ RI SRWDVVLXP SH% cadionPwatheV HGLP H (
second main mineral, but its content greatly dependdtieosamples and rangéom 0.2 to
7.1 mg/g of dry haze. Theoncentration of calcium in pommeau hazes was also widely
GLVWULEXWHG i PJ J RI GU\ KazpHwhichQhadHthieHIdWast Q J O\
potassium content, had the highestium content. This can be explairigy the use of keeving
instead of enzymatic depectinization as this process requireadttigon of calcium salts.

However, PM06 haze had the lowesicium content, but it also had one of the lowest total
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mineralconcentrations. The calcium content ider hazes ranged frofn5 to 2.9 mg/g of dry
haze. Apple juice hazes had the lowesdtium concentrations, ranging from 0.2 to 0.3 mg/g of
dry haze, but they also had low total mineral concentrationsa(®1%.3 mg/g of dry haze). All

of the samples cdained similarconcentrations of magnesium (between 0.2 and 0.4 mg/g of
dry haze). Copper was also present in the samples (from 0.01 negly7of dry haze). AJO1
contained the highest coppmmcentration, and cider hazes were poor in copper. Joktabn
UHSRUWHG KLJKHU OHYHOV sedimem)IrSapple juicei sedinf&it ForR |
content ranged fror.01 to 0.9 mg/g of dry haze. PM01 and PM02 hazes haughest iron
contents (0.9 and 0.8 mg/g of dry hamespectively), but these values are lower than those
reportedoy Johnson et a(0. i PJ J RI VH%\dnB@ekreported coppeand iron
concentrations up to 2% (w/w) apple juice haZé. Copper and iron concentrations in peeled
apple were reported to be 0.02 and 0.05 mg/g of dry megtgectively®. Thus, some of the
haze samples contained muggher levels of these metal ions. This is interesting bechage
can act as catalysts in oxidation processes. They caplaisa role as ligands for polyphenols,
and in this way, they magisocontribute to haze formatidff.

1.3.6 General Overview

Figure80|shows the global composition$ haze in the beverages studied. The values
presented wereREWDLQHG IURP JOREDO DQDO\WHV ape@aQi&LRFLC

nitrogen using elementary analysis for proteirige analyses explained a maximum of 75% of

haze dry maswith a mean value of 52%. Part of the missing comporentisl be due to the

less efficient quantification of the oxidizdd RPSRXQGV E\ WKH JROLQiI&LRFDOW|
33 and43% of haze dry mass were explained for pommeaux PMO® &Y, respectively.
Pommeaux are stored for several monthdanrels before bdihg. These conditions are

favorable tooxidation reactions that may concern more particulghignolic compounds and

which would lead to a significaninderestimation of the phenolic fraction in haze dry matter.
Another part of the unexplained mass coafrespond taunquantified bound water still

present in the freezdried PDWHULDO )JUHH VXJDUV UHSUHVHH@W i R
they probably mostly come from the supernatantaining in the pellet after centrifugation.

Phenolic compounds wetbe main constituents of hazexcept in two apple juices,
namely, AJO1 and AJO4. In thesamples, haze was dominated by proteins and contained very
few polysaccharides. This suggests that proteins played@ortant role in haze formation in

these sample®ven thouglthey are present in low concentrations in apple juice. Toeld
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be the starting point of haze formation as in white Wer they may be incorporated in tannin
aggregated®. Conversely, PM05, PM06, and PMO07 hazes had very low protein and
polysaccharide contents. Let us recall that pommeamistare of cider apple juice and apple
spirit. During the storage barrels, it is likely that most of the proteingially present irapple
juice are removed from the liquid by precipitation wahnins. Thus, for the postbottling hazes
examined in th@resent study, this suggests that haze formation in gasples was mainly
driven by phenolics that undergtructuralmodifications during bottle storage. Polysaccharide
concentrationgn haze were highly variable and ranged frontdetectable quantities in PM05
to 30% in CDO5 haze. Thaass of the polysaccharides obtained after ethanol precipited®n
too lowin the PMO5 haze to enable quantification. Pinesence of polysaccharides in haze
suggests that they may besolved in the interactions responsible for haze formaisather
through an active role or by incorporation into ott@mplexe®’. These results are consistent
with previous studied Q ZKLFK SRO\WDFFKDULGHV HQgg@gam‘fiFﬁs SURWF
Ifl We assume that differences between samasslted from differences in the original

beverage compositioraused by theifabrication processes.

As a conclusion, haze in apgbased beverages dams phenolic compounds,
polysaccharides, and proteins. The@spective proportions varied between samples but,
consideringhe part that could be analyzed, procyanidins wereerally thanain constituents,
except in two of three apple juices. Tr@portion of polysaccharides in haze varied, and most
camefrom pectin or hemicellulose residues. Their presence infleaeals their involvement
in complexes that have the abilityaggregate. Proteins, although they are minor constituents
of apple must, were present in haze. Except in two apple jui@swere minor constituents
of haze, but could be the startipgint of haze formation as in white witi¢ or they may be
incorporated in tannin aggregat&sMetal ions such as coppend iron were found in haze and

could either act as catalyst filve oxidation of polyphenols or as ligands for pokypbise

This study gives a detailed si@iption of the composition dhaze in appkbased
beverages. As far as we know, it is the fiigte native procyanidin structures have been
guantified inpostclarification haze and characterized accordmgheir average degree of
polymerization. Yet, a large part of the hapeild not be explained by the analyses. We assume
this is duen part to an underestimation of oxidized phenolic compourtuss, work is ongoing

to develop a reliable and precisethwm to quantify oxidized phenols. However, this study is
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the foundation for further research on the mechanisms of f@azeation in appléased

beverages.

Résumé de cette étude

Le résidu insoluble correspondant au trouble a été extrait de plusieurs échantillons de
cidres, pommeaux et jus de pommes et a été analysé par diverses méthodes de chimie
analytique. Les troubles des cidres et pommeaux sont majoritairement constitués de
composeés phénoliques, principalement représentés par les procyanidines. Pourtant, une large
proportion de la masse des précipitt V. QYD SX rWUH L dffd@enseldé pdsultatd
constatte HQWUH OTDQDO\WVH FKURPDWRJUDSKLTXH IHWio&keud
nous a conduit a supposer que cette masse non expliquée est constituée de tanins oxydés,
QRQ DFFHVVLEOHV j OYDQDO\WH 'HV SRO\WDFFKDULGHYV
variables dans les troubles des boissons étudiées. lIs sont essentiellement constitués de
JDODFWRVH HW GYDUDELQRVH VXJJpUD Q WssGsie$ peptvies@Ur
GYDUDELQRJDODFWDQH SURWPLQHYVY /HV PLQpUDX[ PDMH
gui est cohérent avec la composition des pommes. Cependant, fer et cuivre ont également été
trouvés dans des proportions importantes, traduisant leur possible implication dans la
IRUPDWLRQ GHV WURXEOHV (QILQ OHV SURW pL @Qrétpited deR
cidres et de pommeaux, sont les constituants majoritaires des troubles de deux jus de pomme.
Leur composition en acides aminés étant proche de celle de protéines connues pour leur
implication dans OLQ VWD EL OLW jpil &teRvidagdxve E6S prQdiés soient parmi les

principales molécules responsables de la formation des troubles dans les jus de pomme.

&HV UpVXOWDWY FRQVWLWXHQW XQH SUHPLqUH pV
troubles physico-chimiques dans les boissons cidricoles. lls doivent constituer une base pour
des recherches plus approfondies sur les mécanismes selon lesquels les constituants

identifiés dans les précipités sont impliqués dans leur formation.

G
RVDJH |

VRQW ¢

H GYIDUD
uLwbLU

LTXTHQ

DSH GH
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2 Compléments a la publication 1 : Comparaison de la
composition des troubles avec celle des surnageants

/ farticle ci-dessus présent® fDQDO\WVH ILQH GH OD FRPSRVLWLRQ C
échantillons de boissons. Cependant, lorsque cela était possible, la composition des surnageants
obtenus lors de la centrifugation des boissons troabégglement étéalyséeet les résultats

obtenusont été comparésvec ceux des précipites.

2.1 Matériel et méthodes

2.1.1 Polyphénols des surnageants

Les polyphénols natifs et apres phloroglucinolyse ont été analysés de la méme facon
TXH GDQV OYDUWLFOH 'D éndliqués rratifs/ SBHIN d& sum&geanpont &&
lyophilisés et soumis & une extraction par sonication de 15 min dans 1200 pL de méthanol
DGGLWLRQQp GH GIDFLGH DFpWLTXH 'DQV OH FDV GH)\
procyanidines par dépolymérigam, 500 pL ont été lyophilisés et soumis a la réaction de
SKORURJOXFLQRO\WH VHORQ OH SURWRFROH LQGLTXp GDQ
VRQW ILOWUpPV VXU 37)( —P-UWWBQW OTDQDO\VH SDU +3/8&

2.1.2 Oses des surnageants

$YDQW Odds @sbspav GEID, les surnageants de cidres ont été dilués dix fois
HW OHV VXUQDJHDQWY GH MXV GH SRPPH HW GH SRPPHDX
contenant le standard interne. Les échantillons ont ensuite été séGeseaac E2 Series
PersonaEvaporator (GeneVac, IpswichlK) puis dérivés et analysés avec la méme méthode
gue les osedes troubles (voi€hapitre 1paragraph|? .

2.1.3 Minéraux des surnageants

Comme ceux des troubles, les minéraux des surnageants ont été analysésMiar ICP

par le groupe IFBMQualtech.

2.2 Résultats

2.2.1 Polyphénols des surnageants

La composition en composés phénoliques des surnageants est préseniéegsue|la

Pour comparaison, le détail de la composition en polyphénols des troubles est présenté sur
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la|Figure 86| Les profils sont trés différentdes troubles sont tres majoritairement constitués

de procyanidines alors que les surnageants ont un profil polyphénolique plus varié, dominé par
les aédes hydroxycinnamiques. De facon a affiner les résultats concernant la représentation de
certaines familles de composés phénoliques dans les troubles par rapport aux surnageants, un

calcul a été effectué pour déterminer la proportion des polyphénolx eala boisson de

départ qui se trouve finalement mesurée dans le tr¢Ualdg6). On constate de fac@vidente

que les procyanidines sont seprpVHQWpHY GDQV -®GE L WH RDXEGIK O HYHR Y
WHQGDQFH j \ rWUH LQFRUSRUpHYV TXYj UHVWHU GDQV OD S
leur implication dans la formation de trouble et est cohérent avec les données de la littérature.

En effewW OHV WDQLQV VRQW VXSSRVpV MRXHU XQ U{OH PDI
interaction avec des protéineP ORUV TXH OHV FRPSRVpV QH GLVSRVD!
phénoligue se comportent en ligands monodentates et ne permettent pas la formation
G§bgatd® /HV SURF\DQLGLQHV VRQW G HissEoeiX parefle® SDEOH V
hydrophobes entre les cycles phénolifles 8 HSHQGDQW ORUVTXH OTRQ VYL
au pourcentage de la masse totale du produit représentée par le trouble, situé entre 0,0003 et

0,08 %, on onstate que toutes les familles de polyphénols sont légeremempsesentées

GDQV OHV WURXEOHV GDQV OD OLPLWH GH GpWHFWLRQ
LPSOLTXDQW WRXWHYVY OHV IDPLOOHV GH FRPSRVpV SKpf¢
probaEOHPHQW SDV XQ U{OH SUpSRQGpPUDQW GDQV OfLQLWLEL

avec les résultats de certains auteurs qui ont remarqué une faible solubilité de8-&svan

monomeres par rapport aux procyanigtngs’®
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