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Liste des abréviations

ACN : acétonitrile

CAT : catéchine

CQA : acide chlorogénique

CPC : chromatographie de partage centrifuge
DHC : dihydrochalcones

DO : densité optique

DP : degré de polymérisation

EC : épicatéchine

FA : flavanols

FO : flavonols

HCA : acides hydroxycinnamiques

HCOOH : acide formique

HPLC : chromatographie liquide a haute pression (ou performance)
L*A*B* : systeme L*a*b

MS : spectrométrie de masse

PLG : phloroglucinol

US : unité de surface

A ou LO : longueur d’onde (en nm)
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Figure 1 : Formes d'équilibre des composés de type flavylium en solutions aqueuses. (Cruz et al.,
2020).

Photo 1 : Idéaine chloride (commerciale, pure a > 97%) dans du tampon malate 20 mM pH 3.5 (a
droite) et pH 5.1 (a gauche).



I. Introduction

A. Présentation de I’organisme d’accueil

Ce stage s’est déroulé au sein de I’équipe PRP (Polyphénols, Réactivité, Procédés), équipe
faisant partie de I’unité de recherche BIA (Biopolyméres, Interactions, Assemblages) de I’ INRAE
de Nantes. Bien que rattachée au site de Nantes, 1’équipe PRP est localisée sur le site de ’INRAE
du Rheu, a coté de Rennes. Cette équipe est en collaboration avec I’IFPC, I’Institut Frangais des
Productions Cidricoles, dans le cadre d’une UMT, Unité Mixte Technologique, appelée
Novacidre. Une plateforme de profilage métabolique et métabolomique (P2M2) se trouve dans les
locaux et assure les analyses en chromatographie liquide et gazeuse pour 1’équipe PRP, 'I[FPC
mais aussi pour d’autres équipes de I'INRAE du Rheu et d’ailleurs.

L’équipe est spécialisée dans I’implication des composés phénoliques durant 1’élaboration de
boissons issues de la transformation des pommes, en relation avec les qualités organoleptiques
mais aussi nutritionnelles du produit fini. Son objectif est de comprendre les phénomenes
physicochimiques et biochimiques se déroulant pendant la fabrication mais aussi lors de la
conservation de ces boissons.

B. Contexte de I’étude

Ces derniéres années, les cidres rosés a base de pommes a chair rouge, ont vu le jour sur le
marché. Les jus de pomme roses sont actuellement étudiés pour pouvoir proposer un nouveau type
de jus de fruit, le jus de pomme étant le troisieme jus le plus consommé en France en 2016,
représentant 12% du marché des jus de fruits (Unijus, en ligne). Les pommes a cidres sont des
variétés de pomme cultivées en majorité pour la fabrication de cidre mais certaines peuvent
également étre utilisées pour produire des jus. Certaines variétés de pomme comme Baya Marisa,
Redlove et Rouge de Ruys ont une chair de couleur rouge, gréce a la présence d’anthocyanes dans
sa chair, et majoritairement la présence d’idéaine ou cyanidine-3-O-galactoside. Les anthocyanes
sont des pigments végétaux dérivés du cation 2-phényl-benzopyrilium appelé cation flavylium. Ils
constituent une classe de polyphénols hydrosolubles et sont souvent colorés, allant du jaune-
orange au violet-bleu. Leur couleur dépend des formes d’équilibres (Figure 1), elles-mémes
dépendantes du pH. A pH acide ou tres acide (< 3), les anthocyanes sont essentiellement sous leur
forme cationique (AHY) rouge, mais lorsque le pH augmente, le cation flavylium subit une
déprotonation qui donne naissance a une quinoide de couleur bleutée, qui modifie la teinte vers le
mauve (Photo 1). A pH plus basique, en présence d’eau, 1’espéce hémiacétale incolore est formée.
Cette derniére peut subir une réaction de tautomérisation pour donner de la cis-chalcone (isomere
de la trans-chalcone) qui elle, est de couleur jaune (Cruz et al., 2020). Cette couleur est donc trés
instable en solutions aqueuses. Sa stabilisation est due : soit a des interactions non covalentes entre
les anthocyanes elles-mémes qu’on appelle auto-association ; soit a la complexation avec des
métaux ioniques ou avec d'autres polyphénols non colorés (co-pigmentation intermoléculaire) ;
soit a la complexation avec les résidus acylés des anthocyanes elles-mémes (co-pigmentation
intramoléculaire) (Trouillas et al., 2016). Les structures moléculaires créées par co-pigmentation
protégent 1’anthocyane de 1’hydratation et donc de la décoloration (Cruz et al., 2020). La co-
pigmentation des anthocyanes et notamment de 1’idéaine est donc possible dans un milieu riche en






divers composés. En fait, 1’ajout de co-pigments est courant en industrie alimentaire, pour faire
varier la palette de couleurs. La co-pigmentation peut aussi entrainer un effet bathochrome, c¢’est-
a-dire un déplacement du spectre vers de plus grandes longueurs d’onde, ce qui peut modifier la
couleur (Trouillas et al., 2016).

Le pH et la co-pigmentation sont les deux paramétres les plus susceptibles d’influencer la
couleur de I’anthocyane et donc des jus de pomme rosés, ¢’est pour cela que nous avons décide de
les étudier pour, a terme, comprendre les phénomenes de changements de couleur dans les jus de
pomme a chair rouge. La finalité de ce stage étant I’optimisation d’un systéme de prédiction de la
couleur d’un jus a partir d’un assemblage de divers jus (rosés ou non).






I1. Matériels et méthodes

A. Matériels d’origine végétale

1. Fraction brute d’anthocyane purifiée

Ce projet s’est intéress¢ a la molécule responsable de la couleur rouge des jus rosés :
I’idéaine. Environ 4 mg d’idéaine chloride commerciale (> 97% de pureté, Extrasynthése) était a
ma disposition, ce qui est peu. Une fraction brute d’anthocyane a donc été purifiée par 1’équipe
avant mon arrivée. Une centaine de mg ont été obtenus par extraction et purification en CPC et
HPLC semi-préparative, a partir d’un extrait polyphénolique de jus de pommes de la variété Baya
Marisa. Cette idéaine purifiée a été utilisée pour tester I’influence du pH sur la couleur.

2. Co-pigments commerciaux

Plusieurs molécules ont été utilisées pour la partie co-pigmentation. Quatre composés ont
été choisis d’aprés la littérature (Bimpilas et al., 2016 et Molaeafard et al. 2021), qui sont : la
caféine (Fluka Chemicals, 84677), I’acide chlorogénique (Sigma-Aldrich, CAS 327-97-9), I’acide
p-coumarique (Sigma-Aldrich, C-9008) et I’acide caféique (Sigma-Aldrich, C-0625).

3. Co-pigment extrait de jus de pomme

Pour tester le possible effet de co-pigmentation entre 1’idéaine et les tanins, nous devions
avoir a disposition une fraction de flavan-3-ols. Pour cela, nous sommes partis d’un extrait
polyphénolique, disponible au laboratoire, issus de jus de pomme de la variété Marie Ménard,
connue pour sa teneur importante en polyphénols (32 g/kg de matiere séche) et particulierement
en procyanidines (environ 20 g/kg). L’extraction a été réalisée selon la méthode décrite par Millet
etal., 2019.

B. Méthodes analytiques

1. Quantification des polyphénols

a) Méthode HPLC-UV-MS

Le systtme HPLC-UV/Visible-MS a été utilisé pour les quantifications. Il est composé
d’une pompe binaire a haute pression (HP séries 1100), d’un systéme automatique d’injection des
échantillons (Thermo Finnigan Auto samples Surveyor) et 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). Ces
derniéres sont thermostatées a 30°C. Un détecteur a barrette de diodes (Thermo Finnigan Spectra
System UV6000LP) permet de mesurer 1’absorbance UV/Visible. L’ensemble est couplé a un
spectromeétre de masse (Finnigan LCQ-DECA) muni d’une source d’électronébulisation (appelée
electrospray ou ESI) et d’un analyseur a piégeage d’ions (Ion Trap). La source ESI est utilisée en
mode négatif. La detection en masse est effectuée avec les parametres suivants : acquisition des
spectres d’ionisation négatif en « full scan », détection balayant une gamme de m/z de 50 a 2000
pour obtenir les signaux correspondant a des ions moléculaires déprotonés [M-H]". Le temps
d’analyse d’un échantillon est de 72 minutes avec un débit constant de 0,2 mL/min. Pour I’analyse



Tableau 1 : Gamme d’étalonnage d’idéaine chloride commerciale et quantités injectées.

Volume Idéaine 90 pug/mL (uL) 25 50 125 250 500
Volume MeOH/Eau/HCOOH (uL) 975 950 875 750 500
Masse ldéaine injectée (ng) 4.5 9 22.5 45 90

Phloroglucinol

Unité terminale
OH

Adduit phloroglucinoel d'unité d'extension

Figure 2 : Principe de la phloroglucinolyse (exemple d’un dimére de procyanidine) (d’apres la
méthode de Kennedy et al., 2001).



des polyphénols, un gradient composé d’eau ultra-pure acidifiée a 0,1% d’HCOOH (solvant A) et
d’acétonitrile acidifié a 0.1% d’HCOOH (solvant B) est utilisé. Le gradient a été réalisé de la fagon
suivante : initial, 3% de B ; 0-3 min, gradient linéaire jusqu’a 7% de B ; 3-21 min, gradient linéaire
jusqu’a 13% de B ; 21-27 min, 13% de B isocratique ; 27-41 min, gradient linéaire jusqu’a 20%
de B ; 41-51 min, gradient linéaire jusqu’a 45% de B suivi d’un lavage avec 90% de B et
reconditionnement de la colonne a 3% de B. Une fois les données acquises elles sont traitées avec
le logiciel Xcalibur.

b) Détermination du coefficient de réponse de [’idéaine et
quantification

L’idéaine étant une molécule non référencée dans la base de données polyphénols de
I’équipe, son coefficient de réponse a été déterminé pour pouvoir la quantifier. Pour cela, une
solution meére d’idéaine commerciale a 90 pg/ml dans du méthanol/eau/acide formique
(MeOH/H20/HCOOH, 50/49/1) a été réalisée, puis une gamme de cing solutions a différentes
concentrations a eté préparée (de 2.25 a 45 pug/mL). 2 uL de chaque point de gamme ont été injectés
en HPLC-UV-MS afin de tracer un graphe de ’aire du pic en fonction de la quantité injectée (en
pmol), correspondant a des quantités injectées d’idéaine comprises entre 4.5 ng et 90 ng (Tableau
1). La courbe de tendance obtenue est linéaire, et la pente correspond au coefficient de réponse,
exprimé en US/umoL.

Gréace au coefficient de réponse de 1’idéaine calculé en amont, nous avons donc quantifier
et ainsi déterminer le degré de pureté de notre anthocyane (en %). Cette vérification de pureté s’est
faite en préparant une solution mere a 1.2 g/L (pesée de 6 mg dans 5 mL) dans du tampon malate
5 mM & pH 3.5. Puis cette solution a été diluée au 25°™ dans du MeOH/H,O/HCOOH (50/49/ 1),
filtrée sur PTFE 0.45um, mise en vial et injectée en HPLC-UV-MS (2uL). La concentration
théorique de la solution injectée était de 48ug/mL (soit 96 ng théorique injecté).

C) Phloroglucinolyse

Afin d’identifier toute trace possible de flavan-3-ols dans la poudre d’idéaine purifiée, une
phloroglucinolyse a été effectuée. En effet, notre idéaine doit étre exempte de flavan-3-ols car ces
derniers seront testés en tant que co-pigments par la suite. La méthode de phloroglucinolyse a été
décrite par Kennedy et ses collaborateurs en 2001. Elle consiste a dépolymériser les polymeres de
tanins par rupture des liaisons interflavanes en condition acide et a chaud, en présence d’un agent
nucléophile, le phloroglucinol. Les unités d’extensions sont tres réactives et forment des adduits
avec le phloroglucinol, alors que les unités terminales sont libérées sous forme de monomeéres de
catéchine (EC et CAT). Le principe est montré Figure 2. Ainsi, la quantité de flavan-3-ols
(monomeéres de catéchines + tanins) présents dans 1’échantillon correspond a la somme des
quantités de produits formés, qui sont repérables et quantifiables en HPLC-UV-MS. Le protocole
réalise est le suivant :

> Dans une masse connue de poudre anhydre, ajout de 100 puL de méthanol/HCI 0.3N
Ajout de 200 pL de melange phloroglucinol (75 g/L) + vitamine C (15 g/L) et mélanger
Incubation 30 minutes dans un bain marie a 50 °C

Refroidissement dans la glace 5 minutes

Ajout de 300 pL d’acétate de sodium (0.2M) pour stopper la réaction

YV V V V
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Figure 3 : Modeéles L*a*b* et L*C*h° (d’aprés Zollinger, 2003).
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L’¢chantillon est filtré sur filtre 0.45 um et inject¢é en HPLC-UV-MS, les données obtenues
analysées avec le logiciel Quan Xcalibur. La surface des pics UV a 280 nm des produits formés
permet une quantification des flavan-3-ols, connaissant les différents coefficients de réponse des
monomeres de catéchine et de 1’adduit, déterminés dans les mémes conditions.

2. Méthodes de mesure de la couleur

a) Mesure des spectres

Les spectres de I’anthocyane sont mesurés a 1’aide d’un spectrophotometre UV-Visible qui
éclaire I’échantillon en lumiére blanche et mesure 1’absorbance (ou densité optique, DO) par une
barrette de diode. Ainsi, I’ensemble du spectre est obtenu trés rapidement (1 seconde). La solution
peut étre mesurée en cuve (volume d’environ 800 L a 1 mL, trajet optique de 1 cm) ou en plaque.
La plaque LVis est composée d’une lamelle transparente en quartz sur laquelle peuvent étre
déposées 16 gouttes de 3 a 5 pL chacune. Le positionnement d’un abattant, en quartz également,
permet de fixer la longueur traversee par le faisceau (0.1 mm), I’ajustement de la DO étant réalisé
directement dans le logiciel « StarNano ». Cette plaque spécifique a été choisie, plutdt que la cuve,
pour pouvoir mesurer les spectres a partir de trés petits volumes, pour éviter de gaspiller
I’anthocyane et les co-pigments prépares. Les résultats obtenus sont des graphes DO = f(}).

b) Calcul en L*a*b*

Le systeme L*a*b*, est un mode de colorimétrie qui consiste a déterminer trois parametres
pour quantifier la perception de la couleur par I’ceil humain selon les travaux de la commission
internationale de 1’éclairage. Le paramétre L*, représentant 1’axe vertical, correspond a la
luminance. Sa valeur est comprise entre 0 et 100. La valeur 0 représente le noir, I’absorption totale
; alors que la valeur 100 représente le blanc, la réflexion ou la transmittance totale. L'axe L* est
donc dit neutre au niveau des couleurs. Ce sont les deux autres axes orthonormés a* et b* qui vont
définir la couleur. Ces deux valeurs sont des coordonnées du cercle équatorial de la sphéere des
couleurs car il s’agit bien d’un systéme en 3 dimensions (Figure 3). Les axes sont parfois nommes
axes du rouge et du jaune : le rouge (ou le vert a I’opposé) étant exprimés par a* pour des valeur
faibles ou nulles de b* (a* positif si rouge et négatif si vert) ; le jaune (ou le bleu) étant exprimés
par b* pour des valeur faibles ou nulles de a*, (b* positif si jaune et négatif si bleu). Mais en réalité
une couleur est définie par les deux valeurs (a* et b*) qui permettent de positionner la couleur sur
le cercle (Le Deun, 2016).

Plut6t que les parameétres a* et b* qui sont des coordonnées cartésiennes on peut exprimer la
couleur en coordonnées polaires avec C* (chroma = saturation) qui représente la distance entre la
couleur et le centre du cercle chromatique, descripteur « quantitatif » de la couleur qui représente
son intensité ou au contraire sa « paleur » ; et h® (hue = teinte) qui est I’angle en degré (dans le
sens trigonométrique depuis la valeur 0 ou 360 représentant la couleur rouge), les angles 90°, 180°
et 270° décrivant respectivement les teintes jaune, verte et bleue. Le codage L*C*h° est une
expression alternative au L*a*b*. Ce systeme permet de reproduire toutes les nuances de couleurs
perceptibles par 1’ceil humain.

Les mesures de DO des spectres obtenus au spectrophotomeétre sont intégrées dans une
feuille de calcul Excel déja existante permettant de calculer les parameétres L*a*b* a partir des
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Photo 2 : Extraction en phase solide de 1’idéaine sur SEP-PAK (26/01/2021, INRAE du Rheu).
(a) Passage de I’idéaine sur la colonne ; (b) Lavage a I’eau acidifiée ; (c) et (d) Elution a
1’éthanol/eau acidifiée (50/50).
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spectres. Pour se faire, les calculs classiques et connus du systeme L*a*b* sont utilisés.
L’illuminant ID65 est utilisé comme lumiére blanche (lumiére du jour) qui correspond a 1’énergie
émise a chaque longueur d’onde. Ce spectre est multiplié par le pourcentage des rayonnements
traversant une solution colorée puis par les trois courbes de réponses de I’ceeil a chaque longueur
d’onde (I’ceil contient 3 batonnets émettant chacun une réponse différente = 3 courbes). On obtient
alors par intégration numérique, trois valeurs qui correspondent aux trois réponses de I’ceil. Dans
notre cas on utilise la transmittance T car on regarde la couleur par transparence (milieu liquide
limpide). La transmittance est le rapport entre 1’intensité du rayonnement transmis a l'intensité
incidente et peut étre calculée a partir de I’absorbance car DO = —log(T).

C. Méthodes de purification préparatives

1. Repurification de I’anthocyane

Une purification supplémentaire de notre idéaine a été réalisée car le degré de pureté de la
poudre déterminée par le ratio de la concentration réelle de la solution préparée sur la concentration
théorique (par rapport a la pesée théorique) était de 50%. Celle-ci a été réalisée en éliminant les
impuretés par extraction en phase solide (SPE). Des cartouches SEP-PAK (Waters : WAT036925),
contenant 5 g d’une phase de silice C18 greffée (phase inverse) a fort pouvoir hydrophobe ont été
utilisées. Chaque colonne peut supporter jusqu’a 40 mg de polyphénols. Ces cartouches peuvent
retenir les analytes faiblement hydrophobes. Les polyphénols en solutions aqueuses sont retenus
sur la phase. Une étape de rincage des cartouches avec une solution aqueuse permet 1’élimination
des composés indésirables. Les polyphénols sont ensuite élués par une solution acidifiée contenant
50 % d’éthanol et 50% d’eau. Certaines étapes sont montrées sur la Photo 2. Cette extraction
permet donc la purification des polyphénols en éliminant les composés indésirables comme les
sucres ou les sels par exemple. Le protocole est le suivant :

» Conditionner la phase stationnaire des colonnes SEP-PAK de 5 g : faire passer 20 mL
de méthanol, puis 40 mL d’eau acidifiée avec 0.1 % d’HC1

> Faire passer sur la colonne la solution aqueuse de polyphénols, les polyphénols sont
alors retenus sur la colonne

» Laver avec 40 mL d’eau acidifié¢e a 0.1% d’HCI pour éliminer les composés
indésirables non retenus sur la colonne

» Eluer les polyphénols simples avec 40 mL de mélange éthanol/eau (50/50) avec 0.1%
d’HCI1 pour décrocher les polyphénols fixés sur la phase stationnaire

> Répéter ces étapes 3 fois et pooler les solvants récupérés (contenant les polyphénols)

» Evaporer les solvants au rotavapor. L’extrait est transféré dans un flacon a sertir taré,
puis congelé et lyophilisé

» Peser la poudre anhydre

2. Obtention de flavan-3-ols

La fraction de flavan-3-ols (tanins et monomeéres de catéchines) a été purifiée a partir d’1
g d’extrait polyphénolique de jus de pomme a cidre de la variété Marie Ménard. La procédure
d’obtention a été réalisée en 2 étapes: une premicre étape a permis d’éliminer les acides
hydroxycinnamiques (présents en quantités majoritaires dans I’extrait polyphénolique) par la






technique de chromatographie de partage centrifuge (CPC), puis une seconde étape de purification
ultime a été réalisée par HPLC préparative pour la récupération d’un extrait purifié¢ de flavan-3-
ols (élimination des flavonols et des dihydrochalcones).

La CPC est une méthode douce de séparation et d’isolement de composés naturels a
I’échelle préparative. Cette technique chromatographique liquide-liquide est basée sur le partage
des solutés entre 2 phases liquides non miscibles préparées par mélange de deux ou plusieurs
solvants (ou solutions). Une phase est maintenue stationnaire dans une colonne par une force
centrifuge lors de la rotation d’un rotor autour de I’axe. L’autre phase est pompée au travers et
joue le réle de phase mobile permettant ainsi des échanges entre les deux phases. Les principaux
avantages de la CPC sont : I’absence de support solide, donc aucune absorption irréversible ; pas
de dégradation ou de dénaturation des échantillons ni de perte de composés d’intérét ; la capacité
de chargement importante des échantillons (jusqu’a 1 a 2 g ici) ; le fractionnement de molécules
avec une large gamme de polarité ; une consommation de solvant réduite (impact économique et
environnemental) ; et la rapidité de cette technique de séparation. Le fractionnement de deux
composés différents par CPC exige de choisir un systeme de solvant pour lequel le rapport des
coefficients de partition (Kd) des 2 composés soit supérieur a 1.5. Dans notre cas, aucun systeme
de solvant ne permet d’avoir des Kd de flavan-3-ols suffisamment différents de ceux des autres
classes de polyphénols présents dans I’extrait de départ, pour pouvoir utiliser la CPC en mode
normal tel que décrite précédemment. La CPC a donc été utilisé en mode « pH-zone-refining »
(pH-ZRCPC), en faisant varier le pH dans les deux phases constitutives du systeme (méthodologie
mise au point au laboratoire). Les acides hydroxycinnamiques étant ionisables de par leur fonction
carboxylique, ils présentent une différence de polarité suffisante entre leur forme neutre et ionisee
pour inverser leurs constantes de distributions dans le systeme biphasique sélectionné, permettant
leur élimination par ce type de CPC.

Le systeme de CPC Kromoton utilisé est couplé au systteme HPLC Préparative Gilson
PLC2020 comprenant une pompe, une vanne d’injection équipée d’une boucle d’injection, d’un
détecteur UV a double longueur d’onde et d’un collecteur de fraction. Le systeme de solvant utilisé
est composé d’un mélange éthylacétate/butanol/eau (3/2/5). Apres mélange et décantation, les 2
phases ont été séparées. La phase stationnaire organique (phase supérieure) a été acidifiée avec 10
mM de TFA (acide trifluoroacétique) et la phase mobile aqueuse avec 10 mM de soude (pH-
ZRCPC réalisée en mode descendant). La colonne a été remplie avec de la phase stationnaire
acidifiée, a un débit de 5 mL/min et une vitesse de rotation de 1200 rpm. L’extrait polyphénolique,
solubilisé dans un mélange des deux phases et acidifie, a alors eté injecte, et la chromatographie
démarrée en pompant immédiatement la phase mobile aqueuse. En sortie de colonne les fractions
ont eté collectées toutes les 3 minutes. Enfin, une étape d’extrusion finale a été réalisée en
remplagant la phase aqueuse par la phase organique. L’analyse des fractions en HPLC-UV-MS a
permis de déterminer leur composition et de choisir les fractions d’intérét exemptes d’acides
hydroxycinnamiques. Aprés poolage et élimination des solvants, ’extrait intermédiaire a été
lyophilisé pour I’étape de purification ultime par HPLC préparative.

L’¢étape de purification ultime a été réalisée avec le méme systéme de chromatographie que
précedemment, couplé a une colonne préparative packée avec de la phase inverse Lichrospher 100



S 0 0
/ H ~ 1,'::.'-':"':[ H H \,--::-'-""": H H-0 O%— OH
L | | v
xN - — N\ P A H H i l h
“ N = = ] H LN ’ H
P ” “ [ R
07 N7 N Hoor X .~:5 o ! Ou
‘ -\‘/ .
H

Figure 4 : Structures (de gauche a droite) de la caféine, de I’acide caféique, de I’acide p-
coumarique et de 1’acide chlorogénique (PubChem, en ligne).



RP-18, 12 um (Merck, Darmstadt, Germany). L’extrait intermédiaire lyophilisé a été solubilisé
dans 5 mL d’un mélange acétonitrile/eau (20/80) puis filtré et injecté sur la colonne & un débit de
40 mL/min. Les solvants utilisés étaient de I’cau acidifiée avec 0.1% d’acide formique (A) et de
1’acétonitrile acidifié avec 0.1% d’acide formique (B). Les conditions chromatographiques étaient
les suivantes : 0-30 min, 20% de B isocratique ; 30-35 min, gradient linéaire jusqu’a 90% de B ;
35-40 min, 90% de de B isocratique ; puis reconditionnement de la colonne avec 20% de B. Le
signal UV a été enregistré a 280 nm et a 320 nm. Les fractions éluées ont été collectées
manuellement et analysées par HPLC-UV-MS. Les fractions contenant uniquement les flavan-3-
ols ont été poolées, pour obtenir un extrait brut aprés élimination des solvants et lyophilisation.

D. Protocoles expérimentaux

1. Analyse de I’influence du pH

Une solution mere d’idéaine a 1 g/L théorique a €té préparée a partir de poudre purifiée,
diluée dans du tampon malate 5 mM a pH 3.5 (pH moyen des jus de pomme). Pour faire varier le
pH, huit solutions tampons malate a différents pH sont préparées : tampons malate 20 mM, a pH
3,3.3,3.6,3.9,4.2,45,4.8, et 5.1. Un volume de 60 uL de solution mére d’idéaine a éteé diluée
au 20°™ dans 1140 pL de tampon malate 20 mM & un pH défini (chronométre déclenché a ce
moment). Le mélange réalisé a été vortexé aussitdt, puis transféré en cuve, recouverte d’un
parafilm. Les spectres UV-Visible ont été acquis a différents temps (TO, T1h, T2h, T4h et T24h),
afin de pouvoir observer la stabilité de I’anthocyane en solution. Aprés les mesures au temps T4h
(estimé étre un temps ol les solutions sont stables), 200 pL des dilutions au 20°™ des solutions &
chaque pH sont filtrés puis mis en vials pour étre injectés en HPLC-UV/Visible-MS.

2. Evaluation de la co-pigmentation

La co-pigmentation étant un phénomeéne connu, 1’objectif premier était de vérifier
I’existence de celle-ci sur 1’idéaine, avec des molécules ayant été référencées comme des co-
pigments potentiels, par la mesure des spectres UV-Visible dans des conditions proches de celles
des jus de pomme. Dans un second temps, nous avons réalisé des tests de co-pigmentation sur les
flavan-3-ols obtenus par CPC et HPLC préparative.

Quatre co-pigments potentiels ont été retenus : la caféine, co-pigment connu de la littérature
scientifique (Mendoza et al., 2019) est testé en tant que produit de référence bien que ce composé
soit absent des jus de pomme ; I’acide chlorogénique ou acide caféoylquinique, acide présent en
grande quantité et trés étudi¢ dans les boissons a base de pommes ; I’acide p-coumarique, dérivé
de I’acide cinnamique présent en petite quantité chez les pommes ; et 1’acide caféique (Gris et al.,
2007), composé pouvant se retrouver a I’état de trace dans les jus (voir Figure 4 pour leurs
structures). La concentration en idéaine pour les expériences a éte fixée a 120 mg/L, concentration
moyenne retrouvée dans les jus de pomme a chair rouge d’aprés Malec et al., 2014. Différents
rapports molaires co-pigment/anthocyane ont été testés, allant de 1 a 50. Les melanges ont été
réalisés volume a volume (100 pL d’anthocyane + 100 uL de co-pigment testé). Les solutions ont
donc été préparées a une concentration double de celle étudiée (240 mg/L pour 1’idéaine par
exemple). La co-pigmentation a été testée a pH 3.5, pH moyen retrouvé en conditions jus de






pomme ; mais aussi a pH 5.1, pour observer les éventuels effets du pH sur les interactions entre
les co-pigments et I’anthocyane. Les solutions de départ ont été réalisées dans du tampon malate
20 mM a pH 3.5 ou 5,1. Les tampons correspondants ont servi de « blanc » pour les mesures au
spectrophotomeétre. Les spectres UV-Visible des mélanges ont été mesurés en plaque LVis et
compares aux spectres des molécules seules (a méme concentration finale) et obtenus dans les
mémes conditions.

Ensuite, les flavan-3-ols purifiés (contenant des oligomeéres de procyanidines et des
monomeres de catéchines, de DP moyen de 3) ont aussi été testes en tant que co-pigment potentiels
avec 1’idéaine (Duefias et al., 2006). Comme décrit ci-dessus, une solution d’idéaine a 240 mg/L
théorique, dans du tampon malate 20 mM a pH 3.5 ou 5.1 (en fonction de la condition), a été
mélangée a une solution de flavan-3-ols (réalisée dans le méme tampon) de ratio molaire dix fois
supérieur a I’anthocyane. La concentration en flavan-3-ols a été calculée de fagon théorique en
équivalent catéchine (monomere des tanins condensés). La masse molaire d’une unité catéchine
(290.31 g/mol) a donc été prise en compte pour le calcul du ratio molaire anthocyane/tanins de 10.
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Figure 5 : Profil chromatographique en UV-visible (sur toute la gamme de longueur d’onde) de
1I’idéaine purifiée (rouge) et de la commerciale (noire).
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Figure 6 : Spectre UV-visible du pic a 20,7 minutes de 1’idéaine purifiée.
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Figure 7 : Spectre de masse (en mode d’ionisation négatif) du pic & 20,7 minutes de 1’idéaine
purifiée.



I11. Résultats
A. Analyses préalables de I’idéaine purifiée

1. Détermination du coefficient de réponse de I’idéaine

L’injection des solutions d’idéaine commerciale a différentes concentrations a permis de
tracer un graphe de I’aire (Unité de surface ou US) en fonction de la quantité injectée (en pmol).
La courbe de tendance est linéaire et la pente correspond au coefficient de réponse exprime en
US/umol. La valeur obtenue était de 2.6940*10%° US/umol. Ce coefficient a été utilisé pour la
quantification de I’anthocyane dans les différentes solutions préparées.

2. Analyse qualitative et quantitative de 1’idéaine purifiée

Nous avons réalisé la quantification d’une solution d’idéaine purifiée (dont la teneur
pondérale était de 48 pug/mL) gréce au coefficient de réponse déterminé précédemment. Nous
avons ainsi pu calculer un degré de pureté par le ratio de la concentration réelle de la solution
obtenue par HPLC-UV-MS sur la concentration théorique. Cela a permis de montrer que 1’idéaine
obtenue par CPC a partir de d’extrait polyphénolique de jus de pomme Baya Marisa, n’était pas
pure. La concentration réelle étant de 28.61 pg/mL, le degré de pureté n’était que de 59.6%
seulement.

Le degré de pureté obtenu étant trop faible, le profil UV-Visible-MS de I’idéaine purifiée
a été comparé a celui de 1’idéaine commerciale. Le profil a 520 nm de I’idéaine purifiée montre
un seul pic bien résolu a 20.87 minutes, ce qui correspond bien a 1’anthocyane.

La superposition des profils UV-Visible des idéaines commerciale et purifiée (Figure 5) montre
que dans les 2 poudres, les pics autres que celui de 1’idéaine ne dépassent pas 1% de la surface de
celui de I’anthocyane. Néanmoins, un amas de pics mal résolus en fin de chromatogramme pourrait
suggerer la présence de composés moins polaires, en quantité plus importante dans la poudre
d’idéaine purifiée, pouvant potentiellement étre des tanins.

Le profil a 280 nm de I’idéaine purifiée est comparé a celui de la commerciale a 280 nm. On
observe également un massif de pics apreés 50 minutes ce qui confirme qu’il pourrait s’agir de
tanins, 280 nm étant la longueur d’onde d’absorption de ces derniers.

Le spectre UV-Visible correspondant au pic a 20.7 minutes (décalage de 0.2 secondes en PDA-
UV) nous indique un maximum d’absorption a 516 nm ainsi qu’une absorption a 280 nm (Figure
6), tout comme le spectre UV-Visible de I’idéaine commerciale. Le spectre de masse de ce méme
pic (Figure 7) est le méme que pour la commerciale : un m/z de 447 en [M-H]? prédomine, soit
une masse de 449 g/mol, ce qui correspond a la masse molaire de 1’idéaine. Le m/z de 465
représente la forme hydratée et celui de 284 reste inconnu.

Il s’agit bien de notre molécule d’idéaine et il ne semble pas y avoir d’autres molécules
interférentes.

Aprés phloroglucinolyse réalisée en duplicat et analyse par HPLC-UV-MS, les pics
d’adduits et de monomeéres de catéchine ont été quantifiés, afin de connaitre réellement le
pourcentage de flavan-3-ols présents dans la poudre d’idéaine purifiée. Le pourcentage est de
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3,1% et correspond a une quantité non négligeable en flavan-3-ols. De ce fait, la poudre d’idéaine
purifiée n’a pas pu étre utilisée directement dans le cas de 1’étude de la co-pigmentation. Pour
autant, la quantité en flavan-3-ols présente dans la poudre n’explique pas le faible pourcentage de
pureté. 2 hypotheses sont possibles : 1) I’idéaine purifiée se trouverait sous forme de sel (idéaine
formiate), dd au fait que la purification s’est faite en condition acide avec 1’acide formique (pour
empécher 1’oxydation) ; 2) des produits de dégradation de 1’anthocyane pourraient étre co-elués
en méme temps sans étre colorés (donc non visibles sur les profils).

B. Obtention de composés pour I’étude de I’influence du pH et de la co-pigmentation

1. Repurification de 1’anthocyane

Apreés purification sur SEP-PAK de 94 mg d’idéaine purifiée, nous avons recupére 89.19
mg d’idéaine repurifiée. Nous avons revérifié le pourcentage de pureté de 1’idéaine repurifiée, et
paradoxalement, il s’est avéré encore plus faible que celui avant purification (50%). Pour
s’affranchir d’éventuelles interférences sur les tests de co-pigmentation a cause de contaminants
inconnus, I’achat de poudre commerciale a €té nécessaire, et a permis de réaliser les tests de co-
pigmentations de facon fiable.

2. Obtention de flavan-3-ols

L’extrait de flavan-3-ols a été obtenu a I’aide de deux techniques de purification successives.

La premiere technique de pH-ZRCPC («pH-zone-refining ») permet d’obtenir un
fractionnement des acides hydroxycinnamiques avec les autres classes de composés. Le graphe de
la pH-ZRCPC (Figure 8) montre un fort signal d’absorption a 320 nm entre 50 et 100 minutes,
correspondant au maximum d’absorption des acides hydroxycinnamiques. L’analyse des fractions
correspondantes confirme bien la présence de cette classe de polyphénols uniquement, qui peuvent
donc bien étre éliminés. A partir de 115 minutes 1’extrusion commence. Elle correspond a une
inversion des phases mobile et stationnaire, permettant d’éluer les composés les plus hydrophobes
et de réduire les temps d’¢élution. Nous observons une zone de 128 & 164 minutes avec des pics co-
élués montrant une forte absorbance & 280 nm. L’analyse des fractions en HPLC-UV-MS confirme
la présence des flavan-3-ols, ainsi que de flavonols et de dihydrochalcones. Les fractions
correspondantes a cette zone ont donc été poolées pour obtenir une fraction intermédiaire.

Une étape ultime de purification par HPLC préparative a été réalisée sur cet extrait
intermédiaire. Un gradient en ACN optimisé a permis d’éluer tout d’abord les flavan-3-ols
d’intérét (polaires), puis les autres classes de polyphénols indésirables moins polaires (flavonols
et dihydrochalcones) (Figure 9). L’absence d’acides hydroxycinnamiques a été confirmé par
I’absence de signal a 320 nm, et par les analyses de fractions. Finalement, les fractions éluées entre
6.5 et 22.2 minutes, et correspondant aux flavan-3-ols, ont été poolées. La composition de 1’extrait
final a été vérifié et a pu étre utilisé pour tester les flavan-3-ols en tant que co-pigments potentiels.

C. Influence du pH sur la couleur
1. Analyse des spectres de 1’idéaine en UV-visible a différents pH et

modélisation
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Dans un premier temps, nous avons realisé des cinétiques de mesure des spectres de
I’idéaine a différents temps de stabilisation afin d’étudier la stabilité de 1’anthocyane en solution.
Nous avons choisi de ne montrer que les résultats de cinétique a pH 3.6, pour répondre aux
conditions jus de pomme (les données aux autres pH ne sont donc pas montrées ici bien que leurs
cinétiques aient été realisées).

Sur la Figure 10, a pH 3.6, nous observons une diminution de la DO a 520 nm au fil du temps,
avec une différence de DO assez importante entre TO et T24.

Cependant entre T1, T2 et T4 les différences de DO sont minimes. Dans les 4 premieres heures
qui suivent la préparation a pH 3.6 la DO n’évolue pas de maniére significative. A T24 la DO est
plus faible mais on ne peut écarter une potentielle oxydation (les solutions n’ayant pas été
conservées a I’abri de I’oxygene ni de la lumiére). T1 a donc été retenu pour les autres résultats
car la solution semble déja se stabiliser au bout d’une heure.

Sur la Figure 11, les spectres de 1’idéaine a T1 sont montrés, cette fois-ci a différents pH. On voit
trés nettement une chute de la DO au lambda max du visible (520 nm) a mesure que le pH
augmente, passant de 0.9 a pH 3 a 0.1 a pH 5.1. La diminution est brutale pour les pH les plus
acides (entre 3 et 4.2, pH des jus de pomme) et se stabilise aux alentours de 4.5 et 4.8. 1l semble
également y avoir un léger décalage spectral de la DO maximale lorsque le pH augmente. En effet,
le lambda max a pH est de 513 nm, celui a 5,1 a 532 nm. Le lambda max moyen de I’idéaine dans
les jus de pomme rosés étant 520 nm (pour un pH aux alentours de 3.5). De plus, on observe
également une Iégere baisse de la DO a 280 nm lorsque que le pH augmente.

Les données obtenues ont été copiées dans une feuille Excel dans laquelle une modélisation
a été réalisée. Le but est de déconvoluer les spectres par une courbe théorique dont les parametres
seront ensuite portés en fonction du pH. Une déconvolution de la courbe en cing gaussiennes a été
réalisée. Les gaussiennes ont été définies par une formule intégrée dans Excel, chaque gaussienne

étant une fonction a courbe symétrique de formule : Y = A.exp (—0,5 (@) 2).

La somme de ces cing gaussiennes donne une courbe théorique. Chaque gaussienne est représentée
par trois coefficients qui sont les suivants : K le coefficient de dispersion ; A la hauteur du pic ; et
M le point d’abscisse correspondant a la plus haute valeur de DO (point central). L’ajustement de
tous les paramétres de la courbe théorique a été réalisé grace a la fonction Solver d’Excel qui
minimise la somme des carrés des écarts entre les valeurs théoriques et réelles.

La Figure 12 (a) représente la courbe d’ajustement (en jaune), réalisée a partir de la courbe des
valeurs expérimentales (en vert). On constate un bon ajustement entre les deux courbes, avec tout
de méme de petites différences notamment entre 550 et 600 nm ou la courbe d’ajustement montre
des valeurs de DO plus faibles. Les valeurs de DO expérimentales a des longueurs d’onde
inférieures a 250 nm n’ont pas été prises en compte a cause du bruit de fond important. Cette
courbe d’ajustement a été obtenue aprés déconvolution de la courbe des valeurs observées en cing
gaussiennes (numérotées de 1 & 5, que 1’on observe sur la Figure 12 (b)). La gaussienne 1 en violet
correspond au pic a 280 nm et la gaussienne 5 en rouge a celui a 520 nm. Les trois autres
gaussiennes (2, 3 et 4) correspondent aux épaulements observés entre 300 et 450 nm. L’évolution
des différents coefficients correspondant aux 5 gaussienne (A, M et K) en fonction du pH a été
étudiée.
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Figure 13 : Graphes de I’évolution (a) du coefficient A en DO, (b) du point central M en LO et
(c) du parametre de dispersion K, en fonction du pH.
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Figure 14 : Cercles de couleurs L*a*b* de 1’idéaine pour chaque pH et pourcentage de
luminance (pH 3, 3.6 et 4.2 de gauche a droite).




La Figure 13 (a) représente 1’évolution du paramétre A (correspondant a la hauteur du pic). Nous
avons donc les valeurs de hauteur des pics (en DO) en fonction du pH. Pour les gaussiennes 2 et
3, A ne varie pas en fonction du pH. Concernant la gaussienne 1 (avec DO max a 280 nm), A
diminue significativement lorsque le pH augmente mais le pourcentage de baisse reste faible. Pour
la gaussienne 5 (DO max a 520 nm), A diminue fortement lorsque le pH augmente, surtout entre
pH 3.6 et 4.5. Pour la gaussienne 4 la diminution semble faible du fait de la faible valeur absolue
de ce parametre mais le taux de baisse est voisin de celui du pic 5 : A4 et A5 présentent donc une
évolution semblable avec le pH.

La Figure 13 (b) montre 1’évolution du paramétre M, ¢’est-a-dire la longueur d’onde a la hauteur
maximale du pic, en fonction du pH. Pour les gaussiennes 1, 2 et 3, M ne varie pas en fonction du
pH, leur longueur d’onde maximale reste stable. M reste stable jusqu’a pH 4.2 pour la gaussienne
5, puis augmente légérement : & partir de pH 4.2 on observe un léger décalage du pic vers de plus
grandes longueurs d’onde.

La Figure 13 (c) représente 1’évolution de la dispersion K en fonction du pH. Ce paramétre est
difficile a analyser, car il a été contraint pour éviter une dérive de I’ajustement. Des limites
minimale et maximale de dispersion ont donc été ajoutées, pour éviter 1’étalement et donc le
chevauchement des courbes. Le but étant de pouvoir se servir de ces courbes pour la prédiction et
non pas de les expliquer précisément mathématiquement. K ne varie pas en fonction du pH pour
les gaussiennes 1, 2 et 3 alors que pour la gaussienne 5 il varie énormément. Plus le pH augmente,
plus la dispersion du pic est grande (pic a 520 nm plus étalé). A I’inverse, le K correspondant a la
gaussienne 4, évolue dans 1’autre sens. La dispersion diminue fortement & mesure que le pH
augmente.

2. Analyse de la couleur en L*a*b*

Comme observé sur la Figure 11, aprés stabilisation de 1I’idéaine (T = 1 heure), la DO a 520
nm diminue fortement a mesure que le pH augmente. En effet, la DO passe de 0.9apH 3;a0.4 a
pH 3.6 ; pour encore baisser jusqu’a moins de 0.2 a pH 4.2. La couleur change donc en fonction
du pH, avec une intensité qui décline quand le pH augmente. Les parameétres de la couleur ont été
calculés dans le systeme L*a*b* pour chacun des 3 spectres a pH 3, 3.6 et 4.2 (Figure 14). A pH
3, la couleur est éloignée du centre du cercle, ancré dans le rouge avec une valeur de a* positive
et grande (50), et une valeur de b* positive également mais faible (15), ce qui indique que la
couleur tend plus vers le jaune que le bleu. La luminance est de 80%. A pH 3.6, pH se rapprochant
le plus de celui d’un jus de pomme classique, la couleur est plus rapprochée du centre du cercle,
avec un angle de teinte plus petit. Les valeurs de a* et b* diminuent, et sont respectivement de 30
et 5, ce qui indique une baisse de la couleur rouge essentiellement. La luminance elle, augmente
compare a pH 3, et passe a 85%. A pH 4.2, la couleur est encore plus rapprochée du centre avec
un a* de 12 et un b* de 0. La couleur est de moins en moins saturée, I’angle de teinte étant de 0.
La valeur de L* est de 90%, la luminance augmente donc quand le pH augmente.

Les paramétres L*a*b* théoriques, provenant de la courbe théorique réalisée par la
modélisation expliquée ci-dessus, ont été calculés pour étre comparés a ceux observés au méme
pH. Un graphe des valeurs théoriques de a* et b*, appelées valeurs modeles, en fonction des
valeurs de a* et b* observées est présenté en Figure 15 (a). On observe deux droites passant par 0
correspondant donc a des fonctions linéaires d’équation y = ax dont les pentes sont respectivement
de 1.02 et 1.12 pour a* (en rouge) et b* (en jaune). Les valeurs modéles de a* et b* sont donc
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Figure 16 : Comparaison des spectres UV-
visible de I’idéaine seule (bleu), de la caféine
seule (rouge) et du mélange idéaine/caféine
(vert). Ratio molaire caféine/idéaine de 1.
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Figure 17 : Comparaison des spectres UV-visible
de I’idéaine seule, de 1’acide chlorogénique seul
et du mélange idéaine/acide chlorogénique. Ratio
molaire CQA/ideaine de 3.



quasi identiques aux valeurs observées. Dans la Figure 15 (b), ce sont les valeurs modeles de L*
en fonction des valeurs observées de L* qui sont représentées. Comme pour a* et b*, la droite est
linéaire, passant par 0, avec une pente de 1. Les valeurs de L* modéles sont donc tres proches des
valeurs de L* expérimentales. Dans la Figure 15 (c), les saturations modeles et observées ont aussi
été comparées. Le graphe représente aussi une fonction linéaire passant par 0 avec une pente de
1.03, avec des saturations modeles qui se rapprochent de celles observées. En ce qui concerne
I’angle de teinte (Figure 15 (d)), la droite a pour équation y=0.90x et un R2 de 0.96 : la régression
est nettement plus bruitée au niveau des points proches du centre, I’angle de teinte étant alors mal
défini. Les valeurs d’angle faible représentent les pH les plus grands. On observe une diminution
réguliére de ’angle de teinte modeéle quand le pH augmente.

D. Etude des effets de la co-pigmentation sur la couleur

1. Analyse des spectres de 1’idéaine en UV-visible avec des co-pigments
connus

Quatre molécules reconnues comme co-pigments potentiels ont été choisies pour réaliser
des tests de co-pigmentation avec I1’idéaine commerciale. Préalablement, comme pour
I’anthocyane, les coefficients de réponses des co-pigments, qui n’avaient pas été déterminés
jusqu’a présent par le laboratoire, ont été déterminés afin de pouvoir déterminer réellement les
concentrations des solutions, et préparer des mélanges avec des ratios molaire co-pigments/idéaine
controlés. Les gammes et quantifications sont reportées en annexe 1.

a) ApH3.5

Les tests de co-pigmentation ont été réalisés avec de 1’idéaine commerciale a 120 mg/L
théorique en solution dans du tampon malate 20 mM pH 3.5. Une quantification des solutions pour
connaitre leur concentration exacte a permis de déterminer les rapports molaires anthocyane/co-
pigment. Les ratios choisis ont été de 1, 1.5 et 2 pour la caféine, ’acide p-coumarique et 1’acide
caféique ; et de 1, 2 et 3 pour I’acide chlorogénique, présent en plus grande quantité dans les jus
de pomme. Les mesures ont été prises 30 minutes apres 1’obtention des mélanges, temps au bout
duquel les mélanges se stabilisent (démontré au préalable dans une expérimentation de cinétique).

(1)  Avec la caféine
D’aprés la Figure 16, dans la zone UV, on observe bien une augmentation de la DO au
lambda max de la caféine (280 nm). Dans la zone visible (qui nous intéresse pour la
copigmentation), il y a un léger phénomene de co-pigmentation : a 520 nm la DO du mélange est
plus forte que I’idéaine seule & méme concentration (plus visible pour le rapport de 1 que de 2).
Cependant, il n’y a pas de décalage spectral, que ce soit dans ’'UV ou le visible.

(2) Avec I'acide chlorogénique (acide caféoylquinigue)

D’aprés la Figure 17, dans la zone UV, on observe une augmentation de la DO, du au
lambda max de I’acide chlorogénique (320 nm) ainsi que deux pics pour le mélange (280 nm
correspondant a 1’idéaine et 320 nm correspondant a 1’acide chlorogénique). Pour le mélange au
niveau du visible, on n’observe pas de différence significative avec le spectre de 1’idéaine seule.

(3) Avec l'acide p-coumarique
D’apres la Figure 18, dans la zone UV, on observe bien une augmentation de la DO au
lambda max de I’acide p-coumarique (320 nm) ainsi que deux pics pour le mélange (280 nm
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Figure 18 : Comparaison des spectres UV-
visible de 1’idéaine seule, de I’acide p-
coumarique seul et du mélange idéaine/acide
p-coumarique. Ratio molaire acide p-
coumarique/idéaine de 2
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Figure 20 : Spectres UV-Visible a pH 5.1 de
I’idéaine (bleu), de la caféine (rouge) et du
mélange idéaine/caféine avec un rapport
molaire caféine/idéaine de 10 (vert). Avec
zoom sur la zone du visible.

Figure 19 : Comparaison des spectres UV-
visible de I’idéaine seule, de I’acide caféique
seul et du mélange idéaine/acide caféique.
Ratio molaire de 2.
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Figure 21 : Spectres UV-Visible a pH 5.1 de
I’idéaine (bleu), de D’acide chlorogénique
(rouge) et du mélange idéaine/acide
chlorogénique avec un rapport molaire
CQAVidéaine de 10 (vert). Avec zoom sur la
zone du visible.



correspondant a I’idéaine et 320 nm correspondant a I’acide p-coumarique) mais la DO du mélange
dans I’UV ne correspond pas a I’addition des DO du co-pigment et de 1’idéaine seule. Pour le
mélange au niveau du visible, 1a DO de I’idéaine seule est plus grande que celle du mélange ce qui
est en contradiction avec I’hypothése d’une co-pigmentation.

(4) Avec l'acide caféiqgue
D’apres la Figure 19, dans la zone UV, on observe bien une augmentation de la DO au
lambda max de I’acide caféique (320 nm) ainsi que deux pics pour le mélange (280 nm
correspondant a 1’idéaine et 320 nm correspondant a I’acide caféique). Pour le mélange au niveau
du visible, a I’inverse de celui avec la caféine, la DO de I’idéaine seule est Iégérement plus grande
que celle du mélange dans cette région.

L’effet de co-pigmentation n’a pas été démontré a pH 3.5. IL n’y a ni augmentation de I’intensité
de I’absorbance dans le visible, ni de décalages spectraux vers la droite (hypsochrome) ou vers la
gauche (bathochrome), qui pourraient étre observés dans le cas de co-pigmentation. Le fait que la
DO a 520 nm de I’idéaine soit parfois plus élevée que celle du mélange fait douter de ’efficacité
de notre procédure pour observer la co-pigmentation.

b) ApH5.1:

De facon a essayer de mettre en eévidence un effet de co-pigmentation, nous avons realisé
des mélanges a un pH plus éleve, méme si nous nous écartions des conditions « jus de pomme ».
Les mémes tests de co-pigmentation que précédemment ont donc été réalisés, mais seulement avec
deux co-pigments, la caféine (pour une référence connue) et 1’acide chlorogénique (pour un
composé majoritaire dans les jus), avec des ratio molaires co-pigments/idéaine plus importants
(ratio de 10).

(1)  Avec la caféine
D’apres la Figure 20, dans la zone UV, le pic UV a 280 nm du mélange est bien la somme
de celui de I’anthocyane seule et de celui du co-pigment seul. Dans la zone visible, le pic a 520
nm du mélange est légerement plus grand que celui de 1’idéaine seule, mais dans les deux cas les
DO sont tres faibles (idéaine peu colorée a pH 5,1). Si un phénomene de co-pigmentation existe a
des pH plus élevés, ’augmentation de DO reste faible (d’environ 0,15).

(2) Avec l'acide chlorogénique
D’apres la Figure 21, comme pour la caféine, dans la zone du visible le pic a 520 nm du
mélange est plus grand que celui de 1’idéaine seule, bien que les deux restent tres faibles. Un
phénomeéne de co-pigmentation ne peut étre écarté mais 1’augmentation de DO est faible
(d’environ 0,15 aussi).

En conclusion, I’effet co-pigmentation a bien été mis en évidence a pH 5.1. Un effet hyperchrome,
¢’est-a-dire une augmentation de I’intensité de la DO au lambda max de I’anthocyane, est présent,
mais assez faiblement. De plus, il semble y avoir un Iéger effet bathochrome, un décalage spectral
vers de plus grande longueur d’onde, ce qui correle avec 1’augmentation de la couleur rouge du
mélange.

2. Tests de co-pigmentation avec les flavan-3-ols
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Figure 22 : Spectres UV-Visible a pH 3.5
mesurés en LVis de I’idéaine seule (bleu), des
tanins seuls (rouge), et du mélange
idéarne/flavan-3-ols (vert). Avec zoom sur la
zone du visible.

Figure 23 : Spectres UV-Visible mesurés a pH
5.1 en LVis de I’idéaine seule (bleu), des tanins
seuls (rouge), et du mélange idéaine/flavan-3-
ols (vert). Avec zoom sur la zone du visible.



Des tests de co-pigmentation entre 1’idéaine et un extrait de flavan-3-ols (obtenu par CPC
et HPLC préparative en amont) ont été réalisés a pH 3.5 et 5.1 (pH plus élevé qui a précédemment
mis en évidence une petite co-pigmentation entre cet anthocyane et les co-pigments testés).

a) ApH35:

D’apres la Figure 22, dans la zone UV, on constate que la somme des DO de I’idéaine seule
et des tanins seuls correspond bien a la DO du mélange a 280 nm (longueur d’onde d’absorption
maximale des tanins et de I’anthocyane). Dans la zone du visible, la DO du mélange est Iégérement
supérieure a celle de 1’idéaine seule, avec une différence de 0.2 a 520 nm.

b) ApH5.1:

D’apres la Figure 23, dans la zone UV, comme a pH 3.5 la somme des DO de I’idéaine
seule et des tanins seuls correspond bien a la DO du mélange a 280 nm. Dans la zone du visible,
la DO du mélange est aussi légerement supérieure a celle de 1’idéaine seule, avec toujours une
différence de 0.2 2 520 nm.

Ces résultats indique un effet de co-pigmentation entre les polyphénols de la famille des flavan-3-
ols et I’idéaine, méme si 1’effet reste minime. De plus, il semblerait que la variation de pH donne
des résultats de co-pigmentation similaires dans le cas des flavan-3-ols.
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1\V. Discussion

A. Influence du pH sur la couleur

L’influence du pH sur la couleur a été testé sur une gamme de pH restreinte correspondant
au milieu jus de pomme. Préalablement, nous avons réalisé des mesures de spectres sur 24 heures,
en utilisant une solution d’idéaine a un pH qui correspondait au pH moyen d’un jus de pomme
(3.6), afin de pouvoir définir le temps a partir duquel nous pourrions acquérir les spectres des
solutions aux différents pH, pour I’étude en question. Les résultats ont montré que la stabilisation
des solutions était trés rapide. Nous nous sommes donc fixés un temps de 1 heure a partir duquel
nous pouvions mesurer les différents spectres. Les résultats montrent qu’il y a une perte de couleur
au fil du temps. La diminution de la DO dans le visible, donc de la couleur, est consequente entre
0 et 24 heures. Les phénoménes d’oxydation du milieu pourraient étre la cause de cette baisse
significative, les anthocyanes étant connues pour subir des effets d’oxydation sur le long terme, et
cette oxydation a des répercussions sur la couleur (brunissement, perte d’intensité de couleur, etc)
(Février et al., 2017).

Les résultats obtenus confirment un effet bien connu chez les anthocyanes : I’intensité
colorante diminue lorsque le pH augmente. Plus le pH est important plus la DO au maximum
d’absorption dans le visible diminue. Pour rendre compte quantitativement de cet effet du pH sur
I’anthocyane, ou plutot sur les formes de 1’anthocyane, une déconvolution de la courbe des valeurs
de DO observées en plusieurs gaussiennes ayant chacune plusieurs parametres (hauteur, point
central et dispersion) a été effectuée. On peut supposer que les cing gaussiennes sont associées a
diverses fonctions chimiques présentent sur la molécule d’anthocyane et que 1’évolution de la
molécule en ses différentes formes en fonction du pH conduit a une modification des pics
d’absorbance. La premiére gaussienne (1) représentant le pic a 280 nm, a des parametres de
dispersion et de point central qui varient peu en fonction du pH, et une hauteur de pic diminuant
légérement a des pH plus élevés. En réalité, ’absorption dans I’'UV de I’anthocyane dépend tres
peu du pH, cette courbe résultant simplement de I’absorption dans I’UV par 1’une des structures
en équilibre de I’idéaine, la forme hémiacétale incolore, qui possede un noyau ortho-diphénol. La
derniere gaussienne (5), représentant le pic aux alentours de 520 nm, est celle qui varie le plus
avec le pH. La hauteur du pic diminue fortement a mesure que le pH augmente et est méme tres
faible pour des pH de 4.5 a 5 et plus. L’étalement du pic est d’autant plus important quand le pH
augmente, et la longueur d’onde maximale d’absorption est Iégerement décalée vers la droite ce
qui indique un léger effet bathochrome. On peut conclure que cette courbe est reliée au squelette
de la forme cation flavylium de 1’anthocyane, forme colorée prédominante aux pH acides et qui
existent également aux pH jus de pomme, donnant sa couleur rouge. Les autres gaussiennes (2 et
3) responsables de 1’épaulement visible entre les deux pics principaux, représentent d’autres
parties des différentes formes moléculaires de I’anthocyane, qui sont stables vis-a-vis du
changement de pH et ne contribuent pas beaucoup a la couleur : on voit que les courbes 2 et 3
absorbent essentiellement dans I’UV (et 1égérement dans le violet), et ont des parameétres ne variant
pratiquement pas avec le pH. En revanche, la courbe 4 présente aux alentours des 400-500 nm
présente une hauteur de pic variable en fonction du pH ; un pic plutot étalé a pH trés acide ; et un
pic plus fin quand le pH augmente. Cette derniére a également un pourcentage de diminution du
pic en fonction du pH similaire a celui de la courbe 5 (a 520 nm). Le pic 4 serait alors lui aussi d{
a la forme cation flavylium. Lorsque I’intensité de ces deux pics diminuent, il y a une perte de
couleur mais pas d’apparition de nouveaux pics dans le visible, ce qui suggere 1’apparition de
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formes dépourvues de chromophores donc non détectables en spectrophotométrie visible. Comme
pour les autres anthocyanes connues, 1’idéaine existe sous plusieurs formes moléculaires dont
I’équilibre varie selon le pH, bien que ce soit la forme cation flavylium qui contribue le plus & la
couleur rouge exprimée aux pH jus de pomme.

B. Etude des effets de la co-pigmentation sur la couleur

Avant de réaliser les mélanges idéaine/co-pigments potentiels pour étudier la co-
pigmentation, beaucoup de travail en amont a été realisé : détermination des coefficients de
réponse des molécules testées quand ceux-ci n’avaient pas été déterminés préalablement par
1I’équipe (idéaine, acide cafeique, acide p-coumarique), repurification de I’anthocyane purifiée ; et
enfin un travail conséquent pour obtenir des flavan-3-ols, en CPC et HPLC préparative
représentant 2 a 3 semaines.

Les tests de co-pigmentation entre 1’idéaine et quatre co-pigments connus (caféine, acide
chlorogénique, acide p-coumarique et acide caféique) a pH jus de pomme (3.5) n’ont pas été
concluants. En cas de fort effet de co-pigmentation, le résultat attendu aurait été un net effet
hyperchrome dans la zone du visible, notamment a 520 nm, lambda max de 1’anthocyane qui lui
vaut sa couleur rouge, ou un effet bathochrome / hypsohrome venant modifier qualitativement le
spectre (Rein, M., 2005). Or, les mesures des spectres des mélanges anthocyane/co-pigments a pH
3.5 ne permettent pas de montrer une hausse significative de la DO ni de décalages spectraux, qui
indiqueraient une co-pigmentation (Mendoza et al., 2019). La seule molécule testée pour laquelle
on peut supposer un faible effet de co-pigmentation est la caféine, co-pigment connu nous ayant
servi de référence, mais non présent dans les jus de pomme. Cependant le fait que la DO a 520 nm
de I’idéaine soit parfois plus élevée que celle du mélange peut indiquer une imprécision liée a la
procédure utilisée pour observer la co-pigmentation et empéche de conclure définitivement a
I’absence de co-pigmentation.

Cette absence de co-pigmentation supposée avec les acides phénoliques testés, présents
dans les jus de pomme, pourrait s’expliquer d’une part par les différentes formes de 1’idéaine. En
effet, a pH acide (aux alentours de 3), la forme colorée prédominante est le cation flavylium.
Comme son nom 1I’indique cette forme est chargée positivement, ce qui pourrait avoir un effet de
répulsion (ou pas d’effet, effet neutre) plutdt que d’attraction avec les acides testés. En revanche a
pH 5.1, il semble que de la co-pigmentation entre 1’anthocyane et la caféine/l’acide chlorogénique
présente un léger effet. A ce pH, I’équilibre entre les différentes formes de 1’idéaine évolue vers
davantage de forme dite quinoide, de couleur bleutée ou violacée, qui apparait suite a une
déprotonation (Mendoza et al., 2019). Cette forme non chargée favoriserait alors les liaisons avec
la caféine, mais aussi avec 1’acide chlorogénique, trés présent dans les jus de pomme. Cependant,
le pH des jus de pomme ne varie qu’entre 3 et 4, ce qui exclurait donc la co-pigmentation avec les
acides phénoliques présents. D’un point de vue industriel, cette absence de co-pigmentation
pourrait étre un avantage. Compte tenu de la diversité chimique présente dans les jus, le risque de
liaisons entre molécules est fort probable, et le fait d’avoir montré que la co-pigmentation était
difficile aux pH des jus, serait un atout pour faciliter le travail de prédiction de la couleur. S’il y
avait eu de la co-pigmentation, la couleur d’un mélange de différents jus en fonction du pH serait
plus difficile a prédire, avec des risques d’incertitudes sur I’intensité de la couleur, ou méme un
changement de couleur (suivant la composition de ces jus).
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Autres que les acides, de nombreux flavan-3-ols comprenant les tanins (oligoméres de DP
divers) et les monomeéres de catéchine sont aussi tres présents dans les jus de pomme. Les tanins
pouvant former des liaisons covalentes avec des anthocyanes dans le vin et former des tanins
pigmentés (Castafieda-Ovando et al., 2009). L’isolation et la purification de flavan-3-o0ls
(constitués de tanins et de monomeres de catéchines) a partir d’un extrait polyphénolique de jus
de pomme contenant un mélange complexe des différentes classes de polyphénols a permis de
réaliser des tests de co-pigmentation idéaine/flavan-3-ols dans le cadre de ce stage. Les mélanges
flavan-3-ols/idéaine ont une DO légerement plus élevée a 520 nm que I’anthocyane seul. La
différence d’intensité est minime (0.2 de DO) mais non négligeable. Contrairement aux acides
testés précédemment, le pH ne fait pas varier la co-pigmentation avec les flavan-3-ols. Les tests
effectués a pH 3.5 et 5.1 donnent des résultats similaires, on en déduit que quelle que soit la forme
prédominante de I’anthocyane, de la co-pigmentation avec les flavon-3-ols du milieu peut avoir
lieu. Dans ce cas, la co-pigmentation tend a augmenter 1’intensité de la couleur (effet hyperchrome
visible) mais pas a la changer (pas de décalage spectral vers d’autres longueurs d’ondes). Ces
résultats sont importants et intéressants pour les cidriers, car quel que soit le pH la présence de
flavan-3-ols ne va pas changer la couleur, seulement I’intensifier. La prédiction de la couleur en
fonction du pH est donc tout a fait possible. L’effet de co-pigmentation est cependant trés faible
et les réserves concernant 1’imprécision de notre procédure rend nécessaire une confirmation de
ces résultats.
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V. Conclusion

L’objectif de ce stage était d’étudier deux parametres agissant sur la couleur des jus de
pomme rosés, autour de la molécule responsable de la couleur en question : I’idéaine. Le pH et les
effets de co-pigmentation ont donc été étudiés, en conditions jus de pomme (pH acide, 3.5) mais
aussi dans d’autres conditions (pH plus grand, jusqu’a 5.1), en s’inspirant de la littérature sur les
anthocyanes. Les résultats obtenus ont permis a 1’équipe de montrer qu’il était possible, a court
terme, de créer et d’optimiser un systéme de prédiction de la couleur d’un assemblage de différents
jus (rosés ou non) en ayant les caractéristiques physicochimiques des différentes parties de cet
assemblage.

Il a été démontré dans ce stage que le pH agit bien sur la couleur de I’anthocyane et donc des jus
de pomme rosés. Connaitre la modification du pH d’un jus permettrait alors de prédire la couleur
du jus résultant. Les résultats montrent une baisse de la densité optique de I’anthocyane dans le
visible, ce qui signifie une perte de couleur rouge, lorsque 1’on augmente le pH. La forme colorée
prédominante aux pH acides des jus reste la forme cation flavylium (rouge), qui disparait aux
profits d’autres formes incolores a pH plus élevé. Cette perte de couleur s’effectue dés que 1’on
passe a des pH aux environs de 4.5, pH auquel la couleur devient déja trés faible. Il est donc
important de maintenir un pH aux alentours de 3.5 pour les jus de pomme rosés si 1I’on veut garder
sa belle couleur. La création d’un modé¢le de prédiction des valeurs de densité optique de 1’idéaine
en fonction du pH permettra a 1’équipe de connaitre la couleur de mélanges de jus des lors que le
pH peut étre calculé.

Concernant la co-pigmentation, 1’hypothese de début de stage supposait la présence de co-
pigmentation entre 1’idéaine et certains composes des jus de pomme (présents en grande quantité
comme 1’acide chlorogénique par exemple), et que ’effet de cette co-pigmentation aurait un
impact sur la couleur, I’intensifiant (effet hyperchrome) et méme la modifiant (effet bathochrome
ou hypsochrome). Cependant, les résultats des tests de co-pigmentation a pH des jus de pomme
(3.5) n’ont pas révélé d’effet de co-pigmentation significatif. Ces résultats sont d’un point de vue
industriel intéressant pour les cidriers, qui n’ont pas a se soucier de la co-pigmentation lors de la
fabrication de leur jus. En revanche a pH plus élevés, la co-pigmentation semble étre favorisée,
mais reste minime. La mesure en tres faible chemin optique qui a été choisie pour des contraintes
de quantités de substrats n’est peut-&tre pas la meilleure solution sur le plan de la précision des
mesures. Néanmoins, il est possible de conclure que, si la co-pigmentation existe pour 1’idéaine,
son effet reste limité et ne devrait pas apporter une forte modification de la couleur dans la pratique.

Les études sur le pH et la co-pigmentation avec 1’idéaine ont permis de mieux comprendre la
stabilité de sa couleur. Cependant, de nombreux autres parametres peuvent aussi entrer en jeu, aux
vues de la diversité chimique dans les jus de pomme rosés, et doivent donc étre approfondies.
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ANNEXES

Annexe 1 : Spectres obtenus en plaque LVis et gamme des composes aprées quantification en
HPLC-UV-MS (concentrations réelles calculées grace au coefficient de réponse de chaque
composeé). (a) Idéaine (b) Caféine (c) Acide chlorogénique (d) Acide paracoumarique (e) Acide
cafeique.
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