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Figure 1 : Polyphénols (ou composés phénoliques) de la pomme et de ses produits de

transformation. (D’aprés IFPC, site internet n°3).




1. Introduction :

En 1946, I'Institut National de Recherche Agronomique (INRA) est fondé afin de
répondre a une demande sociale pressante de « nourrir la France ». (INRA, site internet
n°1). Aujourd’hui composé de 13 départements scientifiques et de 19 centres de recherches
régionaux, 'INRA est le premier institut de recherche agronomique en Europe et le deuxiéme
dans le monde. Etablissement public, il est placé sous la tutelle conjointe du ministére de
I'Agriculture et des ministéres chargés de I'Education nationale, de 'Enseignement supérieur
et de la Recherche. Les recherches actuelles concernent trois domaines principaux avec des
objectifs en lien avec les attentes de la société : [lalimentation, lagriculture et

’environnement.

L’équipe PRP (Polyphénols, Reéactivité, Procédés) est rattachée au département
scientifique CEPIA (Caractérisation et Elaboration des Produits Issus de I'Agriculture). Bien
que localisée sur le site INRA de Le Rheu, elle fait partie de I'unité de recherche 1268 BIA
(Biopolymeéres, Interactions, Assemblages) du centre régional INRA d’Angers-Nantes. Cette
équipe méne une étroite collaboration avec l'Institut Francais des Productions Cidricoles
(IFPC) dans le cadre de I'Unité Mixte Technologique Novacidre. En outre, les besoins
analytiques sont assurés au travers du plateau P2M2 (plateforme de profilage métabolique

et métabolomique) dont I'équipe PRP est co-fondatrice.

L’objectif principal de I'équipe est d’apporter a la filiere cidricole des bases scientifiques
en vue de maitriser les procédés de transformation des pommes a cidre. Pour cela, les
recherches menées visent a comprendre et connaitre le rble et les implications des
composés phénoliques lors de I'élaboration d’aliments liquides, fermentés (cidre) ou non
(jus), issus de la transformation des fruits, en relation avec les qualités organoleptiques et
nutritionnelles des produits finis. Les recherches se focalisent sur les mécanismes
d’'oxydation enzymatique des polyphénols, la nature et le devenir des espéces phénoliques
oxydées en intégrant la complexité de la matiére premiere et les technologies mises en
ceuvre lors de la transformation des fruits. Actuellement, 'une des priorités scientifiques de
'équipe est de développer les approches mécanistiques et cinétiques de I'oxydation
enzymatique des polyphénols et d’étudier les interactions entre molécules phénoliques
(oxydées ou non) et macromolécules (polysaccharides et protéines) afin de conduire a un
meilleur contréle de la couleur, de la stabilité colloidale et de lI'effervescence. (INRA, site

internet n°2).

Les polyphénols, ensemble de métabolites secondaires, sont responsables de
caractéristiques organoleptiques majeures des jus de pommes et des cidres, comme

'amertume, I'astringence ou encore la couleur. Six classes majeures de polyphénols sont
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Figure 2 : Réaction de formation de POPj par oxydation enzymatique de la phloridzine
(D’apres Guyot, 2007).

Figure 3 : Structure moléculaire de la déhydrodicatéchine A (D’aprés Guyot, 1996).



retrouvées de maniere hétérogéne au sein de la pomme (Guyot et Poupard, 2010). Trois de
ces classes représentent 90% de la composition de la pomme et sont présentes dans toutes
les parties du fruit (figure 1) : la classe des acides hydroxycinnamiques représentée
majoritairement par l'acide chlorogénique (ou acide 5-O-caféoylquinique), celle des
flavanols monomeres dont la (-)-épicatéchine (le plus souvent largement majoritaire dans
les pommes) ainsi que la classe des procyanidines ou tanins condensés qui sont des
oligoméres et polyméres de catéchines. Les dihydrochalcones comme la phloridzine,
particulierement concentrée dans les pépins, sont assez spécifiques des produits dérivés de
la pomme (Guyot et al., 1998). Les flavonols ainsi que les anthocyanes, sont les seules
classes de polyphénols natifs colorés dans la pomme, elles sont surtout présentes dans la

peau et diffusent peu dans le jus lors de la transformation.

Aujourd’hui, la couleur représente un critere de segmentation des cidres ou des jus de
pommes encore peu exploité dans la filiere cidricole. En effet, sa maitrise reste treés difficile.
Dans ce contexte, le projet de recherche interrégional CICHROM vise d’abord a mieux
comprendre les mécanismes de la formation et de I'expression de la couleur des cidres et a

proposer aux professionnels de la filiere :

- des itinéraires techniques permettant aux producteurs d’orienter la couleur de leurs

produits,

- des tests et des outils permettant de prédire la couleur et sa stabilité, mais aussi de
coder les couleurs des cidres a travers un nuancier comme il en existe dans la filiere

viticole.

La couleur d'un produit alimentaire est un critére organoleptigue important dans la
mesure ou elle constitue la premiére image « marquant » le consommateur. Par conséquent,
elle est susceptible de conditionner I'acte d’achat et d’influencer I'appréciation du produit.
Avec une production annuelle de plus d’'un million d’hectolitres de cidre (UNICID), il y a un
réel intérét a mieux comprendre l'origine de la couleur afin de proposer une meilleure
maitrise de ce critére lors de [I'élaboration des produits cidricoles. Les molécules
responsables de la couleur sont essentiellement issues de l'oxydation enzymatique des
polyphénols de la pomme. Ces produits d’oxydation apparaissent lors des étapes de
broyage et de pressage des pommes (Nicolas, 1993 ; Nicolas, 1994), qui provoquent une
décompartimentation cellulaire. La mise en contact de la polyphénoloxidase (PPO), d’origine
plastidiale, avec les polyphénols, d’origine vacuolaire, en présence d’oxygéne entraine un
phénoméne d’oxydation enzymatique souvent appelé brunissement enzymatique. Bien que
la majorité des produits formés soient incolores, le phénoméne se nomme ainsi car il induit la

formation de produits oxydés colorés. La PPO, enzyme de type oxydoréductase, présente
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Figure 5 : Espace couleur L*a*b* et L*C*h (D’aprées Zollinger, 2003).



deux types d’activités : I'activité crésolase et I'activité catécholase. Les substrats de la PPO
sont oxydés en o-quinones (dites primaires). Dans le cas de la pomme, le substrat majeur
est l'acide 5-O-caféoylquinique. Ces quinones, instables et trés réactives, sont engagées
dans des réactions ultérieures d’oxydo-réduction et d’addition par voie chimique. Ces
oxydations secondaires avec d’autres polyphénols vont donner a leurs tours des formes o-
guinoniques (o-quinones secondaires). Les quinones primaires et secondaires donnent aussi
lieu a la formation d’espéces radicalaires (semi-quinones). Enfin, quinones et semi-quinones
se trouvent impliquées dans des réactions d’addition qui générent un grand nombre de
produits néoformés par dimérisation, polymérisation, addition inter et intramoléculaires. Bien
gu’encore mal connues, ces structures comprennent a priori suffisamment de doubles
liasisons carbone-carbone et de fonctions carbonyles conjuguées pour générer des

chromophores, ce qui explique la coloration jaune-orange des jus.

Quelques études ont été menées sur I'oxydation des polyphénols natifs du jus de
pomme. Elles ont permis de caractériser plusieurs produits d’oxydation néoformés et de
décrire les différents mécanismes moléculaires impliqués (Poupard, 2008 ; Bernillon et al.,
2004 ; Guyot et al., 2008). Les mécanismes de polymérisation des quinones, souvent décrits
dans la littérature, semblent finalement minoritaires par rapport aux voies réactionnelles de
dimérisations suivies de réoxydations et de ré-arrangements intra-moléculaires. Néanmoins,

ces produits et ces mécanismes restent a ce jour trés peu connus.

Quelques molécules de couleur jaune-orange ont été caractérisées. C'est le cas du
POP;j (Produit d’Oxydation de la Phloridzine jaune) obtenu par oxydation enzymatique de la
phloridzine (figure 2) ; (Guyot et al., 2007).Toutefois, il faut noter que le POPj, méme s'il est

retrouvé dans les jus, n’est pas la structure majoritairement responsable de leur couleur.

D’autres produits colorants ont été obtenus en milieu modéle par I'oxydation
enzymatique de la (+)-catéchine ou de la (-)-épicatéchine, comme par exemple la
déhydrodicatéchine A (figure 3) ; (Guyot, 1996).

En général, le mécanisme qui conduit a la couleur est composé de plusieurs réactions

d’oxydation successives.

Il existe différentes méthodes pour mesurer et décrire une couleur. La Commission
Internationale de I'Eclairage (CIE) a développé différents modeles de représentation en trois
dimensions qui permettent d’exprimer une couleur en tenant compte de sa perception par
I'ceil humain. Chez I'homme, la perception des couleurs résulte d’'une combinaison des
informations captées par trois types de cellules photosensibles en forme de cbénes situées

dans la zone centrale de la rétine. Les spectres de lumiére sont ainsi traduits en trois



signaux : les composantes rouges, vertes et bleues. Ces réponses aux stimuli lumineux sont

envoyeées par influx nerveux au cerveau pour étre interprétées comme une couleur.

pH2 pH3 pH4 pHS pH6 pH7 pH 8

Figure 6 : Evolution de la couleur de POPj selon le pH (D’aprés Guyot, 2007).

Figure 7 : Verre de cidre normal (gauche) et verre de cidre avec une casse ferrique (droite).
(D’aprés Bauduin, 2006).



En 1931, le premier modéle colorimétrique CIE XYZ est défini par la CIE. Prenant en
compte les fonctions de mélanges reliant les trois perceptions de I'ceil humain a la longueur
d’'onde, ce systéme sert de référence pour définir d’autres modéles. Les trois composantes
X, Y et Z représentent respectivement la teinte, la luminance (intensité lumineuse pondérée
par la sensibilité spectrale de I'ceil) et la saturation (figure 4). Ces valeurs, dites tristimulus,
sont fonctions du triplet lumiére — objet — observateurs, elles sont obtenues en intégrant sur
le spectre visible le produit de la réflectance de I'objet éclairé par un illuminant pergu par la

sensibilité spectrale de I'ceil (Chrisment, 2011; Zollinger, 2003).

Les valeurs tristimulus XYZ sont a la base des espaces couleurs les plus utilisés
actuellement : les espaces L*a*b* et L*C*h.

Défini en 1976, I'espace couleur L*a*b* ou CIELab est I'espace le plus utilisé dans de
nombreux domaines. Il est particulierement utilisé pour exprimer la couleur des produits
alimentaires. Les différentes coordonnées qui le composent sont la clarté (L*), et les valeurs
de chromaticité a* et b* calculées a partir des valeurs XYZ. Dans le diagramme (figure 5), les
valeurs a* et b* décrivent la couleur : les fortes valeurs positives de a* tendent vers le rouge,
les fortes valeurs négatives vers le vert, alors que les fortes valeurs positives de b* tendent
vers le jaune et les fortes valeurs négatives vers le bleu. Le centre du diagramme est
achromatique, c’est-a-dire sans teinte. En incluant une dimension représentant la luminosité
L*, la sphére des couleurs est obtenue (figure 5). Sur ce solide, le centre est achromatique et

la saturation augmente avec la distance au centre (du blanc au noir).

Le systeme L*C*h est obtenu en exprimant les paramétres de couleur du systeme
CIELab, en coordonnées polaires plutét que cartésiennes. Le L* définit toujours la clarté, le
C* définit la saturation qui correspond a la distance par rapport au centre et 'angle h définit
la teinte (figure 5). Ce dernier correspond a I'angle formé entre le vecteur a* et le vecteur de
la couleur a définir, ce qui signifie qu’un angle de 0° correspond au rouge, 90° au jaune, 180°
au vert et donc 270° au bleu.

De nombreuses études se sont focalisées sur les molécules colorées présentes dans
des modéles de boissons fermentées telles que le vin, la biére, le thé... D’aprés la littérature,
il apparait que certains paramétres physico-chimiques du milieu environnant (type jus ou
boisson fermenté), peuvent avoir un impact sur I'expression de la couleur. En effet, un
changement de pH ou encore la présence de cations métalliques dans le milieu sont

susceptibles d’influencer significativement la couleur (Clark et al., 2002 ; Danilewicz, 2011).

Le pH est un parametre ayant une influence considérable sur la structure des composés
phénoliques (Friedman et Jurgens, 2000). Des études ont permis de mettre en évidence, a
partir d’'une solution aqueuse d’anthocyanes, la forte réactivité de la fraction aglycone avec le

pH (Mazza, 1990 ; Brouillard, 1988). A pH faible (pH = 1), le cation flavylium est I'espéce



prédominante et contribue a la coloration rouge et violette. Pour des valeurs de pH
comprises entre 2 et 4, les formes quinoidales de couleur bleue sont prédominantes. Pour
des pH compris entre 5 et 6, seules des formes incolores sont présentes (Castafieda-
Ovando et al., 2009). Dans une publication, Torskangerpoll (2004) qui s’intéressait a la
stabilité de la couleur des anthocyanes, a une nouvelle fois mis en évidence I'importance du
pH dans 'expression de la couleur. En 2007, Guyot a mis en évidence un effet significatif du
pH sur le POPj qui présente une coloration jaune intense a pH 3 a 5, virant vers I'orange
pour des pH plus élevés (figure 6).

La complexation métallique des polyphénols est connue pour jouer un réle important
dans I'expression des couleurs naturelles (fleurs, vins rouges,...). Par exemple, les métaux
peuvent stabiliser les formes basiques quinoidales bleues des anthocyanes au sein d’un
complexe (Dangles et al, 1994). Dans ce cas, les ions métalliques peuvent étre considérés
comme des co-pigments. Par ailleurs, de nombreuses études se sont intéressées a
limplication de certains métaux, en particulier le fer et le cuivre, dans les phénoménes
généraux d’oxydation des polyphénols retrouvés dans des systémes « modéle vin »
(Danilewicz, 2007 ; Danilewicz, 2011 ; Clark et al., 2002 ; Nkhili et al., 2014) . Il apparait que
I'oxydation du fer de I'état ferreux (Fe?") a I'état ferrique (Fe**) est une étape importante dans
la catalyse de I'oxydation des polyphénols présents. L’action du fer serait renforcée de fagon
significative par la présence de cuivre. Certains travaux ont relié plus directement 'effet de la
présence de ces métaux sur le brunissement des solutions (Es-Safi et al, 2003). Il faut
néanmoins noter que la présence de sulfite accélére la vitesse de consommation de
'oxygéne en présence de métaux et de composés phénoliques (Danilewicz, 2011). Ces

voies réactionnelles complexes ne sont pas encore complétement élucidées.

D’aprés le décret n°53-978 du 30 septembre 1953 relatif a I'orientation de la production
cidricole et a la commercialisation des cidres, la teneur maximale en fer autorisée est de 10
mg/L. Les teneurs en cuivre sont généralement comprises entre 0 et 1 mg/L. Les produits
cidricoles peuvent parfois présenter une instabilité de la couleur liée a une présence
excessive de fer, ce qui constitue une grosse altération du produit. Ce phénoméne est
appelé « casse ferrique » et correspond a I'oxydation du fer qui passe de I'état ferreux (Fe*)
a l'état ferrique (Fe®"). Dans cet état, le fer se combine avec les tanins du cidre pour former
des complexes de couleur noire (figure 7). Au cours de son stage, Emilie Weber (2011) a
montré un impact du fer sur les caractéristiques de couleur du POPj, tandis que le cuivre se
révélait sans effet significatif. 1| sera intéressant d’explorer de maniére plus approfondie
limplication de ces métaux et leur interaction éventuelle dans la modulation de la couleur

jaune-orange des jus de pomme.



Dans le cadre du projet CICHROM, les études menées au cours de ce stage ont pour
objectif d’'identifier, de hiérarchiser les parameéetres physico-chimiques ayant un impact
sur la modulation et la stabilité de la couleur des cidres et des jus de pommes afin de
comprendre et connaitre les mécanismes moléculaires responsables de I'expression de la

couleur.

Suite a l'analyse bibliographique, les travaux réalisés dans ce stage correspondent a
une étude en solution des propriétés colorantes de molécules modéles représentatives de la
couleur des jus de pommes et des cidres en se concentrant sur les deux paramétres

principaux évoqués précédemment, a savoir le pH et la présence de cations métalliques.

Pour ce faire et afin d’apporter des éléments de compréhension sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans les changements de couleur, il était important de travailler sur
des molécules « modeles » colorées pertinentes par rapport au modele jus/cidre, aussi pures
gue possible, et non disponibles commercialement. Par conséquent, il a été nécessaire de
réaliser au préalable des travaux de synthése enzymatique et de purification de ces
composeés colorés. Des méthodes de CLHP semi-préparative, CLHP préparative et CPC
(Chromatographie de Partage Centrifuge) ont été utilisées. Ce travail a I'échelle préparative
a permis d’obtenir des quantités suffisantes de produits colorés pour mettre en ceuvre les
plans d’expérimentation. Deux types de chromophores sont utilisés : le POPj, déja identifié
dans les jus de pomme, et des dimeres et triméres issus de I'oxydation enzymatique
d’épicatéchine (nommées déhydrocatéchines) en milieu modéle, non identifiés a ce jour
dans les jus mais présentant une structure probablement proche des chromophores des
milieux réels. Des tests préliminaires ont permis de fixer les différentes gammes de variation
de chaque facteur a appliguer dans les plans expérimentaux. Un suivi colorimétrique
(systtme CIELab) et des analyses en CLHP-DBD-SM (Chromatographie Liquide Haute
Performance — Détecteur a Barrettes de Diodes — Spectrométrie de Masse ou CLHP-

UV/Visible-SM) sont réalisés pour chaque test.

Ensuite, la démarche scientifique destinée a étudier I'impact des paramétres pH et
cations métalliques sur I'expression et la stabilité de la couleur exprimée par ces molécules
modéles a été réalisée par une approche statistique s’appuyant sur la mise en ceuvre de

plans d’expériences.



Temps (min) ACN + HCOOH 0.1% HCOOH 0.1%

3 97

91

15 16 84
45 50 50
48 90 10
51 90 10
55 3 97
75 3 97

Table 1 : Gradient d’élution pour I'analyse des polyphénols en CLHP-DBD-MS.



2. Matériels et méthodes :

a. Syntheése et purification des molécules colorées « modéles » :

1/ Synthese des molécules colorées :

1.1. Optimisation de la synthése de produits colorés issus de ['oxydation

enzymatique d’épicatéchine :

Objectif : Définir les paramétres d’incubation enzymatique permettant d’optimiser le

rendement en produits colorés lors de I'oxydation enzymatique de I'épicatéchine.

La premiere voie de synthése de composés colorés dans les jus de pommes est la
catalyse enzymatique de I'oxydation des polyphénols par la PPO (polyphénoloxidase). Une
étude menée lors d'un stage précédent (Weber, 2011) a permis d’optimiser les conditions de
synthése de produits d’oxydation colorés en milieu modéle lors de lincubation d’(-)-
épicatéchine en présence de PPO. D’aprés cette étude, 'enzyme présente un maximum
d’activité entre pH 5 et 6. De plus, le meilleur rendement en molécules colorées est obtenu

aprées incubation d’'une solution épicatéchine a 5mM en présence de PPO a 18 nkatal/mL.

En se basant sur ces différents résultats, de nouvelles expériences préliminaires ont
été réalisées afin de déterminer l'activité enzymatique de I'extrait brut de PPO disponible.
Cet extrait brut a été préparé a partir d’'un jus de pommes variété Douce Coét. Une solution
d’épicatéchine a 5 mM tamponnée a pH5.6 a été utilisée comme substrat de I'enzyme. La
concentration en oxygéne dissous dans le milieu réactionnel au cours du temps a été
mesurée a l'aide d’un oxygraphe (annexe A), ainsi il a été possible de calculer I'activité

enzymatique de 'extrait de PPO utilisé.

Cing conditions d’activités enzymatiques différentes ont été testées au cours
d’incubations en petits volumes (5 mL). Ces différentes activités ont été choisies sur la base
des résultats obtenus au cours du stage d’Emilie Weber (2011). Les milieux ont été incubés
a 26.6°C sous agitation continue pendant 40 minutes, le substrat a été fixé a une
concentration de 5 mM a pH 5.6. Afin de stopper la réaction au bout du temps requis les
solutions ont été filtrées avec un filtre PVDF de 0.45 pm. La PPO étant particulaire elle se

trouve ainsi éliminée du milieu réactionnel.

Les différentes solutions ont été analysées en CLHP-UV/Visible-SM afin d’identifier les
composés colorés formés, de sélectionner ceux pouvant faire l'objet d'un travail de

purification a I'échelle préparative, d’estimer approximativement leurs quantités et de



sélectionner le niveau d’activité enzymatique a utiliser pour permettre un rendement optimal

de leur synthése.

Le systtme de CLHP-DBD-SM est composé d’une pompe binaire a haute pression
(HP séries 1100), d’'un systéme automatique d’injection des échantillons (Thermo Finnigan
Autosamples Surveyor), d’'une colonne (Agilent XDB-C18 3.5um; 2.1 x 150 mm) munie
d’'une pré-colonne (Agilent XDB-C18 3.5um ; 2.1 x 12.5 mm) thermostatées a 30°C et d’'un
détecteur a barrette de diodes (Thermo Finnigan Spectra System UV6000LP). L’ensemble
est couplé a un spectrométre de masse (Finnigan LCQ-DECA) muni d’'une source
d’électronébulisation (electrospray ou ESI) et d’'un analyseur a piégeage d’ions (lon Trap).
Pour I'analyse de polyphénols, un gradient d’acétonitrile (ACN) acidifié a I'acide formique
(HCOOH) a 0.1% et d’eau ultra-pure acidifiée (HCOOH a 0.1%) a été utilisé en CLHP (table
1). La source ESI est utilisée en mode négatif. La détection en SM a été effectuée avec les
parameétres suivants : acquisition des spectres SM en mode d’ionisation négatif en « full
scan », détection balayant une gamme de m/z de 50 a 2000 pour obtenir les signaux
correspondant aux ions moléculaires déprotonés [M-H]". Les données ont été traitées sous le
logiciel Xcalibur. L'analyse des chromatogrammes est faite a 420 nm afin d’évaluer le

rendement en synthése de produits colorés.

1.2. Synthese en grand volume (1L) des produits colorés issus de [I’oxydation

enzymatique de la (-)-épicatéchine :

Objectif : Obtenir une quantité suffisante de molécules colorées pour réaliser les plans

d’expérience et travailler dans des conditions optimales.

L’oxydation enzymatique en grand volume (un litre) a été réalisée en utilisant une
solution d’épicatéchine a 5 mM diluée dans un tampon citrate phosphate de pH 5.65. Les
tests préliminaires ont mis en évidence qu’une activité enzymatique de 36 nkatal permettait
un rendement optimal de la synthése de produits colorés. La PPO a donc été introduite a
une concentration permettant d’atteindre ce niveau d’activité enzymatique dans le milieu
réactionnel. L’incubation a duré 40 minutes, a 25°C sous agitation continue. La réaction est
stoppée a l'aide d’une solution de fluorure de soldium (NaF) a 20 g/L, composé connu pour
étre un puissant inhibiteur de la PPO (Janovitz-Klapp et al., 1990). Le flacon est placé dans

de la glace afin d’accélérer I'arrét de la réaction.

La solution de produits d’oxydation a été centrifugée et le surnageant a été filtré sur

nylon 5um. Un prélévement de I'échantillon ainsi obtenu est injecté en CLHP-DBD-SM pour
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Figure 8 : Schéma explicatif pour le calcul du coefficient de partage (D’aprés Kromaton).
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Figure 9: Schéma du principe de Chromatographie de Partage Centrifuge (D’aprés

Kromaton).
Volume solvants (%) Volume
Modalités Acétate d'éthyle final
Hexane Butanol Ethanol Eau (mL)
8 18.75 31.25 0 18.75 31.25 6
10 8.33 41.67 0 8.33 41.67 6
12 0 40 10 0 50 6
13 0 30 20 0 50 6
Test 1 (Erell) 0 45 5 8.33 41.67 6
Lukasz_Nox 55 445 0 11.17 38.83 6
Delaunay_test 26.67 33.33 0 20 20 6
Lu_test 30 20 0 25 20 6

Table 2 : Systemes de solvants utilisés pour les tests préliminaires de CPC.



vérifier que le profil polyphénolique correspond bien a celui attendu. L’échantillon est mis

sous neige carbonique et conservé au froid a 4°C a I'abri de la lumiére.

2/ Purification des composés colorés d’intérét :

Objectif : Obtenir des molécules « modéles » pures a mettre en ceuvre dans les plans
d’expérience afin de faciliter linterprétation des résultats et la compréhension des

mécanismes moléculaires impliqués.
Le matériel initial utilisé pour cette étape de purification comprenait :
o Le POPj (produit d’oxydation de la phloridzine jaune) partiellement purifié

o Le mélange de produits d’oxydation colorés et incolores issus de I'oxydation

enzymatique d’épicatéchine (décrite dans les étapes précédentes)

Une étape de pré-purification des oligomeéres d’épicatéchine colorés a été nécessaire.
Pour cela, différentes méthodes ont été employées. Dans un premier temps, une CLHP a
'échelle préparative a permis l'obtention de I'extrait phénolique (milieu d’oxydation de
I'épicatéchine) débarrassé du tampon citrate phosphate. Le systéme CLHP préparatif est
composé de deux pompes haute pression A et B (Dynamax SD 300 Rainin), d’'une colonne
50 x 200 mm de silice greffée en C18 Lichrospher 100 RP 12 um (Merck), d’'un détecteur
UV-visible mono-longueur d’onde (Dynamax Uv-1 Rainin) couplé au logiciel d’acquisition EZ
Chrom. Les solvants utilisés sont : acide formique (HCOOH) a 1%; acétonitrile (ACN).
L’élution est réalisée en 40 minutes a 50 % d’acétonitrile. L’échantillon a été traité en 2 runs
pour ne pas saturer la colonne dont la capacité maximale de rétention de polyphénols est de
1 g/L. La détection a été réalisée a 280 nm car les composés phénoliques comme
I'épicatéchine absorbent a cette longueur d’onde. Le débit des solvants a été fixé a 25
mL/min. Les échantillons obtenus ont ensuite été concentrés a I'évaporateur rotatif, redilués

dans de I'eau légérement acidifiée (HCOOH 0.5%), congelés puis lyophilisés.

Afin d’éliminer [I'épicatéchine excédentaire présente dans les échantillons, une
chromatographie de partage centrifuge (ou CPC) a été réalisée. En plus d’éliminer I'excés
d’épicatéchine, cette technique a permis de fractionner de maniére distincte les différents
composeés colorés d’intérét.

La chromatographie de partage centrifuge est une technique de chromatographie
liquide-liquide fondée sur la différence de partage des solutés entre deux phases non

miscibles d’'un systéme biphasique, une phase stationnaire et une phase mobile. La CPC est



une technique de Chromatographie a Contre Courant (CCC) hydrostatique car le
mouvement de rotation de la colonne se fait autour d’un seul axe.

La phase stationnaire est la premiere phase a étre introduite dans la colonne par
pompage. Elle est maintenue dans la colonne grace a la force centrifuge. Puis, la phase
mobile est a son tour pompée a travers la phase stationnaire, c’est a ce stade que les
molécules d’un échantillon injecté peuvent se répartir entre les deux phases selon leurs
coefficients de partage (Kd). Dans un second temps, la phase mobile décante en sortie de
cellule puis passe dans la cellule suivante. Chaque cellule correspond a un étage
d’extraction individuel discret dans lequel les deux phases se mélangent puis se séparent, ce

qui correspond, approximativement, a une série d’'ampoules a décanter.

Le calcul du coefficient de partage 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 de ce composé. Il est exprimé ainsi :

[soluté A] stationnaire

Kd =
[soluté A] mobile

Un Kd proche de 1 correspond a une bonne séparation du composé en sortie de
colonne (figure 8). En mode ascendant, la phase mobile correspond a la phase légére alors

gu’en mode descendant la phase mobile correspond a la phase lourde.

La CPC utilisée dans cette étape de purification est composée d’'une pompe (Pump
307 Gilson), d’'un rotor de 200 mL (CPC 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 fagcon a ce que les cellules soient

positionnées en série pour créer des centaines d’étages d’extraction (figure 9).

Des tests préliminaires ont été effectués en tubes a essais pour sélectionner un
systeme de solvants adapté a la séparation des composés d’intérét. Les tests se sont portés
sur 8 systémes de solvants décrits dans la table 2. Le choix des systémes de solvants s’est
basé sur la bibliographie (Delaunay, 2002 ; Foucault, 1998 ; Lu, 2009) et les résultats de
tests effectués lors de stages précédents (Lukasz Zakazewski, 2014).

Les phases supérieure et inférieure de chaque modalité ont été injectées en CLHP-
DBD-SM pour estimer approximativement la quantité des composés d’intérét dans chacune
de ces phases et calculer ainsi leur Kd, ce qui a permis de choisir le systéme de solvants le

plus adapté pour leur séparation en CPC.



Composés Dimere Triméere 1 Trimere 2
Run Test Run1l Run?2 Test Runl Run2 Runl Test Run 1 Run 1 Run 2
correspondant pooll pooll pool2 pool 1 pool 2 pool 2
Masse injectée | 1.96 26.14 33.34 2.02 49.67 5455 4341 2.04 99.52 50.22 104.03
(mg)

650 pL 650 uL 650 pL
Mélange utilisé HC?OH 3 mL o HC?OH 3 mL HCOOH 0.1% HC?OH 3 mL HCOOH 0.1%

our dissoudre 0.1%+  HCOOH 0.1% | 0.1% + + 500 pL ACN 0.1% =+ + 500 pL ACN
P 100 uL  +500 pL ACN | 100 pL 100 pL
ACN ACN ACN

Table 3 : Récapitulatif des différentes conditions appliquées a la préparation des échantillons

pour le passage en CLHP préparative.

Composés POPj Dimére Trimére 1 Trimére 2
Gradient Durée @ % Durée @ % Durée '@ % Durée @ %
d'élution (min) | ACN | (min) | d'ACN | (min) | d'ACN | (min) | d'’ACN
9
15 16 15 | 16 15 16
18 16 35 38.7 26 | 28.46 22 23.9
22 16 37 90 28 | 90 24 90
26 90 40 90 31 90 27 | 90
30 | 90 42 33 29 | 3
3 3 60 41 37

Table 4 : Gradient d’élution de CLHP semi - préparative utilisé pour les différents pigments.



Au vu des résultats, le systeme de solvants de la modalité 10, Hexane-Acétate
d’éthyle-Ethanol-Eau acidifié (1:5:1:5) en mode descendant a été sélectionné pour réaliser la
CPC. La détection lors de la manipulation s’est faite a 280 nm afin de détecter les composés
incolores notamment I'épicatéchine. Le débit de solvant pendant la CPC était de 10 mL/min,
la rotation a été démarrée 200 tours/min puis augmentée progressivement pour atteindre
1000 tours/min avant que I'échantillon ne soit injecté en mode « sandwich ». Le mode
« sandwich » consiste a injecter I'échantillon avant I'équilibrage, lorsque la colonne n’est
remplie que de phase stationnaire. Ce mode permet I'équilibrage de la colonne en présence
de I'échantillon. Pour cette étude, deux injections de 250 mg de poudre dissous dans 4 mL
de phase supérieure et 4 mL de phase inférieure ont été réalisés.

En mode descendant, la phase supérieure correspond a la phase stationnaire légére.
La phase mobile lourde est pompée au travers de la phase stationnaire ce qui permet
I'élution des composés suivant leur affinité pour les deux phases. Au bout d'un certain
temps, c’est-a-dire lorsqu’il N’y a plus de composés sur le chromatogramme et aprés un
volume de colonne passé, la phase stationnaire est a nouveau pompée dans la colonne. La
phase mobile est alors éjectée progressivement de la colonne. La phase stationnaire
« fraiche » pousse ensuite ce qui reste en dehors de la colonne : tous les composés

introduits dans le systéme et non élués jusqu’alors sont récupérés, c’est I'élution-extrusion.

Une partie (200 pL) des fractions colorées obtenues a été injectée en CLHP-DBD-SM,
aprés dilution au 1/5°™ par le méthanol : eau 50 :50 (v/v) acidifié & 'acide formique 0.1%,
afin d’identifier et d’éliminer les fractions contenant I'épicatéchine résiduelle. Sur la base des
profils chromatographiques a 420 nm, certaines fractions contenant les composés colorés
d’intérét ont été regroupées. Obtenues par concentration a I'évaporateur rotatif, congélation

puis lyophilisation, les poudres ont été utilisées pour la derniére étape de purification.

La derniere étape de purification concerne toutes les molécules colorées « modeles »,
c’est-a-dire le POPj partiellement purifié et les molécules colorées obtenues par oxydation
enzymatique d’épicatéchine, pré-purifiées en CPC. Une CLHP a I'échelle semi-préparative a
été réalisée. Le systeme est composé d’une colonne 25 x 100 mm de silice greffée en C18
Lichrospher 100 RP 12 um (Merck). Les solvants sont identiques a ceux utilisés en CLHP
préparative, c’est-a-dire I'acide formique (HCOOH) a 0.1% et de l'acétonitrile (ACN). Les
différentes fractions de poudre colorées sont dissoutes avec un mélange d’acide formique a
0.1% et de I'acétonitrile. Le volume final est inférieur a 4 mL afin d’étre injecté en une seule
fois dans la boucle d’injection de 5 mL. Le suivi est réalisé a 420 nm, en effet contrairement
a la purification a I'échelle préparative, ce qui nous intéresse ici est de récupérer les

molécules jaunes-oranges d’intérét qui absorbent a 420 nm.
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Figure 10: Disposition en microplague 96 puits des différents facteurs pour le plan

impliquant les métaux (concentration en mg/L).



Afin de déterminer les temps de rétention des composés d’intérét dans ces conditions
analytiques, des tests sur de petites quantités, environ 2 mg de fractions colorées, ont été
réalisés avant de démarrer les runs sur des quantités importantes de matieres colorées
(table 3). De plus, ces tests permettent d’adapter les gradients d’élution selon les composés
(table 4).

Lorsque le pic correspondant au composé coloré dintérét est détecté sur le
chromatogramme a 420 nm, la fraction est collectée en sortie de détecteur. Les fractions

obtenues ont été concentrées a I'évaporateur rotatif et lyophilisés.

b. Etude des parametres physico-chimiques impactant la couleur :

Afin de tester 'effet de plusieurs facteurs, I'étude sur la couleur est menée sous forme

de plans d’expériences. Ces plans d’expériences permettent de :
o Croiser plusieurs modalités de différents facteurs sur une méme microplaque
o Déterminer et hiérarchiser les facteurs qui ont un impact sur la couleur
o Mettre en évidence de possibles interactions entre les facteurs

Les plans d’expérience mis en ceuvre dans cette étude sont des plans complets. Un
plan est dit complet s’il contient 'ensemble des combinaisons de facteurs étudiés, l'intérét
d’utiliser ce type de plan est de limiter 'hétérogénéité non contrdlée. L'utilisation d’'un tel plan
est possible dans ce cas car chaque facteur présente un nombre identique de modalités et le
nombre de facteurs est faible. Avec un plan complet, il est possible d’évaluer les effets
principaux des facteurs, leurs effets d’interactions mais aussi les effets quadratiques. Etant
donné la faible quantité de produits colorés disponible pour cette étude, la réalisation de

plans complets a été rendue possible par I'expérimentation en microplaques.

Le choix des différents paramétres a tester a été réalisé a 'aide de la littérature et de
rapports de stages précédemment effectués au centre, notamment celui d’Emilie Weber en
2011 qui a réalisé une étude préliminaire en milieu modéle de la perception et de la stabilité
de la couleur. Deux paramétres ont été retenus pour cette étude : le pH et les cations

métalliques, en particulier le fer et le cuivre.

Afin de déterminer les gammes de variation des différents parameétres, des tests
préliminaires ont été réalisés. Pour avoir une meilleure compréhension des mécanismes et
de limpact de ces paramétres sur la couleur, 'approche expérimentale s’est faite en

solutions modeles.
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Figure 11 : Profils chromatographiques (420 nm) en phase inverse du milieu d’oxydation de

la (-)-épicatéchine pour différentes activités enzymatiques par analyse CLHP-DBD-SM.
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Figure 12 : Profils chromatographiques du milieu d’oxydation enzymatique en grand volume

par analyse CLHP-DBD-SM a 280 et 420 nm et leurs spectres de masse.



Le plan a été mis en ceuvre sur les molécules colorées purifiées obtenues grace aux
étapes de purification, c’est-a-dire le POPj et trois composés (un dimere et deux trimeres)
correspondant a des oligomeéres issus de I'oxydation enzymatique de I'épicatéchine. Ce plan

se focalise sur I'impact du pH et des métaux sur ces composés colorés.

Le plan comprend trois facteurs, le pH, la concentration en Fe?" et la concentration en
Cu?*, présentant chacun quatre niveaux (figure 10). Les valeurs de pH sélectionnées
couvrent la gamme de pH des cidres. Les solutions sont préparées dans un tampon malate a
20 mM a pH3.1, 3.5, 3.9 et 4.3. En ce qui concerne les métaux, les solutions de fer sont
préparées avec du sulfate de fer ferreux heptahydraté (FeSO,.7H,0) selon quatre modalités
de concentrations : 0, 3.5, 7 et 10.5 mg/L. Pour limiter le risque de formation de rouille dans
les solutions meres, les solutions de fer ont été lIégerement tamponnées avec un tampon
malate de 1 mM a pH 3.7. Les solutions de cuivre ont été préparées a partir de sulfate de
cuivre pentahydraté (CuS0O,4.5H,0). Les quatre modalités de ce facteur correspondent a des
concentrations de 0, 0.16, 0.32 et 0.48 mg/L.

Un facteur supplémentaire a deux niveaux a été appliqué au plan, il s’agit de 'oxygéne.
Les milieux ont été traités en aérobiose et en anaérobiose. Le remplissage des microplaques
a été réalisé dans une boite a gants sous argon. Aprés remplissage, un film transparent a
été disposé sur chaque plaque traitée en anaérobie pour empécher les échanges gazeux.
Afin de maintenir I'anaérobiose tout au long de I'expérimentation, ces plaques ont été
placées dans un dessicateur sous argon. Aprés remplissage sous argon, les plaques traitées
en aérobiose ont été disposées a I'air durant 20 minutes puis recouvertes d’'un couvercle.
L’ensemble des microplaques a été conservé dans une étuve a 25°C et a l'obscurité
(plaques emballées de papier aluminium). Le suivi des traitements s’est fait sur 10 jours. Le
premier jour, trois mesures ont été réalisées: a TO, T+2h et a T+4h. Par la suite, les
mesures des spectres d’'absorbance dans le visible ont été réalisées a T+24h, T+48h,
T+72h, T+144h et T+192h.

Au niveau des analyses colorimétriques, les mesures sont d’abord réalisées par
spectrophotométrie (SPECTROStar Nano BMG LABTECH). Pour chaque milieu contenu
dans les puits des microplaques, le spectre d’absorbance de 400 & 700 nm a été enregistré
a chaque temps de mesure. Ces données obtenues ont ensuite été converties en
parameétres colorimétriques (L*, a*,b*, C* et h) des espaces couleur CIE Lab et CIELCh

(annexe B).
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Table 5: Tableau récapitulatif des calculs des Kd des différents systemes de solvants en

mode ascendant (A) et en mode descendant (D).
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Figure 13 : Chromatogramme obtenu au cours d’'une CPC et positionnement des différentes

fractions récoltées pour les différents composés d'intéréts.
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Figure 14 : Profils chromatographiques en phase inverse (280 nm) des fractions issues de la

CPC comprenant I'épicatéchine par analyse en CLHP-DBD-SM.



3. Résultats :

a. Syntheése et purification des molécules colorées « modéles » :

1/ Synthese des molécules colorées :

1.1. Optimisation de la synthése de produits colorés issus de ['oxydation

enzymatique d’épicatéchine :

Trois mesures a l'oxygraphe ont été effectuées afin de déterminer une activité
enzymatique moyenne de l'extrait brut de polyphenoloxidase (PPO). Celle-ci est de 1825
nkatal/mL (écart type de 186.35). Les différentes modalités d’activités enzymatiques testées
en petits volumes ont toutes été préparées en se basant sur cette moyenne. La comparaison
des différents profils résultant de ces tests montre qu'une activité PPO de 36 nkatal/mL de
milieu réactionnel permet, dans nos conditions expérimentales, une synthese plus
importante de composés colorés (figure 11). Ce niveau d’activité enzymatique a donc été

retenu pour la synthése en grand volume (1L de milieu réactionnel).

Le profil phénolique du milieu modeéle résultant de I'oxydation de I'épicatéchine en
grand volume est présenté en figure 12. A 280 nm, il apparait clairement que I'épicatéchine
résiduelle (m/z 289) est le composé largement majoritaire. A 420 nm, trois pics majeurs bien
résolus sont visibles sur les chromatogrammes, ces pics correspondent a des produits
d’oxydation colorés (figure 12). L’aire de ces pics a été intégrée pour une estimation
approximative de la quantité de la « matiere colorée » formée dans le milieu d’'oxydation a
été réalisée en se basant sur le coefficient de réponse a 420 nm du POPj, seul composé
modéle « jus/cidre » dont le coefficient de réponse était accessible sur le systéme CLHP -
analytique. Selon cette estimation, la proportion de matiéres colorées dans le milieu de

synthése serait d’environ 9%.

Sur la base des informations fournies par la spectrométrie de masse, ces CoOmposés

sont identifiés dans un premier temps comme :

o Une déhydrodicatéchine de type A présentant un temps de rétention de
24.20 minutes et une masse moléculaire de 576 amu (atomic mass unit)
comme l'atteste son m/z de 575. Ce produit sera codé pour la suite des

manipulations en D575.

o Deux déhydrotricatéchines, 'une présentant un temps de rétention de 12.4
minutes et un m/z de 861, codée T861 ; et le second présentant un temps de

rétention de 17.3 minutes et un m/z de 863, codée T863.



Absorbance(u.a.)

T861_P1-420 nm T861_P2-420 nm
2000 5700
1500 _4roo
@
5 3700
1000 8
< 2700
2
500 & 1700
Q
<
0 v 700
8 13 18 23
500 -300 g 13 18 23 28 33
Temps (min) Temps (min)

Figure 15 : Profils a 420 nm des pools Plet P2 contenant le produit T861 aprés analyse en
CLHP-DBD-SM.
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Figure 16 : Profils a 420 nm des pools P1 et P2 contenant le produit T863 apres analyse en
CLHP-DBD-SM.
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Figure 17 : Profil a 420 nm du pool contenant le produit D575 aprés analyse en CLHP-DBD-
SM.
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Figure 18 : Profils a 280 nm (gauche) et a 420 nm (droite) du POP pur apres analyse en CLHP-DBD-
SM.
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Figure 19 : Profils a 280 nm (gauche) et a 420 nm (droite) du T863 pur aprés analyse en CLHP-DBD-
SM.
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Figure 20 : Profils a 280 nm (gauche) et a 420 nm (droite) du D575 pur aprés analyse en CLHP-DBD-

SM.
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Figure 21 : Profils a 280 nm (gauche) et a 420 nm (droite) du T861 pur aprés analyse en CLHP-DBD-
SM.




2/ Purification des composés colorés d’intérét :

A lissue du passage du milieu d'oxydation enzymatique d’épicatéchine en CLHP
préparative afin d’éliminer les composants non phénoliques du milieu d’incubation
enzymatique (notamment le tampon malate), une masse d’échantillon de 1.607 g est
obtenue, sachant que les composés colorés ne représentent, selon notre estimation,
gu’environ 9% de cette quantité globale.

Aprés réalisation des tests préliminaires de systéemes de solvants et calculs des Kd en
mode descendant et ascendant pour I'épicatéchine, le dimére et le trimére de m/z 863, deux
systemes se révélent intéressants dans le cadre de notre étude avec des valeurs proches de
1 (table 5). Les calculs de Kd n’ont pu étre réalisés sur le trimére de m/z 861 car aucun des
profils polyphénoliques permettait une bonne intégration des pics de ce composeé.

La modalité Lukasz_test, composé d’hexane, d’acétate d’éthyle, d’éthanol et d’eau
acidifié (1:8:2:7), présente des valeurs de Kd intéressantes en mode descendant pour
I'épicatéchine (Kd de 1.5) et pour le dimére (Kd de 3.01). En mode ascendant ce systéme
présente également un intérét pour I'épicatéchine (Kd de 0.67) et pour I'un des trimeres (Kd
de 3.9).

La seconde modalité intéressante pour la séparation des composés est la modalité du
systeme 10, composé d’hexane, d’acétate d’éthyle, d’éthanol et d’eau acidifié (1:5:1:5). En
mode ascendant, ce systéme présente une valeur de Kd de 1.03 pour I'épicatéchine, et ne
présente pas de valeurs de Kd intéressantes pour les composés colorés. A contrario, ce
méme systeme en mode descendant présente des valeurs de Kd intéressantes a la fois pour
I'épicatéchine et le dimére, leurs valeurs de Kd étant respectivement de 0.96 et 2.21.

Ces valeurs correspondent a une bonne séparation des composés en sortie de

colonne, c’est donc le systéme 10 en mode descendant qui est retenu pour réaliser la CPC.

A lissue des CPC, les différents profils polyphénoliques des fractions obtenus (figure
13) sont analysés afin de regrouper celles contenant un méme composé coloré d’intérét
(figure 14). Au final, cinq groupes de fractions ont été lyophilisées :
o Deux pools contenant T861 (figure 15): T861 P1 de masse 102.54 mg et
T861_P2 de masse 155.31 mg
o Deux pools contenant T863 (figure 16) : T863 P1 de masse 107.2 mg et
T863_P2 de masse 44.48 mg
o Un pool contenant D575 (figure 17) : D575_P1 de masse 62.5 mg

Cependant, ces fractions sont encore assez complexes et contiennent notamment un
nombre élevé de composés incolores. Elles nécessitent donc un passage en CLHP semi-

préparative pour parfaire la purification des molécules colorées.



Aprés la CLHP a l'échelle semi-préparative, qui correspond a la derniere étape de

purification, quatre composés purs sont obtenus :
o 226.48 mg de POPj
o 37.14 mg de T863
o 6.42mg de T861
o 3.86 mg de D575

Au vu des profils obtenus par CLHP-DBD-SM, la fraction de POPj et la fraction T863
(figure 18 et 19) présentent des chromatogrammes qui témoignent d’'un haut niveau de
pureté. Certes, le chromatogramme du produit POPj (figure 18) présente deux pics mais
ceux-ci correspondent en fait aux deux formes diastéréoisoméres de la molécule. Pour les
composés D575 et T861 (figure 20 et 21), malgré la présence des composés colorés a 420
nm, des pics incolores sont présents en assez grandes quantités a 280 nm. Pour ces deux
composeés, une pollution de la fraction assez importante est observée, la purification n’est

pas aussi bonne qu’avec le POPj et le T863.

b. Etude des parameétres physico-chimiques impactant la couleur :

Afin d’atteindre une valeur d’absorbance suffisante, situé entre 1 et 1.5 pour observer
des évolutions éventuelles, il était nécessaire de déterminer la concentration en pigment a
utiliser dans les plaques. D’aprés les résultats, une solution de 45 mg/L pour le POP et T863
sont nécessaires, pour T861 et D575, les concentrations a utiliser pour la mise en ceuvre des

plans sont de 1g/L.

Pour les tests de métaux, une oxydation induisant l'apparition de rouille a été
observées dans les solutions de fer. Afin de limiter le phénoméne, les solutions de fer ont été

tamponnées avec une solution d’acide malique de 1 mM fixée a pH 3.7.

De plus, lors des tests, il a été constaté que la présence des films sur les microplaques
en condition aérobie entrainait la formation de condensation qui risquait d’entrainer des
changements dans le milieu par des phénoménes non souhaités. Pour remédier a ce
probléme, toutes les microplaques en condition aérobie ont été équipées de couvercle de
stockage. Pour les microplaques en condition anaérobie, la présence du film anaérobie
n’‘avait aucun effet négatif. Toutes les microplaques en condition anaérobie ont pu étre

filmées.
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Figure 22 a: Histogrammes en barre de I'ensemble des coefficients du modele GLM pour le POP et

pour les trois parametres couleur (L¥*C*h)
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Figure 22 b: Histogrammes en barre de I'ensemble des coefficients du modele GLM pour le T863 et

pour les trois parametres couleur (L¥*C*h)
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Figure 22 c: Histogrammes en barre de I'ensemble des coefficients du modéle GLM pour le D575 et

pour les trois parametres couleur (L¥*C*h)
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Figure 22 d: Histogrammes en barre de I'ensemble des coefficients du modele GLM pour le T861 et

pour les trois parametres couleur (L¥*C*h)



Une analyse GLM (General Linear Model ou modéle linéaire général) a été réalisée
afin de relier les variables expliquées que sont les parametres de couleur L*, C* et h, aux
variables explicatives ou facteurs (pH, fer, cuivre et oxygéne) a I'aide d’'un modéle incluant
les effets linéaires x (ex. le fer), les effets quadratiques x2 (ex. fer x fer) et les interactions
(ex. fer x pH). Au final, 'analyse revient a calculer le rapport des carrés moyens factoriels sur
les carrés moyens résiduels et a tester sa significativité par un test de Fischer, ce qui
équivaut a une analyse multifactorielle. Aprés avoir testé la significativité de l'effet des
facteurs et de leurs interactions sur I'expression de la couleur, cette analyse permet
également d’estimer les coefficients du modeéle. Ces coefficients donnent directement le
sens de l'effet et son intensité sur le paramétre. Cette analyse s’utilise dans le cas ou les

variables explicatives sont quantitatives.

Des histogrammes en barres (figure 22 a, b, ¢, d) montrent 'ensemble des coefficients
du modéle GLM obtenus pour les quatre composés et pour les trois paramétres de
caractérisation de la couleur que sont la luminance (L*), la saturation (C*) et la teinte (h). Ces
valeurs permettent de hiérarchiser les effets selon I'importance de l'impact qu'ils ont sur les

paramétres L*C*h.

Pour la fraction POP (figure 22a) :

Pour le paramétre L*, seul 6.9% de la variance est expliqué par les différents facteurs
et peu ou pas deffets significatifs sont visibles. En revanche, les parametres C* et h
présentent des pourcentages de variance expliquée respectivement de 80.9% et 98%. Pour
la saturation (C*), ce sont les effets du pH, du fer, de l'effet quadratique du pH et la
combinaison fer/pH qui ont le plus d’'impact. Le fer induit une diminution de la saturation
tandis que l'augmentation du pH en provoque I'augmentation. Pour la teinte, les facteurs
expliguent la quasi-totalité¢ de la variance (98%). L’angle de teinte augmente avec la
concentration en fer, ce qui correspond sur le cercle des couleurs a une tendance vers le
jaune-vert. Cependant, c’est le pH qui est le facteur le plus impactant sur la teinte : ce facteur

a pour conséquence de diminuer h qui correspond a une tendance vers le orange.

Pour la fraction T863 (figure 22b):

Le paramétre L* est peu modifié, seulement 10.7% de la variance est expliquée par
ces effets. Avec un pourcentage de variance expliquée de 29%, les effets de I'oxygéne et du
pH ont un impact sur la teinte. L’'oxygéne et le pH entrainent une diminution de I'angle de
teinte ce qui signifie que le composé tend vers une couleur orangée. Avec un pourcentage
de variance expliquée de 67.2%, le paramétre C* est le paramétre dont la variance est la
plus expliqguée par les différents effets. La saturation est fortement impactée par le pH qui va

entrainer une augmentation de celle-ci.



Pour la fraction D575 (fiqure 22c¢) :

Avec un pourcentage de variance expliquée de 40.5%, la luminance est le paramétre
couleur pour ce pigment le moins sensible aux effets des facteurs. Cependant, le fer est le
facteur dont l'effet est le plus significatif (diminution de L*). Le paramétre C*, avec un
pourcentage de 91.7% de variance expliquée, est en grande partie impacté par les facteurs
pH et oxygéne. Tous deux entrainent une augmentation de la saturation. Le paramétre h
dont le pourcentage de variance expliqguée est de 78.2%, est principalement influencé par

'oxygeéne et le fer qui provoquent une diminution de 'angle de teinte.

Pour la fraction T861 (fiqure 22d) :

A la différence des autres composeés colorés, la luminance bouge beaucoup pour ce
composeé (variance expliquée de 96.4%). L'oxygéne, qui provoque une augmentation de L*,
est le facteur le plus impactant. Avec 91% de variance expliquée, le paramétre C* est
principalement impacté par les effets du pH et de 'oxygéne. Le pH induit une diminution de
la saturation alors que l'oxygéne en provoque l'augmentation. L'angle de teinte est le
parameétre qui est le moins affecté par les effets (61% de variance expliquée). L’effet du pH

induisant une diminution de h est le plus impactant dans ce cas.
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Figure 23 : Structure de la déhydrotricatéchine de type A (T863) en haut et du POP en bas

(chromophore entouré en rouge).



4. Discussion :

La purification des composés a travers les différentes étapes a permis d’obtenir des
fractions pures enrichies en produits colorés. De plus, les analyses en CLHP-DBD-SM nous
ont permis de déterminer les fragments présents dans les fractions et donc de comprendre,
de facon hypothétique, les mécanismes de formation de ces structures (annexes C et D). Le
T863, déhydrotricatéchine de type A (annexe D), est le composé qui a été le plus enrichit au
cours des étapes de purification (taux d’enrichissement total de 10.9). La déhydrodicatéchine
de type A (D575), de structure déja connue (annexe C), ainsi que la déhydrotricatéchine de
type AA (T861), dont on connait qu’une structure hypothétique (annexe D), présentent des
taux d’enrichissement peu élevés (respectivement de 6.6 et de 1.5). Les profils
chromatographigues a 280 nm de ces échantillons montrent la présence de contaminants
non colorés correspondant vraisemblablement a des produits d’oxydation incolores de
I'épicatéchine. Ce qui signifie que ces composés ne sont pas purs a 100%. La présence de
ces produits incolores, en particulier dans I'échantillon D575, peut provoquer des
changements importants dans I'expression de la couleur pour les différents facteurs étudiés.
Notamment, il est possible que ces produits contaminants soient sensibles au phénomene
d’oxydation induisant alors la formation de nouveaux produits colorés et donc interféerant
dans la mesure de la couleur due a la déhydrotricatéchine de type A (D575) ou a la
déhydrotricatéchine de type AA (T861).

Malgré des taux d’enrichissement intéressant, seulement 3% de produits colorés ont
été obtenus par rapport aux 9% estimés dans le milieu d’incubation initial. Ce qui met en

avant la difficulté d’obtenir ces molécules colorées en grande quantité.

Les paragraphes suivants privilégient la discussion des relations structure
moléculaire/propriétés colorantes des fractions POPj (Produit d’Oxydation de la Phloridzine)
et T863 (Déhydrotricatéchine de type A) qui correspondent a des molécules hautement
purifiées. En revanche, une telle discussion nous paraissait sujette a caution pour les deux
autres fractions, D575 et T861, qui se sont avérées largement contaminées par des

molécules incolores ou par des structures moins bien définies.

Pour certains criteres, on constate que le POP et le T863 se comporte de fagon
similaire. Ainsi, peu d’effets sont constatés sur le paramétre L* qui conserve une valeur
moyenne proche de 100 dans toutes les conditions. Ce qui nous indique que ces composeés
restent a priori bien solubles et ne générent pas de trouble ou d’'opalescence dans la limite
des conditions du plan. Pour la saturation, C*, on constate que la valeur moyenne de celle-ci
est beaucoup plus importante pour le POPj (valeur moyenne de 73) que pour le T863 (valeur
de 13). Cette observation est directement liée a la structure des molécules. Le chromophore

est différent dans les deux molécules, de plus il représente une part beaucoup plus



importante de la molécule dans le POPj que dans le cas de la déhydrotricatéchine A (figure
23). C’est donc assez logiquement que la capacité colorante (exprimée par la valeur de C*

pour les deux fractions) est moins importante pour le T863 que pour le POP.

On constate aussi que c’est le facteur pH qui a le plus d’effet sur la saturation des deux
composés, une augmentation du pH induisant une augmentation de celle-ci. On peut
interpréter cela en termes d’augmentation du « pouvoir colorant» (augmentation de
lintensité de coloration pour une méme concentration de molécules colorantes). On
remarque que cet effet du pH est plus important pour le POPj que pour T863. Cela
s’expliquerait en partie par le fait que le POPj présente dans sa structure une fonction acide
carboxylique libre dont I'état de protonation/déprotonation est fortement influencé par le pH.
Cet effet tres marqué du pH dans le cas du POPj est également observé pour la teinte. Une
nette diminution de h, correspondant a une teinte plus rouge/orangée, est observée lorsque
le pH augmente. Bien que significatif, cet effet est beaucoup moins marqué pour le T863. La
fonction carboxylique est probablement a nouveau impliquée dans cet effet.

Globalement, pour le facteur oxygene, on s’attend a ce qu’il y ait plus d’impact
significatif sur les molécules qui peuvent s’oxyder davantage, comme c’est le cas pour le
T863 qui présente un niveau doxydation moins élevé que celui du POPj. Lors des
expériences, I'effet de 'oxygéne a été notable sur I'expression de I'angle de teinte du T863
alors qu’il n’a pas été observé sur le POPj. Il est possible que la fonction catéchol présente
dans la structure du T863 subisse une oxydation alors que le POPj, qui ne posséde pas de
fonction catéchol et qui se trouve déja dans un niveau d’oxydation élevé, ne peut pas subir

une telle oxydation.

Les métaux sont susceptibles d’influencer la couleur selon deux phénoménes
différents : (i) ils peuvent catalyser I'oxydation des phénols et notamment les fonctions de
type catéchol ; (ii) ils peuvent former des complexes avec ces mémes fonctions catéchols et
leurs formes oxydées (semi-quinones et quinones). De plus, 'augmentation du pH favorise
ces deux phénomenes. Les structures catéchols ont un impact direct sur la formation des
chromophores, or si ces structures sont impliquées dans des complexes avec les métaux, il
est possible que la teinte soit impactée. La structure du T863 comprend plus de forme
catéchol que celle du POPj, ce qui signifierait que le T863 a plus de chance de former des
complexes avec les métaux. Ce que l'on observe au niveau des résultats pour le T863
semble aller dans le sens de ces hypothéses. De plus, l'interaction pH/fer dont on a vu
limpact sur le T863, permet d’appuyer un peu plus ces hypothéses. En effet, en augmentant
le pH, on augmente la déprotonation de la molécule donc la formation de fonction

catécholate en favorisant ainsi la formation de complexe métaux-phénols.



5. Conclusion :

L’objectif de cette étude était de connaitre et de comprendre les différents mécanismes
moléculaires impliqués dans I'expression de la couleur des cidres et des jus de pommes.
Pour ce faire, et afin de faciliter le travail d’interprétation, les travaux ont été réalisés avec
des molécules « modeéles » colorées pertinentes vis-a-vis du modéle jus/cidre. Notre choix
s’est porté sur deux types de chromophores : le POPj qui a déja été identifié dans les jus de
pommes et des triméres et diméres issus de l'oxydation enzymatique d’épicatéchine non
identifiés dont la structure était probablement proche des chromophores présents en milieu
réel. Seulement deux familles de polyphénols ont pu étre testées réellement : la famille des
dihydrochalcones (POPj) et celle des déhydrocatéchines (T863). Il serait donc intéressant
d’étendre ces travaux a d’autres familles de polyphénols afin d’étre le prét de ce qui se
passe en réalité dans les jus de pommes et les cidres. Effectivement, avec seulement deux
familles testées, les effets observés restent encore trés expérimentales et donc éloignés de
ce qui se passe dans le produit fini. Il est envisageable, d’étendre ces tests par exemple a la

famille des tanins, largement présente dans les jus de pommes et les cidres.

Les étapes de purification ont été essentielles dans ce stage. La technique de CPC a
permis d’obtenir des molécules pures sur lesquelles il a été possible de réaliser les
expériences afin de connaitre et de comprendre un peu mieux les mécanismes d’expression
de la couleur. De plus, cette méthode présente un réel avantage au niveau de la
consommation de solvants par rapport a des techniques comme celle de la CLHP a I'échelle
préparative qui nécessite une quantité importante a ce niveau. Par la suite, il serait
intéressant d’essayer d’appliquer cette technique sur de véritables jus plutdt que sur des

solutions modéles.

Au cours des différentes expériences aucun changement majeur au niveau de
I'expression de la couleur des fractions purifiées n’a été observé. Cependant, certains effets
ont permis de constater que le POP et le T863 avaient des comportements similaires. Le
T863, déhydrotricatéchine de type A, s’est démarqué au niveau de la stabilité de la couleur
vis-a-vis du pH. Si la stabilité du T863 est confirmée, grace a de nouveaux travaux, il
apparaitra comme étant un bon candidat dans ['élaboration de nouveaux colorants

alimentaires naturels.

En perspective, d’autres facteurs pourraient étre analysés. De nombreux travaux ont
déja démontré I'impact sur la modulation et la stabilité de la couleur de phénoménes tels que

ceux de la co-pigmentation ou encore du vieillissement accéléré.
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Annexe A :

Mesure de ’activité PPO par oxygraphe

Une étude de I'activité enzymatique de la PPO d’un extrait brut a été menée a l'aide
d’un oxygraphe OROBOROS® type Oroboros-2k (PAAR). Cet appareil permet de mesurer

I'évolution de I'oxygéne dissous dans le milieu réactionnel au cours du temps.

Le milieu est placé dans une cuve cylindrique de 2 mL sous agitation continue. La
cuve est fermée par un piston traversé par un capillaire permettant I'injection de I'enzyme.
L’élément de mesure est une électrode de Clark composée d’'une cathode en or et d'une
anode en argent reliées par un électrolyte (KCI). L’ensemble est séparé de I'échantillon
analysé par une membrane en téflon perméable a I'oxygéne. La différence de potentiel
appliquée entre les électrodes provoque une réduction de l'oxygéne a la surface de la
cathode. L’intensité du courant dépend du flux d’'oxygéne au niveau de la cathode qui est

proportionnel a la concentration en oxygéne dissous dans I'échantillon.

La consommation de I'oxygéne est suivie au cours du temps apres injection de 50uL
d’enzyme (diluée 40 fois) dans 2 mL de substrat. Le substrat, solution d’épicatéchine a 5mM,

est préparé dans un tampon malate de 0.1 M a pH 5.7.

Schéma de I'oxygraphe OROBOROS® :

Bloc isolant thermo-régulé.
Insertion angulaire de la sonde de
mesure,

C. Piston amovible dont le réglage
définit le volume réactionnel ; il
est traversé par un orifice
capillaire qui permet I’injection
d’inhibiteurs et I’évacuation de
Iexces de liquide.

Cuve en verre.

Partie de la sonde en contact avec
le milieu réactionnel,

Joint d’étanchéité.

Barreau magnétique pour
agitation

@ 3

= O

o



Annexe B :

Méthodes de calculs des espaces couleurs L*a*b* et L*C*h*

Méthode de conversion des données spectrophotométrigues en données

colorimétriques :

Trois types de données sont nécessaires pour ces calculs. Il faut disposer pour toute la
gamme des longueurs d’onde dans le visible (de 400 a 700 nm) de la valeur de l'illuminant D65 et des

valeurs tristimulus XYZ et de la transmittance de I'’échantillon T.

Pour disposer de la relation D65(A), nous avons établi un tableau de I'énergie de D65(A) et
des valeurs de X(A), Y(A), Z(A) en fonction de la longueur d’'onde dans lequel la macro va rechercher
les valeurs correspondantes a la longueur d’onde en cours de calcul. Au vu du spectre de lilluminant
(figure 1), une fonction n’a pu étre établit, c’est pourquoi il est nécessaire de travailler point par point.

Le méme principe a été appliqué aux courbes des 3 courbes tristimulus (figure 2).

Spectre de l'illuminant D65
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Figure 1 : Spectre de lilluminant D65
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Figure 2 : Fonctions de mélanges X(A), Y(A) et Z(A)

Pour nos solutions colorées, la mesure du spectre de DO en microplaque permet d’avoir
acces au spectre de transmittance de I'’échantillon qui correspond au pourcentage d’énergie transmise

pour chaque longueur d’'onde. En multipliant cette donnée par le spectre de lilluminant D65, on



détermine le spectre de la lumiére pergue au travers de I'échantillon étudié. En multipliant par les
valeurs des courbes tristimulus X(A), Y(A) et Z(A), nous obtenons les trois réponses en fonction des
longueurs d’onde. On détermine également Py, qui correspond au produit de l'illuminant D65 et de la

courbe Y(A), et qui est donc indépendant de notre échantillon.

Enfin, les intégrales de chacune de ces réponses normalisées par P, nous donnent les
valeurs XYZ qui correspondent aux réponses rouges, vertes et bleues de notre échantillon. Ces
données peuvent étre facilement transformées dans les différents espaces couleurs présentés
précédemment a 'aide de formules de calculs, ce qui permet d’'obtenir des données L*a*b* et L*C*h*

attendues pour notre étude.

Formules de calculs :

CIE 1964 (Observateur 10°) :

700
X10° = K f S (1) X(1) R(A) dA
280

700
Y10° = K f S (1) Y(1) R(A) dA
280

700
710° =K f S(1) Z(A) R(A) dA
2

80
_ 100
~ (700
SIS Y () da

Oou:

S(A) : Distribution relative spectrale d’énergie de I'illuminant

X(A), Y(A), Z(M) : Fonctions de mélanges des couleurs pour I'observateur standard 10° (CIE 1964)
R(MA) : Réflectance spectrale de I'échantillon

Dans notre cas R(A) est remplacé par T(A) qui représente le spectre de transmittance :
T(A) = 100 x 107°°W



Formules XYZ vers L*a*b* :

Variable de clarté L* :

1/3

L* =116 (—) —16
Yn

Coordonnées de chromaticité a* et b* :

1/3

o=l - ()]
o] ()

Ou:

X, Y, Z: Valeurs ftristimulus XYZ (pour l'observateur standard de 2°) ou Xio, Yio, Z10 (pour

I'observateur supplémentaire de 10°) pour I'échantillon

Xn, Yn, Zn: Valeurs ftristimulus XYZ (pour I'observateur standard de 2°) ou Xio, Y10, Z10 (poOur

I'observateur supplémentaire de 10°) pour le diffuseur par réflexion idéale

. X Y Z Ty N 2 . . .,
Si les rapports —, ——ou— sont inférieurs & 0.008856, les équations ci-dessus sont corrigées comme

Xn

suit :

X 1/3 X 1/3 16
()E) est remplace par 7.787 (E) + 116

Yy \1/3 IRV
<ﬁ) est remplace par 7.787 (ﬁ) +m

Z\Y3 Z\Y? 16
— 7.787 | — —_—
(Zn) est remplace par 7.78 (Zn) + 116

Formules L*a*b* vers L*C*h* :

Saturation métrique C* :

= /(01)2 +(b)*

Angle de teinte métrique h* ;

*

b
h* = tg‘1< ) [degrés]

a



Annexe C :

Mécanisme de formation de |la Dehydrodicatéchine A

OH
oxydation

DehydrodicatéchineB  OH
C30H26012

Exact Mass: 578.14

Mol. Wt.: 578.52

C, 62.28; H, 4.53; O, 33.19

addition
HO

intramoléculaire
OH

HO

Dehydrodicatéchine A
C30H2401>

Exact Mass: 576.13

Mol. Wt.: 576.50

C, 62.50; H, 4.20; O, 33.30

HO

HO

addition
intramoléculaire



Annexe D :

Mécanisme hypothétique de formation de la Dehydrotricatéchine A et AA

OH
OH ‘ 0
HO (e}
HO\C/O\\“ oxydation O
TN
~ "o PPO OH
| OH

OH . SR
Quinone d'épicatéchine
Epicatechine
+ OH

addition
intramoléculaire

Dehydrodicatéchine A
C30H24012

Exact Mass: 576.13

Mol. Wt.: 576.50

C, 62.50; H, 4.20; O, 33.30

o = OH Dehydrotricatéchine A
S~ CasH3ag0138
Exact Mass: 864.19
OH Mol. Wt.: 864.76
) C, 62.50; H, 4.20; O, 33.30
oxydation

HO

addition

intramoléculaire

OH HO

Dehydrotricatéchine AA

C45H34018

Exact Mass: 862.17

Mol. Wt.: 862.74

C, 62.65; H, 3.97; O, 33.38
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