\

Interactions tanins-protéines en cenologie
Grégory Schmauch

» To cite this version:

Grégory Schmauch. Interactions tanins-protéines en cenologie. Ingénierie des aliments. Université de
Bordeaux Ségalen (Bordeaux 2), 2010. Frangais. NNT: . tel-02824147

HAL Id: tel-02824147
https://hal.inrae.fr /tel-02824147v1
Submitted on 6 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/tel-02824147v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Victor Segalen Bordeaux 2

Année 2010 Thése n°1703
THESE

pour le
DOCTORAT DE L'UNIVERSITE BORDEAUX 2
Mention Sciences Biologiques et Médicales

Option Enologie et Ampélologie

Présentée et soutenue le 29 mars 2010 par
Grégory SCHMAUCH
Né le 28 Janvier 1982 a Metz

INTERACTIONS TANINS PROTEINES EN (ENOLOGIE

Membres du jury

M. Victor. DE FREITAS, Professeur, UniversidadeRImto..............ccccccceeeeeennn. Rapporteugdident

M. Sylvain. GUYOT, Chargé de Recherche, INRA, leeRh............coooiiiii i, Rapporteur

M. Pierre-Louis TEISSEDRE, Professeur, Universiiét®f Segalen Bordeaux 2.............. Examinateur
M. Hervé. THIS, Ingénieur de Recherche, INRA Agno$Eech, Paris........................ Examinateur
Mme. Virginie. MOINE-LEDOUX, Directrice Scientifiqgy Laffort Enologie............. Membre Invité

M. Cédric. SAUCIER, Professeur Associé, Universityritish Columbia......................... Directeur






Remerciements

Je voudrais tout d'abord remercier Cédric Saudieecteur de cette these, qui a accepté

de me confier ce travail.

Je souhaite également remercier Pierre-Louis TarieseProfesseur a la Faculté
d'eenologie, Directeur du Laboratoire de Chimie Apme, de m'avoir accueilli dans son

laboratoire, encouragé et soutenu.

Victor de Freitas m'a fait I'honneur d'étre présidgu jury. Il a également été rapporteur
de cette these, aux cotés de Sylvain Guyot. Jeslasitres reconnaissant d'avoir accepté cette
tache d'avoir permis d'améliorer la qualité de @mwscrit, par leurs remarques pertinentes et

leurs suggestions.

Hervé This, m'a fait la joie d'étre également pnéslans ce jury. En apportant une grande

expertise et des remarques constructives, il aupispart active a la qualité de ce manuscrit.

Je souhaite bien sOr remercier Jean Francois etlLhffort d'avoir soutenu cette these
financiéerement, mais également moralement. Je &eles remercier chaleureusement, ainsi
gue Phillipe Guillomet, pour leur accueil, leur Giance et leur sympathie durant ces trois ans

de thése.

Virginie Moine-Ledoux, Directrice scientifique chéaffort Enologie, m'a accompagné
durant ces trois ans. Je la remercie pour ses mamlzonseils et encouragements ainsi que sa

présence durant cette these.

D'une maniere générale, je voudrais remercier dimbde des employés de Laffort

Enologie pour leur accuell et leur sympathie.




Je souhaite également remercier le Conseil Integsmnnel des Vins de Bordeaux pour
son soutien financier ainsi que I'Union des Proelut de Saint-Emilion pour leur accueil.

Au cours de ce projet, jai pu profiter des corsseil de I'aide de Patrick Lucas et de
Stéphanie Marchand, maitres de conférences a latdad'cenologie. Je leur en suis

extrémement reconnaissant.

Un grand merci a mes stagiaires Clothilde, NellyCéire, qui ont apporté beaucoup

d'aide mais aussi beaucoup de bonne humeur.

Au laboratoire, j'ai pu croiser Héléne, Julien, kéiel, Isabelle, Bénédicte et sans doute
d'autres que j'oublie. Cela a toujours été tresahh de travailler a leurs cotés, et je les en
remercie. Bien sur, je pense aussi a Sandy et Ktémpavec qui nous avons partagé trois ans
de these... A la faculté, je pense a Eric, Igoryifdg Sophie mais aussi tous les autres

thésards, I'équipe de Microflora et de Amarante€ss.

Grace a Armin, Geoffrey, Andréa, Guilherm et Damiegite these restera réellement un

trés bon souvenir ....

Katharina a toujours été la pour me soutenir, mauaioet beaucoup plus encore. Merci !

Enfin, si un seul nom devait figurer ici, ce setagn sur celui de Maria. Merci pour ton
aide, tes remarques et tes conseils, ton incroyeffiteacité dans les moments difficiles, ces
situations totalement improbables "a la Maria", dssussions sur la science et tous les bons

moments.




Valorisation des Travaux de Recherche

COMMUNICATIONS ORALES

Tannin-protein_interactions in _relation to wine riueel: Is there any specificity in_tannin-protein

interactions?

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre, Céduci8a
Polyphenols 2010, Montpellier, 2010

Study of the interaction of four proteins and graped tanins by two complementary analytical method

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre, Céduci8a

In Vino Analytica Sciencia, Angers, 2009

Etude des interactions tanins / protéines damsisnret le vin

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre, Céduci8a
Journée Scientifique de I'Ecole Doctorale des ®eiene la Vie et de la Santé, 2009, Arcachon, Eranc

Anthocyanins evolution and Wine Colour

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre, Céduci8a

Vinitech 2009, Bordeaux, France

COMMUNICATIONS POSTERS

Bioavailability of wine polyphenols,

Grégory Schmauch, Agnese Taticchi, Michel Castjoyigierre-Louis Teissedre and Cédric Saucier
Congres Scientifique de I'OIV, Budapest, 2007

Grape seed tanins — Model proteins precipitation

Grégory Schmauch, Agnese Taticchi, Michel CasgjoyiPierre-Louis Teissedre and Cédric Saucier
Oeno 2007, Bordeaux

The Non Stoechiometric tanin/Bovine Serum_Albutmigractions,

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre and C&griicier

Wine Active Compounds, Beaunes, 2008

A kinetic and stoechiometric approach of the tafliagine serum albumin interaction,

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre and C&anicier

Polyphenols, Salamanque, 2008
A kinetic and stoechiometric approach of the tathimgine serum albumin interaction,

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre and C&anicier

Macrowine, Montpellier 2008

A kinetic and stoichiometric study of the grapedstmins/BSA interactions

Grégory Schmauch, Pierre-Louis Teissedre and C&anicier
Congres Scientifique de I'OIV, Zagreb, 2009

PUBLICATIONS

Kinetics and stoichiometry of grape seed tanins/B@&ractions

Grégory Schmauch, Clotilde Chamault, Pierre-Lows3edre and Cédric Saucier

Journal International des Sciences de la Vignei&tid, in press




Grape variety effect on proanthocyanidin compositand sensory perception of skin and seed tannin

extracts from bordeaux wine grapes (Cabernet Saawig@nd Merlot) for two consecutive vintages (2006
and 2007)

Kleopatra Chira.; Grégory Schmauch, Cédric SauSandy Fabre, Pierre-Louis Teissedre
Journal of Agricultural and Food Chemistry 57 &)5-553

The effect of micro-oxygenation on the color andhanyanin related compounds of wines with different

phenolic content.
Marta Cano-Lépez, Francisco Pardo, Grégory SchmadLietiric Saucier, Pierre-Louis Teissedre, LopezaR&ncarna Gomez-Plaza
Journal of Agricultural and Food Chemistry 56 (1gh), 5932-5941




Sommaire

INTRODUCTION GENERALE .......uuutiiiiitiiiiiiteiiiiieiiiiineeiisieessissseessssssesssssnesssssseessssssssssssssssssssnessssssssssssssesssnnns 2
CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE............ciiiiiiiieniiiiiiiniiieniiieinrssassssisssnsssssssssssssnssssssssssssssessssssssssssssenns 4
Lo LESTANINS cetetettett et ette st e et et e bt e et e e e s r e e bt et e e se e s b e e n e e st e e e e e e b e e R e e r e s et e sbe e easeemteemeeere e r e e reennesreenreenrens 5

A. INEFOQUCEION ...ttt ne s 5

B. ClASSIfICATION AES TUNINS........eeveeeeeeeeee ettt ettt e e e e ettt e e e e e e ettt aaaeeessstsssaaaeeessassenees 8

C Les tanins CONAENSES AU ViN........cc.coovuueeeueiiiiieniiesieet ettt ettt aee e 13

I. LES PROTEINES DU VIN ET DE LA SALIVE ..eeeuveeutieueieneenreeteettentesseesseeresenessseesseenstsnessneessesnsesnsessesssesnsesnens 22

A. LES Proteines AU Vil FOUGE........ccceeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeee e e ee ettt e e e e e ettt a e e e e s stastasaaaeeesssssssaaaaeesans 22

B. LeS Protéines de [0 SALIVE ............oo.eeeeeeeeiieeeeeeeeeeee ettt ettt e e e ettt e e e e e s staaaaaaeeeaans 25

. INTERACTIONS TANINS / PROTEINES. c..c.vtuteuteutentententententesetstesteetesbeeneesseebeeseeseesseneensenseseenbesaessesnesnesseenees 27

A. Caractéristiques des protéines et des tANINS .............ceeevereeeiveeesiieeesieeesceeeesceeeeeeireeeesreeeeas 28

B. CoNditions A/ INEEIACLIONS ...........eeeueieiieeieieeeeee ettt ettt et e s aee e 32

C MECANISME A/ INEEIACTION ...ttt ettt 37

IV. (600] ol U [0 PSPPSR URPPRP 38
CHAPITRE Il - MATERIEL ET METHODES ......cccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiirieeeesiissnnessssssssisssnnssssssssssssssssssssssssssssssansssssssnes 40
[. SOLVANTS ET REACTIFS ..eutteuteeuteteenteeuteautesstenseansesusesusessseanseausesseesseanseenteeasessaenseenbesasesasesbeeenteeusesusenseensenns 41

I. SOLUTION MODELE VIN..ttuteruteritesteeteetesmeesreessteneseseesseesnessnesseeseeenseemeesmeesseensesnsesseesseensessneesneesseenseenes 42

. PURIFICATION ET CARACTERISATION DES TANINS DE PEPINS UTILISES ...uveuveveereereeneesseesmeenreeeeeneesneenneesnesnees 42

A. Purification des tanins COMMEICIAUX...........cccuuueeeeeeeeeiieiiiieeeeeecsieeeeaeeessesaaraaaeeeaeeessssseneaaaeeans 42

B. Caractérisation des tanins COMMEICIAUX............ccueecveeeerieesririenresieeste ettt 42

IV. PROTOCOLE DE L'INTERACTION TANINS / PROTEINES POUR L'ETUDE A L'EQUILIBRE.....cevertervenrenreseensenieeneeneenees 47

A. Principe de [a teChNIQUE ULIlISEE ............cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee ettt a e e e e e setaaaaaaeeeens 47

B. Préparation des ECAANTIIONS ...............ooeeeeeeeeeeeeee ettt e e e et e e e e e e e et aaaaeeeaans 47

C. Centrifugation des échantillons et prélevement du surnageant................cccceeevvveeccvvveescvennnnn. 47

D. YN e Lo 1A Y=0 e o Tl o [ = K OO SRR 48

V. TURBIDIMETRIE ..t sttete et eutesteesteenteeueesue e bt eube e eatesaeesaeeabeeaeeeae e bt eateeabeebee bt enbeeabeeh st esbeenbeeubesneanbeanbenas 51

A. MAEEFIEI ULIlISE. ...ttt ne s 51

B. PLOEOCOIE..c......oieeeeeeeeeeeee et ettt ettt 51

Vi



VL. ANALYSE DES TANINS ET DES PROTEINES LORS DE LA DEGUSTATION ..cceeteiuererreeeeeeinrrereeeesesnmnereeees s eemnneeeees 51

A. Prélevement d SALIVE.............ocueeeueieiiiiiiieeee ettt 51

B. Création d’une SAlIVE € MOYENNE P......ccccueeeeeieeeeeeiieeeeieteeseeeeseeeeseteaeessteeestteseesssaesssseeeens 52

C. DEGUSEATION € N VITIO B ot e e ete e e e et e e ettt e e ae e e et aeeanteaessnseaeesssaennseaesassnanans 52
VII.  ANALYSE DES TANINS ET DES PROTEINES LORS DE LA VINIFICATION .....eeuveeuteeueenueenteeneeeueesueesseesiesaeeseseesseensesnes 53
A. IMIUCTOVINIFICATION ....vvveeeeeeeeeee ettt e e e e ettt e e e e e ettt aaaeeaesessssssaaaaeesssssssssaaenaasaes 53

B. Analyse des tanins AU MOUL.............c..ueeeeueeeeesieeeeee e cee et e e et e e et a e et a e e e esstaaessnaeaesssseaaans 55

C. Analyse des protéines Adu MOUL..............ccccuuuueeeeieeecicieiee e eeeectt e e e eetttaee e e e e eeeeesitaaaaaeeeesinsens 56
CHAPITRE Il : ETUDE DE L'INTERACTION TANINS CONDENSES / BSA.......ccccceereerneerecsseersecsneesscnnne 58
[ INTRODUCTION .. eeetteutteutieteesteereentteeeeesees st e st sete e saeesree st eae e emeesr e e st eas e eseesse e s e e s e ease s smeesnee st emeeemeenneenneennens 59
I. ETUDE A L'EQUILIBRE ...vuiiiiiiiiite sttt sttt ettt sh bbbt st bea e st 59
A. Influence du ratio tANIN-ProteiNE..............coueecceeeeeeeeeeecieieeeee e eeecseeee e e e e s stteaae e aaaaaeeesstsaaaaaesesas 60

B. INFIUENCE A I'ELRANON ...ttt e e e e ettt a e e e e s e ssasaeaaaeeaeaes 70

C. ) V=T Tot=2e [V I ] x PR SR 74

D. Etude a I'8qQUIlIDIe: CONCIUSION ...........eeveeieeeeeeeeeee ettt e ettt e e e e e s stsaaaaaeeeaans 81
M. ETUDE CINETIQUE ...ciiiiitiiiiiiii ettt sttt aa e aa s s e e e s s s bbb s e e e e s e e s e sanbaasseeesaannnns 82
A. Préambule : Interprétation des résultats de turbidimetrie.............ccccvvuveecveeeecvivneecienesesivnenn, 82

B. INFIUENCE AU FALIO EANINS / BSA ..ottt ttts e ttae et e s eteesta e s sseessseasssessssearseeans 84

C. Influence du pourcenta@ge d’thANOI..................ueeveeeeeeeciiiee e eee sttt e e e e e aaeeeea 93

D. ) V=T Tol=2e [V I ] x RS 97

E. Etude CINEtiQUE: CONCIUSION ........veeeeeeeeeeieieeeeee e te e et e e st e ettt e e e sttt e e stae e e esssaaaesnssaaesaneeas 100
IV. INTERACTION TANIN PROTEINE: PROPOSITION D'UN MODELE...c..ceutettenteetesutesieeteentesseeseeebeeneesaeeseeeneeenee 101

CHAPITRE 11l - SUIVI DES TANINS ET DES PROTEINES DURANT LA VINIFICATION ET LA DEGUSTATION :

VISUALISATION DE LEUR INTERACTION .....ccccovttiiiinniiiiseniiisneeiiisneesssseessssssnesssssnessssssssssssssnesssssssssssssssssssnns 104
L. INTRODUCTION .ctttiiititeiittee ettt e sttt e et e s st st e e s sab e e st e e e s esb e e e e s ab e e e s aba e e s snb e e e saabeeesnbaeesanbeeesas 105
Il LES PROTEINES DU VIN ROUGE....uuvveiiirtteseiteeinnrtessinteessireeesssineessnatessmneeesmnaeesnbtesssnsesesansaeessnnnneesss 106
. DU RAISIN AU VIN : SUIVI DES INTERACTIONS TANINS / PROTEINES LORS DE LA VINIFICATION ..c.veveeneeueeneenreneens 107

A. R VL1 e L= o] o =] [ =2 S SN 107
B. SUIVI AES EANINS ...ttt ettt sia e naee s 109
IV. TANINS ET PROTEINES SALIVAIRES : SUIVI DE L'INTERACTION LORS DE LA DEGUSTATION....c.uveruverueereeeveeeesneenaes 111
A. Détermination du ratio vin / salive lors de la déqustation ..............cccecvveeveeeceeesiveeieesiirnene, 111
B. SUiVi de I'INtEIraction PAI HPLC ..........ccoeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee e eeettteee e e e e ettt e e e e e e e e e sessssaaaaeesessansens 111
C. Suivi de I'interaction PAr GEI 2D..........cc...uueeueeeieeeeeeiieieeee e eee et aa e e e e e e e e et a e e e e e s 116
D. Interactions tanins / SQIVE : QiSCUSSION .....ccccueeeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeieiteeeeesessieteeseeessesessevesesssssins 121
E. Vers Un teSt Ad'ASTIINGENCE P........c...eeeeeeeeeeeee ettt e ettt e e et e s a e e ta e e e e esrteaesssseaesssseaaans 122
V. CONCLUSION 1.ttt sttt ettt ettt et s st s bb e e e bt e e st e e e s bbb e e e sab e s e s ab e e e e smbaeessabaeesanbaeeesanaeas 124

Vi



CONCLUSION GENERALE ................ N 126

PERSPECTIVES ....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieniiiiisisssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssassssssssssnnes 128
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES........cccitiiiinntitiiiiiinntieiiisiennieessnssenessesesssssssnssssssssssssssssssssssssssssnnes 130
LISTE DES ABREVIATIONS .....coiiiiiiirtiiiiiiiiiinttitininsinntiessssssssnnssesssssssssnnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 160

viii



Liste des Figures

Figure 1: Classification des polyphénols selortfacture du squelette de base ............occeeveeeriiieivvieieeeeee, 6
Figure 2: Classement des polyphénols du vin emflaides et non-flavonoides.............ccveeeeeeciiiiiienens -7-
Figure 3 : Les prinCipauxX PhlOrOtanins. ........oooiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e aannenes 8.
Figure 4 : Les prinCipauX gallotanins ........ccooaiiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e e aaaaaaaeans 9
FIQUre 5: BHAGITANINS ..ottt e e oottt ettt e e e e e e e aaaaaeaeaessa e e nnnnennnneeeas 10
FIQUIrE 6: ACCULISSIMINE A ..o it e e et e e e e e ettt e e e e e e eeeeaaessessa s s nnnenntantanaereeneeeeeeeaeas 10
Figure 7 : Structure générale des proanthoCyarSAlBEraiSin .............ccoeeviiinviniiiiiiereece e s e s e 11
Figure 8 : Monomeéres de flavan-3-ol trouvés damailEin ... 14
Figure 9 : Réactivité des NOYyauX flAVANOIS ... eeeiiiiiieee e 16
Figure 10 : Sites possibles pour la chélation déox par 18S tanins ..........coccueeeivimmmeeee e eesiee e 19
Figure 11 : Evolution des flavanols dans 1€ Vill..o........oooi oot 20
Figure 12 : les rbles principaux de la salive dati@n avec ses CONSttUANS ..........oooviiecececiiiiiiiiiieieieeeeeenn. 25
Figure 13 : Pourcentages approximatifs des prihefpelasses de protéines salivaires .......cccccceeeeeieeiicnnns 27

Figure 14: Différents modes d’action possiblesptEgsaccharides sur les complexes tanins / praéine.... 37
Figure 15 : Les différents mécanismes de rEactiOn.............ccoovieiiiiiiiiiiiiiiiiiiier e ee e e e e s s eeee e 38
Figure 16 : Séparation des tanins commerciauxgig MOIECUIAINE ...........cvvvvviiieeeiiii i 43
Figure 17: Chromatogramme illustratif de la séparation detés terminales et des adduits des tanins
commerciaux apres PhlOrOGIUCINOIYSE. ........ceeeiiieeiiiiiie ettt e esa e e e s e e e e s sesabaeeeaesanssaeeaens 46
Figure 18: chromatogramme représentatif de I'apalyssurnageant de l'interaction entre |'extratiadins de

1T 01T =y F= T o] 0] (=] 1 = PP SRP 49

Figure 19 : Correspondance entre l'aire du piadmtet la valeur de l'indice de Folin-Ciocalteuestus pour

UNE MEME QUANLILE AE TANINS. .. ..eiii i s e e e e e ettt e e e e e e e eeeaeeesaa e nnannre et aesaeerreeeeaaaeeeeaeeseesannnnnns 50
Figure 20: Suivi de la densité lors des MIiCrOVEELIONS ...........ccccciiiiiiiiieieiec e e e e e e e e e e e e e e e eseeeneenes 54
Figure 21: Chromatogramme obtenu lors de l'analgsemodts par phloroglucynolise. ...........ccocceeenne 55

Figure 22 : Pourcentage de BSA précipitée lorsqug;8V de BSA sont mis en contact avec différentes

(o [0z T 11 (S0 L= = L ] SRR 60
Figure 23 : Pourcentage de BSA précipitée lorsdffierentes quantités de BSA réagissent avec leedan.. 61
Figure 24 : Quantité de tanins précipités papVbde BSA selon la quantité de tanins ajouté.................... 61
Figure 25 : Pourcentage de tanins précipités giirentes quantités de BSA ............ooeeicommmmmeeeeeeeeeeinninnnn. 61
Figure 26 : Quantité de BSA précipitée en fonctierla quantité de BSA ajoutée a différentes comatohs de
tanins. La concentration [BSA]* est indiquée parastérisque pour chaque concentration en tanin.......... 63

Figure 27 : Quantité de tanins précipités lorsgueoincentration en BSA augmente............commmmeeeeeeeeeeee.. 64




Figure 28 : Ratio tanin/protéine dans le précipit#) en fonction du ratio tanin / protéine initia................ 65

Figure 29

Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34:
Figure 35 :
Figure 36:
Figure 37:
Figure 38:
Figure 39:
Figure 40:
Figure 41:
Figure 42:
Figure 43:
Figure 44
Figure 45:
Figure 46:
Figure 47:
Figure 48:
Figure 49 :
Figure 50 :
Figure 51:
Figure 52;
Figure 53:
Figure 54 :
Figure 55 :
Figure 56:
Figure 57:
Figure 58:
Figure 59:
Figure 60:
Figure 61:
Figure 62;
Figure 63:
Figure 64:
Figure 65:

Figure 66
Figure 67

: Décomposition de l'isotherme de Scattharrespondante a I'adsorption des tanins susia. B.. 67
Isothermes d’adsorption de Scatchdahdes conditions d’interaction............cccccceeeeeeeiiiiiiinnes 69
Influence de I'éthanol sur le profilgtécipitation de la BSA par les tanins. .....ccccecvveeeeeeeeree.... 70
Profil de précipitation des tanins fédents pourcentages d'éthanol.. ..........coeemmmeeeevvveerennnnnn. 71
Quantité de tanins précipités selguolgrcentage d'éthanol ..............cccvvvveeeveeeiiiiiiine e, 71
Evolution de la stoechiométrie avecdarpentage d'éthanol.............cccocuviiieeeccenii e, 72
Aire du pic de protéine (base 100)rséoquantité de tanins ajoutés pour les différphts.......... 75
Protéines ayant réagi avec les tanthf@&rents PH.........ccccceee e, 76

Quantités de tanins ayant réagi avatM.ole BSA selon le PH......oovvvviiiiieii s 76
Pourcentage de tanins ayant réagi dv@dllde BSA selonle pH ..........oooooiiiiiiiit e evvnninnns 76
Quantités de tanins formant des compler&ubles selon la quantité initiale a différgptts.......... 77
Pourcentage de tanins formant des co@pIgolubIes ... 77
Stoechiométrie dans le précipité SEOTH ..............oooiiiiiiiiiiiie e 78
Stoechiométrie dans le précipité SEOTH ..............oooiiiiiiiiiiiii e 78
Espéces présentes aux différents plségilors des interactions tanins / BSA ......cccccooeeeeee. 79
Représentation des diverses formes BEAT..............coooiioeieeeeeeeee e 79
Evolution du trouble @VEC 1€ teMPS e e a e 82
Trouble formé par des tanins et de |A.BSomportement courant (gauche) et initial (drpite..... 83
Trouble final selon la concentratiortiaie en tanins. L'astérisque indique la conceiainat*. ...... 85
Aggrégats correspondants aux différentshles observés, selon Siebertetal........ccccceeeiineen. 85
Vitesse de développement du troublendel concentration en tanin................comeeeerveeernnee.. 86
Trouble formé entre les tanins (5gAIREBSA (15UM) .....vvviiiiiiiiiiiiiie e e 87
Vitesse initiale de développement dulite selon la quantité de tanin initiale. .......ccc......o....... 88
Détermination de l'ordre cinétique ghar rapport auX taNINS..........c.c..vvvvewimmmmcmreeeeeeeeeeeseeeennnnns 89
Valeur de b°, représentant le troubdlBStant t=0............cccccee it 89
Trouble maximal formé par différentesudtité de tanins et de BSA........ovvvvevvicccccee e, 90
Vitesse de développement du trouble fighy 15 et 15QM de BSA........cccviivvie i, 91
Vitesse initiale de développement dulite pour 1,5, 15 et 15M de BSA . .......ccoeeivieeiiineeenen 93
Evolution au cours du temps du troublersle pourcentage d'éthanol. ............cccceeiiiiiiieenen 94
Trouble final entre les tanins et la BRBuM) selon le pourcentage d'éthanal........................ 95
Influence du pourcentage d'éthanolestimouble final entre 700 mg/L de tanins et 1g/B&A. ..... 95
Evolution de la vitesse de réactioneetds tanins et la BSA 8 20%0 ......c.oovivvieccceriieeeeniiiiiieenn, 95
Influence de I'éthanol sur la vitesseléecloppement du trouble entre les tanins a la BSA...... 95
Influence de I'éthanol sur la formatiintrouble au cours du temps.........ccccceeeeeeer e 96
influence du pH sur le trouble finalrerles tanins et 1a BSA (18M) .......ooooiiiiiiiieiiiieee e 98
Influence du pH sur la vitesse de dgygdmnent du trouble selon la concentration initelganin.. 98
Influence du pH sur la vitesse initidéedéveloppement du trouble..............ceevceniiiiiiiciecee 99
: Valeur de b°, représentant le troullBstant t=0. ..........cccvvieiiiiiiiiiie i 100
: Schéma ilustratif de l'interaction erntat BSA et les tanins condensés en milieu vin.............. 103




Figure 68:
Figure 69:
Figure 70:
Figure 71 :
Figure 72:
Figure 73:
Figure 74:
Figure 75:
Figure 76:
Figure 77 :
Figure 78 :
Figure 79:
Figure 80:
Figure 81:
Figure 82:
Figure 83:
Figure 84

Figure 85
Figure 86

Gels 2D d'UN VIN CONTAMINE. ... ccaueeesettteteee e ettt ee e e e sttt eee e s sbaeeeasssnbbeeeeeessasbbeeeeeesabbaeeeaessanes 106
Détermination de la limite de détecti@la BSA dans du vin par gels 1D. ........ccceeeeeeeeeeeeennnn. 106

Suivi de la concentration en protéinesda modt par HPLC. .........cvvvviieeeeeiiiiiee s 108

Gels 1D de protéines de la pulpe @ndlit. ............ooooiiiiiiiiiiiiee e 108
Suivi de la concentration en tannin gearcuves témoins et taniSées. . ........ccccceeeeiiieeiiieenns 110
SUIVI AU DPM AES TANINS. ...ttt e e e e e e e e e et e e e e eeeaaaaaaaaaaaeas 110
Suivi du pourcentage d’unité gallateurpes cuves témoins et tanisSEes.. .........cccvevieeerrcineenne 111
Pic de salive obtenu en HPLC (230 MM carrtiiiiiiiiiiiiaaaeiaeiee et et ee e e e e e eeeneeee e 112
Calibration de la Salive Par HPLC ....ccc..eviiiiiiiiieeiceeece et e e e e e e e e e e e e e s e e s s 112
Pic obtenu lors I'analyse de vin pab@&R280 NM) ........cceviiiiiiiiiiiiiiiecee e e e 113
Calibration de l'analyse de vin par BP.L..........ccuviiiiiiiiiiii e ccceeee e 113
chromatogramme du surnageant résul@ahingeraction tanins / salive .............ccccccevevveeeeeeen. 113
Titration de la salive par les taninBIIBLC ... 114
Stoeechiométrie de I'interaction taniBIVE ...........ccooiiiiiiiiiiiie e 114
chromatogramme du surnageant résulhintgeraction vin / salive (vin dilué au 1/10Qe)...... 116
Suivi de la titration de la salive pandn a différentes dilutionS............covvieeeeciiiiiiieeiiieiecceeeen. 116

Gels2D de salive obtenus a partir dmR5le solution vin additionnés de salive...................... 117

: Gels 2D des protéines des salives Ntgy@s PréCipité. ........ccvvvveeeeiiiiiiieieeeeeeieieeereee e 118
: Quantité de tanins nécessaires poug paécipiter 1M de protéing .........cooeeeeeeeiiiiiniiies o 120

Xi



Liste des Tableaux

Tableau 1 : Quantités de tanins condensés damBMealimeNntS..............ooooiiiiiiiiiiiiiceeeee e 12
Tableau 2 : Caractéristiques des tanins de pEPHES PEIICUIES ..........ccuvviiiieiiiiiiiiscmmmmreec e 15
Tableau 3 : Concentration en mg/L de monomérespmisnet tanins dans des Vins............oooeeeeeeeeviiccnnnnnns 16
Tableau 4 : ProtéiNeS ULIIISEES......coi ittt st e e st e e e s e st e e e e e e nnreeas 41
Tableau 5 : Conditions d'analyse des tanins comiaxgar LC en phase normale............cccoceeeee e 43
Tableau 6 : Composés formés lors de la réactigphtEoglucinolyse. .........c.ccvvveveviiiiiiiccccceeieeeee e, 44
Tableau 7 Conditions chromatographiQUES............oocoiiiii i 45
Tableau 8 : Caractérisation des tanins commer@auphlorogluCinOIYSE. ...........ccccuvvreee s e e eeveeeeeeeeeenens 46
Tableau 9: Conditions de I'analyse des tanins ®pd®eéines du SUrNageant. .................ccueeeeeeeeessevveeeeesinns 48
Tableau 10: Propriétés des courbes de calibratB@iSoNiNS. . ........cccuviiieiiiiiiie e 49
Tableau 11: Propriétés des courbes de calibraB8rpbteinNesS .............oooiiiiiiiiiiiiit e e e e e e 50
Tableau 12: CompoSESs de PhlIOrOgIUCYNOINISE .. ueeeeee e e e e e e e e e e e 56
Tableau 13 : Intervalle de concentration en taniual appartient [T]*........cccoociiiiiiiiiieeeee e 61
Tableau 14 : Valeurs de force ionique SEIoN 18 PH. ... .... i e 81
Tableau 15: Valeurs du trouble fiNal ST Br p......uiiei ittt 84
Tableau 16 : ValeUrs 0@ 8%, DO ... ittt e e e e e e e e e et e et e e eeeaeaaaaaaaaeaesasaaaaanas 87
Tableau 17 : Valeurs du trouble final, AT,P et BT, P .o 97
Tableau 18 : Comparaison entre ratio expérimentalé®rique dans le précipite...............eecmeeeeeeveeeeieinnnns 115
Tableau 19 : Caractéristiques des Protéines EBIAIEE ........uuuuiriiiiiieiee e e ee e e s cmmmmme e e e e e e e e e e e e e 120

Xii






Introduction Générale

Introduction générale

"L'harmonie et I'équilibre en bouche sont les sggd@n bon vin, mais ce sont les tanins
qui déterminent les grands vins". Cette citatidandle Peynaud résume toute l'importance
des tanins dans la dégustation, mais égalementielaimset I'Enologie en général, puisque le
profil que les tanins donneront au vin quelquessmquelques années, quelques décennies
plus tard se dessine dés la mise en cuve des grad@pes ce parcours qui les mene du raisin a
la bouche est semé d'obstacles, le plus important peut-étre la présence de protéines. Par

définition, les tanins sont en effet des polyphéraglant la capacité de précipiter les protéines.

Au cours de la vinification, les occasions pourtlsns de réagir avec les protéines sont
nombreuses et ce des le début de I'extractionatapaseés de la baie, parmi lesquels figurent
tanins et protéines. Ce sont ensuite les protéoes levures, introduites pendant la
fermentation alcoolique, puis les produits de gdlaitilisés pour la clarification du vin.
Pendant ce temps, les conditions du milieu évoluéntdegré alcoolique et le pH
particulierement. Lors de la dégustation, ce sestgrotéines de la salive qui piégent les
tanins, provoquant la sensation bien connue digstnice. Une fois passée cette barriére, les
tanins se retrouvent alors dans l'organisme oupésvent révéler d'autres propriétés,

notamment antioxydantes.

Mais alors, quels sont les facteurs importants damtraction tanins / protéines? Et

comment agissent-ils? Quels sont les mécanismksteeaction?

Le but de cette étude est d'essayer de répondes guestions en tentant d'apporter des
éléments clé du mécanisme d'interaction entrealeing et les protéines, a travers une étude

fondamentale et un suivi en conditions réelles pahth vinification.

Dans une premiere partie, la place des tanins cmédedu vin rouge au sein de la famille
des polyphénols, leur structure chimique et leactigité dans la thématique cenologique
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permettent d'apprécier I'importance de ces compadags le vin. Les protéines susceptibles
d'interagir avec les tanins, a savoir celles duetinle la salive sont ensuite présentées dans
leur contexte. Enfin, la complexité des interacti@mtre les tanins et les protéines ressort de

I'étude des différents aspects de ce phénomeéne.

Le matériel ainsi que les méthodes utilisées sétdilttes dans le deuxieme chapitre

L'impact des principaux facteurs entrant en conalaies l'interaction tanin / protéine est
ensuite présentée au chapitre trois. Pour cela, desactéristiques cinétiques et
stoechiométriques de l'interaction sont d'abordagégs de I'étude entre de la BSA, utilisée
comme protéine modele, et des tanins de raisimidel'de différents outils analytiques.
L'influence sur ces caractéristiques de I'éthahduepH est alors étudiée pour comprendre le
réle joué par les différentes forces intermolégeki Un mécanisme d'interaction entre la

BSA et les tanins condensés dans les conditionéndoeut ainsi étre proposé.

Le chapitre quatre concerne le suivi des interastentre les tanins et les protéines depuis
la mise en cuve du raisin jusqu'a la dégustatica.chmposition du modt en tanins et
protéines au cours de la vinification est étudaiasi que l'influence du tanisage, pratique
aenologique extrémement répandue, sur cette conguodies résultats obtenus permettent de
préciser la facon dont les protéines disparaissemoUt. La réaction entre le vin et la salive
est ensuite analysée pour qualifier et quantifigpriécipitation des protéines salivaires. C'est
alors l'occasion de discuter ces résultats en gediastringence et de proposer un test pour la
prédire.
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. Les tanins

A. Introduction

1. Origine du mot « tanin »

Issu du radical gaulois tann (chéne), le mot tasigihe I'écorce de chéne moulue utilisée
pour le tannage végétal. Il est & I'origine du raotin', « substance amorphe trés répandue
dans le bois, I'écorce, les feuilles et/ou lesnexide nombreux végétaux, apte a transformer
la peau en cuir’»

En effet, le tannage des peaux, apparu -7000 €0-Zh Asie du sud et toujours
d’actualité, consiste a traiter des peaux fraiehes des extraits végétaux ou des métaux qui
jouent le méme rdle : en complexant le collagen&ageeau, ils conduisent a sa précipitation,
rendant les peaux imputrescibles.

Une étape importante de la recherche sur les tagstsfranchie en 1920 lorsque
Freudenberg les sépare en deux grandes classeslysutlles et non hydrolysabfe# partir
de 1945 apparaissent de nouveaux themes de reekamehne sont plus reliés exclusivement
au tannage du cdir principalement dans les travaux de Bate-Shijtqui définit les tanins

comme des polyphénols solubles capables de précip# protéines.
2. Les polyphénols

a) Les polyphénols : généralités

Caractérisés par la présence d'un ou plusieursesyaromatiques comportant des
groupements hydroxyles, les polyphénols sont lemimoétes secondaires les plus répandus
parmi les végétad® A ce jour plus de 8000 structures différentest stomnues dont
plusieurs centaines au sein des seuls végétauxstibiad™.

Du fait de cette abondance, leur classement n’ast gisé et peut varier selon les
publications. Certains dénombrent 9 familles ebasant sur les squelettes de bases (C6-C1,
C6-C2, C6-C3, C6-C4, C6-C1-C6, C6-C2-C6, C6-C3:EGjgure 1), tandis que d’autres
considérent que 5 familles suffisent pour les ew@i en totalitdh: les acides
hydroxybenzoiques, les acides hydroxycinnamiques, dtilbénes, les flavonoides, les

lignanes.
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Acétophénones Acides phénylacétique Coumarines

phénoliques hydroxycinnamiques

Q 0]

e o

I o J

C6-C4 C6-C1-C6 C6-C2-C6 C6-C3-C6
Naphtoquinones Xanthones Stilbénes Flavonoides

Figure 1: Classification des polyphénols selontfasture du squelette de ba¥e

b) Polyphénols et vin

Les polyphénols contenus dans le vin sont généeaentlassés en flavonoides
(représentés dans la figure 1) et non-flavonoi@estrouve ainsi les stilbénes et les acides
phénols (non-flavonoides) d’'une part, les flavorfisjonols, flavan-3-ols et anthocyanes

(flavonoides) d’autre part. La figure 2 présents leolyphénols du vin selon cette

classification.
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Figure 2: Classement des polyphénols du vin emflaides et non-flavonoides



B. Classification des tanins

Il existe cing grandes catégories de tanins. Auatrgusortes connues et intensivement
etudiées (ellagitanins et gallotanins, qui fontipades tanins hydrolysables, tanins condensés
et tanins complexe¥) s'est ajoutée récemment une famille supplémentiés phlorotanins

(le premier travail les concernant est paru en 1977

1. Phlorotanins

Les phlorotanins sont des oligoméres ou polymehesitds dérivées du phloroglucinol
dont la différenciation s’effectue sur la base @@ature des liaisons inter-monoméres et des
profils de substitution de ces derniers. Tandislgaducols sont liés par des liaisons aryl-aryl,
les phloréthols, hydroxyphloréthols et fuhalols tsdies par des liaisons éther et les
fucophloréthols par les deux précédents typesaitoli.

Les phlorotanins se trouvent exclusivement dansalgses brunes, comniifurcaria,

Carpophyllum, Cystophora, Cystoseira, Eisenia, RueiBargassum spp

HO. OH

HO OH

] Trifucotriphlorethol A
Tetrafucol B (fucol) Trifuhalol A (fuhalol)
(fucophlorethols)

Figure 3 : Les principaux phlorotanins

2. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables doivent leur nom a legac#aé de libérer sous hydrolyse acide
I'acide gallique (gallotanin) ou I'acide ellagiqgelagitanins). lls sont produits par des arbres

et plantes comme le sumac, I'acacia, le chénéyaeignier ou le terminafia
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a) Gallotanins

Les gallotanins (présentés en figure 4) résultenfadcombinaison d’un acide gallique et
d'un polyol [D-glucose dans la plupart des'@adont les fonctions hydroxyles peuvent étre
substituées par un ou plusieurs groupements gafliqu

Présents dans de nombreuses especes veégetale§Ge(,3,4,6-tetradd-galloyl-D-
glucopyranose) et I8-PGG (1,2,3,4,6-pent@-galloyl--D-glucopyranose) peuvent étre
considérés comme les gallotanins les plus imp@tao¢ sont les composés de bases pour la

synthése de quasiment tous les tanins hydrolysables

OH (o]
8] o
Ho 19 c@ HO® 0@
OoH oH = w0
: @= ®
1-O-galloyl-p-D-glucose lieerdoalloyk-l 2
glucose
HO 0\/0
OH
ng %@ HO oH
CH HO oH
© o
©0 o 0@ @0 o 0@ Fonction Galloyl ol
I o) ®o Fonction digalloyl ou
fa-depside
© @ % ™
3-O-digalloyl-(1,2, 4, 5, 6-O- 1.2, 3, 4, 5, 6-O-pentagalloyl-f-D-
tetragalloyl-p-D-glucose glucose (PPGG)

Figure 4 : les principaux gallotanins

b) Ellagitanins

Les ellagitanins (présentés en figure 5) proviehdercouplage oxydatif d’au moins deux
unités galliques d’'un gallotanin, couplage qui aghch la formation d'un groupement
hexahydroxydiphenoyl (HHDP) chiral. Les principalegariations entre ellagitanins
proviennent du degré de galloylation, des couplaggdatifs existants, de la formation Ge

glycosides aromatiques et de la polymérisatioméens des couplages oxydatifs 20
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Figure 5: Ellagitanins

3. Tanins complexes

Les tanins complexes sont des tanins hydrolysdgitotanins ou ellagitanins) reliés a
un groupement flavonoide par une liaisoglycosidiqué®. Les tanins complexes peuvent se
former dans le vin élevé en barrique lorsque lagoihoides entrent en contact avec les tanins
hydrolysables libérés par le bbisL'accutissimine A (figure 6) est le plus connusdanins

complexe&

Acutissimine A

Figure 6: Accutissimine A

-10 -
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4. Tanins condensés

a) Nomenclature

Les tanins condensés sont molécules issues delyimdrisation des flavan-3-ols, sous
classe des flavonoides (figure 7). Les monomeéedtadan-3-ols ne sont donc pas des tanins
au sens strict du terme, mais ils sont souvenbéeégl dans I'appellation.

Recherchant les synonymes utilisés dans la littegatAron et Kennedy ont trouvé les
expressions suivanfés tanins végétaux, flavanes, flavolanes, polyfies catéchines,
leucoanthocyanidines condenseés, proanthocyanidoredensées, procyanidines, polyphénols

de plante ... C’est la désignation « proanthocyaeidimui fait référence.

Liaison
interflavane

Liaison
interflavane
_smmeese Cc4-C8

Figure 7 : Structure générale des proanthocyanidide raisin

b) Source

De nombreux fruits, Iégumes, graines ou épicesi@momént des proanthocyanidines. Les
plus faibles quantités se trouvent dans la péahéiwi ou la banane tandis que c’est la
canelle qui est la plus riche en proanthocyanid{8468,2 mg / 100 §J. Quelques valeurs,

issues également desont présentées dans le tableau 1.

-11 -
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Tableau 1 : Quantités de tanins condensés danainsraliments

Produit mg/100g ou mg/L
Péche 2.9
Kiwi 3.7
Banane 4
Avocat 7.4
Haricot noir 8.1
Cerises 8.2
Noix de cajou 8.7
Mdare 8.9
Jus de pommes 9
Dattes 10.7
Mangue 12.8
Beurre de cacahuétes 13.2
Abricots 15.6
Nectarines 22.8
Bieres 23
Mdares 27
Framboise 30.2
Poire 31.9
Raisin rouge 61
Péches 67.3
Noix 67.3
Orgeat 74.2
Curry 74.2
raisin vert 81.5
Fraises 145
Cassis 147.8
Amandes 184
Chocolat au lait 192
Pistaches 237.3
Chocolat noir 246
Vin rouge 313
Canneberges 418.8
Sorghum 447.3
Noix de pécans 494.1
Noisettes 500.7
Jus de raisin 524
Chocolat a cuir 1635.9
Pépins de raisins 3532.3
Cannelle 8108.2

La présence de tanins dans de nombreux alimentergygmarfois un probleme en

agroalimentaire, ou leur précipitation avec lestgires nécessite de prendre certaines

-12 -
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précautions lors de la mise au point de procéddaldtecation. Un cas un peu particulier est

celui de la gelée de thé

C. Les tanins condensés du vin

1. Origine des tanins du vin

Les tanins du vin peuvent étre naturellement ptés@ganins endogenes) ou ajoutés en

cours de vinification ou d’élevage (tanins exogénes

a) Les tanins endogénes

Les tanins endogenes proviennent du raisin, il satraits durant la vinification. On
trouve ainsi des tanins conderféést parfois quelques tanins hydrolysables provedast

rafle<>.

b) Les tanins exogénes

Des tanins peuvent étre ajoutés lors de la viriboapour, par exemple, modifier ou
protéger les ardmes et la couleur, protéger latsre redoX. Ces ajouts sont limités par la
réglementation propre a chaque pays tant dansoessdd'ajout que sur la qualité des tanins
utilisés”.

Les tanins exogénes ont trois origines principales.

* Les tanins de vinification ou d’élevage peuvent &joutés dans le modt ou le vin,
ce sont des tanins condensés de pépins ou deufedlicles tanins hydrolysables
ou un mélange selon I'effet vodfr®

« Sile vin passe en barrique, les tanins du boig ée extrait¥* il s’agit alors
d’ellagitanins.

e Enfin, lorsque des alternatives a la barrique stiisées (copeaux, staves ...), les

tanins hydrolysables qu'ils contiennent sont égafgraxtraits dans le vif

2. Les tanins du raisin

Les tanins du raisin sont contenus dans les péging pellicule et possedent des
structures différentes selon leur localisation. reewnités de base sont la catéchine,

I'épicatéchine, I'épigallocatéchine, I'épicatéchigallate, présentées sur la figure 8. Les

-13-
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proanthocyanidines résultantes seront des prodyesicbu des prodelphinidines, selon leur

capacité a libérer les anthocyanines corresponsi@atehydrolyse acide.

H
= | OH o x R
HOL e, O Py OH
H O
CH
HO OH

Catéchine {C) Epicatéchine (EC) Epigallocatéchine (EGC) Epicatéchine gallate (ECG)

Figure 8 : Monomeéres de flavan-3-ol trouvés danslsin

Les tanins condensés sont caractérisés par levgé degoolymérisation moyen en nombre

(DPm) et leur pourcentage de galloylafon

De nombreux facteurs influencent la concentrationpeoanthocyanidines des raisins
comme le sdf, les facteurs météorologiques, les traitementsrapp a la vigng' ..
a) Tanins de pellicules

Les tanins de pellicules se caractérisent par um BRvé (proche de 30 selon Soucgtet
al.*® compris entre 2,1 et 8 selon Mattatial*)
b) Tanins de pépins

Les tanins de pépins contiennent des unités (Qaipthine-3-O-Gallate en quantités
beaucoup plus importantes que les pellicules (20% contre 2 a 3% environ). Leur DPm est
plus faible que les tanins de pellicules (autourlfieselon Prieuet al’, entre 2 et 4 pour
d'autre$?).

c) Ratio tanins de pépins / tanins de pellicules

Le ratio tanins de pépin / tanin de pellicule densaisin varie selon les cépages de 70/ 30
296 /4%

-14 -
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3. Les tanins du vin

a) Extraction des tanins du raisin dans le vin, influae des techniques de vinification

La totalité des tanins ne sont pas extraits dangirie Travaillant dans une solution
hydroalcoolique, Fournanet al trouvent que 23% des tanins du raisin sont estidains le
vin®®. D’autres études sont plus pessimistes, avec 9%ardes extrait¥. Toujours selon ce
travail, 6% des tanins de pépins et 29% des tatengellicule sont extraits dans le vin. Au
final, dans I'exemple étudié par ces auteurs,dams du vin sont composés a 36% de tanins
de pellicule et a 64% de tanins de pépin. Ces taisiiques sont regroupées dans le tableau
2.

Les tanins de pellicules sont extraits plus rapelairet plus facilement que ceux des
pépins, en raison d'une plus grande accessibifitéis également d'une plus grande

solubilité*.
Tableau 2 : Caractéristiques des tanins de pépirmeeellicules(ref)
Pellicules Pépins
Unités terminales C, EC, EGC C, EC, ECG
Unités d'extension EC, EGC C, EC, ECG
DPM Jusque 10 Jusque 30
% dans le raisin 15 85
% dans le vin 36 64
% extrait dans le vin 29 6

Les techniques de vinification jouent un grand wile I'extraction des tanins. Il est ainsi
possible de trouver des travaux sur l'influencelalenacération (durée, tempéraftiyedu
collagé® de I'oxygénatiof?, de la micro-oxygénatidfy de I'addition ou de I'élimination de
péping®, de la réfrigératioH, de I'utilisation de champs électriques autouraeuvé®, de
I'addition de manoprotéin& de la flash détente.. De maniére générale, Sacehial tirent
les conclusions suivanfés la température de fermentation, les thermowatfons,
l'utilisation de carboglace, les saignées, l'uiiisn d’enzymes pectolytiques et une

macération plus longue favorisent I'extraction tasns.

b) Composition en tanins condensés du vin

» Oligomeres identifiés
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Si de nombreux dimeres, triméres et tétraméredadarf-3-ols ont été identifies dans le

raisin, la plupart d’entre eux n'ont pas encoredééelés dans le vih
» Distribution des tanins dans le vin

Il est généralement admis que le vin rouge congéatite 1 et 5 g/L de tanins a un DPm
d’environ 7, soit entre 0,5 et 1 mRA

Pour avoir une meilleure idée des concentrationssiptes en difféerents monomeres,
oligoméres et tanins dans le vin, les données deuiBicationg® 3% 33 46. 47, 49, 50, 54-95
concernant approximativement 400 vins, ont étéogmEes. Les principaux résultats sont
présentés dans le tableau 3. Il est cependant sadmesde garder a l'esprit que la
concentration trouvée dans un vin est d'une papedéante de la technique utiliS®e®
d’autre part sans doute largement sous-estiméanmmoént pour des raisons d’extraction non
optimisée des tanin.

Tableau 3 : Concentration en mg/L de monoméresemimet tanins dans des viis’? 4047 49.0.54-95, 98

Concentration (mg/l) Minimum Maximum Moyenne d‘élt\:lr?;?iqﬁ)ns
Catéchine 1 1000 82 178
Epicatéchine 0,015 560 43 136
B1 0,5 99 23 48
B2 0,43 288 33 78
Tanins totaux 22 5600 700 158
DPm 1,75 13 4,95 58

c) Evolution chimique des tanins dans le vin

Réactivité des tanins condensés

Figure 9 : Réactivité des noyaux flavanols
La réactivité des tanins condensés est liée awawmowromatiques A et B, au cycle
pyrane C et aux liaisons interflavanes.

* Noyaux aromatiques A et B
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La présence d'un groupement hydroxyle sur un nayaumatique renforce la densité
électronique de ce dernier par I'effet mésomereddublet libre des oxygénes. La densité
électronique est plus particulierement renforcéerho et enpara du carbone portant le
groupement —OH, rendant les atomes de carbonebgEnsi des substitutions électrophiles
aromatiques et plus acides, ce qui est le cas gauna 2.

Dans le cas du noyau B, deux groupements OH stéssenn d’une double liaison, ce
qui les rend sensibles a I'oxydation, & traversiédig ils évoluent en orthoquinofie

* NoyauC
La réactivité du noyau C apparait sous forme deczation lors de la rupture de la liaison

interflavané?.

Polymérisation tanins / tanins

» Polymérisation directe
Le réarrangement des chaines de tanins condergésohservé au cours de I'élevage du
vin * ainsi qu’en milieu modét&® 1%*
Les oligomeéres et polymeres extraits des raisinvgr@, en I'absence d’oxygene et en
milieu acide, rompre la liaison interflavane C4-@6C4-C8, libérant ainsi un carbocation en

C4 qui va réagir en C6 ou C8 du noyau A, provoquasetre-polymérisation.

» Polymérisation indirecte

La polymérisation peut également se faire de maniadirecte par l'intermédiaire
d’aldéhydes. Cette réaction suit un meécanisme dedélr et Crafts pour I'alkylation de
I'aldéhyde sur le noyau A du flavanl La déshydratation de I'alcool benzylique résultan
donne naissance a un carbocation qui peut sulidiae électrophile d’'un nouveau flavanol.

Plusieurs aldéhydes ont été identifies dans leceimme possibles participants a cette
polymérisation : I'acétaldéhyde (éthad®l) °* (réaction la plus rapid®), lacide
glyoxylique®®® 17 |e furfural et I'hydroxyfurfurdi® Lors de ces réactions, il existe une
compétition entre les aldéhyd®set les monomeré®.

Il est également intéressant de noter que la caadien par acétaldéhyde peut étre
corrélée avec I'age du Vit 2

Réaction avec les anthocyanes : stabilisation deu&eur
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Les tanins peuvent réagir de plusieurs maniéres mgeanthocyanes : les condensations
directes anthocyane-tanin (AT) et tanin-anthocy@h®) ou par l'intermédiaire d’'un pont
alkyl.

» Condensations directes

Dans la condensation anthocyane-tanin, I'anthocysames forme flavylium agit en tant
gu’électrophile pour réagir avec le noyau aromaigucléophile A du flavonol. Le flavene
incolore résultant peut étre oxydé en flavyliumug@e) puis en sel de xanthyliaht 4 La
présence de ces composés dans le vin a été coafam2000*°.

Dans le cas de la condensation tanin-anthocyaasthbcyane, sous forme hémicétal
hydratée, est un nucléophile qui va réagir avemigu C (électrophile) du flavartdi.

Il semblerait que des oligomeres de faible DPm )(Z8ient meilleurs agents de
condensatiot’.

» Condensation indirecte

La condensation par l'intermédiaire d'un pont agkyduit le méme principe que la

polymérisation indirecte des tanins. Une granden#itin a été portée sur le role de

l'acétaldéhyd&* 118 119

celui-ci étant un produit apparaissant naturedlenhdans le vin suite
a I'oxydation de I'éthandf’. Le furfural peut également intervenir dans cettetiort®® et, en
solution modele, plusieurs autres aldéhydes (prabithyde, isovaléraldéhyde,
formaldéhyde, isobutyraldéhyde, benzaldéhidese condensent avec les flavanols,

favorisant nettement la position 8 par rapport & leontrairement aux flavanols.

* Influence sur la couleur du vin
En réagissant avec les tanins, les propriétés ates des anthocyanes sont modifiées.
Dans le cas de la condensation directe, on obsenaffet bathochrome dépendant du poids
moléculaire des tanii€. La condensation indirecte a également un efféhdoirome,

d’environ 15 nm, la solution arborant une coulempeu plus violetté*

Iv.  Antioxydant : protection de la structure du vin

Un antioxydant est une substance qui retarde dbergignificativement les dégats d’'une
molécule ciblé®’, et ceci méme & une concentration 100 fois infiéeied celle de cette
molécule cibl&™,

Les propriétés antioxydantes des tanins (et degppéhols en général) s’expriment de

trois maniéres®: en piégeant les espéces réactives de I'oxygénechélatant les ions
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métalliques initiateurs des phénomenes d’oxydabioren inhibant des enzymes impliquées
dans la production d’especes réactives de I'oxygéne
» Chélation des ions
Plusieurs sites de chélation sont possibles (figd)e mais c’est le groupement catéchol
qui apporte la plus grande contributith

Les métaux complexés sont entre autres le mangahésduminium'* et le fef>% 3

A Me
Me

Figure 10 : Sites possibles pour la chélation désaux par les tanin¥’

» [Especes réactives de I'oxygene

L’oxydation des tanins condensés pourrait théortgrt se faire sur le noyau A et B,
mais, sachant que B a le potentiel réducteur le phs, c'est ce dernier qui est d¢fif De
cette oxydation du noyau B résulte une orthoquindda@ns le cas de la catéchine, un
voltampérogramme cyclique donne un potentiel a ancpurs de 160 mV pour la catéchine,
ce qui en fait un trés bon oxydant (EP/2<0.2¥)Cependant, en solution modeéle vin, cette
capacité est un peu moindre (EP/2 = 380 i)

Si le nombre de groupement hydroxyles est trés itapb dans ces phénomenes
d’oxydation, I'arrangement spatial est détermin@ntAinsi, I'augmentation du degré de
polymeérisation ne signifie pas toujours augmentatie I'oxydabilité, sans doute un effet
protecteur de la structure compacte des oligongmesrs les sites hydroxyfé8

Toutefois, la catéchine peut s’oxyder lentement ggmnone qui va se réorganiser
rapidement selon une polymérisation dite « désaréer$®’, aboutissant entre autre a
I'apparition de pigments bruns insolubles, les phghénes®

Cette action antioxydante des tanins pourrait &tferigine d'effets positifs sur la santé
assez variés allant de la protection contre legsar celle contre le canéer®*2 Dans cet
optique, beaucoup d’études mettent en relationd@position en tannin et leur action
antioxydanta® 8 143,144

* Inhibition d’enzymes impliguées dans la productidiespéces réactives de

'oxygene.
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L’inhibition de ces enzymes se fait au travers datdraction tanin / protéine

« classique », discutée plus loin de ce mandétrit®

v. Agrégation avec d’autres molécules
Les possibilités d’agrégation des tanins dans lemvin sont nombreuses. lllustrées dans
la figure 11, elles sont maintenant détaillées.

Interactions de Van

derWaals Précipitation
° L]
e_®
LY
¢ o ®
L] % o o?
LI ® @

y . .
Flavanol Flavanols Collofdaux e o 00 o
/ L] ® 5 ®

Interactions

® .. hydrophobes

COI)CL‘.{'I[I‘:IU("I? Solution stable
(temperature, pH, cations etc.)

Figure 11 : Evolution des flavanols dans le vin(8ar et al)

* Tanins/ tanins
Des phénoménes d’agrégation ont été observés satdahin&'’ ou 'lEGCG (favorisée

par une diminution de températtf®. Il semble exister une grande différence de
comportement entre les monomeres (concentratioallaii® critique aux environs de 5g/L en
solution alcoolique) d’'une part et les diméresrietéres d’autre part (CMC aux alentours de
25 g/L)**°. A travers leurs différents résultats, ces autquaposent que des forces de
stackingreTt assurent la cohésion des micelles, rejoignantdaslusions de Baxtet af-*°.
Concernant les tanins condensés, Sauwtie furent parmi les premiers a montrer leur
capacité a l'agrégation, notamment pour les preddié la polymérisation catéchine /
acétaldéhyd@® Riou et af®* ont constaté que, en solution modéle, les taronslensés ont

tendance a s’agréger au cours du temps pour sdisstialavec une taille de particule
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augmentant avec la concentration et le degré demgoisation. Cependant, travaillant sur des
tanins condensés de pépins de raisin mais égaledeeqmommes, Poncet-Legramd al
montrent que si ces relations existent, elles $oint d'étre triviales®, d’autres facteurs
entrant en effet en jeu. Ainsi, la force ioniquerpeut I'agrégation, ainsi qu’une diminution
du pourcentage d’éthanol, confortant le caracteydrdphobe de [linteraction tanins /
tanins>2

Dans une étude récente et compléte, Zaechal™® notent que des tanins condensés
purifiés de DPm 11, 27% de galloylation, se répaeit en plusieurs composants : une
premiere fraction (2%), hydrophobe mais non amglaptiorme des particules colloidales
des que le pourcentage d’éthanol est inférieurta. &es colloides sont métastables grace a la
répulsion ionigue existant entre des molécules idésc organiques (acide tartriqgue par
exemple) adsorbées a la surface des tanins. Unadedraction, comptant pour 33%, reste
dissoute jusque 12% d’éthanol. La derniere compes@b%) reste dissoute quelque soit le

pourcentage d’éthanol en solution.

» Tanins / polysaccharides
La relation entre tanins et polysaccharides estzaambigué. Ainsi, aprés avoir mis en
contact des rhamnogalacturonan Il (RGIl) avec desns condensés, Carvalled al ne
détectent aucune agrégafith Cependant, des constantes daffinités entre aeing
condensés de pépins de raisin, de pommes et despetirdifférents polysaccharides sont
disponible$™. Il en ressort que les polysaccharides possé@snzahes hydrophobes ont plus

d’affinité pour les tanins, a coté d’autres paraegestructuraux.

A travers une étude prenant en compte la taillepdgssaccharides, leur concentration, la
force ionique et le pourcentage d’éthanol, il serdit que des polysaccharides de faibles
masses peuvent prévenir 'agrégation des taninstpailisation stérique, tandis que ceux de

taille trop importante augmente la taille des agtégar floculation pontarit&

* Tanins / protéines
La capacité des tanins d’interagir avec les pretiast leur caractéristique principale.
Cette propriété est I'objet de la partie « inteatd tanins / protéines ».
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ll. Les protéines du vin et de la salive

A. Les protéines du vin rouge

L'étude des protéines au cours de la vinificatibrdans le vin rouge a longtemps été
considérée comme non avenante, de par la certitedeur précipitation immédiate. Le sujet
commence cependant a étre investigué, d'autartegt'irelié a des thématiques actuelles
comme le potentiel allergene du vin, mais égalersanitacabilité.

1. Présence des protéines dans le vin

De nombreuses études apportent la preuve de Bexistdes protéines dans le vin
bland>"®3 On en trouve par exemple 40 mg/L dans le gewamstret® et jusqu'a 500 mg/L
dans des vins blancs portudaisil est également possible de différencier desigép blancs
en comparant leur profil protéiqti€ Cependant, leur présence dans le vin rouge adomms

11883 cause de leur propension & précipiter en présgadanins. Ainsi,

été mise en dout
dans leur étude bibliographique consacrée aux ipestédu vin, Ferreir@t al s’'intéressent
exclusivement aux vins blarf8 De plus, les protéines peuvent également fornesr d

complexes avec les polysaccharides, induisantriefaets lors des analysés
2. Problématiques liées a la présence des protéinesndde vin

a) Interaction avec les tanins

L’interaction avec les taninss est susceptible meindier le potentiel antioxydant des
taning> mais également d'influer sur les caractéres ongptiques du vih'.

b) Limpidité du vin
L’instabilité protéique est due a la précipitatides protéines suite a des évolutions de
température. Ce probléme majeur des vins blanflsgircé par de multiples paramétrés

173 pourrait également exister dans les vins rougaseffet, les protéines engagées dans ce

phénomeéne ont été identifiées dans la'baie

c) Potentiel allergene du vin

Plusieurs cas d'allergie et d’anaphylaxie aux wost décrits dans la littératdf&*’” Ces
cas ne sont pas liés aux histamiiesles agents de collage dérivés du poisson, dés @au

du lait sont montrés du dotdt mais des protéines endogénes du vin pourrait kgaieétre
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responsables de certaines allergies. Des étudeairmsitmontré que I'endochitinase 4, une

protéine de transfert de lipide, et la thaumatiageét des allergénes potentféfs®:

De plus,
les protéines reliées aux pathogenes (PR protéimes)tifiees comme sources de troubles

dans les vins blant$ sont également allergéri&s
3. Caractéristiques des protéines du vin rouge

a) Masse moléculaire

Pour du pinot noir, on observe sur gel SDS-Pageontiorensionnel des bandes de 6 a
200 kDa. 60% des protéines sont concentrées surdedes 28-30 kDa, qui apparaissent
durant la vinification, tandis que la bande a 3%kisparaff.

Cette bande entre 25 et 30 kD aapparait dans phasiitres vin rouges, accompagnées
de bandes & 60 et 70 kiS4 Le portugieser présente également une band&kBd'2>.

b) Origine

Les protéines du vin rouge proviennent de la bigsed(transfer protein, thaumatin like
proteins, endochitinase, vacuolar invertase), eéesrés (avec entre autre des glycoprotéines)
et des agents de colldfe

Pour tenter d'identifier au mieux I'origine des téines, Fukui et Yokotsuka ont vinifié
du jus ultracentrifugé, levuré ou non, du jus wirr@rifugé avec les pépins, la pellicule ou les
deux, et, bien sur, du vin dans des conditions atem lls arrivent a la conclusion que la

majorité des protéines du vin sont déja préseraas k& jus®.

c) Quantités

Sur des vins de Muscat Bailey A vinifiés sur 10 éasconsécutives puis vieillis jusque
12 ans, la teneur en protéines solubles varie de&Bmg/L, avec une moyenne de 57 mg/L.
Aucune corrélation n’est possible entre teneur méme et age du vin. Toujours selon les
mémes auteurs, on trouve 70 mg/L de protéinesldaDabernet Sauvignon, 77 dans le Pinot
Noir et 48 dans le Merl&t.

d) Propriétés

Les protéines du pinot noir peuvent étre diviséesdeux groupes selon leur pl: les
protéines acides (pl de 3,6 a 4,8) sont résistantavinification tandis que les protéines plus
basiques disparaisséfit Dans le cas du Muscat Bailey, le pl des protéestsompris entre
3,6et4d,7.
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Il semble de plus que les protéines du vin rougensassez stables, que ce soit a la

bentonite ou a la chalft &

e) Composition

Des premiéres études s’intéressant a la compogticacide aminée des protéines du vin
rouge, il ne ressort pas de différences structsisignificatives entre les protéin&s*®® Dans
le cas du Muscat Bailey A, il semblerait pourtaoeda majorité des protéines soient des
glycoprotéines, avec 0,3 & 33% de sutfes

En comparant la composition des protéines de mediddvariétés (5 rouges, 9 blancs), il
apparait que 18 acides aminés sont présents demmdrés homogene, les plus représentés

étant l'aspartate, le glutamate, la sérine, laothine et i-alaminé®™.

4. Evolution des protéines lors de la vinification

Une diminution de la teneur en protéine au courkadenification a été notée par certains
auteur$®®. Travaillant avec du pinot noir, Santoro note wfiminution de la teneur en
protéine de 45% entre le modt et le "¥in Cette évolution a été quantifiée dans le cas du
Muscat Bailey A avec 83 mg/l dans le jus, 72 dan®bdt, 69 dans le Virf.

En ce qui concerne les peptides, leur concentratams le vin diminue au cours de la
fermentation malolactique, avant de réaugmenter dier la maturation. Cette augmentation,
expliquée selon les auteurs par une activité psetéésiduelle, est plus importante lors du
vieillissement sur li¢s?

Lors du vieillissement en bouteille, la concentmaten protéine diminue aprés deux mois
dans le cas du Muscat Bailey A avant de restelestalors qu’elle n’évolue quasiment pas
dans le cas du Cabernet Sauvignon. Cependantafeted correspondantes a ces protéines

disparaissent progressivement sur gel polyacrylamid

5. Les Arabinogalactanes-protéines.

Les protéines arabinogalactanes (AGP) ont ététdéquour la premiére fois dans la pulpe
de raisin en 1988 Il s’agit en fait d'un polysaccharide colloidalimportant environ 6% en
masse de protéine riche en hydroxyproline (30%).nOte également la présence de sérine,
d’alanine, de thréonine et d’acide glutamitjieLes AGP ont également été identifiées dans
le vin'®® ou plusieurs fractions peuvent étre séparéesolicpntage de protéine se situe entre
0,8 et 3,4 % pour une masse moléculaire fluctuatieel84 000 et 262 000 B4 Une fois

purifiée et additionnée & du vin, les AGP pourraiéduire le trouble di & la chal&Ur
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A partir de 265 g d’extrait sec de Carignan noprésentant 600 L initiaux, il est possible
d’extraire 17 g d’AGP™. Il semble que la teneur en AGP augmente pendafierentation
alcoolique avant de diminuer & partir de la ferragah malolactiqu€®. Cette baisse avec le

vieillissement du vin se confirme lors de I'étudeplusieurs millésimé?.

B. Les protéines de la salive

1. La salive : généralités

Produite par trois glandes (parotide, sous-mardtaiet sublinguales), la salive a pour
fonction principale de maintenir 'lhoméostasie dém$ouché’™. Elle joue 5 grands roles :
lubrification et protection de la cavité buccalesttoyage, protection des dents, activité
antibactérienne, go(t et digestith

Un individu adulte sain produit entre 0,5 et 1{Belide salive par jour, avec en moyenne

0,3 mL/min pour la salive non stimulée et jusqualZmin pour la salive stimulé¥:

La figure 12, reprise d& présente les réles principaux de la salive esticel avec ses

constituants.

Bicarbonate
mucines Phosphate
Proleine

mucines
Ca?
Phosphate

Eau

Gustire{carbonic anhydrase)
Znit
Eau

Formation Buffer
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A Ca?
mylase . AP
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DNAse ]
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Figure 12 : les rdles principaux de la salive efat®n avec ses constituarft$
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2. Composition de la salive

a) Composition globale

Constituée a 99% d’eau, la salive contient un graothbre d’électrolytes (sodium,
potassium, calcium, chlore, magnésium, bicarbondtesphate), des protéines, du glucose et
des composés azotés

La composition de la salive évolue au cours du tempais également en fonction des
éléments avec lesquels elle est mise en cdfitadinsi, non seulement la concentration de
certaines protéines differe avant et apres l'ingasti’aliments sucrés, amers, acides ou

umamf®’, mais également le débit salivaffe

b) Les protéines de la salive

La concentration en protéine peut étre estimée alertours de 8QuM>3 ou 1,5

mg/mL?%°

. Concernant leur identification, elle est I'oljet nombreux travaux et I'apparition
de techniques analytiques toujours plus perfornsaateermis d’augmenter considérablement
le nombre de protéines identifiées au cours desi@tes années. Certaines équipes ont ainsi
identifiés 43 protéinés’ d’autres 102, 309 protéines? puis 437 ont été identifiées.

Enfin, un consortium affirme avoir réussi & ideetifplus de 1000 protéines différerftés

Malgré ce nombre impressionnant de protéines daralive, il est possible de les classer
en grandes catégories.

» Protéines riches en proline

Les protéines riches en proline (PRP) se répantisse trois groupes selon leur charge et
leur degré de glycosylation : PRP acides, PRP beasjgPRP glycosylées. Elles représentent
70% des protéines parotidienfis Un de leur réle serait de précipiter les tanimsirp
prévenir leur ingestidi®. Leur concentration augmente ainsi chez des rasgeumis a un
régime riche en tanif¥.

» Histatines

Les histatines sont des protéines de faibles ma&®8skDa), riches en histidines et
présentant une activité antifongigtfeOn en trouve environ 30y/mL dans la salive®.

» Statherines

Les satherines sont des phosphopeptides richegasines?. s permettent notamment
a la salive de rester en sursaturation de calciysh@sphat&! et protégent les derits

» Cystatines
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Les cystatines salivaires assurent sans doute landedprotection de la cavité buccale.
Elle existe sous trois formes (S, SN, SA).

* Mucines

Les mucines sont des glycoprotéines impliquées ahgrification de la cavité buccale
de par leur viscoélasticit€. Elles sont divisées en deux groupes selon &ile t MG1 (103
kDa) et MG2 (130-150 kDa)

e a-amylase

L’a-amylase est une enzyme d’environ 60KDa, qui pearindr jusqu'a 140 spots

différents sur des gels 2t}. Elle représente 20% en masse de la salive ttale

|226

La figure 13, reprise de Messagiaal ““> présente la composition en protéine de la salive.

Autres >1200
\ slga
aPRP ' / 9¢ hsa

mucines
bLPRP

gPRP———
histatines—f”f:/

statherine

Amylase

Cystatine S

Figure 13 : Pourcentages approximatifs des printésaclasses de protéines salivaifés
lll. Interactions Tanins / Protéines

Sachant gu'extrémement peu de publications s’issé&nmet a la cinétique des interactions
tanins-protéines (une seule & notre connaissafeet que les différences d'affinités
observées seraient dues a des phénoménes thernmigyaa plutdt que cinétique cette

partie concernera uniquement I'aspect thermodynaenitp I'interaction.
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A. Caractéristigues des protéines et des tanins

Les conséquences des propriétés des tanins et rogSinps vont étre maintenant
présentées. En effet, les deux molécules influgniteteraction et, selon certains auteurs, la
structure et la flexibilité des tanins déterminkémergie et la steechiométrie de I'interaction,
alors que le mécanisme de cette interaction treomeorigine dans la nature de la prot&ine

1. Les protéines

De nombreuses études notent que si I'on fait réalgisieurs protéines avec le méme
tanin, certaines sont beaucoup plus efficaces daetrds pour la précipitation. A titre
d’exemple par rapport a l'acide tannique, le lysog\est plus efficace que la salive, la BSA et
la gélatine (par ordre décroissarit) Quand il s'agit de la quercétine, l'ordre est HSA

glycine, BSA, lysozyme™.

a) Existence de sites d’interactions spécifiques

Certaines études concordent sur I'existence simédtale sites d’'interactions spécifiques
et non spécifiques sur les protéines. Les sitestatactions forts réagissent en premier,
lorsqu'ils sont saturés, les sites d'interactiohs fiaibles entrent en jéif.

Le nombre de sites de liaison est proportionnel masse moléculaire de la protéiiece
qui fait que la BSA (67000 Da) est moins efficace ¢p lysozyme (14300 DE}. Des études
avancent l'idée que certaines protéines comme | B® possedent pas de sites
spécifique&®* linteraction avec les tanins serait alors eds#ement un phénoméne de
surfacé®. Dans le cas de l'interaction des tanins hydrdiiemavec la BSA, I'apparente non
spéficité pourrait en fait cacher une étape d’axtdon spécifique suivi d’'une aggrégation
non-spécifique des complexes forffés

D'autres protéines, comme la gélatine, possédesitsites de liaison trés spécifigtiés
Lorsque des sites spécifiques existent, les lisigmuvent s'étendre sur les résidus adtbur
237.

Cherchant a identifier ces sites, plusieurs autargent a la conclusion que la présence
de proline est essentielle pour former un troubte te l'interaction avec les tanf% %2 La
propension des caséines [3 et K a masquer I'activité antioxydante de la catécrase
proportionnelle & leur pourcentage de prdiifet le trouble formé par la polyproline est
proportionnel au pourcentage de proffie De maniére générale, de nombreuses études

arrivent & la conclusion que les PRP sont les gffisaces pour précipiter les tanfifs
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L’arginine et la phénylalanine sont aussi des sitediaison, mais la phénylalanine est
souvent cachée, donc non accessible. L'arginiretsgrant a elle un site secondaire, capable

de renforcer 'interaction, mais pas de la ct&er

Dans le cas du vin, I'étude de la composition deséines du raisin responsables du
trouble montre qu’elles sont effectivement plus©i@@n proline que les autres (9,49%) et font
environ 45 kD&,

Les explications concernant le mode d’action deriaine different selon les auteurs.
Elles sont d'une part de bons accepteurs de liatsgirogénes, et pourraient renforcer
linteractiorf®®,  mais, d'autre part, le noyau pyrrolidine est rseu d'interactions
hydrophobe¥®

Toutes les PRP ne sont cependant pas égales :cpleréees PRP basiques précipitent
efficacement les tanins, les PRP acides sont d&et§*® La déphosphorylation des PRP ne
change rierf*>. Par contre, suite & une réaction avec la trypsiivisant une PRP acide en
trois peptides, on s’'apercoit que deux d’entre eiches en proline, précipitent efficacement

les tanins, tandis que le troisiéme, pauvre eriq@pést sans effét.

Cependant, certains auteurs montrent que les ihetasont bien plus efficaces que les
PRP pour précipiter les tanins. lls rappellent tpsehistatines ont une composition en PRP
pauvre et en acides aminés basiques trés’ffche

L'importance des acides aminés basiques est s@digar Naurat@t al, qui montrent
gue la réactivité de deux histatines possédantcongposition en acides aminés basiques
semblables est identicftfd

b) Glycosylation des protéines

La glycosylation des protéines laisse les auteuvssés. Pour certains, la présence
d’oligosaccharides sur une protéine augmente nolersent son affinité mais également sa
sélectivité pour les tanins, en la maintenant dames conformation relativement ouvéffe
Pour autant, selon d’autres études, la glycosylapiéviendrait 'aggrégatiéff, tandis que

certains remarquent qu’elle n’est pas un obstatdfaité pour les tanins.
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c) Structure spatiale des protéines

La structure spatiale de la protéine semble étrepasniére importance dans les

interactions avec les tanins.

Une masse moléculaire minimale est nécessairergagir avec les tanins, a I'exception
des PRP® En effet, une taille moléculaire plus importaqtermettrait a la protéine de
s'enrouler autour du tanin augmentant ainsi lessipitigés d'interactiofi*’. L'exception
concernant les PRP est clairement démontrée : Rfede 61 résidus se lie a plus de tanins
que l'a-amylase (560 résidusf. Pourtant, de travaux portant sur le collage dupar des
protéines de plantes (blé et lupin), il ressort lgseprotéines de faibles masses précipitent les

tanins plus efficacemefit

Enfin, la structure des protéines joue un grané ddAns l'interaction. La plus grande
affinité des tanins pour les PRP viendrait de k&wmucture en pelote aléatoire et d’'un plus
grand nombre de sites que les protéines globujaiceeme la BSA ou ti-amylasé®.. Dans
cette derniere structure, les oxygenes des carbssgnt moins disponibles pour des liaisons
hydrogéne€® Dans la méme optique, la flexibilité supérieueela gélatine face a la BSA
expliquerait sa plus grande affinité face a cestéémins hydrolysablé¥.

La supériorité des prolines et des histatines seueerait ici : les prolines renforceraient
la structure ouverte de la protéine, augmentarsi &rsurface disponible pour les interactions

150 et les histatines n'ont pas de structures secoFfdi

2. Lestanins

L’interaction tanins / protéine est également aredent dépendante de la structure des
tanins. Par exemple, alors que ECG et EGCG s’agtéyec la polyproline quelque soit la
concentration, il faut un certain ratio catéchimmliyproline pour que I'agrégation ait lieue et
rien ne se passe avec EGC etfC

Lors de tests de collage avec des protéines déeglardérivées de gélatifitou agent de
collagé®®, il apparait que les tanins prioritairement priééip sont ceux de plus grandes

masses et de plus haut degré de galloylation.
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a) Influence de la masse moléculaire

L’influence de la masse (ou du DPm) des tanins i&#ipeans de nombreuses études, et
les tanins de masses moléculaires élevées senpieitdgiés lors des interactions, bien que,
dans le cas de certains tanins hydrolysablespellemble pas influencer I'interactféh

Pourtant, lorsque des tanins de raisin sont misagttiact avec des protéines salivaires,
ceux de plus faibles masses moléculaires ne senpmEzipité&°. Les monomeéres peuvent
toutefois se lier aux protéines, mais sans gémkrémoublé®”.

Plus la masse des tanins est élevée, plus la tpiadé protéine précipitée est
importanté®, et, dans le cas des tanins condensés, le norsyegats insolubles augmente
avec le DPrfP* ®% De méme, la constante d'affinité de diméres palBSA est largement
inférieure & celle de trimeres

Les tanins sont capables d'établir des liaisonstideritates avec les protéiRgset
l'augmentation de leur masse permettrait d’accenteephénomeéri?’. Cependant, au-dela

d’une certaine masse, la quantité de protéinesutgiobs précipitées reste constarte

b) Impact de la galloylation

La présence de noyaux galloylés favorise lintéomét®. Cette influence de la

galloylation ressort également dans d'autres trefrau?3® 29 ||

semblerait que les
monomeéres non-galloylés n'interagissent pas avepolgiproliné”’ et que le nombre de
groupement galloyls soit plus important que la &tree chimique du galloylglucose pour
faire précipiter la BSA®. Lorsque deux ou trois groupement galloyls soésents (dans le
cas de tanins hydrolysables), leurs positions ms@s (minimisant la géne stérique) vont

différencier I'affinité pour la BSA™.

L’existence d’'un nombre suffisant de groupements @Eh€noliques peut permettre

3% 28 et en augmentant le nombre d’'OH sur le noyauo’,augmente la

l'interactio
constante d'association avec la B&ALeur position est également déterminafitet il a été
montré que deux OH en ortho apportaient une meilieteraction que séparés Dans

certains cas, aucune influence de ces propriétgsutecependant étre mise en avafice

c) Impact des groupements gallates

En comparant I'affinité de flavan-3-ols du thé pdarBSA avec ou sans traitement
tannase (qui rompt les liaisons gallates), il agpajue le témoin est beaucoup plus réactif,
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mettant ainsi en avant le réle des gallates sotefaction. Cet apport favorable a l'interaction
des groupements gallates a été montré dans de eosesrétudé¥: >*°

Le mode d'interaction est en fait different selenprésence ou non de gallates. Ainsi,
I'épicatéchine et I'épigallocatéchine s’approchdetla ribonucléase par les hydroxyles du
noyau A, tandis que I'épicatéchine gallate et f@tiocatéchine gallate interagissent par leur

noyau gallaté®

d) Autres particularités

D’autres particularités structurales ont été étesliéla glycosylation des flavonoides
diminue leur interacticfl’, la présence d’un groupe phosphate renforce |gtitude & former

des complexes avec les protéffies

La structure dans I'espace des tanins est égalementtante, notamment leur flexibilité
qui favorise leur interactiGff' 2°* En effet, une trop grande rigidité de la molédaleestreint
a certaines géométrie pour l'interacfidh

Dans un méme point de vue, la difféerence de réaetentre différents dimeéres est

attribuée a des différences stéréoisomérigties

e) Polarité des tanins

Toutes ces caractéristigues des tanins se répetcsiie leur polarité, qui a donc été
étudiée. Les monomeres les moins solubles dang, lgznc les plus hydrophobes, sont les
plus enclins & interagir avec les protéfies Comparant le dimére EC-C et le
pentagalloylglucose, Hagermaat al suggerent que la polarité des tanins va déterniener
mode d’interaction avec la protéine. Si le tanih mdaire, I'interaction se fera selon une
liaison hydrogéene, s'il est apolaire, linteracti@era hydrophobe. Dans le cas d'une

interaction hydrophobe, la force de l'interactiost eirectement liée a I'hydrophobie du

tanirt’°,

B. Conditions d’interactions

1. Température

Plusieurs études se sont intéressées a linfludada température du milieu réactionnel
sur l'intensité de I'interaction, celle-ci favorigdes interactions hydrophotfésmais pouvant

également dénaturer la protéine.
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Si la constante daffinité de la réaction augmeatec la température, les auteurs
concluent généralement a des interactions hydraggghdest le cas pour la BSA, la gélatine,
la polyproline avec des tanins condeA&®ntre la BSA et le galloylgluco<é ou entre I

acide tannique et la polyproline, la papaine, iadihe>2.

La constante d’affinité peut également diminuercalee température, comme pour la
quercétine et la BSA®, PGG et EGCG avec une PRP bastffueu HSA et EGC&®. Les

auteurs concluent alors sur une contribution sicatiive des liaisons hydrogenes.

Il semble donc qu’'une méme protéine ou qu’un mémaih peut dans certains cas établir
des interactions hydrophobes, dans d'autres desmtis hydrogenes. C’est le cas dans les
travaux de Artzet al qui montrent que la constante d'affinité de tnesavec la BSA
augmente avec la température, alors qu’elle dimiene ces mémes triméres et de la

globuline de haricét>

Les investigations concernant la température péemetionc une approche des forces
mises en jeu, mais elles doivent étre complétéas geir une idée plus précise. La BSA et
PGG ont par exemple une affinité réciproque qunaemfe avec la température, indiquant des
forces hydrophobes. Mais si cette méme affiniténessurée dans le méthanol, solvant qui
annihile les interactions hydrophobes, la tendas@everse alors, montrant I'existence

d’interactions hydrogéné®.
2. Influence de la force ionique

I , : : 1 X
La force ionique s’exprime selon la formule suntant:EZCizf, ou c est la
i

concentration en espéces ioniques, z leur charg@wsh Dans la plupart des cas, les auteurs
utilisent du NaCl ou du KCI pour la faire variedl est donc important de noter que la
présence de NaCl ne provoque pas d'auto-agrégdgsntanins ou des protéines dans les
conditions étudiéés’.

Le trouble formé par linteraction catéchine / dlid@ augmente drastiquement avec
l'ajout de NaCt® De méme dans le cas des tanins condensés avamplasé® ou la
polyproline et la gélatirfé> Dans ce dernier cas, les auteurs concluent dugmentation

des interactions hydrophobes.
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Un ajout de NaCl a un mélange BSA / oligomeres adral une diminution du trouble.
Pour les auteurs, cela peut étre du a la fixatemidns sur la surface hydrophobes des tanins,
limitant ainsi les liaisons hydrogenes, mais égaleina une fixation des ions sur la surface du
complexe tanin protéine, conduisant & sa solulitis®’, suggérant le caractére hydrophile
de l'interaction. La force ionique conduit & unmidiution faible du trouble entre des tanins
condensés et IB8, une protéine salivafte

Suite a une augmentation de la force ionique,diiattion BSA / quercétine est fortement
défavorisée, mais pas complétement anf{flé8eci pourrait étre du & un résidu d'interaction
hydrophobe, mais également a un changement déwstue la BSA, qui exposerait ainsi des
acides aminés hydrophobes, normalement protéges.

Enfin, il pourrait exister une force ionique optimu lorsque la concentration en NaCl
augmente, linteraction entre la BSA et le galipytose est tout d’abord inhibée avant d’étre
fortement favorisée®

3. Influence du pH

L’effet du pH sur les interactions tanins / prog&rest extrémement dépendant des tanins
et des protéines utilisés. Alors que le troublen@®mpar l'interaction d’oligomeres avec la PRP
ou I'a-amylase n'évolue pas avec le pH, l'inverse eseplisavec la BSR® De méme,

linteraction PRP / tanins condensés est corréléat-a>> >’

De plus, si le pH a un effet sur l'interaction,nilest pas toujours identique a tanin ou
protéine constante. A protéine constante (cytockromil faut plus ’EGCG a pH 7 qu’a pH
4 pour précipiter la méme quantité de protéinersalguil faut moins de catéchifié
Concernant les tanins condensés, augmenter le pH9da 7,8 augmente leur affinité avec

I'histone de veau, mais diminue celle avec la gé&t®

Enfin, pour un couple tannin / protéine donné,fltiance du pH n’est pas linéaire et |l
existe souvent un pH optimdrft 2’3 En modélisant I'adsorption des protéines surtdeins

immobilisés, on obtient effectivement une équationde parabole :
® =a(pH)?+ B(pH) + y?*°, ou @ représente le ratio de protéine qui a réagi, & bes

constantes propres a chaque protéine.
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Les premieres études s’intéressant au pH ont rer@ayge cet optimum correspondait au
pl de la protéin®, et plusieurs travaux rapportent les mémes coiciasoncernant la BSA
avec EC-G® des tanins conden$®&s %2 ou leurs oligomérés® le TGG"™ ou des
polyphénols d’huile d’olivé® de la pepsine avec les tarffflsCependant, ce n’est pas le cas
pour la BSA avec la quercétffé ou encore, dans leur réaction avec les tanind:cde

Amylase, de la mucine, de I'ovalbumine ou du lyzogs°.

Tous les auteurs se rejoignent pour affirmer queHeinfluence l'interaction. Celui-ci
influe la charge des protéines, mais égalemené<eks groupements hydroxyles des tanins.
En observant a quel pH se situe les optimums dant®ns, il est possible de savoir quelles

fonctions sont impliquées dans les interactionstédstatique<”.

La concentration joue également un role, et Kawarsaggere que le pH n’influe pas la
complexation des tanins et des protéines, maisuenmegnt la précipitation des complexes
formés, tant que le ratio tanin / protéine inigst supérieur au nombre de site de liisbn
Cette influence de la concentration est égalemetdtendans l'interaction EGCG / mucine : a
180 nmol d’EGCG par g de mucine, la complexatianigentique aux pH 7 et 8, alors qu'a
700 nmol d’EGCG, la complexation est plus imporaaitpH 7 qu'a pH 8. De méme, un
changement de pH lors de linteraction entre degiges riches en proline et 'TEGCG induit

un changement de la taille des agrégats mais pascd@stante de dissociatigh

4. Influence des solvants

En modifiant les solvants du milieu d’interactiahgest possible de modifier les forces
mises en jeu. L'utilisation de solvant non-ioniguasioniques ou cationiques est par exemple
efficace pour dissocier les complexes tanins cos@en cytochrome C, amenant le fait que

les forces ioniques ne sont pas impliquées dametictiod’

Le N,N-diméthylformamide (DMF - accepteur de liaisthydrogéne) et le dioxane
(solvent non polaire) dissolvent trés bien le tieudbrmé par la catéchine et la gliaditfeCe
réle du DMF, retrouvé également dans l'interacB8A / tanins condenseés, est synonyme de
la présence de liaison hydrogéne entre taninsoeéipes®. Dans cette méme étude, I'ajout

de méthanol stimule la précipitation et les auteanscluent a la présence d’'une autre force
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existante. Pourtant, lorsque I'éthanol, qui affiailels liaisons hydrophobes, diminue le trouble

formé par 'EGCG et une PRP (I1?43, il est conclu que les liaisons sont hydrophobes.

A partir des déplacements chimiques obtenus en RN I'interaction entre différents
tanins et la prolyproline, il est montré que I'adjale DMSO diminue l'interaction générale,
qui est donc hydrophobe, mais promeut quelquesaietions spécifiques sur les prolines, qui
sont donc des liaisons hydrogéhiés

Les paramétres force ionique, pH, température leasbsont a considérer sous plusieurs
angles, et pour ce faire, Siebert propose une dquegliant le trouble formé par l'interaction

acide tannique / gliadine au pourcentage d’alcoaligpH®’.

5. Influence des polysaccharides

Plusieurs études sont disponibles concernantuamite des polysaccharides, notamment
grace a son intérét dans la thématique de la d#ipr$t® A I'exception du dextrane, la
plupart d’entre eux (glucose, arabinogalact@rgyclodextrine, gomme arabique, pectine,
gomme de xanthane, acide polygalacturonique) cerdtia une solubilisation des complexes

tanins / protéines a divers detffé?*

Manifestement, les complexes formés avec desgani
condensés de degré de polymérisation élevé sons pglensibles a [I'action des
polysaccharidés’. Une combinaison de plusieurs approches analyigiiieiorescence,
néphélométrie et diffusion de la lumiére) a perdespostuler le mécanisme suivaht dans
certains cas, les polysaccharides forment un codapkernaire en «enveloppant» le
complexe tanin / protéine existant. Ceci conduinha augmentation de la taille des particules
en solution, et peut, selon les propriétés du palgisaride, aboutir a la solubilisation du
complexe. Le polysaccharide peut également étreocampétition avec les protéines pour
complexer les tanins. Le complexe tanin protéinstamt est détruit au profit d’'un complexe

tanin / polysaccharide, la taille des agrégats mimi(figure 14).
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- - - - Réseau de complexes tanins
* - . > protéines insolubles le plus
- -~ - important

protéine polyphenol Concentration stoechiométrique

protéine = polyphenol
@Iymmhmde Complexe ternaire

- protéine / tanin /
] - - - - polysaccharide
C Tt
= +
i) @ r Zi

Complexes tanin / Protéines avec quelques
polysaccharide molécules de tanins
solubles

Figure 14: Différents modes d’'action possibles pelysaccharides sur les complexes tanins / progéitte

C. Mécanisme d’interaction

La quasi-totalité des travaux portant sur l'inflaende la concentration en tanin ou en
protéine sur l'interaction arrivent a la conclusigne plusieurs phénomeéenes prennent place
selon la quantité de tanins ou de protéines. Qeslgus de ces mécanismes sont repris en

figure 15.

Pour beaucoup d’auteurs, linteraction se déroule deux parties : une premiere
complexation des tanins avec les protéines, sdivire agrégation des complexes a travers
les polyphénols, conduisant & leur précipitdifhn222°* La premiére étape peut

s’accompagner d’une compaction de la taille dadd&ne&®.

Certains estiment que la précipitation serait dile éréation d’'une monocouche de tanin
autour de la protéine, réduisant la solubilité dmplexé>,

Le trouble formé par la gélatine et I'acide tanmicqau encore la gliadine et la catéchine
forme une parabole : il augmente jusqu’une certe@meentration avant de dimin@&r Selon
les auteurs, la concentration correspondant allEaunaximum est celle ou la concentration
en site d’interaction tanin et protéine est egleréseau formé est alors le plus dense. En
s’éloignant de cette concentration, tous les si@geuvent étre occupés, on obtient des

aggrégats de plus petite taille.
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En se basant sur le fait que la taille des aggsdg@CG / PRP augmente subitement a une
certaine concentration pour atteindre une tailieefi Pascakt al proposent le mécanisme
suivant: mP+nT ~ P,T,, correspondant en fait a un eéquilibre de micdilsa la

concentration correspondant a 'augmentation déetast alors la concentration micellaire
critique®®

Dans ces phénomenes d’aggrégation / précipitates,paramétres importants sont la

concentration en protéine et le ratio tanin / preté

Salivary proline-rich protcin & - : EGCG / protein ratio
\_/3 : 4 Molecular scale  Callcidal scale
55 O
Addition of polyphenol b
& \ )

. ¥ [Phenol] = [Protein]

R Tuctidity

\&: he o =
- e el ¥ OGRS threshold
o & o
[Phenol] < [Protein] 2 " L@g

& Aggregates
v o Aggregation
¢ o : [ T i “threshola
= - - No aggregetes

[Phenol] > [Protein] Discrder o erder transition INo agoregates

Low High Protain
concentration
Phenol molecule

Protein molecule with fixed
number of phenol binding sites

Figure 15 : Les différents mécanismes de réactiop@sés (de gauche a droite) par Baxter €P3ISiebert®®
et Pascal et af®

V. Conclusion

La présentation des tanins condensés du vin patenetieux saisir les spécificités de ces
molécules dans ce milieu et la multiplicité de ledle. On se demande alors s'il est possible
de protéger les tanins condensés du raisin et etiséiner par linteraction avec des
protéines ceux correspondants a I'effet voulu tams.

L'influence de différents facteurs internes ou mése aux tanins et aux protéines sur leur
interaction réciproque montre toute la complexitéspntée par ces phénomeénes, mélant
divers types de forces et molécules aux multiptepnpétés.

La premiere partie de ces travaux va donc essagemettre en avant le mécanisme
existant entre la BSA (protéine globulaire) et fasins condensés, d'étudier l'influence du

ratio tanins / protéines, de I'éthanol et du pHcsite interaction.
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Il a été vu qu'il est possible de déterminer limegdes protéines analysées dans le moat
ou le vin, et de remonter aux pratiques conduisaleur présence. Comprendre la maniére
dont ces protéines agissent avec les tanins paimstde disposer de meilleurs outils pour la
compréhension de leur parcours.

La complexité de la salive, sa composition, I'étliolude ses propriétés avec le temps ou
sa grande richesse en protéines peuvent étre détestau premier abord. Il est pourtant
possible de dégager quelques grands groupes diana®tavec des rbles semble-t-il définis.
La question de savoir si la fonction d'une d'eetles est de précipiter les tanins est cruciale
dans la thématique de l'astringence et de la lpodibilité des tanins.

La deuxieme partie de cette étude s'intéresse adatude de l'interaction entre les tanins
et les protéines lors de la vinification, mais suttiors de la dégustation.
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|. Solvants et réactifs

L’eau distillée est purifiée en utilisant un syseMilli-Q (Millipore, Bedford, USA).

L’acétone (>95%), I'acétonitrile (HPLC grade,99%), le chloroforme (HPLC grade,
99%),), I'éthanol (HPLC grade; 99%), le butanol (HPLC gradge, 99%),) et le méthanol
(HPLC gradez 99%), proviennent de chez VWR (Fontenay-sous-Boince).

L’hydroxyde de sodium, I'acide L-tartriqué> 99,0 %), I'acide chlorhydrique=(99,0 %),
'acide sulfuriqgue ¥ 99,0 %), l'acide acétique (> 99.5%), l'acide L-adique, I'acide
malique, I'acide lactique, I'acide trichloroacéte&(TCA) et l'acide trifluoroacétique (TFA)
sont fournis par Sigma Aldrich (St. Quentin Fal&yiFrance).

Le phloroglucinol, l'acétate de sodium, I'iode,tkeodene et le bleu de bromophenol sont
fournis par Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavierakce).

Les protéines utilisées (tableau 4) sont des presécommerciales obtenues chez Sigma
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) ou chexfbrt Enologie (Bordeaux, France).

Tableau 4 : Potéines utilisées

Protéine Masse Description  Référence  CAS Fournisseur
BSA 67000 >98% A7906 9048-46-8 Sigma Aldrich
a-Amylase 60000 10% Al1031 9000-90-2 Sigma Aldrich
Ovalbumine 43000 >908% A2512 9006-59-1 Sigma Aldrich
B-Glucosidase 135000 >6 unités/mg 49290 9001-22-3 Sigma Aldrich
Thyroglobuline 660000 >90% T1001 9010-34-8 Sigma Aldrich
Fétuine 48400 >99% F3004 9014-81-7 Sigma Aldrich
Gélatine 15400 GE1 9000-70-8 Laffort CEnologie

Les tanins utilisés sont la (+)-catéchine (>98%ynt Aldrich (St. Quentin Fallavier,
France) et des tanins cenologiques commerciBiotan fournis par Laffort (Enologie
(Bordeaux, France). A fin de les purifier, les tenicenologiques subissent une extraction
liquide-liquide. Cette extraction est suivie d'urmaractérisation par phloroglucinolyse
(Chapitre IV — Matériel et Méthodes, section |. B)i permet de les décrire comme

présentant une masse moléculaire de 1240 g/mal BPm d’environ 4,1.
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Il. Solution modeéle vin

La solution modéle de vin est une solution hydmalique (12% d’éthanol), avec une
concentration de 5 g/L en acide L-tartriqgue. Le @i ajusté a 3.5 par adition gsp d'une
solution d’hydroxyde de sodium 1N.

lll. Purification et caractérisation des tanins de pépig utilisés

A. Purification des tanins commerciaux

Les tanins commerciaux de péfiotan sont extraits selon le protocole suivant : 10 g de
tanins sont solubilisés successivement dans umgelde 15 mL d’éthanol et 200 mL d’eau.
Une extraction au chloroforme (3x200 ml) permetidiger les lipides et les chlorophylles et
de conserver I'ensemble des polyméres, oligoméresoeomeres de tanins dans la phase
agueuse. La phase aqgueuse récupérée est aloraittéagear évaporation sous vide partiel et

lyophilisée.

B. Caractérisation des tanins commerciaux

1. Analyse par chromatographie liquide en phase normal

Les analyses en phase normale sont réalisées swysieBme de chromatographie
Beckman Gold 126 (Beckman Coulter, Roissy, Fraggejpé avec un autosampler Beckman
Gold 508 (Beckman Coulter, Roissy, France) suiwinddétecteur UV-Vis a barrette de
diodes Beckman 168 (Beckman Coulter, Roissy, Fjarmcenmandé par le logiciel 32Karat
5.0.

La méthode utilisée est celle de Labadbeal Les conditions d’analyse sont présentées

dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Conditions d’analyse des tanins commearscpar LC en phase normale

Conditions d’Analyse

Détection UV-Vis — DAD (A = 280 nm)

Colonne Lichrospher Si 60 (250 x 4 mm,®1) équipée d'une pré-
colonne remplie de la méme phase (Merck, Allemagne)

Débit (mL/min) 1,0

Volume d’injection (pL) 20

A : CH,CI,/CH;OH/H,0/TFA (10:87,995:2:0,005, v/v)

Phase mobile B : CH,Cly/CHOH/H,0/TEA (82:18:2:0,005, V/v)

t, min 0 50 55 60 65 68
%B 0 40 55 100 100 0

Gradient

100
90 |
80

|

Monoﬁie:eres | i Oligoméres : Polymeéres

70 |
|

60

40
30

20
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Minutes

Figure 16 : Séparation des tanins commerciaux pdletmoléculaire

Le chromatogramme en phase normale des taninséstigst présenté en figure 16. Ce
profil est extrémement semblable a celui de tawdi@spépins (Fontoiret al). Il est donc

possible de considérer les tanins utilisés comrsdatens de pépins de raisins.
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2. Caractérisation des tanins utilisés par phloroglucgolise

a) Préparation du réactif de phloroglucinolyse

La méthode utilisée est adaptée de celle décrit&@anedy et Joné¥.

Le réactif de phloroglucinolyse est préparé enlsbéant 2,5 g de phloroglucinol et 0,5 g
de acide L-ascorbique dans 25 mL d'une solutionndghanol acidifié avec de l'acide
chlorhydrique (0,1 N).

b) Réaction de phloroglucinolyse

5 mg de tanins sont solubilisés dans 1 mL de fédetphloroglucinolyse. 20QL de ce
mélange sont mis a I'étuve a 50°C pendant 20 niméddiatement a la sortie de I'étuve, 1

mL de solution d’acétate de sodium (23,6 g/L) gsiité pour stopper la réaction.

c) Analyse par HPLC-MS

Les analyses sont réalisées sur un appareil denettographie liquide Hewlett Packard
série 1100 (Hewlett Packard, Agilent, Massy, Frarscavi d’un détecteur UV monocanal et
d'un spectrométre de masse quadripble MicromastefBtene 1l (Micromass-Waters, St.
Quentin en Yvelines, France) équipé d’'une sourgendbation electrospray. Le systéme
HPLC — MS est commandé par le logiciel MassLynx 5.0

Le détecteur UV enregistre le spectre a une longdiende de 280 nm.

La source ESI est programmée pour opérer a 120f@aele négatif, avec un voltage de
capillaire de -3.5 kV et une tension de cone des\30

Les spectres de masses sont enregistrésllescande 100 a 1500 m/z. L’identification
des différents composés est accomplie en rechdrcbanSIM, les masses moléculaires
d’ionisation spécifiques de chaque molécule (tabléx et en vérifiant I'ordre d’élution
publiée dans la literatui®.

Tableau 6 : Composés formés lors de la réactiophderoglucinolyse et ses temps de rétention et @sass
moléculaires d’ionisation spécifiques.

Temps de -

retention, Composés [M'H] m/z ¢ | mol™cm®
min
3.42 adduit (+)-catéchine-phloroglucinol (C-P) 313 4218
3.85 adduit (-)-épicatéchine-phloroglucinol (EC-P; 313 4218
455 (+)-catéchine (C) 289 3988
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5.80 (-)-épicatéchine (EC) 289 3988
adduit (-)-épicatéchine gallate-phloroglucinol

7.83 (ECG-P) 581 14766

9.90 (-)-épicatéchine gallate (ECG) 441 12611

D’autres conditions d’analyse sont présentées katableau 7.

Tableau 7 Conditions chromatographiques

Conditions d’Analyse

Waters® XTerra RP18 (4,6 mm x 100 mm x 3,5 um)

Colonne (Fisher Bioblock, France)
Débit (mL/min) 0,5
Volume d’injection (pL) 20

A : H,O/CH;COOH (99:9, v/v)

Phase mobile B : CH;CN/ CH;COOH (99:9, v/v)

t, min 0 6 14 15 18 19 23
%B 5 15 40 100 100 5 5

Gradient

bY

Le chromatogramme correspondant a Il'analyse desnstawommerciaux aprés

phloroglucinolyse est représenté dans la figure 17.
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Figure 17 : Chromatogramme illustratif de la séparation destés terminales et des adduits des tanins
commerciaux apres phloroglucinolyse.

vi.  Calcul du DPm et du pourcentage de gallates

La détermination de la concentration de chaque os#pest réalisée utilisant les
coefficients de réponse déterminés par Kennedymesf® (tableau 6). Pour la validation
analytique, la (+)-catéchine est considéré comrf@eance et les autres composeés sont doses
par rapport a celle-ci.

Le calcul du DPm e du pourcentage de gallatesitsa fartir des équations suivantes :

B 2.[adduits] + X [unités terminales]

DPm
2. [unités terminales)

2 [composés galates]
Y [adduits] + X [unités tenminales]

%o gallates =

La caractérisation de I'extrait de tanins de péptilisé est présentée dans le tableau 8.

Tableau 8 : Caractérisation des tanins commercipaxphloroglucinolyse.

Composition générale, % Unités terminales, % Unités d'extension, %
Masse o, c EC ECG c EC ECG C EC  ECG
moléculaire
1240 g/mol 4.1 17.2 40.8 42.0 38.7 47.9 13.4 6.4 36.7 57.2

- 46 -



Chapitre | : Etude Bibliographique

V. Protocole de l'interaction tanins / protéines pout’étude a
I'équilibre

L'étude des interactions tanins / protéines a ilége est faite en utilisant I'extrait de

tanins de pépins et les protéines présentées eaaisiéau 8.

A. Principe de la technique utilisée

Le principe de l'analyse est le suivant:

1. Chacune des protéines est amenée a réagir awt@it de tanins de pépins a
différentes concentrations

2. Au bout de 24 heures, les échantillons sontrifegés, le surnageant est analysé par

HPLC-UV/Vis

3. L'analyse HPLC donne acces aux quantités degagti de protéines qui n'ont pas

précipité sur un méme chromatogramme. Par diffé&rethest possible de déterminer les

quantités qui ont précipite.

B. Préparation des échantillons

Pour l'étude a l'état stationnaire, des solutiores tdnins et de protéine dont la
concentration est le double de la concentratioaldinrdésirée sont préparées en solution
modele vin.

500 pL de solution de tanins et 500 de solution de protéine sont pipetés dans un
Eppendorf de 1,5 mL. Les échantillons sont alor$éaget laissés au repos, a l'abri de la
lumiere et a température ambiante pendant 24 he@wette procédure est répétée pour

chacune de protéines étudiées.

C. Centrifugation des échantillons et prélevement duwsnageant

Les échantillons sont centrifugés 5 min a 4500 gans une centrifugeuse Sigma 2.15

(Sigma Aldrich, St. Quentin Fallavier, France).
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Le surnageant est alors prélevé a l'aide d’'unenged Terumo de 1 mL (ADL Prochilab,
Bordeaux, France) et filtré sur des filtres pouirggie Minisart, Sartorius (ADL Prochilab,
Bordeaux, France) en cellulose régénérée delyavant d’étre analysé par HPLC-UV/Vis.

D. Analyse par HPLC

Les analyses sont réalisées soitsur un systeme HEelckman décrit précédemment soit
sur un appareil de chromatographie liquide Finnig&nie Surveyor (Thermo, Electron
Corporation, USA) composé d'un module de pompesnigan 82026, d'un passeur
d’échantillons Finnigan, 82067, d'un détecteur &dite de diodes PDA - Finnigan, 81021.
Le systéme est commandé par le logiciel Xcalibirhe¢mo, Electron Corporation). Les

conditions d'analyses sont décrites dans le talfeau

Tableau 9: Conditions de l'analyse des tanins statetéines du surnageant.

Conditions d’Analyse

Détection UV-Vis — DAD (A = 210, 230 et 280 nm)
Colonne PLRP-S (4000@, 50 x 2,1 mm, pm, Polymer Labs, UK)
Débit (mL/min) 0,5

Volume d’injection (pL) 20

A : H,O/TFA (99,9:0,1, viv)

Phase mobile B : CHCN/ TFA (99,9:0,1, v/v)

tmn 0 1 3 8 10 14 16 22 24 27
%B 3 3 3 30 50 50 97 97 3 3

Gradient

Chaque analyse des surnageants par HPLC est acgoéepd’'une calibration (injection
de 5 standards de concentrations croissantesadies et de la protéine en question.
1. Chromatogramme obtenu par détection UV

Le chromatogramme (figure 18) présente deux p&grémier pour les tanins at =7
minutes, le second pour les protéines a t = 13 t@#nu

-48 -



Chapitre | : Etude Bibliographique
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Figure 18: chromatogramme représentatif de I'analgs surnageant de l'interaction entre I'extraittdains de
pépins et la protéine.

2. Calibration des tanins

Une courbe de calibration est réalisée sur chapparail (Tableau 10). Dix solutions de
concentration croissante sont injectées en triplica
Lors de chaque série d'analyses, 5 points de cettide de calibration sont réalisés pour

en vérifier la cohérence.

Tableau 10: propriétés des courbes de calibratides tanins. Les limites de détection (LD) et limde
guantification (LQ) sont déterminées selon la résoh Oeno 7/2000 de I'OIV.

Appareil Equation LD, mg/L LQ, mg/L R?

Beckman 25462x - 2E+06 1.22 4.07 0.99
9.26E-06x +

Thermo 5 67E+00 2.16 7.19 0.99

3. Calibration des protéines

Une courbe de calibration est réalisée pour chamo&ine lors de chaque titration. 5

solutions de concentrations croissantes sont ggsogn triplicata.
Les propriétés des courbes de calibration pourdiférentes protéines utilisées sont

présentées dans le tableau 11.
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Tableau 11: Propriétés des courbes de calibratien différentes protéines. Les limites de détedtid) et
limites de quantification (LQ) sont déterminée®rda résolution Oeno 7/2000 de I'OIV.

Composé Appareil Equation LpM LQ,uM R
9.26E-06x +

BSA Thermo 5.67E+00 0.41 1.34 0.99
o 6.44E-07x -

Gélatine Thermo 2 8AE+00 0.08 0.27 0.99
8.92E-05x +

a-Amylase Thermo 5.54E-01 0.78 2.60 0.97
4.26E-05x +

Ovalbumine Beckmann 4.63E+00 0.45 1.50 0.99
5.45-06x —

B-Glucosidase Beckmann 3.87E+00 0.42 1.40 0.96
7.23E-06x +

Thyroglobuline Beckmann 3.76E-01 0.81 2.70 0197
. 6.09E-06x +

Fétuine Thermo 1.16E-01 0.17 0.57 0.98

4. Validation de la méthode utilisée

Pour vérifier la cohérence de la méthode utilidéedosage des tanins avant et aprés
réaction avec la BSA a également été suivi paditm de Folin-Ciocalteu. La relation
obtenue permet de montrer que l'aire du pic est dnerélée avec la concentration en tanin.

Correspondance aire du pic tanin et indice de
Folin

8 y =4E-07x + 1.9843
R? =0.9848

Indice de Folin

0 T T T T 1
0 10 000 000 20 000 000 30 000 000 40000 000 50 000 000

Aire (pAU)

Figure 19 : Correspondance entre I'aire du pic daih et la valeur de l'indice de Folin-Ciocalteutebus pour
une méme quantité de tanins.
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V. Turbidimétrie

A. Matériel utilisé

Les analyses sont réalisées sur un turbidimetrén 2260 N (Hach Company, Loveland,
USA). Les étalons sont des solutions de formafonenies avec I'appareil correspondant a
0,1/ 20/ 200/ 1000 et 4000 NTU.

B. Protocole

Des solutions d'extraits de tanins de pépins gbrdeéines dont la concentration est le
double de la concentration finale désirée sontg¥gs en solution modele vin.

15 mL de la solution de tanin est versée dans lo@ éke 30 mL. Celui-ci est inséré dans le
turbidimetre. 15 mL de la solution de protéine salurs ajoutés, le moment de cet ajout
correspondant au temps 0. La valeur de turbiditéless relevé au temps suivant : 10, 20, 30,
40, 50, 60, 90 secondes, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, B3AMninutes, 1, 2, 3, 4, 8, 24, 48 ... heures.

Les tubes sont agités 30 secondes avant chaqueengepartir de la premiere minute.

VI. Analyse des tanins et des protéines lors de la désgation

A. Prélevement de salive

La salive est prélevée sur 30 sujets volontaimss €tudiants a la Faculté d’Enologie de
Bordeaux. Les prélevements on lieu a la fin d’'uéanse de détermination de seuil olfactif,
avant laquelle il est demandé aux étudiants deasebpire de café ou de fumer, pour ne pas
perturber leur perception olfactive.

Les sujets sont invités a se rincer tout d’'abowddstfois la bouche avec de I'eau du
robinet. lls doivent ensuite produire environ 2 ddsalive dans un pot en plastique avec une
indication du volume idéal a fournir.

Les personnes le désirant avaient la possibilitthdstiquer un morceau de parafilm pour
les aider a saliver.

Il a également été demandé a chaque personne der sime décharge concernant

I'utilisation de sa salive a fin de recherche stfue et de publication.
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B. Création d’'une salive « moyenne »

Chaque échantillon de salive a ensuite été fililteefsur des filtres pour seringue
Minisart, Sartorius (ADL Prochilab, Bordeaux, Frahen cellulose régénérée de 0,48.
200 uL de chaque échantillon de salive ont alors étéemisommun. Environ 5 mL de salive

« moyenne » ont ainsi été obtenus.

C. Dégustation « in vitro »

1. Réalisation de la dégustation

Le protocole de dégustation « in vitro » est levanf: 500uL de salive sont ajoutés a 25
mL de solution d'extraits de tanins de pépins owidex différentes dilutions dans des tubes
de 100 mL en verre résistant a la centrifugatiascfier Bioblock, Strasbourg, France) qui
sont alors agités. Apres 24h de repos, les éclmrgtisont centrifugés pendant 5 minutes a

4500 rpm et le surnageant est prélevé.

2. Extraction des protéines de la salive

3,75 mL d'acide trichloroacétique sont ajoutés @qale échantillon qui, apres 30 minutes
dans un bain de glace, est laissé au repos peddamtinimum. Les échantillons sont alors de
nouveau centrifugés pendant 5 minutes, a 4500 Lgnprécipité est lavé a I'acétone puis

séché a Il'air libre.
3. Analyse des protéines de salive

Les gels 2D de protéines ont été réalisés parlkePdtéomique de I'Université Bordeaux
2 selon le protocole suivant.

Environ 200 mg de protéines sont mixés dans 160dmtampon IPG (7 M urée, 2 M
thiourée, 2% 3-[N,N-dimethyl(3-myristoylaminopropgimmonium]propanesulfonate (ASB-
14), 25 mM dithiothreitol, 0.01% bleu de bromophiério %, v/v, carrier ampholytes 3-10
Invitrogen).

Les échantillons ont alors été soniqués puis dagés (5000 g, 5 min, 20 uC), chargés
sur des bandes IPG ZOOM 3-10 NL (Invitrogen) esdés migrer pour la nuit, avec les
parametres FIE suivant: (i) 200 V pour 20 min, 450 Vpour 15 min, (iii)) 750 V pour 15
min, et (iv) 2000 V pour 30 min.
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Les bandes ont ensuite été equilibrées dans leoainf® M urea; 50 mM Tris; 2% SDS;
30% glycerol; 50 mM dithiothreitol) puis le tamptr(6 M urea; 50 mM, Tris; 2% SDS; 30%
glycerol; 125 mM iodoacetamide)

La séparation dans la seconde dimension a étésééalsur SDS-PAGE (12%
polyacrylamide) pendant 2 heures sous une tensiostante de 120 V.

Les gels contenant des protéines ont alors ététavec du bleu de Coomassie brillant
G-250.

VII. Analyse des tanins et des protéines lors de la Viication

A. Microvinification

1. Premier essai

Le premier essai de vinification s’est déroulé ept&mbre 2008 avec du Cabernet Franc
provenant de I'Union des Producteurs de Saint-Bmjlivendange manuelle. 4 cuves (20
litres) ont été remplies de 10 kg de raisin fouléraflé chacune. Dans deux d’entre elles, 4 g
de tanin cenologique commerciaux Laffort Enologi¢ é@é ajoutés immédiatement aprés
encuvage (40 g/h). 24 heures apres encuvage, 2 lgvdee X15, Laffort Enologie sont

ajoutés a chaque cuve.

2. Second essai

Un second essai de vinification s’est déroulé eni€e2009. Le raisin était du Cabernet
Sauvignon provenant d'une propriété Sud-Africaimendange manuelle. Ce raisin a été
sulfité avant d’étre envoyé par avion dans desseaissothermes avec de la carboglace. A la
réception, les grappes ont été immédiatement {rigeiseposées en chambre froide a 4°C
avant la microvinification.

5 cuves ont été remplies de 10 kg de raisin fotléraflé chacune. Dans deux d’entre
elles, 4 g de tanin cenologique commerciaux Lafiériologie ont été ajoutés immédiatement
apres encuvage (40 g/hl). 24 heures aprés encuapee levure X15, Laffort Enologie sont
ajoutés a chaque cuve.

De plus, les cuves ont été inoculées avec desrimsctéaffort Enologie a la fin de la

fermentation alcoolique pour permettre a la ferragom malolactique de dématrrer.
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3. Prélévements

100 mL de moGt ont été prélevés a plusieurs repesantervalles réguliers.
Immédiatement apres encuvage, 30 minutes, 1h, [2h5t8 8h aprés encuvage et tous les
jours ensuite. De plus, un prélevement a systéneatignt été effectué avant et apres chaque
opération cenologique (tanisage, levurage, innaonlat

Le modt prélevé est immédiatement centrifugé (4500, 5 min) et 5 mg de pimariscine
sont ajoutés avant congélation & -20°C

Lors de ces préléevement, une quantité de marc eetité de la cuve pour conserver un

ratio marc / mo(t constant.

a) Suivi de la densité

Le suivi de la densité a été effectué chaque jdmide d’'un densimeétre manuel.

Suivi de la densité lors des microvinifications

1100 ——Cuvel
—=—Cuvell
1080 Cuvellll
Cuve IV
Q160 | —¥*—Cuve V
‘@
c
8 140 1
1020 4
1000 A S K
980 T T T
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Figure 20: Suivi de la densité lors des microviafions

b) Dosage du SQibre

Le SQ libre a été dosé par la méthode de Rippert, deltnaité d’cenologie. Pour cela on
détermine la différence d'iode nécessaire powartitd ml de vin avec 1 mL de thiodéne et 1

mL d'acide sulfurique et la méme solution supplééee quelques gouttes d'eau oxygénée.

c) Dosage de I'acide malique

Le dosage de l'acide malique (suivi de la fermeomaimalolactique) est réalisé par

chromatographie sur couche mince selon le traitendlogie. Le solvant d'élution est
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composé de 40 mL de butanol a 1 g/L de BBP et 2Gatide acétique a 50%. Les témoins
sont de I'acide malique a différentes concentration

B. Analyse des tanins du moat

1. Purification des tanins du modt : SPE

Pour pouvoir analyser les tanins, chaque préleveakemo(t a tout d’abord été purifié
par extraction sur phase solide, adapté&teDes colonnes de 6 mL contenant 1 mL de gel
C18 sont utilisées (Supelclean LC18, Supelco)cbanne est conditionnée au méthanol
(5mL) et lavée a I'eau (8 mL) avant que ne soitad&s 3 mL de modt (aprés centrifugation,
comme expliqué précédemment). Celui-ci est premméend élué avec 8 mL d’eau, puis 5 mL
de méthanol. La fraction méthanol est récupérés poincentrée 5 fois sur un évaporateur

speed vac.

2. Analyse des tanins du modt par phloroglucynolise

100 uL d’extraits de modQts préparés comme indiqué piécgnent sont additionnés de
100 uL de réactif de phloroglucinolyse. Ce mélange ésté a I'étuve & 50°C pendant 20
min. Immédiatement a la sortie de I'étuve, 1 mLsd&ution d’acétate de sodium (23,6 g/L)
est ajouté pour stopper la réaction.

L’'analyse HPLC-MS est alors la méme que celle tgrour la phloroglucynolise des
tanins commerciaux.

Un exemple de chromatogramme obtenu est présefiiguea 21 . Les temps de rétention
correspondant aux difféerents composés sont dorargsld tableau 12. Ces temps de rétention
évoluent au cours de la microvinification, et o ébnfirmé par spectrométrie de masse

lorsque cela s'est avéré nécessaire.

RT: 3232467
NL:
E,S",': 1.19E8
12000004 Ec P i nm=279 5-
3,48 : 280.5 PDA
2000_05_27

_phlaravinif
800000 IRTIE:)

EC
5 17.95
3 so0000 1202 4405 ECG-P19.23
[od 1268 1538 17.68 1]18.11
400000 470 784 8 55%;4 11.95 18,47 \WhE
8.82 12,13 19,00
b / 2032 2154

1000000

2292 2372

o
4 5 B8 7 3 2 10 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24
Time (min)

Figure 21: Chromatogramme obtenu lors de I'analyse mo(ts par phloroglucynolise.
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Tableau 12: Composés de phlorglucynolise

Temps de

retention, Composés [M‘H] Mz ¢ L mol™cm?

min

3.45 adduit (+)-catéchine-phloroglucinol (C-P) 313 4218
3.85 adduit (-)-épicatéchine-phloroglucinol (EC-P; 313 4218
4.55 (+)-catéchine (C) 289 3988
5.80 (-)-épicatéchine (EC) 289 3988

adduit (-)-épicatéchine gallate-phloroglucinol

7.83 (ECG-P) 581 14766
9.90 (-)-épicatéchine gallate (ECG) 441 12611

C. Analyse des protéines du moat

1. Dosage des protéines du moQt par tamisage molécukai

Le dosage des protéines par tamisage moléculd@té aalisé par le laboratoire SARCO.
La méthode employée est celle du tamisage moléeyRubourdieu et al, 1986). Le modt est
injecté directement.

Les macromolécules sont fractionnées selon lewtspmioléculaire par HPLC sur gel TSK
G2000 SW (LKB) (0,75 x 60 cm, L@M) précédé d'une colonne de dessalage (gel Trisacry
GFO05, IBF) au seuil d'exclusion de 3000 Da. La zdedractionnement est de 10 a 70 000
Da. Les macromolécules sont ainsi séparées dessactnstituants par chromatographie
d'exclusion sur la premiere colonne puis par clatographie de tamisage moléculaire sur la

seconde. Les protéines sont détectées par spectoopéirie a 22 nM.

Les conditions d'analyse sont les suivantes:
Volume injecté : 10

Débit 0,6 mL/min

Pression : 10 bars

Eluant: NaCl 0,1 M

La concentration en protéine des échantillons esuée par une droite étalon obtenue a
l'aide de la BSA.
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2. Analyse des protéines du mo0t sur gel monodimensieh

a) Extraction des protéines

L'extraction des protéines se fait a partir desn25de modt centrifugés (traitement décrit
précédemment). 3,75 mL de TCA sont ajoutés a l'éiillen qui est laissé 30 minutes dans la
glace avant de reposer pour 8 heures minimum.

Les échantillons sont alors centrifugés (4500 rbrminutes) et le précipité est alors lavé

avec 25 mL d’acétone puis séché a l'air libre.

b) Analyse des protéines

Les gels monodimensionnels de protéines ont étésésapar le Pble Protéomique de
I'Université Bordeaux 2 selon le protocole suivant.

Environ 200 mg de protéines sont mixés dans 160dmtampon IPG (7 M urée, 2 M
thiourée, 2% 3-[N,N-dimethyl(3-myristoylaminopropgimmonium]propanesulfonate (ASB-
14), 25 mM dithiothreitol, 0.01% bleu de bromophério %, v/v, carrier ampholytes 3-10
Invitrogen).

Les échantillons ont alors été soniqués puis dagés (5000 g, 5 min, 20 uC), chargés
sur des bandes IPG ZOOM 3-10 NL (Invitrogen) esdés migrer pour la nuit, avec les
parametres FIE suivant: (i) 200 V pour 20 min, 490 Vpour 15 min, (iii)) 750 V pour 15
min, et (iv) 2000 V pour 30 min.
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Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

I. Introduction

L'albumine sérique bovine (BSA) est une protéirabglaire de 583 acides aminés pauvre
en proliné®, largement utilisée en recherche de par son aieatigicturale avec I'alboumine
sérique humainé’. C'est également le cas dans les études desciimesatanins / protéines,
ou il semblerait qu'elle soit un bon modéle poutdire l'interactioff>. Elle est souvent
utilisée comme référence pour comparer la réaétidét différent tanirfs™ 2> 2*3 l'influence
de leur structure (degré de polymérisatfoR® glycosylatior®” *°* hydroxylatiorf® 33,
Elle a été utilisée pour la comparaison de plusiguotéines' ou la mise au point de
méthode®?® 3** L'influence de plusieurs facteurs sur l'intemacttanin / protéine comme le
pH?>" ou l'influence des sucr@3a été établie en utilisant la BSA.

Cependant, a notre connaissance, aucune étudeshattachée a étudier précisément le
mode d'interaction entre la BSA et les tanins caoeds. Pour essayer de déterminer plus
exactement le mécanisme de cette interactionluénte du ratio tanin / protéine, du pH, du

pourcentage d'éthanol sur la cinétique et I'éqeilde la réaction vont étre étudiés.

Dans une premiere partie consacrée a I'état ailileepy I'étude du ratio tanins / BSA dans
le précipité selon le ratio initial est couplée wilisation d'isothermes d'adsorption. Ceci
permet de mettre en avant I'existence d'un ratigpate et d'autre duquel les mécanismes
d'interaction différent. La cinétique de l'inteiact abordée ensuite montre l'influence de ce
méme ratio sur les ordres cinétiques partiels decti@n, permettant de compléter la
compréhension des mécanismes, particulieremeneequicconcerne la dénaturation de la
BSA sous l'effet des tanins. Enfin, toutes les @asnobtenues sont intégrées pour aboutir a
une proposition de mécanisme entre les tanins cmddeet la BSA selon leurs quantités

respectives dans les conditions du vin.

ll. Etude a I'équilibre

Toutes les expériences décrites dans cette pantiété réalisées en solution modéle vin
(12% éthanol, 5g/L d'acide tartrique, pH 3,5). Pétre sir d'étre a I'équilibre, tanins et
protéines sont laissés en contact pendant 24 haunesnimum. Ils sont ensuite centrifugés et
le surnageant analysé par HPLC, comme décrit apitchanatériel et méthodes.
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A. Influence du ratio tanin-protéine

Pour étudier l'influence des quantités de tanirdegprotéines initiales, l'interaction a été

réalisée entre 8 concentrations en BSA (de 1,30a.l/§ et 11 concentrations en tanins (de 8
a 4000uM).

1. Ajout de tanin a une quantité fixe de BSA

Dans cette partie, est considérée une quantité&déixpgrotéine a laquelle sont ajoutées des
concentrations croissantes de tanins.

a) Détermination de la BSA précipitée

La Figure 22 présente le pourcentage de BSA ptéeipprsque 37,6M de BSA sont mis
en contact avec différentes quantités de tanins. pOarcentage augmente avec la
concentration en tanin, pour atteindre 100%, cedite que l'intégralité de la BSA est
précipitée lorsque 4 mM de tannin sont ajoutés.

Pourcentage de BSA précipitée selon la quantité de
tanins ajoutés, 37,5 pM BSA

120.00

100.00
80.00

60.00

40.00 T ’}’(
20.00 .
0.00 #

0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00 3000.00 3500.00 4000.00 4500.00
[tanins], uM

[ppted BSA], %

Figure 22 : Pourcentage de BSA précipitée lorsqu®aM de BSA sont mis en
contact avec différentes quantités de tanins

Lorsque la quantité initiale de BSA augmente, lamgiié de tanin nécessaire a la
précipitation totale augmente également, comme pel# se constater sur la Figure 23.
Cependant, dans notre gamme de concentration en iB&# toujours possible de précipiter
l'intégralité de la BSA présente.

La concentration en tanin minimum requise pouefairecipiter l'intégralité de la BSA est
désigné [T]*. Les valeurs de [T]*, reprises danstdbleau 13, permettent de visualiser
I'évolution de cette quantité nécessaire selomémtité de BSA.
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Pourcentage de BSA précipitée selon la quantité de  tanin
ajoutée
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Figure 23 : Pourcentage de BSA précipitée lorsqifférentes quantités de
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BSA réagissent avec les tanins.

b) Détermination des tanins précipités

Tableau 13 : Intervalle de
concentration en tanin auquel
appartient [T]*, la quantité nécessaire
pour précipité l'intégralité de la

protéine
[TT* appartient a
[BSA] (uM) M)
15 80-240
3.75 80-240
7.5 320-400
15 560-725
37.5 1600-4000
75 1600-4000
1125 1600-4000
150 1600-4000

La quantité de tanins précipités évolue quasimagtirement en fonction de la quantité

de tanin initiale pour 37,6M BSA (figure 24). Le méme comportement est obsemetr une

plus ou moins bonne corrélation pour toutes lexentmations en protéine. Dans tous les cas,

le pente de la courbe est inférieure a 1 (0,8 axirmam), ce qui traduit le fait que la totalité

des tanins n'est pas précipité, et ce quelquédasoitncentration en tannin ou en protéine.

Quantité de tanins précipités selon la quantité de

4000.00

tanins ajoutés (75 MM BSA)

3500.00

3000.00
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2000.00

1500.00

e

Tannins précipités, uM
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’;‘
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Figure 24 : Quantité de tanins précipités par/M@ de

1000.00

2000.00 3000.00

[tanin], pM

4000.00

5000.00

BSA selon la quantité de tanins ajouté.

Pourcentage de tanins précipités selon la quantité de
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Figure 25 : Pourcentage de tanins précipités par

différentes quantités de BSA selon la quantitédm$

ajoutés
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Pour mieux appréhender ce phénomeéne, le pourcediadanin précipité est tracé en
fonction de la quantité de tanin initiale en fig@®. Il ressort que le pourcentage de tanins
précipités atteint une valeur constante a partinal'certaine concentration en tanins. Cette

stabilisation peut se prévoir a partir de la figu@4, car c'est une droite
o . T, b , » .
d’équatiorT], =a[T]; +b, ce qui donn = —a.+ﬂ, [T], étant la quantité de tanins

précipités, [T]la quantité de tanins initiale. La valeur de B} va donc trés vite tendre vers
0, et le pourcentage devient constant.
Ce résultat évoque l'idée d'un équilibre entrentamirécipités avec la BSA et tanins en
solution.
Les conclusions suivantes peuvent étre tirées:
* |l n'existe pas de quantité de tanin fixe précigitsous I'effet d'une quantité fixe de
BSA : 'augmentation de la quantité initiale prouedoujours une augmentation de la
quantité précipitée

* |l estimpossible de précipiter la totalité dedriarprésents

c) Ajout de tanins a une quantité fixe de BSA : caichu

Lorsque des tanins sont ajoutés a une quantité tieéBSA,

* La quantité de BSA précipitée augmente graduell¢mmesc la concentration en tanin,
et il est possible de précipiter I'intégralité deBISA lorsque la concentration en tanin
est supérieure a [T]*.

* Quelque soit la concentration en BSA, il est tatgopossible d'augmenter la quantité
de tanins précipités en augmentant la quantit@mias ajoutés

* Lorsque la concentration en tanins augmente, legentage de tanin précipité est

constant quelque soit la quantité de tanin ajoutés.

2. Ajout de BSA a une quantité fixe de tanin

Considérons maintenant une quantité fixe de taniasguelle est ajoutée de la BSA.

a) Détermination de la BSA précipitée

La courbe de la quantité de BSA precipitée en fonctle la quantité de BSA ajoutée
(figure 26) peut se diviser en deux parties. Pas ebncentrations en BSA inférieure a une
concentration [BSAJ*, la quantité précipitée estlgga la quantité initiale. Puis, lorsque la
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concentration initiale est supérieure a [BSA]* glaantité précipitée augmente légérement et
reste stable. Plus la concentration en tanin es€él plus la quantité [BSA]* est grande, elle

n'apparait plus sur le graphique.

Quantité de BSA précipitée selon la quantité ajoutée

160.00

140.00 Pl
S 120.00 - [Tanins], uM
= —e 24194
oy 100.00 1 —e— 72581
NJ}
E— 80.00 —+—4032.26
(8]
0
S 60.00
&
@ 40.00

20.00 -

0.00
0 50 100 150 200

[BSA] initiale ( puM)

Figure 26 : Quantité de BSA précipitée en fonctierla quantité de BSA ajoutée a différentes conagons
de tanins. La concentration [BSA]* est indiquée parastérisque pour chaque concentration en tanin.

b) Précipitation des tanins

Lors de l'ajout de BSA a une quantité fixe de tamin quantité de tanins précipités
augmente jusqu'a une certaine concentration, @onelent a la concentration [BSAJ*
déterminée précédemment. Lorsque la quantité de B&Aent supérieure a [BSAJ*, le
pourcentage de tanins précipités diminue avec rfiamgation de la concentration en BSA
(figure 27).
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Pourcentage de tanins précipités selon la
concentration initiale en BSA

[Tanins], uM
90.00 —e—24194
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0 2‘0 4‘0 60 80 100 120
BSA, uM

Figure 27 : Quantité de tanins précipités lorsqaebncentration en BSA augmente
c) Ajout de BSA a une quantité fixe de tanins : caiohu

En étudiant la titration des tanins par la BSAst possible de conclure sur l'existence
d'une concentration [BSA]* telle que:

» [BSA] inférieure a [BSA]*

Toute la BSA ajoutée précipite, le pourcentage aféns précipités augmente avec la
guantité de BSA ajoutée.

» [BSA] supérieure a [BSA]*

La quantité de BSA précipitée est egale a [BSA§* pburcentage de tanins précipités

diminue avec la quantité de BSA ajoutée.

3. Stoechiométrie

Pour étudier la stoechiométrie du complexe tangmotéine, la stoechiométrie obtenue
dans le précipitée (T/P) est tracée en fonctiomatio initial dans le vial (T/R)sur la figure
28. Le traceé a éte effectué en utilisant une éehigleaire et une échelle logarithmique pour
faciliter la visualisation des valeurs corresporidaux faibles ratios initiaux. Il s'agit bien de
la stoechiométrie T/P, a savoir le nombre de meleadin pour une mole de protéine.
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Echelle linéaire Echelle logarithmique

y=0.4085x +58321 * y=0.4085x +58321
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Figure 28 : Ratio tanin/protéine dans le précip(f@P) en fonction du ratio tanin / protéine initid.es deux
courbes présentent les mémes résultats, mais ibeale droite est représentée avec une échellgitbgaque
pour une meilleure visualisation des faibles rafiisaux.

La premiere constatation est évidemment la confionade la non stoechiométrie de la
réaction entre les tanins et la BSA. On sait eatgffue, dans une réaction stoechiométrique,
le ratio final est une constante indépendante @eraposition du meélange réactionnel. Ici, la
guantité de tanins fixés sur la BSA dépend destgé@amespectives de chacun des composés.

Il est de plus possible d'écrire:

[T]p = 0,408 ! +59 (1)

[Bsd, ~*“**Yes4

[T]p et [BSAL correspondent aux tanins et la BSA dans le précipl]; et [BSA} aux

concentrations initiales. Cette équation est udeaiion de ce qui se passe entre les tanins et
la BSA, et il est intéressant de la replacer damscdntexte des situations étudiées

précédemment pour vérifier sa cohérence.

a) Ajout de BSA a une quantité de tanin constante

. [BSA]<[BSAJ*

Quand [BSAK[BSA]* , [BSA],=[BSA]; et (1) devient:
[T], = 0,4085x[T], + 59x[BSA

d'ou:

. 04085+ 50 1254

ul il

On retrouve bien l'augmentation du pourcentageadis précipités avec l'augmentation

de la concentration en BSA observée en figure 29.

. [BSA]i>[BSAJ*

- 65 -



Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

Quand [BSAP[BSA]*, alors [BSAL=[BSA]*, (1) devient:

[l

) _ 04085234 4 50+ [BSA

[BSA, [T1,

Lorsque [BSAJaugmente, son inverse diminue, donc, [BSA]* et ffant des constantes,

on retrouve bien la diminution du pourcentage aentaprécipités avec l'augmentation de la
concentration en BSA observée en figure 27.
b) Ajout de tanins a une quantité de BSA constante

« [TI<[T]*

Quand [T] < [T]*, alors [BSAJ=q[T];, et(1) devient:

), _ 04085, ) q+ 594

Tl lesA

On retrouve bien une augmentation du pourcentage tagens précipités avec

'augmentation de la concentration initiale entanbmme vu figure 25.
« [TI>[T]
Quand [T] > [T]*, alors [BSAJ=[BSA]J;, (1) devient

i ]

= 0,4085+ 59.—— [Bs4
[T]

i
On retrouve bien une stabilisation du pourcentagtadins précipités avec l'augmentation

de la concentration initiale en tanin, comme vuifeg25.

4. Isothermes d'adsorption

En considérant la protéine comme une surfaceetaction tanin / protéine peut étre vu
comme l'adsorption des tanins sur cette surfacestitionc possible de tracer des isothermes
d'adsorptions, et, en comparant ces isothermes esex établis dans la littérature, des
modeéles d'adsorption types peuvent étre proposeés.

Pour chaque concentration en protéines, ces isodsed'adsorption ont été établies. Les
isothermes de Scatchard sont présentées ici, caorieelles les plus représentatives (figure
30). Ces isothermes semblent évoluer "naturellehsamc I'augmentation de la concentration
en protéines de celle a 3,71 a celle a 112,5%M. Aux plus grandes concentrations, les
isothermes correspondent assez bien a de la cdiopérpositive. Aux plus faibles
concentrations, l'isotherme ne correspond pas @aoele connu, mais il semble possible de
le décomposer en deux isothermes, comme montié figure 29. L'isotherme apparait alors

comme la superposition de deux isothermes selajuédmtité initiale de tanin. La premiere
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(faibles quantités adsorbées) est une isothermeodeération positive, la seconde pourrait

correspondre a une isotherme de deux classesede sit

De plus, dans tous les cas, la concentration eim tseparant ces deux isothermes
correspond a la concentration [T]*, a partir deuleltg toutes les protéines présentes sont
précipitées. Il apparait donc I'existence de deaden d'adsorption, selon la réaction totale de

la protéine ou non.

Décomposition de l'isotherme de Scatchard
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0.45

0.40 - /.
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o/M
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0.00
0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00

e

Figure 29: Décomposition de l'isotherme de Scatdr@nrrespondante a I'adsorption des tanins sur &AB
(3,75uM). 0 est la quantité de tanins fixés, M la quantitéat@ns disponibles.

Dans les cas ou la protéine disponible ne réagt gampletement avec les tanins,
I'interaction se fait par coopération positive. B cas ou la quantité de tanin disponible est
suffisante pour faire précipiter l'intégralité deprotéine, I'adsorption se fait par deux sites

différents.

5. Influence du ratio: conclusion

Il a été mis en évidence l'existence de conceantr&SA* et T* jouant un grand rdéle dans

I'interaction entre la BSA et les tanins. Ces catredions décrivent en fait le ratio entre tanin

et BSA et montrent l'existence de deux possibili& T]‘ < [T]

—, c'est-a-dire [T]< [T]* et
Pl <[Pl [T]< [T]

[P]i>[P]*, la BSA n'est pas précipité dans son intétfrali ﬁ > [T] soit [T} > [T]* et

Pl [Pl

[P]i<[P]*, la BSA précipite entierement. Plusieurs trax rapportent le méme phénomeéne.

Hagerman et Butler notent ainsi une quantité ddépre maximum précipitable par les
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tanin$®® et observant la précipitation de l'acide tannitprs de I'ajout de gélatine, Van
Buren et Robinson obtiennent exactement le ménfé gue celui présenté it

Les valeurs de ratio sont en corrélation avecites sle liaison existant sur la protéiffe
et l'accroissement constant de la stoechiométrge & ratio initial traduit un phénomeéne
d'adsorption des tanins & la surfatemais aussi un phénomeéne colloféfal

L'utilisation des isothermes d'adsorption montgistence de deux modes d'interactions
différents selon que le ratio initial tanin / BSBeci a été observé dans quelques travaux en
utilisant la calorimétrie, mais uniquement avec @@éns hydrolysablé&” >3,

Ces résultats seront interprétés plus de maniere ggprofondie a la lumiére de ceux

observés avec I'éthanol et le pH.
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Influence des conditions de l'interaction sur les isothermes d'adsorption de Scatchard

Influence du ratio T/P

12% Ethanol / pH3,5 / Variation de la concentration en BSA
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Pour toutes les isothermmes, 8 est la quantité de tanins fixés, M la quantité de tanins dispornibles.

Figure 30 : Isothermes d’adsorption de Scatchartteeles tanins condensés et la BSA selon les donsdlit’interaction
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B. Influence de I'éthanol

Pour mesurer l'influence du pourcentage d'éthamol'igteraction entre les tanins et les
protéines, la réaction entre 1g/L de BSA d'une etaft00, 300, 500, 700, 900, 2000 et 5000
mg de tanins d'autre part a été réalisée dans stduon modele vin (5 g/L d'acide tartrique,
pH 3,5) a différent pourcentage d'éthanol (0, 5,18) 20 %).

1. Précipitation des protéines

En tracant la quantité de BSA précipitée en fomctle la quantité de tanins ajoutés pour
les différents pourcentages d'éthanol (figure 3l)est possible de constater que le
pourcentage d'éthanol n'influence pas le profilégéinde la titration, ni les valeurs. En effet,
toutes les courbes sont identiques, et la valeufTgte définie précédemment comme la
guantité de tanin nécessaire pour précipiter giratité de la protéine est comprise entre 700
et 900 mg/L pour toutes les modalités.

Précipitation des protéines par les tanins selon le
pourcentage d'éthanol
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=
=
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Figure 31: Influence de I'éthanol sur le profil de précipda de la BSA par les tanins.

2. Précipitation des tanins

La figure 32 présente la quantité de tanins prégspselon la quantité de tanins initiale en
présence de 1M BSA pour différents pourcentages d'éthanol. liefice de I'éthanol
apparait apres 700 mg/L, c'est-a-dire [T]*. Entefég@res cette valeur, alors que les courbes a

0 et 5% d'éthanol continuent d'augmenter linéairgragec la concentration en tanin initiale,
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les valeurs pour 10, 15 et 20 % d'éthanol présenterdécroché. A partir de 17Q0M, les
pentes des courbes sont identiques, mais les saleuanins précipités different.

Précipitation des tanins selon le pourcentage d'éth  anol Pourcentage de tanins précipités selon I'éthanol
3000.00 9000 ‘
80.00
2500.00 * 70.00
s . [Tanins] pM
= //; £ 6000 —e—10323
— 200000 % EtOH by
E /l ——0 % 50.00 %6452
g oo —#-5 2 4000 V TATss
@ S —%—1612.90
s ——10 2 o i
@ 100000 £ %000 T —%—4032.26
£ —x—15 g \>|:/
c = 2000
£ 5000 —*—20
‘ 10.00
0.00 0.00
0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00 3000.00 3500.00 4000.00 4500.00 0 5 0 5 20 25
[tanin], uM % ETOH
Figure 32 : Profil de précipitation des tanins selia Figure 33 : Quantité de tanins précipités selon le

guantité de tanin initiale a différents pourcentage pourcentage d'éthanol pour deux concentrationsaileis
d'éthanol. La quantité [T]* est représentée par un différentes. Les courbes représentant des valeu{3]d
astérisque. inférieures a [T]* sont en noir, celles supérieumsrouge.

La quantité de tanins précipités diminue avec Haemtation du pourcentage d'éthanol
pour toutes les quantités de tanins (figure 36pe@dant, pour 10 et 15 % d'éthanol, cette

diminution est nettement plus forte pour les cotredions en tanin supérieures a [T]*.

3. Stoechiométrie

En se basant sur le fait que la quantité de BSAipitée reste constante avec le
pourcentage d'éthanol en solution, I'évolution aletbechiométrie doit logiquement étre la
méme que celle des tanins précipités. Ceci esiramnipar la figure 34, ou il apparait que la
stoechiométrie de la réaction diminue avec le pentege d'éthanol, mais que cette
diminution est marquée de maniére plus importardgar plO et 15% d'éthanol et les
concentrations en tanins supérieures a [T]*.
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Influence du pourcentage d'éthanol sur la
stoechiométrie
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Figure 34: Evolution de la stoechiométrie avec deifgentage d'éthanol pour différentes quantitésaméns.
Les courbes représentant des valeurs de [T] infiég@s a [T]* sont en noir, celles supérieures engeu

4. Isothermes d'adsorption

Les isothermes d'adsorption ont été établies pbagque pourcentage d'éthanol. Les
isothermes de Scatchard, représentées en figurdif8ent selon pourcentage d'éthanol, ce
qui implique que le mode d'adsorption des taninslauBSA est influencé par I'éthanol.
Ensuite, des rapprochements peuvent étre faite @utthermes semblables, a savoir 0 et 5%,
10 et 15% et enfin 20%.

Pour 0 et 5%, les courbes se rapprochent a celesneees dans la partie pour les
concentrations en protéine les plus importante20%, I'isotherme pourrait étre celle d'une
adsorption selon deux classes de sites.

A 10 et 15% d'éthanol, l'isotherme est la mémeaglie décrite plus haut dans les mémes
conditions d'éthanol et de ratio T/P. Au vu desthsomes "entourant” ce pourcentage
d'éthanol, il semble logique de proposer que dstitherme soit en fait la somme de deux
isothermes, confirmant la proposition faite plusth&a premiére partie correspondrait alors a
de la coopération positive, puis, au-dela de @90de tanins adsorbés, I'adsorption évolue en

deux classes de sites.

5. Influence de I'éthanol : conclusion

D'un point de vue quantitatif, I'ajout d'éthanabywque une diminution de la précipitation
des tanins mais pas des protéines. Cette diminegoplus marquée pour les concentrations
en tanin supérieures a T*. L'influence de I'éthanwol la précipitation a été étudiée dans peu
de travaux, mais les résultats obtenus sont si@dlapuisqu'il n‘affecte pas la précipitation de
la BSA par le dimére ECA®. Des travaux quantifiant la précipitation des taniu vin & des
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concentrations inférieures a T* sous l'effet ddBBA montrent également une diminution
linéaire de la précipitation avec I'éthafil Pour essayer de comprendre cette diminution de
I'affinité des tanins pour la BSA avec I'éthanbgst important de s'intéresser a l'influence de

I'éthanol sur chacune des espéces présentes.

En absence d'éthanol, les isothermes d'adsorpfie@lent I'existence d'un seul mode
d'adsorption quelque soit le ratio tanin / protélh@arait évident qu'a la fois les tanins et les
protéines ont intérét a engager leurs sites hydesphdans des liaisons avec I'eau.
L'interaction tanin protéine se fait donc sans daut travers de liaisons hydrophobes, comme
cela a été constaté pour la BSA et les triméres tlaad®. Les stoechiométries observées
sont du méme ordres que celles décrites entre AaeBBépicatéchine dans I'edlf, amenant
les auteurs a conclure a des liaisons hydrophaliele$, ce qui confirmerait notre hypothése.

L'observation de comportements similaire pour B%td'éthanol peut s'expliquer par une
stabilisation de la structure globulaire de la B8 faibles quantités d'alcool, comme cela se
passe avec l'albumine de sérum hurffairCette stabilisation se fait par des liaisons de
I'éthanol dans des poches hydrophobes de IE8BSA

A 20% d'éthanol, les isothermes d'adsorption déntiwine adsorption des tanins selon
deux classes de sites, et ce quelque soit la ¢@iatd tanins (dans la gamme de nos
expériences). Avec ces 20% d'éthanol, les caratitgres du solvant, de la BSA, des tanins
mais également de I'acide tartrique ont changé.

En effet, les propriétés interfaciales des mélangas / éthanol sont bien entendu
dépendante du pourcentage d'éth@noDe plus, I'éthanol est un dénaturant connu pesir |
protéined™ et, & 20% d'éthanol, la BSA est complétement dépli Les tanins sont eux
connus pour s'agréger via des forces hydropHdhegajout d'éthanol réduit donc cette auto
agrégation, et & 20%, elle est trés fdibleEnfin, le pKa de I'acide tartrique est influenpe
I'éthanof?, la force ionique du milieu est par conséquerdciffe par ce changement.

En plus de briser jusqua 396 liaison hydrogéne matéculé™ le processus de
dénaturation de la BSA conduit & I'exposition dlasi aminés hydrophol5é% Il est donc
possible que les tanins établissent des liaisomsopyobes avec la BSA, immédiatement
renforcées par des liaisons hydrogénes, commedtasuggéré dans certaines éttffles

Lorsque [T] est supérieur a [T]*, la stcechiométaiggmente. Devant un phénomene
identique, Kawamatet al concluent sur I'existence de deux sortes de’Sitdes sites forts

sont utilisés en premier, les sites faibles pasdde. Les sites forts étant spécifiques, la

-73-



Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

stcechiométrie y est quasi constante. Cependagdt i€i possible qu'une fois tous les sites de
la protéine utilisés, les tanins continuent a ggegr sur les tanins déja liés par des liaisons
hydrophobe¥”®.

Entre 5 et 20 % d'éthanol, le systeme est dansganane de pourcentage d'éthanol
critique pour l'organisation des molécules d'ead'&hanol entre elles. Il existe dans cette
gamme un point de transition oll I'eau perd sesrigtés particulieréd®. C'est a partir de ce
point que le mélange ne se comporte plus commed-salvant pour les protéings.
Concernant la BSA, le pourcentage de dénaturatbonsl’éthanol n'est pas parfaitement
établi. Alors qu'aucun changement de structure relgioce ou tertiaire n'est observé par
dichroisme circulaire & 10% dans certains travRux'autres aménent des preuves de cette
dénaturation par DSE’. Il apparait cependant logique de considérer guprbcessus de
dénaturation est amorcé, surtout a pH 3,5. Cettatdéation se traduit par I'apparition de

feuillets 338

, et donc de possibilité de liaisons hydrogenes.

La premiere partie des isothermes (entre O et [@$t)identique a celles obtenues a 0 et 5
% d'éthanol, il y a donc tout lieu de penser qughHénomene est le méme. Les tanins
commencent par se fixer par des liaisons hydroph@bka protéine. Il est alors tout a fait
envisageable que, comme dans le cas du galloylspuaeec la BSA®, les tanins provoquent
la dénaturation de la protéine, aidés en celagpaplvant. Le systéme se retrouve alors dans
la méme configuration qu'a 20% d'éthanol, comnradatre la seconde partie des isothermes

de 10 et 15%, identique a l'isotherme de 20%.

Les différences de mode d'adsorption des tanindesuprotéines sont donc dues a la
conformation de la protéine et aux forces disp@sibLa baisse de la steochiométrie avec
I'apparition des liaisons hydrogénes montre queseli utilisent des sites plus forts.

C. Influence du pH

Pour étudier I'influence du pH sur linteractiomtas / BSA, l'interaction a été suivie
dans des solutions modeles vin dont le pH a étst@ja 1-3,5-5-7-9-11. Les solutions de

tanins et de BSA ont été préparées dans ce miiaot a'’interagir.
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1. Influence du pH sur la précipitation des protéines

a) Présence de complexes solubles

Lors du traitement des données correspondantfladince du pH, il est apparu que, a pH

7; 9 et 11, l'aire du pic correspondant a la pn&éugmentait avec la quantité de tanins
ajoutés, comme le montre la figure 35.

Aire du pic de protéines

160.00

140.00

120.00

——1
—s—3

N\ =
BTN i

0.00 -

100.00

80.00 1

60.00

Aire du pic (base 100)

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

[tanins] ( pM)
Figure 35 :Aire du pic de protéine (base 100) selon la qt&ude tanins ajoutés pour les différents pH.

Ceci a été interprété comme la présence de conyplaxéns protéines solubles dont la
masse moléculaire totale, proche de celle de |&imem fait qu’ils sont élués avec elle et
augmentent ainsi I'aire du pic correspondant.

En utilisant une longueur d'onde propre aux taeinen procédant par différence avec

l'aire totale, il est cependant possible d'arrivéa quantité de protéines non complexées.

b) Quantité de protéines ayant réagi

Le profil de réaction de la protéine en fonctionla@guantité de tanins ajoutés a la méme
allure générale quelque soit le pH (figure 36). &€gfant, la quantité de tanin requise pour

faire précipiter I'intégralité de la protéine ([)Warie un peu avec le pH.
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Quantité de protéines ayant réagi a différents pH
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Figure 36 Protéines ayant réagi avec les tanins a différphit

2. Influence du pH sur la quantité de tanins ayant régi

Comme il a été montré précédemment, la solubiléé domplexes tanins / protéines

dépend du pH. Il est donc utile de s’intéresseas guantité de tanins ayant réagi avec les

protéines, puis de regarder parmi ces tanins lésaque formé des complexes solubles et

lesquels ont précipités.

a) Quantité de tanins ayant réagi avec 15 uM de BSA

Les profils d’évolution de la quantité de tanin mtyeéagi avec les protéines (figure 37)

suivent la regle suivante: la quantité de taninanayéagi augmente linéairement avec la

guantité de tanin initiale jusque [T]=[T]*. La réil@an entre tanins ajoutés et tanins précipités

est alors toujours linéaire, mais la pente change.

Il est intéressant de noter que la pente ne chaage@ pH 5.

Quantité de tanins ayant réagi avec 15 uM de BSA

2500.00

2000.00 /
1500.00 T

pH
——1

—=—3

—%—9

——1

[tanins ayant réagi], uM

100000 ’/
500.00
. M

[tanins ajoutés], uM

0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00 3000.00 3500.00 400000 450000

70.00

60.00

40.00

30.00

% de tanins

20.00

0.00

Pourcentage de tanins ayant réagi avec 15 uM de

BSA
A\"‘\ - - B [tanins]
< T —a— 564,52
4032.26
A—
’ N
2 4 6 8 10 2
pH

Figure 37: Quantités de tanins ayant réagi avec 19-igure 38: Pourcentage de tanins ayant réagi aveaN!

4M de BSA selon le pH

de BSA selon le pH
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Pour mieux visualiser les différences entre leseddhts pH, le pourcentage de tanins
ayant réagi par rapport au pH est représenté emefi§8 pour deux quantités de tanins
initiales. Cette figure montre bien que la réactitas tanins est tres affectée par le pH aux
faibles concentrations, tandis qu'a 5g/L, la ré@actst indépendante du pH. Le pourcentage

de tanin précipité est alors d'environ 45%.

b) Influence du pH sur la formation de complexes dekib

La figure 39 présente la quantité de tanin forntss complexes solubles en fonction de
la quantité de tanins ajoutés. Aucun complexe $elaob se forme a pH 3,5 et 5, et, pour les
autres pH, la quantité de complexes solubles foreséseliée a la quantité de tanins ajoutés
par une parabole. La quantité maximum de taninagggydans des complexes solubles est la
plus faible a pH 1 (1QM), suivi par pH 7 (28M). Cette quantité est identique pour pH 9 et
11 (50uM), mais il semblerait que la quantité maximum fassn’apparaisse pas dans nos

expeériences.

- h Pourcentage de tanins formant des complexes
Quantité de tanins formant des complexes solubles

solubles
80.00
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» 70.00 X
I3 50.00 1 2
)
2 S g 60.00
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g & PH ES
3 5 30.00 3 ——1 S g 40.00 7
=] - 7 w O —*—9
g " 2000 X € —%—9 £ § so00 ——1n
S —e—nu 8o
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c | °
< f LN 5 3 ‘\ \A\
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Figure 39: Quantités de tanins formant des
complexes solubles selon la quantité initiale a
différents pH

Figure 40: Pourcentage de tanins formant des corgse
solubles par rapport a la quantité de tanins aya##gi

Le pourcentage de tanins formant des complexe®lsslypar rapport a la quantité totale
de tanins qui réagissent est présenté a la figlr®dns toutes les modalités, le pourcentage
de tanins engagés dans les complexes solublegmaort a la quantité de tanins ayant réagi
diminue lorsque la concentration en tanins initilmwgmente. Cette diminution est la plus

rapide a pH 1, suivide pH 7 et pH 9 et 11, présardes similarités.
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3. Influence du pH sur la steechiométrie

Stoechiométrie tanins/ protéines dans le Stoechiométrie tanins/ protéines dans le précipité
précipité
140.00 400.00
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Figure 41: Stoechiométrie dans le précipité selpH  Figure 42: Stoechiométrie dans le précipitésde
pH

L'évolution de la stoechiométrie dans le precipdiérs le pH rejoint I'évolution observée
pour les tanins. Présentée en figure 41 et 42, mbatre également une influence plus
marquée du pH pour les faibles concentrations ennga A pH 5, I'évolution de la

stoechiométrie est linéaire avec la concentratictaeins.

4. :Influence du pH : isothermes d'adsorption

Les isothermes d'adsorption (figure 30) présentdes difféerences selon le pH.
L'isotherme de pH 5 est trés ressemblante avee obtenue a 0% d'éthanol, et montre
I'existence d'une seule classe de site.

Les isothermes obtenues aux autres pH peuvent stoétee décrites comme la
juxtaposition de deux isothermes, le premier depéoation positive, le second de deux
classes de sites. Les isothermes obtenues a pH B sint identiques, semblables a celle de
pH 1. Les isothermes a pH 1, 7, 9 et 11 ne sontlpdses bonne qualité, ce que I'on peut sans

doute attribuer a la présence de complexes solubles

5. Influence du pH : discussion

L'influence du pH se traduit principalement papparition de complexes solubles a pH 1,
7,9 et 11, et une stoechiométrie moins élevé gpkedse mode d'adsorption des tanins sur la

BSA est également lié au pH
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a) Especes présentes selon le pH

L'impossibilité de tirer une loi générale concernigffet du pH sur l'interaction tanins /
protéines a été soulignée dans I'étude bibliogogghiPour pouvoir interpréter et discuter les
résultats obtenus sur l'influence du pH, il estadtout d'abord indispensable de savoir sous
guelle forme existent les espéces présentes emiosol(acide tartrique, éthanol, BSA et
tanins). Mis a part I'éthanol, dont le pKa est 1%8pH influence la forme de toutes les
autres, comme représenté sur la figure 43. L'aeidaque est un diacide de pKa 3,4 et de
pKa= 4,37, il est donc présent sous trois formes.

* Tanins

Les tanins peuvent étre considérés comme des daidkdss de pKa compris entre 8 et 9
152 Cependant, aux faibles valeurs de pH, les tanorelensés peuvent s'oxyder, et se
comporter alors de maniére trés différétite

« BSA
Le pH influence bien sir la charge globale de 1aAB$I=4,9), mais également sa

structure, dont certaines formes sont montréegyanef44.

1 3,5 5 7 9 11 X
AT | AT i L ATE i

| BSA*(E)! BSA*(F) | B$SA(N) BSA-(N)] BSA (E) !

é 'Ii‘anins i i i Taninai: -

Figure 43: Espéces présentes aux différents plitésillors des interactions tanins / BSA

Figure 44: Représentation des diverses formes @sia®*®

b) Formation de complexes solubles

Dans les résultats présentés ici (figure 39), teaptexes solubles ne sont observés qu'a

pH 1, 7, 9 et 11, soulignant l'effet du pH sur Iéammation. En effet, le pH joue un rdle
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majeur dans la solubilité, puisqu'il permet I'ajifi@r ou la disparition de sites hydrophilés
Lorsqu'une quantité suffisante de tanins recoua®3A, la solubilité diminue, comme cela a
été observé dans d'autres?¢ad 'agrégation de plusieurs complexes solubles ggalement

conduire & la précipitatiGir.

c) Mode d'adsorption de la BSA sur les tanins

Les isothermes d'adsorption révélent des procédsnsques a pH 9 et 11, sans doute du
au fait que la BSA est sous la méme forme (extensasique). La similarité avec pH 1 peut
alors s'expliquer par le fait que la BSA y est aaess forme étendue (extension basique). A
pH 3,5, la BSA est sous forme F, d'ou une isothedifférente. Enfin, les isothermes sont
différentes a pH 5 et 7, alors que la BSA est danforme N dans les deux cas. La différence
vient sans doute de l'absence de charge a pH 5 ailee la BSA est faiblement chargée
négativement a pH 7 (domaine 1, -11; domaine liggdmaine Ill, +1). Il est donc possible de
conclure que le mode d’interaction entre les taping BSA est déterminé par la structure de

cette derniére.

d) Quantités de tanins et protéines précipités

Dans nos expériences, les capacités de précipitdés tanins par la BSA en fonction du
pH peuvent étre classées de la maniere suivante> 8 > 1~ 7~ 9~ 11. L'optimum de la
précipitation n'est donc pas obtenu au point isbéipie, comme cela était supposé dans les
premiers travaut® . Cependant, les résultats obtenus ici sont efaifmadéquation avec
ceux obtenus par Naczk al dans leur étude de l'influence du pH sur l'inteoactanins
condensés / BSAL

Une stoechiométrie plus faible indique des sites port$°°. La présence de ceux-ci est
confirmée par les isothermes d'adsorption décridank classes de sites.

En regardant ces résultats sous I'angle de la forégue, dont les valeurs sont données
dans le tableau 14, il ressort que la précipitadoninue avec son augmentation. Etudiant
également l'influence de la force ionique surdiattion entre les tanins et la BSA, De Freitas
et al observent aussi une diminution de la précipitatioec la force ioniqué’ et en déduisent

I'existence de liaison hydrophiles.
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Tableau 14 : Valeurs de force ionique selon le pH

pH |

35 2.43E-02
5 8.69E-02
7 9.98E-02
1 1.00E-01
9 1.00E-01
11 1.01E-01

e) Conclusion

L'influence du pH sur l'interaction tanins / BSAmeanifeste donc de plusieurs maniéres.

* La conformation de la BSA, dirigée par le pH, détieie le mode d'adsorption des
tanins sur la protéine.

» La charge résiduelle sur la BSA, fonction du pHyvique I'apparition de complexes
tanins / protéines solubles, engagés dans un igégudivec les tanins libres.

» La force ionique, controlée par le pH, influencest@echiométrie de réaction.

Il serait bien sir extrémement intéressant de dtrenavec précision les formes des

tannins a pH 1 pour pouvoir interpréter les réssita

D. Etude a I'équilibre: conclusion

De nombreuses caractéristiques de l'interactionedet tanins condensés et la BSA
ressortent de son étude a I'équilibre.

Tout d'abord, l'interaction n'est pas stoechiomg#j mais le ratio dans le précipité est
proportionnel au ratio initial entre les taninsl@&tBSA. Ce ratio initial est extrémement
important, puisqu'il va décider du mode d'adsorptites tanins sur la protéine. Dans les
conditions du vin, un ratio T/P faible est a I'amgyd'une adsorption par coopération positive.
Si le ratio est supérieur aux nombres de sitesodibfes sur la BSA, I'adsorption des tanins
semble provoquer une dénaturation de la protéieaniaraction via deux classes de sites.

En faisant varier le pH et I'éthanol, la compléraeté des forces hydrophiles et
hydrophobes dans l'interaction apparait. Ces @sutioncernant I'équilibre vont maintenant

étre une aide dans la compréhension de la cinétigues interactions.
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lll. Etude cinétique

A. Préambule : Interprétation des résultats de turbidmétrie

La turbidimétrie et la néphélométrie permettentidantifier un trouble dans une solution.
La différence entre ces deux techniques est lagdétde mesure : la lumiére transmise pour
la turbidimétrie, la lumiére diffusée a un certaimgle pour la néphélométrie. Les bases des
techniques pour l'analyse de l'interaction entrmmusés phénoliques et protéines ont été
posées par Chapti

A notre connaissance, les travaux traitant lesngnpar la turbidimétrie ou la
néphélométrie ne s'intéressent qu'au trouble maxiffaumé durant la réaction et aucun n'a
utilisé ces résultats en termes de cinétique. @ekdsst pourtant évoquée dans les travaux de
Chapori®? et le profil du trouble en fonction du temps apfiiedans une étude de De Freitas et

Mateus?. Ces deux courbes sont montrées en figure 45.

EBC
1 -
10
® z
£
2
£
e
@
0 —
@ . : , : :
) ) f ] : 1 % 100 200 00 iy

0 1 2 3 4 5 mn

Figure 45: Evolution du trouble avec le temps erfgr@uche) du sulfate de cinchonine et de la biret (droite) des
procyanidines et des PRPS

La courbe de la figure 46 est un exemple typiquealebe obtenue dans ces travaux, les
différentes valeurs qui vont étre utilisées danshapitre y sont présentées. Il est possible d'y

distinguer le comportement courant et le comportermétial.
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Evolution du trouble formé par des tanins (568) et de la BSA (16M)

0-60s 0-400 heures

Ld _/_k_,_/—’—’—.—’_Q—‘—'_‘
L) 400 + o *
700 /ffﬁ/_’d
1200
600
l/—7n1’4Qyth\ + 478 8

R?=0.9763

y = 66.814Ln(x) + 1087.6
R?=0.9363

Trouble (NTU)

0

Trouble (NTU)

0 0 20 30 40 50 60 70

Temps (s) 0 50 100 150 200 250 300 350

Temps (heure)

Figure 46: Trouble formé par des tanins et de lABSomportement courant (gauche) et initial (drpite

1. Comportement initial

Dans les 60 premieres secondes, le développemetrbulie suit une droite, et il est
possible d'écrire la relation (1).

[NTU]P,T,t—»O = a'(I?,P Xt+ b(r),p (1)

0

ou a;

interprété comme la somme des troubles des tahotesseprotéines a la mise en contact.

p» est la vitesse initiale de développement du t@ui NTU.8, b, peut étre

2. Comportement courant

L'évolution du trouble avec le temps ressembleftdsment a ce qui est observeé dans les
travaux évoqués précédemment. De plus, cette éwol@st parfaitement corrélée a un

logarithme, et il est possible d'écrire la relatf@h
[NTUL o) = A In(0) + B, . (2)
B, , est une constante représentant la turbidité &ttein bout d'une unité de temps. La
vitesse courante de développement du trouble tsatars selon 3.

d[NTU]

A
L jm(t) SALHO

3. Autres types de trouble

Si I'évolution du trouble ne suit pas la relati@i, €lle sera alors détaillée.
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B. Influence du ratio tanins / BSA

Le trouble formé entre différentes quantités ddantaret de BSA est étudié dans les

conditions de solution modele vin : 12% EtOH, pHB. 3,

1. Quantité de BSA fixe

Les différents parametres présentés en préambuoteéaadiés pour 1aM de BSA avec

différentes quantités de tanins.

a) Comportement courant

Le comportement courant présente deux profils idiffts selon la concentration initiale en
tanins

e 0<|[T]<2000 mg/L

Entre 0 et 2 g/L de tanins, le trouble est lié @mpgs de maniére logarithmique selon la
relation (2). Les valeurs du trouble finaly Aet Brp ainsi que les coefficients de corrélation

correspondants sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15: valeurs du trouble finaly Aet Br p (selon[NTU]T,p(t) = AT ) In(t) + BT P)et des ccefficients

de corrélation correspondant pour l'interaction entifférentes concentrations en tanins et de 1A BSuM)

[Tanins] Trouble final a b F
10 11 0.55 7.5 0.8263
50 30.2 2.42 154 0.9373
100 59.5 4.85 25.3 0.9157

300 424 26.19 108.9 0.9912
400 589 41.24 357.3 0.9926
500 867 54.76 623.8 0.957
700 1467 66.81 1087.6 0.9363
900 1421 53.27 1181.6 0.9166

2000 1222 26.98 1073.6 0.9814
. Trouble final

La figure 47 présente I'évolution du trouble fiealfonction de la concentration initiale en
tanin. Le trouble augmente jusque 700 mg/L avantddaeinuer. On retrouve ici la
concentration [T]* définie précédemment, corresorida la stoechiométrie. Observant le

méme phénomeéne de stabilisation du trouble lordajleut de protéine a des tanins, De
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Freitas et Mateus proposent la TSA, Tannin Spediitvity, correspondant a la quantité de

protéines aboutissant & ce trouble maxirffim

Trouble final selon la concentration initiale

en tanin
1600 *
1400 — o
=) \
= 1200
\Z/ 1000
E 800
£
@ 600
E
400
e
= 200
0 4
0 500 1000 1500 2000 2500

[tanins] (mg/L)
Figure 47: Trouble final selon la concentrationtiale en tanins. L'astérisque indique la conceritnafT*.

Ce phénomeéne est expliqué par Sieberf>® selon le schéma correspondant ajouté en
figure 48. Lorsque [T]<[T]* les tanins s'adsorbsnr la BSA, sans aucun doute de maniére
multidentate, comme vu précédemment. Au fur et dumeque la concentration en tanin
augmente, la quantité de protéine qui agit augméegadement, le trouble augmente. Lorsque
[T]=[T]*, toutes les protéines sont liées a desrtanA partir de ce point, les tanins ajoutés se

fixent aux protéines, mais pour cela, des sitegeshbise libérer, et le nombre de protéine par

L

[Phenol] = [Protein]

L33

[Phenol] < [Protein]

[Phenol] > [Protein]

tanin diminue, le trouble aussi.

Figure 48: aggrégats correspondants aux différerdables observés, selon Siebert et al

. Vitesse de développement du trouble
Comme vu en préambule, la vitesse de développedoainbuble satisfait la relation (3):

d[NTU]

_Are
. l,p(t)_ (3
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La valeur de Ap en fonction de la concentration initiale en tagéh donnée en figure 49.
La vitesse de formation du trouble augmente potgirgtre son maximum en 700 mg/L de

tanin avant de diminuer.

Vitesse de réaction selon la concentration
initiale en tanin

80
70 *

60 /\’\
50

40 /

30

20

t*dNTU/dt

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
[tanins] ( M)

Figure 49 : Vitesse de développement du troublensiel concentration en tanin. L'astérisque indidae
concentration en tannin générant le trouble maximum

On sait que la vitesse de réaction peut s'écriomnse
v=KT]°[P"
ou k est la constante de vites8est[] les ordres cinétiques partiels par rapport aunsaet
la protéine.
Lorsque [T]<[T]*, l'ordre est supérieur a 1 par pag aux tanins, c'est-a-dire qu'une
augmentation de leur concentration se traduit paraugmentation de la vitesse de réaction.
Par contre, lorsque [T]>[T]*, l'ajout de tanin pomue une diminution de la vitesse de

réaction, I'ordre est inférieur a 1.

* 5000 mg/L <[T]

A 5000 mg/L de tanins pour 18M de BSA, le profil du trouble avec le temps, prése
en figure 50, est clairement différent de celuiesiaé aux concentrations inférieures. En effet,
lors de la mise en contact des tanins et des pestgile trouble commence d’abord par
diminuer. Aprés une minute, et la premiere agitatio tube, la valeur du trouble augmente
de maniere assez importante pour diminuer de nouvetaut attendre 30 minutes pour que
le trouble augmente avec le temps. L'étude dduéinte de I'éthanol effectuée plus loin

essaiera d'expliquer ce comportement.
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Evolution du trouble entre les tanins (5g/L) et la BSA (1g/L)

0-30 minutes 0-400 heures

1300 k 1300
1100

100

[
¢

900

Trouble (NTU)

Trouble (NTU)

700

500

300
Temps (minutes) 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temps (heures)

Figure 50 : Trouble formé entre les tanins (5g/t)eeBSA (15:M) durant les premieres 30 minutes (gauche) et 400
heures (droite)

I-1-b. Comportement initial

De méme que le comportement courant, le comportenmetial differe selon la

concentration en tanin.

 0<[T] <2000 mg/L
Pour des concentrations inférieures a 2 g/L densarle trouble suit la loi linéaire (2)
indiquée en préambule. Les valeurs de a° et b gjus les coefficients de corrélation

correspondants sont présentés dans le tableau 16.

Tableau 16 : valeurs de a°, b° et des ccefficieatsadrélation correspondant pour l'interaction emtlifférentes
concentrations en tanins et de la BSA (15uM) sBlob=a°xt+b

[Tanins] a° be P

50 56.54 4.94 0.9856
100 86.91 6.73 0.9928
300 2664 108.93 0.9912
400 4361.1 108.27 0.9965
500 8897.1 249.67 0.9967
700 20139 478.87 0.9763
900 19687 662.93 0.9265
2000 4114.3 891.67 0.9647
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. Vitesse initiale de développement du trouble
Le graphique du facteur a°, vitesse initiale deefliypement du trouble, selon la quantité
de tanin initiale est représenté en figure 51. carloe présente sensiblement le méme profil
gue pour la vitesse courante, a savoir une augthmamtae la vitesse initiale avec la
concentration en tanin jusque 700 mg/L, puis umairdition. La vitesse de réaction est
identique a 700 et 900 mg/L.

Vitesse de réaction initale selon la concentration initiale
en tanin

25000

20000 P -
15000 /IL ‘1\

dNTU/dt
B
8
o

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750

[tanins] ( M)

Figure 51: Vitesse initiale de développement duliie selon la quantité de tanin initiale.

Il a été vu que la vitesse de réaction peut s&erir k[T]|°[P]"
soit, en passant en logarithme(v) = In(k) + OIn([T])+ M In([P])
et, lorsque + 0
In(v) = In(k)+ @In([T])+nIn(PJ)
La courbeln(v) = f(In([T]°)) est donc une droite de perfte Pour détermines, Il est

possible d'utiliser la vitesse de réaction en NTU&s le coefficient la reliant la reliant a la

vitesse en mol#é® se retrouve dans I'ordonnée a l'origine de lalmtracée en figure 52.

- 88 -



Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

Détermination de l'ordre cinétique initial partiel par rapport au tanin

[Tli<[T}* [Tli>[T]*

y =2.8067x - 7.7651

© R2= 0.995/ ® u‘
y =-1.6213x +20.349

8 ) 2
R?=0.9529

In(a)

\

4 45 5 55 6 65 62 6.4 66 6.8 7 72 74 76

In([T19 In([T19

Figure 52: Détermination de l'ordre cinétique paitpar rapport aux tanins

L'ordre cinétique partiel par rapport aux taninsdesc de 2,81 pour [T]i<[T]* et -1,62
pour [T]i>[T]*. Ces ordres ne peuvent pas étre gakiges a la réaction, car l'ordre initial et
I'ordre courant sont souvent différefifs

. Trouble initial

Le facteur b° représente le trouble formé a l'imista0, il peut étre considéré comme la
somme du trouble lié a la protéine et de celuali& tanins. Comme il apparait sur la figure
53, cette valeur augmente avec la concentratidialmien tanin, méme si, apres 900 mg/L de
tanin, cette hausse n'est plus linéaire. Le faé uvaleur de trouble a T* ne soit pas le
maximum confirme que la particularité liée a cetédeur trouve bien son origine dans le

mécanisme de la réaction.

Trouble initial selon la concentration en tanin

1000
900
800 /
600

500 *

400

Trouble a t=0

300

200
i A‘/’_/
0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

[tanins] pM

Figure 53: valeur de b°, représentant le troublBristant t=0, selon la concentration initiale eartin.
L'astérisque représente la valeur correspondantrauble final maximal obtenu.
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b) Conclusion

L'étude du trouble créé en fonction du temps pogi lde BSA et des quantités
croissantes de tanins met en avant la quantité beerwée durant I'étude a I'équilibre. En
dessous de cette quantité, I'ordre cinétique pgvde rapport au tanin est supérieur a un.
Lorsque que [T]i est supérieur a [T]*, l'ordre digée partiel est inférieur a 1. Ceci est

confirmé par I'étude au temps initial.

2. Variation de la concentration en protéine

Les mémes manipulation que précédemment sont &éaliavec trois concentrations en
BSA (0,1/1/104g/L)

a) Comportement courant

* Trouble maximum

Le trouble maximum obtenu lors de linteractionrentes différentes quantités de
protéines étudiées selon la quantité de tanin @jest présenté en figure 54. La valeur du
trouble pour 15QM de BSA et 5¢g/L de tanin n‘apparait pas car etesapérieure a la limite
de l'appareil (4500 NTU).

Les trois courbes présentent une augmentationodible avec la concentration initiale en
tanin. Dans le cas de 1M en BSA, l'augmentation s'arréte entre 80 et 2¥i0de tanins,
c'est donc la que se situe [T]*. Pour 18@ de BSA, cette stabilisation du trouble n'est pas

observée. L'explication donnée pour 18 de BSA s'appligue donc bien aux trois

Trouble (NTU)

concentrations.
Trouble maximal obtenu pour différente concentration en tanins et BSA
0-300 uM 0-2000 uM
700 5000
4500
600 | 4000 /
| | [BSA} ~ 3500
B [ / 2 2000 BsA} |
400 —e—BuM € w0 —A—15uM | |
—=—50uM 2 / ——5uM
300 3 2000 —m—150uM [
= 1500
200 000 T
00 A & 500
0 Zf‘/ 0000 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00 1400.00 1600.00 1800.00

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00

[tanins] ( pM)

[tanins] ( pM)

Figure 54 : Trouble maximal formé par différentemqtité de tanins et de BSA. Le graphique de ganel&intéresse
gu'aux plus faibles concentrations en tanin.
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» Vitesse courante de développement du trouble

La valeur de Ap, reliée a la vitesse de développement du trouddtnda relation (3), en
fonction de la concentration initiale en tanin pdes trois concentrations en protéine, est
donnée en figure 55.

Le profil pour 1,5 et 15QM est construit de la méme facon que celui al¥5 la vitesse
de développement du trouble augmente tout d'abard & concentration initiale en tannin
jusqu'a une certaine concentration, avant de dieninGette valeur, qui était de 700 mg/L
pour 15uM de BSA, est de 100 mg/L pour 11 en BSA et 900 mg/L pour 150M de
BSA.

Il est intéressant de noter que jusque 10 mgAwligion de la vitesse de développement
du trouble est identique pour les trois concertratien protéine, puis, entre 100 et 400 mg/I
de tanins, la vitesse est la méme pour 15 et MO Cela implique que, dans certaines
conditions de concentration, la vitesse de dévelommt du trouble est indépendante de la

concentration en protéine, c'est-a-dire que I'opamiiel est nul.
Si l'on reprend I'équationv =k[T]°[P]" de la cinétique, elle devient & ces
concentrations = k[T]®.

Vitesse de développement du trouble pour différentequantités de tanins et de protéines

0-300 uM 0-2000 pM

50 300

“ A

0 [BSA] uM 250 [BSA] uM ||

—a—15 —a—15
35 JR—
5 200 5 1

5 —— 150 8 ——150
: )2 g

2 50
z L =z
b=l el
£ 2 £

100
15
10
50
5 ———
0.00 50.00 00.00 150.00 200.00 250.00 300.00 000 20000 400.00 600.00 800.00 100000 1200.00 400.00 1600.00 1800.0
[tanins] pM [tanins] pM

Figure 55 : Vitesse de développement du trouble fidiy 15 et 15@M de BSA en présence de différentes
concentrations en tannin. La graphique de droiteussagrandissement aux plus faibles valeurs.

b) Comportement initial

» Vitesse initiale de développement du trouble
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La vitesse initiale de développement du troubléomction de la quantité de tanin initiale
(figure 56) suit la méme tendance pour les troisceatrations en protéines, a savoir une
augmentation jusqu'une certaine concentration ®in,tauis une décroissance / stabilisation.
La concentration en tanin correspondant a la \at@siale maximale est la méme que pour la
vitesse courante.

Cependant, I'évolution de la vitesse selon la diéade protéine est trés différente de ce
qui a été observé pour la vitesse courante. En, ¢ffiet que la vitesse de réaction maximale
n'a pas été atteinte, c'est toujours la conceotratn protéine la plus basse qui donne le

développement du trouble le plus rapide
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Vitesse de réaction initiale entre différentes quan  tités de tanins et de protéines

0-300 pM 0-2000 pM

5000 25000
[BSA] p
4500 [BSA] uM -
4000 —a—15 20000 P
. \ 815
3500 * —e— 150

—e— 150

3000
2500
2000 L 10000

1500 /
000 5000
500 "‘M - A |

o 4/ r o Lk A—h—h A

0.00 50.00 100.00 150.00 20000 250.00 300.00 0.00 500.00 1000.00 1500.00 200

dNTU/dt
dNTU/dt

[tanins], uM [tanins], pM

Figure 56: Vitesse initiale de développement dultte pour 1,5, 15 et 15(M de BSA en présence de
différentes concentrations en tannin. Le graphidaealroite est un agrandissement aux plus faibles
valeurs.

En appliquant la méme méthode que précédemmerstt ipossible de déterminer les
ordres partiels par rapport aux tanins. On trowspectivement pour 1,5 et 1pM 2,02 et

2,23, a comparer avec 2,81 pour .

3. Influence du ratio : conclusion

L'étude de la cinétique d'interaction entre legnmet les protéines permet de suggeérer un
mécanisme d'interaction semblable a ceux décrits talittérature. De plus, lorsque [T] est
inférieur a [T]*, l'ordre cinétique partiel par faqrt est supérieur & 1, celui concernant les
protéines semble nul. Ensuite, l'ordre partiel eégatif par rapport aux tanins (une
augmentation de leur concentration ralentit latiéay et devient positif par rapport a la BSA

Dans les 60 premieres secondes, l'ordre cinétigrieeppar rapport a la BSA est négatif.

Ces résultats sont difficilement comparables aeelittérature puisque dans les travaux
s'intéressant a la cinétique de l'interaction wmiprotéines utilisent de la BSA greffée a un
support et assument une dégénerescence de l'dCépendant, ils n'‘observent aucune

variation du phénoméne cinétique avec la concénitran tanif?’.

C. Influence du pourcentage d’éthanol

Pour mesurer l'influence du pourcentage d'éthamol'igteraction entre les tanins et les
protéines, la réaction entre i§ de BSA d'une part et 100, 300, 500, 700, 90002000
mg de tanins d'autre part a été suivi dans dellai@o modele vin (5 g/L d'acide tartrique, pH
3,5) a différent pourcentage d'éthanol (0, 5, £0.2D).
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1. Comportement courant

a) 0<[T] <2000 mg/L

Pour des concentrations en tanins inférieures A_2I'gthanol n'influence pas le profil
général du trouble en fonction du temps, un exeregielonné en figure 57 pour 700 mg/L de
tanins, qui obéit toujours a la relat{(thU]TYP(t):AT,PIn(t)+BT,P. Il est donc possible

d'effectuer une comparaison des parametres deseites de trouble en fonction du
pourcentage d'éthanol.

Trouble formé entre 15 uM de BSA et 700 mg/L de tan in
selon le pourcentage d'éthanol

1700

\
J

EtOH

——0

—a—5

——10

Trouble (NTU

—%—20

0 0.5 1 15 2 25 3 35
Temps (h)

Figure 57: Evolution au cours du temps du trouloliexfé par 700 mg/L de tanins et 28l de BSA a différents
pourcentage d'éthanol. les écart-types ne sont@a®sentés au temps inférieurs a 20 minutes plugrge
lisibilité.

* Trouble final
Le profil du trouble final selon la concentratianitiale en tanin (figure 58) présente la méme
allure quelque soit le pourcentage d'éthanol : auggmentation avec la concentration initiale
en tanin, puis une baisse / stabilisation. La vatkula concentration en tanin conduisant au
trouble maximum n'est donc pas dépendante du paage d'éthanol.

Il est cependant intéressant de remarquer que(@8éunt'éthanol, le trouble reste constant
lorsque [T]>[T]*. Sachant qu'a ce pourcentage ddth, l'interaction entre tanin et BSA et

purement hydrophobe, cela peut dire que le phénemenprovoque cette baisse de turbidité
est lié a des interactions hydrophiles.
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Trouble final selon la concentration en tanin et le Influence de I'éthanol sur le trouble final entre
% d'éthanol des tanins (560 uM) et la BSA (15 uM)

1800.00 1800.00

1600.00 1600.00

1400.00 . 1400.00 $
= ’ E
E 1200.00 = 1200.00
E % 1000.00
= 1000.00 c
1= EtOH = 800.00
= 800.00 - Q@
% ——0 -g 600.00
S 600.00 —= 5 o
< = 400.00
= —a—10

400.00 1%

i B 200.00
200.00 1@ —*—20 0.00
0.00 0 5 10 . 15 20 25
0 1000 2000 3000 4000 5000 EtOH ( A))

[tanins] ( pM)

Figure 58: Trouble final entre les tanins et la B8&  Figure 59: Influence du pourcentage d'éthanol sur |
#M) selon la concentration initiale en tannin et le  trouble final entre 700 mg/L de tanins et 1g/l d&B
pourcentage d'éthanol. Le méme profil est observé pour 100, 300, 500, 900,
2000 et 5000 mg/L de tanins.

Comme le montre la figure 59 pour 700 mg/L de tanile pourcentage d'éthanol
influence le trouble final. En partant de I'eaugyue trouble final diminue avec I'addition
d'éthanol jusque 10%, avant d'augmenter par la,Slés tendances similaires étant observées
pour toutes les concentrations en tanin. Cela spard aux valeurs obtenues lors de I'étude
stoechiométrique.

» Vitesse courante de développement du trouble

L'influence du pourcentage d'éthanol sur la vitesserante de développement du
trouble a 500mg/L de tannin apparait dans la figireLa vitesse forme une parabole en
fonction du pourcentage d'éthanol, avec un minimumM0% (figure 61). Le méme

comportement est observé quelque soit la concantrah tanin.

Vitesse de réaction entre lestaninsetla BSA15 uM Vitesse de réaction entre destanins (400 M) et 15
(Ethanol 20%) MM de BSA selon I'éthanol
70.00
70.00
60.00 A
60.00
50.00
50.00
8 40.00 k]
=} . ke
E > 40.00
30.00
2 Z 3000
b
20.00
20.00
10.00
10.00
0.00
0 000 2000 3000 4000 5000 6000 0.00
0 5 0 5 20 2
[tanins] ( pM)

% EtOH

Figure 60: Evolution de la vitesse de réaction enés Figure 61: Influence de I'éthanol sur la vitesse de
tanins et la BSA a 20% développement du trouble entre les tanins a la BSA
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b) [T] =5000 mg/L

Il a été vu précédemment que I'évolution du troublBg/L de tanin et 16M de BSA
differe fortement de celle des concentrations iat@es en tanin, la principale particularité
étant une diminution du trouble avec le temps cokxdia une augmentation brutale aprés la
premiere agitation. Ce comportement se retrouvecegk@ a 0% d'éthanol et revient

progressivement jusque la courbe logarithmiquerfrade” a 20% d'éthanol, comme cela peut
se voir en figure 62.

Trouble formé par 5g/L de tanins et 1g/L de BSA
selon le % d'EtOH

3000

EtOH (%

——0 |
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2000 —A— 0 |
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Figure 62: Influence de I'éthanol sur la formatida trouble au cours du temps a 5g/L de tanins 4t dlg
BSA.

Comme décrit dans la partie staechiométrique, latdéation de la BSA augmente avec le
pourcentage d'éthanol et les molécules de dépabmiepas identiques. Or, le fait d'arriver a
un trouble final identique laisse supposer queolamexe formé est identique et donc que la
BSA s'est bien dénaturée sous l'effet de I'adsorates tanins. La cinétique observée 0 a 15%

représente donc l'effet cumulé de l'agrégational@ss et de la dénaturation de la BSA.

2. Influence de I'éthanol: conclusion

On observe tout d'abord une évolution du troublgimal avec I'éthanol, correspondant a
I'évolution de la quantité de tanin fixée sur latpme étudiée précédemment. D'autres
travaux observent un tel comportement du trotiblé.a vitesse de réaction est également
influencée par I'éthanol.

L'un des points les plus importants est I'évolutiortrouble au cours du temps a 5 g/L de

tanins, qui peut sans doute étre relié a la déatduarde la protéine.
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Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

D. Influence du pH

Pour mesurer l'influence du pH sur l'interactiotretes tanins et les protéines, la réaction
entre 15uM de BSA d'une part et 100, 300, 500, 700, 9000206000 mg de tanins d'autre
part a été suivie dans de la solution modéle vig'i&d'acide tartrique, 12,5% EtOH) a pH 1,
3,5 (témoin) et 5. Cependant, les résultats obtanpkl présentent un trouble extrémement
faible et leur répétabilité est médiocre, ainsirnks seront pas utilisés. L'explication de ce

phénomene se situe peut-étre dans la présencergdex@s solubles observés a I'équilibre.
1. Comportement courant

a) 0 < [T] <2000 mg/L

A pH 5, entre 0 et 2 g/L de tanins, le trouble lgsau temps de maniére logarithmique
selon la relation (2). Les valeurs du trouble fins}p et Brp ainsi que les coefficients de

corrélation correspondants sont présentés daablieai 17.

Tableau 17 : Valeurs du trouble final, AT,P et B{sElon ) et des ccefficients de corrélation cqroeslant
pour l'interaction entre différentes concentrati@rstanins et de la BSA (15uM)

[Tanins] Trouble final a b F
10 9.96 0.1639 6.0362 0.8871
50 42.6 3.4362 23.25 0.957
100 109 7.2548 65.654 0.9456
300 397 13.567 293.09 0.9605
400 477 16.251 359.94 0.9864
500 567 17.203 461.86 0.9916
700 955 30.566 753.78 0.9818
900 948 23.949 808.87 0.9948

2000 990 23.606 761.02 0.8997

* Trouble final

Les valeurs obtenues pour le trouble finale sedoooincentration initiale en tanin a pH 5
suivent la méme tendance qu'a pH 3,5. Le troubignente avec la concentration en tanin
jusque [T]* (figure 63). La valeur de cette concahbn est la méme (700 mg/L) pour les
deux pH. Si les valeurs de trouble final sont assmmblables au début, elles sont moins
importantes pour pH 5 a partir de 500 mg/L. Onowte tout & fait les observations
effectuées dans la partie stoechiométrie.
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Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

De méme qu'a 0 % d'éthanol, le trouble formé patdains et la BSA reste stable apres
[T]*. Ceci est encore a mettre en paralléle avexigine purement hydrophobe des
interactions et sera discuté plus loin.

Trouble final entre lestaninsetla BSA (15 pM) selon

le pH
1600
1400
—
_~ 1200 >—
=)
g w00
< ¥
©
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=
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= 400 —e—35
—a—5
200 -
&
0.00 1000.00 2000.00 3000.00 4000.00 5000.00 6000.00
[T], uM

Figure 63: influence du pH sur le trouble final entes tanins et la BSA (18J)

» Vitesse de réaction courante

En augmentant le pH de 3,5 a 5, la vitesse coudmntiveloppement du trouble diminue,
mais suit la méme tendance (figure 64). Elle audengqusqu'a la concentration [T]* puis
diminue.

Vitesse de développement du trouble entre la BSA
(15 pM) et les tanins a différents pH

80.00

70.00 * pH
—e—35
60.00
—&—5
5 50.00
=
40.00
zZ
z *

3000 /\.\
20.00 A
10.00 ///—
0.00 /

0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00

[Tanins] (mg/l)

Figure 64: Influence du pH sur la vitesse de dépptment du trouble selon la concentration initiatetanin.
L'astérisque indique la concentration de troublafimaximum dans ces conditions.

La différence entre l'interaction a pH 3,5 et pldsh la présence de liaison hydrogene. I
semble donc que celle-ci permette d'augmentetéase de l'interaction
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Etude de l'interaction tanins condensés / BSA

b) [T] =5000 mg/L

Il a été vu précédemment que I'évolution du troubkg/L de tanin et 1pM de BSA, pH
3,5, differe fortement de celle des concentratiom®rieures en tanin. La principale
particularité étant une diminution du trouble avecdemps combinée a une augmentation
brutale apres la premiere agitation. Lorsque lgppbkke a 5, le trouble a 5g/L suit de nouveau
une loi logarithmique.

En se basant sur ce qui a été observé pour I'mfluele I'éthanol, ceci s'explique par

I'absence de dénaturation de la BSA a pH 5.
2. Comportement initial

a) Vitesse initiale

L'influence du pH sur la vitesse de développemeitial du trouble est montrée sur la
figure 65. Alors qu'aux faibles concentrations,vieesse est indépendante du pH, est elle
ensuite beaucoup plus faible a pH 5 (figure 65).ples, le profil de cette vitesse avec la

concentration initiale en tanin est trés différent.

Vitesse de réaction initiale selon le pH

25000.00

20000.00 re pH
——35
—a—5

15000.00

10000.00

5000.00 / *

0.00

0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00 1400.00 1600.00 1800.00

[Tanins] ( pM)

dNTU/dt (NTU/S)

Figure 65: Influence du pH sur la vitesse initiale développement du trouble. L'astérisque indique |
concentration de trouble final maximum dans cegldams.

Il apparait donc que l'importance des liaisons bgeines sur 'augmentation de la vitesse

d'interaction est encore plus marquée pour le commpent initial.
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b) Trouble initial

De méme que pour pH 3,5, la valeur de b° (troubléngtant t=0) augmente avec la
concentration en tanin. Toutefois, elle sembletabilsser aprés 900 mg/L, contrairement a
pH 3,5 (figure 66). Dans I'ensemble, a I'exceptien2g/L, les valeurs obtenues a pH 5 sont

légerement supérieures a celle de pH 3,5.

Trouble initial formé entre destaninsetla BSA(1 5
HM) selon le pH

1000.00

900.00 A

800.00 A

700.00 4

0)

600.00

500.00

400.00 /
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/// —=—pH5

200.00

100.00 &-e/

0.00 -/
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NTU (t
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Figure 66 : Valeur de b°, représentant le troublBigstant t=0, selon la concentration initiale ¢éanin a pH
3,5 et 5.. L'astérisque représente la valeur cqrogglant au trouble final maximal obtenu.

3. Influence du pH: conclusion

De méme que le pH influence I'état a I'équilibtenfluence la cinétique de la réaction
entre les tanins et les protéines. Il semble qoer e temps initial a pH, l'ordre cinétique
partiel par rapport aux tanins soit nul. Malheuegnent, I'absence de résultats interprétables a
pH 1 ne permet pas d'interpréter pleinement cestaés.

E. Etude cinétique: conclusion

L'utilisation de la turbidimétrie a permis plusisuavancées. Le suivi du développement
du trouble au cours du temps a permis de mettravant le changement d'ordre cinétique
partiel par rapport aux tanins lorsque [T] attdiff*. L'ordre O obtenu par rapport aux
protéines montre que la cinétique de réaction @sgée par les tanins. Il semble que

également que la présence de liaisons hydrogéfareercette vitesse.
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En s'intéressant aux troubles finaux, il est pdssile suggérer un mécanisme qu'il faut
maintenant rapprocher de ce qui a été observéldamastie précédente.
Enfin, la dénaturation de la protéine supposéederbétude de l'influence de I'éthanol est

confirmée par I'évolution du trouble au cours dupe a différent pourcentage d'éthanol.

L'observation de la cinétique durant les 60 preesiesecondes rappelle I'astringence et il
serait intéressant de savoir si une corrélatiostex@ntre les valeurs de vitesse de réaction et

I'apparition de la sensation d'astringence.

V. Interaction tanin protéine: proposition d'un modéle

Au terme de cette étude concernant linfluence ahio,r du pH et de I'éthanol sur
l'interaction entre les tanins condensés et la BE&st possible de proposer un mécanisme
d'interaction entre ces molécules dans les comditdu vin (5 g/L d'acide tartrique, 12%

éthanol, pH 3,5). Celui-ci est dépendant d'un r%%a tel que:

sl T cestandie [TI< [T]* et [P}>[P]*,

Pl [Pl
L'interaction se fait par une adsorption des tasimsles sites hydrophobes de surface de
la BSA.
La BSA n'est pas précipitée entierement et cetlatag ne précipite pas et provoque une

baisse du pourcentage des tanins précipités. L'd@uanin provoque lui une augmentation
du trouble suite a la création de liaisons multidess avec plusieurs protéines.

L'ordre cinétique partiel par rapport aux taninsisee aux environs de 2,5. Il semblerait
gue celui par rapport a la BSA soit nul dans ceesiconditions: la concentration de la

protéine n'a alors aucune influence sur la cinétiqu

. Si%> E’% , Clest-a-dire [T]> [T]* et [P}<[P*,

La BSA est vraisemblablement dénaturée et entiareprécipitée et son ajout en solution

entraine sa précipitation. L'interaction avec besrts se fait selon deux classes de sites: des

interactions hydrophobes sont renforcées par desofis H.
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L'ajout de tanin diminue le trouble, car en libdrales liaisons multidentates pour
permettre au maximum de tanins de se lier a la BiS#traine la diminution de la taille des
aggrégats. Quelque soit la quantité de tanin agoueépourcentage de tanins précipités atteint
un équilibre.

Enfin, I'ordre partiel de réaction est négatif ggpport aux tanins.

L'existence d'une équation reliant linéairementalo dans le précipité au ratio initial

- o T]*
montre la continuité du phénomeéne de part et d?amte[[jf.
BSA*

Toutes ces caractéristiques sont réesumées daigsiia 67.
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se, interaction hydrophobe + hydrophile

Interaction entre la BSA et les tanins condensés en milieu vin
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Figure 67 : Schéma ilustratif de 'interaction eatia BSA et les tanins condensés en milieu vin
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Chapitre Ill - Suivi des tanins et des protéines
durant la vinification et la dégustation :

visualisation de leur interaction



I. Introduction

Lors de la vinification parmi les composés du raesxtraits dans le moQt se trouvent bien
sir des tanirfs et des protéiné®. Le milieu dans lequel ils vont évoluer est exteément
complexe, de par sa composition, mais aussi deésofution en termes de pH, degré
alcoolique, température qui vont influencer I'egtien des compose&s

Quant a la salive, en plus de comprendre des ocestale protéines et de posséder des
propriétés viscoélastiques bien particuliéres, aaposition évolue également au cours du
temps et selon les individt’$ ?°7 Lors de la dégustation, les tanins du vin s@uent donc
de nouveau dans un milieu complexe.

Dans ces conditions, les résultats obtenus ersanilides solutions modeles ne peuvent
pas prendre en compte tous les paramétres, ¢tithpératif d'observer les interactiomssitu
pour comprendre réellement les phénomenes.

Le suivi des tanins durant la vinification a dé&it f'objet de travaux, portant tant sur les
composés phénoliques dans leur enseffibfE que sur I'étude précise de la composition en
proanthocyanidinéé®. De méme, quelques études s'intéressent a I'édvalutes protéines
durant la vinification®. Cependant, & notre connaissance, aucun travalese intéressé a
suivre tanins et protéines en méme temps.

L’interaction des tanins avec les protéines dealives a été grandement étudiée, sous
plusieurs aspects. Les raisons de I'existence tle itgeraction, qui serait une protection des
animaux contre certains aliments riches en taffir ses conséquences sur le transport de
certains flavanols dans I'organisttont été abordées. Cependant, la plus grande pisie
publications s’intéressant aux interactions erarens et protéines salivaires sont dirigées vers
I'astringencé®®. Mais, & la lecture de ces publications, il appatp’aucune, & notre
connaissance, n'a étudié l'interaction directenaam®ic du vin et de la salive.

Dans ce chapitre, constatant 'absence de protéiaes le vin rouge alors qu’elles sont
présentes dans le raisin, des vinifications soalis&es pour suivre leur évolution ainsi que
celle des tanins et corréler les deux comportemdatsuite, la dégustation est recrée
directement entre des solutions de tanins ou dwetila salive pour visualiser l'interaction
entre tanins et les protéines. Enfin, les méthoeledes résultats sont éclairés dans la

perspective d’un test d’astringence.



ll. Les protéines du vin rouge

L'objectif de cette partie est d'appliquer la méthde précipitation des protéines au TCA
a un vin rouge pour essayer d'en visualiser legejmes. Ces protéines pourraient étre des

protéines du raisin, mais également dériver d'agamicollage.

Lors d’essais préliminaires, une grande quantitprdééines a été révélée sur le gel 2D
(figure 68). Cependant, I'analyse de ces spotsLgaMS/MS a révélé qu'il s'agissait de
protéines provenant du métabolisme de bactéridggjaes, liées a I'oxydation du vin. Dans le
cas d’'une bouteille fraichement ouverte, aucun&pre n'a pu étre détectée, méme si le vin

est concentré avant la précipitation des protéines.

a0 40 30 20 10 0
ma/l maifL masL mafL mafl mafl

Figure 68: Gels 2D d'un vin contaminé. Figure 6%tBrmination de la limite de détection de la
BSA dans du vin par gels 1D.

Pour s’assurer de la validité de notre méthodenadéterminer la limite de détection, du
vin supplémenté de différentes quantités de BSA 200 30, 40, 50 mg/L) est analysé. La
présence de BSA apparait sans équivoque dées 10(fiigite 69).

L’absence de protéines détectées dans le vin &t ldavin concentré tendrait & montrer
gu'il N’y a pas de protéines ou que leur quantiétemp faible pour étre détectée. Cependant,
la limite de détection de la BSA est inférieure awoncentrations apparaissant dans les
quelques publications s'intéressant au Stfjetl est également possible que des protéines

hY

soient présentes dans les vins analysés, mais leg’aoient couplées a d’autres

- 106 -



macromolécules comme les tanins ou les polysaadsgri empéchant ainsi leur
précipitatiort”.

Il a été montré au chapitre précédent que, s'texioujours un pourcentage résiduel de
tanins qui ne réagissent pas, les protéines ptéotptoujours intégralement, a condition qu’il
y ait suffisamment de tanins. Il est donc toutibdeobable qu’il n’y ait plus de protéine dans
le vin rouge. Des analyses par ultracentrifugatarméme un dépét de vin directement sur
gel pourraient confirmer ces résultats.

Pour essayer de répondre a ces questions, il est dkile de suivre I'évolution des

protéines durant la vinification.

lIl.  Du raisin au vin : suivi des interactions tanins protéines lors

de la vinification

Pour suivre I'extraction des tanins et des protéolens le moQt et essayer de quantifier
leurs interactions, deux séries de microvinificasi@nt été réalisées au laboratoire, avec deux
modalités étudiées : témoin et tanisage (40g/hlgrsLdes prélévements, en plus des
parametres classiques (pH, S@egré alcoolique ...), les concentrations en pmet&t en
tanin ont été recherchées. Il est utile de noter lga résultats obtenus en microvinification

peuvent étre comparés a ceux obtenus erftave

A. Suivi des protéines

* Cuves témoins

Le suivi des protéines a été réalisé par gels 2ihalyse HPLC. En I'absence de tanisage
(témoin), la concentration en protéine du modttest d’abord Iégérement inférieure a celle
de la pulpe, avant d’augmenter et de redescendike reste ensuite constante pendant
guelques heures avant de décliner (70 heures)réfigd). Les gels 1D, obtenus aprés
précipitation directe de la pulpe et du modt tén{eans tanisage) montrent la méme tendance
(figure 71).

Ces résultats correspondent sans doute a l'extnactes protéines dans un premier
temps, d’ou une concentration dans le modt |légemenmderieure a celle de la baie. La
concentration observée par la suite, supérieur@a dteur initiale dans le modt, peut
s’expliquer par la complexation des protéines alsctanins, sans toutefois entrainer la
précipitation. Le méme phénomeéne a été observéldamde des interactions entre la BSA et
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les tanins, entrainant également un artéfact dein@e®urant le plateau, les quantités de
protéines extraites et précipitées sont identiquésalement, lorsque I'extraction des

protéines est terminée, la quantité restante pté@pelles disparaissent du modt.

Suivi des protéines du moQt

0-3h 0-80h

60
60

@
50 . —
—=#— Tanisage 40g/h |7 —=&— Tanisage 40g/h

Y
0

30

[Prot], mg/L

[Prot], mg/L

0 i & 0 0 20 30 40 50 60 70 80

0 05 1 15 2 25 3 Temps (h)
Temps (h)

Figure 70: Suivi de la concentration en protéineslde modt par HPLC.
Le graphique de droite reprend les 3 premieres dgui fleche indique I'ajout de tanins.

Il n'est pas possible d'identifier les protéinepatir du gel 1D, on peut toutefois
remarquer que les bandes sont comprises entre 25 ka, correspondant a ce qui a été
observé dans des travaux consacrés a l'étude desines de la baf&. Les premiéres
protéines extraites sont situées sur une bandeadntours de 30 kDa. Ces protéines
appartiennent sans doute a la pellicule, et il pstsible de retrouver des spots assez
importants pouvant correspondre sur des gels 2Prdtéome de pellicufé®. De plus ces
bandes correspondent & celles observées dansde pirsot noit®

@ & © « @

F 3

Figure 71 : Gels 1D de protéines de la pulpe (ajemodt apres 5 minutes (b), 30 minutes (c), ten@d),
2h30 (e). Les marqueurs sont indiqués en kDa.
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* Cuves tanisées

Dans le cas des cuves tanisées, la concentratigmoégine chute immeédiatement apres
I'ajout de tanins. On peut donc logiquement suppose précipitation des protéines par les
tanins ajoutés.

De plus, on peut remarquer que, quelque soit ldafité, le levurage, effectué au bout de
24 heures, n'a pas d’influence sur la concentratioprotéine.

Lors de la seconde série de microvinifications uaecprotéine n'a été détectée en HPLC
et les bandes observées en gel 1D étaient extrémdaibles. Ceci peut s’expliquer par le
fait que, lors de la réception des raisins, ceuxssus de vendanges mécaniques, étaient déja
dans le jus a la réception. Celui-ci a été immeédignt retiré pour conserver les raisins en
bon état, mais, comme présenté dans le chapitli®dpidphie, il semblerait que la majeure

partie des protéines du mout soit déja extraites dejus®®.

B. Suivi des tanins

Le suivi des tanins a été réalisé par purificason colonne, phloroglucynolise, HPLC-
MS/MS lors de la seconde micro-vinification.

En absence de tanisage, la concentration en tanm ld cuve augmente la premiére heure
puis reste stable avant de diminuer au bout de @eke(figure 72). Le degré de
polymérisation moyen des tanins, situé aux alestder3,5 lors des premieres minutes de la
vinification, se stabilise ensuite vers 2,5 durkest 6 heures suivantes avant de fluctuer a
nouveau (figure 73). Enfin, le pourcentage d’'ungaBates diminue fortement au début de la
microvinification avant de rester assez stableu(kgr4).

La diminution puis la stabilisation du degré deypoérisation et du pourcentage de gallate
peuvent s’expliquer par la complexation avec leggines. En effet, il a été montré dans la
littérature que les tanins du vin précipitant alecprotéines sont préférentiellement ceux de
DPm et de pourcentage de gallate le plus impoff&nGBette précipitation avec les protéines
s’accompagne naturellement d’une diminution desfgetr en tanin. Une fois que toutes les
protéines ont réagi, alors que les tanins contind&ire extraits, leur concentration peut de
nouveau augmenter.

L’ajout de tanin exogene provoque une baisse imatédie la concentration en tanin dans
les cuves. La concentration en tanin suit ensuigetement la méme tendance que dans la
cuve témoin, mais a un niveau inférieur. A I'ajalgs tanins de vinification, le DPm

augmente lui immédiatement, avant de baisser gladuent pour atteindre un niveau

- 109 -



semblable a la cuve témoin au bout de 6 heurescefoant le pourcentage de gallates, le
tanisage ne provoque pas d'effet immédiat, maentdlla diminution observée dans la cuve
témoin. La encore, le profil des courbes est idgmtientre les cuves témoins et tanisées, mais
le pourcentage de gallate reste supérieur daretnd cas.

La baisse lente du DPm et du pourcentage de galdiservée ensuite peut laisser penser
gue les tanins précipitant sont ceux ajoutés. hedes disponibles sur l'influence du tanisage

§3, 144

s'intéressent souvent a des temps de vinificatios fong , Il est donc difficile de

comparer ces résultats, méme si, dans le mémevalieerde temps, aucune influence de
I'ajout de tanin n'est observé dans certains travawivas et Glories constatent également

une diminution des phénols totaux en ajoutant 1dgllagitanin a du Merldt*.

Concentration en tanins au cours de la vinification

0-5 heures 0-100 heures

250.00
250.00

200.00
200.00

150.00

100.00 §
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[tanins], normalisée

—e— Témoin X
5000 —m— Tanisage
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—&— Tanisage

Temps (heure) Temps (heure)

Figure 72: suivi de la concentration en tannin (malisée a 100 a t0) pour les cuves témoins etéasid e
tanisage est indiqué par une fleche. .

Evolution du DPm au cours de la vinification
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500 500
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Figure 73: suivi du DPm des tanins (normalisée @ 2G0) pour les cuves témoins et tanisées. Laagei est
indiqué une fleche.
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Evolution du pourcentage de gallate au cours de lanification
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Figure 74: suivi du pourcentage d’'unité gallateofmalisée a 100 a t0) pour les cuves témoins éséas. Le
graphique de droite reprend les 6 premiéres hedeegnisage est indiqué par une fleche.

V. Tanins et protéines salivaires : suivi de l'interation lors de la

dégustation

Pour suivre l'interaction entre les tanins et lest@ines salivaires, des expériences de
titration salive-tanin mimant la dégustation de wnt été réalisées. L'objectif était de

comparer la composition de la salive avant et alardggustation par HPLC ou gels 2D.

A. Détermination du ratio vin / salive lors de la dégastation

Pour réaliser les expériences dans les conditemplus proches de la réalité, le ratio vin /
salive lors de la dégustation a tout d’abord étémés Pour cela, il est demandé a un
volontaire de boire une gorgée dans un verre retdgsiu, préalablement pesé, et de recracher
cette gorgée dans un second verre, préalablenréntLi& volume moyen d’'une gorgée a été

établi a 30 mL tandis que celui de la salive estmé.

B. Suivi de I'interaction par HPLC

Une premiere étude a été menée pour essayer défigundean quantité de protéine salivaire
précipitant avec du vin. Pour cela, la méthode HRI&Ueloppée pour étudier l'interaction
tanins / protéines est reprise, en remplacantriggipes par de la salive directement. Pour les
tanins, ce sont soit les tanins commerciaux uslggns I'étude en milieu modele, soit du vin.

L'emploi de la salive et du vin rend nécessaimrg@ddisation de courbes de calibration pour

ces deux composeés pour valider leur utilisation.
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1. Analyse de salive par HPLC

Pour vérifier la possibilité de réaliser cette npaétion, de la salive filtrée a été injectée
directement dans les mémes conditions (colonne,5IBblvants, gradient) que les analyses
tanins / protéines présentées au chapitre précéderthromatogramme obtenu (figure 75)
présente un pic a 13 minutes, comme il a été obgeour les protéines. La bonne corrélation
de la courbe de calibration (figure 76) valideiligation directe de la salive. Les intégrations

ont été faites en prenant en compte lI'ensemblpideprésents.

Analyse de salive par HPLC
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Figure 75: Pic de salive obtenu en HPLC (230 nm) Figure 76: calibration de la salive par HPLC

2. Analyse de vin par HPLC

De méme que pour la salive, des essais d’analysénden injection directe avec la
méthode développée dans le cadre de ces travauxeténtéalisés. Pour cela, du vin
préalablement filtré sur 0,4bM a été injecté. Le résultat étant un seul pic dangone
« tanin » du chromatogramme (figure 77), une cowldealibration se basant sur du vin a
différentes dilutions a été réalisée (figure 7&.donne corrélation de la courbe de calibration

permet de valider I'injection directe de vin.

-112 -



1000000

Calibration du vin par HPLC

Q00000 2 E408
200000 2.E+08
y =2E+08x - 782844
700000 1E+08 R2 - 5 9997
600000 1E+08
)
= 500000 <§ 1E+08
q ~
] 400000 o 8.EH07 /
< 6.E+07
300000 /
4. EHO7
200000 /
2.EH07
100000
0.E+00 T T T
i) 0 15 2/5 3/5 4/5
-100000 Dilution du vin

5 10

Figure 77 : Pic obtenu lors
I'analyse de vin par HPLC
(280 nm)

Figure 78 : Calibration de I'analyse de vin par HEL

3. Suivi de l'interaction salive / tanin par HPLC

Pour titrer la salive par les tanins, pl0 de salive sont ajoutés a 900 de tanins dont la
concentration varie entre 0 et 5 g/L (0/10/50/100/300/500/700/900/2000/5000 mg/L). La
réaction est faite en milieu vin synthétique (pB BEthanol 12% / acide tartrique 5g/L).

Les chromatogrammes (figure 79) présentent bierx ggos dont les aires évoluent

comme attendus au cours de la titration, il estcduossible de suivre l'interaction tanins /

salive avec cette méthode.
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Figure 79: chromatogramme du surnageant résultantidteraction tanins / salive
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La courbe de titration de la salive par les tar{figure 80) est tout a fait semblable a
celles des titrations de la BSA par les tanins nkéses au paragraphe précédent. |l apparait
que la totalité des protéines salivaires sont pitdgs en présence de 700 mg/L de tanins.

Titration de la salive par les tanins Stoechiométrie tanin / salive
120
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ayant réagi avec une mole de

20

% de salive dans le surnageant
protéine salivaire (eq BSA)

0 200 400 600 800 1000 0 100 2000 3000 4000 5000 6000

[tanins] (mg/L) [tanins] (mg/L)

Figure 80: Titration de la salive par les tanins  Figure 81: Stcechiométrie de I'interaction taniralige
par HPLC

Pour pouvoir comparer de maniére un peu plus appdd ces résultats avec ceux
obtenus pour les protéines pures, la stoechiomdeieette interaction a été étudiée, en
considérant que la salive contient; 8@ de protéine¥. Le profil de steechiométrie (figure 81)
a la méme allure que ceux obtenus avec la BSA, swgefois une certaine stabilité de la
stcechiométrie tant que toute la salive n'est pasiptée. Les valeurs de stcechiométrie
rejoignent la littérature (oul le ratio EGCG/IB5 par exemple estimé entre 1 &%

En utilisant I'équation établie pour la BSA au dhapprécédent,

Il - 04085 1L + 59

[BsA, BSA
pour calculer le ratio du précipité en fonction @tio initial, on observe que les valeurs

théoriques et expérimentales sont dans le méme dedgrandeur lorsque la concentration en

tanin est supérieure a 900 mg/L, comme cela pewiselans le tableau 18.
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Tableau 18 : comparaison entre ratio expérimentahéorique dans le précipité

T/P dans le précipité

[T] Expérimental Théorique
50.00 2.37 6.11
100.00 1.67 6.31
300.00 1.32 7.14
400.00 1.10 7.55
500.00 1.47 7.96
700.00 2.21 8.78
900.00 2.00 9.61

2000.00 6.18 14.14
5000.00 22.85 26.49

Cette expérience montre donc que les protéinesadsalive précipitent de maniéere

graduelle, avec une stcechiométrie finalement sditgoéacelle de la BSA.

4. Suivi de l'interaction salive / vin par HPLC

Pour veérifier la faisabilité du suivi de I'inter&mh salive / vin par HPLC, du vin et de la
salive ont tout d’abord été incubés a différentssa(Vin / salive : 90/10 — 50/50 — 10/90),
puis le surnageant a été analysé aprés centrifugdtes chromatogrammes obtenus (figure
82) présentant bien deux pics vin et salive dissingne série de titrations de la salive par le
vin dans les conditions de dégustation a été gmlBour cela, 50L de salive ont été ajoutés
a 900uL de vin a différentes dilutions (1 / 0,4/ 0,18,44 / 0,1 / 0,08 / 0,06 / 0,02 / 0,01/
0,002) réalisées dans de la solution modele via.dikes des pics évoluent comme attendu au
cours de la titration ; il est donc possible deviil'interaction tanins / salive avec cette

méthode.

Cette titration a été réalisée pour les deux vingté@moin) et B (tanisé) issus de la

microvinification présentée précédemment.
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Titration de la salive par le vin
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Figure 82: chromatogramme du surnageant  Figure 83: Suivi de la titration de la salive pan &in a
résultant de I'interaction vin / salive (vin dilad différentes dilutions
1/100e)

Le profil de titration des protéines de la salig e vin est assez proche pour les deux
vins méme si le vin B (tanis€) précipite les pnoési salivaires un peu plus efficacement que
le témoin (figure 83). De plus, alors qu'aucun dégtieur (jury de 30 personnes) n'a jugé les
vins comme particulierement astringents, il senthle les deux font précipiter l'intégralité
des protéines de la salive.

Le suivi des interactions salive / vin par HPLC régele étre un outil efficace pour
guantifier la précipitation des protéines de lavegbar le vin. Cependant, cette méthode traite
la salive dans sa globalité, et il serait intérasske pouvoir visualiser la titration de chaque
protéine salivaire.

C. Suivi de l'interaction par gel 2D

Pour analyser le comportement de chaque protéite shdive face aux tanins et au vin, la

technique de précipitation des protéines au TC&ld gD a été appliquée.

1. Détermination du ratio salive / vin idéal pour I'expérience

Pour affiner la méthode d’analyse, des gels 2D éétréalisés a partir de 25 mL de
solution modele vin a laquelle ont été ajoutés PHB), et 125QiL de salive. Dans le premier
cas, le gel résultant était trop « léger », trahargé » dans le dernier, le ratio choisi est donc

250uL de salive pour 25 mL de solution (figure 84).
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Figure 84: Gels2D de salive obtenus a partir den®5de solution vin additionnés de 125 (gauche), (2&dtre)
ou 1250 (droiteiL de salive

2. Validation de la méthode : interaction de la salivewvec la catéchine, les tanins et le
vin

Pour vérifier gqu'il est possible de suivre I'évobrt des protéines de la salive lors de
l'interaction avec des tanins, des essais ont &éses avec du vin, de la catéchine et des
tanins. Pour cela, 500 de salive ont été ajoutés a 50 mL de solutiotadé (400mg/L), de
catéchine (400 mg/L) ou de vin. Aprés vingt qudtesire de repos, les solutions ont été
centrifugées et le surnageant prélevé. L’analyseedgurnageant permet donc d’identifier les
protéinesqui n'ont pas précipité lors du contact avec le vin ou les tanins. Lesltéts sont

présentés dans la figure 85.
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Figure 85 : Gels 2D des protéines des salives mayas précipité sous I'effet du vin, de la catéehdu des
tanins. Les masses des marqueurs moléculairesesdkiDa.

Pour les trois modalités (vin, tanins, catéchifeyst possible de visualiser la disparition
de certaines protéines. Dans les trois conditides, protéines de masses moléculaires
inférieures a 45 kDa environ ont disparu. Le grouee protéines acides de masse aux
alentours de 50 kDa n'a quasiment pas précipite keffet de la catéchine, faiblement réagi
avec le vin, et beaucoup plus fortement avec Iegiga Ce groupe correspond a des PRP.
Enfin, le groupe restant estidamylasé®®, qui semble avoir interagi de la méme facon dans

les trois modalités, confirmant sa moindre réatgienvers les tanifis.

Ces résultats rejoignent tout a fait ceux obterarsdfautres travaux, le spot autour de 60

kDa pouvant correspondre aux PRP glycosylées, ssaufi graduellement avec les tafifhis
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La glycosylation des protéines salivaires de rongeigmente leur affinité avec les tarffis
mais prévient leur précipitatiotl. Enfin, les protéines de faibles masses dispawaises
premiéres sont sans doute des histatines qui fterigrés bien les taniffS, avec plus
d'efficacité que les PRP.

Le suivi de linteraction entre les protéines desédive et le vin ou les tanins par
précipitation du surnageant présente des résititgessants. Ceci permet par exemple de se
rendre compte que la catéchine entraine une digparde certaines protéines. Cette
disparition est tres intéressante, car la catéatshen dessous de son seuil d'astringence dans

nos condition&? 33°

3. Recherche d'un facteur de spécificité de l'interadbn tanin / protéine dans les

conditions de dégustation

Comme le montre le suivi de l'interaction entresédive et des composés astringents,
toutes les protéines de la salive ne présententigpaséme affinité. Une raison souvent
avancée a cela est la présence de PRP, qui squititeactives®

Pour essayer de déterminer un facteur responsahle gette affinité supérieure, la
titration de plusieurs protéines par les taninséaréalisée. Ces protéines sont I'ovalbumine,
'a-amylase, la fétuine, I@-glucosidase, la thyroglobuline, la gélatine etB8A, leurs
propriétés sont indiquées dans le tableau 19. Entiies caractéristiques, le pourcentage de

glycosylation et de proline sont présentés.
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Tableau 19 : caractéristiques des protéines étigdiée

Nom Masse Type Particularité  pl
Ribonucléase 13700 globulaire 9,6
Gélatine 15400 globulaire 16,1 % Proline 6
Ovalbumine 43000 globulaire 4% glycosylée 4,8
Fétuine 48400 globulaire 22% glycosylée 3,3
a-Amylase 60000 globulaire 5,3
BSA 67000 globulaire 0% glycosylée 4,9
B-glucosidase 135000 globulaire 3,8
Thyroglobuline 660000 globulaire 4,5

La figure 86 présente la quantité de tanin nécesgaour faire précipiter 50% de la
quantité initiale de protéine (1BM) pour les différentes protéines étudiées.

Quantité de tanins nécessaire pour précipiter 50%d e
protéine (15 pM)

b-glucosidase

1000

800 Thyroglobuline

400 Fetuin Gélatine

Ovalbumine

Tanins ajoutés (mg/L)

200

Figure 86 : Quantité de tanins nécessaires pouefarécipiter 15:M de protéine

Mise a part l'influence de la masse de la protéinesa précipitation, il ne ressort pas de
ces expériences un facteur susceptible de promoliirderaction entre les tanins et les
protéines. Ceci rejoint les résultats de Bacon heid@s qui montrent une affinité beaucoup
plus importante des tanins pour les protéines grtatide mais quasiment identique pour la

BSA, I'ovalbumine, 8i-amylase ou la gélatii&.
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D. Interactions tanins / salive : discussion

1. Spécificité de l'interaction

L'étude des interactions entre les tanins et iaesplar analyse des surnageants par HPLC
et gels 2D permet d'apporter deux visions compléan@s sur ce phénomeéne. En visualisant
les protéines n'ayant pas réagi sur gels, on sg¢ cempte que toutes les protéines ne
précipitent pas selon le méme schéma, puisque ircestade faibles masses
(vraisemblablement des histatines) disparaissens gue d'autres, commea-lamylase, sont
encore fortement présentes. Il peut s'agir de pitdtions successives, liées a des constantes
de réaction tres en faveur des histatines, ou daspitations simultanées, mais la grande
concentration em-amylase de la salive empéche la visualisationedpl®nomene. Il peut
étre intéressant d'éliminetamylase avant interaction avec les tafithsu de suivre la
titration par des protéines de la salive par lemtapar gels 2D. Cette titration a été réalisée
mais le manque de répétabilité des résultats rsgppanis une analyse.

Le suivi de la titration par HPLC révele une staeof@trie et un comportement de la
salive dans son ensemble semblable a une seun@otiui semblerait montrer la possibilité
d'étudier toute la salive comme une seule protdameeffet, I'étude de plusieurs protéines
présentant des particularités similaires a celeetadsalive ne permet pas de mettre en avant

un facteur expliquant I'affinité.

2. Astringence

Pour discuter ces résultats en termes d'astringérest d'abord important de comprendre
ce phénoméne. L'American Society for Testing andelk décrit I'astringence comme
'ensemble des sensations de rétrécissement.ediétit ou de plissement de ['épithélium
buccaf*’. La question de savoir si I'astringence est urt galune sensation a longtemps fait
débat. A linverse des golts, dont la perceptianirdie suite des ingestions répétées
l'astringence s'accentue dans les mémes conditipas certains travaux cherchent d‘ailleurs
& comprendre comment limiter ce phénoni&hévais la preuve qu'il s'agit d'une sensation
tactile est donnée trés simplement par le faitdpgesurfaces dépourvues de capteurs gustatifs
comme l'intérieur des lévres permettent de regsiasiringenc®”.

La relation entre précipitation des protéines sales et la sensation d'astringence a été
prouvéé® les résultats de cette partie confirment claimmnte diminution de ces protéines.

De méme, la lubrificatioff® et la force de cisaillement de la salive sontcéfes par des
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tanins$*”. L'hypothése la plus souvent évoquée est donalétégioration du film salivaire par
les tanins, conduisant la sensation de desséchement

Pourtant, nous observons ici la précipitation cletepdes protéines salivaires par un vin
sans qu'une astringence particuliére ne ressortka dkescription des dégustateurs et, de
manieére beaucoup plus objective, la catéchine imetia disparition de protéines salivaires,
alors qu'elle est en dessous de son seuil d'astrieg |l est possible qu'il existe une protéine
salivaire aux propriétés particulieres dont la mmiéation entraine a l'astringence. Il est
également possible que la précipitation des prestide la salive soit un phénomene
accompagnant l'astringence. De nombreux travaugntgécrejoignent cette hypothese en
montrant que l'astringence serait plutét la consgge de la fixation des tanins avec des
protéines de la muquetié&et plus particuliérement sur des cellules épighéd”®. Dans ce
cas, il se pourrait méme que l'astringence ne st due aux tanins complexés avec les

protéines de la salive mais au contraire, & ceureprécipitent pa&°.

E. Vers un test d'astringence ?

Plus qu'une base de la sensation en bouche déd&idescripteurs sur 53 y sont refi8s
I'astringence est un critéres d’acceptation infuees du vin par le consommatétly qu'il
soit dégustateur averti ou ndh Pouvoir prédire cette astringence serait donémement
intéressant.

Deux grandes approches peuvent étre suivies ptairCertains utilisent le concept de la
« boite noire », qui consiste a corréler le sighahné par un appareil dans I'analyse de
I'échantillon avec l'astringence exprimée par uryjuDe ce concept découlent les langues
électroniques, appliquées au Ith ** ou au th&°>*" Certains utilisent également de

linfrarouge & transformée de Fourfrér

La seconde approche de modélisation de l'astrimgeonsiste a mimer l'interaction avec
la salive et d'en analyser le résultat. Si une nitiales travaux s'intéresse a la tribologie de
linteractiori*’, la majorité proposent de prédire I'astringengmétir d’analyse des composés

phénolique¥®. Corrélant les résultats de plusieurs méthodesndsure des tanins avec

| 360

'astringence des vins analysés, Kennetlal > concluent que les meilleurs tests sont ceux

faisant réagir une protéine modélisant la salivatteCprotéine peut étre la gélatine, considérée

862-364

comme modele de PR® la mucin ou encore I'ovalbumirt® et la réaction se fait
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souvent par turbidimétri€®. L'utilisation d'une protéine modéle est évidemmem facteur

limitant, et il serait intéressant d'identifier ym®téine de la salive.

Les travaux réalisés dans ce chapitre trouveninei application. Le suivi de la titration
de la salive par les tanins et le vin par gel 2Bxngettra sans aucun doute l'identification
d’'une ou plusieurs protéines représentative duéproe salivaire. En effet, dans une récente
étude, Gambuttiet al suivant une démarche semblable, ont isolé quatotéines : la
lactoferrine, deux PRP et I'a-amyld%e Cependant, ce résultat est limité par le ratidlsu
ont utilisé : moitié tanin, moitié salive. De pldtilisation de gel 1 D ne permet pas une
grande précision sur l'identification des protéinésa titration de la salive par gels 2D
proposée ici permettra donc sans doute de suiwrengortement d'une protéine représentant
la salive dans son interaction avec des substastesgentes, ou de I'évolution du ratio entre

plusieurs protéines, peut étre plus & méme dedapeol'astringenc’®

Toutefois, ces techniques présentent un handicsava@r qu'elles sont intimement liées a
I'idée que c'est la précipitation des protéineldmlive qui est a l'origine de l'astringence. En
effet, si I'astringence est liée a l'interactiors d@nins qui n‘ont pas réagi avec la salive sur

d'autres cellules (comme évoqué plus haut), cés pesirraient s’avérer caduques.

Le suivi de l'interaction entre salive et vin padPltC présenté dans ce chapitre prend ici
un grand intérét, puisqu'il permet d'avoir accés guantité de tanins qui n‘ont pas réagi avec
la salive. Plus largement, il inclut tous les cosgsdu vin, ce qui n'est pas négligeable quand
on sait qu'une une vingtaine de molécules (comnseag@&les cinnamiques ou benzoiques)
autres que les tanins ont été identifiés comméngsits dans le viR°. Enfin, de nombreux
facteurs liés au vin (pH, éthanol, acidifé polysaccharidés® *Y ou a la salive (pH*
viscosité’® ) influent sur l'astringence. Ills sont entiérememis en compte avec cette
méthode.

Vu la faible quantité de salive (3 par échantillon) nécessaire dans cette méthaode, i
est tout a fait envisageable de réunir un jury égudtateurs, de lui faire déguster des vins
plus ou moins astringents, puis, de faire réaggalasze moyenne de ce jury avec chacun des
vins pour établir un corrélation entre vin pré@pisalive précipitée et astringence. Il est alors
facile d’analyser un vin et de prédire son astnmgeface a ce jury. Pour un jury de trente
personnes, en prélevant 5 mL de salive a chacwserd alors possible d’effectuer ... 3000

analyses !
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V. Conclusion

L'extraction des protéines et des tanins du ralaims le modt a pu étre visualisée. Leurs
comportements respectifs permettent de mettre miete une premiére interaction tanins /
protéine dés cette instant, ce qui, a notre cosaace, n'avait pas encore été réalisé. Il serait
maintenant utile de réaliser ces manipulationsilte teéelle, pour disposer ainsi d'une plus
grande quantité de protéines et faciliter leur ipigation par le TCA. Suivre la composition
en protéine de modts de vin rouge, roseé et blanpagalléle et dans les mémes conditions
permettrait également d'attribuer la disparitioa getéines a l'interaction avec les tanins ou a
d'autres facteurs liés au raisin. L'influence doisiage apparait trés clairement, et il sera
intéressant d'investiguer plus avant les résultdittenus, pour adapter les pratiques de
tanisages rencontrées sur le terrain.

Cette visualisation de la disparition des protéipest expliquer qu'aucune protéine n’ait
éte trouvée dans le vin rouge. Toutefois, des apalyar ultracentrifugation par exemple

pourraient confirmer ces résultats.

La titration des protéines de la salive par lesnset le vin a été réalisée par HPLC. La
meéthode par injection directe du surnageant deefattion donne acces aux quantités de
tanins et protéines n'ayant pas précipité. Leslmeside titration et de staechiométrie montrent
un mécanisme d'’interaction identique a celui obsenv solution modeéle. La précipitation des
protéines n'ayant pas réagi au TCA et leur anapaegel SDS-PAGE offre de trés jolies
perspectives pour suivre le comportement de chamatéine individuellement face aux
tanins.

Les résultats permettent de penser que l'astriegestbien reliée a la précipitation des
protéines de la salive, mais sans doute a travenspgnénomene plus complexe.
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Conclusion Générale

Conclusion Générale

L'interaction entre les tanins et les protéinesiasies phénomeénes les plus importants en
(Enologie. Depuis l'extraction des composés durralans le modt jusqu'a la dégustation, et
méme l'assimilation des composés du vin par l'osgag, cette réaction se produit a plusieurs
étapes. Pour mieux comprendre linteraction endé® thnins et les protéines, une étude
fondamentale de son mécanisme mais eégalement nmgré€oension de la maniere dont elle
se déroule dans le milieu cenologique (vinificatbralégustation) sont requises.

Les travaux concernant l'interaction entre |'allnemie sérum bovin (BSA) et des tanins
de pépins dans un milieu reprenant les caractfuissi du vin (pH 3,5/ 12% d'éthanol / 5 g/L
d'acide tartriqgue) a mis en avant des propriétgésrelles.

La réaction n'est pas stcechiométrique mais il @xiat relation liant le ratio final dans le
précipité au ratio initial.

Un ratio initial optimum sépare deux modes d'adsanpdes tanins sur la BSA.

En dessous de ce ratio, les tanins s'adsorbentvérsr de la coopération positive
principalement des sites hydrophobes. La quan&t88A précipitée est alors limitée et son
ajout provoque une diminution des tanins précipii@ns ce cas, I'ordre cinétique partiel est
nul par rapport a la BSA, supérieur a 1 par rappoxttanins.

Au dessus de ce ratio, l'adsorption des taninsraibige faire via deux classes de sites,
profitant de la dénaturation de la protéine gigvoquent lors de l'interaction. Les liaisons
sont ici hydrophobes, renforcées par des liaisgasdgenes. L'intégralité de la BSA ajoutée
précipite, mais son ordre partiel cinétique étaférieur a 1, elle ralentit la réaction.

Dans tous les cas, il existe un équilibre entrentaajoutés et tanins précipités.

Lorsque les conditions de pH et d'éthanol évolubrs, mécanismes d'adsorptions des
tanins sur la BSA évoluent également. L'interackoires les tanins et les protéines se fait

sans doute suivant des mécanismes différents as deda vinification et de la dégustation.
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Au tout début de la vinification, les tanins et pFstéines du raisin interagissent et il est
possible de suivre I'extraction et la dispariti@s grotéines au bout de quelques heures. Tant
gu'elles sont présentes dans le molt, ces protéimient |'extraction des tanins. Cette
disparition des protéines explique l'impossibilité les détecter dans le vin rouge, malgré
l'utilisation d'une méthode dont la limite de détat est trés basse. L'ajout de tanins en début

de vinification permet de précipiter les protéiaesfur et a mesure de leur extraction.

Deux méthodes ont été mises au point pour suiwreeraction entre les tanins et les
protéines de la salive.

La premiere, utilisant 'HPLC, permet en visualidarsalive dans sa globalité, de montrer
gu'elle se comporte comme une seule protéine éamblde de réaction est semblable a celui
de la BSA.

La seconde méthode, une analyse des protéinesnf@aréagi par gels bidimensionnel,
montre que certaines protéines salivaires de faibsse moléculaire sont précipitées

entierement mais ne permet pas d'affirmer une giézide la précipitation.

La disparition de certaines protéines en présemceotnpose€s non astringents pose la
guestion de la relation directe entre la détériomatdu film salivaire et la sensation

d'astringence.
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Perspectives

A l'issue de ces travaux, plusieurs axes de rebberpparaissent en perspective.

L'étude des interactions entre les tanins et la BSgermis de proposer un mécanisme
d'agrégation. Poursuivre les investigations avagtEs outils comme la microcalorimétrie ou
le dichroisme circulaire permettra de quantifier émergies mises en jeu et de confirmer les

phénomenes de dénaturation.

La cinétique de la réaction donne également desnr&tions sur le mécanisme et pourrait
expliqguer des différences d'affinité observées eemirotéines. Il faudra compléter ces
expériences, a l'aide de méthodes quantitativpessible.

Pour comprendre |'évolution des protéines et destaau cours de la vinification, une
étude plus importante, se basant sur les résoltéeus ici, peut permettre de comprendre la
maniére dont les protéines disparaissent. Il s@aitexemple envisageable d'extraire des
protéines et des tanins de raisin, puis d'appliteeméthodes développées dans ces travaux
pour comprendre leur interaction en milieu modé&e,comparer les résultats avec ceux
obtenus en vinification.

L'analyse de salive par HPLC, en donnant acces faisaaux quantités de produits
précipités et restant en solution, peut étre unil autile dans la compréhension de
I'astringence. Il faudra pour cela déterminer si c@rélations existent entre l'astringence d'un
produit ressenti par un panel et les quantitésadms précipités ou non. De méme, il serait
intéressant d'étudier par gel bidimensionnel lecipig@tion de protéines induites par des
molécules au dessus et en dessous de leur sestilrdjance.

L'idée d'une relation existante entre le ratiortariprotéines initial et final est séduisante:

serait-il possible de choisir la quantité de tanqmee l'on souhaite donner a un vin ?
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Liste des Abréviations

AGP Arabinogalactane protéine

BSA Albumine de Serum Bovin

C (+)-Catéchine

DPm Degré de polymérisation moyen

EC (-)-Epicatéchine

ECG Epicatéchine gallate

EC-P (-)-Epicatéchine phloroglucinol
EGC (-)-Epigallocatéchine

EGCG Epigallocatéchine gallate

EGC-P (-)-Epigallocatéchine—phloroglucinol
EtOH Ethanol

HPLC Chromatographie liquide haute performance
MS Spectrométrie de masse

PGG Pentagalloylglucose

pl Point isolélectrique

PRP Protéines riches en proline

RG Rhamnogalcturonane

SIM Single lon Monitorization

TCA Acide Tricholoroacétique

TGG TetraGalloylglucose
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