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Le cidre a la couleur des blonds soleils d’automne,
Des ciels tiedes, striés de pales rayons d’or :

Leur agile chaleur dans sa mousse bouillonne,

Et leur douceur fluide et cristalline y dort.

L’ivresse lourde de la biere
Empate les sens hébétés :

Dans la chope a dessins sculptés
C’est le spleen qui se désaltere.

L’ivresse fumeuse du vin

Brile les nerfs qu’elle détraque :
Sa gaieté qu’on vante est opaque ;
Son rire n’a rien de divin.

L’ivresse du cidre est légere :

Elle chatouille le cerveau,

C’est une flamme passagére,

Un doux frisson toujours nouveau.

Le cidre a la couleur des blonds soleils d’automne,
Des ciels ti¢des, striés de pales rayons d’or :

Rien ne vaut au Normand que la soif aiguillonne
Les brocs cerclés de cuivre ou le bon cidre dort.

Maurice LEVAILLANT

« D'ailleurs, ce liquide clair, transparent, limpide, de couleur ambrée ou rutilant comme l'or, et qui
pétille dans le verre en se couvrant sur ses bords d'une légére couche de mousse, plait a l'oeil et
stimule deja par son aspect, en méme temps que ses variétés, suivant son dge et sa provenance,
répondent a tous les caprices ; tantot doux et sucré comme nos meilleurs vins de liqueur, tantot amer
et fort comme certains vins du Midi, ou bien légerement acide et spumeux, frais et désaltérant comme
nos petits vins de la Touraine. »

Extrait de Propriétés médicales et hygiéniques du
cidre — La maladie de la pierre en Basse-Normandie,
par le Dr Denis-Dumont, 1881.




Liste des abréviations

3-OH-PLZ 3-hydroxy-phloridzine

3-OH-XPL 3-hydroxy-xyloglucoside de phlorétine

a* Parametre chromatique caractérisant 1’axe rouge-vert (CIE Lab)
ACQ Acide caféoylquinique

AHC Acides hydroxycinnamiques

B* Paramétre chromatique caractérisant I’axe jaune-bleu (CIE Lab)
C* Chroma (CIE LCh)

CAT (+)-catéchine

CCcC Chromatographie a Contre-Courant

CIE Commission Internationale de I’Eclairage
CLHP Chromatographie Liquide Haute Performance
COSY Correlation Spectrocopy

CPC Chromatographie de Partage Centrifuge
D-576-1 Dimere d’épicatéchine a 576 Da

D-576-2 Dimere d’épicatéchine a 576 Da

DBD Détecteur a Barrette de Diodes

DDEC Déhydrodiépicatéchine

DFT Density Functional Theory

DFT-D Dispersion-corrected DFT

DHC Dihydrochalcones

DM Variété Dous Moen

DMNOx Jus de Dous Moen non oxydé

DMOx Jus de Dous Moen oxydé

DPm Degré de Polymérisation moyen

DTEC Déhydrotriépicatéchine

EC (-)-épicatéchine

E;a Potentiel de pic d’oxydation

Epc Potentiel de pic de réduction

ES Excited State

ESI Electrospray lonization

FA Flavanols

FO Flavonols

GU Variété Guillevic

h Angle de teinte (CIE LCh)

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Coherence
HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
HOMO Highest Occupied Molecular Orbital

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation
1) [Mluminant

IEF-PCM Integral Equation Formalism - Polarizable Continuum Model

Kp Coefficient de Partage



L*
LUMO
MF
MM
MS

0Q
PCAs
PCQ
PJ
PLT
PLZ
POPi
POPj
PPO
PXGOPj
RMN
SM
SM/SM
SMn

T-862
T-864
TD-DFT
TOCSY
Tr

u.a.
u.m.a.
UV
PXGOPi
XPL
XPL-EC/Ox

AE

Luminance

Lowest Unoccupied Molecular Orbital
Matiere Fraiche

Variété¢ Marie Ménard

Matiere Seche

ortho-Quinone

Procyanidines

Acide para-coumaroylquinique

Variété Petit Jaune

Phlorétine

Phloridzine

Produit d’Oxydation de la Phloridzine incolore
Produit d’Oxydation de la Phloridzine jaune
Polyphénol Oxydase

Phloretin XyloGlucoside Oxidation Product « jaune »
Résonance Magnétique Nucléaire
Spectrométrie de Masse

Spectrométrie de Masse en tandem
Spectrométrie de Masse multiple
Transmittance

Trimere d’épicatéchine a 862 Da

Trimere d’épicatéchine a 864 Da

Time Dependent Density Functional Theory
Total Correlation Spectroscopy

Temps de rétention

Unités arbitraires

Unité de masse atomique

Rayonnement Ultraviolet

Phloretin XyloGlucoside Oxidation Product « incolore »
Xyloglucoside de phlorétine

Produit coloré issu du couplage oxydatif d’un xyloglucoside de
phlorétine et d’une (-)-épicatéchine

Ecart de couleur
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I. AVANT-PROPOS

I. 1. UN PEU D HISTOIRE ...

Le cidre est une boisson gazeuse 1égére résultant de la fermentation de jus de pomme. Peu alcoolisée,
elle est souvent associée a I’image de « la premiere boisson de féte ». Son origine n’est pas clairement
¢tablie. Elle est nécessairement liée a la culture des pommiers, or celle-ci remonte a des temps
probablement trés anciens. Dans 1’Antiquité, les pommiers cultivés étaient déja connus des
civilisations égyptienne et gréco-romaine. Les Romains, qui attribuérent a la nymphe des vergers le
nom de Pomone, produisaient une boisson qu’ils appelaient « vin de pommes » ou « sicera » (terme
qui dériverait indirectement de 1’hébreu « shekar » désignant toute boisson alcoolique autre que le
vin). Ces boissons étaient sans nul doute trés différentes du produit que 1’on connait aujourd’hui.
L’obtention d’un alcool de pommes est mentionnée dans Histoire naturelle de Pline I’ Ancien, ceuvre
majeure publiée vers 77 apreés JC. L’auteur y décrivait déja plusieurs manicres de greffer les
pommiers. En Gaule, le cidre est évoqué pour la premiere fois dans les écrits de Saint-Guénolé,
religieux qui vécut en Bretagne, et plus précisément en Finistére, au V-VI™ siécles et fit bétir
I’abbaye de Landévennec. Le cidre tel qu’il le décrit correspond alors a une macération de pommes
sauvages et de séve dans de l’eau claire. D’autres mentions sont faites dans différents écrits
monastiques. Vers 800, Charlemagne exige la formation d’ouvriers brasseurs ou « siceratores » mais

Ié me

ce n’est probablement que vers le XII-XII siécles qu’un cidre plus proche de celui consommé
aujourd’hui connait un réel essor en raison de I’apparition de pressoirs. Le cidre est véritablement
devenu une boisson de consommation courante vers la fin du XIX®™ siécle. Suite aux conflits
mondiaux, a l’arrachage de vergers, cette consommation connait une diminution significative.
Néanmoins, peu a peu, la profession travaille a obtenir des produits de qualit¢é qui connaissent
progressivement un regain d’attention auprés de la population francaise et méme mondiale. (Gancel

and Treignier, 2007)
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Figure 1 — « La dégustation du cidre nouveau procure I’occasion de se réunir pour une veillée en costumes
traditionnels » (extrait de I’ouvrage De la pomme au cidre, reproduction d’une ancienne carte postale issue de la
collection du Cartopole de Baud).

L 2. POMMES A CIDRE, POLYPHENOLS ET QUALITES SENSORIELLES...

Les qualités sensorielles des cidres francais, incluant saveurs, couleurs et ardmes, sont
incontestablement liées a une matiére premiére originale constituée d’une grande diversité de variétés
Iéme

de pommes dites « a cidre » pour lesquelles les polyphénols jouent un role essentiel. Déja au XV

si¢cle Julien Le Paulmier, dans son ouvrage « De vino et Pomaceo », soulignait I'importance du choix

de pommes de saveurs améres ou douces pour la qualité¢ des cidres (Travers, 1896). L'amertume a
ensuite été reliée a la présence de polyphénols et en particulier de tannins dans la matiére premicre.
Cependant, ce n'est qu'en 1959, qu'un véritable classement systématique des variétés de pommes a
cidre (Tableau 1), fondé sur l'acidité et la teneur en polyphénols des moits, a été établi en France

(Tavernier and Jacquin, 1959).

Tableau 1 - Classification francaise des pommes a cidre (Tavernier et Jacquin, 1959)

Catégorie Acidité (meq.L™) Tannins (g.L'l)
Douce A <60 T<2
Douce-ameére A <60 2<T<3
Ameére A <60 T>3
Acidulée 60 <A <90 T<2
Aigre A>90 T<2

12



Contrairement aux pommes de table, pour lesquelles la sélection variétale a souvent abouti a des fruits
assez pauvres en composés phénoliques, la richesse en polyphénols dans les fruits a cidres se traduit
généralement par 1’expression d’une couleur intense au moment du rapage et du pressage. Cette
couleur, qui s’inscrit classiquement dans une gamme variant du jaune pale a I’orangé intense voire
acajou, fait incontestablement partie des critéres de qualité en contribuant a la diversité des cidres
frangais. Cette diversité était déja soulignée par Julien Le Paulmier, comme en atteste 1’extrait suivant

de la traduction francaise du « Traité du vin et du sidre » (¢dition originale en latin, 1589) :

« CHAPITRE V. — La difference des sidres (1). »

Comme les vins, les cidres présentent des différences dé couleur, de gout, de consistance et de force.
Le cidre, encore trouble, a la couleur de l'eau des rivieres qui traversent des terrains ferrugineux et il
est assez malsain.

Suivant les pommes dont il est fait, le cidre est rouge avec goiit de sucre et de canelle, ou roux et tanné
comme du vin muscadet, ou transparent et de couleur d'ambre, ou simplement jaune.

Les cidres du pays d'Auge sont épais et trés nourrissants; ceux du Cotentin, ambrés et plus légers, se
digerent plus facilement.

« L'homme qui vit en oisiueté & repos doit entre ceux-ci choisir les plus foibles & délicats, qui ont
moins de couleur, pourueu qu'ils n'ayent autre vice d'ailleurs: non seulement par ce qu'ils sont
incontinent digérez & distribuez, comme serait quelque petit vin blanc. Mais aussi qu'ils nourrissent
moins & humectent mieux. L'homme de peine doit choisir les plus puissans, qui sont plus hauts en

couleur, par ce qu'ils nourrissent et fortifient dauantage ».

I. 3. LA FILIERE CIDRICOLE FRANCAISE...

Si la pomme est la troisiéme production fruitiere au monde avec prés de 80 millions de tonnes,
dont 1,7 millions en France (données FAOstats, 2013), la production frangaise de pommes a cidre est
en revanche estimée a moins de 300 000 tonnes pour une production cidricole de 1’ordre de 1,1 million
d’hectolitres. Cela représente un marché traditionnellement diversifié¢ générant un chiffre d’affaires
d’environ 185 millions d’euros (données UNICID, 2014). Quinze pourcents de la production sont
destinés a 1’¢laboration de jus de pomme et environ vingt pourcents correspondent a des produits
dérivés tels que les eaux-de-vie de cidre (calvados ou eau-de-vie de Bretagne, dit « Lambig »), et les
mistelles comme le pommeau, obtenu par assemblage de jus de pomme et d’eaux-de-vie de cidre.
Cette production est fortement ancrée dans un territoire et associée a une culture régionale puisque
I’essentiel des produits est réalisé en Bretagne et en Normandie. Parmi les autres pays européens

producteurs de pommes a cidres, on citera I’Espagne (en particulier la région des Asturies, le Pays
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Basque Espagnol et la Galice) et le sud du Royaume Uni. La consommation annuelle de cidre en
France est d’environ un million d’hectolitres ce qui représente 5,4 litres par ménage (données
UNICID, 2014). Cette consommation se caractérise par une certaine saisonnalité (Chandeleur, été) et
reste encore souvent associée a la gastronomie (accompagnement des crépes bretonnes salées ou
sucrées). La segmentation du marché est encore largement positionnée sur les dénominations « cidres
bruts », « cidres doux » voire cidres « demi-secs ». Cependant, depuis quelques années, ’offre se
diversifie de plus en plus et I’on voit apparaitre sur le marché des produits innovants comme les cidres
rosés, les cidres blancs, les cidres aromatisés et les cidres de glace, qui sont de plus en plus plébiscités

par les consommateurs.

I 4. LE PROJET CICHROM, UN PROJET INTER-REGIONAL SUR LA
COULEUR DES PRODUITS CIDRICOLES

Une enquéte réalisée par I’interprofession (Institut Francais des Productions Cidricoles, IFPC)
a révélé que le visuel des produits cidricoles, et notamment leur couleur, était une problématique
importante pour les transformateurs de pommes a cidre (enquéte non publiée). En effet, la couleur est
souvent le premier critére organoleptique apprécié par les consommateurs lors de la dégustation. Les
produits cidricoles sont susceptibles de couvrir une large gamme de colorations. La sensibilisation des
consommateurs a la typicité et la diversité de ces couleurs permettrait une éventuelle segmentation du
marché sur ce critére, a I’image de celle qui existe depuis longtemps pour d’autres types de boissons
fermentées (par exemple, vins ou biéres). Depuis quelques années, on note clairement une volonté
d’innovation de la part de la filicre sur ces aspects « couleur », en particulier avec I’émergence de
cidres rosés ou encore de certains cidres dont le cahier des charges mentionne des clauses spécifiques
sur la couleur jaune pale des produits (notamment les cidres Label Rouge « Guillevic »). Cependant,
ce critére n’est pas parfaitement maitrisé¢ au cours des assemblages et les professionnels ne disposent
pas de beaucoup de leviers pour orienter la couleur de leurs produits. En effet, 1’utilisation de certains
additifs permet certes d’augmenter ou de renforcer la coloration, mais cette option est actuellement
peu souhaitable. Le cas contraire d’une recherche de coloration limitée reste problématique et les
stratégies utilisées actuellement (ajout de sulfites, collages protéiques) peuvent avoir un impact
considérable sur les autres propriétés sensorielles des produits.

C’est dans ce contexte que le projet interrégional CICHROM (Bretagne, Pays de la Loire) a vu
le jour. L’objectif de ce projet est, a terme, de pouvoir proposer aux transformateurs des itinéraires
techniques et des outils pour orienter et caractériser la couleur de leurs produits, ainsi que pour prédire
la couleur obtenue suite a un assemblage et anticiper sa stabilité. Le projet CICHROM se décline en
plusieurs tiches qui trouvent un équilibre entre développements technologiques, recherche plus

fondamentale des mécanismes biochimiques et physico-chimiques de la couleur, analyses
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sensorielleset sciences du consommateur pour [’évaluation des préférences et attentes des
consommateurs vis-a-vis du critére couleur. Cela passe par une meilleure définition de « I’espace
couleur » des cidres francais, la mise en place d’outils pratiques permettant d’identifier, de codifier la
couleur des produits cidricoles ou de diagnostiquer de fagcon anticipée le potentiel couleur d’un mofit.
11 s’agit aussi de développer des travaux de recherche en amont pour mieux connaitre les mécanismes
moléculaires gouvernant la formation, 1’expression et la stabilité des composés colorés présents dans
les jus de pomme. Le projet prévoit aussi une validation des résultats les plus pertinents par la mise en
place d’essais a 1’échelle pilote et si possible a I’échelle industrielle si certains partenaires s’aveérent
motiveés.

La couleur des jus de pomme et des cidres peut se transcrire en une question de recherche qui
prend naissance dans 1’oxydation des polyphénols par catalyse enzymatique au cours de la
transformation des fruits. La question est complexe car de multiples facteurs y contribuent plus ou
moins fortement. Parmi ceux-ci, on peut citer : la diversité des molécules phénoliques qui s’exprime
dans la pluralit¢ des variétés de pommes a cidre et qui peut orienter la synthése des certains
chromophores, 1’activité oxydase et la disponibilité de 1’oxygéne qui peuvent s’avérer variables au
cours des différentes étapes du procédé, le pH du motit ou du cidre par son impact sur 1’expression de
la couleur, ou bien le caractére plus ou moins réducteur du milieu avec des répercussions encore

largement méconnues mais néanmoins avérées sur la couleur des produits finis.

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans le contexte du projet CICHROM. 1l se
positionne davantage sur les aspects de recherches les plus fondamentaux, a savoir :

- (1) la caractérisation globale d’une fraction phénolique colorée dérivée d’un jus de
pomme et I’élucidation de certaines structures impliquées dans la coloration. Enrichir la
connaissance sur ces ¢éléments structuraux devrait permettre de poser des hypothéses quant
aux mécanismes moléculaires participant a leur formation ;

- (ii) influence de certains paramétres physico-chimiques sur I’expression de la couleur
jaune-orangée. Il s’agira notamment d’évaluer I’impact de I’étape fermentaire sur la
coloration globale d’un jus de pomme puis de fournir des ¢léments de compréhension en se
focalisant sur 1’étude en solution modele de I’effet du pH et du potentiel rédox sur des

molécules colorées sélectionnées comme « chromophores » modéles des produits cidricoles.
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II. INTRODUCTION GENERALE

II. 1. COULEUR DES PRODUITS ALIMENTAIRES

II. 1. 1. LA COULEUR DES ALIMENTS : UN CRITERE IMPORTANT POUR LES
CONSOMMATEURS ?
Un aliment se déguste d’abord par les yeux et les professionnels de la gastronomie ou de
I’agroalimentaire 1’ont bien compris ! Les grands chefs soignent le dressage de leurs plats pour
susciter I’envie de déguster, ’industrie agroalimentaire tente sans cesse d’innover en développant de
nouveaux procédés technologiques et de nouvelles formulations afin de rendre leurs produits plus
attractifs. Néanmoins, la réussite commerciale d’un nouveau produit dépend du marché, et notamment
du désir des consommateurs de le tester puis de 1’accepter. L’étude de la perception de la nourriture,
en termes de qualité et d’acceptabilité, s’avere complexe et s’appuie sur plusieurs champs
disciplinaires, a savoir les sciences et technologies des aliments, la nutrition, la psychologie, la
physiologie, le marketing. Les interactions entre les caractéristiques sensorielles des aliments et leur
perception par ’homme font I’objet d’études de psychophysique. Dans leurs formes appliquées, ces
travaux se basent principalement sur des analyses sensorielles. Naturellement, la perception des gots,
des odeurs, de la texture d’un aliment a été largement étudiée (Clydesdale, 1991, 1993) mais plusieurs
auteurs se sont aussi intéressés a I’importance du visuel dans le choix d’un aliment. En effet,
I’apparence d’un produit alimentaire dans un environnement donné génére la premicre impression
marquant le consommateur. Cette apparence peut se décomposer en différents attributs tels que la
forme, la taille, la couleur, 1’opacité, la transparence ou encore la brillance du produit. En tant que
primate, I’homme pergoit le plus souvent des stimuli visuels comme premiers signaux sensoriels liés a
la nourriture (Lieberman, 2006). Ces stimuli peuvent méme initier la phase de digestion en augmentant
la motilité gastrique et la sécrétion de salive et d’acide gastrique, d’hormones gastro-intestinales et
d’enzymes pancréatiques. Parmi les signaux visuels percus, la couleur de 1’aliment joue un réle non
négligeable. Au cours de 1’évolution, la sélection naturelle a favorisé la vision en couleur. Outre
I’avantage sélectif que cela a pu conférer aux individus chasseurs qui pouvaient ainsi mieux distinguer
leurs proies, la couleur servirait d’indicateur de qualité et de palatabilit¢ (HUTCHINGS, 1977). Elle
fournirait des indices sur les conséquences potentielles de 1’ingestion d’un aliment considéré, sur le
plan organoleptique mais aussi en termes de « sécurité alimentaire », ce qui aurait pu jouer un réle non
négligeable pour la survie de 1’espéce (Lieberman, 2006). Le changement de couleur d’un fruit,
comme le rougissement de la tomate par exemple, peut renseigner sur sa maturité... et donner des
informations sur d’autres caractéristiques organoleptiques telles qu’une saveur plus sucrée ou une
texture plus souple. Lee et al., 2013 se sont intéressés aux préférences des consommateurs en termes
de couleurs susceptibles de les mettre en appétit. L’étude s’est focalisée sur plusieurs aliments

couvrant la gamme de colorations classiquement rencontrées dans 1’alimentation (rouge, jaune, vert,
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rose, blanc). Les consommateurs ont clairement tendance a préférer des couleurs assez saturées,
parfois méme plus vives que celles des aliments réellement considérés, mais toujours a 1’opposé des
couleurs finissant par apparaitre au cours des processus de décomposition des aliments. Les auteurs
suggerent que les préférences de couleur pourraient étre liées a la tendance des étres humains a
sélectionner la nourriture la plus fraiche possible, la plus saine, sans trace de contamination, ce qui
peut étre mis en lien avec une certaine préservation des micronutriments (par exemple, ’association de
la couleur jaune-orange avec le caroténe ou provitamine A). De la méme facon, les changements de
couleur peuvent étre utilisés pour s’assurer de la bonne cuisson d’un aliment tel que la viande et

comme un indicateur de présence ou d’absence de microorganismes potentiellement pathogeénes.

En résumé, les signaux visuels regus sont utilisés par le consommateur pour un premier screening
«a distance », avant tout examen rapproché de I’aliment pour accéder a d’autres informations
sensorielles telles que I"odeur et la texture. L’appréciation de ’apparence intervient, en particulier,
avant tout acte d’achat et/ou de dégustation. Il s’agit du premier paramétre dont 1’acheteur potentiel
dispose pour évaluer le produit. Le consommateur a tendance a associer a un produit alimentaire une
couleur appropriée, attendue, située dans une gamme d’acceptabilité (HUTCHINGS, 1977). Cette
gamme est susceptible de varier selon différents facteurs liés au consommateur lui-méme (son age, ses
origines ethniques et culturelles, ses expériences) (Shankar et al., 2010) et liés aux conditions
environnementales dans lesquelles se trouve ’aliment au moment de la perception et du jugement
(conditions d’illumination, mode de présentation du produit et contraste ou non avec les couleurs des
¢léments proches, ...). Dans nos esprits, une apparence attractive est souvent associée a une flaveur
agréable. L’apparence agit dés lors comme un facteur d’anticipation susceptible de modifier les
perceptions sensorielles subséquentes (Spence et al., 2010). C’est ce que 1’on nomme I’effet halo
(Imram, 1999). Avant la dégustation, le consommateur fait une expérience sensorielle visuelle. Celle-
ci entre en interaction avec les expériences sensorielles d’autres natures qui surviennent aprés la
consommation de 1’aliment puis une réponse hédonique est associ¢e a I’ensemble de ces expériences.
Ce «vécu» est a l'origine d’un feedback déclenchant des processus d’apprentissage et de

mémorisation.

II. 1. 2. LA VISION EN COULEUR (D’APRES J. LE ROHELLEC, 2011)
Les rappels proposés ici sont présentés de maniére plus approfondie dans les chapitres d’ouvrages
rédigés par J. Le Rohellec (Le Rohellec, 2011), H. Zollinger (Zollinger, 2003) et Christie (Christie,
2001).

Chez ’humain, la vue est un sens majeur, une grande partie du cortex cérébral est d’ailleurs dédiée a
la réponse aux stimuli visuels. La vision sert de filtre pour appréhender le monde physique qui nous
entoure. Le systéme biologique dont I’homme est doté est tellement performant qu’il attribue des

caractéristiques aux objets comme si elles les décrivaient intrinséquement, c’est souvent le cas pour la
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couleur des objets. Par exemple, une orange semble étre orange « par elle-méme ». Pourtant, la
couleur n’a pas d’existence propre. En effet, une perception colorée implique nécessairement trois
¢léments pour pouvoir étre générée : i) une source lumineuse, ii) de la matiére interagissant avec les
radiations émises par la source lumineuse, et iii) un détecteur susceptible de capter les signaux

lumineux résultant de I’interaction lumiere-matiére. (Figure 2)

Figure 2 - Couleur des objets : absorption de la lumiére incidente et composante(s) de la lumiére réémise (reproduit
de (Cayot, 2011))

La source lumineuse, qui peut étre naturelle ou artificielle, émet des photons. Ces particules
¢lémentaires se comportent a la fois comme des ondes et comme des particules, elles constituent les
radiations électromagnétiques. Ces radiations peuvent varier, tant en termes d’intensité lumineuse que
de composition spectrale. Le rayonnement perceptible par I’homme couvre la gamme de longueurs
d’onde de 380 a 780-800 nm : c’est le domaine du visible. Les photons émis se déplacent en ligne
droite jusqu’a ce qu’ils rencontrent de la matiére, ’interaction avec cette matiére génere alors un
changement de comportement. IIs peuvent étre absorbés, transmis ou réfléchis selon les propriétés de
I’objet illuminé. Le facteur de luminance spectrale décrit les proportions de lumicre absorbée et
réfléchie le caractérisant. Pour qu’il y ait une « couleur » résultante, cette lumicre doit atteindre un
détecteur. Chez 1’humain, 1’eeil constitue le capteur visuel naturel. Les stimuli lumineux traversent la
cornée et le cristallin permettant, grace a leur role de lentilles, la projection d’une image sur la rétine.
Les photons sont captés au niveau de cellules photosensibles qui se trouvent alors excitées. Cela
génere une succession d’éveénements physiologiques et neurologiques permettant au final une
perception colorée résultant de l’interprétation du cerveau. Plus précisément, la rétine humaine
comprend deux classes de photorécepteurs se distinguant par leur morphologie, leur nombre, leur
répartition et leur photosensibilité (sensibilité a I’intensité lumineuse et a la composition spectrale) : il

s’agit de cellules en batonnets et en cones.

Les batonnets sont nettement plus nombreux que les cones, on estime qu’il y en aurait environ 120

millions par rétine, localisés principalement en périphérie. Ils ne permettent qu’une perception
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monochromatique, une distinction du niveau de clarté-obscurité (vision scotopique) et ne sont donc
pas impliqués dans la vision en couleur. Leur réponse est liée a la présence d’un pigment
photosensible particulier appelé rhodopsine. Ils ne peuvent générer un signal modulé qu’a de faibles
intensités lumineuses (10 a 20-30 cd/m?) car la rhodopsine, constamment renouvelée au niveau de
I’ceil, est détruite en cas d’exposition a des intensités trop fortes. Ces photorécepteurs présentent un

maximum de sensibilité autour de 505 nm.

Les cones sont, quant a eux, moins nombreux que les batonnets ; il y en aurait environ 6 millions par
rétine. On les trouve localisés en forte densité dans 1’axe visuel (au niveau de la fovéa) ou ils sont de
petite taille, en périphérie leur taille augmente mais leur densité décroit. Ils délivrent des réponses lors
de stimulations par des intensités lumineuses fortes (de 10> & 10° cd.m?) et permettent a la fois la
perception de nuances sur 1’échelle clarté-obscurité et la vision en couleur (vision photopique). Leur
sensibilité est liée a la présence d’un autre photopigment, I’iodopsine. Il existe chez I’humain trois
types de cones dont les sensibilités spectrales différent, on parle de trivariance visuelle. En effet, ils
sont préférentiellement sensibles a certaines gammes de longueurs d’onde : les cones L (Long
wavelength) sont sensibles a la lumicre rouge, les cones M (Middle wavelength) a la lumiere verte, et
les cones S (Short wavelength) a la lumiere bleue. Leurs maxima de réponse sont respectivement de
565-585 nm, 535-545 nm et 440 nm. Cet « équipement biologique » permettrait a un observateur, en

conditions idéales, de distinguer environ 2,3 millions de couleurs (Kuehni, 2015) (Figure 3).
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Figure 3 - Sensibilité des différents photorécepteurs de la rétine humaine (reproduit de J. Le Rohellec, 2011)

Au final, I’excitation par des stimuli lumineux déclenche des modifications biochimiques dans le
métabolisme des photorécepteurs. Ceux-ci délivrent un signal qui est capté, modulé et transmis vers le
cerveau via différentes classes de neurones du réseau rétinien. Le systéme visuel est sensible aux
contrastes, aux modulations, aux variations de I’environnement lumineux percues. L’information
finale ne peut étre extraite que par la comparaison de signaux issus de photorécepteurs n’ayant pas la
méme sensibilité spectrale. Un photorécepteur seul est « aveugle a la couleur ». Par conséquent, la

perception colorée résulte bien de I’intégration par le cerveau de la réponse des trois types de cones a
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une excitation par la lumicre. Ainsi, la vision en couleur est la résultante de processus physiques,

chimiques, biochimiques, physiologiques et neurologiques complexes.

II. 1. 3. COMMENT CARACTERISER LA COULEUR D’UN ALIMENT ?

II. 1. 3. 1. Caractériser une couleur : les modéles de représentation.
L’apparence et la couleur des aliments jouant un role crucial dans leur sélection et leur appréciation
par le consommateur, les élaborateurs d’aliments aux échelles artisanale ou industrielle doivent étre
capables de fournir des produits dont la couleur sera conforme aux attentes des clients. Cela implique
nécessairement de pouvoir caractériser, évaluer qualitativement et quantitativement des couleurs ou
des différences de couleur, de maniére standardisée. On distingue actuellement deux fagons
principales de caractériser une couleur : une description purement physique reflétant la présence de
pigments ou une description au sein d’un modele de représentation appelé espace ou systéme de
couleurs.

La couleur peut étre décrite sur un plan purement physique par évaluation d’un spectre de transmission
(ou d’absorption) ou d’un spectre de réflexion. Les spectres d’absorption, en particulier, sont souvent
utilisés pour faire le lien avec les structures chimiques des molécules qui contribuent a la couleur (par
exemple en analyse, par corrélation entre la composition et le spectre UV/visible), en se servant des
coefficients d’extinction molaire au maximum d’absorption (pour quantifier le pouvoir colorant du
composé ou sa concentration). Cependant, cette caractérisation de la couleur ne tient pas compte de la
perception par I’observateur, par 1’ceil humain ((Zollinger, 2003)).

C’est la raison pour laquelle, des modeles de représentations mathématiques ont ét¢ établis en
s’appuyant sur les stimuli générés par I’ceil en réponse a ’ensemble du spectre de la lumiére visible.
Ces modeles conduisent a des espaces de couleur ou espaces colorimétriques pour représentant les
couleurs. Ils prennent en considération le mécanisme de la perception colorée par 1’ceil humain. Par
principe, comme chaque couleur peut étre décrite par la somme d’une certaine « quantité » de rouge,
de bleu, et de vert, ces espaces de couleur doivent étre définis en trois dimensions et la position d’un
échantillon de couleur est donnée par rapport a trois coordonnées. A partir de 1931, les travaux de la
Commission Internationale de 1’Eclairage (CIE)' ont eu pour but de rassembler les travaux dans ce
domaine et d’établir des modeles qui puissent servir de référence.

Il convient de trouver le modéle de représentation le plus approprié pour répondre aux questions que
I’on se pose. Dans le contexte des denrées alimentaires ayant subi ou non un procédé de
transformation, les espaces couleurs standardisés de la Commission Internationale de 1’Eclairage (CIE)

sont les plus couramment utilisés, en particulier le systéme CIE L*a*b*.

! La Commission Internationale de 1’Eclairage est une organisation technique, scientifique et culturelle, indépendante et a but non lucratif, créée en 1913. Elle
vise a favoriser la coopération internationale dans tous les domaines relevant de la science, de la technologie et de I’art de la lumiére et de I’éclairage. Il est
précisé dans les statuts de la CIE que les termes lumiére et éclairage s’entendent dans un sens large, englobant des sujets fondamentaux tels que la vision, la
photométrie et la colorimétrie, comprenant le rayonnement naturel et artificiel dans les régions UV, visible et IR du spectre, et de sujets d’application couvrant
toute les utilisations de la lumi¢re a I’intérieur ( environnements intérieurs et « lighting design ») et a I’extérieur (éclairages urbains, éclairages pour la
signalisation routiére, ...) ainsi que la technologie de I’image.
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Modélisation des sources lumineuses, les illuminants : Comme évoqué précédemment, la couleur ne

peut exister sans I’interaction entre une source lumineuse, un objet illuminé et un observateur. Dans
les mod¢les de représentation des couleurs, la source lumineuse est décrite mathématiquement par des
illuminants. Entre 1931 et 1986, la CIE a développé 6 séries d’illuminants standards dont les
distributions de puissance spectrale varient : I’illuminant A définit la lumiére d’une lampe a filament
de tungsteéne, I’illuminant B décrit la lumiére solaire directe, I’illuminant C représente une lumiére du
jour moyenne (il n’est plus considéré aujourd’hui comme un standard par la CIE), la série
d’illuminants D (D = Daylight) définit les différentes phases de la lumiére du jour de facon plus
précise et plus compléte que les illuminants B et C, en faisant référence a leur température de couleur
corrélée (4000-25000K) indiquée par les deux digits qui suivent la lettre D. Enfin, I’illuminant E
présente une distribution de puissance sectrale relative constante et la série d’illuminants F permet de

décrire des lumicres fluorescentes (Figure 4).
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Figure 4 — Exemples de distribution de puissance spectrale relative pour les illuminants A et D65 développés par la
CIE

L’absorption lumineuse de I’objet observé et le spectre percu par ’ceil : L.’absorption d’une partie

des radiations par 1’objet observé est le phénomeéne responsable de la couleur. Elle est quantifiée par le
spectre de réflectance dans le cas d’un objet opaque et par le spectre de transmittance dans le cas d’un
liquide transparent. Les spectres de réflectance ou de transmittance donnent, pour chaque longueur
d’onde, le rapport entre la lumiére ré-émise ou transmise et la lumicre incidante. Lorsqu’il s’agit de
liquides transparents, la mesure de la densité optique (DO) a I’aide d’un spectrophotomeétre permet

d’accéder a la transmittance (T=I/I,) par le calcul T = 10™°. Le spectre de la lumiére que pergoit ’ceil
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par transparence au travers d’un liquide coloré est calculé par le produit de ce spectre de transmitance

du liquide du spectre de la lumiére incidente (spectre de 1’illuminant) a chaque longueur d’onde :

I(1) e T(A)

Modélisation de la perception par ’eeil humain par la CIE , les espaces couleur : La Commission

internationale de l'éclairage (CIE) a tout d’abord défini en 1931 I’espace de couleur CIE RGB basé sur
les expériences menées par John Guild et William David Wright sur la vision humaine entre 1926 et

1929 (https://fr.wikipedia.org/wiki/CIE_RGB, page consultée le 10/05/2016). Ce systétme RGB

(Rouge Vert Bleu) prend en compte les trois couleurs primaires proches des maxima de réponse des
trois types de cones de la rétine humaine. Ces travaux ont été suivis la méme année par la proposition
de I’espace XYZ qui permet de s’affranchir de certaines contraintes de 1’espace précédent. Ces travaux
ont permis d’établir, a partir de mesures de la perception des couleurs par les panels de volontaires
¢tudiés, une perception moyenne définie comme la perception d’un « observateur standard » sous la
forme de trois courbes de réponse (ou fonctions colorimétriques x(A), y(A) et z(A)) d’'un « ceil

standard » en fonction de la longueur d’onde.

Selon Ia taille de I’objet et sa distance a ’ceil (c’est-a-dire I’angle d’observation), les spectres de
réponse sont légerement différents car la lumiére atteint une zone plus ou moins étendue de la rétine.
Les premiéres fonctions colorimétriques ont été définies pour un angle de 2° en 1929°. Puis, en 1964,
la CIE a déterminé ces fonctions pour un angle de 10° ¢’est-a-dire pour I’observation d’un objet plus
grand. Ces spectres de réponse normalisés sont multipliés par le spectre regu par I’ceil pour établir les
3 courbes de réponse de I’ceil a la stimulation. En considérant un spectre d’illuminant I(A) et un
spectre de transmittance T(A), la couleur est alors exprimée en trois dimensions (X, Y et Z), les

composantes trichromatiques, en intégrant les trois courbes de réponse.

720 720 720
szJ.I(/l)OT(l)Ox(i)Od/l YZkJ-I(ﬂ)‘T(ﬂ)U/(i)'CM szj.l(/l)OT(ﬂ,)OZ(/I)Odl
380 380 380

Ou k est fonction de la perception y pour I’illuminant

2 1 a et b (en) John Guild, « The Colorimetric Properties of the Spectrum », Philosophical Transactions of the Royal Society of London A: Mathematical,
Physical and Engineering Sciences, vol. 230, no 681-693, ler janvier 1932, p. 149—187 (ISSN 0264-3952, DOI 10.1098/rsta.1932.0005, lire en ligne [archive])

1 aet b (en) William David Wright, « A Re-Determination of the Trichromatic Coefficients of the Spectral Colours », Transactions of the Optical Society, vol.
30,104, 1929, p. 141-164 (ISSN 0264-3952, DOI 10.1088/1475-4878/30/4/301, lire en ligne [archive])
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Les coordonnées de chromaticité sont calculées a partir des composantes trichromatiques en
normalisant par rapport a leur somme.

X Y A
X=—— yzi =
X+Y+Z7 X+Y+Z X+Y+Z7

Les coordonnées de chromaticité peuvent étre utilisées pour représenter les couleurs sur le plan x,y
(Figure 5). Pour la troisiéme dimension, perpendiculaire a ce plan, on garde en général la composante

Y.
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Figure 5 — Diagramme de chromaticité x, y de la CIE, CIE Yxy (extrait de (Zollinger, 2003))
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Avec la volonté prendre en compte la sensation perceptuelle et de s’approcher des couleurs pergues
par I’humain, la CIE a développé en 1976 un nouvel espace de couleur, CIE L*a*b* a partir de
I’espace CIE XYZ. Cet espace est considéré plus « uniforme » que 1’espace CIE XYZ dont il est issu :
des distances identiques entre deux points dans ’espace L*a*b* sont supposées représenter des
différences de perception identiques de I’ceil ce qui n’est pas le cas du systeme XYZ.

Les coordonnées L*a*b* sont des transformations non linéaires mais réversibles des

composantes trichromatiques.

e o (2] w2 2]

Avec Xn, Yn et Zn les valeurs des composantes pour I’illuminant (100% de transmission)

Y Y

n n 1

Y Y Y o . . .
Les valeurs de f| — |, f| — |et f v représentées par f(t) étant définies par la condition

suivante :

29 4

o (6Y (Ve L (Y, 4
Slt>(5] alorsf(t)—(t) smonf(t)—3 (6) t+29

Il s’agit du systéme le plus utilisé aujourd’hui pour caractériser la couleur des aliments, c’est
donc celui qui sera utilisé dans le cadre de notre étude. II est représenté en Figure 6. Il se compose de
deux parametres de chromaticité, représentés par les axes a* et b* situés dans un méme plan appelé
cercle chromatique. Le paramétre a* prend des valeurs positives pour les couleurs tirant sur le rouge,
et des valeurs négatives pour les couleurs tirant sur le vert. Le paramétre b* prend des valeurs
positives pour les couleurs tirant sur le jaune, et des valeurs négatives pour les couleurs tirant sur le
bleu. A cela s’ajoute le parameétre de luminance, représenté par 1’axe L* perpendiculaire au cercle
chromatique, qui correspond globalement a la luminosité d’un produit, positionnable théoriquement
sur une ¢échelle de gris. L* peut prendre des valeurs allant de 0 a 100 %, ces extrémes représentant
respectivement les deux couleurs achromatiques noir (-100) et blanc (+100). Le modéle CIE L*a*b*
est décrit par un systéme de coordonnées orthogonales mais il peut également &tre décrit par un
systeéme de coordonnées angulaires, on parle alors de 1’espace CIE L*C*h. Cette approche permet une
compréhension plus intuitive du systétme CIE L*a*b* car h°® et C* se rattachent davantage aux
attributs compréhensibles par 1’observateur en vocabulaire classique de la couleur : h° est un angle en
degré (dans le sens trigonométrique depuis la valeur 0 ou 360 représentant la couleur rouge) qui décrit
la teinte, les angles de 90°, 180° et 270° décrivant respectivement des teintes jaune, verte et bleue.
Ainsi contrairement a ’expression d’une couleur en a* et b* un seul chiffre exprime la teinte en
coordonnées angulaires. Le paramétre C*, pour Chroma, déterminé par la distance entre la couleur et

le centre du cercle chromatique, est un descripteur plus « quantitatif » de la couleur qui correspond a la
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saturation de la couleur. Il représente I’intensité colorante ou I’inverse de la « paleur » pour une teinte
donnée ¢’est-a-dire une distance par rapport a un gris de méme luminance. Les coordonnées angulaires

sont reliées aux coordonnées L*, a*, b* par les formules suivantes :

b*
arctan(—*j
_\a7) 4150 h*

T

C*=/(a*) +(b*)* - po=

lightness A
White

Yellow
{2 +

+a

Green ’-.
+b

% ‘ ; .» A _b‘:‘
+ Red \
hue
or hue angle

Blu;

Black

Figure 6 -Les référentiels CIE L*a*b* et CIE L*C*h (extrait de (Zollinger, 2003))

Il existe également des indices qui servent d’outils dérivés de caractérisation et qui sont
calculés dans le systéeme L*a*b*: ainsi le delta E (AE) est I’écart entre deux couleurs dans 1’espace.
Certains indices sont parfois développés selon les besoins des auteurs pour un type d’aliment afin de
déterminer, par exemple, un écart de couleur, un indice de blanchissement, de jaunissement, un

brunissement, ou une modélisation cinétique de la dégradation de la couleur.

II. 1. 3. 2. Mesurer la couleur

Le développement de systémes de représentation de la couleur, présentés au paragraphe II. 1.
3. 1., a permis de disposer d’outils pour caractériser, définir une couleur particuli¢re. L’évaluation de
la qualité des produits alimentaires s’appuie sur des mesures nécessaires pour positionner les objets
considérés au sein des espaces de couleur. Il existe globalement deux types de méthodes de mesure :
les méthodes subjectives et objectives.

Les méthodes de mesure dites subjectives désignent des méthodes d’analyse sensorielle.
L’évaluation de la couleur du produit se fait au moyen des sens, par inspection visuelle. Il s’agit
souvent de mesures qualitatives réalisées dans des conditions d’illumination et d’observations définies
précisément et contrOlées. Elles ne nécessitent pas 1’acquisition d’appareils de mesure mais elles
imposent de disposer d’un panel entrainé dont les membres ne présentent aucun probléme de vision en
couleur. L’ceil humain est assez performant pour discriminer les couleurs méme lorsqu’il est confronté

a des changements de sources lumineuses. Néanmoins, le cerveau ne mémorise pas aisément les
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différentes nuances. Les observateurs utilisent généralement des échantillons de couleurs standards
(disponibles par exemple dans des atlas ou dictionnaires de couleurs) qu’ils comparent avec la couleur
des échantillons a caractériser (« color matching experiments »). De nombreuses études comportent
ainsi une numérotation de chaque nuance sur une échelle de couleur qui permet de comparer des
¢chantillons. Dans leur revue, (Pathare et al., 2013) indiquent que, selon les aliments et études
considérées, des descriptions différentes sont parfois associées a un score différent, avec parfois des
confusions avec une évaluation hédonique (appréciée ou non par des consommateurs). Au final, ce
type de « mesures » aboutit a une description de couleur associée a une notation ou a un vocabulaire
particulier. Assez robustes mais plus fastidieuses, ces mesures sont donc difficilement utilisables a

grande échelle pour mesurer la couleur de produits alimentaires en routine.
Par opposition a ces méthodes subjectives, les mesures, dites objectives, mettant en ceuvre des
méthodes instrumentales, permettent d’atteindre des résultats reproductibles tout en fournissant une

mesure quantitative simulant la maniére dont 1’ceil humain pergoit la couleur d’un objet.

- Les colorimeétres : Les colorimetres tristimulaires déterminent les paramétres de couleur

optiquement et fournissent directement des données numériques et des différences de couleur
entre échantillons de référence et échantillons a analyser. Ils sont utilisés couramment en
controle qualité pour mesurer la couleur des produits alimentaires, car ils sont faciles et
rapides a utiliser.

- Les spectrophotomeétres : Les spectrophotométres permettent d’analyser finement les spectres

de transmittance ou de réflectance dans la gamme de longueurs d’onde UV -visible (190 a 800
nm). Il est alors possible de « recalculer la couleur » comme décrit plus haut. Les données
sont précises et fiables mais les appareils sont moins adaptés aux mesures en routine.

- Les systémes de vision assistée par ordinateur (caméra) : Cette technique reléve du domaine

de I’analyse d’image et connait un fort développement en sciences des aliments, par exemple
pour automatiser 1’évaluation de certains critéres de qualité¢ des produits alimentaires (pour

revue, (Zhang et al., 2014).
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IL. 2. DES METABOLITES VEGETAUX SOURCES OU PRECURSEURS DE

COULEUR : LES POLYPHENOLS

I1. 2. 1. LES POLYPHENOLS : DEFINITION ET NOMENCLATURE GENERALE

II. 2. 1. 1. Généralités
La nomenclature associée aux termes « polyphénols », « composés phénoliques », « tannins », n’est
pas toujours clairement établie et est encore sujette a certaines controverses dans la communauté

scientifique.

La fonction chimique ou noyau « phénol » correspond a un noyau aromatique substitué par une
fonction « hydroxyle ». Lorsqu’il y a plusieurs fonctions hydroxyles sur un méme noyau aromatique,
on parle de di-, triphénol. Le terme « polyphénol » au sens strict devrait donc correspondre a une
molécule qui contient au moins deux fonctions phénols; c’est-a-dire au moins deux noyaux
aromatiques substitués par une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Cependant, bien souvent, le terme
polyphénols est aussi utilisé pour qualifier toute molécule simplement phénolique (qui par exemple ne
contient qu’un seul noyau phénol- Figure 7) issue d’une voie générale de biosynthése commune. Pour
ces dernieres, il convient de les dénommer « composés phénoliques » et non pas « polyphénols ». Pour
plus de détails, il existe une note sur ces questions de nomenclature écrite par le Prof. Stéphane
Quideau et disponible a 1’adresse suivante, http://www.groupepolyphenols.com/the-society/why-

bother-with-polyphenols/, sur le site internet du « Groupe Polyphénols » [consulté le 29/05/2017].

OH o HO

HO

phénol ortho-diphénol

noyau pyrogallol
(ou catéchol) yau pyreg

exemple de polyphénol
(ici, trimere de procyanidine)

Figure 7 — Structure du noyau phénolique et exemples de motifs phénoliques

Il ne nous parait pas opportun de faire ici une revue exhaustive des composés phénoliques rencontrés
dans le régne végétal. En revanche, les six principales familles de composés phénoliques de la pomme
seront présentées de maniére synthétique. Quatre d’entre-elles sont prépondérantes par leur
concentration et/ou leur large distribution dans les  différents tissus du fruit: les acides
hydroxycinnamiques, les catéchines, les procyanidines et les dihydrochalcones. Les deux autres

classes, représentées par les flavonols et les anthocyanes, sont des molécules nativement colorées,
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respectivement jaunes et rouges, qui sauf exception®, sont essentiellement présentes dans 1’épiderme
mais toutefois en concentrations faibles par rapport aux autres catégories. Notons qu’a I’exception des
acides hydroxycinnamiques, toutes les autres catégories de polyphénols de la pomme appartiennent a

la super classe des flavonoides.

II. 2. 1. 2. Les acides hydroxycinnamiques
Cette sous-classe fait partie de la classe des acides phénoliques qui comprend aussi les acides
hydroxybenzoiques. Ceux-ci ne seront pas décrits ici car ils sont inexistants ou trés minoritaires dans
la pomme. En revanche, les acides hydroxycinnamiques représentent une classe majeure parmi les
composés phénoliques retrouvés dans la pomme. Leur structure de base s’inscrit dans un schéma de
type C6-C3, correspondant a un noyau phénolique substitué¢ par une chaine propénoique. Dans le fruit
frais et intégre, la fonction acide carboxylique n’est pas libre mais substituée par un acide organique
qui, dans le cas de la pomme est quasiment toujours 1’acide quinique. De ce fait, les acides
hydroxycinnamiques de la pomme sont aussi des acides chlorogéniques selon la définition reprécisée
par (Clifford, 1999). Le plus commun des acides hydroxycinnamiques est aussi celui retrouvé
majoritairement dans la pomme : il s’agit de I’acide 5-caféoylquinique (Figure 8). Bien souvent et bien
que cela ne soit pas rigoureusement correct, cette molécule est mentionnée comme étant « 1’acide
chlorogénique » dans la littérature. L autre acide hydroxycinnamique bien représenté dans la pomme
est I’acide p-coumaroylquinique, le 4-p-coumaroylquinique étant souvent la forme dominante
(Clifford, 1999). D’autres formes isomeres de ces deux principaux acides hydroxycinnamiques,
différentes par la position de la liaison ester avec 1’acide quinique, sont parfois présentes en plus faible

teneur dans la pomme.

HO, COOH Ho,, 5.4 OH
O 5] COOH
I . 2
C\ \\‘\
HO HO™
acide 5-caféoylquinique acide 4-p-coumaroylquinique

Figure 8- Structures des deux principaux acides hydroxycinnamiques de la pomme :
I’acide 5-O-caféoylquinique et I’acide 4-p-coumaroylquinique

II1. 2. 1. 3. Les flavonoides

3 i N . . r . ;g
Les variétés a chair rouge, du fait de la présence d’anthocyanes en concentration non négligeable dans la pulpe,
connaissent actuellement un regain d’intérét pour la fabrication des cidres rosés.
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IIs correspondent a une grande famille de polyphénols pour laquelle on compte plusieurs milliers de
structures différentes. Ce sont des métabolites secondaires des végétaux auxquels on attribue des roles
multiples dans la protection antioxydante, celle contre les radiations UV,dans la régulation du
développement, et souvent dans la résistance aux pathogeénes. Leur structure chimique se construit a
partir d’un squelette de base a 15 atomes de carbone, en C6-C3-C6, de type 2-phenylchromane. La
Figure 9 précise la numérotation conventionnelle des carbones. Plusieurs sous-classes de flavonoides
se distinguent en particulier selon le niveau d’oxydation du cycle C. Quatre sous-classes sont présentes

dans la pomme: les flavan-3-ols, les dihydrochalcones, les flavonols et les anthocyanes.

»
1 =~ 3'
PP
. .
7 25N
C 5
6 > s 3 2-phenylchromane

Figure 9 — Noyau 2-phénylchromane a la base de la structure des flavonoides

I1. 2. 1. 4. Les flavan-3-ols
Par rapport aux autres composés phénoliques, c’est souvent une catégorie présente en concentration
importante dans les fruits. C’est aussi la seule classe de flavonoides présente dans le végétal sous une
forme purement phénolique non substituée par des sucres ou des acides organiques. Dans la pomme,
deux sous-classes de flavan-3-ols sont identifiées : les monomeéres que I’on nomme aussi catéchines, et
les formes polymérisées nommées « procyanidines » ou encore « tannins condensés », ce dernier
terme faisant davantage référence a leurs propriétés tannantes, c’est-a-dire leur aptitude a former des

complexes avec les protéines.

II. 2. 1. 5. Les flavan-3-ols monomeéres ou catéchines
Les flavan-3-ols monomeéres sont désignés communément sous le terme générique de catéchines. Ils se
caractérisent par la présence d’un hydroxyle sur 1’hétérocycle central en position 3. Dans le cas de la
pomme, on trouve seulement deux molécules, basées sur un noyau A de type phloroglucinol,
hydroxylé en positions 5 et 7 et un noyau B de type catéchol portant des fonctions hydroxyles en
positions 3 et 4°, tandis que I’hétérocycle C permet de distinguer deux épimeéres: la (+)-catéchine

(2R,3S) et la (-)-épicatéchine (2R,3R). (Figure 10)
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Figure 10 — Structure de la (-)-épicatéchine et de la (+)-catéchine

On peut noter que dans le raisin ou les feuilles de thé, on en retrouve aussi sous forme galloylée ou
trihydroxylée, ce qui n’est pas le cas dans la pomme. Les gallocatéchines se caractérisent par un

groupe hydroxyle supplémentaire sur le cycle B en position 5°.

Dans la pomme, on constate que les monomeres de flavanols sont toujours moins abondants que les
formes polymérisées et que trés souvent, la (-)-épicatéchine est largement plus concentrée que la (+)-
catéchine, avec des teneurs respectives pouvant atteindre 1400 mg.kg"' MF et environ 150 mg.kg' MF
(Sanoner et al., 1999). Le rapport entre les deux épimeéres peut varier considérablement selon les
variétés. On souligne que certaines variétés de pommes a cidre, et notamment des variétés acidulées
comme Avrolles et Guillevic, ne comprennent pratiquement pas de flavanols momomeres (Sanoner et

al., 1999).

II. 2. 1. 6. Les flavan-3-ols polymeres : procyanidines ou tannins
condensés
Les flavan-3-ols oligoméres et polymeéres de la pomme sont au sens strict les véritables tannins de ce
fruit. Pour caractériser le terme « tannin végétal », on peut encore légitimement faire référence a la
définition de Bate-Smith et Swain (Bate-Smith and Swain, 1962): un tannin végétal est défini comme
«un composé phénolique hydrosoluble ayant une masse molaire comprises entre 300 et 3000 et
présentant les réactivités habituelles des polyphénols, capacité en outre de précipiter les protéines
comme la gélatine et les alcaloides », méme si aujourd’hui on connait des tannins de masses molaires
bien supérieures qui respectent la définition, notamment sur le critére de 1’hydrosolubilité. On
distingue actuellement trois classes de tannins: (i) les tannins hydrolysables, qui sont desesters
glucidiques d’acide gallique ou d’acide ellagique, absents dans la pomme, (ii) les tannins condensés,
ou proanthocyanidines, présentant plusieurs sous-classes, dont seule la sous-classe des procyanidines
est représentée dans la pomme et (iii) les phlorotannins, oligoméres et polymeres de phloroglucinol,

dont les structures ne sont encore que incomplétement caractérisées.
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Comme les catéchines, les « proanthocyanidines » sont incolores et correspondent a des oligoméres et
polyméres de flavan-3-ols pour lesquels la liaison reliant chaque unité est labile en milieu acide fort.
Ainsi, en milieu acide a chaud, ces composés se dégradent en libérant par acidolyse des
anthocyanidols, pigments rouges correspondant a la partie aglycone des anthocyanes, d’ou leur nom
de proanthocyanidines. Les catéchines (flavan-3-ols monomeres) n’ont pas cette propriété. Notons
que, jusqu’au début des années 70, le terme de « leucoanthocyanes » était préféré a celui de
proanthocyanidines. Les proanthocyanidines se définissent selon plusieurs critéres: (i) la nature des
unités flavan-3-ols constitutives, (ii) le degré de polymérisation et (iii) la position et le type de liaisons

interflavaniques.

II. 2. 1. 7. Nature des unités constitutives et distinction entre
unité terminale et unités d’extension
C’est ce critere qui détermine plusieurs sous-classes de proanthocyanidines telles que les
procyanidines, les prodelphinidines,... Ainsi, les procyanidines, unique sous-classe de
proanthocyanidines dans la pomme, sont définies par leurs unités flavan-3-ols constitutives présentant
un noyau B de type catéchol (Figure 11). Cela les distingue des prodelphinidines, retrouvées par
exemple dans le raisin, qui possédent un noyau de type pyrogallol. Les procyanidines de la pomme ne
sont constituées que de deux types d’unités flavan-3-ols : la (+)-catéchine, uniquement positionnée en
unité terminale, elle demeure néanmoins minoritaire en cette position (rarement plus de 10 % de unités
terminales) ; et la (-)-épicatéchine qui correspond a toutes les unités d’extension et a la majeure partie

des unités terminales (Figure 11.
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Figure 11 — Structure générale des procyanidines polymeéres de la pomme

II. 2. 1. 8. Degré de polymérisation
Le degré de polymérisation (DP) correspond au nombre d’unités catéchines par molécule de
procyanidines. Ainsi, dans la pomme on trouvera des diméres (DP2), des triméres (DP3), etc...jusqu’a
des molécules beaucoup plus polymérisées qui ne seront obtenues que sous la forme d’une fraction
polydisperse contenant un pool de molécules de DP varié. Dans ce cas, on définira leur état de
polymérisation par un degré moyen de polymérisation (DPm). Dans la pomme a cidre, les études ont
mis en évidence un DPm variant le plus souvent de 4 a 7, les procyanidines s’y trouvent donc
essentiellement sous forme d’oligomeres. On note toutefois la présence de molécules fortement
polymérisées dans certaines variétés telles que Guillevic ou Avrolles, pour lesquelles des DPm

supérieurs a 40 ont pu étre mesurés (Sanoner et al., 1999).

II. 2. 1. 9. Type et position des liaisons interflavaniques
On distingue deux catégories de procyanidines selon le type de liaison existant entre les unités flavan-

3-ols: les procyanidines de type B, comprenant une seule liaison entre les carbones C4 et C6 ou C4 et
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C8, et les procyanidines de type A comprenant une liaison éther supplémentaire en positions C2-O-C7

ou C2-0O-C5. (Figure 12).

Procyanidine de type A

Procyanidine de type B (Liason C4-C8 et C2-O-C7)

(liaison C4-C8)

Figure 12 — Exemple de diméres de Procyanidines de type B versus ProcyanidineS de type A

Les polyméres proanthocyanidiques les plus abondamment représentés dans les végétaux sont ceux de
type B et les liaisons C4-C8 dominent largement par rapport aux liaisons C4-C6. Les procyanidines de
type A sont beaucoup moins répandues mais identifiées dans un certain nombre d’extraits de plante
(litchi, prune, canneberge, cannelle, avocat, curry, arachide, liqueur de cacao). Les procyanidines de
type A ne sont a priori pas présentes dans la pomme. Cependant, il a été montré qu’une procyanidine
de type A pouvait étre produite par oxydation a partir d’une procyanidine de type B en solution
modele mimétique de 1’oxydation enzymatique des polyphénols d’un jus de pomme (Poupard et al.,

2011).

II. 2. 1. 10. Les principales procyanidines de la pomme
Parmi les procyanidines majeures de la pomme, trois dimeéres, deux trimeres et un tétramere (tous de
type B) ont été caractérisés : le dimére B2, (-)-épicatéchine-(C4-C8)-(-)-épicatéchine, est le plus
souvent majoritaire mais on trouve aussi en quantité moindre, le dimére B1, (-)-épicatéchine-(C4-C8)-
(+)-catéchine, et le dimere BS: (-)-épicatéchine-(C4-C6)-(-)-épicatéchine. Sont aussi présents le
trimeére C1, (-)-épicatéchine-(C4-C8)-(-)-épicatéchine-(C4-C8)-(-)-épicatéchine, le trimére EC-BS5, (-)-
épicatéchine-(C4-C6)-(-)-épicatéchine-(C4-C6)-(-)-épicatéchine et le tétramére D1, 4 sous-unités (-)-
épicatéchine liées en (C4-C8). D’autres formes isomeres et/ou plus polymérisées sont également
présentes pour constituer au final un « pool » de molécules correspondant a la fraction « tannins
condensés » de la pomme (Figure 13). La concentration totale en procyanidines dans les variétés a
cidre est trés variable, avec une moyenne d’environ 2 g.kg” de MF mais pouvant approcher les 5g kg

de MF dans le cas de certaines variétés (Sanoner et al., 1999). La concentration en diméres ne
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représente généralement qu’une petite part de la fraction totale de procyanidines. Ainsi, le dimére B2

compte rarement pour plus de 20 % de toutes les procyanidines (Guyot et al., 2003).

OH
OH
OH on HO O
“OH
OH ¢ _OH
“oH  J_ oH O
8
8 O ,\\‘\©/ .
Ho" - ©
““oH Procyanidine B1 2 Procyanidine B5

OH  Procyanidine B2

Procyanidine D1

OH

OH E “OH

Figure 13 — Structure des principales procyanidines oligoméres de la pomme

On soulignera que les procyanidines au total représentent entre 40% et 90 % des polyphénols totaux
de la pomme et sont de ce fait les polyphénols majoritaires, qu’il s’agisse de variétés de pommes a

cidre (Sanoner et al., 1999) ou de table (Guyot et al., 2002).

II. 2. 1. 11. Les dihydrochalcones

Les dihydrochalcones constituent une catégorie particuliére de flavonoides dans le sens ou elles ne
posseédent pas d’hétérocycle central et le noyau B ne comporte qu’un seul groupe hydroxyle. Prés de

230 structures différentes de cette classe ont été décrites (Gosch et al., 2010).
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R=H : Phlorétine (PLT)
R= glucose : phloridzine (PLZ)

R= xyloglucose: xyloglucoside de phlorétine (XPL)
OR O

Figure 14 — Structure des principales dihydrochalcones de la pomme

Longtemps considérés comme assez spécifiques de la pomme, ces composés ont finalement été
identifiés au sein de plusieurs especes végétales appartenant principalement aux familles des Rosacées
et des Ericacées (Gosch et al., 2010). Parmi les végétaux d’intérét alimentaire, des dihydrochalcones
ont a ce jour été identifiées dans la pomme, la fraise, la laitue et la grenade. Toutefois, c’est dans la
pomme que ces composés sont présents en plus fortes concentrations, celles-ci pouvant atteindre 166
mg.kg™ de pulpe fraiche (Sanoner et al., 1999) mais en général, cette catégorie est présente a quelques
dizaines de mg.kg" de matiére fraiche et compte pour 0.5 2 5 % des polyphénols totaux (Wojdylo et
al., 2008).

Dans la pomme, les dihydrochalcones ne sont retrouvées que sous la forme d’hétérosides, 1’aglycone
¢tant la phlorétine. Les deux représentants les plus largement décrits dans la littérature sont la
phloridzine (2’-fB-D-glucopyranoside de phlorétine) et le xyloglucoside de phlorétine (2°-B-D-
xyloside(1—6)-B-D-glucoside de phlorétine) (Figure 14).

Cette classe de composés fera 1’objet d’une attention particuliere dans le cadre de notre étude. En effet,
des travaux antérieurs ont montré que la phloridzine était un précurseur de composés colorés tels que
le POPj (Produit d’Oxydation de la Phloridzine jaune), potentiellement utilisables en tant que
colorants alimentaires (Guyot et al., 2007; Le Guernevé et al., 2004). Cette propriété sera davantage

décrite et discutée au chapitre I11. .

On souligne que la phloridzine, présente a la fois dans la peau et dans la chair du fruit, est plus

fortement concentrée dans les pépins de la pomme ou elle représente 75% des polyphénols totaux.

II. 2. 1. 12. Les anthocyanes
Ce sont des pigments végétaux remarquables, largement impliqués dans la coloration rouge, bleue,
pourpre des fleurs et des fruits. Les anthocyanes identifi¢es dans les pommes correspondent
essentiellement a des glycosides du cyanidol. Le cyanidol-3-O-galactoside, aussi nommé idéaine, est
I’hétéroside majoritaire. D’autres glycosides mineurs sont parfois détectés (arabinose, xylose,
glucose). Les anthocyanes constituent une catégorie de flavonoides trés complexe : en milieux aqueux,
elles sont présentes sous plusieurs formes colorées et incolores en équilibre en fonction du pH (Figure

15). La forme colorée dite cation flavylium est d’autant plus présente que le pH est acide. Elle est
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constituée d’un cycle C enti¢rement conjugué et posséde une fonction hydroxyle en position 3. Les

anthocyanes sont toujours présentes sous des formes glycosylées et ou acylées.

K HO OH Gal OH
i l Z ‘ OH
Isomérisation  OH (e}

Base quinoidale (A) Cation flavylium Forme hémiacétale (B2) cis-Chalcone (Cc) trans-Chalcone (Ct)

Bleutée Rouge Incolore

Figure 15 - Différentes formes moléculaires de I’idéaine (cyanidine galactoside) en équilibre, en solution acide a
moyennement acide (adapté de Limon et al., 2013)

Les anthocyanes sont en général présentes dans 1’épiderme des pommes dont la peau est rouge et leur
concentration dans les pommes a cidre dépassent rarement une vingtaine de mgkg' de pomme
fraiche. Cependant, depuis peu, un intérét croissant est accordé aux variétés de pommes a chair rouge
pour une utilisation dans 1’élaboration des jus de pomme et cidres rosés. Certaines variétés présentent
une concentration en anthocyanes supérieure & 400 mg.kg" de pomme fraiche et leur extractabilité

dans les jus atteint 26 % (Malec et al., 2014).

I1. 2. 1. 13. Les flavonols
Les flavonols sont des composés phénoliques jaunes largement répandus chez les végétaux supérieurs.
Ils se retrouvent notamment dans les fruits de nombreuses espéces végétales et dans la pomme, ils
contribuent a la coloration jaune de I’épiderme. Ils possédent dans leur structure une double liaison
entre les carbones 2 et 3, une fonction hydroxyle en C3 et une fonction cétone en C4 (Figure 16). Bien
qu’ils puissent étre présents sous forme libre dans les surfaces des feuilles ou dans les sécrétions

épidermiques, les flavonols sont généralement présents sous forme glycosylée.

Dans la pomme, les flavonols sont essentiellement présents sous forme glycosylée. Le quercétol est
I’aglycone le plus courant, [’hydroxyle en position 3 pouvant étre substitué par différents sucres. Les
hétérosides les plus fréquemment rapportés dans la littérature sont 1’hyperoside (galactose), la
quercitrine (rhamnose), 1’isoquercitrine (glucose), la reynoutrine (xylose), la rutine (rutinose) et

I’avicularine (arabinose).
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R2=H

R4= galactose : hypéroside
R4= glucose : isoquercitrine
R4=rhamnose: quercitrine
R1= arabinose: avicularine
R4= xylose: reynoutrine
R4= xyloglucose: rutine

R,=H et Ry =H: quercétine
R, = CHj et Ry = H : isorhamnétine

Figure 16 — Structure des principaux flavonols de la pomme

Dans la peau, les concentrations individuelles sont de l'ordre de 100-200 mg.kg" MF pour la pomme
de table et de 400-1000 mg.kg" MF pour la pomme a cidre. Ces concentrations sont du méme ordre de
grandeur, une fois ramenées a une concentration en matiere seéche (coefficient de conversion : 5 - 7).
Quand ils sont présents dans la chair, leurs concentrations individuelles sont de l'ordre de 10 mg.kg”
MF et la somme ne dépasse pas 100 mg.kg” MF. Ces valeurs élevées dans la peau des fruits ne se
retrouvent pas dans les jus ou elles ne dépassent pas 5 mg.L™ en concentrations individuelles. En effet,
les jus de pomme sont généralement obtenus par pressage rapide apres broyage des fruits et sans phase

de macération.

IL. 2. 2. GENERALITES SUR LA REACTIVITE ET LA PHYSICO-CHIMIE DES
POLYPHENOLS
Dans ce paragraphe, sans étre exhaustif, il s’agira de décrire bri¢vement les principales propriétés
chimiques et physico-chimiques des composés phénoliques en les illustrant prioritairement par des
exemples se rapportant aux principaux polyphénols de la pomme discutés précédemment. En résumé,
les composés phénoliques sont des molécules ayant des propriétés réductrices, des propriétés
nucléophiles, des propriétés acides (faible), et parfois des propriétés de chélation de métaux. Certains
composés se voient aussi attribuer des propriétés dites « tannantes » qui reflétent leur capacité a

interagir en milieux aqueux avec des protéines pour former des complexes plus ou moins réversibles.

Caractére réducteur, pouvoir antioxydant et sensibilité a ’oxydation : les phénols sont

des composés réducteurs, cela signifie qu’ils ont une bonne aptitude a céder un électron. Dans le cas
de la fonction phénol, la perte d’un électron est immédiatement suivie de la perte d’un proton pour

conduire a la formation d’un radical aryloxyl (Figure 17, A)
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Figure 17 —Formation du radical aryloxyl suite a ’oxydation du phénol (A) et stabilisation de ce radical par ses
formes mésomeéres (B)

Le radical aryloxyl est stabilisé par la possibilit¢ de délocalisation de I’électron libre sur plusieurs
autres sites du noyau aromatique (Figure 17, B). Méme si d’autres mécanismes existent, cette
propriété est largement responsable du caractére antioxydant des polyphénols car le faible potentiel
rédox du couple phénol/radical aryloxyl permet des réactions rapides avec les espéces réactives de
I’oxygene (ERO) telles que les radicaux oxyl (RO) et peroxyl (ROO"). Ces ERO sont connues comme
¢tant impliquées dans I’apparition de certaines maladies (cancers, maladies dégénératives, maladies
cardiovasculaires) lorsqu’elles sont produites en trop grandes quantités ou lorsque que les systémes de

leur régulation se trouvent débordés.

Phénol Radical aryloxyl
i O-H : o)
Radical peroxyl /_\ Peroxyde

ROO’ ROOH

Figure 18 — Exemple de stabilisation d’une ERO (ici, un radical peroxyl) par un phénol

L’oxydation des composés phénoliques est la conséquence de leur action réductrice. Parmi les
composés phénoliques de la pomme, 1’oxydation concerne d’abord les composés présentant dans leur
structure des noyaux phénoliques de type o-diphénol (ou catéchol) qui sont de plus forts réducteurs.
L’oxydation monoélectronique d’un catéchol conduit alors a un radical aryloxyl correspondant a une
semi-quinone (Figure 19, A). Par perte d’un ¢€lectron ou par dismutation (Figure 19A et B), les
radicaux semi-quinones conduisent a la formation d’o-quinones qui sont elles aussi des especes tres

réactives.
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Figure 19 - Formation des semiquinones et des o-quinones par oxydations monoélectroniques successives (A) ou par
dismutation (B)

Dans les modéles alimentaires de transformation de la matiére végétale fraiche, par exemple lors du
broyage et du pressage des pommes, la formation des o-quinones directement a partir des o-diphénols,
en présence d’oxygene, est largement catalysée enzymatiquement par 1’activité polyphénoloxydase.
Cependant, sans ce recours a une activité enzymatique mais sur des cinétiques plus lentes et
simplement du fait de la présence d’oxygene dans le milieu, les especes semiquinones et quinones
peuvent se former lorsque les conditions sont favorables. On parle alors d’autoxydation des
polyphénols (Figure 20). L’autoxydation est favorisée par les pH plus élevés et la présence de métaux

de transition (Fe(II)/Fe(III) et Cu(I)/Cu(Il)), méme sous forme de traces.

OH o)
_ _OH e}
HO._~._O. \‘ Catalyse par Fe®* 5 0 ‘
L, = —— U
N
OH OH
OH OH

Figure 20 — Autoxydation de la catéchine par catalyse métallique (reproduit de Danilewicz, 2003)

En effet, la production de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) permet a la réaction de Fenton de s’effectuer
(Figure 21), ce qui conduit a la régénération du Fe(IIl) qui peut catalyser I’oxydation des polyphénols

(Figure 20).
Fe" +H0, — > Fe® +HO +OH

Figure 21 — Réaction de Fenton

Caractére nucléophile des phénols et électrophile des quinones: la densité électronique

importante sur le noyau phénol Iui confére une forte nucléophilie. Par délocalisation, celle-ci se

positionne non seulement sur I’atome d’oxygeéne mais aussi en ortho et para (Figure 22).
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Figure 22 — Formes mésoméres du phénol

Les substitutions par d’autres groupements -OH en position 3 (noyau résorcinol) ou 3 et 5 (noyau
phloroglocinol) accentuent la densité électronique sur les positions C2, C4 et C6, ce qui augmente le
caractere nucléophile en ces positions. Ainsi, les positions 6 et 8 sur le noyau A des catéchines et

procyanidines correspondent a des sites nucléophiles (Figure 23).

R”5 < 3 "OH HO™ 5 ™" 3 “OH
9 3

Noyau résorcinol Noyau phoroglucinol Catéchine

Figure 23 — Sites nucléophiles sur les noyaux résorcinol et phloroglucinol et extrapolation sur la molécule de catéchine

A l’inverse des phénols, les o-quinones formées par oxydation présentent un déficit électronique
responsable de leur caracteére électrophile qui se manifeste sur plusieurs positions du cycle comme

I’illustrent les formes mésomeres possibles (Figure 24).

Figure 24 — Formes mésoméres d’une o-quinone

Caractére acide de la fonction phénol : La fonction phénol peut se déprotoner pour former

un ion phénolate dont la charge négative se trouve délocalisée sur le noyau aromatique. De ce fait, les
phénols sont des acides faibles (valeur de pKa généralement comprise entre 8 et 10). Certaines
propriétés caractéristiques des phénols telles que le pouvoir réducteur ou le caractére nucléophile se

trouvent augmentées lorsque le pH augmente (Dangles, 2006).
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Figure 25 — Equilibres acide-base entre phénols et phénolates

Réactions d’additions : dans les conditions permettant 1’oxydation des phénols et en

particulier des o-diphénols, ces derniers, dotés de leur caractére nucléophile se trouvent en présence
d’o-quinones électrophiles. Les conditions sont alors favorables a des réactions d’additions parmi

lesquelles la réaction d’addition de type Michael apparait souvent privilégiée (Figure 26).

OJ\/\JR WR réaromatisation Ho R
H
(; = ;\NuH

N

Figure 26 — Addition nucléophile de type Michael

Ces réactions d’addition de Michael sont par exemple responsables de la formation d’une structure de
type biaryle dans le cas d’un couplage oxydatif entre une o-quinone, résultant de 1’oxydation d’un
catéchol, avec le phloroglucinol ou avec une molécule contenant un noyau de ce type, tel qu’on peut le

trouver dans la catéchine (Poupard et al., 2008) (Figure 27).

OH HO HO
O J—
g+“°<\/ — s Yau
R @] N
OH R HO
o-quinone phloroglucinol struture de type biaryle

Figure 27 — Formation d’une structure de type biaryle par couplage oxydatif issu de ’addition de Michael entre une
o-quinone et un noyau phloroglucinol

Les additions radicalaires sont aussi des voies réactionnelles possibles, impliquant notamment les
especes semi-quinones. Dans ce cas, des structures de type biaryléther sont potentiellement formées.
Ceci a été observé en solution modele d’oxydation enzymatique de (+)-catéchine avec la formation de

certaines déhydrodicatéchines de type B (Guyot et al., 1996) (Figure 28).
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Figure 28 — Formation d’une liaison biaryléther par addition radicalaire dans le cas de la synthése d’une
déhydrodicatéchine de type B (d’aprés Guyot et al., 1996)

Propriétés tannantes des polyphénols : il s’agit la d’une proprié¢té essentielle de certains

polyphénols qui prennent alors le nom de tannins. La définition d’un tannin a été donnée dans un
paragraphe précédent (voir § II. 2. 1. 6. « Flavan-3-ols polyméres »). Cette propriété correspond a
leur aptitude a interagir en formant des complexes solubles et/ou insolubles, plus ou moins réversibles,
avec la plupart des protéines. Aujourd’hui, cela inclut aussi leur capacité a s’associer a certaines
structures polysaccharidiques (Le Bourvellec and Renard, 2012). De maniére trés simplifiée, on peut
dire que ces associations sont gouvernées a la fois par des interactions hydrophobes et des liaisons
hydrogenes dues au caractére polarisé et acide de la fonction phénol (« donneur de liaisons
hydrogenes ») et a I’existence de fonctions « accepteur de liaisons hydrogeénes » présentes dans la
structure des protéines (fonctions carbonyles par exemple). Dans certaines conditions, des liaisons
ioniques sont potentiellement impliquées mais elles ne semblent pas prépondérantes au pH des

aliments, les molécules polyphénoliques étant alors peu chargées.

Les propriétés tannantes ont des conséquences majeures et trouvent de nombreuses applications
impliquant les polyphénols en technologie alimentaire ou dans les qualités sensorielles et
nutritionnelles des aliments. Sans étre exhaustif, on peut citer (i) la perception de I’astringence d’un
aliment quand elle est liée a la précipitation des protéines salivaires par les tannins, (ii) I’amertume
d’aliments due a certains polyphénols comme les procyanidines oligoméres du fait de leur capacité a
se lier a certains récepteurs spécifiques de la cavité buccale, (iii) 1’instabilité colloidale de certaines
boissons en raison de complexations tannins-protéines-polysaccharides pouvant générer des troubles et

précipités lors du stockage, (iv) I’inhibition d’enzymes utilisées en technologie alimentaire pour

42



clarifier, stabiliser les boissons, (v) un effet anti-nutritionnel en alimentation animale car ces
propriétés tannantes des polyphénols sont susceptibles d’impacter la digestion des protéines dans
I’intestin des monogastriques mais aussi (vi) un effet pro-nutritionnel lorsqu’il s’agit de limiter et
réguler une digestion des protéines dans le rumen des ruminants pour permettre ensuite une meilleure

assimilation des protéines au niveau de I’intestin.

Propriétés de copigmentation : cette propriété ne concerne pas tous les composés

phénoliques mais intéresse surtout les anthocyanes. Ces pigments phénoliques colorés, par la structure
plane de leur forme cation flavylium, peuvent établir des interactions non covalentes de faible énergie
de type m-m responsables d’« empilements » (stacking) au niveau des noyaux aromatiques avec
d’autres motifs phénoliques. Lorsque ces derniers sont présents dans la méme molécule on qualifie la
copigmentation d’intramoléculaire et lorsque les interactions se font avec d’autres molécules
phénoliques colorées ou non, on parle alors de copigmentation intermoléculaire et la molécule en
question est appelée copigment. En outre, pour que 1’on puisse effectivement parler de phénomeéne de
copigmentation, les interactions doivent en plus induire des modifications des propriétés optiques du

pigment seul.

(A)
pigment
:?‘-\'
o~ < A
o 2N

Prototypical noncovalent copigmentation complex

(B) 0 %
(o}
J@/HX
(o]
HO o Prototypical acetylated derivatives favoring
+

O OH intramolecular copigmentation

Figure 29 — Illustration du phénoméne de copigmentation intermoléculaire (A) entre une anthocyane et un flavonol et
intramoléculaire (B) dans le cas d’une anthocyane glycosylée doublement acylée par ’acide p-coumarique.(reproduit
de (Trouillas et al., 2016) )
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Ce phénomeéne a été particulierement étudié dans le cas des vins rouges pour lesquels les anthocyanes
et leurs potentiels co-pigments (flavonols, acides hydroxycinnamiques, et flavanols incluant catéchines
et tannins condensés) sont en concentrations parfois importantes. Ce phénomeéne s’exprime aussi
fortement dans le cas de la couleur des fleurs pour lesquelles les anthocyanes et co-pigments
coexistent dans les vacuoles des cellules des pétales. En général, les conséquences d’un phénomene de
copigmentation dans un vin est a la fois un effet hyperchrome (augmentation de I’intensit¢ de la
couleur) et bathochrome (décalage du spectre UV -visible vers les longueurs d’onde plus élevées, donc
du rouge vers le bleu) (Escribano-Bailon and Santos-Buelga, 2012). Dans une synthése récente,
Trouillas et Coll. ont revisité la question de la copigmentation des anthocyanes en confrontant les
approches expérimentales et théoriques pour mieux comprendre le phénomeéne aux échelles

moléculaires et atomiques (Trouillas et al., 2016).

Complexation métallique : il s’agit 1a d’une autre propriété essentielle des polyphénols méme

si elle concerne surtout les composés présentant dans leur structure un noyau catéchol ou une fonction
C=0 positionnée de facon coplanaire a proximité d’une fonction OH (Dangles, 2006). Ces conditions
sont favorables a la formation de chélates avec les ions métalliques présentant une forte charge
positive (ex : Fe’™ et AI’"), a condition de ne pas se trouver en situation trop fortement acide afin
d’autoriser la substitution des protons phénoliques. Les pH des jus et des cidres, supérieurs a 3,

permettent a cette complexation de s’exercer. (Figure 30)
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Figure 30 — Complexation métallique des flavonoides (reproduit de Dangles, 2006)

Ce phénoméne de complexation métallique avec le Fe’* et Mg®" est connu pour modifier et stabiliser la
couleur d’anthocyanes vacuolaires dans des édifices supramoléculaires impliquant aussi des flavones

et responsables de couleurs florales bleues (Kondo et al., 1992).

La complexation métallique est également responsable de la « casse ferrique » des cidres. Celle-ci se
manifeste par un brunissement voire un noircissement du liquide exposé¢ a I'air. Méme si les
mécanismes fins ne sont pas complétement connus, cette coloration peut s’interpréter comme le
résultat d’une complexation métallique entre les tannins présents dans le cidre et le fer introduit dans
le produit au cours de 1’élaboration (par exemple, utilisation d’outils et d’équipements en acier non

inoxydable et/ou mal entretenus).
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II. 2. 3. ROLES ET PROPRIETES DES POLYPHENOLS DE LA POMME ET DE LEURS

PRODUITS D’OXYDATION
Les propriétés chimiques et physicochimiques des polyphénols se trouvent largement illustrées

dans le cas de la pomme et de sa transformation en jus et en cidre.

Dans le fruit, ces composés issus du métabolisme secondaire jouent un réle protecteur vis-a-vis
des radiations UV et sont aussi trés vraissmblablement impliqués dans les défenses et la résistance

vis-a-vis des bioagresseurs méme si les mécanismes ne sont pas encore bien identifiés.

Dans les boissons a base de pomme, les polyphénols sont surtout impliqués dans les
caractéristiques visuelles et sensorielles des produits finis mais ils peuvent également avoir un

impact sur les notes olfactives pour des cas particuliers.

Sur le visuel, les polyphénols de la pomme, ou plus exactement leurs produits d’oxydation, sont
responsables de la couleur des jus et des cidres et c’est précisément 1’objet de notre étude. Ces aspects
seront donc davantage détaillés dans le chapitre III. .Le visuel ne concerne pas seulement la couleur
mais aussi la limpidité, la brillance et la transparence des jus et des cidres. On sait par exemple que
dans les jus troubles, et voulus comme tels par un procédé qui ne fait pas intervenir de clarification,
les teneurs en polyphénols et en particulier celles en procyanidines sont nettement plus élevées que
dans les jus clarifiés (Oszmianski et al., 2007). Les particules en suspension dans un jus de pomme
trouble correspondent a des édifices macromoléculaires incluant protéines et polysaccharides sur
lesquels se sont adsorbées des procyanidines au moment du pressage. Un phénomeéne similaire semble
impliqué dans I’apparition de troubles et de précipités au cours du stockage des jus clarifiés, bien que
les mécanismes fins sous-jacents soient encore méconnus. Méme apres clarification, les jus et les
cidres contiennent encore des peptides, oligosaccharides, protéines et polysaccharides solubles qui ont
la possibilité de se complexer aux polyphénols encore présents. Parmi les composés phénoliques, les
tannins (procyanidines oligomeres et polymeres) sont a priori plus directement concernés mais
leuroxydation et éventuellement celle d’autres composés phénoliques joue probablement aussi un role

important dans ce phénomeéne de déstabilisation colloidale (Beveridge, 1997).

Les polyphénols des jus de pommes et des cidres, lorsqu’ils sont en concentration
suffisamment importante, contribuent fortement aux saveurs ameéres et aux perceptions
d’astringence des produits cidricoles. La encore, les procyanidines sont les premiéres molécules
responsables. Les contributions respectives de ces tannins condensés a I’amertume et a 1’astringence
dépendent du degré de polymérisation. Ainsi, les oligoméres composés de 2 a 4 unités catéchines sont
plutét amers tandis que les formes plus polymérisées présentes dans les jus sont plus fortement
astringentes (Lea and Arnold, 1978). L’astringence est encore beaucoup plus marquée pour les tannins

hautement polymérisés (Vidal et al., 2003). Plus récemment, les impacts relatifs du degré de
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polymérisation (DP) et de la concentration en procyanidines en solutions modeles « cidres » ont été
revisités (Symoneaux et al., 2015). Les résultats confirment I’impact du DP sur I’amertume et
I’astringence mais montrent en plus des effets sur les perceptions de 1’acidité et du sucré. L’oxydation
a probablement un impact sur les propriétés sensorielles des tannins dans les cidres. Cependant, a

notre connaissance peu de travaux ont été réalisés dans ce sens.

Les polyphénols de la pomme sont des molécules hydrosolubles non odorantes qui de fait ne
contribuent pas, au moins directement, a I’ardme des jus et des cidres. Cependant il s’avere, et c’est
d’ailleurs un probléme récurrent dans 1’élaboration des cidres, que des aromes indésirables de nature
phénolique se forment au cours de la fermentation. Certains de ces phénols volatils (en particulier
I’éthylphénol, 1’éthylguaicol, 1’éthylcatéchol) générent des odeurs animales dans les cidres au
détriment des ardmes fruités. Ils proviennent d’une cascade de réactions faisant intervenir des
désestérifications, des décarboxylations et des réductions a partir des esters quiniques des acides

hydroxycinnamiques (Lea, 1995).

Enfin, on ne saurait étre complet sans mentionner le roéle nutritionnel des composés
phénoliques de la pomme. Cela s’inscrit dans le role général qu’occupent les composés phénoliques
dans notre alimentation. En effet, la pomme et la fraise sont considérées comme les fruits qui
contribuent le plus a I'apport de micronutriments phénoliques dans I’alimentation de la population
francaise (Brat et al., 2006). On peut penser que les jus de pomme et les cidres y participent, méme si
les jus de pomme aujourd’hui disponibles sont majoritairement fabriqués a partir de pommes de table,
peu concentrées en composés phénoliques, et sont souvent a base de concentrés de jus de pomme
¢galement trés appauvris en polyphénols. Les purs jus de pommes contiennent néanmoins des
quantités non négligeables de catéchines, d’acides hydroxycinnamiques et de procyanidines qui ont
fait et font toujours 1’objet de nombreux travaux pour mieux comprendre leurs propriétés
nutritionnelles, avec parfois des mécanismes plus spécifiques a certaines classes. Sur ce point, la
spécificité des dihydrochalcones est a souligner. Parmi nos aliments courants, elles sont surtout
apportés par la pomme et les produits qui en dérivent méme si beaucoup reste a faire pour mieux
¢valuer leur impact nutritionnel (Tomas-Barberen and Clifford, 2000). Mentionnons plus
spécifiquement le cas de la phloridzine qui a fait I’objet de nombreuses publications en rapport avec

ses effets sur 1’assimilation du glucose et sur le diabéte (pour revue, Ehrenkranz et al., 2005).

II. 3. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

II. 3. 1. POSITIONNEMENT DES CIDRES FRANCAIS SUR LE CERCLE DES

COULEURS L*A*B*
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L’exploitation des données colorimétriques d’une base de données recueillies sur 161 cidres frangais
(disponible au sein de ’UMT Novacidre) a permis de caractériser la couleur des cidres qui sont
actuellement produits en France et ainsi de définir I’espace couleur des cidres. Il s’agit principalement
de cidres que I’on qualifiera de « classiques » (143), dont la couleur jaune-orangée est due a la
présence de produits d’oxydation des polyphénols. Quelques cidres nouvellement apparus sur le
marché, tels que les cidres pales, peu colorés (9) ou les cidres rosés (9) dont la couleur est liée a la

présence d’anthocyanes, sont également inclus dans 1’étude.

Sur la Figure 31, les couleurs des différents cidres analysés ont été projetées sur le plan équatorial

(plan a*, b*) du cercle de couleur CIE L*a*b*.

ar i BR B + Teinte

» Cidres classiques

o Cidres pales

e Cidres rosés

Figure 31 - Positionnement des cidres francais sur le cercle des couleurs du systéme CIE L*a*b*

Les cidres classiques se répartissent autour de 1’axe b*, c’est-a-dire dans les teintes correspondant aux
jaunes orangés. Lorsque la saturation (la valeur de Chroma C*) est élevée, la teinte tend légérement
vers le rouge : le nuage de points s’éloigne de I’axe b* et « se déplace vers la droite », les valeurs de
a* devenant plus positives. Inversement, pour les plus faibles valeurs de b*, les points sont situés
« plus a gauche » de I’axe b* (valeurs de a* plus négatives), ce qui les place dans les couleurs « jaune
clair » avec une nuance tirant sur le vert. Les catégories de cidres plus innovants, identifiés par leurs
couleurs pales et rosées, se positionnent respectivement au niveau du « jaune tres clair » et du « rouge
clair » comme leur nom I’indique. Cependant, certains cidres rosés se situent sur la zone des cidres

classiques, indiquant une probable oxydation.

Les histogrammes de la Figure 32 permettent de mieux situer la répartition des cidres dans chaque
dimension. Les cidres classiques se situent a des angles de teinte compris entre 80° et 100° et cette
fourchette restreinte suggére que les différents pigments qui constituent la couleur de ces produits
conduisent a des teintes proches. La saturation (Chroma C*) est la dimension qui varie le plus : elle est
comprise entre 8 et 70. Les couleurs des cidres se distinguent donc principalement par leur intensité.
La luminance se situe entre 80 et 100 pour la plupart des cidres, ceci indiquant une forte transparence

des produits.
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Figure 32 - Distribution des données colorimétriques pour les différents groupes de cidres francais (classiques, pales et
rosés)

Les quelques cidres rosés dont la couleur a été mesurée présentent un angle de teinte compris entre 50°
et 90°, ce qui confirme un net recouvrement de leur zone de teinte avec celle des cidres classiques.
Dans les cas extrémes, un cidre rosé oxydé ne se distingue plus d’un cidre classique de couleur

orangée.

Relation entre la luminance et les autres dimensions

Des données en trois dimensions restent toujours difficiles a exploiter et nécessitent de procéder par
des projections sur plusieurs plans. Or il existe, dans cet échantillonnage de cidres, une corrélation
forte entre la luminance et les autres dimensions, en particulier le Chroma (la saturation). Un mod¢le
linéaire permet d’expliquer la luminance L* par le Chroma C* et par Dl'interaction [h°. C*]:

L*=100-1.2449e¢ C*+0.01096 e /i°e C*.

Les coefficients des deux termes du modele sont hautement significatifs et ce modele explique 81 %
de la variance de L*. Cela peut vraisemblablement s’interpréter par une relative homogénéité des
pigments; une augmentation de la teneur en pigments conduirait alors a la fois a une augmentation de
la saturation C* et a une réduction de la luminance L*. L’interaction indique que les teintes plus

orangées réduisent davantage la luminance pour une méme valeur de chroma.
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Ainsi, pour la couleur des cidres, cette relation permet de s’affranchir des interprétations concernant
I’évolution de L* car elle est liée a celle des autres variables. La couleur des cidres reste, bien sir,
définie par ses trois dimensions mais sa description sur le seul plan a*.b* permet de présenter

I’essentiel de I’information.

II. 3. 2. PROBLEMATIQUE DE L’ETUDE

La couleur des jus de pomme et des cidres est liée a la formation de pigments jaunes-orangés
lors de la transformation des fruits. Les variétés de pommes a cidre frangaises sont particuliérement
riches en polyphénols. Ces composés sont impliqués dans des réactions d’oxydations initiées par
catalyse enzymatique. Les espéces résultantes subissent des réactions chimiques ultérieures pouvant
aboutir a la génération de couleur. Différents facteurs sont susceptibles d’influencer et d’orienter les
mécanismes de formation des molécules colorées. Parmi ceux-ci, on note par exemple la diversité des
substrats phénoliques, ’activité de la polyphénoloxydase ou encore la disponibilité en oxygene. Les

structures des molécules colorées des jus de pomme sont a ce jour largement méconnues.

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit se positionne sur les aspects de recherches suivants, a
savoir :

- (1) la caractérisation globale d’une fraction phénolique colorée dérivée d’un jus de
pomme et ’élucidation de certaines structures impliquées dans la coloration. Enrichir la
connaissance sur ces ¢léments structuraux devrait permettre de poser des hypothéses quant
aux mécanismes moléculaires participant a leur formation ;

- (i1) Pinfluence de certains parameétres physico-chimiques sur ’expression de la couleur
jaune-orangée. Il s’agira notamment d’évaluer I’impact de |’étape fermentaire sur la
coloration globale d’un jus de pomme puis de fournir des ¢léments de compréhension en se
focalisant sur 1’étude en solution modele de I’effet du pH et du potentiel rédox sur des

molécules colorées sélectionnées comme « chromophores » modéles des produits cidricoles.
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III. COMPOSES PHENOLIQUES JAUNES-ORANGES DES JUS DE
POMME FRANCALIS : PROFILAGE, ELEMENTS STRUCTURAUX ET

APPREHENSION DES MECANISMES DE FORMATION

II1. 1. TRAVAUX ANTERIEURS

La plupart des fruits ou des produits végétaux alimentaires « frais» subissent des
détériorations post-récolte. S’ils sont soumis a des chocs lors des manipulations, lors de la
conservation ou durant les différentes étapes des procédés de transformation technologiques,
I’intégrité cellulaire des tissus est rompue et une coloration brune se développe relativement
rapidement sur les zones abimées. Ce phénoméne est communément appelé « le brunissement
enzymatique ». Les qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits alimentaires peuvent étre
impactées par [’apparition de ces « pigments bruns ». Selon le type d’aliments considéré, la formation
de ces composés colorés peut s’avérer tout a fait indésirable, d’ou les nombreuses méthodes
développées pour contrdler et limiter le brunissement enzymatique : par exemple, pour n’en citer que
quelques-unes, l’utilisation de sulfites, d’acide ascorbique ou encore le conditionnement sous
atmospheére contrdlée et protectrice. Néanmoins, pour certains produits, 1’apparition d’une coloration
peut étre un critére de qualité recherché par les transformateurs. C’est notamment le cas des boissons
fermentées, comme le vin, le thé, le rooibos ou le cidre, pour lesquelles la couleur est un critére de
typicité du produit. Précisons ici que les molécules brunes formées, désignées pendant longtemps par
le terme générique de « mélanines », se forment a I’issue de 1’oxydation par voie enzymatique de
composés phénoliques initialement présents dans la matrice végétale. L’expression de ce brunissement
va dépendre de I’activité des enzymes impliquées, de la disponibilité en O, et H,O, et des substrats
phénoliques. Les composés colorés formés peuvent aussi dériver de réactions non enzymatiques
incluant des réactions de Maillard, des phénomeénes d’autoxydation ou encore la formation de

complexes métalliques.

II. 1. 1. LA FORMATION DE CHROMOPHORES PHENOLIQUES DANS
L’ALIMENTATION : UNE PREMIERE ETAPE D’OXYDATION PAR VOIE ENZYMATIQUE

SUIVIE DE REACTIONS CHIMIQUES ULTERIEURES

Si I’on se focalise sur I’étape enzymatique initiant 1’oxydation des polyphénols, il faut dés lors
mentionner les enzymes impliquées dans le brunissement : on distingue les polyphénols oxydases
(PPOs), qui regroupent en fait deux sous-catégories : lescatéchol oxydases (EC1.10.3.1) et les laccases

(EC 1.10.3.2.), et les peroxydases. Ces dernicres agissent sur les polyphénols en faisant intervenir le
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peroxyde d’hydrogéne H,O, comme co-substrat alors que les deux autres catégories d’enzymes
nécessitent la présence de dioxygene. H,O, étant rapidement éliminé au niveau cellulaire, il est
faiblement présent donc les peroxydases ne sont que peu impliquées dans la génération de molécules
brunes.

Les catéchol oxydases (EC1.10.3.1) correspondent a des enzymes végétales et sont aussi désignées par
les termes diphenol oxydases, et o-diphenolases. Le terme #yrosinases (EC1.14.18.1) s’applique
davantage a des polyphénoloxydases fongiques ou bactériennes et aussi aux enzymes animales
capables d'oxyder la tyrosine.

Les catéchol oxydases catalysent deux types d’activité enzymatique (Figure 33): 1’activité crésolase ou
monophénolase, correspondant a I’oxydation d’un monophénol en o-diphénol, et I’activité catécholase

permettant 1’oxydation d’un o-diphénol en o-quinone.

activité activité
crésolase catécholase
R1OOH — R Ri— E%OH Ry
noyau 1720, HO noyau 172 02 H,O o-quinone
monophénol o-diphénol (quinone primaire)

(ex: phloridzine) (ex: ac. caféoylquinique)

Figure 33 - Activités crésolase et catécholase des polyphénoloxydases végétales (Catécholoxydases)

Il s’agit d’enzymes plastidiales associées aux structures membranaires et contenant deux atomes de

cuivre II coordonnés par des histidines (Figure 34).

Cu A

Figure 34 - Domaines Cu A et Cu B décrivant le site actif de la polyphénoloxydase de pomme (d’aprés Murata et al.,
1995)
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Ces atomes peuvent se trouver sous trois états d’oxydation : met, deoxy et oxy. L’état deoxy ne permet
pas la réaction avec les substrats phénoliques mais il peut étre activé par fixation de 1’oxygéne en
premiére étape de catalyse. Les substrats phénoliques vont se lier a la partie oxy, permettant ainsi la

catalyse de la réaction (Figure 35).

activité

4 —
deoxy activite
) crésolase
0,
catécholase of
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Figure 35 - Mécanisme catalytique par les activités crésolase et catécholase de la tyrosinase (extrait de (Lerch, 1994))

La polyphénoloxydase est trés largement présente dans la pomme et son activité globale dans le fruit
peut significativement varier selon les variétés et 1’année de récolte (Figure 36). Dans les tissus
parenchymateux de la pomme mature, les protéines enzymatiques de polyphénoloxydase se trouvent
imbriquées dans les structures membranaires internes des plastes. Par conséquent, dans un moit de
pomme immédiatement aprés pressage, une partie de ces structures plastidiales est extraite du contenu
cellulaire et les PPOs se trouvent alors sous formes particulaires en suspension dans le mot. Ainsi, les
opérations de clarification et de filtration permettent d’éliminer presque totalement 1’activité PPO du

jus (résultats internes non publi€s).
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Figure 36 — Activité catécholase de la PPO mesurée par polarographie pour plusieurs variétés de pomme a cidre sur 2
années de récolte (Extrait de Rapport scientifique du projet Interrégional CIMAITRI, octobre 2010).

L’activité laccase n’est pas présente dans le fruit sain. Cependant, cette activité peut apparaitre lorsque
les tissus de la pomme sont altérés par des développements fongiques. Les laccases agissent a priori
comme les catécholoxydases en ayant la possibilité de convertir certains o-diphénols en o-quinones.
On considére qu’elles ont en outre un spectre plus large de substrats avec la possibilité de convertir
aussi certain p-diphénols en p-quinones. Les laccases seraient des enzymes solubles et plus stables que
les catécholoxydases des fruits. De ce fait, on pourrait les retrouver dans un cidre embouteillé et non
pasteurisé avec une possibilité d’activité a ’ouverture de la bouteille lorsque le dioxygene est a
nouveau disponible. Il en résulte parfois un brunissement rougeatre voire un noircissement rapide du

cidre appelé « casse oxydasique ».

III. 1. 1. 1. Principaux substrats de la PPO

Certains critéres structuraux sont importants pour qu’un composé phénolique soit substrat de
la PPO. Ainsi, la présence d’un noyau o-diphénol est évidemment un prérequis pour que 1’activité
catécholase puisse s’exercer mais cela ne suffit pas. De méme, tous les monophénols ne sont pas des
substrats de I’activité monophénolase. Si I’on considére seulement les composés phénoliques présents
dans la pomme, les principaux substrats polyphénoliques de 1’activité catécholase de ce fruit sont
I’acide 5-caféoylquinique et la (-)-épicatéchine, le premier étant un bien meilleur substrat que le
second en terme « d’efficacité catalytique » que I’on peut définir par le rapport V /K, (Nicolas et al.,
1994) (Figure 37). La (+)-catéchine est aussi un bon substrat mais elle est généralement présente en
faible concentration dans la pomme. Les dihydrochalcones (phloridzine et xyloglucoside de
phlorétine) sont, a notre connaissance, les deux seuls substrats de 1’activité crésolase (monophénolase)
de la pomme. Cependant, il faut souligner que I’efficacité catalytique de la PPO pour la phloridzine est

trés faible par rapport a celle constatée pour les substrats o-diphénoliques tels que I’acide 5-
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caféoylquinique et la (-)-épicatéchine (Nicolas et al., 1994). Précisons aussi que les procyanidines,
méme dans leurs formes les moins polymérisées (diméres), ne sont pas des substrats de la PPO (Le

Bourvellec et al., 2004).

HO, ,COOH OH O OH
HO OH
HO g @ "o O O
@/\v ~0" 7 YOH \QJ
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HO/\ OH OH OR O

OH
acide 5-caféoylquinique (-)-épicatéchine R=H: phlorétine (PLT)
R= glucose: phloridzine (PLZ)
R= xyloglucose: xyloglucoside de phlorétine (XPL)

Figure 37 — Principaux composés phénoliques de la pomme substrats de la PPO de pomme.

III. 1. 1. 2. Vue d’ensemble des principaux pigments phénoliques

néoformés par oxydation dans des boissons fermentées

Comme indiqué précédemment, la couleur étant le premier critére organoleptique a marquer le
consommateur, elle se révéle importante pour 1’évaluation de la qualité des boissons fermentées. De
nombreuses recherches ont donc été dédié¢es aux molécules responsables de la couleur de ces produits
alimentaires. L’objectif n’est pas ici de rendre compte de facon exhaustive des produits colorés
identifiés dans les boissons fermentées ou les boissons a base de fruits. Il s’agit simplement de donner
un apergu de la diversité structurale des pigments qui peuvent s’y former.

Le vin rouge compte parmi les modéles les plus étudi€s sur ces aspects « expression et stabilité
de la couleur ». Les anthocyanes, et en particulier la malvidine-3-O-glucoside et ses dérivés, sont les
pigments les plus représentées dans le raisin et dans les produits qui en sont issus. Lors du
vieillissement des vins rouges, les anthocyanes de couleur rouge a violacée peuvent évoluer par
oxydation pour former des structures néoformées de type pyranoanthocyanes (Figure 38 A) dont la
couleur présente davantage des nuances cuivrées (de Freitas and Mateus, 2011).

Le thé est une boisson tres riche en catéchines et I’oxydation enzymatique de celles-ci est a
I’origine de nombreux pigments responsables de la couleur. Certaines catéchines du thé présentent
dans leur structure un noyau pyrogallol (épigallocatéchine) et certaines sont aussi substituées en
position 3 par 1’acide gallique (épigallocatéchine gallate). De ce fait, les quinones formées présentent
une réactivité particuliére qui permet la formation d’un noyau benzotropolone (Figure 38 B),
chromophore jaune des structures de type théaflavines (Tanaka et al., 2010).

Plus récemment, un produit jaune issu de 1’oxydation d’une dihydrochalcone, 1’aspalathine, a

¢té caractérisé dans les rooibos (Heinrich et al., 2012). La formation de ce composé montre beaucoup
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de similarités avec celle d’un colorant jaune issu de 1’oxydation de la phloridzine, une

dihydrochalcone de la pomme (Figure 38C) (Le Guernevé et al., 2004).
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Figure 38— Exemples de produits d’oxydation colorés retrouvés dans les modéles de boissons fermentées de type vin
rouge (A, pyranoanthocyanes), thé noir (B, Théaflavine) et rooibos (C)

En comparaison, les composés responsables de la couleur « traditionnelle » jaune-orangée des
jus de pomme et des cidres n’ont été que peu étudiés et sont aujourd’hui encore trés largement

inconnus.

III. 1. 2. MOLECULES PHENOLIQUES COLOREES DES JUS DE POMME
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La couleur du jus de pomme se développe durant les premiéres étapes de la transformation des
fruits. Le brunissement débute dés le broyage des pommes, lorsqu’il y a rupture de I’intégrité
cellulaire. Comme il a été précisé dans les paragraphes précédents, le brunissement est la conséquence
de l’activité des PPOs qui catalysent, en présence d’oxygene, 1’oxydation des polyphénols vacuolaires.
Ceci aboutit a la formation d’o-quinones. Ces espéces tres instables sont rapidement impliquées dans
des réactions non-enzymatiques générant des produits secondaires. Ils sont majoritairement incolores
mais certains pigments sont formés.

Les différences observées en termes de teintes et d’intensité du brunissement sont associées au
profil polyphénolique de la pomme (nature et concentrations des différentes molécules phénoliques), a
la vitesse de la réaction enzymatique et a certains paramétres du milieu tels que le pH, la température,
la présence de substances réductrices ou de cations métalliques. Plusieurs études ont tenté d’établir une
corrélation entre I’intensité du brunissement et le contenu en polyphénols ou I’activité PPO mais les
résultats présentés dans la littérature peuvent se révéler contradictoires. La premiere difficulté¢ a
mentionner est le choix de la méthode appropriée pour mesurer le degré de brunissement. Amiot et al.
ont évalué la sensibilité des pommes au brunissement en mesurant 1’absorbance a 400 nm et la
luminance (parameétre L* du systeme psychométrique CIE L*a*b*) pour les pigments solubles et
insolubles, respectivement. Précisons ici que la plupart des études considérées ont été mences en
solution modele. D une fagon générale, ces travaux ont révélé le role déterminant de 1’équilibre relatif
entre les acides hydroxycinnamiques et les monomeres de flavanols (catéchines) dans le brunissement
oxydatif. Une analyse en régression linéaire multiple a en effet montré que ces deux classes
phénoliques contribuaient a la fois a la perte de clarté en solution (diminution de L*) et a la
composante jaune de la couleur (augmentation de b*).

Dans les pommes, 1’acide 5-caféoylquinique (acide chlorogénique) est le meilleur substrat
naturel de la PPO. Son oxydation génére des o-quinones légerement jaunes mais les produits
secondaires sont plus clairs, ce qui suggere que ce ne sont pas les composés majoritairement
responsables de la couleur. En revanche, en présence de flavanols monomeéres (catéchines), les
quinones d’acide chlorogénique, par des réactions d’oxydoréductions couplées, accélérent la
dégradation de ces flavanols en produits d’oxydation néoformés dont certains peuvent &tre
intensément colorés et présenter des maxima d’absorbance vers 380 et 420 nm.

Certains diméres de catéchines colorés ont été proposés comme molécules impliquées dans la couleur
des jus de pomme et des cidres. Leur structure serait similaire a celle de la déhydrodicatéchine A
caractérisée par Weinges et ses collaborateurs (Weinges and Mattauch, 1971) dans leurs travaux sur

I’oxydation des catéchines par les activités peroxydase (Figure 39).
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HO

Figure 39 — Structure de la déhydrodicatéchine A (Weinges and Mattauch, 1971)

Par la suite, Guyot et al., 1996 ont obtenu le méme type de structures dans leur travaux sur
I’oxydation de la (+)-catéchine par un extrait de polyphénoloxydase de raisin. En plus de la
déhydrodicatéchine de type A, un dimeére jaune présentant une structures de type méthyléne quinone a

¢été caractérisé (Guyot et al., 1996) (Figure 40).

OH

Figure 40 — Déhydrodicatéchine présentant une structure de type méthyléne quinone (Guyot et al., 1996)

Par ailleurs, les procyanidines n’apparaissent pas comme de bons substrats de la PPO ; elles
agiraient plutdt comme des inhibiteurs de I’enzyme. Néanmoins, Oleszek et ses collaborateurs
(Oleszek et al., 1989) ont montré que 1’oxydation enzymatique des procyanidines B2 et C1 pouvait
générer la méme intensité de couleur dans le milieu d’incubation que celle des catéchines, bien que la
vitesse d’apparition du brunissement soit plus faible. Ainsi, une contribution potentielle de cette classe
phénolique dans la couleur des jus de pomme pourrait étre a envisager. Cependant, des travaux plus
récents concernant I’oxydation des procyanidines en modéle jus de pomme ne vont pas vraiment dans
ce sens (Poupard et al., 2011). IIs mettent en évidence la conversion oxydative de procyanidines de
type B en privilégiant les réarrangements intramoléculaires conduisant par exemple a des structures de
type A, elles-mémes pouvant étre a nouveau oxydées mais toujours pour former des structures a priori

incolores (Figure 41).
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Procyanidine B2 Procyanidine A2 Procyanidine "B2+20X"
(incolore) (incolore) (incolore)

Figure 41 — Oxydation de la procyanidine B2 et réarrangements par voies d’addition intramoléculaires d’aprés
(Poupard et al., 2011)

Enfin, les dihydrochalcones, malgré leur faible concentration dans les jus, sont impliquées
dans la formation de cette coloration et pourraient y participer selon deux voies différentes. En premier
lieu, en tant que substrats de la PPO, leur oxydation meéne directement a la formation de composés
jaunes. Par exemple, Le Guernevé et al.(Le Guernevé et al., 2004) ont caractérisé en solution modele
un Produit d’Oxydation de la Phloridzine jaune (POPj, Figure 42). Ce pigment hydrosoluble a la
particularité d’arborer une couleur jaune brillant jusqu’a pH 5 et de virer au orange pour des pH
supérieurs. Il pourrait donc contribuer a la couleur jaune des jus de pomme et des cidres. En outre, les
glycosides de phlorétine pourraient, en présence de catéchines ou d’acide chlorogénique, présenter des
effets de synergie sur le développement d’une coloration jaune-orangée. D¢s lors, ils pourraient jouer
un role significatif dans la formation de la couleur des milieux complexes que sont les jus de pomme

et les cidres.
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Figure 42 — Mécanisme de formation du colorant POPj par oxydation enzymatique a partir de la phloridzine d’aprés
(Le Guernevé et al., 2004)

A notre connaissance, aucune étude ne s’est réellement focalisée sur I’identification de
composés colorés directement dans les jus de pomme ou les cidres. Pour le présent travail, quatre jus
de pomme ont été réalisés a partir de variétés de pommes a cidre frangaises trés différentes en termes
de contenus en polyphénols natifs. Les jus résultant couvrent une large gamme de couleurs. L’objectif
de cette étude était donc dans un premier temps d’explorer les profils en pigments phénoliques jaunes-
oranges de ces jus. Apres avoir établi la diversité variétale des chromophores, il nous est apparu
essentiel de progresser dans la connaissance des molécules responsables de la couleur en identifiant la
structure de certaines molécules impliquées. Pour cela, différentes stratégies ont été utilisées : une
approche en milieu réel nécessitant la purification de composés colorés a partir des jus, et une
approche en milieu modele permettant la synthése de chromophores hautement susceptibles de se
former dans les jus. Les structures et autres ¢léments structuraux mis en évidence dans cette étude

seront discutés dans ce chapitre.
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I11. 2. MATERIEL ET METHODES

III. 2. 1. PRODUITS CHIMIQUES

Les standards phénoliques commerciaux, tels que le phloroglucinol, la (+)-catéchine, la (-)-
épicatéchine, I’acide chlorogénique, 1’acide p-coumarique, la phloridzine et 1’avicularine (quercétine-
3-O-arabinoside), ont été fournis par Sigma-Aldrich (Lyon, France). L’hyperoside (quercétine-3-O-
galactoside), la procyanidine B1, et la procyanidine B2 provenaient d’Extrasynthése (Genay, France).

Le méthanol, I’acétonitrile, 1’acétate d’éthyle et le butan-1-ol utilisés étaient de qualité CLHP ;
I’éthanol 96° était de qualité analytique (Carlo Erba reagents, Val de Reuil, France). L’acide formique,
I’acide malique et le fluorure de sodium ont été fournis par NORMAPUR (VWR Prolabo, Fontenay-
sous-Bois, France). L’acide acétique était de qualité analytique (Carlo Erba reagents). L’acide
chlorhydrique et I’acétate de sodium ont été fournis par Emprove exp, Merck (Darmstadt, Germany).
L’eau ultra-pure utilisée a été purifiée sur un systtme PURELAB Classic (Classic model, Elga Véolia,
Antony, France). L’eau osmosée a été purifiée par un systtme PURELAB Prima (0.18S/cm ; PRIMA
15, Véolia Waters Rennes, France). La solution de gélatine utilisée pour les expériences de collage a

été préparée a partir de poudre de gélatine de peau de porc (Rousselot, Courbevoie, France).

I1I. 2. 2. MATERIEL VEGETAL
Les variétés de pomme a cidre frangaises sont particuliérement riches en polyphénols. Elles sont
souvent classées en différents types variétaux selon cette teneur en polyphénols totaux et leur acidité
(Tavernier and Jacquin 1959). Quatre variétés, figurant parmi les plus cultivées et les plus couramment
utilisées dans les assemblages de produits cidricoles frangais, ont été utilisées pour cette étude : il
s’agit des variétés « Dous Moen » (douce-amere), « Marie Ménard » (amére), « Petit Jaune »
(acidulée-aigre) et « Guillevic » (acidulée). Les fruits ont été récoltés a Iautomne 2012 chez un
producteur dans un verger en conduite basse-tige (M. Huby, Iffendic, Ille-et-Vilaine, Bretagne,
France), excepté pour la variété Guillevic dont les fruits ont été récoltés dans un verger basse-tige (M.
Nicol, Surzur, Morbihan, Bretagne, France). A maturité technologique (c’est-a-dire, lorsqu’environ
50% des fruits étaient tombés au sol), les pommes ont été prélevées a la main directement dans les
arbres afin d’éviter au maximum les chocs pouvant générer une altération des tissus (marques
d’oxydation). Apres récolte, les fruits ont été conservés en chambre froide a 10°C jusqu’a régression
totale de I’amidon, ce qui correspond a une maturité compléte des fruits sur le plan physiologique.
Cette régression a été suivie par réalisation du « test amidon » a ’iode précisé dans les procédures du

Ctifl (Vaysse and Landry, 2004).

III. 2. 3. PRODUCTION DE JUS DE POMME A CIDRE FORTEMENT ET FAIBLEMENT

OXYDES
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III. 2. 3. 1. Production d’une vingtaine de litres de jus a partir de

quatre variétés de pommes a cidre (hydropresse)
Les jus ont été produits selon deux procédures distinctes. Pour un premier lot de fruits, 1’oxydation a
¢été favorisée par contact de la rapure avec 1’air afin de générer des jus colorés. Ce mode opératoire
s’apparente au procédé de transformation appliqué par les transformateurs de 1’industrie cidricole.
Pour un second lot de pommes, la présence d’oxygene a été soigneusement limitée durant toutes les
¢tapes de la transformation afin de prévenir 1’oxydation et de limiter le brunissement du jus. Avant

transformation, les lots de fruits récoltés ont été homogénéisés et les fruits altérés ont été écartés.

Pour le mode de transformation en présence d’oxygene, deux lots de 20 kg de fruits & maturité ont été
broyés et pressés séparément pour chaque variété. Aprés broyage, la rapure a subi un cuvage de 20
min en présence d’air puis elle a été pressée a 2,5 bars avec une presse de type « hydropresse »
(Hydropresse IT80, Fourage CTI, La Haye Fouassiere, France) modifiée par Demoisy (Baune, France)
(Figure 43). Les substances pectiques ont été¢ dégradées par voie enzymatique a 10°C, par ajout de 2.5
mL de préparation enzymatique pectinolytique (Endozym Pectofruit, Spindal, Gretz-Armainvilliers,
France) par hectolitre de jus brut. Le jus traité a été stocké une nuit a 2°C afin de laisser décanter la
majeure partie des particules du moit brut. Ce mott a ensuite été soutiré et microfiltré a 0.14 pm par
microfiltration tangentielle (membrane Inside Céram, 39 canaux, diamétre hydraulique de 2.5, Siva
Diam, Nyons, France) de maniére a éliminer tout élément particulaire tel que la PPO et a stabiliser le
produit du point de vue microbiologique. Il a été échantillonné puis conservé a -25°C en vue

d’utilisations ultérieures.

Pour le mode de transformation en conditions d’oxygénation limitée, les pommes a maturité ont
d’abord été placées sous vide dans une cuve durant 15 min afin d’éliminer I’air qu’elles contenaient.
Le vide a été cassé par incorporation de CO, puis la mise sous vide a été répétée une nouvelle fois. Les
autres étapes de transformation des fruits se sont avérées identiques a celles appliquées pour la
production de jus en conditions d’oxydation favorisé€e, si ce n’est qu’elles se sont déroulées sous

atmosphere inerte (présence de CO, ou de N,, absence d’oxygéene).

Avant En cours de
pressage pressage

Boudin non gonflé Boudin gonflé
Ripure de pomme Ripure de pomme pressée
Modt de pomme
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Figure 43 — Principe de I’hydropresse* (de Bauduin, 2006)

II1. 2. 3. 2. Production de 100 L de jus de Dous Moen fortement et
faiblement oxydés (presse a paquets)
Un grand volume de jus a été préparé afin de disposer d’un extrait phénolique en quantité suffisante
pour permettre la purification de produits d’oxydation colorés ou de composés phénoliques natifs
incolores non disponibles commercialement. La variété Dous Moen génére des mouts fortement
colorés, elle a donc été sélectionnée pour produire environ 100 L de jus oxydé. Comme indiqué dans

le paragraphe précédent, les lots de fruits ont été homogénéisés et triés avant transformation.

III. 2. 3. 3. Production de moiit oxydé

Un lot de 50 kg et trois lots de 40 kg de fruits a maturité ont été€ broyés. La rapure a subi un cuvage de
20 min en présence d’air, avec brassage manuel au bout de 10 min dans le but de favoriser le contact
de la pulpe avec I’oxygeéne. Des gateaux de rapure ont ensuite ét¢ chargés sur une presse a paquets
puis pressés en conditions standards. Les substances pectiques ont été dégradées par voie enzymatique
a 10°C, par ajout de 2.5 mL de préparation enzymatique pectinolytique (Endozym Pectofruit, Spindal,
Gretz-Armainvilliers, France) par hectolitre de jus brut. Le jus traité a été stocké une nuit a 2°C afin de
laisser décanter la majeure partie des particules du mofit brut. De la méme fagon que pour les jus
réalisés en petits volumes sur 1’hydropresse (cfIll. 2. 3. 1. ), ce mott a été soutiré puis microfiltré a
0.14 pm par microfiltration tangentielle (membrane Inside Céram, 39 canaux, diametre hydraulique de
2.5, Siva Diam, Nyons, France). Il a été échantillonné puis conservé a -25°C en vue d’utilisations
ultérieures.

Par ailleurs, certains composés phénoliques natifs incolores ne sont pas disponibles commercialement,
c’est notamment le cas de ’acide para-coumaroylquinique et du xyloglucoside de phlorétine. Les
¢tudes ultérieures en solution modéele entreprises au cours de ce travail impliquaient de disposer de ces
composés, il a donc fallu les purifier a partir d’un extrait phénolique complexe préservé au mieux de
I’oxydation. Pour obtenir cet extrait, 100 L de jus de Dous Moen « faiblement oxydé » ont été

produits.

I11. 2. 3. 4. Production de moiit non oxydé
Le matériel de transformation disponible en halle technologique pour produire de tels volumes de jus
(rape et presse a paquets) (Figure 44) ne permettent pas un inertage total du systéme sous CO, ou sous
N, lors de la transformation des fruits. Par conséquent, le procédé a été¢ adapté au mieux et des

précautions ont été prises tout au long de la transformation pour limiter au maximum I’impact de

Dans ce type de presse, la pulpe contenue dans une toile est comprimée contre une grille de drainage, appelée corbeille, par un boudin
gonflé d’eau. Le rendement d’extraction est plus faible que dans le cas d’une presse a paquets.
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I’oxygéene sur le mo(t résultant. Les pommes a maturité ont d’abord été placées une nuit a 10 °C dans
une atmosphére dépourvue d’oxygeéne, dans des fiits contenant de la neige carbonique (CO,). Quatre
lots d’environ 45 kg de fruits ont été transformés successivement. Les fruits ont été introduits dans la
rape en présence de galets de neige carbonique et une pulvérisation a débit constant d’une solution
d’acide malique et de fluorure de sodium, respectivement a 1 et 2 g.kg” de pommes transformées, a
été appliquée a la pulpe en sortie de rape. Le fluorure de sodium agit comme un inhibiteur de I’activité
de la polyphénol oxydase (Janovitz-Klapp et al., 1990). Le pH acide permet de potentialiser 1’action de
cet inhibiteur. En fin de pulvérisation, la rapure a subi un brassage manuel de maniére a permettre une
meilleure diffusion de la solution parmi les fragments de matériel végétal. S’en est suivi un cuvage de
20 min, comme pour la transformation au cours de laquelle le contact de la pulpe avec 1’air avait été
favorisé. Les gateaux de rapure ont été installés rapidement sur la presse a paquets puis le pressage
s’est déroul¢ dans les mémes conditions que celles décrites précédemment. Le mott brut a été
récupéré dans des seaux inertés préalablement par de la neige carbonique (CO;) puis stocké dans une
cuve dont I’atmosphére avait été également enrichie en CO,. Les mofts résultant des quatre pressées
successives ont été rassemblés et homogénéisés puis I’enzymage a été réalisé de la méme fagon que
pour le motit brut fortement oxydé. Le produit a été stocké une nuit a 2°C sous azote. Aprés soutirage
et microfiltration tangentielle, le jus de pomme faiblement oxyd¢ a été conditionné et conservé a -25°C

jusqu’a analyse.

Figure 44 - Photographie de la presse a paquets utilisée pour produire les jus de Dous Moen en grand volume®

Dans ce type de presse, classiquement utilisée dans les cidreries fermiéres et artisanales, la mise en pression est réalisée par un vérin
hydraulique. La rapure a presser est répartie en différentes sous-unités appelées « paquets ». Chaque paquet comprend une couche de rapure
(gateau) retenue par des toiles en fibres synthétiques séparées par des grilles pour drainer le jus.
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III. 2. 3. 5. Description de la couleur des jus au sein du systéme
CIE L*a*b*/L*C*h
La couleur des jus de pomme a ét¢ caractérisée en se référant aux parametres de couleurs définis par la
Commission Internationale de I’Eclairage (CIE). Les spectres d’absorption dans la gamme du visible
ont ¢t¢ mesurés entre 400 et 700 nm, par pas de 5 nm, en spectrophotométrie (SPECTROstar Nano,
BMG Labtech, Ortenberg, Allemagne). Ces données ont ensuite été converties en parameétres CIE L*,
a* et b* par traitement mathématique comme décrit au paragraphe II. 1. 3. 1., en considérant un
observateur standard selon un angle de 10° et avec I’illuminant de référence D65 (correspondant a une
lumiére naturelle en plein jour en zone tempérée, avec une température de couleur de 6500 K). Ces
parameétres de couleur ont également été¢ exprimés et discutés en termes de coordonnées angulaires :

luminance L*, chroma C* (« intensité colorante ») et angle de teinte h.

I1I. 2. 3. 6. Extraction en phase solide des polyphénols présents

dans les jus de pomme

Les polyphénols présents dans les jus produits en petits volumes ont été extraits sur phase solide de
silice greffée en C18 (5 g Sep-Pak Vac 200m3, cartouche C18, Waters, Milford, MA, USA) (Figure
45). La phase de silice a d’abord été pré-conditionnée avec 30 mL de méthanol et 40 mL d’eau ultra-

pure acidifiée a 1’acide acétique 1%, V/V.

Figure 45 — Photographie des différents jus oxydés chargés sur les cartouches de silice greffée en C18 pour
P’extraction des polyphénols (De gauche a droite : jus de Dous Moen produit en grand volume, jus de Dous Moen
produit en petit volume, jus de Marie Ménard, jus de Guillevic et jus de Petit Jaune.)

L’activité polyphénol oxydase (PPO) résiduelle, potentiellement présente dans les jus microfiltrés, a
été inhibée par addition de fluorure de sodium 4 0.2 g.L”' en concentration finale. Les jus ont été dilués
deux fois avec de I’eau acidifiée (acide acétique 1%, V/V) puis transférés sur la phase solide. Celle-ci
a été lavée par ringage avec 40 mL d’eau acidifiée (acide acétique 1%, V/V), les sucres présents dans

les jus ont ainsi été éliminés. Les polyphénols retenus sur la silice ont ensuite été élués avec 40 mL
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d’un mélange méthanol/eau acidifiée a 1’acide acétique 1%, 50/50, V/V. Les extraits phénoliques
purifiés ont été concentrés sous vide, congelés a -25°C et lyophilisés. Ils ont été conservés sous Argon,

en dessiccateur, jusqu’a analyse.

III. 2. 3. 7. Extraction des polyphénols du jus de Dous Moen
produit en grand volume

Les polyphénols des 100 L de jus fortement et faiblement oxydés de Dous Moen ont été extraits en
phase solide sur une résine Amberlite™ FPX66 prévue pour un usage alimentaire (constituées de
billes de 0.60-0.75 mm de diamétre en moyenne, Rohm and Haas Company, Philadelphia, USA).
Cette résine a ét¢ introduite dans une colonne en verre de 200 mm de diametre et 500 mm de hauteur
utile, munie d’un plateau fritté en entrée et en sortie, pour un volume de résine de 16 L. Les transferts
de liquide vers la colonne ont été réalisés a ’aide d’une pompe péristaltique (Gear Pump Drive,
modele 75211-27) équipée de tuyaux en silicone (@ interne/externe : 4.8/10 Masterflex® - Cole
Parmer, Intrument Company). Les liquides en sortie de colonne ont été contrdolés par mesure de la
densité optique a 280 nm et par mesure de conductivité a 1’aide d’un appareil de chromatographie
basse pression (Bio-Rad Biologic LP).

La résine, initialement conservée dans 1’éthanol 96°, a été conditionnée par un premier ringage avec 50
L d’eau osmosée afin d’¢liminer 1’alcool. Apres avoir subi un brassage délicat, elle a ét¢ a nouveau
rincée en flux descendant avec 15 L d’eau osmosée.

Aprées décongélation, le mout oxydé de Dous Moen microfiltré (103 L) a été chargé sur la colonne en
flux descendant, a un débit constant de 30 L.h™ (Figure 46). Le chargement s’est poursuivi jusqu’a
I’observation d’une augmentation d’absorbance mesurée en sortie de colonne. En effet, ceci indique
une « fuite » de polyphénols, signifiant que la capacité de rétention maximale de la résine est atteinte.
Un ringage avec 50 L d’eau osmosée a alors été opére, toujours au méme débit et en flux descendant
puis les composés d’intérét ont été €lués par un flux descendant de 20 L d’éthanol 96° de qualité
alimentaire. La résine a été régénérée par passage de 20 L d’alcool supplémentaires puis stockée dans

ce solvant.

L’extrait hydro-éthanolique de polyphénols a été concentré sous vide jusqu’a obtenir un volume final
inférieur a 4 L. Il a ensuite été congelé a -25°C, lyophilis¢ et la poudre ainsi obtenue (290 g) a été
conservée a 1’obscurité, en bocal hermétique, en présence d’absorbeurs d’oxygeéne (ATCO, sachets

HV, laboratoires STANDA, Caen, France). Cette fraction lyophilisée a été dénommé DMOX.

La méme procédure a été employée pour I’extraction des polyphénols du jus faiblement oxydé de

Dous Moen produit en grand volume (93L).6 Ce jus a ensuite été chargé sur la colonne en flux
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ascendant jusqu’a la fin de I"opération. Deux ringages successifs (50 puis 40 L) a ’eau osmosée
acidifiée a 0.1% d’acide acétique ont été réalisés avant élution a 1’éthanol 96° comme décrit pour le jus
fortement oxydé. Cette 1égére acidification était une précaution employée pour limiter les risques
d’oxydation des polyphénols natifs adsorbés sur la résine. Les étapes de concentration et de
conditionnement de 1’extrait final se sont également déroulées de la méme fagon que pour le mott

oxydé. Dans ce cas, la fraction lyophilisée obtenue a été dénommé DMNOX.

Figure 46 — Fractionnement a I’échelle préparative des polyphénols du jus oxydé de Dous Moen sur résine
Amberlite™ FPX66 pour la production de la fraction DMOX (A : dépot du jus, B : rincage a I’eau acidifiée, C & D:
début et fin d’élution de la fraction phénolique par ’alcool a 96°, E : Fraction de polyphénols récupérée)

III1. 2. 4. ANALYSE DES COMPOSES PHENOLIQUES COLORES PRESENTS DANS LES

JUS DE POMME

I11. 2. 4. 1. Profilage des polyphénols colorés par CLHP-DBD-SM
Les extraits phénoliques ont été analysés sur un systéme constitué d’un dégazeur SCM 1000 (Thermo
Scientific, San Jose, CA, USA), d’une pompe binaire haute pression 1100 Series (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), et d’un injecteur Autosampler Surveyor dont le portoir
d’échantillons était thermostaté¢ a 4°C (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). Deux détecteurs sont
connectés en série : un détecteur UV-Visible a barrette de diodes (modeéle UV6000 LP, Thermo
Finnigan) et un spectrométre de masse de type «piége a ions» équipé d’une source a
¢électronébulisation (ESI - modéle LCQ Deca, Thermo Finnigan). Les séparations chromatographiques
ont été réalisées en phase inverse greffée en C18 sur une colonne ZORBAX Eclipse XDB-CI18 (2.1 x
150 mm, 3.5 um, Agilent Technologies). Cette colonne était munie d’une pré-colonne ZORBAX

® Néanmoins, il faut préciser ici que I’injection de ce jus sur la colonne a entrainé trés rapidement un bouchage
des frittés situés en sortic basse. Il a donc été nécessaire de décolmater ces frittés par des successions de
pompages en flux ascendant/descendant (back-flush) durant une heure.
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Eclipse XDB-CS8 (2.1 x 12.5 mm, 5 pm, Agilent Technologies). Les conditions d’analyse pour cette
partie de I’é¢tude ont été adaptées de la méthode utilisée par (Guyot et al., 1998).

Le four contenant la colonne était thermostaté a 30°C. Deux microlitres d’échantillon ont été injectés
pour chaque analyse. Le systéeme de solvant était composé d’un gradient d’eau acidifiée a 0.1%
d’acide formique (solvant A) et d’acétonitrile acidifié a 0.1% d’acide formique (solvant B). Ces
solvants ont été filtrés respectivement sur acétate de cellulose et sur PTFE a 0.45 um (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France), avant utilisation. Le gradient d’¢élution suivant a été appliqué a un débit
de 0.2 mL.min" : conditionnement initial, 3% de B ; 0-5 min, augmentation linéaire a 9% de B ; 5-15
min, augmentation linéaire a 16% de B ; 15-45 min, augmentation linéaire a 50% de B ; puis lavage de
la colonne a 90% de B et reconditionnement.

La détection en UV-Visible couvrait la gamme de longueurs d’onde de 240 a 600 nm. Une attention
particuliére a été accordée aux profils chromatographiques obtenus a 420 nm puisque les composés
phénoliques jaunes-oranges ciblés dans cette étude présentent une forte absorbance a cette longueur
d’onde dans la gamme du visible.

L’¢luat est dirigé vers la source du spectrometre de masse a partir de 2 min d’¢lution et jusqu’a 47 min
afin d’éviter son encrassement. La détection est effectuée en mode négatif, plus adapté a I’analyse des
polyphénols qui nous concernent. Dans le cas le plus courant, les signaux obtenus correspondent aux
molécules déprotonées [M-H]. Les paramétres de source appliqués sont les suivants : tension de
spray, 3.7 kV ; tension du capillaire, -70V ; gaz principal, 67 u.a.; gaz auxiliaire, 5 u.a.; et température
de capillaire , 240°C. Le diazote (N,) sert a pulvériser I’échantillon sous forme de gouttelettes et a les
assécher afin d’obtenir les ions pseudo-moléculaires. L’hélium est utilis¢ comme gaz de stabilisation,
de focalisation et de collision pour fragmenter les ions en SM". Les acquisitions en « Full Scan »
permettent d’obtenir des spectres sur une gamme de masses (m/z) comprises entre 50 et 2000. Un
mode de scan MS/MS automatique dépendant du « Full scan » a également été inclus dans la méthode
d’analyse : il permet d’obtenir a chaque instant le spectre de fragmentation de 1’ion pseudo-
moléculaire le plus intense détecté en « Full scan ». Une énergie de collision de 35% a été sélectionnée
arbitrairement pour ce mode MS/MS. Les données obtenues ont été traitées avec le logiciel Xcalibur

1.2 (Finnigan Corp., San Jose, CA, USA).

I11. 2. 4. 2. Collage a la gélatine de ’extrait phénolique oxydé du
jus de Dous Moen
La gélatine est un agent de collage bien connu, couramment utilisé¢ lors de la production de boisson
pour éliminer une partie des tannins (Lea, 1995). Dans cette étude, la solution de gélatine et 1’extrait
purifié de polyphénols issu du jus oxydé de la variété « Dous Moen » (produit en grand volume, III. 2.

3. 2. ), ont été solubilisés dans un tampon malate a 20 mM, pH 4.2. Les concentrations finales en
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gélatine et en extrait phénolique étaient de 1 g.L™'. Le milieu d’incubation a été placé a température
ambiante sous agitation douce durant les 30 premicres minutes puis sans agitation durant 15 min.
Apres centrifugation de 30 min (4000 tr/min, modele de rotor JA-10, Beckman Coulter, Villepinte,
France), le surnageant a été récupéré et analys¢ en CLHP-DBD-SM dans les mémes conditions que

celles décrites précédemment (§ 111. 2. 4. 1.).

I11. 2. 4. 3. Analyse des polyphénols natifs par CLHP-DBD-SM

Des aliquotes (500 pL) de jus lyophilisés ont été¢ extraits par 1.2 mL de méthanol acidifi¢ a 1% d’acide
acétique, V/V, pour I’analyse des polyphénols natifs, incluant les catéchines, les procyanidines de
faible poids moléculaire, les acides hydroxycinnamiques, les dihydrochalcones et les flavonols. Les
extractions ont été¢ réalisées en triplicata. Aprés homogénéisation, les milieux d’extraction ont été
placés dans la glace et aux ultra-sons pendant 15 min. Les échantillons ont ensuite été filtrés sur PTFE
0.45 pm (VWR) puis analysés par CLHP-DBD-SM. Lorsque cela s’est avéré nécessaire pour éviter la
saturation du détecteur UV-visible, des dilutions ont été réalisées avec un mélange de méthanol/eau
acidifiée a I’acide formique 0.5%, 50/50, V/V. Le systéme analytique CLHP-DBD-SM est le méme
que celui décrit précédemment (§ III. 2. 4. 1. ), exceptée pour la colonne de séparation
chromatographique : il s’agissait ici d’une colonne Hibar HR Purospher STAR RP-18 (150 mm x
2.1mm, 3 um, Merck) a nouveau munie d’une pré-colonne ZORBAX Eclipse XDB-C8 (2.1 x 12.5
mm, 5 pum, Agilent Technologies). Les conditions d’analyse étaient identiques également. Le systéme
de solvant était composé d’un gradient d’eau acidifiée a 0.1% d’acide formique (solvant A) et
d’acétonitrile acidifié a 0.1% d’acide formique (solvant B). Ces solvants ont été filtrés respectivement
sur acétate de cellulose et sur PTFE a 0.45 um (VWR, Fontenay-sous-Bois, France), avant utilisation.
Le gradient d’élution suivant a été appliqué a un débit de 0.2 mL.min™ : conditionnement initial, 3%
de B ; 0-3 min, augmentation linéaire a 7% de B ; 3-21 min, augmentation linéaire a 13% de B ; 21-27
min, linéaire a 13% de B ; 27-41 min, augmentation linéaire a 20% de B ; 41-51 min, augmentation
linéaire a 45% de B ; 21-27 min, linéaire a 13% de B ; puis lavage de la colonne a 90% de B et
reconditionnement.

Les composés natifs ont été identifiés en comparant leurs temps de rétention, leurs spectres
UV/visible, et leurs spectres « full MS » avec ceux des standards disponibles. Ils ont été quantifiés en
intégrant I’aire des pics obtenus sur les chromatogrammes en UV/visible. L’intégration s’est faite a
280 nm pour la quantification des flavan-3-ols, des procyanidines et des dihydrochalcones, a 320 nm
pour celle des acides hydroxycinnamiques et a 350 nm pour celle des flavonols, en fonction du
maximum d’absorbance de chaque classe de composés. La (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine, la
procyanidine B2, I’acide caféoylquinique, la phloridzine et I’hyperoside ont été quantifiés en utilisant
leurs propres coefficients de réponse obtenus pour le systéme analytique utilisé. La quantification des
autres composés a été effectuée en utilisant les coefficients de réponse de composés appartenant aux

mémes classes phénoliques et présentant des spectres UV/visible similaires. Dans le détail, la

68



procyanidine B1 a été quantifiée en se référant au coefficient de réponse de la procyanidine B2, les
trimeres et tetraméres de procyanidines selon celui de la (-)-épicatéchine, les isoméres de ’acide p-
coumaroylquinique selon la réponse de 1’acide p-coumarique, le xyloglucoside de phlorétine en se

référant a la phloridzine et les flavonols par rapport a I’hyperoside.

I11. 2. 4. 4. Détermination de la concentration totale en
procyanidines et de leur degré moyen de polymérisation par analyse

en CLHP aprés phloroglucinolyse
La phloroglucinolyse est une réaction de dépolymérisation des procyanidines en milieu acide en
présence d’un exces de phoroglucinol. Les sous-unités terminales sont libérées dans le milieu
réactionnel en tant que monomeéres de flavan-3-ols. En revanche, les sous-unités d’extension sont
libérées en tant qu’intermédiaires électrophiles (carbocations) immédiatement piégés par un agent
nucléophile, ici le phloroglucinol. Cette réaction génere donc des adduits facilement analysables par
les méthodes de chromatographie utilisées couramment pour I’analyse des polyphénols. Ainsi la
phloroglucinolyse donne acces a la concentration totale en flavanols (incluant les catéchines et les
procyanidines), a la concentration totale en procyanidines (par soustraction des catéchines) et a la
composition en sous-unités flavanoliques des procyanidines, on peut alors calculer un degré de

polymérisation moyen (DP,,) de celles-ci.

L(Xf] = [XiD) + X([Xadd])

bFm = S (Xf] - [XiD)

Avec [Xf]: concentration molaire totale en monomeres flavan-3-ols aprés phloroglucinolyse ; [Xi]:
concentration molaire des monomeres flavan-3-ols sans traitement par phloroglucinolyse ; [Xadd]: la
concentration en adduits flavan-3-ols monomeéres phloroglucinol ; X : les différentes unités

monomériques possibles : (+)-catéchine, (-) épicatéchine.

Figure 47 — Mécanisme réactionnel hypothétique expliquant la dépolymérisation des procyanidines en milieu
organique acide (Kennedy and Jones 2001) ; NuH : composé nucléophile en excés dans le milieu réactionnel, par
exemple ici le phloroglucinol
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Le mode opératoire pour la phloroglucinolyse a été adapté des travaux de Kennedy et Jones (Kennedy
and Jones, 2001) (Figure 46). Les réactions ont été faites en triplicata pour chaque jus considéré (pour
les quatre variétés, jus fortement et faiblement oxydés). Une extraction a d’abord été réalisée sur 500
uL de jus préalablement lyophilis¢, en utilisant 400 pnL. de méthanol acidifié par 1’acide chlorhydrique
40.3 N au final. Aprés ajout de phloroglucinol (a 50 g.L™") et d’acide ascorbique (4 10 g.L™"), le milieu
réactionnel a été incubé a 50°C pendant 30 min. La réaction a été arrétée en plagant les tubes dans la
glace et en ajoutant 1,2 mL d’acétate de sodium a 0.2 M au milieu de phloroglucinolyse. Les
¢échantillons ont ensuite été filtrés a 0.45 pm sur PTFE (VWR) puis analysés par CLHP-DBD-SM.
Lorsque cela s’est avéré nécessaire afin d’éviter la saturation du détecteur UV-visible, des dilutions
ont été réalisées avec un mélange de méthanol/eau acidifiée a 1’acide formique 0.5%, 50/50, V/V. Le
systeme d’analyse est identique a celui décrit pour 1’analyse des polyphénols natifs (cf § III. 2. 4. 3.).
Le gradient d’élution suivant a été appliqué a un débit de 0.2 mL.min™ : conditionnement initial, 3%
de B ; 0-3 min, augmentation linéaire a 7% de B ; 3-21 min, augmentation linéaire a 13% de B ; 21-27
min, linéaire a 13% de B ; 27-30 min, augmentation linéaire a 14.5% de B ; 41-51 min, augmentation
linéaire a 45% de B ; 21-27 min, linéaire a 13% de B ; puis lavage de la colonne a 90% de B et
reconditionnement. L’aire des pics correspondant aux produits de la réaction de phloroglucinolyse
(c’est-a-dire (+)-catéchine, (—)-épicatéchine, et adduit (—)-épicatéchine-phloroglucinol) a été intégrée
sur les chromatogrammes a 280 nm et la quantification a été réalisée en utilisant les coefficients de

réponse des standards de référence.

I11. 2. 4. 5. Purification et analyse d’un nouveau composé coloré a

partir de la fraction DMOX
Des méthodes de Chromatographie de Partage Centrifuge et de Chromatographie Liquide Haute
Performance a 1’échelle semi-préparative ont été mises en ceuvre dans l’objectif de purifier les

composés jaunes responsables de la couleur des jus de pomme.

= Fractionnement des molécules phénoliques colorées par Chromatographie de Partage
Centrifuge
Rappel du principe de la Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC)

La Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) est une technique de chromatographie liquide-
liquide dont le principe repose sur la différence de partage des solutés entre deux phases non miscibles
d’un systeme biphasique : une phase stationnaire et une phase mobile. Il s’agit d’une technique de
Chromatographie a Contre-Courant (CCC) hydrostatique car le mouvement de rotation de la colonne
ne s’effectue qu’autour d’un seul axe. La sélection du systéme de solvants en CPC est une étape
essentielle dans la mesure ou cela s’apparente au choix d’une colonne et d’un éluant en CLHP. (Figure

48)
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Entree 2. Disque FCPC

1. Colonne FCPC

Joints
interdisques

)
Sortie

Phase lourde
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Mode Descendant Mode Ascendant

Phasa mobile=phase lourds

Figure 48 - Schéma du principe de Chromatographie de Partage Centrifuge (illustration provenant du site du
fournisseur Kromaton)

Il doit étre bien adapté a I’objectif de séparation des composés ciblés dans un mélange complexe,
I’idéal étant d’approcher un coefficient de partage (Kp) proche de 1. La Figure 49 donne une
explication du calcul du Kp. Le calcul de ce coefficient permet de définir I’affinité du soluté pour
chacune des phases et de choisir le mode de pompage, ascendant ou descendant, a utiliser pour
permettre une bonne séparation du composé d’intérét. En mode ascendant, la phase mobile correspond

a la phase légere alors qu’en mode descendant la phase mobile correspond a la phase lourde.

‘ | Phase mobile lourde

rbbbdo

Phase mobile lourde [A] stat

Sases
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Figure 49 - Schéma explicatif pour le calcul du coefficient de partage (illustration provenant du site internet du
fournisseur Kromaton)

Des systemes multi-solvants ont été développés en faisant varier la proportion de chaque solvant : des
séries de systemes tels que chloroforme/methanol/eau ou n-hexane/acétate d’éthyle/n-
butanol/méthanol/eau permettent de couvrir une gamme de polarité assez large, tout en fournissant des
systemes biphasiques avec un ratio de volume proche de un. Une série de systémes de solvants
numérotés de 1 a 16 ont été décrits par Oka et al. (Oka et al., 1991) et permettent de trouver
simplement et rapidement un systéme permettant obtenir un coefficient de partition proche de 1 pour

nos composés d’intérét.

Appareil, systéme de solvant et mode opératoire utilisé :

L’appareil de CPC utilisé¢ est composée d’une pompe (Pump 307 Gilson), d’un rotor de 200 mL
(FCPC®-A Kromaton), et d’un détecteur UV-visible mono-longueur d’onde (UV-VIS 151 Gilson)
couplé au logiciel d’acquisition DataQ Instrument Hardware Manager. La colonne située dans le bati
de la CPC est constituée de disques TwinCell. Afin d’isoler les cellules d’un disque a un autre, des
joints sont positionnés entre les disques adjacents. Ceux-ci sont alignés de fagon a ce que les cellules
soient positionnées en série pour créer des centaines d’étages d’extraction (Figure 48).

Des tests préliminaires de partage liquide/liquide de la fraction DMOX ont été effectués pour
sélectionner un systéme de solvants adapté a la séparation de plusieurs composés jaunes orangés
associés aux pics bien résolus sur les chromatogrammes a 420 nm. Les tests se sont portés sur 8
systtmes de solvants en se basant sur la bibliographie ((Delaunay et al., 2002); (Foucault and
Chevolot, 1998); (Lu et al., 2009)). La distribution des composés entre les deux phases a été
déterminée par analyse en CLHP-DBD-SM afin de calculer leur Kp, ce qui a permis de choisir le

systéme de solvants le plus adapté pour leur séparation en CPC.

Mode opératoire retenu pour le fractionnement de la fraction DMOX (en vue de la purification du

produit 6, XPL-EC/Ox) :

Le systéeme de solvant retenu a été le systéme n°13 proposé par Oka et al., 1991 : acétate d’éthyle/n-
butanol/eau, 3/5/2, V/V/V, en mode descendant.

Le fractionnement a porté sur Xx grammes de fraction DMOX solubilisée dans un mélange des deux
phases, le débit était de 10 mL.min™ et un total de 23 fractions a été collecté. Le produit 6 a été élué de
fagon préférentielle dans les fractions n° 11 et n°12. Le produit 6 a ensuite fait 1’objet d’une

purification par CLHP en phase inverse a I’échelle semi-préparative.

= Purification du produit 6 par CLHP en phase inverse a I’échelle semi-préparative
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Les fractions collectées en CPC et contenant le produit 6 ont fait 1’objet d’une purification par CLHP a
I’échelle semi-préparative sur un systéme composé de deux pompes haute pression Dynamax SD300
Rainin, d’un injecteur manuel équipé d’une vanne Rheodyne et d’une boucle d’injection de 5 mL,
d’une colonne Eclipse XDB C18, 21 x 150 mm, I’ensemble étant couplé a un détecteur UV -visible
Gilson UV/vis 151. Le systtme de solvants utilis¢ était composé d’eau acidifice a 0.5% d’acide
acétique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant B). Le gradient d’¢lution suivant a été appliqué a un
débit de 20 mL.min" : conditionnement initial, 3% de B; 0-5 min, augmentation linéaire & 9% de B ;
5-10 min, augmentation linéaire a 16 % de B; 10-25 min, augmentation linéaire a 20% de B; 25-27
min, augmentation linéaire a 90% de B puis 2 min de lavage de la colonne et reconditionnement. La
détection a 420 nm a été utilisée pour la collecte du produit jaune. Au final, les fractions collectées ont

été regroupées, évaporées sous vide et lyophilisées.

Analyse en spectrométrie de masse du produit 6 en mode MS" (piége ionique) :

Le spectrométre de masse est une trappe ionique (piege a ions) LCQDECA (Thermofinigan, San Jose,
USA) équipe d’une source d’¢électronébullisation axiale utilisé ici en mode négatif. La fraction purifiée
a ¢té dissoute dans un mélange méthanol/eau/acide formique 999/999/2. Le débit d'infusion est 3-5
pL.min'l. Les conditions de source sont les suivantes: tension de source, 3,7 kV; gaz principal, 30 Da;
température de capillaire, 200 °C. L'optique €lectronique a été préalablement ajustée par l'appareil en
prenant comme compos¢ de référence l'acide caféoylquinique. L'analyseur est en mode "Auto Gain
Control". Un pré-scan permet a l'appareil d'optimiser les temps d'accumulation des ions dans le picge.
Les acquisitions en "Full Scan" permettent d'obtenir des spectres de masse sur une grande gamme de
masse. Les « Full Scan » sont acquis sur la gamme de masse 100-2000. Les acquisitions en MS/MS

permettent d'isoler un ion spécifique, de le fragmenter et d'obtenir son spectre de fragmentation.

I11. 2. 4. 6. Synthése en solution modéle des deux colorants décrits
précédemment
La caractérisation complete par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) de la structure du composé
coloré 6 de 870 Da, not¢ XPL-EC/Ox, n’ayant pas été possible, la formation de ce composé par voie
enzymatique a été explorée en solution modele afin de valider ’hypothése structurale d’un produit de
couplage oxydatif entre une molécule de (-)-épicatéchine et une autre de xyloglucoside de phlorétine
dans le cadre d’une catalyse enzymatique par la polyphénoloxydase. Les deux substrats phénoliques

ont donc été incubés en présence d’un extrait de PPO de pomme a cidre.

Purification de xyloglucoside de phlorétine (XPL) issu d’un extrait phénolique de jus de Dous Moen

faiblement oxydé

En premier lieu, le xyloglucoside de phlorétine n’étant pas disponible commercialement, il a été

purifié pour les besoins de 1’étude a partir de I’extrait DMNOX. La quantification des polyphénols
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natifs a révélé que ce composé représentait environ 2 % de la fraction DMNOX. Il a fait 1’objet d’une
purification par CLHP a I’échelle semi-préparative. La détection en UV-visible s’est faite a 280 nm.
Dans ces conditions, le xyloglucoside de phlorétine présente un temps de rétention de 20,4 min. Huit
injections successives de 100 mg d’extrait DMNOX ont permis de collecter huit fractions qui ont par
la suite été regroupées, concentrées sous vide et lyophilisées. Au final, une fraction de 18,3 mg a été
récupérée. Avant utilisation pour ’incubation enzymatique, la pureté du composé a été vérifiée par

analyse en CLHP-DBD-SM.

Incubation de (-)-épicatéchine (EC) et de xyloglucoside de phlorétine (XPL) en présence de PPO en

solution modéle type jus oxydé de Dous Moen

Afin de se placer dans les conditions du jus de Dous Moen oxydé a partir duquel XPL-EC/Ox a été
extrait et purifié¢, un tampon malate a 29 mM et pH 3.9 a été préparé puis dégazé sous Argon et
conservé une nuit dans une enceinte hermétique en présence d’absorbeurs d’oxygene (ATCO, sachets

HV, laboratoires STANDA, Caen, France).

L’extrait de polyphénol oxydase (PPO) utilisé était disponible au laboratoire et avait été préalablement
préparé a partir de la variété de pomme a cidre Dous Coet selon le protocole de Le Bourvellec et al (Le

Bourvellec et al., 2004).

Préparation du milieu réactionnel

Le milieu réactionnel a été préparé de manicre a ce que XPL et EC se retrouvent aux mémes
concentrations massiques que dans le jus oxydé de Dous Moen, ¢’est-a-dire respectivement a 38,.9
mg.L™" et 85,2 mg.L" (se référer au tableau détaillé récapitulant les teneurs en polyphénols natifs dans
les différents jus étudiés, Tableau 4), dans un volume final de 5 mL aprés ajout de 500 puL d’extrait
enzymatique. Il est considéré qu’en diluant 10 fois I’extrait enzymatique, le niveau d’activité
enzymatique obtenu est proche de celui qui a ét¢ mesuré pour la PPO de Dous Moen (Baron et al.,
2011). Le milieu est resté sous agitation tout au long de I’incubation enzymatique, a 25°C, et sous flux
d’air saturé en eau. Cette derniére disposition a permis d’éviter 1’évaporation au cours du temps

(cinétique de 29h).

Suivi de la cinétique enzymatique

La cinétique de formation du codimére XPL-EC/Ox et celle du PXGOPj ont été suivies en réalisant
dix prélevements de 200 uLL de milieu réactionnel, a 0 min (juste avant ajout de I’enzyme), 2, 5, 10, 30
min, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h et 29h. Lors des prélevements, la réaction a été stoppée par addition d’un
inhibiteur de 1’activité PPO, le fluorure de sodium (0.2 g.L"' en concentration finale) et le milicu a été

dilué cinq fois avec un mélange de méthanol/eau acidifiée a I’acide formique 0.5%, 50/50, V/V.
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Les échantillons homogénéisés ont été filtrés a 0.45 um sur PTFE puis 2 pL ont été analysés en
CLHP-DBD-SM sur la colonne Eclipse XDB-C18. Le systéme et la méthode d’analyse sont identiques

a ceux décrits au paragraphe I1I. 2. 4. 1. .

I11. 2. 4. 7. Incubation enzymatique de la (-)-épicatéchine en
présence d’un extrait de PPO de pomme

Les conditions d’incubation enzymatique, en termes de concentration en substrat phénolique, de pH et
de niveau d’activité enzymatique, ont été sélectionnées en se basant sur des travaux antérieurs réalisés
au laboratoire (Weber 2011; Caél 2014). Ceux-ci visaient a optimiser le rendement de la synthése de
produits jaunes-orangés dérivant de 1’oxydation de la (-)-épicatéchine catalysée par la PPO de pomme.
La (-)-épicatéchine a été préparée a 5 mM dans un tampon citrate-phosphate (respectivement a 22.1 et
55.7 mM) a pH 5.6. L’extrait de PPO utilis¢ était le méme que celui précédemment préparé selon (Le
Bourvellec et al., 2004). 11 a été décongelé sous flux d’argon et soniqué extemporanément.

Le volume final de milieu réactionnel était de 1 L : 19,4 mL de I’extrait brut de PPO ont été ajoutés a
980 mL de la solution d’épicatéchine, ce qui équivalait a une activité enzymatique de 36 nkatal dans le
milieu. L’incubation s’est déroulée a 25°C sous agitation continue et sous bullage d’air pour favoriser
I’oxygénation du milieu. Apres 40 min, la réaction d’oxydation a été arrétée par ajout de 20 mL d’une
solution de NaF a 10 g.L”", soit 0,2 g.L"" en concentration finale, et le milieu a été placé dans la glace.
Apres 10 minutes de centrifugation a 8000g a 4°C pour ¢liminer la PPO particulaire, le surnageant a
été filtré sous vide a 0.45 pm sur nylon puis conservé sous CO, a 4°C jusqu’a purification en CLHP a
I’échelle préparative. 2 pL de ce milieu ont été prélevés et analysés en CLHP-DBD-SM selon les

conditions décrites précédemment (§I11. 2. 4.).

Purification de produits d’oxydation jaunes-orangés dérivant de 1’épicatéchine

Le tampon citrate-phosphate présent dans le surnageant du milieu d’incubation a été éliminé par
CLHP a I’échelle préparative. Les quatre composés colorés repérés suite a 1’analyse en CLHP-DBD-
SM (deux dimeres et deux trimeres d’épicatéchine) ont alors fait [’objet d’une premicre étape de
fractionnement. Le systéme utilisé était composé de deux pompes haute pression A et B (Dynamax SD
300 Rainin), d’un mélangeur, d’une colonne de séparation chromatographique équipée d’une phase
inverse greffée en C18 (Lichrospher 100 RP, 50 x 200 mm, 12 um, Merck) et d’un détecteur UV-
visible (Model UV1, Dynamax). Le systéme de solvant était composé d’un gradient d’eau acidifiée a
0.1% d’acide formique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant B). Le gradient d’élution suivant a été
appliqué a un débit de 40 mL.min" : conditionnement initial, 0% de B ; 0-3 min, augmentation
linéaire a 8% de B ; 3-10 min, augmentation linéaire a 15% de B ; 10-20 min, constant a 15 % de B ;
20-30 min, augmentation lin¢aire a 35% de B ; 30-40 min, constant a 35% de B; 40-45 min,

augmentation linéaire a 50% de B ; puis lavage de la colonne a 90% de B et reconditionnement.
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La collecte des fractions a été réalisée par un suivi d’absorbance des produits jaunes a 420 nm. Apres
analyse en CLHP-DBD-SM (selon le protocole décrit au § III. 2. 4. 1.), les fractions collectées et
contenant un méme composé d’intérét ont €té regroupées, concentrées par évaporation sous vide et
enfin lyophilisées. A ce stade, des extraits de 204 mg, 221 mg, 169 mg, 107 mg ont été respectivement
obtenus pour le trimére de 862 Da, le trimére de 864 Da, le premier dimere de 576 Da a étre élué (noté
576-1 par la suite) et le second dimere de 576 Da (noté 576-2).

La purification des composés a nécessité une seconde étape de fractionnement a 1’échelle semi-
préparative. L’équipement utilisé était le méme que précédemment, excepté pour la phase inverse
greffée en C18 (20 x 150 mm, 7 um, ZORBAX Eclipse XDB-C18, Agilent Technologies). Le systéme
de solvants était également le méme que celui mentionné ci-dessus. Les gradients, appliqués a un débit
de 20 mL.min™, ont été optimisés pour chaque composé d’intérét :

- Pour le trimére de 862 Da : conditionnement initial, 3% de B ; 0-5 min, augmentation linéaire
a4 9% de B ; 5-15 min, augmentation linéaire a 16% de B ; 15-22 min, constant a 23,9 % de B ;
puis lavage de la colonne a 90% de B et reconditionnement ;

- Pour le trimére de 864 Da : conditionnement initial, 3% de B ; 0-5 min, augmentation linéaire
4 9% de B ; 5-15 min, augmentation linéaire a 16% de B ; 15-26 min, constant a 28,5 % de B ;
puis lavage de la colonne a 90% de B et reconditionnement ;

- Pour les dimeres de 576 Da: conditionnement initial, 3% de B ; 0-5 min, augmentation
linéaire a 9% de B ; 5-15 min, augmentation linéaire a 16% de B ; 15-35 min, constant a 38,7
% de B ; puis lavage de la colonne a 90% de B et reconditionnement.

Les fractions collectées ont été analysées en CLHP-DBD-SM dans les conditions décrites au § I1I.

2. 4. 1. , regroupées selon leur composition, concentrées par évaporation sous vide puis

lyophilisées. Au final, une fraction de 27,0 mg a été récupérée pour le trimére de 862 Da, 70,8 mg

pour le trimére a 864 Da, 68,1 mg pour le dimére 576-1 et enfin 9,5 mg pour le dimere 576-2.

Caractérisation de deux déhydrotriépicatéchines de type A par RMN uni et bidimensionnelle (HMBC,

HSQC)

Les fractions de triméres mentionnées précédemment étaient suffisamment pures pour que les
composés fassent I’objet d’une caractérisation structurale par RMN. Les échantillons ont ét¢ dissous
dans du méthanol deutéré. Les spectres RMN ont été enregistrés a 298 K sur un spectrométre RMN
Bruker Avance 500 équipé d'une cryosonde 5 mm triple résonance ('H, "*C, "°N). L’attribution des
déplacements chimiques a été réalisée a 1’aide d’une série de spectres 2D homonucléaires et
hétéronucléaires : DQF-COSY, TOCSY, “C-HSQC é&dité, *C-HSQC-TOCSY, *C-IMPACT-HMBC
en utilisant les séquences standards fournies par Bruker. Ces spectres ont été enregistrés en mode

phasé States-TPPI ou Echo-antiécho et ils ont été traités avec le logiciel Topspin.
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III. 3. RESULTATS & DISCUSSION

III. 3. 1. Diversité variétale de la couleur des jus de pomme
Quatre variétés de pomme a cidre ont été choisies pour leur classification dans des catégories de
saveurs différentes en lien avec leurs différences marquées de composition en polyphénols (Sanoner et
al., 1999). Des mofits clarifiés ont été produits a partir de ces fruits selon deux modalités contrastées

vis-a-vis de I’oxydation au moment du rapage et du pressage des fruits (Figure 50).

A
Oxydation
™ favorisée
B
Oxydation
= fortement
limitée

Dous Moen Mari¢ Petit Jaune | Guillevic
Ménard

DM MM PJ GU

Figure 50 — Photographie des jus obtenus pour les quatre variétés de pomme a cidre utilisées (DM : Dous Moen, MM :
Marie Ménard, PJ : Petit Jaune, GU : Guillevic) ; A, favorisation de I’oxydation ; B, protection contre I’oxydation au
cours du procédé de transformation.

L’observation des produits obtenus apres clarification (Figure 50) montre clairement les contrastes de

couleur obtenus tant en termes de teinte que d’intensité.
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Tableau 2 - Paramétres colorimétriques CIE L*, a*, b*, C* et h correspondant aux différents jus de pomme produits

en absence et en présence d’oxygéne.

Variété d’o;cr;g);tion L* a* C* h
0,— 100 02 -036 005 19 009 203 009 100 I
Guillevie 0,+ 973 0,7 -48 006 242 03 247 03 1014 0.2
Petit 0,— 998 0,1 -0,49 0,06 4,11 006 413 007 968 0.8
Jaune 0,+ 93,5 03 -1,09 008 407 05 40,8 05 915 01
Dous 0,— 996 0,2 -0,68 0,04 438 010 443 010 988 0,5
Moen 0,+ 86,6 04 555 037 790 09 792 10 @860 0,2
Marie 0,— 993 0,3 -0,80 0,07 445 004 452 005 1001 08
Meénard 0,+ 849 02 944 040 776 09 781 L0 831 02

O, - : jus protégé de I"oxygene ; O, + : jus fortement oxydé ; L*: Luminance ; a* : valeur sur I’axe
vert-rouge ; b*: valeur sur I’axe bleu-jaune ; C*: Chroma (« saturation ») ; h : valeur de I’angle de
teinte en °.

Les valeurs en italique correspondent a I’écart-type (n=3).

Ce résultat est cohérent avec la gamme de couleurs attendue classiquement pour les produits cidricoles
francais et présentée au paragraphe II. 3. 1. . Les jus produits en conditions inertées (présence d’O,
limitée) sont au contraire tres pales et trés brillants, comme le confirment leurs valeurs de luminance
L* comprises entre 99.3 et 100.1 (Tableau 2). Les trés faibles valeurs de C* indiquent qu’ils sont
presque incolores ou trés légerement colorés. Leur composante rouge, exprimée par les valeurs
positives de a*, est pratiquement nulle. Leur composante jaune, exprimée par les valeurs positives de
b*, est sensiblement différente pour le jus de Guillevic, les autres mofits préservés de I’oxydation se
révelent légérement plus jaunes (b*=2.0 pour Guillevic, et valeurs de 4.1 a 4.5 pour les trois autres).
Les écarts de couleur considérables entre les jus oxydés et ceux préservés de I’oxydation mettent en
¢vidence le role crucial et attendu de 1’oxydation enzymatique dans la formation de la couleur des jus
de pomme. En 2012, Falguera et al ont décrit les paramétres CIE L*a*b* obtenus pour des jus produits
a partir de six variétés de pommes (Falguera et al., 2012). La comparaison de leurs données avec nos
résultats atteste d’une grande disparité dans les valeurs obtenues, en particulier pour L* et a*. Ces
différences sont probablement liées aux procédés de transformation des fruits et au choix des variétés
étudiées. En effet, ces auteurs ont utilisé¢ des variétés de pommes de table or leurs teneurs et leurs
profils polyphénoliques différent clairement de ceux des variétés de pommes a cidre. Aprés oxydation,
les valeurs de luminance restent particuliérement ¢élevées pour les quatre jus considérés dans notre
¢tude, variant de 84.9 a 97.3, tandis que celles des six jus produits dans 1’étude de Falguera et al
varient de 30.3 a 62.7. Ces derniers jus n’avaient subi qu’une seule centrifugation avant mesure de la

couleur, ce qui pourrait expliquer leur luminance nettement plus faible. Dans nos travaux, les jus ont
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¢été microfiltrés, générant ainsi des produits trés brillants, trés limpides. Les jus oxydés ont été réalisés
dans des conditions relativement proches de celles des différentes étapes mises en ceuvre en filiére
cidricole francaise. Malgré tous les facteurs de variations mentionnés ici, deux conclusions similaires
se dégagent de ces deux études. En premier lieu, la couleur des jus différe significativement selon la
variété de pomme utilisée pour les produire. Ensuite, tous les jus oxydés présentent une composante
jaune plus forte, dominant la composante rouge : des variations plus importantes ont été observées
pour les valeurs de b* que pour les valeurs de a*, pour les quatre produits. Les systémes CIE L*a*b*
et CIE L*C*h correspondent au méme systéme de représentation des couleurs mais le premier définit
une couleur par des coordonnées orthogonales alors que le second la définit en coordonnées
angulaires. Les nuances colorées sont plus facilement décrites en faisant appel a la notion d’angle de
teinte (h) car ce parameétre refléte directement toute 1’information colorée du jus, alors que les
parameétres a* et b* doivent nécessairement étre renseignés tous les deux pour fournir ’intégralité de
cette information. Par conséquent, dans le cadre de ce travail, les couleurs des jus ont ét¢ définies
principalement en utilisant I’angle de teinte. Le Tableau 2 récapitule les valeurs L*, a*, b*, C* et h
caractérisant les différents jus réalisés. Si 1’on s’intéresse au paramétre h, les quatre modits oxydés
présentent une teinte globalement jaune, mais des nuances significatives sont a souligner. La valeur de
h pour le jus de ‘Guillevic’ est de 101.4° (qui correspond a une valeur négative de a* de —4.9), soit
plus de 90° (= teinte jaune), le jus de ‘Guillevic’ est donc devenu jaune « tirant sur le vert » apres
oxydation. Les jus oxydés de ‘Dous Moen’ (h de 86.0°) et ‘Marie Ménard’ (h de 83.1°) ont une teinte
davantage jaune-orangé, le dernier étant plus orangé puisque I’angle est plus petit. Enfin, le jus de
‘Petit Jaune’ affiche une dominante clairement jaune, la valeur de h étant trés proche de 90° (91.5°).
Dans ce cas particulier, avec une valeur de a* proche de 0 (—1.1), la couleur jaune de ce jus peut étre
décrite directement et totalement par la valeur positive du paramétre b* (40.7).

Si I’on s’intéresse aux valeurs de C*, les couleurs des jus oxydés de Dous Moen et Marie Ménard sont
trois fois plus intenses que celle du jus de Guillevic pour lequel la luminance s’est maintenue a une
valeur proche de 100 méme apres oxydation.

D’une fagon générale, plus la valeur de C* est ¢élevée, plus la valeur de L* est faible. Les
différences variétales en termes de teinte et d’intensité colorée per¢ue (=Chroma) sont liées au contenu
en chromophores résultant de 1’oxydation des polyphénols au cours de la transformation des fruits. En
définitive, les structures et les concentrations relatives de ces chromophores vont jouer un roéle crucial

dans la couleur finale des jus.

III. 3. 2. PROFILAGE DES PRODUITS D’OXYDATION COLORES PRESENTS DANS
LES JUS DE POMME
Les composés jaunes-oranges absorbent le rayonnement visible dans la gamme de longueurs
d’onde de 380 a 450 nm. Les extraits polyphénoliques issus des jus de pomme oxydés ont été analysés

par CLHP-DBD-SM ; les profils chromatographiques obtenus a 420 nm sont présentés en Figure 51.
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Comme décrit précédemment, les quatre jus de pomme oxydés présentent des caractéristiques de
couleur contrastées. Ces variations sont a mettre en relation avec des profils de composés colorés

différents selon les variétés de pomme utilisées.
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Figure 51 — Chrommatogrammes a 420 nm des extraits polyphénoliques obtenus a partir des moiits oxydés des
variétés Guillevic (A), Dous Moen (B), Petit Jaune (C) et Marie Ménard (D).

Deux types de réponse a 420 nm sont clairement observées sur les chromatogrammes: d’une part, des
pics bien résolus correspondant a des composés jaunes-oranges (pics numérotés de (1) a (7) sur les
chromatogrammes A a D, Figure 51) et d’autre part, un massif d’absorbance mal résolu. Si I’on se
focalise sur les composés donnant des pics bien résolus, deux groupes de molécules se distinguent par
leur comportement chromatographique. Les composés (1) a (3) sont ¢lués en début de gradient (sur
phase inverse, €lution entre 13 et 15 min, environ 13,4 a 16 % d’acétonitrile dans la phase mobile)
tandis que les composés (5) a (7) sont retenus plus longtemps sur la colonne (21-24 min, environ 22,8
4 26,2 % d’acétonitrile). Les composés du premier groupe se révelent donc plus polaires que les autres

et se caractérisent également par une tendance a générer des pics chromatographiques plus larges. Le
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composé (4), majoritairement représenté dans le jus de la variété Petit Jaune, présente quant a lui une
polarité intermédiaire.

La coloration particuli¢re du jus de Guillevic, assez claire et tirant sur le jaune-vert, est liée a un profil
en colorants phénoliques spécifique (Figure 51, A), apparemment moins complexe que celui des autres
jus. Les composés polaires (1) a (3) y apparaissent prédominants et la présence du massif mal résolu
est plus limitée (Figure 51). Les profils de produits colorés des extraits de Dous Moen et Marie
Ménard sont trés proches, ce qui semble en accord avec leurs caractéristiques de couleur (parameétres
CIE) assez similaires. Contrairement au profil de Guillevic, ces deux extraits présentent plus de
composés apolaires (5-7), signalés sur le chromatogramme a 420 nm par d’intenses pics, que de
composés plus polaires (1-3). En outre, le massif d’absorbance mal résolu décrit précédemment est
bien représenté¢ dans les profils de ces jus fortement colorés, clairement plus orangés que ceux de
Guillevic et Petit Jaune. Cela suggere que ces composés plus apolaires et ceux responsables du massif
d’absorbance a 420 nm pourraient étre impliqués dans les différences de teintes observées, en
conférant aux jus une couleur plus orangée. Si ’on s’intéresse aux maxima d’absorbance dans la
région du visible des composés générant des pics bien résolus (Tableau 3), on constate que les
composés (4), (6) et (7) présentent un maximum proche de 435 nm soit un décalage bathochrome
d’environ 20 nm par rapport aux composés polaires (1) a (3). Il faut toutefois nuancer cette assertion
en précisant que les spectres commentés ici ont été acquis dans les conditions d’analyse CLHP
(solvants acidifiés) puisque 1’on ne dispose pas des composés purifiés. Ces conditions de solvant sont
donc différentes de celles des jus de pomme avec un impact potentiellement non négligeable sur les
propriétés optiques mesurées par le DBD. Cependant, la comparaison des spectres des composés «
entre eux » sur les chromatogrammes refléte a priori de vraies différences de structure de
chromophore car il nous parait peu probable que le seul gradient de solvants (soit une dizaine de %
d’acétonitrile en plus pour les pics les plus tardifs) puisse expliquer une telle différence dans les

spectres UV-visible.

Tableau 3 - Absorbance maximale dans la région visible (400-700 nm) des composés jaunes donnant des pics bien
résolus sur les chromatogrammes a 420 nm.

Composé Tr (min) Amax (nm) dans la région visible

(1) 13.17 417
©) 13.95 418
3) 14.73 419
4) 17.10 437
(5) 21.20 424
(6) 22.80 437
7) 23.88 433
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Soulignons que ces composés ne donnant pas de réponse claire en spectrométrie de masse, il n’a pas
¢été possible d’identifier de premiers éléments structuraux les concernant, excepté pour le composé (1).
La caractérisation structurale de ce dernier sera rediscutée au paragraphe III. 3. 5. . Il est important de
préciser ici que, outre les molécules colorées, les extraits phénoliques sont aussi largement constitués
de composés phénoliques incolores correspondant a des polyphénols natifs ou a des produits
d’oxydation. Bien que cela ne soit pas visible sur les chromatogrammes a 420 nm, de nombreuses co-
¢lutions surviennent avec ces polyphénols incolores, ce qui rend 1’étude des chromophores plus
difficile. Par conséquent, les réponses détectées en spectrométrie de masse aux temps de rétention des
composés colorés correspondent, en majeure partie, aux réponses de polyphénols natifs ou de produits
d’oxydation incolores co-¢lués. En 1984, Lea suggérait que certains composés colorés formés dans les
jus de pomme apres oxydation présentaient des structures similaires a celles d’une déhydrodicatéchine
de type A (Lea 1984). Il mentionnait des diméres jaunes résultant d’un couplage oxydatif entre deux
molécules de catéchines. Cependant, les chromatogrammes d’ion extrait pour la molécule déprotonée
[M-H] de déhydrodicatéchine A, a m/z = 575, ne montrent pas clairement la présence de ce composé
dans les différents moits oxydés considérés. Notons en outre que les ions a m/z = 575, s’ils étaient
détectés, pourraient également correspondre a des produits d’oxydation incolores de type dimeres de
procyanidines (Poupard et al., 2011) ou a des ions fragments de procyanidines polymérisées pouvant
étre produits dans la source du spectromeétre de masse.

Des étapes ultérieures de purification et une optimisation plus poussée de la séparation des composés
seront nécessaires pour obtenir des informations supplémentaires sur la structure des composés
responsables de la couleur des jus de pomme. Dans la suite de cette étude, des éléments
complémentaires seront notamment fournis pour les composés notés (1) et (6) sur les

chromatogrammes.

I11. 3. 3. MISE EN EVIDENCE DE LA PRESENCE DE TANNINS COLORES
Le collage a la gélatine d’une solution de DMOX (I’extrait polyphénolique purifié a partir du jus
oxydé de Dous Moen) a entrainé une précipitation des tannins, la plupart de ces procyanidines étant
incolores. Néanmoins, le profil polyphénolique a 420 nm (Figure 52) met en évidence une nette
diminution du massif mal résolu dans le surnageant analysé¢, ce qui laisse supposer une implication de
tannins oxydés dans la couleur des jus de pomme. Les pics bien résolus a 420 nm sont, pour la plupart,
peu affectés par le collage protéique : les composés correspondant ne présentent pas spécialement de
propriétés tannantes. Dans la littérature, I’existence de « polymeéres bruns » a souvent été évoquée pour
expliquer le brunissement des tissus de pomme dont I’intégrité¢ cellulaire a été rompue (Lozano).
Pourtant, a notre connaissance, il n’y a pas de preuve clairement établie de la formation de colorants
résultant de molécules fortement polymérisées. De plus, par principe méme, les réactions de
polymérisation oxydative des molécules phénoliques, quand elles existent, sont le plus souvent basées

sur la formation de liaisons biaryles ou biaryléther, a priori non susceptibles par elles-mémes de
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générer de nouveaux chromophores. Ceux-ci résulteraient plutot de la formation de fonctions
carbonyles ou de quinoides conjugués avec des systémes carbonés plus ou moins insaturés. Oleszek et
al se sont intéressés au role des produits d’oxydation des procyanidines dans les phénomeénes de
brunissement enzymatique (Oleszek et al., 1989). Les auteurs ont montré, par des études en solution
modele, que 1’oxydation enzymatique des procyanidines B2 et C1 pouvait aboutir au développement
d’une coloration intense méme si la vitesse de réaction était trés faible. Il faut toutefois nuancer ces
résultats en précisant que leurs expériences ont été réalisées en milieu modele a pH 5.5, ¢’est-a-dire a
un pH certes proche du pH optimal pour I’activité de la PPO mais nettement supérieur a celui des jus
de pomme. Ces conditions particuliéres ont pu favoriser 1’autoxydation des polyphénols. Les tannins
oxydés colorés, mis en évidence par collage dans cette étude, pourraient résulter d’addition ou de
couplage de certains chromophores supposés, tels que celui des déhydrodicatéchines ou
déhydrotricatéchines de type A, a des oligomeres ou polymeres de procyanidines. De tels mécanismes
pourraient permettre d’expliquer pourquoi les molécules déprotonées correspondant a ces

chromophores ne sont pas directement détectées dans les jus.
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Figure 52 - Chromatogramme a 420 nm de I'extrait phénolique issu du jus de Dous Moen oxydé (trait plein) et du
surnageant obtenu apreés collage a la gélatine de ce méme extrait (pointillés)

III. 3. 4. QUANTIFICATION DES POLYPHENOLS NATIFS PRESENTS DANS LES JUS

DE POMME FORTEMENT ET FAIBLEMENT OXYDES
La diversité de couleurs des jus de pomme refléte la diversité des produits d’oxydation colorés
coexistant dans les jus. Ces colorants dérivent de composés phénoliques natifs incolores. Goupy et al.
(Goupy et al., 1995), par des analyses en régression linéaire multiple, ont démontré que les valeurs des
parametres CIE L*, a* et b* d’une solution composée de polyphénols de pomme étaient corrélées a la

fois aux quantités de composés natifs et oxydés des différentes classes de polyphénols. Dans notre
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¢tude, les contenus en polyphénols natifs des jus faiblement et fortement oxydés, produits pour les
quatre variétés de pommes, ont été discutés en évaluant I’impact des processus d’oxydation sur les
différentes classes phénoliques.

Les détails concernant les différents composés quantifiés dans ces classes sont présentés dans le
Tableau 4. Des variabilités de composition en polyphénols natifs ont été mises en évidence selon la
variété de pomme utilisée pour produire les jus, ce qui concorde avec des résultats publiés
antérieurement. Un profil se détache tout particuliérement, celui des jus de la variété Guillevic : ainsi,
son profil singulier de composés colorés peut étre corrélé avec une composition initiale en composés
natifs particuliére. Tout d’abord, la quantité de polyphénols totaux dans ce jus (Tableau 5) apparait
faible comparativement aux autres motts étudié¢s. Si ’on considére les jus oxydés, Guillevic contient
presque vingt fois moins de polyphénols que Marie Ménard. Par ailleurs, les histogrammes présentés
en Figure 53 et le Tableau 4 attestent de 1’absence quasi-totale de monomeres de flavan-3-ols ((-)-
épicatéchine et (+)-catéchine) dans les jus de Guillevic or ces composés sont identifiés dans la
littérature comme des précurseurs de produits d’oxydation fortement colorés (Nicolas et al., 1994). Les
procyanidines, qui apparaissent impliquées dans la génération de couleur d’aprés les résultats

présentés en Figure 53, ne sont présentes qu’en tres faibles concentrations dans le jus de Guillevic.
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Figure 53 — Teneurs en composés phénoliques natifs dans les jus non oxydés (barres blanches) et oxydés (barres
noires) obtenus a partir des quatre variétés de pommes a cidre. Le chiffre en % correspond a la différence relative
entre les deux modalités d’oxydation.

Ainsi, I’absence de flavan-3-ols dans le jus oxydé de la variété Guillevic est susceptible d’expliquer les

différences de couleur considérables observées entre ce jus faiblement saturé arborant une teinte jaune

tirant 1égérement vers le vert et les jus de Dous Moen et Marie Ménard, beaucoup plus riches en

flavanols, et montrant une teinte jaune-orange soutenue.
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Tableau 4 - Profils en polyphénols natifs des différents jus de pomme a cidre étudiés

Guillevic Petit Jaune Dous Moen Marie Ménard
Classe phénolique Composés phénoliques (mg.L™") 0O,- O, + 0O,- O, + 0O,- 0O, + 0O,- O, +
(-)-épicatéchine 35 02 nd - 842 2.4 53 LI 317 8 854 17 468 5 217 3
(+)-catéchine nd. - nd. - 192 05 1.0 0.1 136 3 318 08 297 04 1.6 02
procyanidine B1 0.57 003 nd. - 651 09 37 03 163 4 17.8 0.3 122 1 346 20
FA procyanidine B2 53 04 1.6 0.1 157 3 11.0 03 230 6 37.1 0.2 677 4 267 2
trimére de procyanidine nd. - nd. - 128 4 nd. - 302 12 38.8 2.7 810 10 299 6
tetramere de procyanidine 25 09 101 06 106.2 0.8 554 35 305 3 61.3 2.4 711 4 313 7
procyanidines (total) 91.6 20 104 02 468 7 108 11 933 75 280 7 2038 96 1124 91
DPm* 42 01 121 001 3.3 0.1 2.15  0.02 4.4 0.5 3.6 0.1 4.1 0.2 43 0.3
acide 5-O-caféoylquinique 176 11 53.8 1.9 565 13 308 13 869 18 433 8 1387 7 1041 8
acide caféoylquinique (isomere 1) 13.6 3.0 1.8 0.1 193 0.9 10.1 0.6 29.1 1.1 8.5 1.0 52.6 6.9 17.1 3.3
AHC acide coumaroylquinique (isomeére 1) 0.6 0.1 0.5 0.1 6.2 0.2 58 02 15.6 0.4 13.1 0.3 29.7 0.1 28.5 0.5
acide coumaroylquinique (isomeére2) 112 8 50.7 1.9 314 09 257 09 124 3 96.9 1.7 488 0.1 425 02
acide coumaroylquinique (isomere 3)  10.0 7.4 57 0.1 1.7 0.1 22 03 2.6 0.1 2.50 0.04 1.1 0.1 4.2 0.1
DHC xyloglucoside de phlorétine 33.0 18 9.7 03 246 08 17.8 0.7 67.1 14 38.8 0.6 99.7 0.8 704 0.6
phloridzine (glucoside de phlorétine) | 182 7.0 6.9 03 156 05 141 05 48.0 1.0 28.6 0.5 41.0 0.5 297 05
quercetin 3-O-arabinoside 0.19 004 02 02 0.98  0.03 0.98 0.01 0.9 0.1 0.9 0.1 2.3 0.2 2.1 0.2
quercetin 3-O-galactoside 048 003 034 001 1993 0.004 1.84  0.05 1.2 0.2 0.8 0.1 1.51 0.04 1.4 0.2
FO quercetin 3-O-glucoside 0.19 002 0.11 002 0.4 0.1 0.35 0.05 0.6 0.1 0.3 0.3 1.0 0.8 1.4 0.2
quercetin 3-O-rhamnoside 0.59 004 047 001 158 0.04 1.5 01 n.d. - n.d. - 1.1 0.1 1.0 0.1
quercetin 3-O-xyloside 0.08 0.0 nd. - 0.74  0.03 0.8 0.1 0.7 0.1 0.49 0.02 1.7 0.1 1.3 0.2

FA : Flavanols; AHC : Acides Hydroxycinnamiques; DHC : Dihydrochalcones; FO : Flavonols; DPm : Degré moyen de polymérisation des
procyanidines ; O; - : jus protégé de l'oxygeéne ; O, + : jus fortement oxydé ; n.d : non détecté.
Les valeurs en italiques correspondent aux écarts-types pour n=3.
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De plus, le jus oxydé de Guillevic est le seul moit, dans cette étude, présentant un rapport ACQ/PCQ

inférieur a 1 (Tableau 5).

Tableau 5 — Paramétres qualitatifs de caractérisation du profil polyphénolique des moiits

Variété Guillevic Petit Jaune Dous Moen Marie Ménard
Etat d’oxydation 0,- 0,+ 0,- 0,+ 0,- 0,+ 0,- 0,+
PLZ/XPL 0.55 0.72 0.64 0.79 0.72 0.74 8.12 0.42
EC/CAT _ _ 4.38 5.33 2.32 2.68 1576  18.65
FA/AHC 0.30 0.09 0.92 0.33 1.33 0.72 1.67 1.19
ACQ/PCQ 1.55 098 1485 943 6.30 3.92 18.09  14.06
DPm PCAs 417 1.21 3.28 2.15 4.38 3.55 4.14 4.34
Polyphénols

totaux 460 140 1242 504 1881 1021 4204 2593
(mg.L" de jus)

PLZ : Phloridzine ; XPL : Xyloglucoside de phlorétine ; EC : (-)-Epicatéchine ; CAT : (+)-Catéchine ;
FA : Flavanols ; AHC : Acides Hydroxycinnamiques ; ACQ . Acides caféoylquiniques ; PCQ : Acides
para-coumaroylquiniques ; DPm : Degré moyen de polymérisation ; PCAs : Procyanidines ; O, - : jus
protégé de l'oxygene ; O, + : jus fortement oxydé .

Cette répartition singuliére au sein de la classe des acides hydroxycinnamiques peut aussi étre un
facteur a prendre en compte pour expliquer le profil coloré de ce jus. En effet, ’acide p-coumarique a
été¢ identifi¢ comme inhibiteur de 1’activité o-diphénolase (Gunata et al., 1987). Les acides p-
coumaroylquiniques pourraient également jouer un role d’inhibiteurs de la PPO et limiteraient ainsi la
formation de couleur a I’échelle du produit cidricole.

Quant aux autres jus, les réactions d’oxydation ont fortement impacté leur contenu en flavan-3-ols, et
en particulier les teneurs en monomeéres (catéchines). Dans le cas du jus oxydé de Petit Jaune par
exemple, on constate une diminution de 94% de la teneur en catéchines par rapport au jus faiblement
oxydé (Figure 53). Notons aussi que les teneurs en procyanidines se révelent significativement plus
faibles, ce qui pourrait étre liée a 1’adsorption d’une partie des tannins oxydés sur du matériel pariétal
lors de la transformation des fruits. En outre, sous I’effet de 1’oxydation, certaines procyanidines
peuvent devenir partiellement résistantes a la phloroglucinolyse, le contenu total en procyanidines
pourrait donc étre ici sous-estimé. La majeure partie des produits d’oxydation néoformés sont certes
incolores mais il parait logique de s’attendre a ce que les classes de polyphénols les plus affectées par

les phénomeénes d’oxydation soient impliquées dans la génération d’especes oxydées colorées.
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Les acides hydroxycinnamiques sont assez bien représentés dans les jus de pomme a cidre. Les
différences de teneurs entre les jus fortement et faiblement oxydés, illustrées en Figure 53, témoignent
de I'impact clair de I’oxydation sur ces composés mais dans une moindre mesure comparée aux
flavanols monomeres. Les acides hydroxycinnamiques semblent en effet davantage « protégés » contre
I’oxydation, ce qui peut s’expliquer par I’existence de réactions d’oxydoréductions couplées. Plusieurs
auteurs ont effectivement souligné le role essentiel de I’équilibre entre dérivés hydroxycinnamiques et
flavanols dans la sensibilit¢é au brunissement (Nicolas, Richard-Forget et al. 1994). Les acides
caféoylquiniques, composés majoritaires de la classe des acides hydroxycinnamiques dans la plupart
des variétés de pomme, sont les substrats préférentiels de la PPO. La premicre étape d’oxydation
enzymatique génere des o-quinones d’acide caféoylquinique qui sont capables d’oxyder les
monomeres de flavanols. Au cours de ces réactions, ces o-quinones se trouvent régénérées sous leur
forme o-diphénolique tandis que 1’oxydation des monomeéres flavanoliques aboutit a la formation de
produits néoformés dont certains peuvent étre trés colorés. En ce sens, les résultats obtenus au cours de
notre étude sont cohérents avec les données de la littérature.

La Figure 53 permet aussi de souligner I’importance de la classe des dihydrochalcones dans les
phénomenes d’oxydation qui se produisent au cours de la transformation de pomme. On rappelle que
si ’on considére les végétaux alimentaires, ces composés sont retrouvés assez spécifiquement et en
concentrations non négligeables dans la pomme méme si leur présence en tres faible concentration est
avérée dans la fraise (Hilt et al., 2003) et ils sont aussi présents dans certains végétaux de la famille
des Ericacées. En effet, bien que les teneurs initiales en dihydrochalcones soient nettement plus faibles
que celles des flavanols et des acides hydroxycinnamiques, en proportion leur diminution apres
oxydation est du méme ordre de grandeur que pour ces derniers, excepté dans le cas du jus issu de la
variété Petit Jaune pour lequel la diminution est moindre. Dans la littérature, des études en solution
modele ont mis en évidence la formation de produits jaunes dérivant de dihydrochalcones, les auteurs
mentionnant méme de potentiels effets de synergie sur le taux de brunissement lorsque ces composés
se trouvent en présence d’acide chlorogénique ou de catéchines (Amiot et al., 1992). Le Guernevé et
Guyot (Guyot et al., 2007; Le Guernevé et al., 2004) ont pu caractériser un colorant jaune phénolique
résultant de 1’oxydation de la phloridzine, le POPj (Produit d’Oxydation de la Phloridzine juune). Dans
le cadre de notre étude, les variations constatées dans 1’évolution du contenu en dihydrochalcones pour
les quatre jus incitent a considérer tout particuliérement le role de cette classe de polyphénols dans la
formation de la couleur des produits cidricoles.

Au final, il convient de souligner également que la classe des flavonols est trés faiblement
représentée dans les moits (environ 1 4 7 mg.L™). Les glycosides de quercétine sont principalement
retrouvés dans I’épiderme des fruits et de toute évidence, ils ne diffusent que trés peu dans les jus.
Ainsi, bien qu’étant la seule classe de polyphénols de la pomme comprenant des composés natifs de
couleur jaune, les flavonols ne jouent clairement pas un role déterminant dans la couleur des jus de

pomme.
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III. 3. 5. IDENTIFICATION DU PXGOPJ, UN NOUVEAU PRODUIT JAUNE DES JUS

DE POMME RESULTANT DE L’OXYDATION DU XYLOGLUCOSIDE DE PHLORETINE.

Le jus issu de la variété Guillevic se distingue clairement des autres jus par sa composition en
polyphénols natifs (Tableau 4). Dés lors, I’oxydation de ces composés au cours de la transformation
des fruits génére un profil de molécules colorées particulier. Cela se traduit a I’échelle du produit fini
par une coloration caractérisée par une teinte et une intensité colorante spécifiques. La nuance trés
jaune, tirant sur le vert, apparait principalement liée a la présence de 3 composés polaires donnant des
pics relativement intenses sur le chromatogramme a 420 nm, retrouvés également en concentrations
plus faibles dans les autres jus étudiés (Figure 51). En spectrométrie de masse, le composé (1) -
correspondant a un pic intense observé a 13 minutes- donne un signal correspondant a une molécule
déprotonée [M-H] dont le m/z est de 597, soit un produit d’oxydation de 598 Da. Les trois principaux
fragments détectés en MS/MS présentent des m/z de 553, 259 et 303 (Tableau 6).

Tableau 6 - Caractéristiques en CLHP-UV-visible-SM du pic n° 1 correspondant a la molécule PXGOPj

Principaux ions fragments
sur le spectre SM/SM*

13.03 417 597 553 (100); 259 (79); 303 (26)

TR (l’l’lll’l) xmax (1’11’1’1) [M'H]-

*les valeurs entre parenthéses correspondent aux intensités relatives

Le poids moléculaire de ce composé et le schéma de fragmentation ainsi obtenu s’averent
conformes avec [’hypotheése selon laquelle ce colorant serait vraisemblablement 1’analogue
xyloglucoside du POP;. En effet, le premier fragment a m/z= 553 peut étre généré lors de la perte du
groupement acide carboxylique libre (perte de 44 u.m.a.). Le fragment a m/z=259 (perte de 294 et 44
u.m.a.) résulte des pertes successives du groupement carboxylique et de la partie glucidique. Enfin, le
troisiéme fragment a m/z=303 correspond a la partiec phénolique de la molécule aprés perte du
xyloglucose. La structure de ce composé nouvellement identifié dans les jus est présentée en Figure
54. 11 est dénommé PXGOP; pour Phloretin XyloGlucoside Oxidation Product juune » parallélement a
la dénomination employée pour le POPj. Dans des travaux antérieurs s’intéressant a ’oxydation
enzymatique d’extraits de pépins de pomme, Fromm et al. avaient déja mentionné la probable
formation d’un colorant analogue au POPj, dérivant du xyloglucoside de phlorétine (Fromm et al.,
2013). Néanmoins, le composé n’avait pas pu étre clairement détecté et les auteurs en avaient conclu

qu’il devait étre co-¢lué avec le POPj dans leurs conditions d’analyse.
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m/z = 553

Figure 54 — Structure et schéma de fragmentation proposé pour le PXGOP; (MS?)

En considérant que la présence d’un groupe xyloglucose a la place d’un glucose n’impacte pas
la réactivité de la molécules vis-a-vis de son oxydation, nous faisons I’hypothése que le PXGOP] se
forme trés probablement dans les jus selon la méme voie réactionnelle que celle décrite pour le POPj
(Le Guernevé et al., 2004) (Figure 55) : I’oxydation du xyloglucoside de phlorétine serait alors initiée
par la PPO, impliquant les activités crésolase et catécholase de 1’enzyme, puis la molécule subirait
successivement un réarrangement moléculaire, une ré-aromatisation et une addition d’eau.
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Figure 55 — Mécanisme de formation de la molécule PXGOP; (adapté de Le Guernevé et al., 2004)

Le spectre UV-visible du composé (1) se révele tres similaire a celui du POPj (Figure 56), ce

qui est cohérent avec I’hypothése de structure avancée.

200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Absorbance (u.a.)

245 295 345 395 445 495
Longueur d'onde (nm)

Figure 56 — Comparaison des spectres UV-visible des molécules POPj (pointillés) et PXGOP; (trait plein)

En effet, si les deux colorants ne différent qu’au niveau du sucre, a priori la délocalisation
¢lectronique n’est pas impactée et donc le chromophore ne doit pas étre modifié. Bien que la
phloridzine (PLZ) ait été retrouvée en concentration molaire sensiblement du méme ordre que le
xyloglucoside de phlorétine (XPL) dans les jus faiblement oxydés (Tableau 7), le chromatogramme
d’ion extrait a m/z = 465 (correspondant a la molécule déprotonée de POPj) révele que ce colorant

n’est présent qu’a 1’état de traces dans les jus oxydés.

Tableau 7 — Teneurs des deux dihydrochalcones (en pnM) dans les jus faiblement oxydés

GU PJ DM MM
XPL (uM) 58.1 433 118.1 175.5
PLZ (uM) 417 358 110.1 94.0

Cette formation préférentielle de PXGOPj pourrait suggérer une plus forte affinit¢ de la
polyphénoloxydase pour le xyloglucoside de phlorétine que pour la phloridzine, ce qui serait en accord
avec les observations mentionnées dans les travaux d’Oleszek et al. (Oleszek et al., 1989). En effet,
ces auteurs ont montré au cours d’études en solution modele que le xyloglucoside de phlorétine était

plus facilement oxydé par la PPO que la phloridzine, bien que les deux puissent en étre les substrats.
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Ils soulignaient également que I’oxydation enzymatique de ces deux dihydrochalcones natives

aboutissait a la formation de nouveaux produits jaunes.

III. 3. 6. CARACTERISATION PAR SPECTROMETRIE DE MASSE D’UN NOUVEL
HETERODIMERE COLORE PRESENT DANS LES JUS DE POMME ET RESULTANT D’UN

COUPLAGE ENTRE LE XYLOGLUCOSIDE DE PHLORETINE ET LA (-)-EPICATECHINE

L’exploration des produits colorés dans les jus oxydés a révélé certains produits jaunes élués
en fin de chromatogramme a 420 nm et correspondant donc a des produits d’oxydation relativement
apolaires (voir Figure 51). Ces composés présentent probablement des structures originales et
franchement différentes de celles des produits POPj et PXGOPj élués en début de gradient en CLHP,
issus de la seule oxydation des dihydrochalcones et discutés dans les paragraphes précédents. Il est
apparu important d’aller plus loin dans la caractérisation de ces produits. L’effort a porté sur la
caractérisation du produit (6) clairement détecté sur le chromatogramme a 420 nm de ’extrait de
polyphénols d’un jus oxydé de la variété Dous Moen (Figure 57, A). Cependant, on s’apercoit qu’il ne
correspond qu’a un pic trés petit, a peine émergeant de la ligne de base sur le chromatogramme a 280
nm permettant de « visualiser » la complexité polyphénolique de I’extrait (Figure 57, B). Pour cette
raison, il n’a pas été possible d’obtenir d’information fiable sur la réponse en spectrométrie de masse
de ce composé directement a partir de ces analyses. Un travail de purification de ce produit (6) a
I’échelle semi-préparative a été mené dans 1’objectif initial d’obtenir le produit pur en concentration

suffisante pour en réaliser la caractérisation structurale compléte par RMN.
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Figure 57 — Chromatogramme a 420 nm (A) et a 280 nm (B) d’un extrait de polyphénols de jus oxydé de la variété
Dous Moen — Focalisation sur le produit (6).
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Pour ce faire, une grande quantité (pres de 100 g) de fraction polyphénolique a été préparée
par fractionnement sur résine polymére Amberlite™ FPX66 a partir de 100 litres de jus oxydé¢ de la
variété Dous Moen.Une partie de I’extrait de polyphénols a ensuite fait 1’objet d’une purification a
I’échelle semi-préparative par Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC). De cette fagon, le

produit (6) a pu étre concentré dans une fraction dont la composition est visualisée sur la Figure 58.
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Figure 58 — Chromatogramme a 420 nm (A) et 2 280 nm (B) de la fraction 11 collectée en CPC et enrichie en produit
(6)

Méme si le produit (6) apparait cette fois comme le seul produit jaune (Figure 59 A), il n’en
demeure pas moins que la fraction CPC 11 contient encore une trés large majorité de composés
phénoliques incolores qu’il faudra ¢éliminer. Pour ce faire, les fractions CPC 11 issues de 3
fractionnements en CPC ont été combinées puis fractionnées par CLHP en phase inverse a I’échelle
semi-préparative. La détection a 420 nm sur ce systeme a été choisie pour collecter précisément le

composé jaune. La Figure S9montre le résultat de cette ultime étape de purification.
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Figure 59 — Analyse chromatographique du produit (6) a ’issue de la purification par CLHP a I’echelle semi-

préparative

Au final 1,45 mg de la fraction purifiée de produit 6 ont pu é&tre obtenus et 1’analyse

chromatographique (Figure 60) indique un stade de pureté qui semble satisfaisant. Malheureusement,

I’analyse en RMN a révélé que la fraction contenait encore trop d’impuretés pour une acquisition de

spectres de qualit¢ suffisante en vue d’une identification structurale compléte. La fraction a pu

néanmoins étre utilisée efficacement pour une exploration fine par spectrométrie de masse.
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Le produit (6) est donc un produit jaune qui présente deux bandes d’absorption dans son spectre UV-

visible avec des maxima respectifs a 284 et 436 nm. Le spectre de masse révéle un ion moléculaire

[M-H|” 2 m/z 869 indiquant une masse molaire de 870 g.mol™.

Le produit purifié a fait I’objet d’une analyse par SM?* et SM” afin d’obtenir des informations
sur sa structure et permettre de proposer des hypothéses structurales. Les Tableau 8 et Tableau
9présentent respectivement les principaux ions fils de 1’ion moléculaire a m/z 869 (SM?) et les

principaux ions « petit-fils » 869—575 (SM?).

Tableau 8 — Principaux ions fils en SM? de ’ion moléculaire du produit (6), [M-H]- a2 m/z 869

[M-H]- ions fragments SM?

869 575 (100) 473 (30) 407 (21) 395 (8) 449 (8) 689 (5) 717 (5)

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux intensités relatives.

Tableau 9 — Principaux ions « petit-fils » en SM® de I’ion 869575

ion fragment SM? ions fragments SM°

575 407 (100) 395 (72) 449 (61) 179 (11) 423 (8)

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux intensités relatives.

La perte de de 294 uma a partir de I’ion moléculaire a m/z 869 (ion fragment a m/z 575) a
rapidement fait penser a une perte de xyloglucose telle qu’elle est observée dans le cas du
xyloglucoside de phlorétine (XPL, produit d’oxydation dérivé XGOPj de 598 Da), molécule
significativement présente dans les jus et déja connue pour générer des produits jaunes par oxydation
(voir §, IIL. 3. 5.). Par conséquent, cette premiere observation nous a mis sur la voie de I’implication
de XPL dans la synthése du produit (6). Ensuite, en considérant la possibilité d’une activité crésolase
sur le XPL, il était concevable que la molécule évolue vers une forme hydroxylée (3-OH XPL) puis
vers 1’o-quinone correspondante, nous faisant ainsi considérer un intermédiaire réactionnel probable
correspondant a la quinone de 3-hydroxyphloridzine ayant une masse molaire de 582 Da. Ensuite, la
soustraction de cette masse a 1I’ion moléculaire m/z 869 donnait une masse de 287 Da relativement
proche de celle d’une molécule de (-)-épicatéchine, autre composé largement présent dans le jus de
Dous Moen. Ces éléments nous ont orientés vers une hypothése de structure correspondant a un
produit de couplage oxydatif faisant intervenir plusieurs étapes d’oxydation successives et impliquant
une molécule de xyloglucoside de 3-hydroxyphlorétine et une molécule d’épicatéchine. Les
principales fragmentations observées en SM® a partir du m/z 575 nous ont confortés dans cette

hypothése (Figure 62).

95




Hypothése de structure
du produit 6

m/z 869

o CoC
L
™OH
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Le mécanisme de formation proposé est illustré dans la Figure 63. L’oxydation par voie enzymatique

de XPL, catalysée par des activités de type crésolase et catécholase, génére I’ortho-quinone de 3-

hydroxyphloridzine. Celle-ci réagit avec la (-)-épicatéchine au niveau du noyau A (site nucléophile en

position 8) par addition de type Michael 1,4 pour former une structure de type biaryle apres

réaromatisation. Le catéchol ainsi reformé est a nouveau oxydé en o-quinone par voie enzymatique ou

plus vraisemblablement par un mécanisme d’oxydo-réduction couplé avec d’autres quinones présentes

dans le milieu. Cette o-quinone secondaire suit la voie de 1’addition intramoléculaire de type Michael

pour conduire au produit final (6), codé XPL-EC/Ox.
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Figure 63 — Mécanisme hypothétique de formation du produit 6 (XPL-EC/Ox)

III. 3. 7. SYNTHESE EN SOLUTION MODELE DES DEUX MOLECULES COLOREES
(1) (PXGOPI) ET (6) (XPL-EC/OX) TROUVEES DANS LES JUS

Afin d’apporter des éléments complémentaires permettant de consolider les hypothéses de
structures et de mécanismes de formation des deux molécules jaunes identifiées dans des motits de
pomme PXGOP;j (produit 1) et XPL-EC/Ox (produit 6), une étude en solution modele a été menée en
mettant en ceuvre une incubation d’un mélange de xyloglucoside de phlorétine (XPL) et de (-)-
épicatéchine (EC) en présence d’un extrait de polyphénoloxydase (PPO) de pomme. Etant donné que
le xyloglucoside de phlorétine n’est pas disponible commercialement, un prérequis a ce travail était la

purification de cette molécule a partir d’une fraction de polyphénols issue d’un jus de pomme.

Purification de xyloglucoside de phlorétine (XPL) issu d’un extrait phénolique de jus de

Dous Moen faiblement oxydé

Dans notre étude, il a été choisi de purifier le XPL a partir de I’extrait de jus de Dous Moen

faiblement oxydé disponible en grande quantité.
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Figure 64 - Chromatogrammes a 280 nm de 1'extrait phénolique issu du jus de Dous Moen protégé de I’oxydation (A)
et de la fraction obtenue apreés purification a I’échelle semi-préparative du xyloglucoside de phlorétine (B)

Sa teneur en composé d’intérét s’est révélée clairement plus importante que dans I’extrait
oxydé, a I'image de ce qui a été constaté pour les quantifications dans les jus produits en petits
volumes (48.0 mg.L™" dans le jus de Dous Moen protégé de I’oxydation contre 28.6 mg.L" dans le jus
oxydé, Figure 4). En outre, dans nos conditions d’analyses chromatographiques, ce composé
relativement apolaire est ¢lué en fin de gradient a 45,5 min comme illustré en Figure 64 sur le
chromatogramme A, dans une zone ou I’on note peu de co-¢lutions. Ainsi, I’obtention d’une fraction
purifiée a été, dans ce contexte, plutot aisée. Le chromatogramme a 280 nm de cette fraction est
présenté en Figure 64 B : le xyloglucoside de phlorétine y apparait comme étant le seul composé
phénolique présent dans I’extrait. Au vu de ces résultats, il a été considéré que le produit était
suffisamment pur dans cette fraction lyophilisée pour pouvoir 1’utiliser directement comme substrat

au cours de I’incubation enzymatique envisagge.

Incubation d’épicatéchine et de xyloglucoside de phlorétine en présence de PPO en

solution modéle type jus oxydé de Dous Moen
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Un composé coloré présentant une masse moléculaire de 870 Da a été repéré dans les jus de pomme
(cf —§ IIL. 3. 6. ). Les informations obtenues en spectrométrie de masse permettent de proposer une
hypothése quant a sa structure : il s’agirait d’un codimere oxydé d’(-)-€picatéchine (EC) et de
xyloglucoside de phlorétine (XPL), not¢é XPL-EC/Ox (cf —§ IIL. 3. 6. ). Malgré plusieurs étapes de
purification, il n’a pas été possible d’obtenir un produit totalement pur et disponible en quantité
suffisante pour caractériser la structure en RMN. Par conséquent, afin de valider 1’hypothése
structurale proposée, une incubation enzymatique des précurseurs phénoliques incolores supposés (EC
et XPL) a été mise en ceuvre en milieu modéle, dans des conditions proches de celles du jus de Dous
Moen oxydé¢ a partir duquel le composé coloré d’intérét a été mis en évidence, extrait et purifié. La
dégradation des substrats et la formation des produits ont été suivies par CLHP couplée a un détecteur

UV-visible. La Figure 65 présente les chromatogrammes obtenus a 420 nm, a deux temps d’incubation

différents.
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Figure 65 - Chromatogrammes a 420 nm montrant les produits d’oxydation colorés obtenus apreés (A) 10 min et (B) 4
h d’incubation de XPL et EC en présence de PPO de pomme

Apres 10 min d’incubation (Figure 65 A), un pic correspondant a un composé coloré est visible au
temps de rétention de 22,8 min et la molécule déprotonée [M-H] correspondante présente un m/z =

869. Ceci correspond bien au produit d’oxydation coloré (6) identifié dans les jus oxydés (Tableau 3)
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et qui a fait ’objet du travail de purification présenté précédemment. L hypothése structurale d’un
codimére oxydé émise en §III. 3. 6. apparait donc tout a fait vraisemblable. Il convient de noter
¢galement la présence au bout de 10 min d’un autre pic correspondant a un composé jaune, pic qui se
retrouve avec une plus forte intensité aux temps d’incubation ultérieurs et notamment au bout de 4 h
(Figure 65 B). Ce composé, ¢lu¢ a 13,3 min et dont le m/z est de 597, correspond au PXGOP;,
analogue du POPj, également identifi¢ dans les jus, en particulier dans celui produit avec la variété
Guillevic. La formation de ce produit d’oxydation était prévisible puisqu’il dérive directement du
xyloglucoside de phlorétine par catalyse enzymatique de 1’oxydation.
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Figure 66 — Suivi de la cinétique de disparition des substrats (A) et de formation des produits colorés (B1 et B2) au
cours de I’incubation enzymatique en présence de PPO de pomme.

Le xyloglucoside de phlorétine (38.9 mg.L™") et I’épicatéchine (85.2 mg.L™') ont été incubés en présence d’un extrait de

PPO de pomme, en tampon malate 29 mM et a pH 3.9.

(A) Les proportions indiquées en % sont obtenues par intégration de 1’aire des pics chromatographiques a 280 nm,

en considérant que 1’aire du pic a 0 min correspond a 100 % pour chaque substrat.

(B) Les proportions indiquées en % sont obtenues par intégration de I’aire des pics chromatographiques a 420 nm,
en considérant arbitrairement que ’aire du pic le plus intense obtenu au cours de cette cinétique correspond a

100 % pour chaque produit considéré.
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La Figure 66 présente les cinétiques de disparition des substrats et de formation des deux produits

d’oxydation colorés.

La consommation des substrats par la réaction enzymatique est assez rapide, en particulier dans le cas
du xyloglucoside de phlorétine. En effet, au bout de 2 min d’incubation, la teneur en xyloglucoside de
phlorétine initiale a déja diminué de 70% contre 41 % pour ’épicatéchine. Au bout de 10 min, le
xyloglucoside de phlorétine n’est plus détecté dans le milieu alors qu’une heure est nécessaire pour
voir I’épicatéchine disparaitre totalement. Notons tout de méme que les concentrations massiques
initiales sont différentes pour les deux substrats, 1’épicatéchine étant plus de deux fois plus concentrée
que le xyloglucoside de phlorétine. On rappelle que 1’objectif était de se placer au plus prés des

conditions d’un jus de Dous Moen oxydé.

Incontestablement, 1’épicatéchine est un substrat de la PPO (Nicolas et al., 1994) et son oxydation
enzymatique par la polyphénoloxydase en solution modéle peut conduire a des produits d’oxydation
de type déhydro(oligo)catéchines. Cela a pu étre montré dans des travaux antérieurs concernant
I’oxydation enzymatique des catéchines (Guyot et al., 1996; Weinges et al., 1972). Etonnamment, ces
produits, bien que recherchés par les chromatogrammes d’ions extraits a m/z= 577, m/z = 865, m/z =
1153 correspondant respectivement aux dimeres, trimeres ou tétrameres de type déhydrocatéchines
(CIE non présentés dans ce manuscrit), n’ont pas été détectés dans le milieu. IIs ne sont donc pas
formés ou alors en trop faibles quantités pour étre détectables dans nos conditions d’analyse. Ces
résultats tendent a montrer que 1’affinité de 1’enzyme est beaucoup plus forte pour le xyloglucoside de
phlorétine que pour I’épicatéchine. Dans ce sens, Richard-Forget (Forget-Richard, 1992) a montré
qu’a pH 4.5 dans une solution saturée en air, le K, de la PPO de pomme était de 5,9 pour la (-)-
épicatéchine et de 0,5 pour la phloridzine. Son étude atteste ainsi d’une affinité largement plus forte de
I’enzyme pour la dihydrochalcone que pour le flavanol. Nos observations sont donc assez cohérentes
avec les données de cette ¢tude. Oleszek et al. (Oleszek et al., 1989) ont d’ailleurs mentionné que le
xyloglucoside de phlorétine était méme un substrat plus facilement oxydable par une o-diphénolase
que la phloridzine. Cela pourrait expliquer la prédominance du PXGOP;j dans les jus étudiés dans
notre étude par rapport a la présence du POPj. Néanmoins, il est important d’émettre quelques réserves
concernant cette affirmation puisque dans leurs travaux, ces auteurs ont uniquement tenu compte du
brunissement de la solution pour tirer leurs conclusions et n’ont donc pas considéré les nombreux
produits d’oxydation incolores pouvant se former. En effet, dans leur étude en solution modele a pH
5,5, ils ne se sont intéressés qu’au suivi de 1’absorbance a 420 nm par spectrophotométrie : la (+)-
catéchine et 1’(-)-épicatéchine sont alors apparues comme les substrats les plus facilement oxydables

par I’enzyme.

L’incubation enzymatique de xyloglucoside de phlorétine et d’épicatéchine réalisée dans notre étude

permet de soutenir I’hypothése formulée aprés analyse de la fragmentation en MS" du composé a 870
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Da : puisque le composé se forme dans le milieu, il s’agit bien d’un produit oxydé dérivant d’un

couplage entre un xyloglucoside de phlorétine et une épicatéchine.

La dihydrochalcone apparaissant ici comme le substrat préférentiel de I’enzyme, le mécanisme de
formation proposé en Figure 63, c’est-a-dire [’addition d’une o-quinone de xyloglucoside de

phlorétine sur une unité épicatéchine, semble étre le plus probable.

Si I’on considére a présent les cinétiques de formation des produits colorés, elles se révelent trés
différentes pour le PXGOPj et pour XPL-EC/Ox. En effet, XPL-EC/Ox commence a se former dans le
milieu dés la mise en présence des substrats et sa teneur maximale est atteinte aprés 10 min. Le
xyloglucoside de phlorétine étant totalement consommé apreés 10 min, le composé coloré ne peut des
lors plus se former. On note toutefois une diminution rapide de sa teneur dans le milieu et sa
disparition compléte apres 4 heures d’incubation. Dans les conditions de la solution modéle, XPL-
EC/Ox est donc un produit coloré transitoire. On suppose en effet que ce composé présente un noyau
catéchol libre, celui-ci pourrait donc subir une oxydation supplémentaire dans le milieu, soit en étant
directement la cible de la réaction catalysée par la PPO, soit dans le cadre de réactions
d’oxydoréductions couplées. Il évoluerait ainsi vers un nouveau produit incolore présentant un degré

d’oxydation supérieur.

En parall¢le, la quantité de PXGOPj augmente lentement et continuellement tout au long du suivi
cinétique, cette augmentation se poursuivant bien apres la consommation totale du xyloglucoside de
phlorétine, le substrat dont il dérive. Ceci concorde avec les données de la littérature concernant la
formation du POPj. En effet, I’é¢tude de Guyot et al (Guyot et al., 2007) a mis en évidence, suite a une
incubation en milieu modéle de phloridzine en présence de PPO de champignon, que la formation du
POP;j nécessitait plusieurs étapes successives se déroulant sur plusieurs heures (Guyot, Serrand et al.
2007). Apres une phase de latence, durant laquelle n’intervient aucune réaction d’oxydation, la
phloridzine est hydroxylée en 3-OH phloridzine dont I’oxydation en son o-quinone est catalysée par
I’activité o-diphénolase de la PPO. Cette o-quinone est rapidement transformée en POPi, composé
incolore qui s’accumule dans le milieu jusqu’a étre converti en POPj, cette derniere réaction étant
particuliérement lente. On s’attend dans notre étude a retrouver les mémes mécanismes réactionnels
pour aboutir a la formation du PXGOP]. Pourtant ici, aucune phase de latence n’est clairement notée.
En réalité, I’existence de cette période serait liée au temps nécessaire pour que s’opére la conversion
de la PPO de I’état met en état oxy, seul état structural dans lequel I’enzyme est capable d’exercer son
activité crésolase (monophénolase). Oszmianski & Lee (Oszmianski and Lee, 1991) ont néanmoins
montré que cette latence pouvait significativement diminuer voire disparaitre lorsqu’un substrat o-
diphénolique, et notamment la catéchine ou ’acide chlorogénique, était présent en plus des glycosides
de phlorétine dans le milieu, dés le début de réaction (Oszmianski and Lee, 1991). La réaction

d’oxydation peut alors démarrer sans attendre qu’une quantité suffisante d’o-diphénols soit produite a
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partir des monophénols. Ainsi, la présence d’(-)-épicatéchine dans le milieu d’incubation explique

probablement I’absence notable de phase de latence dans les conditions de notre étude.

L’étape a priori limitante d’hydroxylation du xyloglucoside de phlorétine en 3-hydroxy-xyloglucoside
de phlorétine (3-OH-XPL) devrait donc pouvoir s’opérer trés rapidement. Le chromatogramme d’ion
extrait a m/z = 583, correspondant a la molécule de 3-OH-XPL déprotonée, est présenté en Figure 67A
pour différentes durées d’incubation. Cette espéce intermédiaire est effectivement détectée dans le
milieu tres rapidement apres le début de la réaction enzymatique : le 3-OH-XPL est fortement présent
apreés 2 min d’incubation puis sa concentration dans le milieu diminue progressivement. Le composé
n’est plus détecté aprés 15 min d’incubation, ce qui semble logique puisqu’alors le xyloglucoside de
phlorétine a été totalement consommé par la réaction. Ce 3-OH-XPL, converti en son o-quinone
correspondante, réagit rapidement pour former du PXGOPi incolore (600 Da), comme en attestent les
chromatogrammes d’ion extrait & m/z = 599 en Figure 67 B. Le composé¢ incolore est lui aussi détecté
dans le milieu aprés 2 min d’incubation. Il s’y accumule et atteint une concentration maximale au bout
de 15 min, ce qui correspond a la conversion totale du 3-OH-XPL formé en PXGOPi. La
concentration en PXGOPi diminue ensuite lentement mais continuellement et il n’est plus détecté
aprés plus de 2 heures d’incubation. Cette diminution est a mettre en lien avec la conversion
progressive du PXGOPi en PXGOPj, étape particulierement lente si I’on se référe aux données
disponibles pour la formation du POPj (Guyot et al., 2007). En effet, elle nécessite I’intervention de la
PPO or I’enzyme présente une affinité plus faible pour le PXGOPi que pour le xyloglucoside de
phlorétine, le 3-OH-XPL, et probablement dans notre étude pour 1’épicatéchine. L’enzyme est donc
plus facilement disponible pour cette réaction lorsque tous les autres substrats ont été consommeés.
Notons par ailleurs que le PXGOPj continue a s’accumuler dans le milieu méme apres disparition du
PXGOPi (Figure 66 et Figure 67 B). Ceci est probablement lié au temps nécessaire pour que
I’ensemble des molécules de PXGOPi oxydées présentes dans le milieu subissent 1’addition

nucléophile intramoléculaire indispensable a la formation du colorant.
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Figure 67 - Chromatogrammes d’ions extraits (A) a m/z = 583 pour le 3-hydroxy-xyloglucoside de phlorétine et (B) a
m/z =599 pour le produit d’oxydation incolore du xyloglucoside de phlorétine (PXGOP)), a différents temps
d’incubation

En définitive, cette incubation enzymatique a mis en évidence, conformément a ce que I’on attendait,
que le PXGOP;j se forme selon un mécanisme spécifique et séquentiel similaire a celui rencontré dans

le cas de la formation du POP;.

III. 3. 8. SYNTHESE ENZYMATIQUE EN MILIEU MODELE DE COMPOSES COLORES
ISSUS DE L’OXYDATION DE LA (-)-EPICATECHINE
Les composés de la classe des catéchines sont connus pour étre fortement impliqués dans le
brunissement enzymatique de la pomme et des jus (Nicolas et al., 1994). Ainsi, des variétés plus riches
en catéchines donnent généralement des jus plus colorés (Amiot et al., 1992). Nous avons pu
I’observer dans le cas des jus de Dous Moen, une variété trés riche en catéchines donnant un jus de
coloration orange trés intense. Notre objectif était ici d’explorer en milieu enzymatique modele
I’oxydation de la (-)-épicatéchine, catéchine majoritaire de la pomme. Le but concret de cette étape de
synthese était de disposer en quantité suffisante de molécules jaunes bien caractérisées, représentatives
de I’oxydation de I’épicatéchine afin de pouvoir en étudier les propriétés colorantes et la stabilité¢ par

comparaison avec les molécules issues de I’oxydation des dihydrochalcones (Chapitre IV. ).

L’incubation a été réalisée a pH 5,6 soit proche de celui de I’activité optimale de la PPO de pomme

(Rocha and Morais, 2001; Trejo-Gonzalez and Soto-Valdez, 1991). Un travail antérieur réalisé au
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laboratoire avait permis de préciser les conditions de concentration en substrat et en enzyme
permettant de favoriser la synthése des produits jaunes. Nous ne présentons ici que les résultats de
I’incubation en gros volume (1 litre) mise en ceuvre pour la syntheése réalisée a I’échelle préparative

pour la purification des produits jaunes.

I1I. 3. 8. 1. Analyse en CLHP-DBD-SM du milieu d’incubation
enzymatique de la (-)-épicatéchine

Le profil chromatographique a 280 nm du milieu d’oxydation de 1’épicatéchine par la
polyphénoloxydase obtenu aprés 40 min d’incubation est présenté en Figure 68 A. Il met en évidence
un milieu particuliecrement complexe. Le pic le plus intense, élué a 22,9 min, correspond a
I’épicatéchine résiduelle qui présente un ion pseudo-moléculaire [M-H] a m/z = 289. De nombreux
pics, plus ou moins bien résolus, sont observés: 1’oxydation de la (-)-épicatéchine par voie
enzymatique aboutit donc a la formation d’un grand nombre de produits néoformés. Cela avait déja été
montré dans la littérature lors d’études de I’oxydation en solution modéle de monomeres de flavanols
par la polyphénol oxydase (Guyot et al., 1995; Oszmianski and Lee, 1990), la peroxydase (Weinges et
al., 1972), les deux (Lopez-Serrano and Barcelo, 2002), par voie chimique (Young et al., 1987) ou
encore par autoxydation (He et al., 2009; Sun and Miller, 2003). Les extractions d’ions a m/z = 577,
865, 1153 (CIE non présentés dans ce manuscrit), mettent en évidence la présence de déhydro -
diméres, -triméres et -tétrameres, respectivement. Ces oligoméres correspondent a des
déhydrooligoépicatéchines de type B, molécules incolores, isomeres des procyanidines naturelles de

type B. Ils en différent par la nature et la position de leurs liaisons interflavaniques.
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Figure 68 - Profils chromatographiques a 280 nm (A) et a2 420 nm (B) des produits d'oxydation obtenus aprés
incubation de I'épicatéchine a pH 5,6 en présence de PPO de pomme

Dans le contexte de notre étude, nous nous sommes intéressés plus particulierement au profil
chromatographique a 420 nm du milieu d’incubation qui permet la visualisation des produits jaunes.
Celui-ci se révele également assez complexe. De nombreux pics inclus dans un massif global mal
résolu et de faible intensité sont visibles. Néanmoins, trois composés jaunes se démarquent nettement
par la présence de trois pics intenses clairement majoritaires. Ils sont élués a 20,4 min, 29,5 min et
46,8 min et leurs ions pseudo-moléculaires respectifs [M-H] présentent des rapports m/z de 861, 863
et 575, soit des composés de masses molaires 862, 864 et 576 Da. Dans les conditions d’incubation de
notre étude et en ne considérant que les produits colorés, la réaction d’oxydation de I’épicatéchine
catalysée par la PPO favorise clairement la formation de deux trimeéres et d’un dimére. Le composé a
576 Da laisse penser a une déhydrodi(épi)catéchine de type A semblable a son équivalent

déhydrodicatéchine caractérisée par Weinges (Weinges and Mattauch, 1971) et mentionnée
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notamment par (Callemien and Collin, 2007; Guyot et al., 1996; Lea, 1984; Lopez-Serrano and
Barcelo, 2002). Le chromatogramme d’ion extrait a m/z= 575 (non présenté ici) indique en réalité la
présence de deux dimeres colorés de méme masse. Le second dimére présente un pic fin et peu intense
en CLHP-DBD, il est ¢lué plus tardivement que le premier, a 49,3 min. Sa présence est indiquée sur le
chromatogramme a 420 nm en Figure68 B.

Pour la suite de la discussion, ces dimeres seront décrits par les codes D-576-1 (Tg = 46,8 min)
et D-576-2 (Tg = 49,3 min) tandis que les deux trimeres seront notés T-862 (Tr = 20.4 min) et T-864
(Tr=29.5 min).

En termes de polarité, il faut remarquer que le trimere T-862 est étonnamment plus polaire que
I’épicatéchine puisqu’il est élué plus tot, le trimére T-864 est moins polaire que le premier tandis que
les deux dimeres D-576-1 et D-576-2 sont €lués en fin de gradient et sont donc les plus apolaires des
composés colorés sur lesquels 1’étude a été ciblée. Notons par ailleurs que le trimére a T-862 et le
dimeére D-576-2 présentent tous deux des pics tres fins, trés bien résolus en chromatographie,
contrairement au trimére de T-864 Da et au dimére D-576-1 dont le comportement est assez
différent puisque les pics correspondant sont trés élargis.

En intégrant 1’aire des pics correspondant a ces composés colorés et en calculant le rapport de
ces aires sur ’aire totale des produits jaunes-orangés (380-420 nm), alors on peut estimer que les
trimeres T-862 et T-864 et les diméres D-575-1 et D-575-2 représentent respectivement 3,4 ; 17,8 ;
16,0 et 0,8 % de la « couleur totale » observée sur le chromatogramme moyen pour cette gamme de
longueurs d’onde, dans les conditions d’analyse appliquées. La méme opération a 280 nm indique
qu’ils ne représentent que 1,3 ; 6,2 ; 2,2 et 0,1 % de la fraction phénolique globale. Méme si nous
sommes conscient que cette estimation basée directement sur une absorbance ne peut étre
qu’approximative, on peut penser que les produits colorés formés apparaissent donc faiblement
concentrés dans le milieu d’incubation : les voies réactionnelles d’oxydation de 1’épicatéchine
évoluent principalement vers la formation de produits incolores. Les faibles concentrations associées a
de nombreuses co-¢lutions avec des molécules oxydées incolores rendent le travail de purification de
ces composés colorés difficile. Les mémes contraintes ont été rencontrées lors de la tentative de
purification du composé coloré a 870 Da a partir du mott de Dous Moen. Les difficultés étaient méme
amplifiées dans la mesure ou I’extrait phénolique oxydé issu d’un « vrai» jus de pomme s’avére
nettement plus complexe qu’un extrait résultant de I’oxydation en solution mode¢le d’un seul composé

phénolique.

I11. 3. 8. 2. Comparaison des spectres UV-visible des quatre
composés d’intérét
Les spectres UV-visibles considérés ici sont ceux obtenus pour les composés par le détecteur UV-

visible a barrette de diodes dans les conditions d’analyse chromatographique. Le spectre de la (-)-
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¢épicatéchine est présenté en Figure 69, il présente une seule bande avec un maximum d’absorption a
278 nm. Les spectres UV-visible des composés colorés étudiés (Figure 70) présentent tous cette méme
bande d’absorption vers 280 nm mais a celle-ci s’ajoutent au moins une a deux bandes
supplémentaires dont une est décalée vers les plus fortes longueurs d’onde, dans le visible, t¢émoignant
ainsi que la structure de ces composés s’¢loigne de celle du monomere initial: les étapes d’oxydation,
d’additions et/ou réarrangements éventuels conduisent a la formation de structures dont la conjugaison

est clairement augmentée.

120000

Absorbance (u.a.)

240 340 440 540
Temps (min)

Figure 69 — Spectre UV-visible de la (-)-épicatéchine obtenu dans les conditions d’analyse en CLHP-DBD du milieu
d’incubation enzymatique
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Figure 70 — Spectres UV-visible des diméres D-576-1 et D-576-2 et des deux trimeéres T-862 et T-864 obtenus dans les
conditions d’analyse chromatographique du milieu d’incubation enzymatique de la (-)-épicatéchine en présence d’un
extrait de PPO de pomme.

Si I'on s’intéresse en premier lieu aux deux diméres colorés 576-1 et 576-2, leurs spectres
différent en termes de nombre de bandes, de forme de la bande dans le visible et de maximum
d’absorption. On s’apergoit que les caractéristiques chromatographiques et UV-Visible de ces deux
dimeres sont sensiblement similaires a celles observées par Guyot et al. (Guyot et al., 1995) dans leur
é¢tude des produits de I’oxydation enzymatique de la (+)-catéchine par la PPO de raisin. Ainsi, le
composé 576-1 présente 2 bandes d’absorption, 'une a 279 nm et 1’autre, beaucoup plus large avec un
maximum compris entre 387-396 nm. Le composé 576-2 présente trois bandes d’absorption, dont les
maxima sont de 256 nm, 279 nm dans I’UV et dans une zone élargie entre 374-386 nm dans le visible.
On peut donc supposer que ces deux diméres présentent aussi des caractéristiques structurales proches
voire similaires aux structures dimériques de type déhydrodicatéchines A purifiées, identifi¢es et
publiées ensuite par ces mémes auteurs (Guyot et al., 1996).

Le spectre UV-Visible du trimére T-864 présente en fait beaucoup de similitudes avec celui du
dimere D-576-2 (Figure 70) tandis que le spectre du trimeére T-862 est lui trées semblable a celui du
dimere D-576-1. On peut donc en conclure que le motif moléculaire directement responsable de la
couleur ( « chromophore » de la molécule) est vraisemblablement le méme pour ces deux couples de

produits d’oxydation pourtant dans deux états de polymérisation différents. En revanche, les deux
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trimeres, entre eux, possédent des spectres bien différents : le T-862, avec sa large bande dans le
visible présentant un maximum d’absorption entre 398 et 408 nm, correspond a un produit beaucoup
plus jaune-orange que le trimére T-864, dont la bande dans le visible culmine & 376-387 nm et

présente une pente plus forte, ce qui correspond a une teinte jaune plus pure et plus brillante.

III. 3. 8. 3. Purification des produits par CLHP a I’échelle semi-
préparative
Il ne nous a pas été possible d’obtenir ces dimeéres en quantité suffisante ou sous une forme
suffisamment stable pour en réaliser I’analyse RMN approfondie permettant d’accéder aux structures
des composés. En particulier, le produit D-576-1, pourtant présent en concentration relativement
¢levée dans le milieu d’incubation, s’est avéré trop instable lors du travail de purification pour en
disposer sous forme suffisamment pure pour une analyse RMN pertinente. Nous avons donc concentré
nos efforts de purification sur les deux trimeres T-864 et T-862. La Figure 71 présente les
chromatogrammes a 280 nm et a 420 nm des fractions contenant les deux trimeres purifiés T-864 et T-
862. La comparaison avec le chromatogramme a 280 nm du milieu d’incubation initial nous permet de
constater le degré élevé de purification atteint pour les deux composés, méme si des contaminants
visiblement mineurs apparaissent encore sous la forme de petits pics a proximité de la base du pic
principal. Sur ces considérations, les niveaux de pureté chromatographique mesurés sur le

chromatogramme a 280 nm ont été jugés suffisants pour entreprendre des analyses en RMN.
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Figure 71 — Chromatogrammes CLHP a 280 nm (A1, B1) et a 420 nm (A2, B2) des fractions purifiées contenant les
deux triméres T-864 (A) et T-862 (B)

I11. 3. 8. 4. Analyse RMN 'H et *C des produits colorés issus de

I’oxydation enzymatique de la (-)-épicatéchine en solution modele

T-864, Déhydrotri(épi)catéchine de masse molaire 864 g.mol™ ([M-H], m/z 863)

L’analyse RMN mono et bidimensionnelle du 'H et du "°C et Iinterprétation des spectres (‘H, "°C,
COSY, HMQC et HMBC) nous a permis de proposer la structure présentée en Figure 72. Les

attributions des signaux du spectre du proton et du carbone correspondant a la molécule sont listées
dans le Tableau 10.
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Figure 72 - Structure proposée pour la déhydrotri(épi)catéchine de type A de 864 Da.

Les points clés de I’analyse structurale qui ont permis de proposer cette structure sont les suivants :

- Distinction des 3 carbones en position 8a: L’attribution des signaux des 3 carbones en

position 8a pour chacun des 3 motifs catéchiques est essentielle. En effet, si ’on considére les
3 noyaux phloroglucinols A, D et G, on s’apergoit que, pour chacun, lI’environnement
atomique immédiat du carbone en position 8a est trés proche de celui des carbones en
positions 5 et 7 (ces deux derniers sont liés d’une part a un atome d’oxygene phénolique, et
d’autre part a deux carbones aromatiques). Leurs déplacements chimiques sont proches, dans
la fourchette 150-160 ppm. Ainsi, le seul moyen de distinguer avec certitude chaque carbone
en position 8a est d’observer, sur le spectre HMBC, le pic de corrélation entre le carbone en
position 8a et le proton en position 2 (couplage *J via I’époxy). Cette corrélation a été

observée sans ambiguité pour les trois carbones 8a.
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Tableau 10 - Attributions 'H et '*C de la déhydrotri(épi)catéchine de type A de masse molaire 864 Da

Déplacement chimique Déplacement chimique Constante
Position " | Multiplicité
du ~C (ppm) * du 'H (ppm) de couplage (Hz)
Ada 100.9
AS 157.2
A6 97.8 6,05 s
A7 155.7
A8 109.6
A8a 153.5
B1' 92.2
B2 41.5 2,26 d 12,6
- - 3,15 d 12,6
B3' 96.2
B4' 193.6
BS' 110.9 6,15 s
B6' 167.3
c2 81.1 4,19 d 2,8
C3 70.3 5,02 ddd
C4 253 2,6 dd 18,419
- - 3,12 dd 18,4;7.8
D4a 103.8
D5 165.8
D6 92.9 6,09 S
D7 166.4
D8 106.8
D8a 155.9
El' 133.2
E2' 116.2 7,06 d 2.0
E3' 146,7 ou 146,8
E4' 146,7 ou 146,9
ES' 116.9 6,82 d 8,2
E6' 120.4 6,93 dd 8,2;2.0
F2 80.9 5.27
F3 67.8 4,26 m
F4 29.8 2,84 dd 16,522
- - 3,27 dd 16,5;4,3
G4da 100.8
G5 158.7
G6 96.9 5,95 d 2,4
G7 158.1
G8 97.5 6,15 d 2,4
G8a 159
HI1' 131.9
H2' 116.4 6,94 s
H3' 145.5
H4' 145.5
HS' 120 6,43 S
Heo' 124.4
12 78.5 4.4
13 66.4 3,72 m
14 30.1 2,29 dd 16,7 ;4,9
- - 2,56 dd 16,7 ;?
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s: singulet; d: doublet; dd: doublet de doublet; ddd: doublet de doublet de doublet; m: multiplet.

*Les valeurs des déplacements chimiques en '*C ont été obtenues en ajustant le '°C du méthanol a 49,9 ppm.

- Caractérisation des 3 systémes C6-C3-C6 : Sur la base de 1’identification des 3 carbones 8a, il

est ensuite possible d’€lucider séparément les trois motifs structuraux C6-C3-C6
correspondant a la structure classique des flavonoides (ici de type flavanol). En premier lieu,
les carbones 8a occupent une position assez centrale dans les motifs de type
dihydrobenzopyranes, ce qui permet 1’observation de corrélations stratégiques sur les spectres
HMBC. Ainsi, apres Dattribution de corrélations protons avec les carbones 8a, I’observation
des systémes de couplage proton-proton aliphatiques CH-CH-CH,- en position 2, 3 et 4 sont
possibles. On peut ainsi montrer que les 3 systémes dihydrobenzopyranes (cycles A-C, D-F et
G-I) sont bien présents dans la structure. Ensuite, ces derniers sont distingués les uns des
autres par I’observation des signaux des protons et des carbones des cycles B, E, et H en
corrélation avec les signaux du proton et du carbone en position 2. Ainsi, les cycles E et H
sont aisément identifiés comme des noyaux catéchols tels que présents dans la structure de
I’épicatéchine. Ils se distinguent 1’un de ’autre par le systéme de protons : le cycle H montre
seulement 2 protons 2’ et 5’ apparaissant comme deux singulets tandis que le cycle E montre
un systéme de couplage classique a 3 protons en position 2’ (doublet), 5’ (doublet) et 6’
(doublet de doublet) tel que présent dans la structure de 1’épicatéchine. Le cycle B se distingue
aisément des cycles E et H car il a n’a plus une structure de type catéchol : on y détecte en
revanche un signal correspondant a un —CH, en position 2’ ainsi qu’un carbone trés déblindé
en position 4’ en accord avec une fonction cétone conjuguée. Un proton singulet est observé
en accord avec un positionnement en 5’du cycle B.

- Liaisons entre les 3 systémes C6-C3-C6: Enfin, un dernier point clé est la détermination des

positions des liaisons interflavaniques entre les 3 unités catéchiques.

Liaison entre les carbones 6’ et 8 des cycles H et cycles A : L’implication de la position 6’

dans la liaison avec le cycle H ne pose pas de probléme particulier d’identification. En effet,
I’absence de proton en 6’ qui en résulte est en accord avec le systéme de deux singulets discutés
ci-dessus pour ce cycle. Toute autre position pour cette liaison ne permettrait pas d’avoir un tel
systéme de protons sur le cycle H. En revanche, la position de I’autre extrémité est moins simple a
valider car la possibilité d’une liaison en 6 sur le cycle A n’était a priori pas exclue. Cette question
a pu étre résolue en observant le spectre HMBC: le carbone 5 du cycle A, préalablement attribué
par une corrélation avec les protons 4 du cycle C, est aussi fortement vu par un proton singulet
attribuable a la position 6 du cycle A. Ce méme proton 6 a aussi des corrélations fortes avec les
carbones en position 7, 8 et 4a du cycle A. En conséquence, la liaison du cycle H ne peut se faire

qu’en position 8 du cycle A.
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Liaison entre les carbones 6’ et 8 des cycles B et D : le raisonnement est ici le méme que celui

décrit précédemment. L’observation du spectre HMBC montre que le carbone 5 du cycle D,
préalablement attribué par une corrélation avec les protons 4 du cycle F, est aussi vu par un proton
singulet attribuable sans ambiguité a la position 6 du cycle D. Seule la position 8§ est disponible

pour la liaison avec le cycle B.

»  T-862, Déhydrotri(épi)catéchine de masse molaire 862¢.mol™ (IM-H], m/z 861)

L’analyse RMN mono et bidimensionnelle du 'H et du "°C et I’interprétation des spectres (‘H, °C,
COSY, HMQC et HMBC) nous a permis de proposer la structure présentée en Figure 73. Les
attributions des signaux du spectre du proton et du carbone correspondant a la molécule sont

listées dans le Tableau 11.

Figure 73 - Structure proposée pour la déhydrotri(épi)catéchine de type A de 862 Da.

La structure proposée présente beaucoup de similitudes avec celle du trimére de 864 Da discutée
précédemment et [’argumentation des attributions des signaux RMN est donc, pour beaucoup,
similaire a celle décrite ci-dessus. Par exemple, I’attribution des 3 carbones C8a est ici aussi confirmée
par ’observation des corrélations avec les protons en position 2 au travers de I’oxygene de la fonction
époxy. La molécule présente cependant une structure différente par la présence de deux fonctions
cétones conjuguées sur le cycle B, comme le montrent les déplacements chimiques trés élevés pour les
carbones C3’-B et C2’-B, respectivement a 180.6 et 194.4 ppm. Les positions de ces deux fonctions

sont argumentées par 1’observation des taches de corrélation des protons 2’ du cycle B avec les 2
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cétones ainsi qu’avec le carbone en position 2 du cycle C. Une tache de corrélation entre le singulet 5’
du cycle B et le carbone en position 8 du cycle D est également observée.

L’autre différence majeure, qui explique notamment 1’écart de 2 unités de masse entre les
deux structures (862 au lieu de 864 Da), réside dans la formation d’une liaison supplémentaire de type
C-C biaryle entre le noyau E et le cycle G. La position en C6’ sur le cycle G est avérée par
I’observation des protons 2’ et 5°, tous deux singulets et donc positionnés en para 1’un par rapport a
I’autre. Toute autre position pour cette liaison ne permettrait pas d’avoir un tel systéme de protons sur
le cycle E. Pour I'autre extrémité, la position en 8 plutdt qu’en 6 sur le noyau G est avérée en
observant le spectre HMBC: le carbone 5 du cycle G, préalablement attribué par une corrélation avec
les protons 4 du cycle I, est aussi vu par un proton singulet attribuable sans ambiguité a la position 6

du cycle G.

Tableau 11 - Attributions "H et *C de la déhydrotri(épi)catéchine de type A de masse molaire 862 Da

Déplacement

Déplacement chimique Constante de couplage

Position du BC (ppm) * chimique du 'H Multiplicité (Hz)
(ppm)

Ada 101.4

A5 1584

A6 97.8 6,09 S

A7 156.1

A8 109.1

A8a 152.7

B1' 92.4

B2' 49.1 2,87 ~d 14,5
- - 4.5 d 14,5

B3' 180.6

B4' 1944

B5' 1194 6,27 s

B6' 1654

C2 79.6 3.46

C3 63.8 4,53 dd 2,2;3,9

C4 31.6 2,71 dd 16,9 ;4,5
- - 2,87 dd 16,9 ;?

D4a 104.8

D5 166.9

D6 92.5 6,05 S

D7 166.8

D8 105.5

D8a 158.5

El' 131.8

E2' 117.8 7,83 S

E3' 146.3

E4' 147.2

ES' 1204 6,91 S

E6' 130.2

F2 79.2 4.7

F3 66.8 4,42 dd 42;1,9
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F4 33 2,66 dd 17;45

- - 2,77 ddd 172

Gda 100.8

G5 1576

G6 96.1 5,98 s

G7 155.5

G8 109.7

G8a 156.1

HI' 133

H2' 117 6,90 s

H3' 1462

H4' 1475

HS' 12222 6,36 s

H6' 122.8

2 78.9 43

3 65.4 3,83 dd 42322
14 29.8 2,23 dd 16,6 ;4,4
- . 2,56 ddd 16,7 ;2

s : singulet ; d : doublet ; dd : doublet de doublet ; ddd : doublet de doublet de doublet.

*Les valeurs des déplacements chimiques en ">C ont été obtenues en ajustant le 8'°C du méthanol & 49,9 ppm.

En conséquence, la liaison du cycle E ne peut se faire qu’en position 8 du cycle G. La
cyclisation de la molécule par une liaison entre les cycles E et G est confirmée par 1’observation de
deux taches de corrélation du carbone 8 du cycle G avec deux protons du cycle E : 'une forte avec le
proton 5’ et 'autre faible avec le proton 2’. On souligne que cette liaison cyclisante confére a
I’ensemble de la molécule une structure de type « couronne » en formant un « macrocycle ».

Enfin, on note que trois signaux du spectre du "’C apparaissent dédoublés. Ces signaux
correspondent tous a des carbones du cycle B: ceux des cétones B3' et B4' a 180.6 et 194.4 ppm, ainsi
que le carbone quaternaire B1' a 92.4 ppm. Cela suggere la possibilité de I’existence de deux formes
isomeres. 1l est vrai que le carbone B1’ est un nouveau carbone asymétrique cré¢ lors de la synthése de
cette déhydrotri(épi)catéchine. Il pourrait étre a I’origine de 1’existence de deux formes isomeéres dans
la fraction purifiée. Cela pourrait d’ailleurs expliquer I’épaulement observé au niveau du
pic chromatographique obtenu en phase inverse pour le composé (Figure 74). En effet, le spectre UV-
visible et 1’ion pseudo-moléculaires restent les mémes tout au long de 1’élution du pic malgré cet
épaulement marqué, il pourrait donc s’agir d’une co-élution des deux isomeéres qui, s’ils existent bien,
ne pourraient étre séparés en chromatographie que sur des phases stationnaires adaptées de type phases

chirales.
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Figure 74 — Chromatogramme a 420 nm de la fraction purifiée obtenue pour la déhydrotri(épi)catéchine de type A de
862 Da

= Meécanismes proposés pour la formation des deux déhydrotri(épi)catéchines jaunes.

La Figure 75 propose un mécanisme général pour la formation des deux

déhydrotriépicatéchines de type A de masses molaires 864 et 862 Da dont les structures ont été

identifiées par RMN.

La (-)-épicatéchine (1) étant substrat de la polyphénoloxydase de la pomme, on admet que la
premicre espece formée dans nos conditions d’oxydation est I’o-quinone de (-)-épicatéchine (2). Celle-
ci peut en partie évoluer vers des formes radicalaires de type semi-quinones par réaction de
dismutation inverse (Guyot et al., 1996). o-Quinones et/ou semi-quinones de catéchines peuvent se
dimériser par couplage oxydatif pour conduire a la formation de déhydrodimeéres présentant des

structures de type biphényle ou biphényle éther nommées déhydrodicatéchines de type B (Weinges et
al., 1972).
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Figure 75 — Mécanisme de formation des dehydrotriépicatéchines de type A, priorité au réarrangement intramoléculaire apreés la dimérisation
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Dans le schéma réactionnel qui nous concerne ici, 1’o-quinone d’épicatéchine, espece
fortement électrophile, réagit au niveau de la position 8 nucléophile du noyau phloroglucinol d’une
molécule d’épicatéchine non oxydée, selon une réaction d’addition de type Michael 1,4. Cela conduit a
la formation de (3) correspondant a la déhydrodi(épi)catéchine B4, analogue de la déhydrodicatéchine
B4 identifiée a l’origine par Weinges et Huthwelker (Weinges and Huthwelker, 1970). Cette
déhydrodicatéchine incolore peut étre oxydée, probablement par un mécanisme d’oxydoréduction
couplée avec une o-quinone d’épicatéchine pour conduire a 1’o-quinone intermédiaire (4). Celle-ci
peut se stabiliser en donnant le composé (5) par une addition de Michael 1,4 intramoléculaire. Ce
composé est en équilibre céto-énolique a priori en faveur de la structure (6) qui correspond a une
structure dicétonique cyclique, - éthylénique conjuguée avec un noyau aromatique. Cette structure
(6) correspondrait au dimére jaune 575-1 et serait un intermédiaire réactionnel commun dans la

synthése des deux triméres jaunes de masse molaire 864 et 862 Da:

- Voie A (Figure 75), formation de la déhydrotri(épi)catéchine de 864 Da : le dimére 6

subit une étape de cyclisation conduisant a la formation d’une fonction hémiacétale a la place d’une
des deux fonctions cétones pour former une déhydrodi(épi)catéchine A (7). Celle-ci correspond a
I’exact analogue « épi» de la déhydrodicatéchine A décrite comme un produit de 1’oxydation de la
(+)-catéchine par une peroxydase de raifort (Weinges and Mattauch, 1971) ou une polyphénoloxydase
de raisin (Guyot et al., 1996). Cette molécule correspond trés probablement au dimére 575-2 décrit
précédemment. On rappelle que ce dimere présente une bande spectrale moins large et décalée vers les
plus petites longueurs d’onde par rapport au dimeére 575-1, ce qui nous semble en cohérence avec la
disparition de la fonction cétone et son remplacement par une fonction hémiacétale. Enfin, dans une
derniére étape, la molécule (7), par la position 8 de son noyau A phloroglucinol, vient s’additionner
par réaction de Michael 1,4 sur le noyau o-quinone d’une nouvelle molécule d’épicatéchine oxydée
pour conduire a la liaison biphényl entre les noyaux A et H pour former le composé (8) correspondant
a la déhydrotri(épi)catéchine de 864 Da. Cette structure avait été caractérisée en milieu synthétique par

(He et al., 2009).

- Voie B (Figure 75), formation de la déhydrotri(épi)catéchine de 862 Da : dans ce cas, la

molécule (6) vient d’abord s’additionner par réaction de Michael 1,4 sur le noyau o-quinone d’une
nouvelle molécule d’épicatéchine oxydée pour conduire a la liaison biphényl entre les noyaux A et H,
de la méme facon que pour la dernicére étape décrite ci-dessus, pour former la molécule (9). Cette
derniére subit une nouvelle étape d’oxydation conduisant & une o-quinone intermédiaire (10) qui se
stabilise par une nouvelle addition intramoléculaire de type Michael 1,4 pour former un autre motif
biphényl, cette fois entre les noyaux E et G. Le trimére (11) ainsi formé correspond bien a la structure

de déhydrotri(épi)catéchine de 862 Da identifiée par RMN. La présence du motif de type double
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cétone a-fB éthylénique sur le noyau B, conjuguée avec le noyau D, est en accord avec les
caractéristiques UV-visible de ce trimere jaune intense. Un tel trimére cyclisé a été mis en évidence

par (Uchida et al., 2016).

- Autres voies possible viag la formation d’un trimére incolore évoluant ensuite vers des formes

aunes

Nous rappelons que ’observation du chromatogramme a 280 nm du milieu d’oxydation de la
(-)-épicatéchine révélait la présence de nombreux produits d’oxydation incolore et 1’analyse par
spectrométrie de masse indiquait que certains d’entre eux correspondaient a des trimeres de masse
moléculaire 866 Da (résultats non présentés dans ce manuscrit). Certains de ces triméres incolores, en
particulier ceux présentant des liaisons interflavaniques de type biphényl, seraient des
déhydrotri(épi)catéchine de type B qui pourraient subir de nouvelles oxydations pour conduire in fine
aux déhydrotri(épi)catéchines de type A T-864 et T-862. Cette alternative réactionnelle que nous

faisons démarrer a partir de la déhydrodicatéchine B4 est illustrée en Figure 76.
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III. 4. CONCLUSION

Une premiere caractérisation globale de jus de pomme par profilage en CLHP-DBD-SM a mis en
¢vidence la présence de deux types de molécules colorées : des tannins oxydés colorés et des
composés peu tannants de polarités variables. D’autre part, des approches par spectrométrie de masse
ont permis de confirmer la présence de POPj dans les jus de pomme, qui n’avait jusqu’alors jamais été
détecté, et surtout d’identifier le PXGOP;, plus représenté que le POPj et dérivant de I’oxydation du
xyloglucoside de phlorétine. Un composé¢ coloré de 870 Da peu tannant et faiblement polaire a
¢galement ét¢ purifié a partir d’un jus oxydé trés coloré et une hypothése de structure a pu étre
formulée. La pureté obtenue était insuffisante pour confirmer cette hypothése par RMN mais une
approche par incubation enzymatique en solution modéle a permis de valider le mécanisme
moléculaire proposé. Ainsi, il s’agirait d’un pigment hétérodimére, noté EC-XPL/Ox, résultant d’un
couplage oxydatif entre un flavan-3-ol, 1’(-)-épicatéchine, et une dihydrochalcone, le xyloglucoside de
phlorétine. Enfin, deux déhydrotriméres de (-)-épicatéchine colorés susceptibles de se former dans les
jus ont été synthétisés par voie enzymatique en solution modele. Ces composés ont ensuite €té purifiés
et caractérisés par RMN. Bien que leur présence dans les jus de pomme soit vraisemblable, ces

espéces n’y ont pas été détectées directement sous cette forme.

Pour conclure, nous nous sommes intéressés dans la premicre partie de ce travail a I’identification des
molécules impliquées dans la couleur des jus de pomme. La seconde étape de cette étude se focalise
davantage sur la compréhension de la modulation de la couleur en fonction des paramétres physico-

chimiques du milieu.
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IV. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT PHY SICO-CHIMIQUE DU MILIEU
SUR L’EXPRESSION DE LA COULEUR DES CHROMOPHORES DES JUS

DE POMME

IV. 1. Impact du processus fermentaire sur I’expression de la couleur
des jus

Ce second volet de 1’étude s’intéresse a I’influence de 1’environnement chimique sur I’expression de la
couleur des molécules phénoliques jaunes et/ou oranges formées au cours de la production des jus de
pomme. Considérant la technologie cidricole, la production de cidre nécessite une étape fermentaire
susceptible d’influencer la couleur initiale des jus. Pour évaluer cet impact, les quatre jus oxydés de
Guillevic, Dous Moen, Marie Ménard et Petit Jaune, dont la composition en polyphénols natifs et les
profils en composés colorés ont été déterminés dans la premiére partie de ce travail (Erreur ! Source du
renvoi introuvable.), ont ét¢ mis en fermentation. Afin de limiter les variations liées aux jus de
pommes issus de quatre variétés différentes et de pouvoir comparer 1’évolution de leur couleur au
cours du processus fermentaire, des traitements ont été préalablement réalisés sur les mofts. En effet,
pour une fermentation optimale, il faut permettre la croissance et la multiplication de levures or pour
cela, ces derniéres ont besoin de puiser certaines ressources, certains nutriments indispensables pour

leur survie dans le milieu environnant (en I’occurrence ici, le mott de pomme).

L’azote se révele étre généralement le nutriment le plus limitant dans les motts de pomme, il joue un
role essentiel dans la cinétique fermentaire. Les concentrations en azote assimilable peuvent varier
significativement selon les variétés de pommes utilisées car elles sont influencées par différents
facteurs (géographie, conditions de culture des pommiers, maturité des fruits, ...). Si I’on se référe aux
dosages d’azote total et d’acides aminés réalisés sur les mémes jus oxydés non enzymés (source :
rapport de stage M2, Millet, 2013), le jus de Guillevic apparait comme le produit le plus riche en
matiéres azotées. Dans les jus destinés a la réalisation de boissons fermentées, 1’azote assimilable par
les levures se trouve souvent sous la forme d’acides aminés. Les motts de Dous Moen, Marie Ménard,
Petit Jaune ont donc été¢ supplémentés en asparagine (principal acide aminé dans les jus de pomme)

afin de tous les amener a la méme teneur en azote assimilable que le moftt de Guillevic.

Une concentration minimale en O, dissous est également nécessaire pour assurer un démarrage correct
de la croissance des levures : cette consommation d’oxygene est principalement dédiée a la synthése
de stérols et de composés lipidiques qui servent de constituants membranaires. Ainsi, cela permet
d’assurer un bon maintien de 1’intégrité cellulaire et donc in fine une bonne viabilité des levures en fin

de fermentation. Les quatre mots oxydés, apres stérilisation sur filtres liquides, ont été totalement
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désoxygénés (<1 ppm) puis tous rapportés au méme niveau d’oxygene dissous par injection d’air

stérile.

Pour chacun des quatre jus, trois réplicats de 700 mL ont été répartis dans de petits fermenteurs
adaptés et stérilisés, connectés a une canalisation de N, pour éviter toute infiltration d’oxygene. Les
fermentations ont ¢été démarrées en inoculant les quatre molts avec la souche de levures
Saccharomyces uvarum 73 (souche déposée et identifiéee comme CLIB399 au sein du Centre
Internationale de Ressources Microbiennes — Levures). Des suivis réguliers de biomasse levurienne et
de masses volumiques des échantillons prélevés ont permis de s’assurer que ces fermentations « a
petite échelle »se déroulaient de fagon classique (données non présentées dans le manuscrit). Un
premier arrét de fermentation a été réalisé au bout de 37 jours pour deux réplicats de chaque jus oxydé,
puis un arrét tardif a été observé aprés 3 mois de fermentation pour les derniers échantillons. Tout au

long de ce processus fermentaire, des suivis colorimétriques et analytiques ont été réalisés.

sk

La Figure 77 présente I’évolution des parameétres colorimétriques C* (Chroma) et h (angle de teinte)
durant les 25 premiers jours de fermentation. Les suivis de masse volumique ont été réalisés en
paralléle et la durée de 25 jours a été choisie car elle correspond au délai de stabilisation de la masse

volumique de la variété¢ Guillevic.

C* est le paramétre le plus impacté au cours de la fermentation des jus, en particulier pour les variétés
Dous Moen et Marie Ménard dont les intensités colorantes initiales sont assez fortes (valeurs autour de
80) et qui atteignent finalement des valeurs comprises entre 60 et 70. Pour la variété Guillevic, la
composante quantitative C* de la couleur,initialement proche de 25, diminue jusqu’a atteindre une
valeur de 10 ce qui, au sein de I’espace couleur CIE L* C* h, tend vers un produit incolore. Le jus de
Petit jaune présente une situation intermédiaire avec une valeur initiale de 40 et une valeur finale de
30. L’angle de teinte est trés légeérement modifié : il augmente légérement ce qui correspond a un
déplacement vers une teinte plus jaune pour les jus de Dous Moen et Marie Ménard et jaune-vert pour
ceux de Guillevic et Petit jaune. 1l est a noter que le paramétre h évolue peu pour le jus de Guillevic :il
présente initialement un angle de teinte dont la valeur est déja assez élevée. Le parametre de
luminance n’est pas présentg ici car il évolue a peine au cours de la fermentation, on peut simplement

souligner une augmentation Iégere et continue de la valeur de L* pour les 4 mofts.
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Figure 77 — Evolution des parameétres colorimétriques C* (Chroma) et h (angle de teinte) au cours de la
fermentation des quatre jus de pomme.oxydés

Tracé noir : Dous Moen
Tracé orange : Guillevic
Tracé bleu : Marie Ménard
Tracé violet : Petit Jaune
Pour chaque jus, trois réplicats ont été mis en fermentation.

La fermentation fait donc évoluer la couleur globale d’un moit de pomme : C* étant le paramétre
colorimétrique le plus impacté d’apres notre étude, cela setraduit pour 1’observateur par une baisse
d’intensité colorante percue pour les quatre produits. Ces observations sont en accord avec les travaux
de Lea et Drilleau (Lea and Drilleau, 2003) qui constataient une diminution d’environ 50% de la
couleur suite a la fermentation. Le travail réalisé ici apporte des précisions supplémentaires sur

I’impact de cette étape technologique sur les différentes composantes de la couleur (L*, C* et h).

La mise en fermentation a également été prolongée jusqu’a 3 mois sur les mémes modits. A
I’ évidence, les résultats obtenus sont similaires a ceux décrits précédemment mais il convient de noter
que les effets sont 1égérement accentués apres cette durée. Le Tableau 12 présente 1’écart de couleur
AE obtenu pour chaque jus entre le point de départ de la fermentation et le point final. On observe des
AE du méme ordre de grandeur pour les jus issus de variétés acidulées comme Guillevic et Petit
Jaune, les deux produits les moins colorés de I’étude. Les deux jus produits a partir des variétés amere
et douce-amere (a savoir, Dous Moen et Marie Ménard) connaissent un impact plus fort du processus
fermentaire sur 1I’expression de leur couleur (valeurs de AE presque deux fois plus élevées que pour les
deux jus plus pales). Le rendu visuel de ces écarts de couleur pré- et post-fermentation est illustré sur

la photographie présente en Figure 78.

Tableau 12 — Ecarts de couleur AE et évolution des paramétres colorimétriques aprés 3 mois de fermentation
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Durée de

Variété . L* C* h AE
fermentation
Avant 96.5 26.8 101.2
levi 14,
Guillevic—\ res3mois 959 12.1 95.7 ?
Avant 90.5 418 89.1
Petit 16.
elit Jaune 1 res3mois 925 252 92.4 68
Dows Avant 81.9 84.3 82.7 Yo
OUS O Aprés3mois  88.0 56.4 89.1 '
Marie Avant 80.6 83.2 79.8 260
Ménard Aprés 3 mois 86.3 57.5 84.1 '

Figure 78 - Photographie illustrant I’évolution de la couleur des jus de pomme avant (1) et aprés (2) 3 mois de
fermentation.

La Figure 79 met en évidence que les composés colorés donnant des pics bien résolus sur les
chromatogrammes a 420 nm (molécules colorées peu tannantes, repérées dans les jus de pommes, cf.

III. 3. 2.) tendent a disparaitre apres trois mois de fermentation.
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Figure 79 — Profils chromatographiques a 420 nm des extraits polyphénoliques issus des jus de pomme avant

fermentation (tracé noir) et aprés 3 mois de fermentation (tracé rouge).
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Lors de I’analyse des différents jus (IIL. 2. 4. 1. ), il a ét¢ montré que les compositions en molécules
phénoliques colorées étaient tres différentes entre les échantillons : les jus des variétés Dous Moen et
Marie Ménard se sont révélés bien plus riches en composés tannants colorés que Petit Jaune, et le jus
de Guillevic présente un profil particulier sans catéchines. Apres fermentation, les jus de Dous Moen et
Marie Ménard présentent les plus grandes variations du parametre C*. La diminution marquée de C*
pourrait alors s’interpréter comme une diminution de la quantité de pigment. Des études antérieures
dans le modele vin ont montré que certains polyphénols (notamment des tannins condensés et des
anthocyanes) étaient susceptibles de s’adsorber sur les lies des levures mortes, engendrant une
diminution de ces molécules dans le mott (Lopez-Toledano et al., 2004; Mazauric and Salmon, 2005;
Mekoue Nguela et al., 2015; Morata et al., 2016). Il est probable que de telles interactions puissent
aussi se produire dans le modé¢le cidreet cela expliquerait alors en partie la perte de couleur observée
pour les jus de Marie Ménard et Dous Moen. Néanmoins, la fermentation est un processus complexe
qui meéne a une évolution de la composition du milieu. Plusieurs paramétres physico-chimiques sont
susceptibles d’étre modifiés comme, par exemple, le pH ou le potentiel rédox. L’évolution de ces
paramétres pourrait jouer un réle important dans la perte de couleur. Akin a en effet montré que le pH
diminuait en début de fermentation alcoolique (sur un modele mott de raisin) et Lea et Drilleau (Lea
and Drilleau, 2003) (sur un modg¢le cidre) ont pour leur part proposé que le fort pouvoir réducteur des
levures générait une perte de chromophores par transformation de molécules colorées vers des formes

incolores.

L’étude de I’impact de la fermentation sur la couleur des moiits telle qu’elle est présentée dans ce
manuscrit reste treés descriptive. Néanmoins, afin d’approfondir I’hypothése d’un collage éventuel de
composés colorés sur les lies, les culots de levures obtenus en fin de fermentation ont été conservés et
conditionnés pour des analyses ultérieures. L’¢étude de ces culots nécessitera un développement
méthodologique pour permettre 1’accés aux informations structurales des composés phénoliques
colorés éventuellement adsorbés sur ces lies. Dans le cadre de ce travail, la suite de I’étude s’est
focalisée sur les deux autres hypothéses mentionnées, c¢’est-a-dire le role éventuel de variations de pH
et de potentiel rédox sur la modulation de la couleur exprimée. L’impact de ces paramétres a été
évalué en milieu synthétique, en se focalisant sur deux « chromophores modé¢les » des jus de pommes,

appartenant a deux classes de polyphénols différentes :
- le POPj dérivant d’une dihydrochalcone
- une déhydrotriépicatéchine DTEC_864 dérivant de flavanol.

Ces composés ayant été purifiés au cours des travaux présentés au Chapitre IlI. , ils étaient disponibles

en quantité suffisante pour réaliser ce volet de 1’étude.
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IV.2. EVALUATION DE L’EFFET DU PH SUR LE POPJ ET LA DTEC 864 DE
TYPE A, DEUX CHROMOPHORES PHENOLIQUES CHOISIS COMME PIGMENTS

MODELE DES JUS DE POMME

IV.2. 1. INTRODUCTION
Le pH est un parametre physico-chimique a considérer lors de 1’étude des systémes aqueux. Dans les
matrices alimentaires comme les boissons a base de plantes ou de fruits, la valeur du pH dépend
fortement des matiéres premicres utilisées. Ainsi, le pH des moits de pomme a cidre dépend
notamment de la variété des pommes utilisées et peut étre compris entre 3,2 et 4,5 (Base de données
interne de ’'UMT Novacidre). En outre, les processus biochimiques qui se déroulent au cours des
procédés de transformation des produits alimentaires impliquent souvent des modifications de pH du
milieu. Cela génere des protonations et déprotonations susceptibles d’influencer 1’état des
biomolécules présentes. Des travaux en solution modele ont montré que des changements de pH
aboutissaient a la formation de molécules plus ou moins colorées. Il faut toutefois souligner ici que le

pH peut jouer également un réle primordial concernant la stabilité et 1’expression de la couleur déja

formée.

Si I’on considére, par exemple, les processus fermentaires, il est mentionné dans la littérature que
beaucoup de microorganismes, et notamment les levures, acidifient le milieu externe (Sigler,
2013(Akin, 2008)). Dans un mod¢le de moft de raisins, Akin (Akin, 2008) a montré que le début de
fermentation alcoolique était en effet toujours marqué par une chute de pH concomitante avec la
croissance de la biomasse levurienne et la consommation de 1’azote. Une remontée de pH était ensuite
notée en fin de fermentation. Selon I’auteur, la baisse de pH est liée a ’assimilation des sources
azotées par les levures donc leur métabolisme serait directement responsable de cette acidification du
milieu. L’étude présentée en IV. 1. a montré que la couleur des jus de pomme était modifiée et perdait
en intensité au cours de la fermentation. Certains composés colorés initialement présents disparaissent.
Parmi les hypothéses émises pour expliquer cette perte de coloration, on doit donc également

envisager un possible effet de la variation du pH sur I’expression de la couleur des mofits.

Plus généralement, lorsque I’on s’intéresse aux polyphénols et a la couleur exprimée par certaines de
ces molécules, le pH est un parameétre physico-chimique du milieu qu’il est indispensable d’examiner.
Concernant les variations de couleur au sein de cette famille de composés, le cas des anthocyanes est
le plus probant : leur couleur est étroitement liée au pH du milieu environnant. En effet, le cation
flavylium rouge, qui est I’espece prédominante a pH acide, coexiste a I’équilibre avec d’autres formes
que sont les bases quinonoidales bleu-violet, les formes hémi-acétaliques B incolores et les chalcones
jaunes pales. Les changements des rapports entre ces différentes formes provoquent alors une
modification de la couleur du mélange (pour revue, Pina et al., 2012). En raison de ces propriétés, les

anthocyanes sont qualifiées de composés halochromiques. Dans le cas des jus de pomme,
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généralement dépourvus d’anthocyanes pour les jus dits « classiques » (intégrant une gamme de
couleurs allant du jaune a ’orangé), le POPj présente aussi cette propriété d’halochromisme. Ce
composé, breveté précisément pour ses capacités colorantes, présente des teintes trés différentes selon
le pH ((Guyot et al., 2007), Sanoner, brevet EP1685120B1)). L’objectif de cette partie de 1’étude
(IV.2) était d’évaluer les conséquences d’une variation de pH sur le comportement de deux composés
jaunes dérivant de classes de polyphénols trés différentes et utilisés ici comme « chromophores

modeles » d’un jus de pomme.

Au préalable, rappelons a nouveau ici que la couleur d’une molécule organique est essentiellement
basée sur sa capacité a absorber des radiations électromagnétiques dans la gamme du visible (380-700
nm). Cette capacité dépend de la structure de la molécule. En effet, pour étre colorée, elle doit
présenter un systéme suffisamment w-conjugué (chromophore) lié a des groupements dits
auxochromes, susceptibles de modifier sa fréquence d’absorption. Ainsi, de légers changements dans
la structure d’un composé peuvent étre a I’origine de modifications de ses propriétés spectrales. Dans
le cas des polyphénols, le spectre d’absorption est influencé par de nombreux facteurs tels que la
nature du solvant, la nature des substituants donneurs et accepteurs d’électrons sur les noyaux
benzéniques, la présence de liaisons hydrogenes et d’effets stériques et la formation de formes de
résonance dépendant du pH.

Prédire et comprendre a 1’échelle atomique la relation entre la structure d’un composé et ses propriétés
optiques présente un intérét certain dans des domaines aussi variés que la recherche sur les cellules
solaires a pigments photosensibles, le design de pigments utilisés dans les teintures et/ou peintures ou
encore la description de la couleur du vin (Trouillas et al., 2015). Ces aspects ont été appréhendés dans
un grand nombre de travaux par le biais d’outils de modélisation moléculaire. Ils s’appuient souvent
sur des méthodes computationnelles de chimie quantique basées sur le formalisme DFT (Density
Functional Theory) et plus précisément sur des méthodes de TD-DFT (Time-Dependent DFT). Celles-
ci permettent de généraliser la DFT a une situation dans laquelle un systéme subit une perturbation
dépendant du temps. Cet outil est donc particulie¢rement adapté pour étudier le passage d’une molécule
d’un état fondamental a un état excité, dans la mesure ou il s’agit d’un phénomene dynamique. La TD-
DFT apporte une description compléte des états excités, composés par les transitions électroniques
entre les orbitales moléculaires n — 7*, responsables de chaque bande d’absorption dans ’UV-
visible. Au cours de la derni¢re décennie, la (TD)-DFT a été trés utilisée pour évaluer les propriétés
conformationnelles, optiques et électroniques des polyphénols. Ces composés présentent une grande
diversité de structures et leur absorption dans ’UV-visible peut étre facilement modulée par la nature,
le nombre et la position de leurs substitutions. Des modifications structurales peuvent également étre
induites par certains parametres physico-chimiques du milieu, notamment le pH ou encore la présence
de co-pigments métalliques ou phénoliques pouvant donner lieu a des phénomenes de copigmentation.

Récemment, des méthodes DFT incluant les forces de dispersion (DFT-D) ont d’ailleurs permis de
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rationaliser le phénoméne de copigmentation impliquant les anthocyanes (Di Meo et al., 2012;
Rustioni et al., 2013). Par analogie avec les études réalisées sur les pigments du vin, il nous a semblé
naturel d’utiliser le méme type d’approche pour explorer la couleur des jus de pomme et des cidres. La
TD-DFT permettant d’allier a la fois précision et temps de calculs raisonnables pour des systémes mt-
conjugués de taille moyenne (300 a 600 Da), cette méthode a été utilisée pour établir la relation entre
la structure chimique du POPj (466 Da) et ses propriétés optiques. Les états excités responsables des
bandes d’absorption dans I’UV-visible ont été décrits en termes de transitions électroniques et
d’orbitales moléculaires. Notre objectif était en particulier d’apporter des éléments de compréhension
pour expliquer I’influence du pH sur la modulation de la couleur du POPj. Les résultats théoriques ont

¢été confrontés aux données expérimentales.

IV.2.2. MATERIEL ET METHODES

IvV.2.2.1. Purification des deux chromophores modeles, le POPj
et la DTEC de type A

La déhydrotriépicatéchine de type A a 864 Da (DTEC) a été synthétisée par incubation de la (-)-
épicatéchine en présence d’un extrait de PPO de pomme puis purifiée par CLHP a 1’échelle semi-
préparative. Les modalités de synthése et purification ont été décrites au § I11. 2. 4. 7. .

Le POPj a été synthétisé par voie enzymatique a 1’échelle pilote aprés optimisation préalable des
conditions d’incubation (Dugé de Bernonville et al., 2011). Une solution de phloridzine a 2.3 mM a
été préparée dans 100 L de tampon malate (5 mM), le pH ayant été ajusté a6.5 par ajout d’une solution
de NaOH IN. Apres ajout de I’extrait de PPO pour une activité enzymatique crésolase dans le milieu
de 0.22 pkatal d’O, consommé/L, I’incubation a été réalisée a 20°C en deux étapes. La premicre, pour
la conversion enzymatique de la phloridzine en POPi a été menée pendant 8 heures en maintenant le
pH entre 6.0 et 6.5 par ajout régulier de NaOH IN. Puis, un changement de pH a 9.0 a été effectué par
addition de bicarbonate de sodium et I’incubation a été poursuivie pendant 20 heures afin de permettre
la conversion chimique du POPi en POPj. Le milieu a ensuite été acidifié¢ a pH 3,8 par H,SO4 a 20%.
Apres microfiltration a 0.14 pm, le filtrat résultant a été congelé a -20°C jusqu’a I’étape de

purification.
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Figure 80 - Purification sur résine amberlite Amberlite™ FPX66 de la fraction colorée résultant de I’oxydation
enzymatique de la phloridzine (Photo T. Dugé de Bernonville(Dugé de Bernonville et al., 2011))

Ce filtrat a été fractionné selon un principe d’extraction en phase solide sur une colonne constituée de
10 L de résine Amberlite™ FPX66 prévue pour un usage alimentaire (constituées de billes de 0.60-
0.75 mm de diamétre en moyenne, Rohm and Haas Company, Philadelphia, USA). La résine,
initialement conservée dans 1’éthanol 96°, a été¢ conditionnée par un rincage a I’eau osmosée afin
d’éliminer I’alcool. Apres décongélation, le filtrat issu du milieu d’oxydation de la phloridzine a
été chargé sur la colonne, a un débit constant de 20 L.h-! (Figure 80). La fraction phénolique
colorée est restée adsorbée sur la phase solide. Apres un ringage par 46 L d’eau ultrapure
dégazée pour éliminer les sels, les polyphénols ont été élués par un volume de 16 L d’éthanol
96° de qualité alimentaire. L’extrait de polyphénols hydro-éthanolique collecté a été concentré

sous vide jusqu’a obtenir un extrait aqueux qui a alors été congelé a -25°C puis lyophilisé.

A ce stade, la fraction (79 g) contenait 85 % de POPj, 11% de POPi et environ 4 % de composés
secondaires générés lors de la production ou de la conservation. Afin de disposer de la molécule de
POP;j totalement pure, une aliquote (500 mg) de cette fraction a ensuite fait I’objet d’une dernicre
¢étape de purification en CLHP a 1’échelle semi-préparative. Le systéme CLHP utilisé¢ était le méme
que celui présenté dans le chapitre III. 2. 4. 5. . Le systéme de solvants utilisé était compos¢ d’eau
acidifiée a 0.1% d’acide formique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant B). 500,5 mg de poudre ont été
dissous dans un mélange de solvants A et B (83/17 ; V/V) et 3 injections de 2 mL ont été réalisées
successivement sur la colonne. Le gradient d’élution suivant a été appliqué & un débit de 20 mL.min™ :
conditionnement initial, 3% de B ; 0-3 min, constant a 3% de B ; 3-8 min, augmentation linéaire a 9 %
de B ; 8-18 min, augmentation linéaire a 16% de B; 18-22 min, constant a 16% de B ; 22-26 min,
augmentation linéaire a 90 % puis 4 min de lavage de la colonne et reconditionnement. La détection
en UV-visible s’est faite a 420 nm. Les fractions collectées pour chaque injection ont été regroupées,
concentrées sous vide puis lyophilisées. Cela a permis d’obtenir 226.5 mg de POPj sous forme de

poudre. La pureté a été vérifice en CLHP-DBD-SM (résultats non présentés dans ce manuscrit).
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IV.2.2.2. Acquisition des spectres UV-visibles en fonction du pH
Des solutions de tampon citrate-phosphate (Mcllvaine, 1921) couvrant la gamme de pH de 2.5 a § par
pas de 0.5, ont été préparées a partir de solutions meéres d’acide citrique 0.1 M et de disodium
hydrogénophosphate a 0.2 M. Les solutions de POPj et de DTEC de type A ont été préparées a | mM
dans du méthanol acidifié a 0.1% d’acide formique puis elles ont été diluées a 50 uM (méthanol/eau ;
5/95; V/V; 0.005% d’acide formique) dans les solutions tampon pour la mesure des spectres UV-
visibles. Il a préalablement été vérifié qu’il n’y avait pas de saturation du détecteur a cette
concentration et que la molarité du tampon n’influengait pas les spectres. L’acquisition s’est faite en
spectrophotométrie (SPECTROstar Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Allemagne) dans des cuvettes en
Quartz dont le trajet optique mesure 1 cm, sur une gamme de longueurs d’ondes de 220 a 700 nm, par

pas de 1 nm.

Iv.2.2.3. Détermination des valeurs de pKa du POPj
Il existe une large gamme de techniques permettant de déterminer une constante logarithmique de
dissociation d’un acide (ou pKa), par exemple la titration par potentiométrie, la spectroscopie UV-
visible, la conductimétrie (Albert et Sergeant, 1984), la spectroscopic RMN, la calorimétrie,
I’¢électrophorese capillaire ou encore la prédiction par des calculs théoriques (Reijenga et al., 2013).
Parmi les méthodes expérimentales, la potentiométrie est la plus couramment utilisée en solution
aqueuse car en plus d’étre assez précise, elle est facile a mettre en ceuvre, peu coliteuse, et fournit
rapidement des résultats qui sont généralement bien reproductibles. Néanmoins, cette méthode
présente certaines limites, notamment aux pH extrémes, pour une concentration d’analyte inférieure a
10 M ou encore lorsque la molécule présente plusieurs valeurs de pKa proches. C’est le cas du POP;
pour lequel la méthode potentiométrique ne permet d’observer qu’un seul saut de pH apres ajout de
deux équivalents de titrant (NaOH) (données non présentées dans ce manuscrit). La détermination par
spectrophotométrie UV-visible est alors apparue comme une alternative intéressante pour la mesure
des pKa dans la mesure ou le chromophore du POP;j est sensible aux variations de pH.
Appelons AH, la forme du POPj doublement protonée, AH la forme déprotonée au niveau de I’acide
carboxylique (ion carboxylate) et A* la forme complétement déprotonée de la molécule, les équilibres

suivants peuvent alors étre écrits:
AH,+H,0 =  AH +H;0"

_ [AHT][H307]

K
4 [AHS]

(Eq. 1)

AH + H,0 = A¥ +H;0"
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[A%7] [H30%]

Kaz = [AH-]

(Eq 2)

Quel que soit le pH de la solution et donc le rapport entre les différentes formes, la quantité de matiére

présente reste constante:
— 2—
Ctotate = [AH2] + [AH ]+ [A™] (Eq. 3)

D’apres la loi de Beer-Lambert et la loi d’additivité des absorbances, a une longueur d'onde donnée 4,

I'absorbance A d’un mélange homogene dilué s’écrit :
A= Y A= Yii(e X1 Xcp) (Eq. 4)
Ainsi,
A= egx [AHy) + &, x [AH 1+ e, x [A”7]  (Bq.5)

Avec :
— &, coefficient d’extinction molaire de la forme acide AH,,

&p coefficient d’extinction molaire de la forme AH",

&, coefficient d’extinction molaire de la forme basique A*,
— [ longueur du trajet optique (1 cm).

La superposition des spectres UV-visible du POPj mesurés a différents pH (18 valeurs, comprises
entre 2,73 et 7,76) a permis de mettre en évidence deux points isobestiques (données non présentées) :
a chacune de ces deux longueurs d’onde, 1’absorbance ne dépend plus du pH de la solution car les
formes acide et basique de la molécule étudiée présentent le méme coefficient d’extinction molaire &.
Ceci laisse supposer I’existence d’un modele simple dans lequel les deux déprotonations interviennent

successivement et ou les deux équilibres sont donc indépendants.

Il existe un point isobestique a 407 nm pour les valeurs de pH comprises entre 2.8 et 5. Dans cet

intervalle, seules les espéces AH, (POPj doublement protoné) et AH™ (forme carboxylate) sont en

présence, il est donc possible de calculer la valeur de pKa;,.
A= Eqx[AH;] + Epx [AH™] (Eq. 6)

Et Ctotate = [AH3] + [AHT] (Eq.7)

De la méme fagon, dans I’intervalle de pH [5.3-7.8], seules les espéces AH™ (ion carboxylate) et A*
(forme doublement déprotonée : carboxylate et phénolate) sont en présence, ce qui permet de calculer

pKaz.
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A= Epx[AHT] + Ecx [A*T] (Eq. 8)

Et Ctotale = [AH™] + [AZ_] (Eq.9)

Afin de déterminer une valeur de pKa, il est recommandé de choisir la longueur d’onde pour laquelle
I’écart entre 1’absorbance des deux formes en présence est maximal. Ainsi, considérant la fonction
acide carboxylique, cet écart maximal de A entre AH, et AH™ est observé a 384 nm pour des pH
compris entre 2,8 et 5. Pour la fonction phénolique, la longueur d’onde sélectionnée, 472 nm,

correspond au maximum d’absorption de la forme basique A” sur I’intervalle de pH [5,3-7,8].

Les valeurs des coefficients d’extinction molaires ont été calculées a ces longueurs d’onde :

- &g est calculé a partir de 1’équation 6, a pH 2,8 pour lequel la concentration [AH"] est nulle,
d’ou:
A= Eqx[AH;] = Eq X Crotate (Eq. 10)

- & estcalculé a partir de I’équation &, a pH 7,8 pour lequel la concentration [AH] est nulle,
d’ou :
A= Ecx[A?T] = Ecx crorate (Eq. 11)

- Les valeurs de £} a 384 et 472 nm ne peuvent qu’étre estimées car il n’existe pas de valeur de

pH pour laquelle il serait possible d’affirmer que 1’espéce AH" est la seule présente. En effet, a
pH 5, la forme AH, peut encore étre représentée dans la solution et a pH 5,35, la forme A*

peut déja étre présente.

pKa = —log,y(Ka) (Eq.12)

Connaissant le pH et les valeurs de A, ¢iprq10, €q, Ep @ A = 384 nm, il est possible de calculer la

valeur de pKa,; (fonction carboxylique) grace aux ¢quations 1, 6, 7 et 12. De méme, la valeur de pKa,

(fonction phénolique) peut étre déterminée grace aux ¢quations 2, 8, 9 et 12.

Les résultats obtenus pour les constantes de dissociation et des coefficients d’extinction molaire ont
¢été ré-affinés grace a I'utilisation du logiciel de régression linéaire NLREG (Nonlinear regression
analysis program (NLREG),PH Sherrod - Nashville, TN, USA, 1995). Ceci s’est avéré
particuliérement utile pour les valeurs de £, qui ne pouvaient étre déterminées avec exactitude par le

calcul.
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IV.2.2.4. Prédiction des spectres UV-visibles des formes neutres
et chargées du POPj par TD-DFT, une méthode computationnelle
de chimie quantique

Les calculs d’optimisation de géométries, d’analyse de fréquence et de TD-DFT ont été réalisés en
utilisant le programme Gaussian09 (Frisch et al., 2009). L’influence des effets de polarisation du
solvant ont été pris en compte de maniére implicite en appliquant la méthode IEF-PCM (Integral
Equation Formalism — Polarizable Continuum Model). Les formes neutres et déprotonées du POP;j ont
donc été étudiées dans une cavité entourée par un continuum di¢lectrique dont la constante de
permittivité était de 78.3 pour I’eau. Le choix de la fonctionnelle utilisée en DFT s’avére déterminant
pour assurer une bonne précision des calculs. La fonctionnelle hybride B3P86 s’est déja révélée
efficace pour décrire les propriétés optiques de polyphénols de taille intermédiaire (300 a 600 Da) tout
en évitant des temps de calculs trop longs (Anouar et al., 2012). Apres une premicre optimisation de
géométries pour la structure du POPj au niveau de théorie B3P86/6-31g(d), les différents conforméres
envisageables ont été construits en faisant varier les angles de torsion pour les parties sucre et acide
propionique. L’analyse de fréquence et les calculs de TD-DFT ont été réalisés uniquement sur les
conformeres les plus stables, c’est-a-dire ceux présentant les énergies les plus faibles, en utilisant une
base plus complexe 6-31+g(d,p) incluant une fonction diffuse en plus des fonctions de polarisation.
Les analyses de TD-DFT permettent de décrire les états excités en termes d’énergies de transition
verticale (En.), de longueurs d’onde d’absorption (Ay.) et de force d’oscillateur (f). Les résultats
obtenus étant trés similaires, seules les données concernant le conformeére le plus stable seront
présentées dans ce manuscrit. Les spectres théoriques obtenus ont ét€ comparés aux spectres

expérimentaux acquis a différents pH.
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V. 2. 3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

IvV.2.3.1. Evolution des paramétres colorimétriques du POPj et
de la DTEC en fonction du pH
La sensibilité du POPj et de la DTEC 864 vis-a-vis du pH a été étudiée sur une gamme variant de 2,5
a 8, par pas de 0,5 unité pH. Le Tableau 13 présente les valeurs des différents paramétres

colorimétriques obtenues pour les deux molécules.

Tableau 13 - Evolution des paramétres colorimétriques du POPj et de la DTEC_864 en fonction du pH

Composés POPj DTEC
Paltalr{et.res L % b* C* h L 2% b* C* h
colorimétriques

25 99.1 -156 513 536 1069 | 992  -58 15.5 16.6  110.6
3 986 -154 513 536 1067 | 994  -58 15.5 16.5 1104
35 974  -155 538 559 106.1 | 992  -5.6 15.1 16.1 1104
4 97.5 -149 568 58.7 1047 | 994  -59 16,0 17.1 110.2
45 96.7 -12.6 594 60.7 102.0 | 99.1 -6.0 16.7 17.8  109.8
5 954 76 655 660 966 | 988  -6.0 18.3 19.3  108.0
pH
55 91.6 2.6 780 780 881 | 984  -57 216 223 1049
6 880 137 879 89.0 8l.1 | 973 -5.5 300 305 1003
6.5 857 209 925 948 773 | 952 44 419 421  96.0
7 845 246 928 960 752 | 929 -09 609 609 908

75 84.0 254 909 944 744 | 899 34 74.0 741 87.4

8 83.8 26.2 91.7 954 741 88.0 6.1 79.9 80.1 85.6

D’une fagon générale, 1’évolution des paramétres de couleur s’oriente de la méme fagon pour les deux

composés : lorsque le pH augmente, la valeur de C* augmente, I’angle de teinte h diminue et la
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luminance L diminue également. Cela traduit une augmentation de 1’intensité colorante pergue et une
modification de la teinte qui vire a ’orange. Bien que les évolutions soient similaires, les modulations
de la couleur n’apparaissent pas au méme pH pour la dihydrochalcone et pour le flavanol.

En effet, un changement significatif de couleur du POPj est perceptible entre pH 4,5 et 5 ; puis le
basculement d’un jaune soutenu vers une teinte véritablement orange s’opére entre pH 5 et 6, la valeur
de I’angle de teinte h variant alors de 96,6 a 81,1 et celle de C* de 66,0 a 89,0.

Concernant la DTEC, un changement de couleur notable est observé entre pH 5,5 et 6 et le
basculement progressif vers une teinte orange apparait entre pH 6 et 6,5 (h varie alors de 100.3 a 96.0
et C* de 30,5 a 42,1). Contrairement au POPj pour lequel les paramétres colorimétriques varient peu a
partir de pH 6,5 (valeurs de h comprises entre 74 et 77 ; valeurs de C* comprises entre 74 et 77 ;
valeurs de L comprises entre 84 et 86), la couleur de la DTEC continue a étre significativement
modulée pour des valeurs de pH supérieures a 6,5 (entre pH 6,5 et pH 8, h .évolue de 96 a 86 et C* de
42 a 80). La DTEC 864, qui apparait plus stable que le POPj vis-a-vis du pH entre pH 2,5 et 6, se
révele donc finalement moins stable que la dihydrochalcone aux pH supérieurs.

Notons enfin que 1’évolution du paramétre C* sur la gamme de pH étudiée est beaucoup plus
importante pour la DTEC 864 (C* variant de 17 a 80) que pour le POPj (C* variant de 54 a 95), bien
que ce dernier présente toujours une intensité colorante plus élevée que celle du trimére. En définitive,
une variation de pH provoque un net changement des composantes quantitatives et qualitatives de la

couleur des deux molécules ¢tudiées. Ces variations sont illustrées sur les photographies en Figure 81.

Figure 81 - Photographie illustrant I’évolution de la couleur d’une solution de (A) POPj a 50 pM et (B) DTEC_864 a 50
uM en fonction du pH.

pour les deux composes (1U/-1U2 pour le POPJ; 11U~ pour 1a D 1EC 864), en particulier pour les pH
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les plus acides (3 et 3,5). Cela traduit des teintes similaires dans les deux cas. Toutefois, pour une
méme concentration molaire et une méme valeur de pH, le paramétre C* présente des valeurs trés
¢loignées pour les deux molécules. Par exemple a pH 3,5, valeur proche du pH moyen d’un cidre
francais, la couleur de la solution de POPj apparait 3.5 fois plus « saturée », plus intense que celle de
la DTEC (respectivement, C* = 56 et 16): le POPj présente donc une capacité colorante plus
importante que le trimére. Enfin, aux pH des cidres, la DTEC 864 ne montre pas de modifications
particuliéres de ses valeurs de C* et h (entre pH 3 et 4,5, C* varie de 16,5 a 17,8 et h de 110,4° a
109,8°) tandis qu’une évolution est déja notable pour le POPj (C* : 53,6 a 60,7 et h : 106,7° a 102°).
Ainsi, selon le pH du jus de pomme considéré, la couleur exprimée par les composés de type POP;j et

de PXGOPj est susceptible de varier.

Iv.2.3.2. Modification des spectres UV-visibles des deux
composés en fonction du pH

Les paramétres colorimétriques étant calculés a partir des données d’absorbance, les changements de
couleur observés selon le pH de la solution sont a mettre en lien avec des modifications au niveau des
spectres UV-visibles. Les changements observés sont similaires pour les deux composés: une
augmentation du pH entraine a la fois un déplacement bathochromique (vers les plus fortes longueurs
d’onde) et hyperchromique (augmentation de I’intensité d’absorption) de la bande d’absorption dans le
visible. Comme attendu, les modifications spectrales commencent a apparaitre aux mémes pH que les
changements identifiés pour les paramétres colorimétriques.

A pH acide (2,5 a 4,5), le spectre UV-visible du POP;j (Figure 82) comprend une bande d’absorption
trés large dans le visible, avec un Aysx compris entre 389 et 421 nm. Elle semble présenter un
épaulement : entre pH 2,5 et 3, I'intensité d’absorbance est légérement plus forte vers 389 nm tandis
qu’entre pH 3 et 4,5, elle est plus forte vers 421 nm. Le déplacement bathochromique de la bande
d’absorption s’observe a partir de pH 5. A pH 6, I’absorption a 389-421 nm disparait presque
totalement au profit de la nouvelle bande dont le Ayax est de 472 nm. Pour des valeurs de pH
supérieures a 6, la seule modification spectrale observée consiste en I’augmentation de I’intensité de la
bande a 472 nm (déplacement hyperchromique). Notons qu’en paralléle apparait également une

nouvelle bande d’absorption avec un Ayaxde 311 nm.
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Figure 82 - Evolution du spectre UV-visible de la solution de POPj a 50 M en fonction du pH.

Le spectre UV-visible de la DTEC 864 (Figure 83) présente une bande d’absorption faiblement

intense avec un Ayax de 280 nm quel que soit le pH. Pour des pH acides, compris entre 2,5 et 5,5, une

bande d’absorption apparait dans la région visible du spectre avec un Ayax de 385 nm. Entre pH 6 et

7, I'intensité¢ de cette bande diminue progressivement jusqu’a disparaitre tandis qu’une autre bande,

dont le Ayax est décalé vers les plus fortes longueurs d’onde (436 nm), apparait. Elle présente un net

épaulement vers 500 nm. Une nouvelle augmentation du pH entraine simplement une augmentation de

I’intensité de cette derniére bande.
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Figure 83 - Evolution du spectre UV-visible de la solution de DTEC 864 a 50 uM en fonction du pH.
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Une variation de pH influence 1’état de protonation et/ou déprotonation des molécules. La DTEC 864
présente 12 sites pouvant potentiellement subir une déprotonation. Il paraitrait vraisemblable
d’envisager que le site impliqué dans le changement de couleur suite & une variation de pH
corresponde a I’'un des deux groupements hydroxyles —ou les deux- substituant les cycles B et D de la
molécule (pour rappel, la structure est présentée en Figure 83) puisqu’ils sont directement impliqués
dans la structure du chromophore. Notons ici qu’a pH élevé, les noyaux catéchols présents dans la
molécule pourraient également subir des phénomeénes d’autoxydation résultant en de nouveaux

produits responsables du changement de couleur.

Le POPj présente quant a lui seulement deux sites potentiellement cibles d’une déprotonation sur les
fonctions acide carboxylique et phénolique. A priori, la déprotonation sur le phénol semblerait
impliquée dans les modifications spectrales observées puisque cette fonction est impliquée dans la
conjugaison responsable de I’absorption dans le visible. Afin de confirmer cette hypothése et de mieux
comprendre le changement de propriétés spectrales du POPj soumis a différents états de protonation,

une ¢tude théorique par TD-DFT a été menée sur des formes protonées et déprotonées de la molécule.

IVv.2.3.3. Exploration de I’effet du pH sur le POPj par TD-DFT

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

L’analyse du POPj en RMN a permis de proposer une structure di-cétonique pour ce composé (Le
Guernevé et al., 2004). Néanmoins, la présence du POPj en solution aqueuse sous cette forme di-
cétonique n’a pas été clairement établie et 1’existence d’un équilibre céto-énolique est envisageable

(Figure 84).

O.__OH 0._OH o.__oO- 0.__OH 0._O-
B E
o o o) OH o o o o o) o
[ o [¢] o o
o o] o o 0

/ % / /
Glucose Glucose Glucose Glucose Glucose
o Forme dicétonique Forme dicétonique Forme dicétonique
Forme du,ett?mque Forme céto-énolique monoanionique monoanionique dianionique
protonce protonée déprotonnée déprotonée (doublement déprotonée)

sur la fonction acide sur la fonction phénol
(phénolate)

Figure 84 - Structure du POPj (d’apres le Guernevé et al., 2004) et de ses différentes formes céto-enolique et
déprotonnées.

Dans ce contexte, I’approche théorique semblait intéressante pour apporter des éléments d’information
permettant de répondre a cette question. Le conformere neutre le plus stable a donc servi de base pour

construire une forme énolique du POPj dont la géométrie a été ré-optimisée, avant analyse de
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fréquence. En définitive, les énergies obtenues pour les deux formes neutres du conformére le plus

stable sont indiquées dans le Tableau 14.

Tableau 14 — Energies relatives calculées par analyse de fréquence au niveau de théorie B3P86/6-31g(d,p) pour le
conformere le plus stable du POP)j.

(A) Formes neutres présentant des structures différentes sur le noyau A ; (B) Formes chargées négativement.

A
Structure du POPj  Energies libres (kcal.mol™)
Forme di-cétonique -1079496.2
Forme énolique -1079492.8
B
Déprotonation du POPj Energies libres (kcal.mol ")
Ion carboxylate -1079212.9
Ion énolate -1079215.4

La forme énolique du POP;j se révéle moins stable de 3.3 keal.mol™ que la forme di-cétonique. Ainsi,
cette derniére serait I’espéce prédominante en solution. La suite de I’étude sur les formes déprotonées
du POPj a donc été réalisée en s’appuyant uniquement sur la géométrie optimisée pour le POP;j sous
forme cétonique.

Fiabilité de la méthode de calcul pour les espéces chargées

Les calculs d’énergies révelent que la forme du POPj déprotonée au niveau de la fonction phénolique
est plus stable de 2.5 keal.mol™ que celle déprotonée au niveau de la fonction acide carboxylique
(Tableau 14 B), ce qui suppose que le composé coloré se déprotone plus facilement en —OH. Ce n’est,
a premiere vue, pas cohérent avec les connaissances de « chimie ¢lémentaire ». Ces calculs étant en
général assez fiables, les valeurs de pKa ont tout de méme été mesurées expérimentalement par
spectrophotométrie UV-visible.

Le pKa de I’acide carboxylique a été difficile a déterminer en raison de la faible influence de ce
groupement sur 1’absorbance. Les résultats n’ont pas pu é&tre ré-affinés a I’aide du logiciel de
régression linéaire donc la valeur de pKa obtenue est finalement comprise dans un intervalle assez
large (entre 4,10 et 4,68). Ces valeurs sont cohérentes avec celle attendue pour un acide carboxylique.
Le pKa de la fonction phénolique dans le cas du POPj est de 6,10. Cette valeur est bien inférieure a
celle obtenue classiquement pour un phénol (pKa ppenor, = 9.95). Ce résultat est cohérent avec ’essai
préliminaire réalisé en potentiométrie qui suggérait I’existence de deux pKa relativement proches (en
effet, un seul saut de pH avait été observé). Une telle acidit¢ de la fonction phénolique pourrait
s’expliquer par une stabilisation du phénolate par résonance.

Ainsi, méme si les deux valeurs de pKa mesurées pour le POPj sont relativement proches, les données

expérimentales montrent clairement que la déprotonation se fait plus facilement au niveau de ’acide

143



carboxylique. Le calcul DFT des formes chargées fournit ici une information erronée. Dans cette
étude, les effets de solvant ont été considérés en utilisant un modéle de solvant implicite (IEF-PCM)
dans lequel la molécule de POPj se trouve placée dans une cavité entourée par un continuum
diélectrique. Ce type de modeles s’est révélé suffisamment précis pour 1’é¢tude des propriétés optiques
de polyphénols (Anouar et al., 2012; Millot et al., 2012). Il n’est pourtant pas idéal lorsque 1’étude est
réalisée dans 1’eau puisqu’il ne prend pas en compte les interactions spécifiques entre le composé
d’intérét et les molécules de solvant, en particulier les liaisons hydrogéne. Il est possible que de telles
interactions soient importantes dans le cas de la stabilisation des charges du POP;j. Il aurait donc fallu
envisager une étude en solvant explicite mais ces méthodes nécessitent des temps de calcul beaucoup
plus importants pour des systémes tels que celui du POPj. Néanmoins, méme si le calcul est un peu
erroné sur les formes chargées, la comparaison des spectres expérimentaux et des spectres théoriques
obtenus par TD-DFT (Figure 85) suggere que la méthode utilisée ici est suffisante pour décrire les

propriétés spectrales de la molécule avec une précision acceptable.

Comparaison des spectres théoriques et expérimentaux : exploration de 1’effet du pH sur les propriétés

optiques du POP]j par une approche de TD-DFT
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Figure 85 — Superposition des spectres expérimentaux et théoriques obtenus pour différents états de protonation du POPj.

(A) Acquisition du spectre expérimental a pH 3, calcul sur le conformére doublement protoné ;
(B) Acquisition du spectre expérimental & pH 5, calcul sur le conformére déprotoné sur 1’acide carboxylique ;

(C) Acquisition du spectre expérimental a pH 8, calcul sur le conformere déprotoné sur la fonction phénolique.
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Tableau 15 - Propriétés optiques (Energies verticales de transition, Aysx , force d’oscillateur, transitions

électroniques) calculées au niveau de théorie B3P86/6-31g(d,p) pour le conformére neutre du POPj et les deux formes

déprotonées.
Er{ergie . Description des orbitales moléculaires
Composé | Batesci gt de - Lomawewr - Fore il
(V) o Transitions électroniques Contribution (%)
ES1 2.74 453.3 0.001
H-2—->L 64%
H-2 —» L+1 10%
H-1-L 26%
ES2 3.07 404.2 0.40
H-2—-L 13%
H-1-L -11%
H—-L 68%
ES3 3.31 374.2 0.11
H-2—->L -24%
POPj H-1-L 64%
(forme neutre) HoL 15%
ES4 3.93 315.9 0.02
H-9—L 46%
H-9 — L+1 12%
H-7—-L 33%
H-6 - L 24%
H-5—-L 14%
H-2 — L+1 21%
H-2 —» L+1 -11%
ES6 433 286.0 0.13
H-2 — L+1 -10%
ES1 2.73 453.5 0.01
H-5—->L -43%
H-4 - L -20%
H—L 51%
ES2 2.77 447.4 0.004
H-5—-L 46%
POPj H-4—L 19%
(forme H-1—-L 11%
carboxylate) HoL 43%
ES3 2.96 419.3 0.03
H-2—->L 59%
H-1-L -37%
ES4 3.09 401.6 0.38
H-5—->L -13%
H-2—->L 37%
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H-1-L 57%
ESS 3.33 372.6 0.04
H-5—->L 16%
Hd L 34%
H-3—->L 59%
ES6 3.36 369.1 0.07
H-5—->L -20%
H4—->L 54%
H-3—-L 38%
H-1-L -11%
ES1 2.67 464.0 0.53
H—L 70%
H— L+1 11%
ES2 2.87 432.2 0.0002
H—L 65%
H— L+1 -23%
ES3 3.23 384.3 0.0106
H-3—-L 22%
H-1-L 67%
ES4 3.32 372.9 0.0002
H-2—-L 68%
(formeP gllgjnolate) H-2 = 1+l -13%
ES5 3.86 321.5 0.2794
H-7—-L 16%
H4—-L 30%
H— L+1 60%
ES6 3.96 313.1 0.0937
H-8 - L -14%
H-7—-L 47%
H-7— L+1 11%
H-4 - L 31%
H-3 — L+l -14%
H— L+1 -31%
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Figure 86 — Schéma des énergies associées aux orbitales moléculaires impliquées dans les transitions 7 — 7* pour les
formes neutre et déprotonées du POP;j.

Si I’on s’intéresse au conformére neutre du POP;j pour lequel les fonctions carboxylique et phénolique
sont protonées, on constate que le spectre UV -visible obtenu par calcul au niveau de théorie B3P86/6-
31+G(d,p) se superpose relativement bien avec le spectre expérimental enregistré a pH 3. La bande
d’absorption dans la région visible du spectre est assez large (Avax = 389-421 nm) et présente un
¢paulement. Ceci est assez bien décrit par les états excités (ES) 2 et 3, bien qu’ils présentent des Ayax
légérement décalés vers les longueurs d’onde plus faibles (respectivement, 404.2 et 374.2 nm).

Le deuxieme état excité¢ (ES2, Avyax = 404,2 nm) est celui présentant la force d’oscillateur la plus
importante (f = 0,40). Il est fortement décrit par la transition entre les orbitales moléculaires HOMO
— LUMO (68%). La HOMO présente une conjugaison étendue sur les cycles phénoliques de la
molécule, plus particulierement sur le noyau B et I’hétérocycle. Sur la LUMO, la délocalisation
¢lectronique est déplacée vers le noyau A portant la structure di-cétonique mais la conjugaison est
globalement étendue sur la méme zone que pour la HOMO. La transition HOMO — LUMO peut donc

se réaliser assez facilement, avec un trés 1éger caractére a transfert de charge. Le troisiéme état excité
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(ES3, Avax =374,2 nm ; £=0,11) est décrit a 64 % par la transition HOMO-1 — LUMO. Méme si la
conjugaison est toujours présente sur la HOMO-1, les électrons sont principalement délocalisés au
niveau du noyau B et de la liaison avec le sucre. Cette orbitale moléculaire est donc assez différente de
la LUMO, la transition a pourtant lieu avec un caractére a transfert de charge plus prononcé que pour
ES2, et avec une tres légere implication du sucre dans I’absorption dans le visible.

Pour le POPj déprotoné¢ au niveau de I’acide carboxylique (Figure 85 B), la premicre bande
d’absorption de forte intensité correspond en réalité au quatriéme état excité (ES4, Ayax = 401,6 nm; £
= 0,38). Ce dernier est fortement décrit par la transition HOMO-1 — LUMO (57%) et, dans une
moindre mesure, par la transiton HOMO-2 — LUMO (37%). La transition majoritairement
responsable de cet état excité n’est donc pas la méme que pour la forme neutre (ES2, Ay = 404,2 nm ;
f=0,40 ; HOMO — LUMO, 68%), malgré des spectres UV-visibles expérimentaux (pH 3 et 5) et
théoriques plutdt similaires. Si I’on considére 1’orbitale moléculaire HOMO pour la forme carboxylate,
on constate que sa distribution est presque totalement délocalisée sur la partie propionique de la
molécule tandis que la LUMO reste proche de celle de la forme neutre, avec une délocalisation plutot
sur la partie conjuguée de la molécule et plus spécifiquement sur le noyau A. Ainsi dans ce cas, la
transition HOMO — LUMO ne peut plus avoir lieu, on dit qu’elle est « éteinte ». En revanche, la
HOMO-1 de I’ion carboxylate correspond globalement a la HOMO de la forme neutre, avec une
délocalisation électronique légeérement plus étendue jusqu’a la fonction carboxylate. Le recouvrement
avec la LUMO autorise dés lors la transition HOMO-1 — LUMO. Au final, cette transition
correspond a la transition HOMO — LUMO impliquée dans 1’état excité ES2 de la forme neutre.
Enfin, la HOMO-2 présente une forte distribution au niveau de la partie propionique mais une certaine
conjugaison est maintenue au niveau des cycles phénoliques, en particulier sur le noyau B, ce qui
autorise la transition HOMO-2 — LUMO (37%). Ainsi, cette structure propionique est impliquée dans

I’absorbance observée vers 400 nm.

Comme mentionné au § IV. 2. 3. 2., le spectre expérimental obtenu a pH 8 se révele tres différent des
spectres obtenus a pH 3 et 5. Les deux bandes d’absorption observées présentent respectivement des
maxima d’absorption a 311nm et 472 nm. La bande dans le visible, dont la largeur est nettement
moins importante qu’aux pH précédents, connait un déplacement bathochrome et un déplacement
hyperchrome. On constate a nouveau que le spectre théorique obtenu pour la forme phénolate se
superpose bien avec le spectre expérimental, I’état excité avec la force d’oscillateur la plus forte (ES1)
présentant un Ayax trés légerement décalé vers les longueurs d’onde inférieures (ES1, Ayax = 464 nm ;
£=0,53). Notons que la bande d’absorption a 311 nm semble assez bien décrite par les états excités 5
et 6 (respectivement, Ayax= 321,5 et 313,1 nm ; £ = 0,30 et 0,09). Cependant, la suite de la discussion
restera focalisée sur la bande d’absorption dans le visible, responsable de la teinte orangée du POPj a
pH basique. ES1 est décrit a 70 % par la transition HOMO — LUMO. Si I’on consideére les énergies
des orbitales moléculaires (Figure 86), la HOMO apparait ici fortement déstabilisée par rapport a celle
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du conformeére neutre et a la HOMO-1 de la forme carboxylate. La conjugaison est moins importante
que sur la HOMO du neutre. En comparaison, la LUMO apparait moins déstabilisée. L’écart
énergétique AE (2,85 eV) lors de la transition HOMO — LUMO se trouve donc réduit par rapport a
celui des transitions électroniques majoritairement responsables de I’absorption dans le visible pour le
POPj neutre (AE = 3,40 eV) et le POPj déprotoné sur 1’acide carboxylique (AE = 3,41 eV). D’apres
I’équation de Einstein-Bohr, AE = hv, soit AE = hc/h. Une réduction de AE implique donc une
augmentation de A, d’ou le déplacement bathochrome observé au niveau du spectre UV -visible.

A pH 8, le POPj est principalement sous forme doublement déprotonée en solution (déprotonations au
niveau de la fonction acide carboxylique et de la fonction phénolique). Les calculs devront donc étre
réalisés sur une forme a la fois carboxylate et phénolate, afin d’étre plus cohérent avec les données
expérimentales présentées. Néanmoins, ces premiers €éléments de modélisation moléculaire mettent
clairement en évidence que la modification du spectre, et donc le changement de couleur du POP;j
observé a partir de pH 5,5, sont clairement expliqués par la déprotonation au niveau de la fonction

phénolique, I’acide carboxylique n’ayant que peu d’influence sur I’absorption dans le visible.

Précisons enfin que la largeur des bandes d’absorption observées expérimentalement peut s’expliquer
par des effets de solvant, par les transitions entre les états vibrationnels et par des variations liées a
I’existence de plusieurs conformations en solution. Les résultats présentés dans le cadre de cette étude
ne tiennent compte que du conformére le plus stable obtenu suite aux optimisations de géométries. La
molécule de POPj ne présente pas beaucoup de flexibilité, le nombre de conformeéres a envisager reste
limité, donc ils ont tous été analysés pour ce travail. Les calculs DFT ont mis en évidence six
conformeres suffisamment stables pour coexister en solution. Il faudrait donc moyenner 1’ensemble
des données obtenues pour ces six géométries afin d’obtenir un spectre théorique plus précis et plus
conforme a ce qui est observé expérimentalement. Néanmoins, méme en ne considérant qu’un seul
conformere, la TD-DFT s’est révélée étre une méthode assez efficace pour décrire a I’échelle atomique
les propriétés spectrales du POPj. L’exploration théorique de I’effet du pH sur le spectre UV-visible de
la molécule a apporté des éléments pour expliquer les deux teintes trés différentes présentées par le

POP;j suivant le pH de la solution.

Il serait intéressant a présent d’utiliser cette approche sur d’autres composés colorés modeles des jus
de pomme, notamment sur des composés dérivant de la classe des flavanols comme les
déhydrodiépicatéchines (DDEC) de type A et les déhydrotriépicatéchines (DTEC) de 864 Da et de 862
Da présentées au chapitre III. Cela permettrait (i) d’évaluer I’effet d’un niveau de polymérisation
supplémentaire sur 1’expression des chromophores, et (ii) de comparer le comportement de ces
molécules soumises a des variations de pH. Peut-étre sera-t-il possible d’expliquer la plus grande
stabilité de la DTEC a 864 Da vis-a-vis du pH (par rapport au POPj) (§ IV. 2. 3. 2.). Dans le cas du

trimere a 862 Da totalement cyclisé, la construction en 3D de la molécule pourrait en outre permettre
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d’envisager ou d’écarter 1’hypothése d’un possible phénoméne de copigmentation intra-moléculaire.
Enfin, le composé coloré XPL-EC/OX, dont la structure est proposée au chapitre III, pourrait
¢galement faire I’objet d’une étude TD-DFT. En effet, la caractérisation des propriétés optiques de ce
composé nouvellement identifié serait intéressante dans la mesure ou il s’agit d’un produit dérivant
d’un couplage oxydatif entre des polyphénols issus des deux classes évoquées précédemment, a savoir

entre une dihydrochalcone et un flavanol.
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V. 3. EVALUATION DE L’EFFET DU POTENTIEL REDOX SUR LE POPJ ET LA
DTEC 864 DE TYPE A, DEUX CHROMOPHORES PHENOLIQUES CHOISIS

COMME PIGMENTS MODELES DES JUS DE POMME

V. 3. 1. ELEMENTS THEORIQUES SUR LES METHODES ELECTROCHIMIQUES A

TROIS ELECTRODES EN REGIME DE DIFFUSION PURE

Une réaction électrochimique se définit par un transfert d’¢lectron hétérogéne entre une électrode et
une espece en solution. L’¢électrode de travail va jouer le role d’ un oxydant si ’espece en solution est
un réducteur. Elle est alors désignée par le terme d’anode et elle est traversée par un courant
d’oxydation positif. Dans le cas inverse, |’¢lectrode de travail est désignée par le terme de cathode, elle

joue alors le role d’un réducteur vis-a-vis de I’espéce en solution.

Les réactions de transfert d’électrons peuvent étre ¢tudiées par les techniques a 3 électrodes
(BEDIOUIL, 1999; Trémillon, 1993; Bard and Faulker, 2001). Le montage expérimental est constitué
d’une cellule a électrolyse dans laquelle sont insérées les électrodes (électrode de travail ou indicatrice,
¢électrode de référence, électrode auxiliaire) (Figure 87). Celles-ci sont connectées a un potentiostat-
galvanostat qui permet le contréle du potentiel (dans le circuit « travail-référence ») et la mesure du

courant (dans le circuit « travail-auxiliaire »).

Potentiostat

1: Référence
2: Travail
3: Auxiliaire

Cellule
électrochimique
(5 mL)

Figure 87 : Photographie d’une cellule électrochimique a trois électrodes
Un tel montage permet d’accéder notamment a des tracés de voltammétrie cyclique I = f (E) et de
chronoampérométrie I = f (t) a potentiel E fixé. Il s’agit de méthodes en régime de diffusion naturelle
pure, c’est-a-dire sans agitation de la solution pendant la mesure. L’espéce oxydante ou réductrice

arrive a la surface de 1’électrode par diffusion au sein de I’électrolyte. La Figure 88 montre que le
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transfert hétérogene s’effectue en quatre étapes : diffusion vers 1’électrode, transfert de 1’¢électron (trois
phases non représentées ici), diffusion vers la solution puis réaction(s) chimique(s) éventuelle(s). Le
transfert d’électron est rapide si la modification structurale est peu importante et nécessite une faible
énergie d’activation (modification de la sphere de solvatation ou de ’atmosphére ionique); dans ce
cas, le systeme rédox est dit Nernstien ou réversible. La valeur de la constante de vitesse du transfert
d’électron k° est alors supérieure a 2.10> cm.s™. Plus la modification structurale est importante, plus
I’énergie d’activation est importante et plus le transfert d’électron est lent (systéme irréversible). Il
sera alors nécessaire d’appliquer un surpotentiel d’électrode important 1 pour provoquer le transfert
d’électron. La valeur de la constante de vitesse du transfert d’électron k° est inférieure a 10~ cm.s™.
Pour des constantes de vitesse comprises entre 10°< k°< 2.107, les systémes sont dits quasi-

réversibles.

Electrode de travail

Réduction Oxydation
e

Couche
¢ 1! de
4\1/ diffusion
o e i ()

Diffusion vers 'électrode
Transfert d’électrons

Diffusion vers la solution

W N

Réaction(s) chimique(s) éventuelle(s)

Figure 88 — Représentation du transfert électronique hétérogéne a I’électrode

IV.3. 1. 1. La voltammétrie cyclique

Principe de la méthode

La voltammétrie I = f(E) met en ceuvre un balayage de potentiels en modifiant progressivement la
tension de consigne contrdlée par le potentiostat et en mesurant lecourant d’¢lectrolyse correspondant.

Si le balayage est aller-retour, on parle de voltammétrie cyclique (
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Figure 89). Cette méthode permet d’obtenir des informations sur les mécanismes réactionnels,
d’accéder a des parameétres thermodynamiques (potentiel rédox) et cinétiques (électrochimique ou

chimique -s’il y a une réaction chimique couplée a la réaction électrochimique).

potentiel

E (t) = E initial + v(t)
E retour

/\ v : vitesse de balayage (V.s™)
E initial

temps

Figure 89: Balayage de potentiels appliqué a I’électrode de travail en voltammétrie cyclique (par rapport a I’électrode
de référence).

L’¢lectrolyse se produit dans la couche de diffusion, dans un petit volume A.d(t), et la concentration
de I’espece au cceur de la solution n’est pas modifiée (Figure 87). Dans les méthodes en régime de

diffusion naturelle pure, 1’épaisseur de la couche de diffusion augmente au cours du temps.
Expressions mathématiques du courant en fonction du potentiel

Si I’on considére une espéce en solution (oxydant ou réducteur) appartenant a un systéme ox/red, une
réaction électrochimique se produit a 1’électrode lorsque celle-ci se trouve a un potentiel différent de
son potentiel d’équilibre E, (surpotentiel d’électrode n = E — E.;). Le systeme oxydoréducteur
évolue alors vers un nouvel état d’équilibre en modifiant les concentrations d’oxydant et/ou de

réducteur ((BEDIOUI, 1999)). Le surpotentiel n apparait donc comme un facteur de production des
réactions électrochimiques. Il peut étre relié au potentiel formel E ’Opar la loi de Nernst (dans
I’équation 1, on assimile activité a concentration). La loi de Nernst est développée en Annexe 1.

10 RT Csole
— J— —_— — ——— . 1
n=E—-E = In Co e Eq. (1)

La production d’une réaction électrochimique obéit a la Loi de Faraday (Equation 2) dans laquelle Q
représente la charge globale exprimée en Coulomb, N le nombre de moles electrolysées, F la constante

de Faraday (charge d’une mole d’électron soit 96584 C. mol'), n le nombre d’électron(s)

nécessaire(s) au changement d’état rédox.

Q
Nox = Ngeq = nF Eq. (2)

En voltammétrie cyclique, le courant est exprimé par les équations de Randles-Sevcik, qui dérivent de

la relation de Butler-Volmer. Pour un systéme réversible, la cinétique de transfert d’électron est rapide
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et la diffusion est le facteur limitant de la réaction électrochimique. Le courant de pic s’exprime par les

¢quations 3 et 4.

o, F1/2

3/2 1/2n1/
= 0.4463n*/2 FACv!/2DV? oy

Eq. (3)

A aire de I’électrode (cm®)

I intensité du courant (A)

C concentration dans la solution (mol.cm™)

D coefficient de diffusion (cm?.s™)

F constante de Faraday (F = 96484 C.mol™)

v vitesse de balayage (V.s™)

R constante des gaz parfaits (R = 8.31 J.K.mol™)
T température (K)

Ip=(2.69.10%)n3/24D1/2Cp1/2 Eq. (4)

Expression a 25°C en remplacant les parameétres par leurs valeurs

Pour un systéme irréversible, la cinétique de transfert d’électron est lente et le courant est gouverné par

cette cinétique. L expression du courant de pic s’exprime alors par I’équation 5.

, FU/2

Ir= 04958n(ana)1/2FACv1/2D1/ (RT)l/Z

Eq. (5)

n nombre total d’électrons échangés
n, nombre d’électrons mis en jeu au cours de I’étape cinétiquement déterminante

a coefficient du transfert de charge

1.857RT

a= —-
AEp/ZFna

AEp/z = Ep/Z - Ep avec Ey, 5, valeur pour [ = I/,

Le critére de réversibilité électrochimique s’évalue sur un voltammogramme en appréciant différents

parametres :

- AE, = 59/nmV a25°C, indépendant de v (AE = |Epa - Epc|)
- I,/v"/? indépendant de v

Ipa/lpc =1
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Si tous les paramétres sont vérifiés, le systéme est dit réversible, cela signifie que:

- lavitesse du transfert d’¢électron est contrdlée par la diffusion ;

- la réversibilit¢ chimique est observée (il n’y a pas de réactions chimiques qui suivent le
transfert électronique, le produit formé a 1’électrode est stable aux vitesses de balayage
considérées).

IV.3.1.2. La chronoampérométrie

La chronoampérométrie permet la mesure du courant en fonction du temps par application d’un ou
plusieurs sauts de potentiel. Le potentiel de départ E; est fixé initialement a une valeur pour laquelle
aucune réaction ¢lectrochimique ne se produit a I’électrode. Le potentiel est ensuite pulsé a une valeur
E,, pour laquelle la réaction électrochimique se produit a la vitesse maximale (limitée par la diffusion
des especes a ’électrode), et E, est maintenu pendant un temps 0. En réponse a ce profil de potentiel
appliqué a I’¢électrode, un chronoampérogramme représentant I = f(t) est obtenu (Figure 90). Le
courant suit la loi de Cottrell (Equation 6). L’intensité du courant est proportionnelle a la concentration

de I’analyte dans la solution.

1/2
I(t) = nFAC (%) Eq. (6)
1(A) 0
A R E—
P t(s)

Figure 90 : Réponse du courant au saut de potentiel en fonction du temps.
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IV.3.1.3. La méthode couplée spectroélectrochimie UV-Visible

Les méthodes de spectroélectrochimie en temps réel permettent de réaliser in situ des mesures
simultanées des caractéristiques spectroscopiques pour différentes valeurs de potentiel (ou de courant).
Elles sont devenues un bon outil permettant, entre autres, 1’obtention d’informations sur les
intermédiaires réactionnels (Kaim and Fiedler, 2009). Les techniques UV-Visible, RMN, RPE,
Raman... peuvent étre couplées aux techniques électrochimiques a trois électrodes (Bussy and

Boujtita, 2015; Hapiot et al., 1996).

La spectroélectrochimie UV-Visible est la principale technique utilisée dans ce travail. Il s’agit d’un
dispositif particulierement bien adapté pour 1I’étude des propriétés rédox des polyphénols car ces
molécules absorbent dans la région de ’'UV-Visible. Les éventuels effets bathochromes (déplacement
des bandes d’absorption vers les grandes longueurs d’onde), hypsochromes (déplacement des bandes
d’absorption vers les courtes longueurs d’onde), hyperchromes (augmentation de [’intensité
d’absorption) et/ou hypochromes (diminution de I’intensité d’absorption) observés peuvent étre reliés
a la formation d’espéces oxydées ou réduites. Le couplage de la spectroscopie UV-Visible et de la
voltammétrie cyclique ou de la chronoampérométrie offre ainsi de nombreux avantages, notamment la
mise en évidence d’intermédiaires réactionnels que la technique électrochimique seule ne révele pas

toujours.

Les phénomenes d’oxydation de molécules de polyphénols comme par exemple, la quercétine
(Sokolova et al., 2011), I’acide caféique (Hapiot et al., 1996; Petrucci et al., 2007), la lutéoline

(Ramesova et al., 2013) et Dl’acide benzotertonique (Hu et al., 2011) ont été étudiés par

spectroélectrochimie UV-Visible. Ces travaux ont permis d’accéder aux caractéristiques
spectroscopiques et électrochimiques de ces molécules tout en obtenant des informations sur les
produits d’oxydation formés. Cette technique couplée se révele particuliérement intéressante lorsque
les formes réduites et oxydées de la molécule étudi¢e présentent des spectres d’absorption différents,
ce qui est attendu dans le cas de notre étude sur le passage de formes phénoliques colorées a des

formes moins voire pas colorées.

IV.3.2. PARTIE EXPERIMENTALE
IV.3.2. 1. La voltammétrie cyclique
Appareillage

Les enregistrements de voltammétrie cyclique ont été réalisés a 1’aide d’un potentiostat/galvanostat
(PGSTAT 100, AUTOLOAB instrument, Eco Chemie B.V., Utrecht, Pays-Bas) piloté par le logiciel

Nova 1.10. La cellule électrochimique thermostatée (5 mL) est constituée d’une électrode de travail de
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carbone vitreux (& 2 mm), d’une électrode auxiliaire électrode de platine, et d’une électrode de
référence Ag/AgCl/KCI 3M. Tous les potentiels sont donnés par rapport a cette électrode de référence.
La température est maintenue a 20°C + 0,02°C par I’utilisation d’un thermostat a circulation MP-5 de

la société Julabo (Seelbach, Allemagne).
Enregistrement des voltammogrammes

Avant chaque mesure, 1’électrode de travail de carbone vitreux 2 mm est polie a I’aide d’un drap de
polissage MD-Nap sur lequel une suspension d’alumine 0.3 um a été déposée (laboPol-5 Struers,

Ballerup, Danemark). L’¢lectrode est rincée a 1’eau distillée UHQ ultra pure water-Elga puis séchée.

Le milieu réactionnel a été désaéré avant chaque mesure en faisant buller de 1’azote pendant 15 min.
La concentration en composé étudié (POPj, POPi et DTEC 864) dans le milieu tampon phosphate 0.1
M est de 1,8 mM. Les potentiels et les intensités des pics d’oxydation et de réduction ont été

déterminés.

Le potentiel du pic d’oxydation est noté E,, et son intensité I,,, de méme en réduction, les parameétres

caractéristiques sont notés E. et I.

IV.3.2.2. La spectroélectrochimie UV-Visible
Appareillage

L’étude spectroélectrochimique a été réalisée a 1’aide d’un potentiostat/galvanostat (PGSTAT 204,
AUTOLAB instrument, Pays bas) et d’un spectrophotométre UV-Visible Avantes AvaSpec-ULS20 48
équipé de fibres optiques et d’une source lumineuse AvaLight-DHC (Lampe a Deutérium-Halogéne ;
gamme de longueur d’onde de 200-2500 nm). L’ensemble est piloté par le logiciel NOVA 1.10. Le
montage expérimental utilisé pour le tracé des courbes [ = f (E) et I = f{(t) est schématis¢ sur la Figure

91.
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Compartiment

supérieur

Compartiment

inférieur

Cellule de spectroélectrochimie UV-Visible Electrode de travail De gauche a droite :

¢électrode auxiliaire (Pt),

(quartz, 43 mm x 12 mm x 12 mm) Grille de Platine; 7 mm x 6 mm
¢électrode de travail (Pt),

¢lectrode de référence (Ag/AgCl, KC1 3M)

Figure 91 — Photographie des électrodes.

L’¢lectrode de travail est une grille de platine rectangulaire (7 x 6 mm), elle est placée dans le
compartiment inférieur de la cuvette en quartz pouvant contenir environ 200 pL de solution et dont le
chemin optique mesure 1 mm. L’¢lectrode de référence est constituée d’un fil d’argent plongeant dans
une solution de KCI 3M (tube pyrex, fritté¢). L’¢électrode auxiliaire est constituée d’un fil de platine.
Ces deux dernicres ¢lectrodes sont plongées dans le compartiment supérieur de la cellule, contenant

un volume de solution d’environ 600 pL. Le volume total de solution est donc de 800 pL (Figure 92).

o

Potentiostat

Source
lumineuse

Cellule

Spectrophotomeétre Ordinateur

)

Figure 92 : Schéma du montage expérimental pour mettre en ceuvre le couplage Electrochimie/Spectroscopie UV-
Visible
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Figure 93: Photographies de I’appareillage et de la cellule de spectroélectrochimie.

Enregistrements en spectroélectrochimie

L’étude est réalisée dans un tampon phosphate 0,1M pH 3,7 a température ambiante, en 1’absence
d’oxygene (bullage d’azote pendant 15 minutes puis flux continu en surface durant I’expérience). La

concentration en compos¢ étudié (POPj ou POP1i) est de 0.5 mM.

Le tracé I = f (E) est réalisé a une vitesse de balayage de de 0,005 V.s". Les spectres UV-Visible sont
enregistrés simultanément sur une gamme spectrale de 200 a 600 nm. Le couplage des deux
techniques permet de sélectionner le potentiel auquel on va réaliser 1’électrolyse et le temps

d’¢lectrolyse.

Le potentiel pour I’ampérométrie a été fixé a -0,3 V pour le POPj (réduction) et a +1,2 V pour le POPi
(oxydation). L¢lectrolyse est suivie grace a I’enregistrement du graphe I = f (t) et de I’évolution des
spectres UV-Visible. A la fin de I’¢électrolyse, le volume total de la solution est analysé en CLHP-
DBD-SM.

A la fin de chaque expérience, 1’¢lectrode de travail est placée pendant 5 minutes en ultrasonication

dans une solution d’acide chlorhydrique 0,1M, puis rincée a I’eau distillée et séchée.
Analyse des solutions électrolysées en CLHP-DBD-SM

Le systeme d’analyse utilisé est le méme que celui décrit au III. 2. 4. 3. . Les conditions d’analyse ont

déja été présentées en § I1I. 2. 4. 3. .
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IV.3.3. RESULTATS ET DISCUSSIONS
Afin d’¢évaluer I’impact du potentiel rédox sur la couleur exprimée par les deux chromophores
modeles sélectionnés, la réduction de ces composés a été étudiée a I’¢lectrode par spectroélectrochimie
UV-visible. Contrairement aux conditions d’un mott de pomme ferment¢, cette approche en solution
modele permet de s’affranchir de I’influence éventuelle d’un collage des molécules colorées sur les
levures (comme mentionné en IV. 1. ). L’outil électrochimique se révele donc particulierement
pertinent pour explorer les éventuelles évolutions des composés colorés vers des formes incolores, au
cours de la fermentation, par modification de leur statut rédox. Avant de se focaliser sur leur propriété

colorante, le comportement électrochimique de ces molécules a été étudié par voltammétrie cyclique.

IvV.3.3. 1. Etude des propriétés rédox du POPj et du POPi par
voie électrochimique

Etude par voltammétrie cyclique
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Figure 94 - Voltamogrammes cycliques du POPj a 1,8 mM en tampon phosphate 0,1 M, enregistrés a différents pH :
(pointillés) pH 3, (trait plein) pH 5 et (tirets) pH 8. Tracés obtenus a 0,1V.s™ a 20°C.

Electrode de travail de carbone vitreux (2,0 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.
La fléche indique le sens du balayage, ici cathodique (étude de la réduction)

La Figure 94 présente I’étude en balayage cathodique du POPj, en tampon phosphate a pH 3, 5 et 8.
Un pic de réduction C, dont le potentiel évolue avec le pH est observé (E,. =-0.41 V, -0.59 V et -0.76
V a pH 3, 5 et 8, respectivement). Si 1’on considére la structure du POPj, deux fonctions sont
réductibles : la fonction carboxylique et la fonction di-cétonique conjuguée. La réduction d’un acide
carboxylique peut avoir lieu a 1’¢électrode mais a des potentiels relativement négatifs (Lund and Baizer,
1991), elle n’a pas été observée dans nos conditions expérimentales. Ainsi, le pic cathodique est

attribué a la réduction de la fonction di-cétonique. Dans la littérature, le mécanisme de réduction des
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composés o-quinoniques est plus documenté que celui des composés di-cétoniques conjugués dont la
structure est proche électroniquement ((Bailey and Ritchie, 1985), (Laviron, 1983)). Le systéme
oxydo-réducteur o-quinone/o-diphénol a fait I’objet de nombreuses études, il est illustré en Figure 95
(Fulcrand H et al., 1994). L’objectif n’a pas été ici de mener une étude mécanistique détaillée des
processus de réduction du POPj et d’oxydation du POPi. L’attention a davantage été portée sur

I’identification des composés majoritaires issus des transferts d’¢lectrons, et a leurs caractéristiques

spectroscopiques.
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Figure 95 - Equilibres acido-basiques et oxydo-réducteurs théoriques pour le couple o-quinone/o-diphénol
(reproduit de Fulcrand 1994).

Selon la valeur du pH, la molécule est plus ou moins chargée négativement, ce qui influence sa facilité
a accepter des ¢électrons a 1’¢électrode (pour rappel, les valeurs de pKa du POPj sont respectivement de
4,4 pour I’acide carboxylique et 6,1 pour la fonction phénol). La prédominance des especes en solution
implique par exemple qu’a pH 3, la molécule de POP;j est essentiellement présente sous sa forme
doublement protonée sur les deux fonctions : le potentiel de réduction est donc moins négatif qu’aux
autres valeurs de pH considérées (Figure 94).

Sur le balayage retour (anodique), un pic d’oxydation A; est observé. L’espéce formée par réduction a
I’¢électrode est oxydée a un potentiel relativement bas, soit — 0,09 V a pH 3. L’écart de potentiel est de
313 mV 4 0.1 V.s™, le systéme ne vérifie pas les critéres de réversibilité électrochimique présentés au

IV. 3. 1., a savoir: AE = (589/n) mV indépendant de la vitesse de balayagev, avec m nombre

d’¢€lectrons échangés, (1, /v1/%) indépendant de v et Ipa/Ipe = 1.

Si I’on se référe au mécanisme de formation du POPj par voie enzymatique (Guyot et al, 2007, Figure
42), le pic d’oxydation A, pourrait étre attribué a I’oxydation du POPi formé par réduction. Afin de

s’en assurer, 1’oxydation du POP1 a été ¢tudiée par voltammétrie cyclique dans les mémes conditions
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expérimentales (Figure 96 A). Deux pics d’oxydation apparaissent sur le voltammogramme, A, a + 0.6

Vet A; a+ 1 V. Aucune de ces valeurs de potentiel ne coincide avec celle du pic d’oxydation A;. Par

conséquent, I’espéce formée par réduction du POP;j a I’échelle de temps de la voltammétrie cyclique

n’est pas la méme que celle identifiée par voie enzymatique, c’est-a-dire le POPi.
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Figure 96 - Voltamogrammes cycliques du POPi et du POPj a 1,8 mM en tampon phosphate 0,1 M, enregistrés a pH 3.

Tracés obtenus a 20°C.

Tracé orange : réduction du POPj (0,1V.s™)
Tracé noir : oxydation du POPi (0,1V.s™)
Tracé rouge : oxydation du POPj (0,1V.s™)
Tracé bleu : oxydation du POPi (0,001V.s™)

Electrode de travail de carbone vitreux (2,0 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine. Les
fleches indiquent le sens de balayage: orange (balayage cathodique: étude de la réduction) ; bleue, rouge et noire

(balayage anodique : étude de I’oxydation).
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L’inversion du potentiel de balayage aprés le premier pic d’oxydation du POPi (A;) permet d’obtenir
les tracés présentés en Figure 96 B. Un pic cathodique C; (xxx V) apparait sur le balayage retour : il
correspond a la réduction de la premicre espece oxydée formée a 1’électrode (A,). C; n’apparait pas au
méme potentiel que le pic de réduction C; du POPj. Ainsi, la premiére molécule oxydée formée ne
correspond pas au POPj. Pourtant, en abaissant la vitesse de balayage 4 0.001 V. s (Figure 96 B,
tracé bleu), le pic cathodique retour C; n’apparait plus et un nouveau pic est observé a un potentiel de
— 0,4V, ce qui correspond au potentiel de pic de réduction du POPj (C,). Le pic C; est donc attribué a
la réduction d’un intermédiaire réactionnel susceptible d’évoluer vers le POPj. La constante cinétique
de cette réaction n’a pas été calculée dans ce travail. En conclusion, le POPi s’oxyde en POPj dans la
couche de diffusion par I’intermédiaire d une espéce transitoire.

Par ailleurs, I’oxydation a I’¢lectrode du POPj met en évidence un pic au méme potentiel que celui du
second pic d’oxydation du POPi (Figure 96, pic A;). lls ne peuvent étre associés qu’a I’oxydation de la

fonction phénolique, présente dans les deux structures.

Apres avoir décrit le comportement du POPj et du POPi en voltammétrie cyclique, I’étude s’est
focalisée sur I’évolution de leur couleur en fonction du potentiel rédox. Dans ce contexte, la
spectroélectrochimie UV-Visible est apparue comme un outil particuliérement adapté pour relier les

caractéristiques spectroscopiques d’une molécule a son état d’oxydation.

Etude par spectroélectrochimie UV-Visible

L’étude par spectroélectrochimie UV-Visible du POPj et du POPi a été réalisée a pH 3,7 afin d’étre
dans les conditions de pH de la moyenne des cidres francais (source: Base de données de

caractérisation de 90 cidres francais disponible au laboratoire).

Analyse de la réduction du POPj en spectroélectrochimie UV -visible

Dans un premier temps, I’intensité du courant a été enregistrée sur une gamme de potentiels appliqués
a 1’¢lectrode de travail (grille de Platine) afin de déterminer le potentiel d’¢lectrolyse approprié. La
courbe I= f (E), enregistrée pour la réduction du POPj, n’est pas présentée car aucun pic de réduction
n’est clairement identifié¢, quelle que soit la concentration du composé. Pourtant, la réaction
¢lectrochimique a bien lieu puisque le spectre UV-Visible de la solution, acquis en temps réel pour
différentes valeurs de potentiel, évolue. Il présente une modification nette a partir de -0,23 V tel que
présenté sur la Figure 97. Par conséquent, 1’¢électrolyse a été réalisée a un potentiel fixe de -0,3 V

imposé¢ a la grille de platine pendant 2 heures.
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Figure 97 - Spectres UV-Visible de la solution de POPj a 0,5 mM en tampon phosphate a pH=3,7 enregistrés a différentes
valeurs de potentiel simultanément au cours du tracé I=f(E) a 0,005 V.s! (électrode de travail : grille de platine).

- Tracé noir : +0,50V
- Tracé orange : - 0,23 V
Electrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.
La Figure 98 montre la courbe I = f (t) enregistrée au cours de 1’¢lectrolyse. Le courant est proche de

la valeur du courant résiduel au bout de 25 minutes : le nombre de moles de POPj susceptibles de

migrer vers |’électrode par diffusion a subi le transfert d’électrons.
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Figure 98- Chronoampérogramme I = f(t) enregistré pendant I’électrolyse du POPj a 0,5 mM, réalisée pendant 2 heures a
un potentiel fixe de -0,3 V (seules les 6 premiéres minutes sont présentées sur cette figure).

Etude en tampon phosphate 0,1 M, pH 3,7.

Electrode de travail : grille de platine (7x6 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.
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Le spectre UV-Visible est modifié au cours de 1’électrolyse (Figure 99) : on constate un déplacement
hypsochromique de la bande d’absorption initialement située dans le visible. Le maximum
d’absorption est déplacé de 368 nm a 392 nm. Ceci indique clairement une perte de coloration au
niveau de la solution au contact de 1’¢électrode, le(s) produit(s) issu(s) de la réduction du POPj est

(sont) donc majoritairement incolores.
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Figure 99 — Evolution du spectre UV-Visible de la solution de POPj a 0,5 mM au cours de I’électrolyse en tampon
phosphate a pH 3,7. Tracé noir : spectre initial au temps t = 0 min ; tracé rouge : t=2 h.

Electrode de travail : grille de platine (7x6 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.

La solution électrolysée a été analysée en CLHP-DBD-SM : les chromatogrammes a 280 et 420 nm,
obtenus avant et apres électrolyse, sont présentés en Figure 100. La chronoampérométrie et I’évolution
du spectre UV-Visible ont montré que 1’¢électrolyse en réduction du POPj, bien que significative,
n’était pas totale, d’ou la présence du double pic intense (1) correspondant au POPj sur les
chromatogrammes. Par intégration de ’aire du double pic (1) a 420 nm, le rendement d’électrolyse est

estimé a 25%.

La réduction a I’¢électrode du POPj ne génére pas de nouveaux produits colorés comme le révele le
chromatogramme a 420 nm (Figure 100 B). En revanche, plusieurs pics d’intensité plus ou moins forte
sont visibles a 280 nm, attestant de la formation de produits incolores. La réduction du POPj a
I’¢lectrode s’oriente vers la formation du composé (2) dont I’ion pseudomoléculaire présente un m/z
de 467 comme le POPi, mais dont le temps de rétention différe (Tr = 10,8 min). Le POP1i est tout de
méme détecté dans le milieu d’électrolyse (pic (3) a Tr = 5,5 min, Figure 100 A), or il n’avait pas été
observé en voltammétrie cyclique car sa formation résulte probablement de réactions chimiques ayant
des cinétiques lentes. Rappelons que les échelles de temps ne sont pas les mémes pour les deux

expériences.
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Figure 100 — Profils chromatographiques obtenus a (A) 280 nm et (B) 420 nm pour la solution de POPj a 0,5 mM : tracé
rouge, avant électrolyse ; tracé noir, apreés réduction a I’électrode (2h a -0,3V, électrode de travail : grille de platine).

L’analyse par fragmentation en SM" du composé (2) et du POPi (3) n’apporte pas d’éléments
déterminants qui permettraient de distinguer les deux structures (données non présentées). Par
conséquent, il n’est pas aisé¢ de proposer une hypothése structurale pour le composé (2). Il pourrait
s’agir d’une structure totalement cyclisée similaire a celle du POPj, pour laquelle les deux fonctions

cétoniques auraient été réduites (Figure 101 structure B). Cette molécule présenterait bien la méme
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masse que celle du POPi. Ce dernier pourrait se reformer dans la couche de diffusion a partir du

composé (2).

A B C
o) (@) 0]
HO OH HO N OH 0 Y—0H
\/\ \ﬂ u
7 -0 </\£0 f = \/OH
- _— L —
T o | <,/<OH ! e
O 0 0
g|lucose O g|lucose OH élucose OH
[M-H] m/z = 465 [M-H] m/z = 467 [M-H] m/z = 467

Figure 101 — Hypothése de structure pour le composé B formé par réduction du POPj (A) a I’électrode et présentant
la méme masse que le POPi (C).

Analyse de ’oxydation du POPi en spectroélectrochimie UV -visible

Afin de déterminer le potentiel d’électrolyse appropri¢ pour I’ampérométric du POPi, la méme
démarche que celle décrite pour le POPj a été employée. L’intensité du courant a été enregistrée lors
d’un balayage de potentiels appliqués a la grille de platine : la courbe i = f (E) résultante est présentée
en Figure 102. Le potentiel de 1’électrode de travail a été balayé de 0 a + 1,5 V puis inversé pour
revenir au potentiel initial de 0 V. Deux pics d’oxydation sont observés a + 0,7 et a + 1,1 V ainsi qu’un
pic de réduction, lors du retour en balayage cathodique, a + 0,3 V. Le voltammogramme présente un
profil trés similaire a celui observé en voltammétrie cyclique sur carbone vitreux (Figure 96), ces pics

correspondent a A,, Az et C,.
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Figure 102 - Courbe I = f (E) pour le POPi a 0,_5LmM, enregistrée a 0,005 V.s™ en tampon phosphate 0,1 M a pH=3,7.

Electrode de travail : grille de platine (7x6 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.
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Le spectre UV-Visible de la solution a subi des modifications au cours du balayage de potentiels
(Figure 103). Il ne présente pas de modifications lorsque les potentiels appliqués sont compris entre 0
et 0,59 V. Au-dela de 0, 63V, le spectre évolue nettement jusqu’a un potentiel de 1,1 V puis il n’y a
plus d’évolution marquée. En accord avec I’évolution du spectre UV-visible, I’¢lectrolyse a été

réalisée a un potentiel fixe +1,2 V imposé a la grille de platine pendant 30 min.
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Figure 103 - Spectres UV-Visible de la solution de POPi a 0,5 mM en tampon phosphate a pH=3,7 enregistrés a
différentes valeurs de potentiel imposées a I’électrode de travail (grille de platine) au cours du tracé I=f(E) a
0,005 V.s™.

- Tracérouge:+ 0,01V
- Tracé noir: + 0,59V
- Tracé bleu: + 0,63 V

- Tracéorange:+ 1,12V

Electrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.

169



Le chronoampérogramme présenté en Figure 104 illustre le fait que la valeur du courant est proche de

zéro apres 1 min d’électrolyse, ce qui signifie que la concentration en POPi au voisinage de 1’électrode

est presque nulle.
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Figure 104 - Chronoampérogramme I = f(t) enregistré pendant I’électrolyse du POPi a 0,5 mM, réalisée pendant 30 min a un
potentiel fixe de + 1,2 V (seule la premiére minute est présentée sur cette figure).

Etude en tampon phosphate 0,1 M, pH 3,7.

Electrode de travail : grille de platine (7x6 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.
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Figure 105 - Evolution du spectre UV-Visible de la solution de POPj a 0,5 mM au cours de I’électrolyse en tampon
phosphate a pH 3,7. Tracé noir : spectre initial au temps t = 0 min ; tracé rouge : t=2 h.

Electrode de travail : grille de platine (7x6 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode auxiliaire de Platine.

Les profils chromatographiques obtenus a 280 et 420 nm pour la solution de POPi avant et apres
¢lectrolyse sont présentés en Figure 105. L’intégration du pic (3) a 280 nm permet d’estimer que 11%

de la solution ont été électrolysés.

170



L’oxydation a 1’électrode du POPi (3) n’aboutit pas a la formation de plusieurs produits d’apres le
chromatogramme a 280 nm (Figure 106 -A), contrairement a ce qui avait été observé lors de la
réduction du POP;. Le profil du milieu électrolysé est ici relativement simple : seul un double pic élué
entre 14 et 14,8 min apparait aprés électrolyse a 280 nm. Le méme signal est observé avec une
intensité plus forte sur le chromatogramme a 420 nm (Figure 106-B). Le composé correspondant est
identifi¢ comme étant le POPj (1) puisqu’il présente le méme temps de rétention et le méme rapport

m/z = 465 pour I’ion pseudo-moléculaire [M-H] associé.
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Figure 106 - Profils chromatographiques obtenus a (A) 280 nm et (B) 420 nm pour la solution de POPi a 0,5 mM : tracé
rouge, avant électrolyse ; tracé noir, aprés oxydation a I’électrode (30 min a +1,2V, électrode de travail : grille de
platine).
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En définitive, 1’électrochimie a permis d’identifier que la réduction du POPj conduit bien a des
composés incolores. Deux produits ont été repérés, un produit majoritaire dont la structure n’est pas
encore clairement élucidée et le POPi. L’oxydation du POP1i a I’électrode conduit majoritairement a la

formation du POPj. Les principaux résultats obtenus sont récapitulés en Figure 107.
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Figure 107 — Bilan de I’étude des processus rédox par voltammétrie cyclique et spectroélectrochimie UV-Visible.

IV.3.3.2. Etude des propriétés rédox de la DTEC_864 par

voltammétrie cyclique
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Figure 108 -- Voltamogrammes cycliques de la DTEC_864 a 1,8 mM en tampon phosphate 0,1 M, enregistrés a
pHS.

(A) balayage cathodique ;
(B) balayage anodique : le tracé en gris est obtenu au second scan. :
Tracés enregistrés a 0,1V.s™ a 20°C.
Electrode de travail de carbone vitreux (2,0 mm), électrode de référence Ag/AgCl, électrode
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La Figure 108 présente 1’étude en balayage cathodique (A) et anodique (B) de la DTEC 864, en
tampon phosphate a pH 5.

En balayage cathodique, deux pics de réduction C; et C, sont observés a - 0.98 V et - 1.24 V et un pic
d’oxydation A; apparait sur le balayage retour a - 0.16 V (le pic d’oxydation A,, visible également sur
le balayage anodique, appartient probablement a une impureté dans 1’échantillon, ce pic est associ¢ au
pic de réduction C;). En balayage anodique, un massif d’oxydation est observé dans la zone {+0.6 -
+0.8} V. Celui-ci résulte de ’oxydation des nombreuses fonctions phénoliques présentes dans la
structure DTEC_864. Cette molécule s’adsorbe fortement a 1’électrode puisque dés le deuxiéme scan,
I’intensité du courant est proche de celle du courant résiduel. L’adsorption provoque une forte
modification de la surface de I’¢lectrode, ce qui complique I’étude des réactions. L’électrode est ici
inactivée : cela a déja été décrit dans la littérature pour les catéchines (Janeiro and Oliveira Brett,
2004). Le méme phénoméne a été rencontré sur la grille de platine utilisée en spectroélectrochimie
UV-visible, ce qui a constitué une difficulté¢ majeure dans 1’analyse ¢électrochimique de la DTEC_864.
Il faudrait envisager ici I'utilisation d’électrodes modifiées pour éventuellement limiter ce phénomene
et explorer la capacité de ce trimere a basculer vers une forme incolore sous I’influence d’un milieu

réducteur, tel qu’observé dans un moit en fermentation.

En définitive, ’environnement physico-chimique dans lequel se trouvent les molécules colorées
influence directement leur structure et donc, par extension, I’expression de leur couleur. Ce travail
constitue une premicre exploration par le biais d’approches en solutions réelles (jus fermenté) et
modeles. Diverses techniques ont ¢été utilisées dans le but d’évaluer I'impact de facteurs
environnementaux sur les polyphénols responsables de la couleur. D’une part, I’influence d’un
procédé technologique particulier, la fermentation, a été évaluée sur les fractions phénoliques colorées
complexes de jus. D’autre part, la modulation de la couleur sous I’effet du pH et du potentiel rédox a
été caractérisée pour deux pigments modeles jaune-orangé. Les stratégies développées reposent sur
plusieurs outils tels que des méthodes d’électrochimie et de calcul théorique. Les différentes questions
abordées dans cette partie de 1’étude fournissent les premiers éléments de compréhension concernant,
a I’échelle du produit fini, les propriétés de composés isolés responsables de la couleur des jus. De
premiers éléments concernant les phénoménes de variation de couleur a 1’échelle atomique ont
¢galement été¢ obtenus. Cependant, des investigations supplémentaires restent a mener puisque les
mécanismes sous-jacents expliquant la modulation de couleur n’ont pas tous été identifiés et

expliqués.
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V. CONCLUSION & PERSPECTIVES

Les variétés de pommes a cidre sont particuliecrement riches en polyphénols. Au cours de la
transformation des fruits, ces composés subissent des réactions d’oxydation initiées par voie
enzymatique. Celles-ci sont le plus souvent suivies de réactions chimiques (additions, hydratations,
réarrangements intramoléculaires, ...) qui induisent des modifications structurales, or les propriétés
des polyphénols (nutritionnelles, organoleptiques, ...) sont étroitement liées a leurs structures. A titre
d’exemple, les tannins sont responsables de I’amertume et de ’astringence des produits cidricoles.
L’¢étude présentée dans ce manuscrit s’est focalisée sur une autre propriété fonctionnelle résultant de
I’oxydation des polyphénols, a savoir la couleur. Les cidres francgais traditionnels (hors cidres rosés)
sont des produits généralement limpides (valeurs de L* comprises entre 80 et 100) se définissant par
une palette de colorations jaunes-orangées plutot restreinte (angles de teinte h compris entre 80° et
100°). Les produits se distinguent donc essentiellement par leur intensité colorante, illustrée par la
variabilité considérable que peut connaitre le parameétre colorimétrique C* (valeurs de 8 a 70). Cela
pourrait étre mis en relation avec des teneurs variables en pigments jaunes-oranges. Ces composés
colorés restent, a ce jour, largement inconnus. Des travaux antérieurs ont mis en évidence, par
incubation enzymatique en solution modele, la formation d’un produit jaune issu de I’oxydation de la
phloridzine (POPj)(Guyot et al., 2007; Le Guernevé et al., 2004). D’autres études suggerent
I’implication de structures colorées telles que des déhydrodimeéres de catéchines (Lea, 1984). Aucune
de ces structures obtenues en milieu modele n’avait toutefois été clairement identifiée dans les jus de

pommes.

Dans ce contexte, notre étude visait, en premier lieu, a obtenir une caractérisation globale de fractions
phénoliques oxydées colorées dérivées de jus de pommes a cidre. Un premier profilage en CLHP-
DBD-SM de quatre jus de pomme mono-variétaux a permis de distinguer deux classes distinctes de
molécules colorées : des composés tannants illustrés par des massifs mal résolus sur les
chromatogrammes a 420 nm et des composés peu tannants donnant des pics chromatographique bien
résolus et présentant des polarités différentes. Ces composés se trouvent plus ou moins représentés en
fonction des variétés de pommes utilisées.

La faible concentration de molécules colorées a constitué une difficulté majeure pour 1’¢lucidation de
leurs structures. En effet, bien que fortement colorantes, elles se retrouvent dans les jus en mélange
avec une grande multiplicité de de produits d’oxydation incolores néoformés. Leur séparation et leur
purification par chromatographie s’est donc révélée particuliérement complexe. La fragmentation en
spectrométrie de masse a constitué un outil essentiel pour accéder a des informations structurales. Elle
a permis de détecter dans les jus la présence de POPj et d’un analogue structural PXGOPj substitué

par un xyloglucoside de phlorétine a la place du glucose. Il a également été possible de formuler une
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hypothése de structure pour un composé coloré de 870 Da peu tannant et faiblement polaire. Les
tentatives de purification a I’échelle préparative et semi-préparative n’ont malheureusement pas abouti
a une fraction suffisamment pure pour permettre la caractérisation de ce composé en RMN. Le
développement d’une approche en solution modéle par incubation enzymatique s’est donc avéré fort
utile pour valider la formation de ce composé et confirmer le mécanisme moléculaire hypothétique
proposé. Ainsi, a notre connaissance, ces travaux ont mis pour la premicre fois en évidence la
formation d’un pigment hétérodimere EC-XPL/Ox résultant d’un couplage oxydatif entre une (-)-
épicatéchine et un xyloglucoside de phlorétine. Ces deux substrats dérivent de classes de polyphénols
différentes, initialement identifiées dans la littérature comme précurseurs potentiels de couleur.

Enfin, une seconde approche en solution modele a permis de synthétiser par voie enzymatique, de
purifier et de caractériser en RMN deux structures de déhydrotriméres de (-)-épicatéchine colorés
susceptibles de se former dans les jus. Ces composés et les déhydrodiméres proposés par (Lea, 1984)
ont ¢été recherchés dans les quatre jus de pomme étudiés : ils n’ont pas été détectés directement sous
cette forme. Pourtant, leur formation en milieu réel apparait tout a fait vraisemblable.
L’environnement physico-chimique des motts de pomme (en termes de pH, température, activité
PPO, ...) pourrait ne pas spécialement favoriser les réactions aboutissant a leur formation. Ils
pourraient également étre formés au cours des étapes de transformation des fruits puis étre rapidement
impliqués dans de nouvelles voies réactionnelles. En particulier, ils pourraient étre impliqués dans des
réactions de couplage oxydatif avec les procyanidines ce qui irait dans le sens de la formation de
tannins colorés. Cette hypothése pourrait expliquer I’absence de détection directe des ions

moléculaires correspondant par LC-MS dans les jus de pomme.

En définitive, les travaux réalisés dans le premier volet de I’étude ont fourni un premier apercu des
structures impliquées dans la teinte jaune-orangée des jus mais cette caractérisation globale
n’explique pas totalement la coloration d’un jus. Outre l’identification de nouvelles molécules
colorées par le biais de techniques et d’approches similaires a celles utilisées dans cette étude
(notamment pour les composés peu tannants), il serait particuliérement intéressant d’approfondir
I’étude des produits d’oxydation tannants colorés mis en évidence par collage protéique. En effet,
ils représentent a priori une fraction importante de la couleur, contribuant potenticllement a la
diminution de I’angle de teinte constatée pour certains produits cidricoles (teinte plus orangée). Cette
tache nécessitera un réel développement méthodologique s’appuyant peut-étre sur des stratégies de
collage protéique/désorption accompagnées d’une éventuelle dépolymeérisation par voie chimique pour
mettre en évidence, sinon des structures complétes de tannins colorés, au moins des marqueurs colorés
de I’oxydation. En parallele, des approches alternatives en solution modeéle pourraient permettre de

vérifier I’hypothése proposée d’addition et/ou couplage de tannins condensés avec des structures
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colorées du type déhydro(oligo)épicatéchin qui constitueraient finalement les chromophores
retrouvées au sein de ces molécules tannantes.

La deuxieme partie de cette étude visait a explorer I’impact de la variation de certains parametres
physico-chimiques du milieu sur ’expression de la couleur des pigments jaunes-orangés des jus de
pomme.

Dans un premier temps, cet impact a été étudié sur des fractions phénoliques oxydées globales : les
quatre jus de pomme produits pour la premiére partie de ces travaux ont été mis en fermentation et
I’évolution des paramétres colorimétriques décrivant leur couleur a été suivie. Cette étape du procédé
de technologie cidricole entraine clairement une perte de coloration, le critere C* (Chroma) étant le
parametre le plus affecté. Ceci traduit une baisse de 1’intensité colorante des produits, suggérant une
diminution de la concentration en pigments. Le phénomeéne est plus marqué pour les jus les plus
colorés (Dous Moen, Marie Ménard) qui présentent davantage de composés tannants absorbant a 420
nm. Dans le modele vin, des phénomenes d’adsorption de polyphénols, et notamment de tannins
condensés, sur des lies de levures ont été décrits (Mazauric and Salmon, 2005). Ces aspects n’ont pas
¢été abordés de fagon approfondie dans le cadre de cette étude mais il est fort probable que ce type
d’interactions soit également observé dans le modéle cidre. Au cours des fermentations, les culots de
levures ont été conservés de fagon a pouvoir analyser ultérieurement les éventuels composés colorés
adsorbés. La faisabilité de ces analyses dépendra de développements méthodologiques probablement
similaires a ceux proposés pour I’analyse des molécules tannantes colorées. En paralléle, des
approches en solution mode¢le, mettant en présence la fraction phénolique oxydée de Dous Moen avec
des levures mortes, devraient permettre d’évaluer le niveau de perte de couleur lié a ces phénomeénes.
Par ailleurs, il convient de noter que le jus de Guillevic par exemple, qui se caractérise par une absence
de catéchines et de tannins colorés, subit également une perte de couleur au cours de la fermentation.
L’analyse de ses profils chromatographiques montrent la disparition des composés colorés peu
tannants présents initialement dans les jus de pomme. La composition du milieu évolue avec le
processus fermentaire, le pH diminue et le métabolisme des levures place le milieu dans des conditions
plus réductrices. Cela peut de fait impacter la structure électronique des molécules présentes en
solution. Les techniques de voltammétrie cyclique et de spectro-électrochimie UV-visible associée a
des analyses en CLHP-SM se sont révélées tout a fait pertinentes pour étudier I’influence d’un
potentiel réducteur sur I’expression de la couleur de molécules isolées. Pour ce travail, une
dihydrochalcone oxydée, le POPj, et un flavanol, la déhydrotriépicatéchine de type A (864 Da) ont été
sélectionnés comme chromophores mod¢les des jus de pomme. Ce dernier composé n’a pas été
clairement identifi¢ dans les jus, il a malgré tout été considéré dans cette étude car il est susceptible de
se former. De plus, ces deux molécules mod¢les présentent 1’avantage d’étre facilement synthétisables
et purifiables en solution modéle. II était donc possible d’en disposer en quantité suffisante pour ce

volet de 1’étude.
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Les méthodes électrochimiques ont ici permis de s’affranchir des effets de collage éventuels sur les
levures mentionnés précédemment. L’étude a montré qu’une simple variation du potentiel rédox était
susceptible de faire évoluer le POPj coloré vers une espéce majoritaire réduite incolore qui ne
correspond pas au POPi. En revanche, I’outil électrochimique a présenté un intérét limité dans 1’¢tude
de la réduction de la déhydrotriépicatéchine, en raison d’une forte adsorption du composé a
I’électrode. Afin d’évaluer I’impact de la réduction sur la couleur de ce type de composé et plus
généralement sur un extrait phénolique oxydé global de jus de pomme, il faudra envisager d’utiliser
des électrodes dont les modifications de surface limitent les phénoménes d’adsorption. Par ailleurs, en
complément de ces approches en milieu modele, il sera important d’évaluer conjointement I’évolution
de paramétres comme le potentiel rédox et le pH au cours d’une fermentation afin d’estimer leurs

bornes de variation.

Enfin, la modulation de la couleur des deux pigments mode¢les par une variation de pH a été étudiée en
spectrophotométrie. Les évolutions de leurs spectres UV-visibles montrent les mémes tendances : un
déplacement bathochrome et hyperchrome de la bande d’absorption dans le visible avec
I’augmentation du pH. Le trimére de type déhydrodicatéchine A apparait néanmoins plus stable vis-a-
vis du pH que le POPj. La modélisation moléculaire par TD-DFT s’est révélée efficace pour décrire a
I’échelle atomique les propriétés spectrales du POPj. L’exploration théorique de I’effet du pH sur le
spectre UV-visible de la molécule a apporté des ¢éléments pour expliquer les deux teintes trés
différentes présentées par ce composé selon le pH de la solution. La capacité colorante de ce type de
chromophores pourrait présenter un intérét en termes de valorisation puisqu’ils peuvent étre obtenus
facilement par synthése en milieu modéele.

Soulignons enfin que I’expression de la couleur peut étre modulée par d’autres paramétres physico-
chimiques que ceux présentés dans ce travail. Il serait intéressant d’étudier en solution modele ou
d’explorer par modélisation moléculaire d’éventuels phénomeénes de copigmentation inter- et/ou
intramoléculaire. Par ailleurs, un excés de fer dans le cidre peut parfois étre a 1’origine d’un
phénomene de casse ferrique a 1’ouverture d’une bouteille, cela génére une coloration noire qui altére
la qualité du produit. Sans se focaliser forcément sur ce cas extréme, il serait néanmoins intéressant
d’étudier les éventuels mécanismes de complexation métallique qui pourraient participer, dans une

moindre mesure, a I’expression de la couleur des jus de pomme.

Bien que le cidre ne soit pas un produit qui se conserve sur une trés longue période, il n’est pas
consommé immédiatement aprés son ¢laboration et son conditionnement. Au cours du stockage, la
couleur peut évoluer sous I’effet de différents facteurs (température, lumiere, oxygene...). L’intérét
croissant de la filiere pour la mise en avant du critére couleur implique une meilleure maitrise de la
stabilité des molécules colorées, notamment pour les cidres rosés ou trés pales, pour lesquels il est

essentiel de limiter la formation de molécules brunes altérant la qualité du produit.
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ANNEXE 1

Relation de Nernst

Pour un systéme rédox rapide (Equation 7), la relation de Nernst est donnée par les expressions 2 et 3
(Darchen, 2011). Elle représente le potentiel pris par une ¢lectrode en équilibre avec les espéces du
couple rédox. Elle fait apparaitre le potentiel standard du systéme rédox considéré E° (exprimé en
volt) qui est établi dans les conditions standards, c’est-a-dire a pH = 0 et avec a,x = a.4= 1. Par
convention, c’est I’électrode standard a hydrogéne ESH qui est utilisée comme électrode de référence

(la valeur de E° H+ﬂ.12 est fixée égale a zéro par convention).

Ox+ne == Red Eq. (7)

n nombre d’¢électron(s) impliqué(s) dans le systéme électrochimique

_ 0 RT,  Qox
E=E"+ nFlnam Eq. (8)

E=E"+ —0'(;159 log ==

Eq. (9)

Qred
Expression a 25 °C (298 °K), In=2,303 x log;,

C concentration dans la solution (mol.cm™)

F constante de Faraday (F = 96484 C.mol™)

R constante des gaz parfaits (R = 8.31 J.K.mol™)
T température (K)

La détermination des potentiels intervient rarement dans les conditions standards. La relation de
Nernst écrite sous la forme de I’équation 10 fait apparaitre le potentiel standard apparent ou formel
E’°, potentiel d’équilibre lorsque les concentrations des deux espéces sont égales. Intrins€quement,
cette valeur de E’° tient compte de la force ionique, du pH, des phénoménes de complexation et de
précipitation éventuels impliquant toutes les espéces figurant dans 1’équation de Nernst. Si I’on
consideére une demi-équation rédox (Equation 11) faisant intervenir n électrons et p protons pour la
réduction de 1’oxydant, la relation de Nersnt peut s’écrire sous la forme présentée en Equation X si on

assimile activité a concentration et que I’on considere que I’eau est dans son état standard (ap,0= 1)..

Notons que les valeurs des potentiels standards et formels permettent de prévoir les possibilités des
réactions d’oxydoréduction permises par la thermodynamique. La cinétique de la réaction doit

naturellement étre prise en considération.
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E=E"+ 0'?159 log [0x]

[Red]
Ox+ne+pH* = Red+qH20
_ o _ 0.059 0.059 [0x]
E=E pH + » log “Red]
E,O — EO _ 0.059p pH

Eq.(10)

Eq. (11)

Eq. (12)

Eq. (13)

11 apparait que le potentiel de réduction diminue quand le pH augmente, c’est-a-dire que la réduction

devient plus difficile. La pente est égale a 0,059 fois le rapport p/n en V/unité de pH a 25°C. Si le

systéme rédox échange le méme nombre de protons et d’électron, la pente sera de 0,059V. L’équation

6 est utilisée pour calculer les potentiels d’équilibre qui sont reportés dans les diagrammes de Pourbaix

ou diagrammes potentiel-pH (Pourbaix M, 1963). Ces diagrammes permettent de visualiser les

domaines de stabilité des especes en tenant compte des équilibres acido-basique et des phénomenes de

complexation et de précipitation éventuels. En guise d’illustration, la Figure 109 présente un exemple

d’oxydation de I’acide caféique en milieu aqueux (Hotta et al., 2002). Le diagramme potentiel-pH

pour le systéme quinone/hydroquinone a été étudié par Bailey et al., 1983. Il est possible de

déterminer des valeurs de pKa par la mesure des potentiels rédox en fonction du pH, mais ce n’est pas

la méthode la plus aisée et il existe d’autres protocoles qui sont exposés dans le paragraphe IV. 2. 3. 2.

£/ V vs. NHE

Figure 109 - Diagramme Potentiel-pH de I'acide caféique (reproduit de Hotta et al., 2002 )
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CH=CHCOO™

Les valeurs de E°,,, ont été déterminées a partir des voltammogrammes cycliques de I’acide caféique a 1,0 mM

enregistrés en milieu aqueux sur électrode de carbone vitreux.
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Résumé
Erell Le Deun —

Couleur des jus de pomme et des cidres : analyse structurale et impact de plusieurs paramétres

physico-chimiques.

Les composés phénoliques sont impliqués dans les propriétés organoleptiques majeures des aliments
dérivant d’une matrice végétale. Ils sont notamment responsables de I’amertume, de I’astringence et de
la couleur des produits cidricoles. Le brunissement observé lors de la transformation des fruits est lié¢ a
la formation de pigments jaunes-orangés. Il est initi¢ par 1’activité d’une enzyme plastidiale, la
polyphénol oxydase, qui catalyse I’oxydation des polyphénols en présence d’oxygeéne. Cela aboutit a
la formation de quinones, espéces chimiques trés réactives qui sont rapidement impliquées dans des

voies réactionnelles ultérieures. Certains produits néoformés sont colorés.

Un profilage des molécules colorées présentes dans quatre jus de pomme monovariétaux aux couleurs
contrastées a été réalis¢ en CLHP-DBD-SM. Il a mis en évidence I’existence de tannins oxydés
colorés et de composés jaunes-orangés non tannants. Parmi ces derniers, des produits d’oxydation de
la phloridzine, dérivant de la classe des dihydrochalcones, ont été clairement identifiés (POP;,
PXGOPj). Des approches couplées en milieu réel et solution modele ont en outre permis d’identifier
une nouvelle structure colorée dérivant d’un couplage oxydatif entre une dihydrochalcone et un
flavanol monomeére. Enfin, des déhydrotriméres d’épicatéchine ont pu étre caractérisés en solution

synthétique mais n’ont pas été détectés directement dans les jus.

Par ailleurs, la couleur exprimée par les pigments formés peut subir des modulations en fonction de
I’environnement physico-chimique. A titre d’exemple, la fermentation cidricole génére classiquement
une décoloration des motts ; or la composition du milieu fermentaire évolue sous I’influence de
différents parameétres tels que le pH ou le potentiel redox. L’impact d’un milieu réducteur sur la
couleur du POPj et d’une déhydrotriépicatéchine de type A, sélectionnés comme pigments modeles
des jus de pomme, a été exploré par voltammétrie cyclique et spectroélectrochimie UV-visible. En
outre, les changements de propriétés spectrales du POPj liés a son état de protonation ont été

rationalisés par des approches de TD-DFT.

Mots clefs : jus de pomme, polyphénols, oxydation, brunissement enzymatique, polyphénol oxydase,
cidre, fermentation, potentiel redox, pH, chromatographie HPLC, spectrométrie de masse,

spectroélectrochimie UV-visible, modélisation moléculaire
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Summary

Erell Le Deun —

The color of apple juices and ciders: structural analysis and impact of several physical-chemical

parameters.

The phenolic compounds are involved in the main organoleptic properties of plant-derived foods.
They are especially responsible for the bitterness, the astringency and the color of apple cider
products. The browning observed during fruit processing is related to the formation of yellow-orange
pigments. By its catalytic activities, the polyphenol oxidase, a plastidial enzyme, initiates the oxidation
of polyphenols in the presence of oxygen. It leads to the formation of quinones, very reactive species

which are quickly involved in further chemical reactions. Some of the neoformed products are colored.

Four apple juices, showing contrasted colors, were analyzed by reversed-phase HPLC-DAD-MS in
order to obtain their profiles in colored compounds. The presence of yellow-orange oxidized tanning
and non-tanning compounds was highlighted. Within the latter compounds, some phloridzin oxidation
products, deriving from dihydrochalcones, were clearly identified (POPj, PXGOPj). In parallel,
coupled approaches in real media and model solutions led to the identification of a new colored
structure deriving from an oxidative coupling between a dihydrochalcone and a flavanol monomer.
Finally, catechin trimers were also characterized in synthetic medium but they were not detected

directly in apple juices.

Moreover, the color expressed by the yellow-orange pigments can suffer some variations as a function
of the physical-chemical environment. For instance, the cider fermentation results generally in a loss
of color in apple juices; but the composition of the fermentative medium evolves under the influence
of several parameters, such as pH and redox potential. The impact of reducing conditions on the color
of POPj and A-type dehydrotriepicatechin, both selected as model pigments of apple juices, was
explored by cyclic voltammetry and UV-visible spectroelectrochemistry. Besides, the changes in

spectral properties of POPj, related to its protonation state, were rationalized by TD-DFT calculations.

Keywords: apple juice, polyphenols, oxidation, enzymic browning, polyphenol oxidase, apple cider,
fermentation, redox potential, pH, HPLC, mass spectrometry, UV-visible spectroelectrochemistry,

molecular modelling
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