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Introduction générale 
"L'harmonie et l'équilibre en bouche sont les signes d'un bon vin, mais ce sont les tanins 

qui déterminent les grands vins". Cette citation d'Emile Peynaud résume toute l'importance 

des tanins dans la dégustation, mais également dans le vin et l'Œnologie en général, puisque le 

profil que les tanins donneront au vin quelques mois, quelques années, quelques décennies 

plus tard se dessine dès la mise en cuve des grappes. Mais ce parcours qui les mène du raisin à 

la bouche est semé d'obstacles, le plus important étant peut-être la présence de protéines. Par 

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

 

Au cours de la vinification, les occasions pour les tanins de réagir avec les protéines sont 

nombreuses et ce dès le début de l'extraction des composés de la baie,  parmi lesquels figurent 

tanins et protéines. Ce sont ensuite les protéines des levures, introduites pendant la 

fermentation alcoolique, puis les produits de collage utilisés pour la clarification du vin. 

Pendant ce temps, les conditions du milieu évoluent, le degré alcoolique et le pH 

particulièrement. Lors de la dégustation, ce sont les protéines de la salive qui piègent les 

tanins, provoquant la sensation bien connue d'astringence. Une fois passée cette barrière, les 

tanins se retrouvent alors dans l'organisme où ils peuvent révéler d'autres propriétés, 

notamment antioxydantes.   

 

Mais alors, quels sont les facteurs importants dans l'interaction tanins / protéines? Et 

comment agissent-ils? Quels sont les mécanismes de l'interaction?    

 

Le but de cette étude est d'essayer de répondre à ces questions en tentant d'apporter des 

éléments clé du mécanisme d'interaction entre les tanins et les protéines, à travers une étude 

fondamentale et un suivi en conditions réelles pendant la vinification. 

 

Dans une première partie, la place des tanins condensés du vin rouge au sein de la famille 

des polyphénols, leur structure chimique et leur réactivité dans la thématique œnologique 
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permettent d'apprécier l'importance de ces composés dans le vin. Les protéines susceptibles 

d'interagir avec les tanins, à savoir celles du vin et de la salive sont ensuite présentées dans 

leur contexte. Enfin, la complexité des interactions entre les tanins et les protéines ressort de 

l'étude des différents aspects de ce phénomène. 

 

Le matériel ainsi que les méthodes utilisées sont détaillées dans le deuxième chapitre 

 

L'impact des principaux facteurs entrant en compte dans l'interaction tanin / protéine est 

ensuite présentée au chapitre trois. Pour cela, les caractéristiques cinétiques et 

stoechiométriques de l'interaction sont d'abord dégagées de l'étude entre de la BSA, utilisée 

comme protéine modèle, et des tanins de raisin à l'aide de différents outils analytiques. 

L'influence sur ces caractéristiques de l'éthanol et du pH est alors étudiée pour comprendre le 

rôle joué par les différentes forces intermoléculaires. Un mécanisme d'interaction entre la 

BSA et les tanins condensés dans les conditions du vin peut ainsi être proposé. 

 

Le chapitre quatre concerne le suivi des interactions entre les tanins et les protéines depuis 

la mise en cuve du raisin jusqu'à la dégustation. La composition du moût en tanins et 

protéines au cours de la vinification est étudiée, ainsi que l'influence du tanisage, pratique 

œnologique extrêmement répandue, sur cette composition. Les résultats obtenus permettent de 

préciser la façon dont les protéines disparaissent du moût. La réaction entre le vin et la salive 

est ensuite analysée pour qualifier et quantifier la précipitation des protéines salivaires. C'est 

alors l'occasion de discuter ces résultats en termes d'astringence et de proposer un test pour la 

prédire.  
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I. Les tanins 

A. Introduction 

1. Origine du  mot « tanin » 

 

Issu du radical gaulois tann (chêne), le mot tan désigne l’écorce de chêne moulue utilisée 

pour le tannage végétal. Il est à l’origine du mot tanin1, « substance amorphe très répandue 

dans le bois, l'écorce, les feuilles et/ou les racines de nombreux végétaux, apte à transformer 

la peau en cuir »1. 

En effet, le tannage des peaux, apparu -7000 et -3000 en Asie du sud et toujours 

d’actualité, consiste à traiter des peaux fraîches avec des extraits végétaux ou des métaux qui 

jouent le même rôle : en complexant le collagène de la peau, ils conduisent à sa précipitation, 

rendant les peaux imputrescibles.  

Une étape importante de la recherche sur les tanins est franchie en 1920 lorsque 

Freudenberg les sépare en deux grandes classes, hydrolysables et non hydrolysables2. A partir 

de 1945 apparaissent de nouveaux thèmes de recherches qui ne sont plus reliés exclusivement 

au tannage du cuir3,  principalement dans les travaux de Bate-Smith4-9, qui définit les tanins 

comme des polyphénols solubles capables de précipiter les protéines.   

2. Les polyphénols 

a)  Les polyphénols : généralités 

Caractérisés par la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques comportant des 

groupements hydroxyles, les polyphénols sont les métabolites secondaires les plus répandus 

parmi les végétaux10. A ce jour plus de 8000 structures différentes sont connues dont 

plusieurs centaines au sein des seuls végétaux comestibles11. 

Du fait de cette abondance, leur classement n’est pas aisé et peut varier selon les 

publications. Certains dénombrent 9 familles en se basant sur les squelettes de bases (C6-C1, 

C6-C2, C6-C3, C6-C4, C6-C1-C6, C6-C2-C6, C6-C3-C6)12 (figure 1), tandis que d’autres 

considèrent que 5 familles suffisent pour les expliquer en totalité11 : les acides 

hydroxybenzoïques, les acides hydroxycinnamiques, les stilbènes, les flavonoïdes, les 

lignanes. 
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Figure 1: Classification des polyphénols selon la structure du squelette de base 12 
 

b) Polyphénols et vin 

Les polyphénols contenus dans le vin sont généralement classés en flavonoïdes 

(représentés dans la figure 1) et non-flavonoïdes. On trouve ainsi les stilbènes et les acides 

phénols (non-flavonoïdes) d’une part, les flavones, flavonols, flavan-3-ols et anthocyanes 

(flavonoïdes) d’autre part. La figure 2 présente les polyphénols du vin selon cette 

classification. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
Figure 2: Classement des polyphénols du vin en flavonoïdes et non-flavonoïdes 



 

 
 

B. Classification des tanins 

Il existe cinq grandes catégories de tanins. Aux quatre sortes connues et intensivement 

étudiées (ellagitanins et gallotanins, qui font partie des tanins hydrolysables, tanins condensés 

et tanins complexes)13, s’est ajoutée récemment une famille supplémentaire, les phlorotanins 

(le premier travail les concernant est paru en 197714). 

 

1. Phlorotanins 

Les phlorotanins sont des oligomères ou polymères d’unités dérivées du phloroglucinol 

dont la différenciation s’effectue sur la base de la nature des liaisons inter-monomères et des 

profils de substitution de ces derniers. Tandis que les fucols sont liés par des liaisons aryl-aryl, 

les phloréthols, hydroxyphloréthols et fuhalols sont liés par des liaisons éther et les 

fucophloréthols par les deux précédents types de liaison15. 

Les phlorotanins se trouvent exclusivement dans les algues brunes, comme Bifurcaria, 

Carpophyllum, Cystophora, Cystoseira, Eisenia, Fucus et Sargassum spp16. 
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Figure 3 : Les principaux phlorotanins 
 

2. Tanins hydrolysables 

Les tanins hydrolysables doivent leur nom à leur capacité de libérer sous hydrolyse acide 

l’acide gallique (gallotanin) ou l’acide ellagique (ellagitanins). Ils sont produits par des arbres 

et plantes comme le sumac, l’acacia, le chêne, le châtaignier ou le terminalia17.  
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a) Gallotanins 

Les gallotanins (présentés en figure 4) résultent de la combinaison d’un acide gallique et 

d’un polyol [D-glucose dans la plupart des cas13] dont les fonctions hydroxyles peuvent être 

substituées par un ou plusieurs groupements galliques.  

Présents dans de nombreuses espèces végétales, le TGG (2,3,4,6-tetra-O-galloyl-D-

glucopyranose) et le β-PGG (1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucopyranose) peuvent être 

considérés comme les gallotanins les plus importants : ce sont les composés de bases pour la 

synthèse de quasiment tous les tanins hydrolysables13. 

 
Figure 4 : les principaux gallotanins 

 

b) Ellagitanins 

Les ellagitanins (présentés en figure 5) proviennent du couplage oxydatif d’au moins deux 

unités galliques d’un gallotanin, couplage qui conduit à la formation d’un groupement 

hexahydroxydiphenoyl (HHDP) chiral. Les principales variations entre ellagitanins 

proviennent du degré de galloylation, des couplages oxydatifs existants, de la formation de C-

glycosides aromatiques et de la polymérisation à travers des couplages oxydatifs C-O18.  
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Figure 5: Ellagitanins 
 

3. Tanins complexes 

Les tanins complexes sont des tanins hydrolysables (gallotanins ou ellagitanins) reliés à 

un groupement flavonoïde par une liaison C-glycosidique13. Les tanins complexes peuvent se 

former dans le vin élevé en barrique lorsque les flavonoïdes entrent en contact avec les tanins 

hydrolysables libérés par le bois19. L’accutissimine A (figure 6) est le plus connu des tanins 

complexes20  

 
Figure 6: Accutissimine A 
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4. Tanins condensés 

a) Nomenclature 

Les tanins condensés sont molécules issues de la polymérisation des flavan-3-ols, sous 

classe des flavonoïdes (figure 7).  Les monomères de flavan-3-ols ne sont donc pas des tanins 

au sens strict du terme, mais ils sont souvent englobés dans l’appellation. 

Recherchant les synonymes utilisés dans la littérature, Aron et Kennedy ont trouvé les 

expressions suivantes21 : tanins végétaux, flavanes, flavolanes, polyflavanes, catéchines, 

leucoanthocyanidines condensés, proanthocyanidines condensées, procyanidines, polyphénols 

de plante … C’est la désignation « proanthocyanidine » qui fait référence. 

 

 
 

Figure 7 : Structure générale des proanthocyanidines de raisin 
 

b) Source 

De nombreux fruits, légumes, graines ou épices contiennent des proanthocyanidines. Les 

plus faibles quantités se trouvent dans la pêche, le kiwi ou la banane tandis que c’est la 

canelle qui est la plus riche en proanthocyanidines (8108,2 mg / 100 g)22. Quelques valeurs, 

issues également de22, sont présentées dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : Quantités de tanins condensés dans certains aliments 

Produit mg/100g ou mg/L 

Pêche 2.9 
Kiwi 3.7 
Banane 4 
Avocat 7.4 
Haricot noir 8.1 
Cerises 8.2 
Noix de cajou 8.7 
Mûre 8.9 
Jus de pommes 9 
Dattes 10.7 
Mangue 12.8 
Beurre de cacahuètes 13.2 
Abricots 15.6 
Nectarines 22.8 
Bières 23 
Mûres 27 
Framboise 30.2 
Poire 31.9 
Raisin rouge 61 
Pêches 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 à cuir 1635.9 
Pépins de raisins 3532.3 
Cannelle 8108.2 

 

La présence de tanins dans de nombreux aliments génère parfois un problème en 

agroalimentaire, où leur précipitation avec les protéines nécessite de prendre certaines 
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précautions lors de la mise au point de procédés de fabrication. Un cas un peu particulier est 

celui de la gelée de thé23. 

 

C. Les tanins condensés du vin 

1. Origine des tanins du vin 

Les tanins du vin peuvent être naturellement présents (tanins endogènes) ou ajoutés en 

cours de vinification ou d’élevage (tanins exogènes). 

a) Les tanins endogènes 

Les tanins endogènes proviennent du raisin, ils sont extraits durant la vinification. On 

trouve ainsi des tanins condensés24 et parfois quelques tanins hydrolysables provenant des 

rafles25.   

b)  Les  tanins exogènes 

Des tanins peuvent être ajoutés lors de la vinification pour, par exemple, modifier ou 

protéger les arômes et la couleur, protéger la structure redox26. Ces ajouts sont limités par la 

réglementation propre à chaque pays tant dans les doses d'ajout que sur la qualité des tanins 

utilisés27. 

Les tanins exogènes ont trois origines principales.  

• Les tanins de vinification ou d’élevage peuvent être ajoutés dans le moût ou le vin, 

ce sont des tanins condensés de pépins ou de pellicules, des tanins hydrolysables 

ou un mélange selon l’effet voulu28-30. 

• Si le vin passe en barrique, les tanins du bois vont être extraits31-33, il s’agit alors 

d’ellagitanins. 

• En fin, lorsque des alternatives à la barrique sont utilisées (copeaux, staves …), les 

tanins hydrolysables qu'ils contiennent sont également extraits dans le vin34. 

 

2. Les tanins du raisin 

Les tanins du raisin sont contenus dans les pépins et la pellicule et possèdent des 

structures différentes selon leur localisation. Leurs unités de base sont la catéchine, 

l’épicatéchine, l’épigallocatéchine, l’épicatéchine gallate, présentées sur la figure 8. Les 
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proanthocyanidines résultantes seront des procyanidines ou des prodelphinidines, selon leur 

capacité à libérer les anthocyanines correspondantes par hydrolyse acide. 

 

 
Figure 8 : Monomères de flavan-3-ol trouvés dans le raisin 

 

Les tanins condensés sont caractérisés par leur degré de polymérisation moyen en nombre 

(DPm) et leur pourcentage de galloylation35.  

 

De nombreux facteurs influencent la concentration en proanthocyanidines des raisins 

comme le sol36, les facteurs météorologiques, les traitements apportés à la vigne37, 38.... 

a) Tanins de pellicules  

Les tanins de pellicules se caractérisent par un DPm élevé (proche de 30 selon Souquet et 

al.39, compris entre 2,1 et 8 selon Mattivi et al.40)  

b) Tanins de pépins 

Les tanins de pépins contiennent des unités (-)-Epicatechine-3-O-Gallate en quantités 

beaucoup plus importantes que les pellicules (20 à 30% contre 2 à 3% environ). Leur DPm est 

plus faible que les tanins de pellicules (autour de 10 selon Prieur et al41, entre 2 et 4 pour 

d’autres40). 

c) Ratio tanins de pépins / tanins de pellicules 

Le ratio tanins de pépin / tanin de pellicule dans le raisin varie selon les cépages de 70 / 30 

à 96 / 44042.  
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3. Les tanins du vin 

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

La totalité des tanins ne sont pas extraits dans le vin. Travaillant dans une solution 

hydroalcoolique, Fournand et al trouvent que 23% des tanins du raisin sont extraits dans le 

vin43. D’autres études sont plus pessimistes, avec 9% de tanins extraits42. Toujours selon ce 

travail, 6% des tanins de pépins et 29% des tanins de pellicule sont extraits dans le vin. Au 

final, dans l’exemple étudié par ces auteurs, les tanins du vin sont composés à 36% de tanins 

de pellicule et à 64% de tanins de pépin. Ces caractéristiques sont regroupées dans le tableau 

2. 

Les tanins de pellicules sont extraits plus rapidement et plus facilement que ceux des 

pépins, en raison d'une plus grande accessibilité, mais également d'une plus grande 

solubilité44. 

Tableau 2 : Caractéristiques des tanins de pépins et de pellicules(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 rôle sur l’extraction des tanins. Il est ainsi 

possible de trouver des travaux sur l’influence de la macération (durée, température44), du 

collage28, de l’oxygénation45, de la micro-oxygénation34, de l’addition ou de l’élimination de 

pépins46, de la réfrigération47, de l’utilisation de champs électriques autour de la cuve48, de 

l’addition de manoprotéines49, de la flash détente50… De manière générale, Sacchi et al tirent 

les conclusions suivantes51 : la température de fermentation, les thermovinifications, 

l'utilisation de carboglace, les saignées, l’utilisation d’enzymes pectolytiques et une 

macération plus longue favorisent l’extraction des tanins. 

b) Composition en tanins condensés  du vin 

• Oligomères identifiés 
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Si de nombreux dimères, trimères et tétramères de flavan-3-ols ont été identifiés dans le 

raisin, la plupart d’entre eux n’ont pas encore été décelés dans le vin52. 

• Distribution des tanins dans le vin 

Il est généralement admis que le vin rouge contient entre 1 et 5 g/L de tanins à un DPm 

d’environ 7, soit entre 0,5 et 1 mM53.  

Pour avoir une meilleure idée des concentrations possibles en différents monomères, 

oligomères et tanins dans le vin, les données de 48 publications22, 32, 33, 46, 47, 49, 50, 54-95 

concernant approximativement 400 vins, ont été regroupées. Les principaux résultats sont 

présentés dans le tableau 3. Il est cependant nécessaire de garder à l’esprit que la 

concentration trouvée dans un vin est d’une part dépendante de la technique utilisée90, 96, 

d’autre part sans doute largement sous-estimée, notamment pour des raisons d’extraction non 

optimisée des tanins 97.   

 

Tableau 3 : Concentration en mg/L de monomères, dimères et tanins dans des vins 22, 32, 46, 47, 49, 50, 54-95, 98. 

Concentration (mg/l) Minimum Maximum Moyenne Nombre 
d'échantillons 

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  

i. Réactivité des tanins condensés 

 
Figure 9 : Réactivité des noyaux flavanols 

 
La réactivité des tanins condensés est liée aux noyaux aromatiques 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 noyau aromatique renforce la densité 

électronique de ce dernier par l’effet mésomère du doublet libre des oxygènes. La densité 

électronique est plus particulièrement renforcée en ortho et en para du carbone portant le 

groupement –OH, rendant les atomes de carbone sensibles à des substitutions électrophiles 

aromatiques et plus acides, ce qui est le cas du noyau A 72. 

Dans le cas du noyau B, deux groupements OH sont situés en α d’une double liaison, ce 

qui les rend sensibles à l’oxydation, à travers laquelle ils évoluent en orthoquinone72. 

• Noyau C 

La réactivité du noyau C apparaît sous forme de carbocation lors de la rupture de la liaison 

interflavane72. 

ii.  Polymérisation tanins / tanins 

• Polymérisation directe 

Le réarrangement des chaînes de tanins condensés a été observé au cours de l’élevage du 

vin 99 ainsi qu’en milieu modèle100, 101. 

Les oligomères et polymères extraits des raisins peuvent, en l’absence d’oxygène et en 

milieu acide, rompre la liaison interflavane C4-C6 ou C4-C8, libérant ainsi un carbocation en 

C4 qui va réagir en C6 ou C8 du noyau A, provoquant une re-polymérisation. 

 

 

• Polymérisation indirecte 

La polymérisation peut également se faire de manière indirecte par l’intermédiaire 

d’aldéhydes. Cette réaction suit un mécanisme de Friedel et Crafts pour l’alkylation de 

l’aldéhyde sur le noyau A du flavanol102. La déshydratation de l’alcool benzylique résultant 

donne naissance à un carbocation qui peut subir l’attaque électrophile d’un nouveau flavanol. 

Plusieurs aldéhydes ont été identifiés dans le vin comme possibles participants à cette 

polymérisation : l’acétaldéhyde (éthanal)103, 104 (réaction la plus rapide105), l’acide 

glyoxylique106, 107, le furfural et l’hydroxyfurfural108. Lors de ces réactions, il existe une 

compétition entre les aldéhydes109 et les monomères110. 

Il est également intéressant de noter que la condensation par acétaldéhyde peut être 

corrélée avec l’âge du vin111, 112. 

iii.  Réaction avec les anthocyanes : stabilisation de la couleur 
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Les tanins peuvent réagir de plusieurs manières avec les anthocyanes : les condensations 

directes anthocyane-tanin (AT) et tanin-anthocyane (TA) ou par l’intermédiaire d’un pont 

alkyl. 

• Condensations directes 

Dans la condensation anthocyane-tanin, l’anthocyane sous forme flavylium agit en tant 

qu’électrophile pour réagir avec le noyau aromatique nucléophile A du flavonol. Le flavène 

incolore résultant peut être oxydé en flavylium (rouge) puis en sel de xanthylium113, 114. La 

présence de ces composés dans le vin a été confirmée en 2000 115. 

Dans le cas de la condensation tanin-anthocyane, l’anthocyane, sous forme hémicétal 

hydratée, est un nucléophile qui va réagir avec le noyau C (électrophile) du flavanol116. 

Il semblerait que des oligomères de faible DPm (2-3) soient meilleurs agents de 

condensation117. 

• Condensation indirecte 

La condensation par l’intermédiaire d’un pont alkyle suit le même principe que la 

polymérisation indirecte des tanins. Une grande attention a été portée sur le rôle de 

l’acétaldéhyde104, 118, 119, celui-ci étant un produit apparaissant naturellement dans le vin suite 

à l’oxydation de l’éthanol120. Le furfural peut également intervenir dans cette réaction108 et, en 

solution modèle, plusieurs autres aldéhydes (propionaldéhyde, isovaléraldéhyde, 

formaldéhyde, isobutyraldéhyde, benzaldéhyde)121 se condensent avec les flavanols, 

favorisant nettement la position 8 par rapport à la 6, contrairement aux flavanols. 

 

• Influence sur la couleur du vin 

En réagissant avec les tanins, les propriétés colorantes des anthocyanes sont modifiées. 

Dans le cas de la condensation directe, on observe un effet bathochrome dépendant du poids 

moléculaire des tanins122. La condensation indirecte a également un effet bathochrome, 

d’environ 15 nm, la solution arborant une couleur un peu plus violette123. 

iv. Antioxydant : protection de la structure du vin 

Un antioxydant est une substance qui retarde ou inhibe significativement les dégâts d’une 

molécule cible124, et ceci même à une concentration 100 fois inférieure à celle de cette 

molécule cible125. 

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

trois manières126 : en piégeant les espèces réactives de l’oxygène, en chélatant les ions 
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métalliques initiateurs des phénomènes d’oxydation ou en inhibant des enzymes impliquées 

dans la production d’espèces réactives de l’oxygène.  

• Chélation des ions 

Plusieurs sites de chélation sont possibles (figure 10), mais c’est le groupement catéchol 

qui apporte la plus grande contribution127. 

Les métaux complexés sont entre autres le manganèse128, l’aluminium129 et le fer130, 131. 

 
Figure 10 : Sites possibles pour la chélation des métaux par les tanins 127 

 

• Espèces réactives de l’oxygène 

L’oxydation des tanins condensés pourrait théoriquement se faire sur le noyau A et B, 

mais, sachant que B a le potentiel réducteur le plus bas, c’est ce dernier qui est actif132.  De 

cette oxydation du noyau B résulte une orthoquinone. Dans le cas de la catéchine, un 

voltampérogramme cyclique donne un potentiel à mi-parcours de 160 mV pour la catéchine, 

ce qui en fait un très bon oxydant (EP/2<0,2V)133. Cependant, en solution modèle vin, cette 

capacité est un peu moindre (EP/2 = 380 mV)134.  

Si le nombre de groupement hydroxyles est très important dans ces phénomènes 

d’oxydation, l’arrangement spatial est déterminant135. Ainsi, l’augmentation du degré de 

polymérisation ne signifie pas toujours augmentation de l’oxydabilité, sans doute un effet 

protecteur de la structure compacte des oligomères envers les sites hydroxyles136. 

Toutefois, la catéchine peut s’oxyder lentement en quinone qui va se réorganiser 

rapidement selon une polymérisation dite « désordonnée »137, aboutissant entre autre à 

l’apparition de pigments bruns insolubles, les phlobaphènes138. 

Cette action antioxydante des tanins pourrait être à l'origine d'effets positifs sur la santé 

assez variés allant de la protection contre les caries à celle contre le cancer12, 139-142. Dans cet 

optique, beaucoup d’études mettent en relation la composition en tannin et leur action 

antioxydante58, 83, 143, 144 … 

• Inhibition d’enzymes impliquées dans la production d’espèces réactives de 

l’oxygène. 
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L’inhibition de ces enzymes se fait au travers de l’interaction tanin / protéine 

« classique », discutée plus loin de ce manuscrit145, 146. 

v. Agrégation avec d’autres molécules 

Les possibilités d’agrégation des tanins dans le milieu vin sont nombreuses. Illustrées dans 

la figure 11, elles sont maintenant détaillées. 

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

 

 

• Tanins / tanins 

Des phénomènes d’agrégation ont été observés sur la catéchine147 ou l’EGCG (favorisée 

par une diminution de température148). Il semble exister une grande différence de 

comportement entre les monomères (concentration micellaire critique aux environs de 5g/L en 

solution alcoolique) d’une part et les dimères et trimères d’autre part (CMC aux alentours de 

25 g/L)149. A travers leurs différents résultats, ces auteurs proposent que des forces de 

stacking π-π assurent la cohésion des micelles, rejoignant les conclusions de Baxter et al150.  

Concernant les tanins condensés, Saucier et al furent parmi les premiers à montrer leur 

capacité à l’agrégation, notamment pour les produits de la polymérisation catéchine / 

acétaldéhyde103. Riou et al151 ont constaté que, en solution modèle, les tanins condensés ont 

tendance à s’agréger au cours du temps pour se stabiliser avec une taille de particule 
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augmentant avec la concentration et le degré de polymérisation. Cependant, travaillant sur des 

tanins condensés de pépins de raisin mais également de pommes, Poncet-Legrand et al 

montrent que si ces relations existent, elles sont loin d’être triviales152, d’autres facteurs 

entrant en effet en jeu. Ainsi, la force ionique promeut l’agrégation, ainsi qu’une diminution 

du pourcentage d’éthanol, confortant le caractère hydrophobe de l’interaction tanins / 

tanins152.  

Dans une étude récente et complète, Zanchi et al153 notent que des tanins condensés 

purifiés de DPm 11, 27% de galloylation, se répartissent en plusieurs composants : une 

première fraction (2%), hydrophobe mais non amphiphile, forme des particules colloïdales 

dès que le pourcentage d’éthanol est inférieur à 60%. Ces colloïdes sont métastables grâce à la 

répulsion ionique existant entre des molécules d’acides organiques (acide tartrique par 

exemple) adsorbées à la surface des tanins. Une seconde fraction, comptant pour 33%, reste 

dissoute jusque 12% d’éthanol. La dernière composante (65%) reste dissoute quelque soit le 

pourcentage d’éthanol en solution.  

 

• Tanins / polysaccharides 

La relation entre tanins et polysaccharides est assez ambiguë. Ainsi, après avoir mis en 

contact des rhamnogalacturonan II (RGII) avec des tanins condensés, Carvalho et al. ne 

détectent aucune agrégation154. Cependant, des constantes d’affinités entre des tanins 

condensés de pépins de raisin, de pommes et de poires et différents polysaccharides sont 

disponibles155. Il en ressort que les polysaccharides possédant des zones hydrophobes ont plus 

d’affinité pour les tanins, à côté d’autres paramètres structuraux. 

 

A travers une étude prenant en compte la taille des polysaccharides, leur concentration, la 

force ionique et le pourcentage d’éthanol, il semblerait que des polysaccharides de faibles 

masses peuvent prévenir l’agrégation des tanins par stabilisation stérique, tandis que ceux de 

taille trop importante augmente la taille des agrégats par floculation pontante156. 

 

• Tanins / protéines 

La capacité des tanins d’interagir avec les protéines est leur caractéristique principale. 

Cette propriété est l’objet de la partie « interactions tanins / protéines ». 
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II.  Les protéines du vin et de la salive 

A. Les protéines du vin rouge 

L'étude des protéines au cours de la vinification et dans le vin rouge a longtemps été 

considérée comme non avenante, de par la certitude de leur précipitation immédiate. Le sujet 

commence cependant à être investigué, d'autant qu'il est relié à des thématiques actuelles 

comme le potentiel allergène du vin, mais également sa traçabilité. 

1. Présence des protéines dans le vin 

De nombreuses études apportent la preuve de l’existence des protéines dans le vin 

blanc157-163. On en trouve par exemple 40 mg/L dans le gewürztraminer164 et jusqu'à 500 mg/L 

dans des vins blancs portugais165. Il est également possible de différencier des cépages blancs 

en comparant leur profil protéique166. Cependant, leur présence dans le vin rouge a longtemps 

été mise en doute167, 168 à cause de leur propension à précipiter en présence de tanins. Ainsi, 

dans leur étude bibliographique consacrée aux protéines du vin, Ferreira et al s’intéressent 

exclusivement aux vins blancs169. De plus, les protéines peuvent également former des 

complexes avec les polysaccharides, induisant des artefacts lors des analyses170.  

2. Problématiques liées à la présence des protéines dans le vin 

a) Interaction avec les tanins 

L’interaction avec les taninss est susceptible de diminuer le potentiel antioxydant des 

tanins73 mais également d’influer sur les caractères organoleptiques du vin171. 

b) Limpidité du vin 

L’instabilité protéique est due à la précipitation des protéines suite à des évolutions de 

température. Ce problème majeur des vins blancs, influencé par de multiples paramètres172, 

173, pourrait également exister dans les vins rouges. En effet, les protéines engagées dans ce 

phénomène ont été identifiées dans la baie174.  

c)  Potentiel allergène du vin 

Plusieurs cas d’allergie et d’anaphylaxie aux vins sont décrits dans la littérature175-177. Ces 

cas ne sont pas liés aux histamines178 : les agents de collage dérivés du poisson, des œufs ou 

du lait sont montrés du doigt179 mais des protéines endogènes du vin pourrait également être 
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responsables de certaines allergies. Des études ont ainsi montré que l’endochitinase 4, une 

protéine de transfert de lipide, et la thaumatine étaient des allergènes potentiels180, 181. De plus, 

les protéines reliées aux pathogènes (PR protéines), identifiées comme sources de troubles 

dans les vins blancs174 sont également allergènes182. 

3. Caractéristiques des protéines du vin rouge 

a) Masse moléculaire 

Pour du pinot noir, on observe sur gel SDS-Page monodimensionnel des bandes de 6 à 

200 kDa. 60% des protéines sont concentrées sur les bandes 28-30 kDa, qui apparaissent 

durant la vinification, tandis que la bande à 35 kDa disparaît183. 

Cette bande entre 25 et 30 kD aapparaît dans plusieurs autres vin rouges, accompagnées 

de bandes à 60 et 70 kDa184. Le portugieser présente également une bande à 12 kDa185. 

b) Origine 

Les protéines du vin rouge proviennent de la baie (lipid transfer protein, thaumatin like 

proteins, endochitinase, vacuolar invertase), des levures (avec entre autre des glycoprotéines) 

et des agents de collage185.  

Pour tenter d'identifier au mieux l’origine des protéines, Fukui et Yokotsuka  ont vinifié 

du jus ultracentrifugé, levuré ou non, du jus ultracentrifugé avec les pépins, la pellicule ou les 

deux, et, bien sur, du vin dans des conditions normales. Ils arrivent à la conclusion que la 

majorité des protéines du vin sont déjà présentes dans le jus186.  

c) Quantités 

Sur des vins de Muscat Bailey A vinifiés sur 10 années consécutives puis vieillis jusque 

12 ans, la teneur en protéines solubles varie de 33 à 87 mg/L, avec une moyenne de 57 mg/L. 

Aucune corrélation n’est possible entre teneur en protéine et âge du vin. Toujours selon les 

mêmes auteurs, on trouve 70 mg/L de protéines dans le Cabernet Sauvignon,  77 dans le Pinot 

Noir et 48 dans le Merlot187.  

d) Propriétés 

Les protéines du pinot noir peuvent être divisées en deux groupes selon leur pI : les 

protéines acides (pI de 3,6 à 4,8) sont résistantes à la vinification tandis que  les protéines plus 

basiques disparaissent183. Dans le cas du Muscat Bailey, le pI des protéines est compris entre 

3,6 et 4,7.  
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Il semble de plus que les protéines du vin rouge soient assez stables, que ce soit à la 

bentonite ou à la chaleur184, 186. 

e) Composition 

Des premières études s’intéressant à la composition en acide aminée des protéines du vin 

rouge, il ne ressort pas de différences structurales significatives entre les protéines188, 189. Dans 

le cas du Muscat Bailey A, il semblerait pourtant que la majorité des protéines soient des 

glycoprotéines, avec 0,3 à 33% de sucres190. 

En comparant la composition des protéines de moût de 14 variétés (5 rouges, 9 blancs), il 

apparaît que 18 acides aminés sont présents de manière très homogène, les plus représentés 

étant l'aspartate, le glutamate, la sérine, la thréonine et l'α-alamine191.  

4. Evolution des protéines lors de la vinification 

Une diminution de la teneur en protéine au cours de la vinification a été notée par certains 

auteurs184. Travaillant avec du pinot noir, Santoro note une diminution de la teneur en 

protéine de 45% entre le moût et le vin183. Cette évolution a été quantifiée dans le cas du 

Muscat Bailey A avec 83 mg/l dans le jus, 72 dans le moût, 69 dans le vin190. 

 En ce qui concerne les peptides, leur concentration dans le vin diminue au cours de la 

fermentation malolactique, avant de réaugmenter lors de la maturation. Cette augmentation, 

expliquée selon les auteurs par une activité protéase résiduelle, est plus importante lors du 

vieillissement sur lies192.  

Lors du vieillissement en bouteille, la concentration en protéine diminue après deux mois 

dans le cas du Muscat Bailey A avant de rester stable, alors qu’elle n’évolue quasiment pas 

dans le cas du Cabernet Sauvignon. Cependant, les bandes correspondantes à ces protéines 

disparaissent progressivement sur gel polyacrylamide.  

5. Les Arabinogalactanes-protéines. 

Les protéines arabinogalactanes (AGP) ont été décrites pour la première fois dans la pulpe 

de raisin en 1989193. Il s’agit en fait d’un polysaccharide colloïdal comportant environ 6% en 

masse de protéine riche en hydroxyproline (30%). On note également la présence de sérine, 

d’alanine, de thréonine et d’acide glutamique194. Les AGP ont également été identifiées dans 

le vin195 où plusieurs fractions peuvent être séparées. Le pourcentage de protéine se situe entre 

0,8 et 3,4 % pour une masse moléculaire fluctuant entre 184 000 et 262 000 Da196. Une fois 

purifiée et additionnée à du vin, les AGP pourraient réduire le trouble dû à la chaleur197. 
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A partir de 265 g d’extrait sec de Carignan noir représentant 600 L initiaux, il est possible 

d’extraire 17 g d’AGP198. Il semble que la teneur en AGP augmente pendant la fermentation 

alcoolique avant de diminuer à partir de la fermentation malolactique199. Cette baisse avec le 

vieillissement du vin se confirme lors de l’étude de plusieurs millésimes200.  

B. Les protéines de la salive 

1. La salive : généralités 

Produite par trois glandes (parotide, sous-maxillaires et sublinguales), la salive a pour 

fonction principale de maintenir l’homéostasie dans la bouche201. Elle joue 5 grands rôles : 

lubrification et protection de la cavité buccale, nettoyage, protection des dents, activité 

antibactérienne, goût et digestion202.  

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

0,3 mL/min pour la salive non stimulée et jusque 7 mL/min pour la salive stimulée203. 

 

La figure 12, reprise de204, présente les rôles principaux de la salive en relation avec ses 

constituants. 

 
Figure 12 : les rôles principaux de la salive en relation avec ses constituants 204 
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2. Composition de la salive 

a) Composition globale 

Constituée à 99% d’eau, la salive contient un grand nombre d’électrolytes (sodium, 

potassium, calcium, chlore, magnésium, bicarbonate, phosphate), des protéines, du glucose et 

des composés azotés205.  

La composition de la salive évolue au cours du temps, mais également en fonction des 

éléments avec lesquels elle est mise en contact206. Ainsi, non seulement la concentration de 

certaines protéines diffère avant et après l’ingestion d’aliments sucrés, amers, acides ou 

umami207, mais également le débit salivaire208. 

b)  Les protéines de la salive 

La concentration en protéine peut être estimée aux alentours de 80 µM53, ou 1,5 

mg/mL209. Concernant leur identification, elle est l'objet de nombreux travaux et l’apparition 

de techniques analytiques toujours plus performantes a permis d’augmenter considérablement 

le nombre de protéines identifiées au cours des dernières années. Certaines équipes ont ainsi 

identifiés 43 protéines210, d’autres 102211, 309 protéines212 puis 437213 ont été identifiées. 

Enfin, un consortium affirme avoir réussi à identifier plus de 1000 protéines différentes214.  

 

Malgré ce nombre impressionnant de protéines dans la salive, il est possible de les classer 

en grandes catégories. 

• Protéines riches en proline 

Les protéines riches en proline (PRP) se répartissent en trois groupes selon leur charge et 

leur degré de glycosylation : PRP acides, PRP basiques, PRP glycosylées. Elles représentent 

70% des protéines parotidiennes215. Un de leur rôle serait de précipiter les tanins pour 

prévenir leur ingestion216. Leur concentration augmente ainsi chez des rongeurs soumis à un 

régime riche en tanins217.  

• Histatines 

Les histatines sont des protéines de faibles masses (3-5 kDa), riches en histidines et 

présentant une activité antifongique218 On en trouve environ 30 µg/mL dans la salive219. 

• Statherines 

Les satherines sont des phosphopeptides riches en tyrosines220. Ils permettent notamment 

à la salive de rester en sursaturation de calcium et phosphate221 et protègent les dents222  

• Cystatines 
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Les cystatines salivaires assurent sans doute un rôle de protection de la cavité buccale. 

Elle existe sous trois formes (S, SN, SA).  

• Mucines 

Les mucines sont des glycoprotéines impliquées dans la lubrification de la cavité buccale 

de par leur viscoélasticité223.  Elles sont divisées en deux groupes selon leur taille : MG1 (103 

kDa) et MG2 (130-150 kDa) 

• α-amylase 

L’ α-amylase est une enzyme d’environ 60KDa, qui peut donner jusqu’à 140 spots 

différents sur des gels 2D224. Elle représente 20% en masse de la salive totale225.  

 

La figure 13, reprise de Messana et al 226 présente la composition en protéine de la salive. 

 

 
Figure 13 : Pourcentages approximatifs des principales classes de protéines salivaires 226  

III.  Interactions Tanins / Protéines 

Sachant qu’extrêmement peu de publications s’intéressent à la cinétique des interactions 

tanins-protéines (une seule à notre connaissance 227) et que les différences d’affinités 

observées seraient dues à des phénomènes thermodynamiques plutôt que cinétiques228, cette 

partie concernera uniquement l’aspect thermodynamique de l’interaction.   
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A. Caractéristiques des protéines et des tanins 

Les conséquences des propriétés des tanins et des protéines vont être maintenant 

présentées. En effet, les deux molécules influencent l'interaction et, selon certains auteurs, la 

structure et la flexibilité des tanins déterminent l’énergie et la stœchiométrie de l’interaction, 

alors que le mécanisme de cette interaction trouve son origine dans la nature de la protéine229.  

1. Les protéines  

De nombreuses études notent que si l’on fait réagir plusieurs protéines avec le même 

tanin, certaines sont beaucoup plus efficaces que d’autres pour la précipitation. A titre 

d’exemple par rapport à l'acide tannique, le lysozyme est plus efficace que la salive, la BSA et 

la gélatine (par ordre décroissant)230. Quand il s’agit de la quercétine, l’ordre est HSA, 

glycine, BSA, lysozyme231.  

a) Existence de sites d’interactions spécifiques 

Certaines études concordent sur l’existence simultanée de sites d’interactions spécifiques 

et non spécifiques sur les protéines. Les sites d’interactions forts réagissent en premier, 

lorsqu’ils sont saturés, les sites d’interactions plus faibles entrent en jeu232.  

Le nombre de sites de liaison est proportionnel à la masse moléculaire de la protéine233, ce 

qui fait que la BSA (67000 Da) est moins efficace que la lysozyme (14300 Da)233. Des études 

avancent l’idée que certaines protéines comme la BSA ne possèdent pas de sites 

spécifiques234, l’interaction avec les tanins serait alors essentiellement un phénomène de 

surface235. Dans le cas de l’interaction des tanins hydrolysables avec la BSA, l’apparente non 

spéficité pourrait en fait cacher une étape d’interaction spécifique suivi d’une aggrégation 

non-spécifique des complexes formés229.  

 D’autres protéines, comme la gélatine, possèdent des sites de liaison très spécifiques236. 

Lorsque des sites spécifiques existent, les liaisons peuvent s’étendre sur les résidus autour150, 

237. 

Cherchant à identifier ces sites, plusieurs auteurs arrivent à la conclusion que la présence 

de proline est essentielle pour former un trouble lors de l’interaction avec les tanins228, 238. La 

propension des caséines α, β et κ à masquer l’activité antioxydante de la catéchine est 

proportionnelle à leur pourcentage de proline239 et le trouble formé par la polyproline est 

proportionnel au pourcentage de proline240. De manière générale, de nombreuses études 

arrivent à la conclusion que les PRP sont les plus efficaces pour précipiter les tanins236.  
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L’arginine et la phénylalanine sont aussi des sites de liaison, mais la phénylalanine est 

souvent cachée, donc non accessible. L’arginine serait quant à elle un site secondaire, capable 

de renforcer l’interaction, mais pas de la créer148. 

 

Dans le cas du vin, l’étude de la composition des protéines du raisin responsables du 

trouble montre qu’elles sont effectivement plus riche en proline que les autres (9,49%) et font 

environ 45 kDa241. 

Les explications concernant le mode d’action de la proline diffèrent selon les auteurs. 

Elles sont d’une part de bons accepteurs de liaison hydrogènes, et pourraient renforcer 

l’interaction228,  mais, d’autre part, le noyau pyrrolidine est source d’interactions 

hydrophobes242.  

Toutes les PRP ne sont cependant pas égales : alors que les PRP basiques précipitent 

efficacement les tanins, les PRP acides sont sans effet243. La déphosphorylation des PRP ne 

change rien 243. Par contre, suite à une réaction avec la trypsine, divisant une PRP acide en 

trois peptides, on s’aperçoit que deux d’entre eux, riches en proline, précipitent efficacement 

les tanins, tandis que le troisième, pauvre en proline, est sans effet243.  

 

Cependant, certains auteurs montrent que les histatines sont bien plus efficaces que les 

PRP pour précipiter les tanins. Ils rappellent que les histatines ont une composition en PRP 

pauvre et en acides aminés basiques très riche244.  

L’importance des acides aminés basiques est soulignée par Naurato et al, qui montrent 

que la réactivité de deux histatines possédant une composition en acides aminés basiques 

semblables est identique245.  

 

b) Glycosylation des protéines 

La glycosylation des protéines laisse les auteurs divisés. Pour certains, la présence 

d’oligosaccharides sur une protéine augmente non seulement son affinité mais également sa 

sélectivité pour les tanins, en la maintenant dans une conformation relativement ouverte246. 

Pour autant, selon d’autres études, la glycosylation préviendrait l’aggrégation242, tandis que 

certains remarquent qu’elle n’est pas un obstacle à l’affinité pour les tanins.  
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c) Structure spatiale des protéines 

La structure spatiale de la protéine semble être de première importance dans les 

interactions avec les tanins. 

 

Une masse moléculaire minimale est nécessaire pour réagir avec les tanins, à l’exception 

des PRP228. En effet, une taille moléculaire plus importante permettrait à la protéine de 

s'enrouler autour du tanin augmentant ainsi les possibilités d’interaction247. L’exception 

concernant les PRP est clairement démontrée : une PRP de 61 résidus se lie à plus de tanins 

que l’α-amylase (560 résidus)154. Pourtant, de travaux portant sur le collage du vin par des 

protéines de plantes (blé et lupin), il ressort que les protéines de faibles masses  précipitent les 

tanins plus efficacement75. 

 

Enfin, la structure des protéines joue un grand rôle dans l’interaction. La plus grande 

affinité des tanins pour les PRP viendrait de leur structure en pelote aléatoire et d’un plus 

grand nombre de sites que les protéines globulaires, comme la BSA ou l’α-amylase231. Dans 

cette dernière structure, les oxygènes des carbonyles sont moins disponibles pour des liaisons 

hydrogènes228. Dans la même optique, la flexibilité supérieure de la gélatine face à la BSA 

expliquerait sa plus grande affinité face à certains tanins hydrolysables232.  

La supériorité des prolines et des histatines se retrouverait ici : les prolines renforceraient 

la structure ouverte de la protéine, augmentant ainsi la surface disponible pour les interactions 
150 et les histatines n’ont pas de structures secondaires244 

2. Les tanins 

L’interaction tanins / protéine est également extrêmement dépendante de la structure des 

tanins. Par exemple, alors que ECG et EGCG s’agrègent avec la polyproline quelque soit la 

concentration, il faut un certain ratio catéchine / polyproline pour que l’agrégation ait lieue et 

rien ne se passe avec EGC et EC248. 

Lors de tests de collage avec des protéines de plantes75, dérivées de gélatine74 ou agent de 

collage249, il apparaît que les tanins prioritairement précipités 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 apparaît dans de nombreuses études, et 

les tanins de masses moléculaires élevées semblent privilégiés lors des interactions, bien que, 

dans le cas de certains tanins hydrolysables, elle ne semble pas influencer l’interaction232.  

Pourtant, lorsque des tanins de raisin sont mis en contact avec des protéines salivaires, 

ceux de plus faibles masses moléculaires ne sont pas précipités250. Les monomères peuvent 

toutefois se lier aux protéines, mais sans générer de trouble251. 

Plus la masse des tanins est élevée, plus la quantité de protéine précipitée est 

importante252, et, dans le cas des tanins condensés, le nombre d’agrégats insolubles augmente 

avec le DPm253, 254. De même, la constante d’affinité de dimères pour la BSA est largement 

inférieure à celle de trimères255. 

Les tanins sont capables d’établir des liaisons multidentates avec les protéines256 et 

l’augmentation de leur masse permettrait d’accentuer ce phénomène257. Cependant, au-delà 

d’une certaine masse, la quantité de protéines globulaires précipitées reste constante253. 

b) Impact de la galloylation 

La présence de noyaux galloylés favorise l’interaction258. Cette influence de la 

galloylation ressort également dans d’autres travaux231, 233, 259. Il semblerait que les 

monomères non-galloylés n’interagissent pas avec la polyproline257 et que le nombre de 

groupement galloyls soit plus important que la structure chimique du galloylglucose pour 

faire précipiter la BSA260. Lorsque deux ou trois groupement galloyls sont présents (dans le 

cas de tanins hydrolysables), leurs positions respectives (minimisant la gêne stérique) vont 

différencier l’affinité pour la BSA261.  

 

L’existence d’un nombre suffisant de groupements OH phénoliques peut permettre 

l’interaction230, 258, et, en augmentant le nombre d’OH sur le noyau A, on augmente la 

constante d’association avec la BSA262. Leur position est également déterminante263 et il a été 

montré que deux OH en ortho apportaient une meilleur interaction que séparés264. Dans 

certains cas, aucune influence de ces propriétés ne peut cependant être mise en avance265. 

 

c) Impact des groupements gallates 

En comparant l’affinité de flavan-3-ols du thé pour la BSA avec ou sans traitement 

tannase (qui rompt les liaisons gallates), il apparaît que le témoin est beaucoup plus réactif, 
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mettant ainsi en avant le rôle des gallates sur l’interaction. Cet apport favorable à l’interaction 

des groupements gallates a été montré dans de nombreuses études236, 239.  

Le mode d’interaction est en fait différent selon la présence ou non de gallates. Ainsi, 

l’épicatéchine et l’épigallocatéchine s’approchent de la ribonucléase par les hydroxyles du 

noyau A, tandis que l’épicatéchine gallate et l’épigallocatéchine gallate interagissent par leur 

noyau gallate266. 

d) Autres particularités 

D’autres particularités structurales ont été étudiées : la glycosylation des flavonoïdes 

diminue leur interaction267, la présence d’un groupe phosphate renforce leur aptitude à former 

des complexes avec les protéines268.   

 

La structure dans l’espace des tanins est également importante, notamment leur flexibilité 

qui favorise leur interaction232, 264. En effet, une trop grande rigidité de la molécule la restreint 

à certaines géométrie pour l’interaction269. 

Dans un même point de vue, la différence de réactivité entre différents dimères est 

attribuée à des différences stéréoisomériques236.  

e) Polarité des tanins 

Toutes ces caractéristiques des tanins se répercutent sur leur polarité, qui a donc été 

étudiée. Les monomères les moins solubles dans l’eau, donc les plus hydrophobes, sont les 

plus enclins à interagir avec les protéines257. Comparant le dimère EC-C et le 

pentagalloylglucose, Hagerman et al suggèrent que la polarité des tanins va déterminer le 

mode d’interaction avec la protéine. Si le tanin est polaire, l’interaction se fera selon une 

liaison hydrogène, s’il est apolaire, l’interaction sera hydrophobe. Dans le cas d’une 

interaction hydrophobe, la force de l’interaction est directement liée à l’hydrophobie du 

tanin270. 

B. Conditions d’interactions 

1. Température 

Plusieurs études se sont intéressées à l’influence de la température du milieu réactionnel 

sur l’intensité de l’interaction, celle-ci favorisant les interactions hydrophobes271 mais pouvant 

également dénaturer la protéine. 
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Si la constante d’affinité de la réaction augmente avec la température, les auteurs 

concluent généralement à des interactions hydrophobes. C’est le cas pour la BSA, la gélatine, 

la polyproline avec des tanins condensés272, entre la BSA et le galloylglucose273 ou entre l’ 

acide tannique et la polyproline, la papaïne, la gliadine238. 

 

La constante d’affinité peut également diminuer avec la température, comme pour la 

quercétine et la BSA274, PGG et EGCG avec une PRP basique148 ou HSA et EGCG275. Les 

auteurs concluent alors sur une contribution significative des liaisons hydrogènes.  

 

Il semble donc qu’une même protéine ou qu’un même tannin peut dans certains cas établir 

des interactions hydrophobes, dans d’autres des liaisons hydrogènes. C’est le cas dans les 

travaux de Artz et al, qui montrent que la constante d’affinité de trimères avec la BSA 

augmente avec la température, alors qu’elle diminue entre ces mêmes trimères et de la 

globuline de haricot255. 

 

Les investigations concernant la température permettent donc une approche des forces 

mises en jeu, mais elles doivent être complétées pour avoir une idée plus précise. La BSA et 

PGG ont par exemple une affinité réciproque qui augmente avec la température, indiquant des 

forces hydrophobes. Mais si cette même affinité est mesurée dans le méthanol, solvant qui 

annihile les interactions hydrophobes, la tendance s’inverse alors, montrant l’existence 

d’interactions hydrogènes276. 

2. Influence de la force ionique 

La force ionique s’exprime selon la formule suivante : ∑=
i

ii zCI 2

2

1
, où c est la 

concentration en espèces ioniques, z leur charge absolue. Dans la plupart des cas, les auteurs 

utilisent du NaCl ou du KCl pour la faire varier.  Il est donc important de noter que la 

présence de NaCl ne provoque pas d’auto-agrégation des tanins ou des protéines dans les 

conditions étudiées277. 

 

Le trouble formé par l’interaction catéchine / gliadine augmente drastiquement avec 

l’ajout de NaCl238. De même dans le cas des tanins condensés avec l’α-amylase154 ou la 

polyproline et la gélatine272. Dans ce dernier cas, les auteurs concluent à une augmentation 

des interactions hydrophobes.  
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Un ajout de NaCl à un mélange BSA / oligomères conduit à une diminution du trouble. 

Pour les auteurs, cela peut être du à la fixation des ions sur la surface hydrophobes des tanins, 

limitant ainsi les liaisons hydrogènes, mais également à une fixation des ions sur la surface du 

complexe tanin protéine, conduisant à sa solubilisation277, suggérant le caractère hydrophile 

de l'interaction. La force ionique conduit à une diminution faible du trouble entre des tanins 

condensés et IB8, une protéine salivaire154. 

Suite à une augmentation de la force ionique, l’interaction BSA / quercétine est fortement 

défavorisée, mais pas complètement annulée274. Ceci pourrait être du à un résidu d’interaction 

hydrophobe, mais également à un changement de structure de la BSA, qui exposerait ainsi des 

acides aminés hydrophobes, normalement protégés. 

 

Enfin, il pourrait exister une force ionique optimum : lorsque la concentration en NaCl 

augmente,  l’interaction entre la BSA et le galloylglucose est tout d’abord inhibée avant d’être 

fortement favorisée273. 

3. Influence du pH 

L’effet du pH sur les interactions tanins / protéines est extrêmement dépendant des tanins 

et des protéines utilisés. Alors que le trouble formé par l’interaction d’oligomères avec la PRP 

ou l’α-amylase n’évolue pas avec le pH, l’inverse est observé avec la BSA253.  De même, 

l’interaction PRP / tanins condensés est corrélée au pH228, 278. 

 

De plus, si le pH a un effet sur l’interaction, il n’est pas toujours identique à tanin ou 

protéine constante. A protéine constante (cytochrome c), il faut plus d’EGCG à pH 7 qu’à pH 

4 pour précipiter la même quantité de protéine, alors qu’il faut moins de catéchine279. 

Concernant les tanins condensés, augmenter le pH de 4,9 à 7,8 augmente leur affinité avec 

l’histone de veau, mais diminue celle avec la gélatine228. 

 

Enfin, pour un couple tannin / protéine donné, l’influence du pH n’est pas linéaire et il 

existe souvent un pH optimum256, 273. En modélisant l’adsorption des protéines sur des tanins 

immobilisés, on obtient effectivement une équation de parabole : 

γβα ++=Φ )()( 2 pHpH 280, où Φ représente le ratio de protéine qui a réagi, a, b, c des 

constantes propres à chaque protéine.  
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Les premières études s’intéressant au pH ont remarqué que cet optimum correspondait au 

pI de la protéine281, et plusieurs travaux rapportent les mêmes conclusions concernant la BSA 

avec EC-C276, des tanins condensés252, 282 ou leurs oligomères253, le TGG273 ou des 

polyphénols d’huile d’olive283, de la pepsine avec les tanins280. Cependant, ce n’est pas le cas 

pour la BSA avec la quercétine284, ou encore, dans leur réaction avec les tanins, de l’ α-

Amylase, de la mucine, de l’ovalbumine ou du lyzozyme280. 

 

Tous les auteurs se rejoignent pour affirmer que le pH influence l'interaction. Celui-ci 

influe la charge des protéines, mais également celles des groupements hydroxyles des tanins. 

En observant à quel pH se situe les optimums d’interactions, il est possible de savoir quelles 

fonctions sont impliquées dans les interactions électrostatiques285.  

 

La concentration joue également un rôle, et Kawamoto suggère que le pH n’influe pas la 

complexation des tanins et des protéines, mais uniquement la précipitation des complexes 

formés, tant que le ratio tanin / protéine initial est supérieur au nombre de site de liaison273. 

Cette influence de la concentration est également notée dans l’interaction EGCG / mucine : à 

180 nmol d’EGCG par g de mucine, la complexation est identique aux pH 7 et 8, alors qu’à 

700 nmol d’EGCG, la complexation est plus importante à pH 7 qu’à pH 8286. De même, un 

changement de pH lors de l’interaction entre des peptides riches en proline et l’EGCG induit 

un changement de la taille des agrégats mais pas de la constante de dissociation148. 

 

4. Influence des solvants 

En modifiant les solvants du milieu d’interaction, il est possible de modifier les forces 

mises en jeu. L’utilisation de solvant non-ioniques, anioniques ou cationiques est par exemple 

efficace pour dissocier les complexes tanins condensés / cytochrome C, amenant le fait que 

les forces ioniques ne sont pas impliquées dans l’interaction272. 

 

Le N,N-diméthylformamide (DMF - accepteur de liaison hydrogène) et le dioxane 

(solvent non polaire) dissolvent très bien le trouble formé par la catéchine et la gliadine238. Ce 

rôle du DMF, retrouvé également dans l’interaction BSA / tanins condensés, est synonyme de 

la présence de liaison hydrogène entre tanins et protéines282. Dans cette même étude, l’ajout 

de méthanol stimule la précipitation et les auteurs concluent à la présence d’une autre force 
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existante. Pourtant, lorsque l’éthanol, qui affaiblit les liaisons hydrophobes, diminue le trouble 

formé par l’EGCG et une PRP (II-1)242, il est conclu que les liaisons sont hydrophobes.  

 

A partir des déplacements chimiques obtenus en RMN pour l’interaction entre différents 

tanins et la prolyproline, il est montré que l’ajout de DMSO diminue l’interaction générale, 

qui est donc hydrophobe, mais promeut quelques interactions spécifiques sur les prolines, qui 

sont donc des liaisons hydrogènes150. 

 

Les paramètres force ionique, pH, température et solvant sont à considérer sous plusieurs 

angles, et pour ce faire, Siebert propose une équation reliant le trouble formé par l’interaction 

acide tannique / gliadine au pourcentage d’alcool et au pH287. 

5. Influence des polysaccharides 

Plusieurs études sont disponibles concernant l’influence des polysaccharides, notamment 

grâce à son intérêt dans la thématique de la dégustation288. A l'exception du dextrane, la 

plupart d’entre eux (glucose, arabinogalactan, β-cyclodextrine, gomme arabique, pectine,  

gomme de xanthane, acide polygalacturonique) conduisent à une solubilisation des complexes 

tanins / protéines à divers degré277, 289. Manifestement, les complexes formés avec des tanins 

condensés de degré de polymérisation élevé sont plus sensibles à l’action des 

polysaccharides290. Une combinaison de plusieurs approches analytiques (fluorescence, 

néphélométrie et diffusion de la lumière) a permis de postuler le mécanisme suivant291 : dans 

certains cas, les polysaccharides forment un complexe ternaire en « enveloppant » le 

complexe tanin / protéine existant. Ceci conduit à une augmentation de la taille des particules 

en solution, et peut, selon les propriétés du polysaccharide, aboutir à la solubilisation du 

complexe. Le polysaccharide peut également être en compétition avec les protéines pour 

complexer les tanins. Le complexe tanin protéine existant est détruit au profit d’un complexe 

tanin / polysaccharide, la taille des agrégats diminue (figure 14). 
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Figure 14: Différents modes d’action possibles des polysaccharides sur les complexes tanins / protéines 291 

 

C. Mécanisme d’interaction 

La quasi-totalité des travaux portant sur l’influence de la concentration en tanin ou en 

protéine sur l’interaction arrivent à la conclusion que plusieurs phénomènes prennent place 

selon la quantité de tanins ou de protéines. Quelques uns de ces mécanismes sont repris en 

figure 15. 

 

Pour beaucoup d’auteurs, l’interaction se déroule en deux parties : une premiere 

complexation des tanins avec les protéines, suivie d’une agrégation des complexes à travers 

les polyphénols, conduisant à leur précipitation148, 292-294. La première étape peut 

s’accompagner d’une compaction de la taille de la protéine295. 

 

Certains estiment que la précipitation serait due à la création d’une monocouche de tanin 

autour de la protéine, réduisant la solubilité du complexe253. 

 

Le trouble formé par la gélatine et l’acide tannique ou encore la gliadine et la catéchine  

forme une parabole : il augmente jusqu’une certaine concentration avant de diminuer238. Selon 

les auteurs, la concentration correspondant au trouble maximum est celle où la concentration 

en site d’interaction tanin et protéine est égale, le réseau formé est alors le plus dense. En 

s’éloignant de cette concentration, tous les sites ne peuvent être occupés, on obtient  des 

aggrégats de plus petite taille. 

 



Etude Bibliographique 

- 38 - 
 

En se basant sur le fait que la taille des aggrégats EGCG / PRP augmente subitement à une 

certaine concentration pour atteindre une taille finie, Pascal et al proposent le mécanisme 

suivant: nmTPnTmP ↔+ , correspondant en fait à un équilibre de micellisation, la 

concentration correspondant à l’augmentation de taille est alors la concentration micellaire 

critique242. 

 

Dans ces phénomènes d’aggrégation / précipitation, les paramètres importants sont la 

concentration en protéine et le ratio tanin / protéine. 

 

Figure 15 : Les différents mécanismes de réaction proposés (de gauche à droite)  par Baxter et al 150, Siebert 238  
et Pascal et al 296 

IV.  Conclusion 

La présentation des tanins condensés du vin permet de mieux saisir les spécificités de ces 

molécules dans ce milieu et la multiplicité de leur rôle. On se demande alors s'il est possible 

de protéger les tanins condensés du raisin et de sélectionner par l'interaction avec des 

protéines ceux correspondants à l'effet voulu dans le vin. 

L'influence de différents facteurs internes ou externes aux tanins et aux protéines sur leur 

interaction réciproque montre toute la complexité présentée par ces phénomènes, mêlant 

divers types de forces et molécules aux multiples propriétés.  

La première partie de ces travaux va donc essayer de mettre en avant le mécanisme 

existant entre la BSA (protéine globulaire) et les tanins condensés, d'étudier l'influence du 

ratio tanins / protéines, de l'éthanol et du pH sur cette interaction. 
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Il a été vu qu'il est possible de déterminer l'origine des protéines analysées dans le moût 

ou le vin, et de remonter aux pratiques conduisant à leur présence. Comprendre la manière 

dont ces protéines agissent avec les tanins permet ainsi de disposer de meilleurs outils pour la 

compréhension de leur parcours. 

La complexité de la salive, sa composition, l'évolution de ses propriétés avec le temps ou 

sa grande richesse en protéines peuvent être déroutantes au premier abord. Il est pourtant 

possible de dégager quelques grands groupes de protéines avec des rôles semble-t-il définis. 

La question de savoir si la fonction d'une d'entre elles est de précipiter les tanins est cruciale 

dans la thématique de l'astringence et de la biodisponibilité des tanins. 

La deuxième partie de cette étude s'intéresse donc à l'étude de l'interaction entre les tanins 

et les protéines lors de la vinification, mais surtout lors de la dégustation.  

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Chapitre II - Matériel et Méthodes 

 
 



 

 
 

I. Solvants et réactifs 

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

L’acétone (>95%), l’acétonitrile (HPLC grade, ≥ 99%), le chloroforme (HPLC grade, ≥ 

99%),), l’éthanol (HPLC grade, ≥ 99%), le butanol (HPLC grade, ≥ 99%),) et le méthanol 

(HPLC grade, ≥ 99%), proviennent de chez VWR (Fontenay-sous-Bois, France).  

L’hydroxyde de sodium, l’acide L-tartrique  (≥ 99,0 %), l’acide chlorhydrique (≥ 99,0 %), 

l’acide sulfurique (≥ 99,0 %), l’acide acétique (> 99.5%), l’acide L-ascorbique, l’acide 

malique, l’acide lactique, l’acide trichloroacétique (TCA) et l'acide trifluoroacétique (TFA) 

sont fournis par Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). 

Le phloroglucinol, l’acétate de sodium, l’iode, le thiodène et le bleu de bromophenol sont 

fournis par Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). 

Les protéines utilisées (tableau 4) sont des protéines commerciales obtenues chez Sigma 

Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) ou chez Laffort Œnologie (Bordeaux, France). 

 

Tableau 4 : Protéines utilisées 

Protéine Masse Description Référence CAS Fournisseur 

BSA 67000 >98% A7906 9048-46-8 Sigma Aldrich 

α-Amylase 60000 10% A1031 9000-90-2 Sigma Aldrich 

Ovalbumine 43000 >98% A2512 9006-59-1 Sigma Aldrich 

β-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  GE 1 9000-70-8 Laffort Œnologie 

 

Les tanins utilisés sont la (+)-catéchine (>98%), Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, 

France) et des tanins œnologiques commerciaux Biotan fournis par Laffort Œnologie 

(Bordeaux, France). A fin de les purifier, les tanins œnologiques subissent une extraction 

liquide-liquide. Cette extraction est suivie d’une caractérisation par phloroglucinolyse 

(Chapitre IV – Matériel et Méthodes, section I. B), qui permet de les décrire comme 

présentant une masse moléculaire de 1240 g/mol et un DPm d’environ 4,1.  
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II.  Solution modèle vin 

La solution modèle de vin est une solution hydroalcoolique (12% d’éthanol), avec une 

concentration de 5 g/L en acide L-tartrique. Le pH est ajusté à 3.5 par adition qsp d’une 

solution d’hydroxyde de sodium 1N.     

III.  Purification et caractérisation des tanins de pépins utilisés 

A. Purification des tanins commerciaux 

Les tanins commerciaux de pépin Biotan sont extraits selon le protocole suivant : 10 g de 

tanins sont solubilisés successivement dans un mélange de 15 mL d’éthanol et 200 mL d’eau. 

Une extraction au chloroforme (3x200 ml) permet d’éliminer les lipides et les chlorophylles et 

de conserver l’ensemble des polymères, oligomères et monomères de tanins dans la phase 

aqueuse. La phase aqueuse récupérée est alors concentrée par évaporation sous vide partiel et 

lyophilisée. 

B. Caractérisation des tanins commerciaux 

1. Analyse par chromatographie liquide en phase normale 

Les analyses en phase normale sont réalisées sur un système de chromatographie 

Beckman Gold 126 (Beckman Coulter, Roissy, France) équipé avec un autosampler Beckman 

Gold 508 (Beckman Coulter, Roissy, France) suivi d’un détecteur UV-Vis à barrette de 

diodes Beckman 168 (Beckman Coulter, Roissy, France), commandé par le logiciel 32Karat 

5.0.  

La méthode utilisée est celle de Labarbe et al. Les conditions d’analyse sont présentées 

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

Conditions d’Analyse 

Détection UV-Vis – DAD (λ = 280 nm) 

Colonne 
Lichrospher Si 60 (250 x 4 mm, 5 µM) équipée d'une pré-
colonne remplie de la même phase (Merck, Allemagne) 

Débit (mL/min) 1,0 

Volume d’injection (µL) 20  

Phase mobile 
A : CH2Cl2/CH3OH/H20/TFA (10:87,995:2:0,005, v/v) 
B : CH2Cl2/CH3OH/H20/TFA (82:18:2:0,005, v/v) 

Gradient 
t, min 0 50 55 60 65 68 

%B 0 40 55 100 100 0  
 

 
Figure 16 : Séparation des tanins commerciaux par taille moléculaire 

 

Le chromatogramme en phase normale des tanins utilisés est présenté en figure 16. Ce 

profil est extrêmement semblable à celui de tanins de pépins (Fontoin et al). Il est donc 

possible de considérer les tanins utilisés comme des tanins de pépins de raisins. 



Chapitre I : Etude Bibliographique 

- 44 - 
 

2. Caractérisation des tanins utilisés par phloroglucynolise 

a) Préparation du réactif de phloroglucinolyse 

La méthode utilisée est adaptée de celle décrite par Kennedy et Jones297. 

Le réactif de phloroglucinolyse est préparé en solubilisant 2,5 g de phloroglucinol et 0,5 g 

de acide L-ascorbique dans 25 mL d’une solution de méthanol acidifié avec de l’acide 

chlorhydrique (0,1 N).  

b) Réaction de phloroglucinolyse 

5 mg de tanins sont solubilisés dans 1 mL de réactif de phloroglucinolyse. 200 µL de ce 

mélange sont mis à l’étuve à 50°C pendant 20 min. Immédiatement à la sortie de l’étuve, 1 

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

c) Analyse par HPLC-MS 

Les analyses sont réalisées sur un appareil de chromatographie liquide Hewlett Packard 

série 1100 (Hewlett Packard, Agilent, Massy, France) suivi d’un détecteur UV monocanal et 

d’un spectromètre de masse quadripôle Micromass Plateforme II (Micromass-Waters, St. 

Quentin en Yvelines, France) équipé d’une source d’ionisation electrospray. Le système 

HPLC – MS est commandé par le logiciel MassLynx 5.0. 

Le détecteur UV enregistre le spectre à une longueur d’onde de 280 nm. 

La source ESI est programmée pour opérer à 120°C, en mode négatif, avec un voltage de 

capillaire de -3.5 kV et une tension de cône de -30 eV.  

Les spectres de masses sont enregistrés en full scan de 100 à 1500 m/z. L’identification 

des différents composés est accomplie en recherchant, en SIM, les masses moléculaires 

d’ionisation spécifiques de chaque molécule (tableau 6) et en vérifiant l’ordre d’élution 

publiée dans la literature369. 

 

Tableau 6 : Composés formés lors de la réaction de phloroglucinolyse et ses temps de rétention et masses 
moléculaires d’ionisation spécifiques. 

Temps de 
retention, 

min 
Composés  m/z ε, L mol-1 cm-1 

3.42 adduit (+)-catéchine-phloroglucinol (C-P) 313 4218 

3.85 adduit (-)-épicatéchine-phloroglucinol (EC-P) 313 4218 

4.55 (+)-catéchine (C) 289 3988 
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5.80 (-)-épicatéchine (EC) 289 3988 

7.83 
adduit (-)-épicatéchine gallate-phloroglucinol 
(ECG-P) 

581 14766 

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

 

D’autres conditions d’analyse sont présentées dans le tableau 7. 

 

 

 

 

Tableau 7: Conditions chromatographiques 

Conditions d’Analyse 

Colonne 
Waters® XTerra RP18  (4,6 mm x 100 mm x 3,5 µm) 
(Fisher Bioblock, France) 

Débit (mL/min) 0,5 

Volume d’injection (µL) 20  

Phase mobile 
A : H2O/CH3COOH (99:9, v/v) 
B : CH3CN/ CH3COOH (99:9, v/v) 

Gradient 
t, min 0 6 14 15 18 19 23 

%B 5 15 40 100 100 5 5  
 

Le chromatogramme correspondant à l’analyse des tanins commerciaux après 

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

vi. Calcul du DPm et du pourcentage de gallates 

La détermination de la concentration de chaque composé est réalisée utilisant les 

coefficients de réponse déterminés par Kennedy et Jones369 (tableau 6). Pour la validation 

analytique, la (+)-catéchine est considéré comme référence et les autres composés sont dosés 

par rapport à celle-ci. 

Le calcul du DPm e du pourcentage de gallates se fait à partir des équations suivantes : 

 

 

 

 

La caractérisation de l'extrait de tanins de pépins utilisé est présentée dans le tableau 8. 

Tableau 8 : Caractérisation des tanins commerciaux par phloroglucinolyse.   
 

 Composition générale, % Unités terminales, % Unités d'extension, % 

Masse 
moléculaire 

DPm C EC ECG C EC ECG C EC ECG 

1240 g/mol 4.1 17.2 40.8 42.0 38.7 47.9 13.4 6.4 36.7 57.2 
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IV.  Protocole de l’interaction tanins / protéines pour l’étude à 

l'équilibre 

L'étude des interactions tanins / protéines à l'équilibre est faite en utilisant l'extrait de 

tanins de pépins et les protéines présentées dans le tableau 8. 

A. Principe de la technique utilisée 

Le principe de l'analyse est le suivant: 

1. Chacune des protéines est amenée à réagir avec l'extrait de tanins de pépins à 

différentes concentrations  

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

HPLC-UV/Vis 

3. L'analyse HPLC donne accès aux quantités de tanins et de protéines qui n'ont pas 

précipité sur un même chromatogramme. Par différence, il est possible de déterminer les 

quantités qui ont précipité. 

B. Préparation des échantillons 

Pour l’étude à l'état stationnaire, des solutions de tanins et de protéine dont la 

concentration est le double de la concentration finale désirée sont préparées en solution 

modèle vin. 

500 µL de solution de tanins et 500 µL de solution de protéine sont pipetés dans un 

Eppendorf de 1,5 mL. Les échantillons sont alors agités et laissés au repos, à l'abri de la 

lumière et à température ambiante pendant 24 heures. Cette procédure est répétée pour 

chacune de protéines étudiées. 

C. Centrifugation des échantillons et prélèvement du surnageant 

Les échantillons sont centrifugés 5 min à 4500 rpm dans une centrifugeuse Sigma 2.15 

(Sigma Aldrich, St. Quentin Fallavier, France).  
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Le surnageant est alors prélevé à l’aide d’une seringue Terumo de 1 mL (ADL Prochilab, 

Bordeaux, France) et filtré sur des filtres pour seringue Minisart, Sartorius (ADL Prochilab, 

Bordeaux, France) en cellulose régénérée de 0,45 µM avant d’être analysé par HPLC-UV/Vis. 

D. Analyse par HPLC 

Les analyses sont réalisées soitsur un système HPLC Beckman décrit précédemment soit 

sur un appareil de chromatographie liquide Finnigan série Surveyor (Thermo, Electron 

Corporation, USA) composé d’un module de pompes Finnigan 82026, d’un passeur 

d’échantillons Finnigan, 82067, d’un détecteur à barrette de diodes PDA - Finnigan, 81021. 

Le système est commandé par le logiciel Xcalibur  (Thermo, Electron Corporation). Les 

conditions d'analyses sont décrites dans le tableau 9. 

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

Conditions d’Analyse 

Détection UV-Vis – DAD (λ = 210, 230 et 280 nm) 

Colonne PLRP-S (4000 Ǻ, 50 x 2,1 mm, 5µm,  Polymer Labs, UK) 

Débit (mL/min) 0,5 

Volume d’injection (µL) 20 

Phase mobile 
A : H2O/TFA (99,9:0,1, v/v) 
B : CH3CN/ TFA (99,9:0,1, v/v) 

Gradient 
t, min 0 1 3 8 10 14 16 22 24 27 

%B 3 3 30 30 50 50 97 97 3 3  
 

Chaque analyse des surnageants par HPLC est accompagnée d’une calibration (injection 

de 5 standards de concentrations croissantes) des tanins et de la protéine en question. 

1. Chromatogramme obtenu par détection UV 

Le chromatogramme (figure 18) présente deux pics, le premier pour les tanins à t = 7 

minutes, le second pour les protéines à t = 13 minutes.  
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Figure 18: chromatogramme représentatif de l'analyse du surnageant de l'interaction entre l'extrait de tanins de 
pépins et la protéine. 

 

2. Calibration des tanins 

Une courbe de calibration est réalisée sur chaque appareil (Tableau 10). Dix solutions de 

concentration croissante sont injectées en triplicat.  

Lors de chaque série d'analyses, 5 points de cette courbe de calibration sont réalisés pour 

en vérifier la cohérence. 

Tableau 10: propriétés des courbes de calibrations des tanins. Les limites de détection (LD) et limites de 
quantification (LQ) sont déterminées selon la résolution Oeno 7/2000 de l'OIV. 

Appareil Equation LD, mg/L LQ, mg/L R2 

Beckman 25462x - 2E+06 1.22 4.07 0.99 

Thermo 
9.26E-06x + 
5.67E+00 

2.16 7.19 0.99 

 

3. Calibration des protéines 

Une courbe de calibration est réalisée pour chaque protéine lors de chaque titration. 5 

solutions de concentrations croissantes sont injectées en triplicata.  

Les  propriétés des courbes de calibration pour les différentes protéines utilisées sont 

présentées dans le tableau 11. 
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Tableau 11: Propriétés des courbes de calibration des différentes protéines. Les limites de détection (LD) et 
limites de quantification (LQ) sont déterminées selon la résolution Oeno 7/2000 de l'OIV. 

Composé Appareil Equation LD, µM LQ,µM  R2 

BSA Thermo 
9.26E-06x + 
5.67E+00 0.41 1.34 0.99 

Gélatine Thermo 
6.44E-07x - 
2.84E+00 0.08 0.27 0.99 

α-Amylase Thermo 
8.92E-05x + 

5.54E-01 
0.78 2.60 0.97 

Ovalbumine Beckmann 
4.26E-05x + 
4.63E+00 

0.45 1.50 0.99 

β-Glucosidase Beckmann 
5.45-06x – 
3.87E+00 0.42 1.40 0.96 

Thyroglobuline Beckmann 
7.23E-06x + 

3.76E-01 
0.81 2.70 0/97 

Fétuine Thermo 
6.09E-06x + 

1.16E-01 0.17 0.57 0.98 

 

4. Validation de la méthode utilisée 

Pour vérifier la cohérence de la méthode utilisée, le dosage des tanins avant et après 

réaction avec la BSA a également été suivi par l'indice de Folin-Ciocalteu. La relation 

obtenue permet de montrer que l'aire du pic est bien corrélée avec la concentration en tanin. 

Correspondance aire du pic tanin et indice de 
Folin

y = 4E-07x + 1.9843
R2 = 0.9848
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Figure 19 : Correspondance entre l'aire du pic de tanin et la valeur de l'indice de Folin-Ciocalteu obtenus pour 
une même quantité de tanins. 
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V. Turbidimétrie 

A. Matériel utilisé 

Les analyses sont réalisées sur un turbidimètre Hach 2100 N (Hach Company, Loveland, 

USA).  Les étalons sont des solutions de formazine fournies avec l'appareil correspondant à  

0,1 / 20/ 200/ 1000 et 4000 NTU.  

B. Protocole 

Des solutions d'extraits de tanins de pépins et de protéines dont la concentration est le 

double de la concentration finale désirée sont préparées en solution modèle vin.  

15 mL de la solution de tanin est versée dans un tube de 30 mL. Celui-ci est inséré dans le 

turbidimètre. 15 mL de la solution de protéine sont alors ajoutés, le moment de cet ajout 

correspondant au temps 0. La valeur de turbidité est alors relevé au temps suivant : 10, 20, 30, 

40, 50, 60, 90 secondes, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 30 minutes, 1, 2, 3, 4, 8, 24, 48 … heures.  

Les tubes sont agités 30 secondes avant chaque mesure à partir de la première minute. 

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

A. Prélèvement de salive 

La salive est prélevée sur 30 sujets volontaires, tous étudiants à la Faculté d’Œnologie de 

Bordeaux. Les prélèvements on lieu à la fin d’une séance de détermination de seuil olfactif, 

avant laquelle il est demandé aux étudiants de ne pas boire de café ou de fumer, pour ne pas 

perturber leur perception olfactive.  

Les sujets sont invités à se rincer tout d’abord trois fois la bouche avec de l’eau du 

robinet. Ils doivent ensuite produire environ 2 mL de salive dans un pot en plastique avec une 

indication du volume idéal à fournir. 

Les personnes le désirant avaient la possibilité de mastiquer un morceau de parafilm pour 

les aider à saliver.  

Il a également été demandé à chaque personne de signer une décharge concernant 

l’utilisation de sa salive à fin de recherche scientifique et de publication.  
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B. Création d’une salive « moyenne » 

Chaque échantillon de salive a ensuite été filtré filtré sur des filtres pour seringue 

Minisart, Sartorius (ADL Prochilab, Bordeaux, France) en cellulose régénérée de 0,45 µM. 

200 µL de chaque échantillon de salive ont alors été mis en commun. 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 le suivant: 500 µL de salive sont ajoutés à 25 

mL de solution d'extraits de tanins de pépins ou de vin à différentes dilutions dans des tubes 

de 100 mL en verre résistant à la centrifugation (Fischer Bioblock, Strasbourg, France) qui 

sont alors agités. Après 24h de repos, les échantillons sont centrifugés pendant 5 minutes à 

4500 rpm et le surnageant est prélevé.  

2. Extraction des protéines de la salive 

3,75 mL d'acide trichloroacétique sont ajoutés à chaque échantillon qui, après 30 minutes 

dans un bain de glace, est laissé au repos pendant 8 h minimum. Les échantillons sont alors de 

nouveau centrifugés pendant 5 minutes, à 4500 rpm. Le précipité est lavé à l’acétone puis 

séché à l’air libre. 

3. Analyse des protéines de salive  

Les gels 2D de protéines ont été réalisés par le Pôle Protéomique de l'Université Bordeaux 

2 selon le protocole suivant. 

Environ 200 mg de protéines sont mixés dans 160 mL de tampon IPG (7 M urée, 2 M 

thiourée, 2% 3-[N,N-dimethyl(3-myristoylaminopropyl)ammonium]propanesulfonate (ASB-

14), 25 mM dithiothreitol, 0.01% bleu de bromophénol, 1 %, v/v, carrier ampholytes 3-10 

Invitrogen). 

Les échantillons ont alors été soniqués puis centrifugés (5000 g, 5 min, 20 uC), chargés 

sur des bandes IPG ZOOM 3-10 NL (Invitrogen) et laissés migrer pour la nuit, avec les 

paramètres FIE suivant: (i) 200 V pour 20 min, (ii) 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 équilibrées dans le tampon I (6 M urea; 50 mM Tris; 2% SDS; 

30% glycerol; 50 mM dithiothreitol) puis le tampon II (6 M urea; 50 mM, Tris; 2% SDS; 30% 

glycerol; 125 mM iodoacetamide)  

La séparation dans la seconde dimension a été réalisée sur SDS-PAGE (12% 

polyacrylamide) pendant 2 heures sous une tension constante de 120 V. 

 Les gels contenant des protéines ont alors été teinté avec du bleu de Coomassie brillant 

G-250. 

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

A.  Microvinification 

1. Premier essai 

Le premier essai de vinification s’est déroulé en Septembre 2008 avec du Cabernet Franc 

provenant de l’Union des Producteurs de Saint-Émilion, vendange manuelle. 4 cuves (20 

litres) ont été remplies de 10 kg de raisin foulé et éraflé chacune. Dans deux d’entre elles, 4 g 

de tanin œnologique commerciaux Laffort Œnologie ont été ajoutés immédiatement après 

encuvage (40 g/h). 24 heures après encuvage, 2 g de levure X15, Laffort Œnologie sont 

ajoutés à chaque cuve. 

2. Second essai  

Un second essai de vinification s’est déroulé en Février 2009. Le raisin était du Cabernet 

Sauvignon provenant d’une propriété Sud-Africaine, vendange manuelle. Ce raisin a été 

sulfité avant d’être envoyé par avion dans des caisses isothermes avec de la carboglace. A la 

réception, les grappes ont été immédiatement triées, entreposées en chambre froide à 4°C 

avant la microvinification. 

5 cuves ont été remplies de 10 kg de raisin foulé et éraflé chacune. Dans deux d’entre 

elles, 4 g de tanin œnologique commerciaux Laffort Œnologie ont été ajoutés immédiatement 

après encuvage (40 g/hl). 24 heures après encuvage, 2 g de levure X15, Laffort Œnologie sont 

ajoutés à chaque cuve. 

De plus, les cuves ont été inoculées avec des bactéries Laffort Œnologie à la fin de la 

fermentation alcoolique pour permettre à la fermentation malolactique de démarrer. 
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3. Prélèvements 

100 mL de moût ont été prélevés à plusieurs reprises à intervalles réguliers. 

Immédiatement après encuvage, 30 minutes, 1h, 2h, 3h, 5h, 8h après encuvage et tous les 

jours ensuite. De plus, un prélèvement a systématiquement été effectué avant et après chaque 

opération œnologique (tanisage, levurage, innoculation). 

Le moût prélevé est immédiatement centrifugé (4500 rpm, 5 min) et 5 mg de pimariscine 

sont ajoutés avant congélation à -20°C 

Lors de ces prélèvement, une quantité de marc a été retiré de la cuve pour conserver un 

ratio marc / moût constant. 

a) Suivi de la densité 

Le suivi de la densité a été effectué chaque jour à l’aide d’un densimètre manuel.  

Suivi de la densité lors des microvinifications
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Figure 20: Suivi de la densité lors des microvinifications 

 

b) Dosage du S02 libre 

Le SO2 libre a été dosé par la méthode de Rippert, selon le traité d’œnologie. Pour cela on 

détermine la différence d'iode nécessaire pour titrer 10 ml de vin avec 1 mL de thiodène et 1 

mL d'acide sulfurique et la même solution supplémentée de quelques gouttes d'eau oxygénée. 

c)  Dosage de l’acide malique 

Le dosage de l’acide malique (suivi de la fermentation malolactique) est réalisé par 

chromatographie sur couche mince selon le traité d’œnologie. Le solvant d'élution est 
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composé de 40 mL de butanol à 1 g/L de BBP et 20 mL d'acide acétique à 50%. Les témoins 

sont de l'acide malique à différentes concentrations. 

B.  Analyse des tanins du moût 

1. Purification des tanins du moût : SPE 

Pour pouvoir analyser les tanins, chaque prélèvement de moût a tout d’abord été purifié 

par extraction sur phase solide, adaptée de 298.  Des colonnes de 6 mL contenant 1 mL de gel 

C18  sont utilisées (Supelclean LC18, Supelco). La colonne est conditionnée au méthanol 

(5mL) et lavée à l’eau (8 mL) avant que ne soit déposés 3 mL de moût (après centrifugation, 

comme expliqué précédemment). Celui-ci est premièrement élué avec 8 mL d’eau, puis 5 mL 

de méthanol. La fraction méthanol est récupérée puis concentrée 5 fois sur un évaporateur 

speed vac. 

2. Analyse des tanins du moût par phloroglucynolise 

100 µL d’extraits de moûts préparés comme indiqué  précédemment sont additionnés de 

100 µL de réactif de phloroglucinolyse. Ce mélange est placé à l’étuve à 50°C pendant  20 

min. Immédiatement à la sortie de l’étuve, 1 mL de solution d’acétate de sodium (23,6 g/L) 

est ajouté pour stopper la réaction. 

L’analyse HPLC-MS est alors la même que celle décrite pour la phloroglucynolise des 

tanins commerciaux.  

Un exemple de chromatogramme obtenu est présenté en figure 21 . Les temps de rétention 

correspondant aux différents composés sont donnés dans le tableau 12. Ces temps de rétention 

évoluent au cours de la microvinification, et on été confirmé par spectrométrie de masse 

lorsque cela s'est avéré nécessaire. 

 

 
Figure 21: Chromatogramme obtenu lors de l'analyse des moûts par phloroglucynolise. 
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Tableau 12: Composés de phlorglucynolise 
Temps de 
retention, 

min 
Composés  m/z ε, L mol-1 cm-1 

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 

7.83 
adduit (-)-épicatéchine gallate-phloroglucinol 
(ECG-P) 

581 14766 

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

 

C. Analyse des protéines du moût 

1. Dosage des protéines du moût par tamisage moléculaire 

Le dosage des protéines par tamisage moléculaire a été réalisé par le laboratoire SARCO. 

La méthode employée est celle du tamisage moléculaire (Dubourdieu et al, 1986). Le moût est 

injecté directement. 

Les macromolécules sont fractionnées selon leur poids moléculaire par HPLC sur gel TSK 

G2000 SW (LKB) (0,75 x 60 cm, 10 µM) précédé d'une colonne de dessalage (gel Trisacryl 

GF05, IBF) au seuil d'exclusion de 3000 Da. La zone de fractionnement est de 10 à 70 000 

Da. Les macromolécules sont ainsi séparées des autres constituants par chromatographie 

d'exclusion  sur la première colonne puis par chromatographie de tamisage moléculaire sur la 

seconde. Les protéines sont détectées par spectrophotométrie à 22 nM. 

 

Les conditions d'analyse sont les suivantes: 

Volume injecté : 100 µL 

Débit 0,6 mL/min 

Pression : 10 bars 

Eluant: NaCl 0,1 M 

 

La concentration en protéine des échantillons est évaluée par une droite étalon obtenue à 

l'aide de la BSA.  
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2. Analyse des protéines du moût sur gel monodimensionel 

a) Extraction  des protéines 

L'extraction des protéines se fait à partir des 25 mL de moût centrifugés (traitement  décrit 

précédemment). 3,75 mL de TCA sont ajoutés à l’échantillon qui est laissé 30 minutes dans la 

glace avant de reposer pour 8 heures minimum.  

Les échantillons sont alors centrifugés (4500 rpm, 5 minutes) et le précipité est alors lavé 

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

b) Analyse des protéines 

Les gels monodimensionnels de protéines ont été réalisés par le Pôle Protéomique de 

l'Université Bordeaux 2 selon le protocole suivant. 

Environ 200 mg de protéines sont mixés dans 160 mL de tampon IPG (7 M urée, 2 M 

thiourée, 2% 3-[N,N-dimethyl(3-myristoylaminopropyl)ammonium]propanesulfonate (ASB-

14), 25 mM dithiothreitol, 0.01% bleu de bromophénol, 1 %, v/v, carrier ampholytes 3-10 

Invitrogen). 

Les échantillons ont alors été soniqués puis centrifugés (5000 g, 5 min, 20 uC), chargés 

sur des bandes IPG ZOOM 3-10 NL (Invitrogen) et laissés migrer pour la nuit, avec les 

paramètres FIE suivant: (i) 200 V pour 20 min, (ii) 450 Vpour 15 min, (iii) 750 V pour 15 

min, et (iv) 2000 V pour 30 min.  



 

 
 

Chapitre III : Etude de l'interaction tanins 

condensés / BSA 
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I. Introduction 

L'albumine sérique bovine (BSA) est une protéine globulaire de 583 acides aminés pauvre 

en proline299, largement utilisée en recherche de par son analogie structurale avec l'albumine 

sérique humaine300. C'est également le cas dans les études des interactions tanins / protéines, 

où il semblerait qu'elle soit un bon modèle pour prédire l'interaction252. Elle est souvent 

utilisée comme référence pour comparer la réactivité de différent tanins231, 252, 283, l'influence 

de leur structure (degré de polymérisation74, 255, glycosylation267, 301, hydroxylation262, 302). 

Elle a été utilisée pour la comparaison de plusieurs protéines74 ou la mise au point de 

méthodes303, 304. L'influence de plusieurs facteurs sur l'interaction tanin / protéine comme le 

pH273 ou l'influence des sucres305 a été établie en utilisant la BSA.   

Cependant, à notre connaissance, aucune étude ne s'est attachée à étudier précisément le 

mode d'interaction entre la BSA et les tanins condensés. Pour essayer de déterminer plus 

exactement le mécanisme de cette interaction, l'influence du ratio tanin / protéine, du pH, du 

pourcentage d'éthanol sur la cinétique et l'équilibre de la réaction vont être étudiés.  

 

Dans une première partie consacrée à l’état à l'équilibre, l'étude du ratio tanins / BSA dans 

le précipité selon le ratio initial est couplée à l'utilisation d'isothermes d'adsorption. Ceci 

permet de mettre en avant l'existence d'un ratio de part et d'autre duquel les mécanismes 

d'interaction diffèrent. La cinétique de l'interaction abordée ensuite montre l'influence de ce 

même ratio sur les ordres cinétiques partiels de réaction, permettant de compléter la 

compréhension des mécanismes, particulièrement en ce qui concerne la dénaturation de la 

BSA sous l'effet des tanins. Enfin, toutes les données obtenues sont intégrées pour aboutir à 

une proposition de mécanisme entre les tanins condensés et la BSA selon leurs quantités 

respectives dans les conditions du vin.  

II.  Etude à l'équilibre 

Toutes les expériences décrites dans cette partie ont été réalisées en solution modèle vin 

(12% éthanol, 5g/L d'acide tartrique, pH 3,5). Pour être sûr d'être à l'équilibre, tanins et 

protéines sont laissés en contact pendant 24 heures au minimum. Ils sont ensuite centrifugés et 

le surnageant analysé par HPLC, comme décrit au chapitre matériel et méthodes.  
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A. Influence du ratio tanin-protéine 

Pour étudier l'influence des quantités de tanins et de protéines initiales, l'interaction a été 

réalisée entre 8 concentrations en BSA (de 1,5 à 150 µM) et 11 concentrations en tanins (de 8 

à 4000 µM).  

1. Ajout de tanin à une quantité fixe de BSA 

Dans cette partie, est considérée une quantité fixe de protéine à laquelle sont ajoutées des 

concentrations croissantes de tanins.  

a) Détermination de la BSA précipitée 

La Figure 22 présente le pourcentage de BSA précipitée lorsque 37,5 µM de BSA sont mis 

en contact avec différentes quantités de tanins. Ce pourcentage augmente avec la 

concentration en tanin, pour atteindre 100%, c'est-à-dire 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 µM BSA
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Figure 22 : Pourcentage de BSA précipitée lorsque 37,5 µM de BSA sont  mis en 

contact avec différentes quantités de tanins 
 

Lorsque la quantité initiale de BSA augmente, la quantité de tanin nécessaire à la 

précipitation totale augmente également, comme cela peut se constater sur la Figure 23. 

Cependant, dans notre gamme de concentration en BSA, il est toujours possible de précipiter 

l'intégralité de la BSA présente. 

La concentration en tanin minimum requise pour faire précipiter l'intégralité de la BSA est 

désigné [T]*. Les valeurs de [T]*, reprises dans le tableau 13, permettent de visualiser 

l'évolution de cette quantité nécessaire selon la quantité de BSA. 
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Pourcentage de BSA précipitée selon la quantité de tanin 
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Tableau 13 : Intervalle de 
concentration en tanin auquel 

appartient [T]*, la quantité nécessaire 
pour précipité l'intégralité de la 

protéine  

[BSA] (µM) [T]* appartient à 
(uM) 

1.5 80-240 

3.75 80-240 

7.5 320-400 

15 560-725 

37.5 1600-4000 

75 1600-4000 

112.5 1600-4000 

150 1600-4000 

Figure 23 : Pourcentage de BSA précipitée lorsque différentes quantités de 
BSA réagissent avec les tanins. 

 

b) Détermination des tanins précipités 

La quantité de tanins précipités évolue quasiment linéairement en fonction de la quantité 

de tanin initiale pour 37,5 µM BSA (figure 24). Le même comportement est observé avec une 

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

le pente de la courbe est inférieure à 1 (0,8 au maximum), ce qui traduit le fait que la totalité 

des tanins n'est pas précipité, et ce quelque soit la concentration en tannin ou en protéine. 
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Figure 24 : Quantité de tanins précipités par 75 µM de 
BSA selon la quantité de tanins ajouté. 

Figure 25 : Pourcentage de tanins précipités par 
différentes quantités de BSA selon la quantité de tanins 

ajoutés 
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Pour mieux appréhender ce phénomène, le pourcentage de tanin précipité est tracé en 

fonction de la quantité de tanin initiale en figure 25. Il ressort que le pourcentage de tanins 

précipités atteint une valeur constante à partir d'une certaine concentration en tanins. Cette 

stabilisation peut se prévoir à partir de la figure 24, car c’est une droite 

d’équation[ ] [ ] bTaT ip += . , ce qui donne
[ ]
[ ] [ ]ii

p

T

b
a

T

T
+= . , [T]p étant la quantité de tanins 

précipités, [T]i la quantité de tanins initiale. La valeur de b / [T] i va donc très vite tendre vers 

0, et le pourcentage devient constant.  

Ce résultat évoque l'idée d'un équilibre entre tanins précipités avec la BSA et tanins en 

solution.  

Les conclusions suivantes peuvent être tirées: 

• Il n'existe pas de quantité de tanin fixe précipitant sous l'effet d'une quantité fixe de 

BSA : l'augmentation de la quantité initiale provoque toujours une augmentation de la 

quantité précipitée 

• Il est impossible de précipiter la totalité des tanins présents 

c) Ajout de tanins à une quantité fixe de BSA : conclusion 

Lorsque des tanins sont ajoutés à une quantité fixée de BSA, 

• La quantité de BSA précipitée augmente graduellement avec la concentration en tanin, 

et il est possible de précipiter l'intégralité de la BSA lorsque la concentration en tanin 

est supérieure à [T]*. 

•  Quelque soit la concentration en BSA, il est toujours possible d'augmenter la quantité 

de tanins précipités en augmentant la quantité de tanins ajoutés 

• Lorsque la concentration en tanins augmente,  le pourcentage de tanin précipité est 

constant quelque soit la quantité de tanin ajoutés.  

2. Ajout de BSA à une quantité fixe de tanin 

Considérons maintenant une quantité fixe de tanins à laquelle est ajoutée de la BSA. 

a) Détermination de la BSA précipitée 

La courbe de la quantité de BSA précipitée en fonction de la quantité de BSA ajoutée 

(figure 26) peut se diviser en deux parties. Pour des concentrations en BSA inférieure à une 

concentration [BSA]*, la quantité précipitée est égale à la quantité initiale. Puis, lorsque la 
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concentration initiale est supérieure à [BSA]*, la quantité précipitée augmente légèrement et 

reste stable. Plus la concentration en tanin est élevée, plus la quantité [BSA]* est grande, elle 

n'apparaît plus sur le graphique. 
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Figure 26 : Quantité de BSA précipitée en fonction de la quantité de BSA ajoutée à différentes concentrations 

de tanins. La concentration [BSA]* est indiquée par un astérisque pour chaque concentration en tanin. 

b) Précipitation des tanins 

Lors de l'ajout de BSA à une quantité fixe de tanin, la quantité de tanins précipités 

augmente jusqu'à une certaine concentration, correspondant à la concentration [BSA]* 

déterminée précédemment. Lorsque la quantité de BSA devient supérieure à [BSA]*, le 

pourcentage de tanins précipités diminue avec l'augmentation de la concentration en BSA 

(figure 27). 
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Figure 27 : Quantité de tanins précipités lorsque la concentration en BSA augmente 

c) Ajout de BSA à une quantité fixe de tanins : conclusion 

En étudiant la titration des tanins par la BSA il est possible de conclure sur l'existence 

d'une concentration [BSA]* telle que: 

• [BSA] inférieure à [BSA]*  

Toute la BSA ajoutée précipite, le pourcentage de tanins précipités augmente avec la 

quantité de BSA ajoutée. 

• [BSA] supérieure à [BSA]* 

La quantité de BSA précipitée est égale à [BSA]*, le pourcentage de tanins précipités 

diminue avec la quantité de BSA ajoutée. 

3. Stoechiométrie 

Pour étudier la stoechiométrie du complexe tanin / protéine, la stoechiométrie obtenue 

dans le précipitée (T/P) est tracée en fonction du ratio initial dans le vial (T/P)i sur la figure 

28. Le tracé a été effectué en utilisant une échelle linéaire et une échelle logarithmique pour 

faciliter la visualisation des valeurs correspondant aux faibles ratios initiaux. Il s'agit bien de 

la stoechiométrie T/P, à savoir le nombre de mole de tanin pour une mole de protéine.  
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Echelle logarithmique
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Figure  28 : Ratio tanin/protéine dans le précipité (T/P) en fonction du ratio tanin / protéine initial. Les deux 

courbes présentent les mêmes résultats, mais la courbe de droite est représentée avec une échelle logarithmique 
pour une meilleure visualisation des faibles ratios initiaux. 

 

La première constatation est évidemment la confirmation de la non stoechiométrie de la 

réaction entre les tanins et la BSA. On sait en effet, que, dans une réaction stoechiométrique, 

le ratio final est une constante indépendante de la composition du mélange réactionnel. Ici, la 

quantité de tanins fixés sur la BSA dépend des quantités respectives de chacun des composés. 

Il est de plus possible d'écrire: 

[ ]
[ ]

[ ]
[ ] (1)                9,54085,0 +=

i

i

p

p

BSA

T

BSA

T

  
 

[T]p et [BSA]p correspondent aux tanins et la BSA dans le précipité, [T]i et [BSA]i aux 

concentrations initiales. Cette équation est une indication de ce qui se passe entre les tanins et 

la BSA, et il est intéressant de la replacer dans le contexte des situations étudiées 

précédemment pour vérifier sa cohérence. 

a) Ajout de BSA à une quantité de tanin constante 

• [BSA] i<[BSA]* 

Quand [BSA]i<[BSA]* , [BSA] p=[BSA]i et (1) devient: 

[ ] [ ] [ ]iip BSATT ×+×= 9,54085,0  

d'où: 

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]i

i

i

p

T

BSA

T

T
×+= 9,54085,0  

On retrouve bien l'augmentation du pourcentage de tanins précipités avec l'augmentation 

de la concentration en BSA observée en figure 29. 

 

• [BSA] i>[BSA]* 
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Quand [BSA]i>[BSA]* , alors [BSA]p=[BSA]*, (1) devient: 

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]

[ ]
iii

p

T

BSA

BSA

BSA

T

T

][
9,54085,0

**

×+=  

Lorsque [BSA]i augmente, son inverse diminue, donc, [BSA]* et [T]i étant des constantes, 

on retrouve bien la diminution du pourcentage de tanins précipités avec l'augmentation de la 

concentration en BSA observée en figure 27. 

b) Ajout de tanins à une quantité de BSA constante 

• [T] < [T]* 

Quand [T] < [T]*, alors [BSA]p=q[T]i, et (1) devient: 

[ ]
[ ]

[ ]
[ ] qq
BSA

T

T

T

i

i

i

p .9,5.4085,0 +=  

On retrouve bien une augmentation du pourcentage de tanins précipités avec 

l'augmentation de la concentration initiale en tanin, comme vu figure 25. 

• [T] > [T]* 

Quand [T] > [T]*, alors [BSA]p=[BSA]i, (1) devient 

[ ]
[ ]

[ ]
i

i

i

p

T

BSA

T

T

][
.9,54085,0 +=  

On retrouve bien une stabilisation du pourcentage de tanins précipités avec l'augmentation 

de la concentration initiale en tanin, comme vu figure 25. 

4. Isothermes d'adsorption 

En considérant la protéine comme une surface, l'interaction tanin / protéine peut être vu 

comme l'adsorption des tanins sur cette surface. Il est donc possible de tracer des isothermes 

d'adsorptions, et, en comparant ces isothermes avec ceux établis dans la littérature, des 

modèles d'adsorption types peuvent être proposés.  

Pour chaque concentration en protéines, ces isothermes d'adsorption ont été établies. Les 

isothermes de Scatchard sont présentées ici, car ce sont elles les plus représentatives (figure 

30). Ces isothermes semblent évoluer "naturellement" avec l'augmentation de la concentration 

en protéines de celle à 3,75 µM à celle à 112,5 µM. Aux plus grandes concentrations, les 

isothermes correspondent assez bien à de la coopération positive. Aux plus faibles 

concentrations, l'isotherme ne correspond pas à un modèle connu, mais il semble possible de 

le décomposer en deux isothermes, comme montré sur la figure 29. L'isotherme apparaît alors 

comme la superposition de deux isothermes selon la quantité initiale de tanin. La premiere 
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(faibles quantités adsorbées) est une isotherme de coopération positive, la seconde pourrait 

correspondre à une isotherme de deux classes de sites. 

 

 De plus, dans tous les cas, la concentration en tanin séparant ces deux isothermes 

correspond à la concentration [T]*, à partir de laquelle toutes les protéines présentes sont 

précipitées. Il apparaît donc l'existence de deux modes d'adsorption, selon la réaction totale de 

la protéine ou non.  
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Figure 29: Décomposition de l'isotherme de Scatchard correspondante à l'adsorption des tanins sur la BSA 
(3,75 µM). θ est la quantité de tanins fixés, M la quantité de tanins disponibles. 

 

Dans les cas où la protéine disponible ne réagit pas complètement avec les tanins, 

l'interaction se fait par coopération positive. Dans le cas où la quantité de tanin disponible est 

suffisante pour faire précipiter l'intégralité de la protéine, l'adsorption se fait par deux sites 

différents.  

5. Influence du ratio: conclusion 

Il a été mis en évidence l'existence de concentration BSA* et T* jouant un grand rôle dans 

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

et BSA et montrent l'existence de deux possibilités. Si 
[ ]
[ ]

[ ]
[ ]*

*

P

T

P

T

i

i < , c'est-à-dire [T]i < [T]*  et 

[P]i>[P]*, la BSA n'est pas précipité dans son intégralité. Si 
[ ]
[ ]

[ ]
[ ]*

*

P

T

P

T

i

i > , soit [T]i > [T]*  et 

[P]i<[P]*, la BSA précipite entièrement. Plusieurs travaux rapportent le même phénomène. 

Hagerman et Butler notent ainsi une quantité de protéine maximum précipitable par les 
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tanins282, et observant la précipitation de l'acide tannique lors de l'ajout de gélatine, Van 

Buren et Robinson obtiennent exactement le même profil que celui présenté ici256. 

Les valeurs de ratio sont en corrélation avec les sites de liaison existant sur la protéine260 

et l'accroissement constant de la stoechiométrie avec le ratio initial traduit un phénomène 

d'adsorption des tanins à la surface 235 mais aussi un phénomène colloïdal248. 

 L'utilisation des isothermes d'adsorption montre l'existence de deux modes d'interactions 

différents selon que le ratio initial tanin / BSA. Ceci a été observé dans quelques travaux en 

utilisant la calorimétrie, mais uniquement avec des tanins hydrolysables229, 232 . 

Ces résultats seront interprétés plus de manière plus approfondie à la lumière de ceux 

observés avec l'éthanol et le pH. 



Etude de l’interaction tanins condensés / BSA 

- 69 - 
 

 
Figure 30 : Isothermes d’adsorption de Scatchard entre les tanins condensés et la BSA selon les conditions d’interaction 
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B. Influence de l'éthanol 

Pour mesurer l'influence du pourcentage d'éthanol sur l'interaction entre les tanins et les 

protéines, la réaction entre 1g/L de BSA d'une part et 100, 300, 500, 700, 900, 2000 et 5000 

mg de tanins d'autre part a été réalisée dans de la solution modèle vin (5 g/L d'acide tartrique, 

pH 3,5) à différent pourcentage d'éthanol (0, 5, 10, 15, 20 %). 

1. Précipitation des protéines 

En traçant la quantité de BSA précipitée en fonction de la quantité de tanins ajoutés pour 

les différents pourcentages d'éthanol (figure 31), il est possible de constater que le 

pourcentage d'éthanol n'influence pas le profil général de la titration, ni les valeurs. En effet, 

toutes les courbes sont identiques, et la valeur de [T]*, définie précédemment comme la 

quantité de tanin nécessaire pour précipiter l'intégralité de la protéine est comprise entre 700 

et 900 mg/L pour toutes les modalités. 
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Figure 31 : Influence de l'éthanol sur le profil de précipitation de la BSA par les tanins. 

 

2. Précipitation des tanins 

La figure 32 présente la quantité de tanins précipités selon la quantité de tanins initiale en 

présence de 15 µM BSA pour différents pourcentages d'éthanol. L'influence de l'éthanol 

apparaît après 700 mg/L, c'est-à-dire [T]*. En effet, après cette valeur, alors que les courbes à 

0 et 5% d'éthanol continuent d'augmenter linéairement avec la concentration en tanin initiale, 
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les valeurs pour 10, 15 et 20 % d'éthanol présentent un décroché. A partir de 1700 µM, les 

pentes des courbes sont identiques, mais les valeurs de tanins précipités diffèrent. 
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Figure 32 : Profil de précipitation des tanins selon la 
quantité de tanin initiale à différents pourcentages 
d'éthanol. La quantité [T]* est représentée par un 

astérisque. 

Figure 33 : Quantité de tanins précipités selon le 
pourcentage d'éthanol pour deux concentrations initiales 
différentes. Les courbes représentant des valeurs de [T] 

inférieures à [T]* sont en noir, celles supérieures en rouge. 
 

La quantité de tanins précipités diminue avec l'augmentation du pourcentage d'éthanol 

pour toutes les quantités de tanins (figure 36). Cependant, pour 10 et 15 % d'éthanol, cette 

diminution est nettement plus forte pour les concentrations en tanin supérieures à [T]*. 

3.  Stoechiométrie 

En se basant sur le fait que la quantité de BSA précipitée reste constante avec le 

pourcentage d'éthanol en solution, l'évolution de la stoechiométrie doit logiquement être la 

même que celle des tanins précipités. Ceci est confirmé par la figure 34, où il apparaît que la 

stoechiométrie de la réaction diminue avec le pourcentage d'éthanol, mais que cette 

diminution est marquée de manière plus importante pour 10 et 15% d'éthanol et les 

concentrations en tanins supérieures à [T]*. 
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Figure 34: Evolution de la stoechiométrie avec le pourcentage d'éthanol pour différentes quantités de tanins. 

Les courbes représentant des valeurs de [T] inférieures à [T]* sont en noir, celles supérieures en rouge. 

4. Isothermes d'adsorption 

Les isothermes d'adsorption ont été établies pour chaque pourcentage d'éthanol. Les 

isothermes de Scatchard, représentées en figure 30, diffèrent selon pourcentage d'éthanol, ce 

qui implique que le mode d'adsorption des tanins sur la BSA est influencé par l’éthanol. 

Ensuite, des rapprochements peuvent être faits entre isothermes semblables, à savoir 0 et 5%, 

10 et 15% et enfin 20%.  

Pour 0 et 5%, les courbes se rapprochent à celles observées dans la partie pour les 

concentrations en protéine les plus importantes. A 20%, l'isotherme pourrait être celle d'une 

adsorption selon deux classes de sites. 

A 10 et 15% d'éthanol, l'isotherme est la même que celle décrite plus haut dans les mêmes 

conditions d'éthanol et de ratio T/P. Au vu des isothermes "entourant" ce pourcentage 

d'éthanol, il semble logique de proposer que cette isotherme soit en fait la somme de deux 

isothermes, confirmant la proposition faite plus haut. La première partie correspondrait alors à 

de la coopération positive, puis, au-delà de 350 µM de tanins adsorbés, l'adsorption évolue en 

deux classes de sites.  

5. Influence de l'éthanol : conclusion 

D'un point de vue quantitatif, l'ajout d'éthanol provoque une diminution de la précipitation 

des tanins mais pas des protéines. Cette diminution est plus marquée pour les concentrations 

en tanin supérieures à T*. L'influence de l'éthanol sur la précipitation a été étudiée dans peu 

de travaux, mais les résultats obtenus sont similaires, puisqu'il n'affecte pas la précipitation de 

la BSA par le dimère EC-C276. Des travaux quantifiant la précipitation des tanins du vin à des 
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concentrations inférieures à T* sous l'effet de la BSA montrent également une diminution 

linéaire de la précipitation avec l'éthanol306. Pour essayer de comprendre cette diminution de 

l'affinité des tanins pour la BSA avec l'éthanol, il est important de s'intéresser à l'influence de 

l'éthanol sur chacune des espèces présentes.  

 

En absence d'éthanol, les isothermes d'adsorption révèlent l'existence d'un seul mode 

d'adsorption quelque soit le ratio tanin / protéine. Il parait évident qu'à la fois les tanins et les 

protéines ont intérêt à engager leurs sites hydrophiles dans des liaisons avec l'eau. 

L'interaction tanin protéine se fait donc sans doute au travers de liaisons hydrophobes, comme 

cela a été constaté pour la BSA et les trimères dans l'eau239. Les stoechiométries observées 

sont du même ordres que celles décrites entre la BSA et l'épicatéchine dans l'eau 292, amenant 

les auteurs à conclure à des liaisons hydrophobes faibles, ce qui confirmerait notre hypothèse. 

L'observation de comportements similaire pour 0 et 5% d'éthanol peut s'expliquer par une 

stabilisation de la structure globulaire de la BSA aux faibles quantités d'alcool, comme cela se 

passe avec l'albumine de sérum humain307. Cette stabilisation se fait par des liaisons de 

l'éthanol dans des poches hydrophobes de la BSA308. 

 

A 20% d'éthanol, les isothermes d'adsorption décrivent une adsorption des tanins selon 

deux classes de sites, et ce quelque soit la quantité de tanins (dans la gamme de nos 

expériences). Avec ces 20% d'éthanol, les caractéristiques du solvant, de la BSA, des tanins 

mais également de l'acide tartrique ont changé.  

En effet, les propriétés interfaciales des mélanges eau / éthanol sont bien entendu 

dépendante du pourcentage d'éthanol309. De plus, l'éthanol est un dénaturant connu pour les 

protéines310 et, à 20% d'éthanol, la BSA est complètement dépliée311. Les tanins sont eux 

connus pour s'agréger via des forces hydrophobes152. L'ajout d'éthanol réduit donc cette auto 

agrégation, et à 20%, elle est très faible103. Enfin, le pKa de l'acide tartrique est influencé par 

l'éthanol312, la force ionique du milieu est par conséquent affectée par ce changement. 

En plus de briser jusqu'à 396 liaison hydrogène par molécule313, le processus de 

dénaturation de la BSA conduit à l'exposition d'acides aminés hydrophobes274. Il est donc 

possible que les tanins établissent des liaisons hydrophobes avec la BSA, immédiatement 

renforcées par des liaisons hydrogènes, comme cela a été suggéré dans certaines études148. 

Lorsque [T] est supérieur à [T]*, la stœchiométrie augmente. Devant un phénomène 

identique, Kawamato et al concluent sur l'existence de deux sortes de sites260. Les sites forts 

sont utilisés en premier, les sites faibles par la suite. Les sites forts étant spécifiques, la 
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stœchiométrie y est quasi constante. Cependant, il est ici possible qu'une fois tous les sites de 

la protéine utilisés, les tanins continuent à s'agréger sur les tanins déjà liés par des liaisons 

hydrophobes229. 

 

Entre 5 et 20 % d'éthanol, le système est dans une gamme de pourcentage d'éthanol 

critique pour l'organisation des molécules d'eau et d'éthanol entre elles. Il existe dans cette 

gamme un point de transition où l'eau perd ses propriétés particulières314. C'est à partir de ce 

point que le mélange ne se comporte plus comme un θ-solvant pour les protéines315. 

Concernant la BSA, le pourcentage de dénaturation selon l'éthanol n'est pas parfaitement 

établi. Alors qu'aucun changement de structure secondaire ou tertiaire n'est observé par 

dichroïsme circulaire à 10% dans certains travaux316, d'autres amènent des preuves de cette 

dénaturation par DSC317. Il apparaît cependant logique de considérer que le processus de 

dénaturation est amorcé, surtout à pH 3,5. Cette dénaturation se traduit par l'apparition de 

feuillets β308, et donc de possibilité de liaisons hydrogènes. 

La première partie des isothermes (entre 0 et [T]*) est identique à celles obtenues à 0 et 5 

% d'éthanol, il y a donc tout lieu de penser que le phénomène est le même. Les tanins 

commencent par se fixer par des liaisons hydrophobes à la protéine. Il est alors tout à fait 

envisageable que, comme dans le cas du galloylglucose avec la BSA233, les tanins provoquent 

la dénaturation de la protéine, aidés en cela par le solvant. Le système se retrouve alors dans 

la même configuration qu'à 20% d'éthanol, comme le montre la seconde partie des isothermes 

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

 

Les différences de mode d'adsorption des tanins sur les protéines sont donc dues à la 

conformation de la protéine et aux forces disponibles. La baisse de la steochiométrie avec 

l'apparition des liaisons hydrogènes montre que celles-ci utilisent des sites plus forts. 

 

C. Influence du pH 

Pour étudier l’influence du pH sur l’interaction tanins / BSA, l’interaction a été suivie 

dans des solutions modèles vin dont le pH a été ajusté à 1-3,5-5-7-9-11. Les solutions de 

tanins et de BSA ont été préparées dans ce milieu avant d’interagir. 
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1. Influence du pH sur la précipitation des protéines 

a) Présence de complexes solubles 

Lors du traitement des données correspondant à l'influence du pH, il est apparu que, à pH 

7; 9 et 11, l'aire du pic correspondant à la protéine augmentait avec la quantité de tanins 

ajoutés, comme le montre la figure 35. 
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Figure 35 : Aire du pic de protéine (base 100) selon la quantité de tanins ajoutés pour les différents pH. 
 

Ceci a été interprété comme la présence de complexes tanins protéines solubles dont la 

masse moléculaire totale, proche de celle de la protéine, fait qu’ils sont élués avec elle et 

augmentent ainsi l’aire du pic correspondant.  

En utilisant une longueur d'onde propre aux tanins et en procédant par différence avec 

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

b) Quantité de protéines ayant réagi 

Le profil de réaction de la protéine en fonction de la quantité de tanins ajoutés a la même 

allure générale quelque soit le pH (figure 36). Cependant, la quantité de tanin requise pour 

faire précipiter l'intégralité de la protéine ([T]*) varie un peu avec le pH.  
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Quantité de protéines ayant réagi à différents pH

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

16.00

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

[tanins] (uM)

[p
ro

té
in

es
] p

ré
ci

pi
té

es
, u

M

1

3

5

7

9

11

pH

 
Figure 36: Protéines ayant réagi avec les tanins à différents pH 

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

Comme il a été montré précédemment, la solubilité des complexes tanins / protéines 

dépend du pH. Il est donc utile de s’intéresser à la quantité de tanins ayant réagi avec les 

protéines, puis de regarder parmi ces tanins lesquels ont 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 ayant réagi avec les protéines (figure 37) 

suivent la règle suivante: la quantité de tanins ayant réagi augmente linéairement avec la 

quantité de tanin initiale jusque [T]=[T]*. La relation entre tanins ajoutés et tanins précipités 

est alors toujours linéaire, mais la pente change.  

Il est intéressant de noter que la pente ne change pas à pH 5.  
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Figure 37: Quantités de tanins ayant réagi avec 15 

µM de BSA selon le pH 
Figure 38: Pourcentage de tanins ayant réagi avec 15 µM 

de BSA selon le pH 
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Pour mieux visualiser les différences entre les différents pH, le pourcentage de tanins 

ayant réagi par rapport au pH est représenté en figure 38 pour deux quantités de tanins 

initiales. Cette figure montre bien que la réaction des tanins est très affectée par le pH aux 

faibles concentrations, tandis qu'à 5g/L, la réaction est indépendante du pH. Le pourcentage 

de tanin précipité est alors d'environ 45%. 

b) Influence du pH sur la formation de complexes solubles 

La figure 39 présente la quantité de tanin formant des complexes solubles en fonction de 

la quantité de tanins ajoutés. Aucun complexe soluble ne se forme à pH 3,5 et 5, et, pour les 

autres pH, la quantité de complexes solubles formés est reliée à la quantité de tanins ajoutés 

par une parabole. La quantité maximum de tanins engagés dans des complexes solubles est la 

plus faible à pH 1 (19 µM), suivi par pH 7 (28 µM). Cette quantité est identique pour pH 9 et 

11 (50 µM), mais il semblerait que la quantité maximum possible n’apparaisse pas dans nos 

expériences.   
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Figure 39: Quantités de tanins formant des 

complexes solubles selon la quantité initiale à 
différents pH 

Figure 40: Pourcentage de tanins formant des complexes 
solubles par rapport à la quantité de tanins ayant réagi 

 

Le pourcentage de tanins formant des complexes solubles par rapport à la quantité totale 

de tanins qui réagissent est présenté à la figure 40. Dans toutes les modalités, le pourcentage 

de tanins engagés dans les complexes solubles par rapport à la quantité de tanins ayant réagi 

diminue lorsque la concentration en tanins initiaux augmente. Cette diminution est la plus 

rapide à pH 1, suivi de pH 7 et pH 9 et 11, présentant des similarités. 
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3. Influence du pH sur la stœchiométrie  

Stoechiométrie tanins / protéines dans le 
précipité
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Figure 41: Stoechiométrie dans le précipité selon le pH Figure 42: Stoechiométrie dans le précipité selon le 

pH 
 

L'évolution de la stœchiométrie dans le précipité selon le pH rejoint l’évolution observée 

pour les tanins. Présentée en figure 41 et 42, elle montre également une influence plus 

marquée du pH pour les faibles concentrations en tanins. A pH 5, l'évolution de la 

stœchiométrie est linéaire avec la concentration en tanins. 

4. : Influence du pH : isothermes d'adsorption 

Les isothermes d'adsorption (figure 30) présentent des différences selon le pH. 

L'isotherme de pH 5 est très ressemblante avec celle obtenue à 0% d'éthanol, et montre 

l'existence d'une seule classe de site.  

Les isothermes obtenues aux autres pH peuvent toutes être décrites comme la 

juxtaposition de deux isothermes, le premier de coopération positive, le second de deux 

classes de sites. Les isothermes obtenues à pH 9 et 11 sont identiques, semblables à celle de 

pH 1. Les isothermes à pH 1, 7, 9 et 11 ne sont pas de très bonne qualité, ce que l'on peut sans 

doute attribuer à la présence de complexes solubles. 

  

5.  Influence du pH : discussion 

L'influence du pH se traduit principalement par l'apparition de complexes solubles à pH 1, 

7, 9 et 11, et une stoechiométrie moins élevé à ces pH. Le mode d'adsorption des tanins sur la 

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

L'impossibilité de tirer une loi générale concernant l'effet du pH sur l'interaction tanins / 

protéines a été soulignée dans l'étude bibliographique. Pour pouvoir interpréter et discuter les 

résultats obtenus sur l'influence du pH, il est donc tout d'abord indispensable de savoir sous 

quelle forme existent les espèces présentes en solution (acide tartrique, éthanol, BSA et 

tanins). Mis à part l'éthanol, dont le pKa est 15,8, le pH influence la forme de toutes les 

autres, comme représenté sur la figure 43. L'acide tartrique est un diacide de pKa1 = 3,4 et de 

pKa2= 4,37, il est donc présent sous trois formes.  

• Tanins 

Les tanins peuvent être considérés comme des acides faibles de pKa compris entre 8 et 9 
152. Cependant, aux faibles valeurs de pH, les tanins condensés peuvent s'oxyder, et se 

comporter alors de manière très différente318 . 

• BSA 

Le pH influence bien sûr la charge globale de la BSA (pI=4,9), mais également sa 

structure, dont certaines formes sont montrées en figure 44.  

 

AT- AT2-AT

BSA (N) BSA + (E)

Tanins -Tanins

BSA- (E)

1 3,5 5 7 9 11

BSA + (F) BSA – (N)

AT- AT2-AT

BSA (N) BSA + (E)

Tanins -Tanins

BSA- (E)

1 3,5 5 7 9 11

BSA + (F) BSA – (N)

 
Figure 43: Espèces présentes aux différents pH utilisés lors des interactions tanins / BSA 

 

 

  
 

Figure 44: Représentation des diverses formes de la BSA 319 
 

 

b) Formation de complexes solubles 

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

pH 1, 7, 9 et 11, soulignant l'effet du pH sur leur formation. En effet, le pH joue un rôle 
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majeur dans la solubilité, puisqu'il permet l'apparition ou la disparition de sites hydrophiles320. 

Lorsqu'une quantité suffisante de tanins recouvre la BSA, la solubilité diminue, comme cela a 

été observé dans d'autres cas248. L'agrégation de plusieurs complexes solubles peut également 

conduire à la précipitation295.  

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

Les isothermes d'adsorption révèlent des processus identiques à pH 9 et 11, sans doute du 

au fait que la BSA est sous la même forme (extension basique). La similarité avec pH 1 peut 

alors s'expliquer par le fait que la BSA y est aussi sous forme étendue (extension basique). A 

pH 3,5, la BSA est sous forme F, d'où une isotherme différente. Enfin, les isothermes sont 

différentes à pH 5 et 7, alors que la BSA est dans sa forme N dans les deux cas. La différence 

vient sans doute de l'absence de charge à pH 5, alors que la BSA est faiblement chargée 

négativement à pH 7 (domaine I, -11; domaine II,-7; domaine III, +1). Il est donc possible de 

conclure que le mode d’interaction entre les tanins et la BSA est déterminé par la structure de 

cette dernière. 

d) Quantités de tanins et protéines précipités 

Dans nos expériences, les capacités de précipitation des tanins par la BSA en fonction du 

pH peuvent être classées de la manière suivante : 3,5 > 5 > 1 ≈ 7 ≈ 9 ≈ 11. L'optimum de la 

précipitation n'est donc pas obtenu au point isoélectrique, comme cela était supposé dans les 

premiers travaux281 . Cependant, les résultats obtenus ici sont en parfaite adéquation avec 

ceux obtenus par Naczk et al dans leur étude de l'influence du pH sur l'interaction tanins 

condensés / BSA321.  

Une stoechiométrie plus faible indique des sites plus forts260. La présence de ceux-ci est 

confirmée par les isothermes d'adsorption décrivant deux classes de sites. 

En regardant ces résultats sous l'angle de la force ionique, dont les valeurs sont données 

dans le tableau 14, il ressort que la précipitation diminue avec son augmentation. Etudiant 

également l'influence de la force ionique sur l'interaction entre les tanins et la BSA, De Freitas 

et al observent aussi une diminution de la précipitation avec la force ionique277 et en déduisent 

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

e) Conclusion 

L'influence du pH sur l'interaction tanins / BSA se manifeste donc de plusieurs manières.  

• La conformation de la BSA, dirigée par le pH, détermine le mode d'adsorption des 

tanins sur la protéine. 

• La charge résiduelle sur la BSA, fonction du pH, provoque l'apparition de complexes 

tanins / protéines solubles, engagés dans un équilibre avec les tanins libres. 

• La force ionique, contrôlée par le pH, influence la stoechiométrie de réaction. 

 

Il serait bien sûr extrêmement intéressant de connaître avec précision les formes des 

tannins à pH 1 pour pouvoir interpréter les résultats. 

D. Etude à l'équilibre: conclusion 

De nombreuses caractéristiques de l'interaction entre les tanins condensés et la BSA 

ressortent de son étude à l'équilibre. 

Tout d'abord, l'interaction n'est pas stoechiométrique, mais le ratio dans le précipité est 

proportionnel au ratio initial entre les tanins et la BSA. Ce ratio initial est extrêmement 

important, puisqu'il va décider du mode d'adsorption des tanins sur la protéine. Dans les 

conditions du vin, un ratio T/P faible est à l'origine d'une adsorption par coopération positive. 

Si le ratio est supérieur aux nombres de sites disponibles sur la BSA, l'adsorption des tanins 

semble provoquer une dénaturation de la protéine une interaction via deux classes de sites. 

En faisant varier le pH et l'éthanol, la complémentarité des forces hydrophiles et 

hydrophobes dans l'interaction apparaît. Ces résultats concernant l'équilibre vont maintenant 

être une aide dans la compréhension de la cinétique de ces interactions.  

 

pH I 

3.5 2.43E-02 

5 8.69E-02 

7 9.98E-02 

1 1.00E-01 

9 1.00E-01 

11 1.01E-01 
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III.  Etude cinétique 

A. Préambule : Interprétation des résultats de turbidimétrie 

La turbidimétrie et la néphélométrie permettent de quantifier un trouble dans une solution. 

La différence entre ces deux techniques est la méthode de mesure : la lumière transmise pour 

la turbidimétrie, la lumière diffusée à un certain angle pour la néphélométrie. Les bases des 

techniques pour l'analyse de l'interaction entre composés phénoliques et protéines ont été 

posées par Chapon322.  

A notre connaissance, les travaux traitant les tanins par la turbidimétrie ou la 

néphélométrie ne s'intéressent qu'au trouble maximum formé durant la réaction et aucun n'a 

utilisé ces résultats en termes de cinétique. Celle-ci est pourtant évoquée dans les travaux de 

Chapon322 et le profil du trouble en fonction du temps apparaît dans une étude de De Freitas et 

Mateus323.  Ces deux courbes sont montrées en figure 45.  

  

Figure 45: Evolution du trouble avec le temps entre (gauche) du sulfate de cinchonine et de la bière 322 et (droite) des 
procyanidines et des PRPs 323 

 

La courbe de la figure 46 est un exemple typique de courbe obtenue dans ces travaux, les 

différentes valeurs qui vont être utilisées dans ce chapitre y sont présentées. Il est possible d'y 

distinguer le comportement courant et le comportement initial. 
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Evolution du trouble formé par des tanins (565 µM) et de la BSA (15 µM) 
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Figure 46: Trouble formé par des tanins et de la BSA. Comportement courant (gauche) et initial (droite). 
 

1. Comportement initial 

Dans les 60 premières secondes, le développement du trouble suit une droite, et il est 

possible d'écrire la relation (1). 

[ ] 0
,

0
,0,, PTPTtTP btaNTU +×=→  (1) 

où 0
,PTa  est la vitesse initiale de développement du trouble en NTU.s-1, 0

,PTb  peut être 

interprété comme la somme des troubles des tanins et des protéines à la mise en contact. 

2. Comportement courant 

L'évolution du trouble avec le temps ressemble très fortement à ce qui est observé dans les 

travaux évoqués précédemment. De plus, cette évolution est parfaitement corrélée à un 

logarithme, et il est possible d'écrire la relation (2) 

[ ] PTPTPT BtAtNTU ,,, )ln()( += (2) 

PTB ,  est une constante représentant la turbidité atteinte au bout d'une unité de temps. La 

vitesse courante de développement du trouble s'écrit alors selon 3. 

[ ]
t

A
t

dt

NTUd PT

PT

,

,

)( =


  (3) 

3. Autres types de trouble 

Si l'évolution du trouble ne suit pas la relation (2), elle sera alors détaillée. 
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B. Influence du ratio tanins / BSA 

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

conditions de solution modèle vin : 12% EtOH, pH 3,5. 

1. Quantité de BSA fixe 

Les différents paramètres présentés en préambule sont étudiés pour 15 µM de BSA avec 

différentes quantités de tanins. 

a)  Comportement courant 

Le comportement courant présente deux profils différents selon la concentration initiale en 

tanins 

• 0 < [T] < 2000 mg/L 

Entre 0 et 2 g/L de tanins, le trouble est lié au temps de manière logarithmique selon la 

relation (2). Les valeurs du trouble final, AT,P et BT,P ainsi que les coefficients de corrélation 

correspondants sont présentés dans le tableau 15.  

 Tableau 15: valeurs du trouble final, AT,P et BT,P (selon [ ] PTBtPTAtPTNTU ,)ln(,)(, += ) et des cœfficients 

de corrélation correspondant pour l'interaction entre différentes concentrations en tanins et de la BSA (15uM) 

[Tanins] Trouble final a b r2 

10 11 0.55 7.5 0.8263 

50 30.2 2.42 15.4 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 l'évolution du trouble final en fonction de la concentration initiale en 

tanin. Le trouble augmente jusque 700 mg/L avant de diminuer. On retrouve ici la 

concentration [T]* définie précédemment, correspondant à la stoechiométrie. Observant le 

même phénomène de stabilisation du trouble lors de l'ajout de protéine à des tanins, De 
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Freitas et Mateus proposent la TSA, Tannin Specific Activity, correspondant à la quantité de 

protéines aboutissant à ce trouble maximum323.  

Trouble final selon la concentration initiale 
en tanin

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

0 500 1000 1500 2000 2500

[tanins] (mg/L)

T
ro

u
bl

e 
fin

al
 (

N
T

U
)

*

 
Figure 47: Trouble final selon la concentration initiale en tanins. L'astérisque indique la concentration T*. 

 

Ce phénomène est expliqué par Siebert et al238 selon le schéma correspondant ajouté en 

figure 48.  Lorsque [T]<[T]*, les tanins s'adsorbent sur la BSA, sans aucun doute de manière 

multidentate, comme vu précédemment. Au fur et à mesure que la concentration en tanin 

augmente, la quantité de protéine qui agit augmente également, le trouble augmente. Lorsque 

[T]=[T]*, toutes les protéines sont liées à des tanins. A partir de ce point, les tanins ajoutés se 

fixent aux protéines, mais pour cela, des sites doivent se libérer, et le nombre de protéine par 

tanin diminue, le trouble aussi.  

� Vitesse de développement du trouble 

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

[ ]
t

A
t

dt

NTUd PT

PT

,

,

)( =


  (3) 

 
Figure 48: aggrégats correspondants aux différents troubles observés, selon Siebert et al 
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La valeur de AT,P en fonction de la concentration initiale en tanin est donnée en figure 49. 

La vitesse de formation du trouble augmente pour atteindre son maximum en 700 mg/L de 

tanin avant de diminuer.  
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Figure 49 : Vitesse de développement du trouble selon la concentration en tanin. L'astérisque indique la 

concentration en tannin générant le trouble maximum.  
 

On sait que la vitesse de réaction peut s'écrire selon: 

[ ] [ ]ΠΘ= PTkν  

où k est la constante de vitesse, θ et ∏ les ordres cinétiques partiels par rapport aux tanins et 

la protéine. 

Lorsque [T]<[T]*, l'ordre est supérieur à 1 par rapport aux tanins, c'est-à-dire qu'une 

augmentation de leur concentration se traduit par une augmentation de la vitesse de réaction. 

Par contre, lorsque [T]>[T]*, l'ajout de tanin provoque une diminution de la vitesse de 

réaction, l'ordre est inférieur à 1.  

 

• 5000 mg/L < [T]  

A 5000 mg/L de tanins pour 15 µM de BSA, le profil du trouble avec le temps, présenté 

en figure 50, est clairement différent de celui observé aux concentrations inférieures. En effet, 

lors de la mise en contact des tanins et des protéines, le trouble commence d’abord par 

diminuer. Après une minute, et la première agitation du tube, la valeur du trouble augmente 

de manière assez importante pour diminuer de nouveau. Il faut attendre 30 minutes pour que 

le trouble augmente avec le temps. L'étude de l'influence de l'éthanol effectuée plus loin 

essaiera d'expliquer ce comportement. 

 

 

 



Etude de l’interaction tanins condensés / BSA 

- 87 - 
 

Evolution du trouble entre les tanins (5g/L) et la BSA (1g/L) 
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Figure 50 : Trouble formé entre les tanins (5g/L) et la BSA (15 µM) durant les premières 30 minutes (gauche) et 400 

heures (droite) 
 

I-1-b. Comportement initial 

De même que le comportement courant, le comportement initial diffère selon la 

concentration en tanin. 

 

• 0 < [T] < 2000 mg/L 

Pour des concentrations inférieures à 2 g/L de tanins, le trouble suit la loi linéaire (2) 

indiquée en préambule. Les valeurs de a° et b° ainsi que les coefficients de corrélation 

correspondants sont présentés dans le tableau 16. 

Tableau 16 : valeurs de a°, b° et des cœfficients de corrélation correspondant pour l'interaction entre différentes 
concentrations en tanins et de la BSA (15uM) selon NTU=a°xt+b 

[Tanins] a° b° r2 

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 de développement du trouble, selon la quantité 

de tanin initiale est représenté en figure 51. La courbe présente sensiblement le même profil 

que pour la vitesse courante, à savoir une augmentation de la vitesse initiale avec la 

concentration en tanin jusque 700 mg/L, puis une diminution. La vitesse de réaction est 

identique à 700 et 900 mg/L.  
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Figure 51: Vitesse initiale de développement du trouble selon la quantité de tanin initiale. 

 

Il a été vu que la vitesse de réaction peut s'écrire [ ] [ ]ΠΘ= PTkν  

soit, en passant en logarithme: ( ) ( ) [ ]( ) [ ]( )PTk lnlnlnln Π+Θ+=ν  

et,  lorsque t → 0 

( ) ( ) [ ]( ) [ ]( )°Π+°Θ+= PTk lnlnlnln ν  

La courbe ( ) [ ]( )( )°= Tf lnln ν  est donc une droite de pente θ. Pour déterminer θ, ll est 

possible d'utiliser la vitesse de réaction en NTU/s, car le coefficient la reliant la reliant à la 

vitesse en mol/s322 se retrouve dans l'ordonnée à l'origine de la courbe tracée en figure 52.  
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Détermination de l'ordre cinétique initial partiel par rapport au tanin 
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Figure 52: Détermination de l'ordre cinétique partiel par rapport aux tanins 
 

L'ordre cinétique partiel par rapport aux tanins est donc de 2,81 pour [T]i<[T]* et -1,62 

pour [T]i>[T]*. Ces ordres ne peuvent pas être généralisés à la réaction, car l'ordre initial et 

l'ordre courant sont souvent différents324. 

� Trouble initial 

Le facteur b° représente le trouble formé à l'instant t=0, il peut être considéré comme la 

somme du trouble lié à la protéine et de celui lié aux tanins. Comme il apparaît sur la figure 

53, cette valeur augmente avec la concentration initiale en tanin,  même si, après 900 mg/L de 

tanin, cette hausse n'est plus linéaire. Le fait que la valeur de trouble à T* ne soit pas le 

maximum confirme que la particularité liée à cette valeur trouve bien son origine dans le 

mécanisme de la réaction.  
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Figure 53: valeur de b°, représentant le trouble à l'instant t=0, selon la concentration initiale en tanin. 

L'astérisque représente la valeur correspondant au trouble final maximal obtenu. 
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b) Conclusion 

L'étude du trouble créé en fonction du temps pour 1g/L de BSA et des quantités 

croissantes de tanins met en avant la quantité T* observée durant l'étude à l'équilibre. En 

dessous de cette quantité, l'ordre cinétique partiel par rapport au tanin est supérieur à un. 

Lorsque que [T]i est supérieur à [T]*, l'ordre cinétique partiel est inférieur à 1. Ceci est 

confirmé par l'étude au temps initial. 

2. Variation de la concentration en protéine 

Les mêmes manipulation que précédemment sont réalisées avec trois concentrations en 

BSA (0,1 / 1/ 10 g/L ) 

 

a) Comportement courant 

• Trouble maximum 

Le trouble maximum obtenu lors de l'interaction entre les différentes quantités de 

protéines étudiées selon la quantité de tanin ajouté est présenté en figure 54. La valeur du 

trouble pour 150 µM de BSA et 5g/L de tanin n'apparaît pas car elle est supérieure à la limite 

de l'appareil (4500 NTU).  

Les trois courbes présentent une augmentation du trouble avec la concentration initiale en 

tanin. Dans le cas de 1,5 µM en BSA, l'augmentation s'arrête entre 80 et 240 uM de tanins, 

c'est donc là que se situe [T]*. Pour 150 µM de BSA, cette stabilisation du trouble n'est pas 

observée. L'explication donnée pour 15 µM de BSA s'applique donc bien aux trois 

concentrations. 
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Figure 54 : Trouble maximal formé par différentes quantité de tanins et de BSA. Le graphique de gauche ne s'intéresse 
qu'aux plus faibles concentrations en tanin.  
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• Vitesse courante de développement du trouble 

La valeur de AT,P, reliée à la vitesse de développement du trouble selon la relation (3), en 

fonction de la concentration initiale en tanin pour les trois concentrations en protéine, est 

donnée en figure 55.  

Le profil pour 1,5 et 150 µM est construit de la même façon que celui à 15 µM: la vitesse 

de développement du trouble augmente tout d'abord avec la concentration initiale en tannin 

jusqu'à une certaine concentration, avant de diminuer. Cette valeur, qui était de 700 mg/L 

pour 15 µM de BSA, est de 100 mg/L pour 1,5 µM en BSA et 900 mg/L pour 150 µM de 

BSA.  

Il est intéressant de noter que jusque 10 mg/L, l'évolution de la vitesse de développement 

du trouble est identique pour les trois concentrations en protéine, puis, entre 100 et 400 mg/l 

de tanins, la vitesse est la même pour 15 et 150 µM. Cela implique que, dans certaines 

conditions de concentration, la vitesse de développement du trouble est indépendante de la 

concentration en protéine, c'est-à-dire que l'ordre partiel est nul. 

Si l'on reprend l'équation [ ] [ ]ΠΘ= PTkν  de la cinétique, elle devient à ces 

concentrations [ ]Θ= Tkν . 
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Figure 55 : Vitesse de développement du trouble pour 1,5, 15 et 150 µM de BSA en présence de différentes 
concentrations en tannin. La graphique de droite est un agrandissement aux plus faibles valeurs. 

 

b)  Comportement initial 

• Vitesse initiale de développement du trouble 
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La vitesse initiale de développement du trouble en fonction de la quantité de tanin initiale 

(figure 56) suit la même tendance pour les trois concentrations en protéines, à savoir une 

augmentation jusqu'une certaine concentration en tanin, puis une décroissance / stabilisation. 

La concentration en tanin correspondant à la vitesse initiale maximale est la même que pour la 

vitesse courante.  

Cependant, l'évolution de la vitesse selon la quantité de protéine est très différente de ce 

qui a été observé pour la vitesse courante. En effet, tant que la vitesse de réaction maximale 

n'a pas été atteinte, c'est toujours la concentration en 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 
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Figure 56: Vitesse initiale  de développement du trouble pour 1,5, 15 et 150 µM de BSA en présence de 
différentes concentrations en tannin. Le graphique de droite est un agrandissement aux plus faibles 

valeurs. 
 

En appliquant la même méthode que précédemment, il est possible de déterminer les 

ordres partiels par rapport aux tanins. On trouve respectivement pour 1,5 et 150 µM 2,02 et 

2,23, à comparer avec 2,81 pour 15 µM. 

3. Influence du ratio : conclusion 

L'étude de la cinétique d'interaction entre les tanins et les protéines permet de suggérer un 

mécanisme d'interaction semblable à ceux décrits dans la littérature. De plus, lorsque [T] est 

inférieur à [T]*, l'ordre cinétique partiel par rapport est supérieur à 1, celui concernant les 

protéines semble nul. Ensuite, l'ordre partiel est négatif par rapport aux tanins (une 

augmentation de leur concentration ralentit la réaction)  et devient positif par rapport à la BSA 

Dans les 60 premières secondes, l'ordre cinétique partiel par rapport à la BSA est négatif.  

Ces résultats sont difficilement comparables avec la littérature puisque dans les travaux 

s'intéressant à la cinétique de l'interaction tanins / protéines utilisent de la BSA greffée à un 

support et assument une dégénerescence de l'ordre. Cependant, ils n'observent aucune 

variation du phénomène cinétique avec la concentration en tanin227. 

C. Influence du pourcentage d’éthanol 

Pour mesurer l'influence du pourcentage d'éthanol sur l'interaction entre les tanins et les 

protéines, la réaction entre 15 µM de BSA d'une part et 100, 300, 500, 700, 900, 2000 et 5000 

mg de tanins d'autre part a été suivi dans de la solution modèle vin (5 g/L d'acide tartrique, pH 

3,5) à différent pourcentage d'éthanol (0, 5, 10, 15, 20). 
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1. Comportement courant 

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

Pour des concentrations en tanins inférieures à 2 g/L, l'éthanol n'influence pas le profil 

général du trouble en fonction du temps, un exemple est donné en figure 57 pour 700 mg/L de 

tanins, qui obéit toujours à la relation[ ] PTPTPT BtAtNTU ,,, )ln()( += . Il est donc possible 

d'effectuer une comparaison des paramètres de vitesse et de trouble en fonction du 

pourcentage d'éthanol. 
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Figure 57: Evolution au cours du temps du trouble formé par 700 mg/L de tanins et 15 µM de BSA à différents 
pourcentage d'éthanol. les écart-types ne sont pas représentés au temps inférieurs à 20 minutes pour plus de 

lisibilité. 
 

• Trouble final 

Le profil du trouble final selon la concentration initiale en tanin (figure 58) présente la même 

allure quelque soit le pourcentage d'éthanol : une augmentation avec la concentration initiale 

en tanin, puis une baisse / stabilisation. La valeur de la concentration en tanin conduisant au 

trouble maximum n'est donc pas dépendante du pourcentage d'éthanol.  

Il est cependant intéressant de remarquer que pour 0% d'éthanol, le trouble reste constant 

lorsque [T]>[T]*. Sachant qu'à ce pourcentage d'éthanol, l'interaction entre tanin et BSA et 

purement hydrophobe, cela peut dire que le phénomène qui provoque cette baisse de turbidité 

est lié à des interactions hydrophiles. 
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Figure 58: Trouble final entre les tanins et la BSA (15 
µM) selon la concentration initiale en tannin et le 

pourcentage d'éthanol. 

Figure 59: Influence du pourcentage d'éthanol sur le 
trouble final entre 700 mg/L de tanins et 1g/l de BSA. 
Le même 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 tanins, le pourcentage d'éthanol 

influence le trouble final. En partant de l'eau pure, le trouble final diminue avec l'addition 

d'éthanol jusque 10%, avant d'augmenter par la suite, des tendances similaires étant observées 

pour toutes les concentrations en tanin. Cela correspond aux valeurs obtenues lors de l'étude 

stœchiométrique.  

 

• Vitesse courante de développement du trouble 

L'influence du pourcentage d'éthanol sur la vitesse courante de développement du 

trouble à 500mg/L de tannin apparaît dans la figure 60. La vitesse forme une parabole en 

fonction du pourcentage d'éthanol, avec un minimum à 10% (figure 61). Le même 

comportement est observé quelque soit la concentration en tanin. 

Vitesse de réaction entre les tanins et la BSA 15 µM 
(Ethanol 20%)

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

[tanins] ( µM)

t*
dN

T
U

/d
t

 

Vitesse de réaction entre des tanins (400 µM) et 15 
µM de BSA selon l'éthanol
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Figure 60: Evolution de la vitesse de réaction entre les 
tanins et la BSA à 20% 

Figure 61: Influence de l'éthanol sur la vitesse de 
développement du trouble entre les tanins à la BSA 
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b) [T] = 5000 mg/L 

Il a été vu précédemment que l’évolution du trouble à 5g/L de tanin et 15 µM de BSA 

diffère fortement de celle des concentrations inférieures en tanin, la principale particularité 

étant une diminution du trouble avec le temps combinée à une augmentation brutale après la 

première agitation. Ce comportement se retrouve exacerbé à 0% d'éthanol et revient 

progressivement jusque la courbe logarithmique "normale" à 20% d'éthanol, comme cela peut 

se voir en figure 62. 
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Figure 62: Influence de l'éthanol sur la formation du trouble au cours du temps à 5g/L de tanins et 1g/L de 

BSA. 
 

Comme décrit dans la partie stœchiométrique, la dénaturation de la BSA augmente avec le 

pourcentage d'éthanol et les molécules de départ ne sont pas identiques. Or, le fait d'arriver à 

un trouble final identique laisse supposer que le complexe formé est identique et donc que la 

BSA s'est bien dénaturée sous l'effet de l'adsorption des tanins. La cinétique observée 0 à 15%  

représente donc l'effet cumulé de l'agrégation des tanins et de la dénaturation de la BSA. 

2. Influence de l'éthanol: conclusion 

On observe tout d'abord une évolution du trouble maximal avec l'éthanol, correspondant à 

l'évolution de la quantité de tanin fixée sur la protéine étudiée précédemment. D'autres 

travaux observent un tel comportement du trouble325. La vitesse de réaction est également 

influencée par l'éthanol.  

L'un des points les plus importants est l'évolution du trouble au cours du temps à 5 g/L de 

tanins, qui peut sans doute être relié à la dénaturation de la protéine.  
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D. Influence du pH 

Pour mesurer l'influence du pH sur l'interaction entre les tanins et les protéines, la réaction 

entre 15 µM de BSA d'une part et 100, 300, 500, 700, 900, 2000 et 5000 mg de tanins d'autre 

part a été suivie dans de la solution modèle vin (5 g/L d'acide tartrique, 12,5% EtOH) à  pH 1, 

3,5 (témoin) et 5. Cependant, les résultats obtenus à pH présentent un trouble extrêmement 

faible et leur répétabilité est médiocre, ainsi ils ne seront pas utilisés. L'explication de ce 

phénomène se situe peut-être dans la présence de complexes solubles observés à l'équilibre. 

1. Comportement courant 

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

A pH 5, entre 0 et 2 g/L de tanins, le trouble est lié au temps de manière logarithmique 

selon la relation (2). Les valeurs du trouble final, AT,P et BT,P ainsi que les coefficients de 

corrélation correspondants sont présentés dans le tableau 17. 

 

Tableau 17 : Valeurs du trouble final, AT,P et BT,P (selon  ) et des cœfficients de corrélation correspondant 
pour l'interaction entre différentes concentrations en tanins et de la BSA (15uM) 

[Tanins] Trouble final a b r2 

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 selon la concentration initiale en tanin à pH 5 

suivent la même tendance qu'à pH 3,5. Le trouble augmente avec la concentration en tanin 

jusque [T]* (figure 63). La valeur de cette concentration est la même (700 mg/L) pour les 

deux pH. Si les valeurs de trouble final sont assez semblables au début, elles sont moins 

importantes pour pH 5 à partir de 500 mg/L. On retrouve tout à fait les observations 

effectuées dans la partie stœchiométrie.  
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De même qu'à 0 % d'éthanol, le trouble formé par les tanins et la BSA reste stable après 

[T]*. Ceci est encore à mettre en parallèle avec l'origine purement hydrophobe des 

interactions et sera discuté plus loin.  
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Figure 63: influence du pH sur le trouble final entre les tanins et la BSA (15 µM) 

 

• Vitesse de réaction courante 

En augmentant le pH de 3,5 à 5, la vitesse courante de développement du trouble diminue, 

mais suit la même tendance (figure 64). Elle augmente jusqu'à la concentration [T]* puis 

diminue.   
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Figure 64: Influence du pH sur la vitesse de développement du trouble selon la concentration initiale en tanin. 

L'astérisque indique la concentration de trouble final maximum dans ces conditions. 
 

La différence entre l'interaction à pH 3,5 et pH 5 est la présence de liaison hydrogène. Il 

semble donc que celle-ci permette d'augmenter la vitesse de l'interaction 
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b) [T] = 5000 mg/L 

Il a été vu précédemment que l’évolution du trouble à 5g/L de tanin et 15 µM de BSA, pH 

3,5, diffère fortement de celle des concentrations inférieures en tanin. La principale 

particularité étant une diminution du trouble avec le temps combinée à une augmentation 

brutale après la première agitation. Lorsque le pH passe à 5, le trouble à 5g/L suit de nouveau 

une loi logarithmique.  

En se basant sur ce qui a été observé pour l'influence de l'éthanol, ceci s'explique par 

l'absence de dénaturation de la BSA à pH 5. 

2. Comportement initial 

a) Vitesse initiale 

L'influence du pH sur la vitesse de développement initial du trouble est montrée sur la 

figure 65. Alors qu'aux faibles concentrations, la vitesse est indépendante du pH, est elle 

ensuite beaucoup plus faible à pH 5 (figure 65). De plus, le profil de cette vitesse avec la 

concentration initiale en tanin est très différent.  
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Figure 65: Influence du pH sur la vitesse initiale de développement du trouble. L'astérisque indique la 

concentration de trouble final maximum dans ces conditions. 
 

Il apparaît donc que l'importance des liaisons hydrogènes sur l'augmentation de la vitesse 

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

De même que pour pH 3,5, la valeur de b° (trouble à l'instant t=0) augmente avec la 

concentration en tanin. Toutefois, elle semble se stabiliser après 900 mg/L, contrairement à 

pH 3,5 (figure 66). Dans l'ensemble, à l'exception de 2g/L, les valeurs obtenues à pH 5 sont 

légèrement supérieures à celle de pH 3,5. 
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Figure 66 : Valeur de b°, représentant le trouble à l'instant t=0, selon la concentration initiale en tanin à pH 

3,5 et 5.. L'astérisque représente la valeur correspondant au trouble final maximal obtenu. 
 

3. Influence du pH: conclusion 

De même que le pH influence l'état à l'équilibre, il influence la cinétique de la réaction 

entre les tanins et les protéines. Il semble que, pour le temps initial à pH, l'ordre cinétique 

partiel par rapport aux tanins soit nul. Malheureusement, l'absence de résultats interprétables à 

pH 1 ne permet pas d'interpréter pleinement ces résultats. 

E. Etude cinétique: conclusion 

L'utilisation de la turbidimétrie a permis plusieurs avancées. Le suivi du développement 

du trouble au cours du temps a permis de mettre en avant le changement d'ordre cinétique 

partiel par rapport aux tanins lorsque [T] atteint [T]*. L'ordre 0 obtenu par rapport aux 

protéines montre que la cinétique de réaction est dirigée par les tanins. Il semble que 

également que la présence de liaisons hydrogène renforce cette vitesse. 
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En s'intéressant aux troubles finaux, il est possible de suggérer un mécanisme qu'il faut 

maintenant rapprocher de ce qui a été observé dans la partie précédente. 

Enfin, la dénaturation de la protéine supposée lors de l'étude de l'influence de l'éthanol est 

confirmée par l'évolution du trouble au cours du temps à différent pourcentage d'éthanol. 

 

L'observation de la cinétique durant les 60 premières secondes rappelle l'astringence et il 

serait intéressant de savoir si une corrélation existe entre les valeurs de vitesse de réaction et 

l'apparition de la sensation d'astringence.  

IV.  Interaction tanin protéine: proposition d'un modèle 

Au terme de cette étude concernant l'influence du ratio, du pH et de l'éthanol sur 

l'interaction entre les tanins condensés et la BSA, il est possible de proposer un mécanisme 

d'interaction entre ces molécules dans les conditions du vin (5 g/L d'acide tartrique, 12% 

éthanol, pH 3,5). Celui-ci est dépendant d'un ratio 
[ ]
[ ]*

*

P

T
tel que:  

 

• Si 
[ ]
[ ]

[ ]
[ ]*

*

P

T

P

T

i

i < , c'est-à-dire [T]i < [T]*  et [P]i>[P]*, 

L'interaction se fait par une adsorption des tanins sur les sites hydrophobes de surface de 

la BSA.  

La BSA n'est pas précipitée entièrement et celle ajoutée ne précipite pas et provoque une 

baisse du pourcentage des tanins précipités. L'ajout de tanin provoque lui une augmentation 

du trouble suite à la création de liaisons multidentates avec plusieurs protéines.  

L'ordre cinétique partiel par rapport aux tanins se situe aux environs de 2,5. Il semblerait 

que celui par rapport à la BSA soit nul dans certaines conditions: la concentration de la 

protéine n'a alors aucune influence sur la cinétique.  

 

•  Si 
[ ]
[ ]

[ ]
[ ]*

*

P

T

P

T

i

i > , c'est-à-dire [T]i > [T]*  et [P]i<[P]*, 

La BSA est vraisemblablement dénaturée et entièrement précipitée et son ajout en solution 

entraîne sa précipitation. L'interaction avec les tanins se fait selon deux classes de sites: des 

interactions hydrophobes sont renforcées par des liaisons H.  
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L'ajout de tanin diminue le trouble, car en libérant des liaisons multidentates pour 

permettre au maximum de tanins de se lier à la BSA, il entraîne la diminution de la taille des 

aggrégats. Quelque soit la quantité de tanin ajoutée, le pourcentage de tanins précipités atteint 

un équilibre. 

Enfin, l'ordre partiel de réaction est négatif  par rapport aux tanins.  

 

L'existence d'une équation reliant linéairement le ratio dans le précipité au ratio initial  

montre la continuité du phénomène de part et d'autres de
[ ]

[ ]*
*

BSA

T
.  

 

Toutes ces caractéristiques sont résumées dans la figure 67.  
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Figure 67 : Schéma ilustratif de l’interaction entre la BSA et les tanins condensés en milieu vin 



 

 
 

Chapitre III - 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 raisin extraits dans le moût se trouvent bien 

sûr des tanins25 et des protéines166. Le milieu dans lequel ils vont évoluer est extrêmement 

complexe, de par sa composition, mais aussi de son évolution en termes de pH, degré 

alcoolique, température qui vont influencer l'extraction des composés51. 

Quant à la salive, en plus de comprendre des centaines de protéines et de posséder des 

propriétés viscoélastiques bien particulières, sa composition évolue également au cours du 

temps et selon les individus205, 207. Lors de la dégustation, les tanins du vin se retrouvent donc 

de nouveau dans un milieu complexe. 

Dans ces conditions, les résultats obtenus en utilisant des solutions modèles ne peuvent 

pas prendre en compte tous les paramètres, et il est impératif d’observer les interactions in situ 

pour comprendre réellement les phénomènes.  

Le suivi des tanins durant la vinification a déjà fait l’objet de travaux, portant tant sur les 

composés phénoliques dans leur ensemble73, 143 que sur l’étude précise de la composition en 

proanthocyanidines326. De même, quelques études s’intéressent à l’évolution des protéines 

durant la vinification186. Cependant, à notre connaissance, aucun travail ne s’est intéressé à 

suivre tanins et protéines en même temps. 

L’interaction des tanins avec les protéines de la salive a été grandement étudiée, sous 

plusieurs aspects. Les raisons de l’existence de cette interaction, qui serait une protection des 

animaux contre certains aliments riches en tanins327 et ses conséquences sur le transport de 

certains flavanols dans l’organisme328 ont été abordées. Cependant, la plus grande partie des 

publications s’intéressant aux interactions entre tanins et protéines salivaires sont dirigées vers 

l’astringence329. Mais, à la lecture de ces publications, il apparaît qu’aucune, à notre 

connaissance, n’a étudié l’interaction directement avec du vin et de la salive. 

 

Dans ce chapitre, constatant l’absence de protéines dans le vin rouge alors qu’elles sont 

présentes dans le raisin, des vinifications sont réalisées pour suivre leur évolution ainsi que 

celle des tanins et corréler les deux comportements. Ensuite, la dégustation est recrée 

directement entre des solutions de tanins ou du vin et la salive pour visualiser l’interaction 

entre tanins et les protéines. Enfin, les méthodes et les résultats sont éclairés dans la 

perspective d’un test d’astringence. 
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II.  Les protéines du vin rouge 

L'objectif de cette partie est d'appliquer la méthode de précipitation des protéines au TCA 

à un vin rouge pour essayer d'en visualiser les protéines. Ces protéines pourraient être des 

protéines du raisin, mais également dériver d'agents de collage. 

 

Lors d’essais préliminaires, une grande quantité de protéines a été révélée sur le gel 2D 

(figure 68). Cependant, l’analyse de ces spots par LC-MS/MS a révélé qu’il s’agissait de 

protéines provenant du métabolisme de bactéries acétiques, liées à l’oxydation du vin. Dans le 

cas d’une bouteille fraîchement ouverte, aucune protéine n’a pu être détectée, même si le vin 

est concentré avant la précipitation des protéines. 

 

 
 

Figure 68: Gels 2D d'un vin contaminé. Figure 69: Détermination de la limite de détection de la 
BSA dans du vin par gels 1D. 

 

 Pour s’assurer de la validité de notre méthode et en déterminer la limite de détection, du 

vin supplémenté de différentes quantités de BSA (10, 20, 30, 40, 50 mg/L) est analysé. La 

présence de BSA apparaît sans équivoque dès 10 mg/L (figure 69). 

 

L’absence de protéines détectées dans le vin et dans le vin concentré tendrait à montrer 

qu’il n’y a pas de protéines ou que leur quantité est trop faible pour être détectée. Cependant, 

la limite de détection de la BSA est inférieure aux concentrations apparaissant dans les 

quelques publications s’intéressant au sujet330. Il est également possible que des protéines 

soient présentes dans les vins analysés, mais qu’elles soient couplées à d’autres 
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macromolécules comme les tanins ou les polysaccharides, empêchant ainsi leur 

précipitation170.   

Il a été montré au chapitre précédent que, s’il existe toujours un pourcentage résiduel de 

tanins qui ne réagissent pas, les protéines précipitent  toujours intégralement, à condition qu’il 

y ait suffisamment de tanins. Il est donc tout à fait probable qu’il n’y ait plus de protéine dans 

le vin rouge. Des analyses par ultracentrifugation ou même un dépôt de vin directement sur 

gel pourraient confirmer ces résultats. 

Pour essayer de répondre à ces questions, il est donc utile de suivre l’évolution des 

protéines durant la vinification. 

III.  Du raisin au vin : suivi des interactions tanins / protéines lors 

de la vinification 

Pour suivre l'extraction des tanins et des protéines dans le moût et essayer de quantifier 

leurs interactions, deux séries de microvinifications ont été réalisées au laboratoire, avec deux 

modalités étudiées : témoin et tanisage (40g/hL). Lors des prélèvements, en plus des 

paramètres classiques (pH, SO2, degré alcoolique …), les concentrations en protéine et en 

tanin ont été recherchées. Il est utile de noter que les résultats obtenus en microvinification 

peuvent être comparés à ceux obtenus en cave331.  

A. Suivi des protéines 

• Cuves témoins 

Le suivi des protéines a été réalisé par gels 2D et analyse HPLC. En l’absence de tanisage 

(témoin), la concentration en protéine du moût est tout d’abord légèrement inférieure à celle 

de la pulpe, avant d’augmenter et de redescendre.  Elle reste ensuite constante pendant 

quelques heures avant de décliner (70 heures) (figure 70). Les gels 1D, obtenus après 

précipitation directe de la pulpe et du moût témoin (sans tanisage) montrent la même tendance 

(figure 71). 

 Ces résultats correspondent sans doute à l’extraction des protéines dans un premier 

temps, d’où une concentration dans le moût légèrement inférieure à celle de la baie. La 

concentration observée par la suite, supérieure à la teneur initiale dans le moût, peut 

s’expliquer par la complexation des protéines avec les tanins, sans toutefois entraîner la 

précipitation. Le même phénomène a été observé dans l'étude des interactions entre la BSA et 
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les tanins, entraînant également un artéfact de mesure. Durant le plateau, les quantités de 

protéines extraites et précipitées sont identiques. Finalement, lorsque l’extraction des 

protéines est terminée, la quantité restante précipite et elles disparaissent du moût.    

 

Suivi des protéines du moût 
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Figure 70: Suivi de la concentration en protéine dans le moût par HPLC.  
Le graphique de droite reprend les 3 premières heures, la flèche indique l’ajout de tanins. 

 

Il n'est pas possible d'identifier les protéines à partir du gel 1D, on peut toutefois 

remarquer que les bandes sont comprises entre 25 et 75 kDa, correspondant à ce qui a été 

observé dans des travaux consacrés à l'étude des protéines de la baie332. Les premières 

protéines extraites sont situées sur une bande aux alentours de 30 kDa. Ces protéines 

appartiennent sans doute à la pellicule, et il est possible de retrouver des spots assez 

importants pouvant correspondre sur des gels 2D du protéome de pellicule333. De plus ces 

bandes correspondent à celles observées dans le cas du pinot noir183. 

 
Figure 71 : Gels 1D de protéines de la pulpe (a) et du moût après 5 minutes (b), 30 minutes (c), 1 heure (d), 

2h30 (e). Les marqueurs sont indiqués en kDa. 
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• Cuves tanisées 

Dans le cas des cuves tanisées, la concentration en protéine chute immédiatement après 

l’ajout de tanins. On peut donc logiquement supposer une précipitation des protéines par les 

tanins ajoutés. 

 De plus, on peut remarquer que, quelque soit la modalité, le levurage, effectué au bout de 

24 heures, n’a pas d’influence sur la concentration en protéine. 

Lors de la seconde série de microvinifications, aucune protéine n’a été détectée en HPLC 

et les bandes observées en gel 1D étaient extrêmement faibles. Ceci peut s’expliquer par le 

fait que, lors de la réception des raisins, ceux-ci, issus de vendanges mécaniques, étaient déjà 

dans le jus à la réception. Celui-ci a été immédiatement retiré pour conserver les raisins en 

bon état, mais, comme présenté dans le chapitre bibliographie, il semblerait que la majeure 

partie des protéines du mout soit déjà extraite dans le jus186.  

B. Suivi des tanins 

Le suivi des tanins a été réalisé par purification sur colonne, phloroglucynolise, HPLC-

MS/MS lors de la seconde micro-vinification.  

En absence de tanisage, la concentration en tanin dans la cuve augmente la première heure 

puis reste stable avant de diminuer au bout de 6 heures (figure 72). Le degré de 

polymérisation moyen des tanins, situé aux alentours de 3,5 lors des premières minutes de la 

vinification, se stabilise ensuite vers 2,5 durant les 6 heures suivantes avant de fluctuer à 

nouveau (figure 73). Enfin, le pourcentage d’unités gallates diminue fortement au début de la 

microvinification avant de rester assez stable (figure 74).  

La diminution puis la stabilisation du degré de polymérisation et du pourcentage de gallate 

peuvent s’expliquer par la complexation avec les protéines. En effet, il a été montré dans la 

littérature que les tanins du vin précipitant avec les protéines sont préférentiellement ceux de 

DPm et de pourcentage de gallate le plus importants249. Cette précipitation avec les protéines 

s’accompagne naturellement d’une diminution de la teneur en tanin. Une fois que toutes les 

protéines ont réagi, alors que les tanins continuent d’être extraits, leur concentration peut de 

nouveau augmenter.  

L’ajout de tanin exogène provoque une baisse immédiate de la concentration en tanin dans 

les cuves. La concentration en tanin suit ensuite exactement la même tendance que dans la 

cuve témoin, mais à un niveau inférieur. A l’ajout des tanins de vinification, le DPm 

augmente lui immédiatement, avant de baisser graduellement pour atteindre un niveau 
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semblable à la cuve témoin au bout de 6 heures. Concernant le pourcentage de gallates, le 

tanisage ne provoque pas d’effet immédiat, mais ralentit la diminution observée dans la cuve 

témoin. Là encore, le profil des courbes est identique entre les cuves témoins et tanisées, mais 

le pourcentage de gallate reste supérieur dans le second cas.  

La baisse lente du DPm et du pourcentage de gallates observée ensuite peut laisser penser 

que les tanins précipitant sont ceux ajoutés. Les études disponibles sur l'influence du tanisage 

s'intéressent souvent à des temps de vinification plus longs73, 144, il est donc difficile de 

comparer ces résultats, même si, dans le même intervalle de temps, aucune influence de 

l'ajout de tanin n'est observé dans certains travaux 30. Vivas et Glories constatent également 

une diminution des phénols totaux en ajoutant 1 g/L d'ellagitanin à du Merlot334. 
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Figure 72: suivi de la concentration en tannin (normalisée à 100 à t0) pour les cuves témoins et tanisées. Le 
tanisage est indiqué par une flèche. . 

 

Evolution du DPm au cours de la vinification 
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Figure 73: suivi du DPm des tanins (normalisée à 100 à t0) pour les cuves témoins et tanisées. Le tanisage est 
indiqué une flèche. 
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Evolution du pourcentage de gallate au cours de la vinification 
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Figure 74: suivi du pourcentage d’unité gallate  (normalisée à 100 à t0) pour les cuves témoins et tanisées. Le 

graphique de droite reprend les 6 premières heures, le tanisage est indiqué par une flèche. 

IV.  Tanins et protéines salivaires : suivi de l’interaction lors de la 

dégustation  

Pour suivre l’interaction entre les tanins et les protéines salivaires, des expériences de 

titration salive-tanin mimant la dégustation de vin ont été réalisées. L'objectif était de 

comparer la composition de la salive avant et après la dégustation par HPLC ou gels 2D. 

A. Détermination du ratio vin / salive lors de la dégustation 

Pour réaliser les expériences dans les conditions les plus proches de la réalité, le ratio vin / 

salive lors de la dégustation a tout d’abord été estimé. Pour cela, il est demandé à un 

volontaire de boire une gorgée dans un verre rempli d’eau, préalablement pesé, et de recracher 

cette gorgée dans un second verre, préalablement taré. Le volume moyen d’une gorgée a été 

établi à 30 mL tandis que celui de la salive est de1 mL. 

B. Suivi de l’interaction par HPLC 

Une première étude a été menée pour essayer de quantifier la quantité de protéine salivaire 

précipitant avec du vin. Pour cela, la méthode HPLC développée pour étudier l’interaction 

tanins / protéines est reprise, en remplaçant les protéines par de la salive directement. Pour les 

tanins, ce sont soit les tanins commerciaux utilisés dans l'étude en milieu modèle, soit du vin.  

L'emploi de la salive et du vin rend nécessaire la réalisation de courbes de calibration pour 

ces deux composés pour valider leur utilisation. 
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1. Analyse de salive par HPLC 

Pour vérifier la possibilité de réaliser cette manipulation, de la salive filtrée a été injectée 

directement dans les mêmes conditions (colonne, HPLC, solvants, gradient) que les analyses 

tanins / protéines présentées au chapitre précédent. Le chromatogramme obtenu (figure 75) 

présente un pic à 13 minutes, comme il a été observé pour les protéines. La bonne corrélation 

de la courbe de calibration (figure 76) valide l’utilisation directe de la salive. Les intégrations 

ont été faites en prenant en compte l'ensemble des pics présents. 

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 même que pour la salive, des essais d’analyse de vin en injection directe avec la 

méthode développée dans le cadre de ces travaux ont été réalisés. Pour cela, du vin 

préalablement filtré sur 0,45 µM a été injecté. Le résultat étant un seul pic dans la zone 

« tanin » du chromatogramme (figure 77), une courbe de calibration se basant sur du vin à 

différentes dilutions a été réalisée (figure 78). La bonne corrélation de la courbe de calibration 

permet de valider l’injection directe de vin.  
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Calibration du vin par HPLC
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Figure 77 : Pic obtenu lors 
l'analyse de vin par HPLC 

(280 nm) 

Figure 78 : Calibration de l'analyse de vin par HPLC 

 

3.  Suivi de l’interaction salive / tanin par HPLC 

Pour titrer la salive par les tanins, 50 µL de salive sont ajoutés à 900 µL de tanins dont la 

concentration varie entre 0 et 5 g/L (0/10/50/100/300/400/500/700/900/2000/5000 mg/L).  La 

réaction est faite en milieu vin synthétique (pH 3,5 / Ethanol 12% / acide tartrique 5g/L). 

Les chromatogrammes (figure 79) présentent bien deux pics dont les aires évoluent 

comme attendus au cours de la titration, il est donc possible de suivre l’interaction tanins / 

salive avec cette méthode.  

 

 
Figure 79: chromatogramme du surnageant résultant de l’interaction tanins / salive 
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La courbe de titration de la salive par les tanins (figure 80) est tout à fait semblable à 

celles des titrations de la BSA par les tanins observées au paragraphe précédent. Il apparaît 

que la totalité des protéines salivaires sont précipitées en présence de 700 mg/L de tanins. 
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Figure 80: Titration de la salive par les tanins 
par HPLC 

Figure 81: Stœchiométrie de l’interaction tanin / salive 

 

Pour pouvoir comparer de manière un peu plus approfondie ces résultats avec ceux 

obtenus pour les protéines pures, la stoechiométrie de cette interaction a été étudiée, en 

considérant que la salive contient 80 µM de protéines53. Le profil de stœchiométrie (figure 81) 

a la même allure que ceux obtenus avec la BSA, avec toutefois une certaine stabilité de la 

stœchiométrie tant que toute la salive n'est pas précipitée. Les valeurs de stœchiométrie 

rejoignent la littérature (où le ratio EGCG/IB5 est par exemple estimé entre 1 et 5335). 

En utilisant l'équation établie pour la BSA au chapitre précédent,   

[ ]
[ ]

[ ]
[ ] 9,54085,0 +=

i

i

p

p

BSA

T

BSA

T

,
 

pour calculer le ratio du précipité en fonction du ratio initial, on observe que les valeurs 

théoriques et expérimentales sont dans le même ordre de grandeur lorsque la concentration en 

tanin est supérieure à 900 mg/L, comme cela peut se voir dans le tableau 18. 
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Tableau 18 : comparaison entre ratio expérimental et théorique 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 protéines de la salive précipitent de manière 

graduelle, avec une stœchiométrie finalement semblable à celle de la BSA. 

4. Suivi de l’interaction salive / vin par HPLC 

Pour vérifier la faisabilité du suivi de l’interaction salive / vin par HPLC, du vin et de la 

salive ont tout d’abord été incubés à différents ratios (Vin / salive : 90/10 – 50/50 – 10/90), 

puis le surnageant a été analysé après centrifugation. Les chromatogrammes obtenus (figure 

82) présentant bien deux pics vin et salive distincts, une série de titrations de la salive par le 

vin dans les conditions de dégustation a été réalisée. Pour cela, 50 µL de salive ont été ajoutés 

à 900 µL de vin à différentes dilutions (1 / 0,4 / 0,18 / 0,14 / 0,1 / 0,08 / 0,06 / 0,02 / 0,01/ 

0,002) réalisées dans de la solution modèle vin. Les aires des pics évoluent comme attendu au 

cours de la titration ; il est donc possible de suivre l’interaction tanins / salive avec cette  

méthode.  

 

Cette titration a été réalisée pour les deux vins A (témoin) et B (tanisé) issus de la 

microvinification présentée précédemment. 
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Figure 82: chromatogramme du surnageant 

résultant de l’interaction vin  / salive (vin dilué au 
1/100e) 

Figure 83: Suivi de la titration de la salive par du vin à 
différentes dilutions 

 

Le profil de titration des protéines de la salive par le vin est assez proche pour les deux 

vins même si le vin B (tanisé) précipite les protéines salivaires un peu plus efficacement que 

le témoin (figure 83). De plus, alors qu'aucun dégustateur (jury de 30 personnes) n'a jugé les 

vins comme particulièrement astringents, il semble que les deux font précipiter l'intégralité 

des protéines de la salive.  

Le suivi des interactions salive / vin par HPLC se révèle être un outil efficace pour 

quantifier la précipitation des protéines de la salive par le vin. Cependant, cette méthode traite 

la salive dans sa globalité, et il serait intéressant de pouvoir visualiser la titration de chaque 

protéine salivaire.  

C. Suivi de l’interaction par gel 2D  

Pour analyser le comportement de chaque protéine de la salive face aux tanins et au vin, la 

technique de précipitation des protéines au TCA / gels 2D a été appliquée.  

1. Détermination du ratio salive / vin idéal pour l’expérience 

Pour affiner la méthode d’analyse, des gels 2D ont été réalisés à partir de 25 mL de 

solution modèle vin à laquelle ont été ajoutés 125, 250 et 1250 µL de salive. Dans le premier 

cas, le gel résultant était trop « léger », trop « chargé » dans le dernier, le ratio choisi est donc 

250 µL de salive pour 25 mL de solution (figure 84). 
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Figure 84: Gels2D de salive obtenus à partir de 25 mL de solution vin additionnés de 125 (gauche), 250 (centre) 

ou 1250 (droite) µL  de salive 

2. Validation de la méthode : interaction de la salive avec la catéchine, les tanins et le 

vin 

Pour vérifier qu’il est possible de suivre l’évolution des protéines de la salive lors de 

l’interaction avec des tanins, des essais ont été réalisés avec du vin, de la catéchine et des 

tanins. Pour cela, 500 µL de salive ont été ajoutés à 50 mL de solution de tanin (400mg/L), de 

catéchine (400 mg/L) ou de vin.  Après vingt quatre heure de repos, les solutions ont été 

centrifugées et le surnageant prélevé. L’analyse de ce surnageant permet donc d’identifier les 

protéines qui n’ont pas précipité lors du contact avec le vin ou les tanins. Les résultats sont 

présentés dans la figure 85. 
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Salive Salive + vin 

  
Salive + catéchine (400 mg/L) Salive + tanins (400 mg/L) 

Figure 85 : Gels 2D des protéines des salives n’ayant pas précipité sous l’effet du vin, de la catéchine ou des 
tanins. Les masses des marqueurs moléculaires sont en kDa. 

 

Pour les trois modalités (vin, tanins, catéchine), il est possible de visualiser la disparition 

de certaines protéines. Dans les trois conditions, les protéines de masses moléculaires 

inférieures à 45 kDa environ ont disparu. Le groupe de protéines acides de masse aux 

alentours de 50 kDa n'a quasiment pas précipité sous l'effet de la catéchine, faiblement réagi 

avec le vin, et beaucoup plus fortement avec les tanins. Ce groupe correspond à des PRP. 

Enfin, le groupe restant est l'α-amylase336, qui semble avoir interagi de la même façon dans 

les trois modalités, confirmant sa moindre réactivité envers les tanins253. 

 

Ces résultats rejoignent tout à fait ceux obtenus par d'autres travaux, le spot autour de 60 

kDa pouvant correspondre aux PRP glycosylées, réagissant graduellement avec les tanins250. 
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La glycosylation des protéines salivaires de rongeur augmente leur affinité avec les tanins246 

mais prévient leur précipitation337. Enfin, les protéines de faibles masses disparaissant les 

premières sont sans doute des histatines qui précipitent très bien les tanins245, avec plus 

d'efficacité que les PRP244.    

  

Le suivi de l'interaction entre les protéines de la salive et le vin ou les tanins par 

précipitation du surnageant présente des résultats intéressants. Ceci permet par exemple de se 

rendre compte que la catéchine entraîne une disparition de certaines protéines. Cette 

disparition est très intéressante, car la catéchine est en dessous de son seuil d'astringence dans 

nos conditions338, 339.  

 

3. Recherche d'un facteur de spécificité de l'interaction tanin / protéine dans les 

conditions de dégustation 

Comme le montre le suivi de l'interaction entre la salive et des composés astringents, 

toutes les protéines de la salive ne présentent pas la même affinité. Une raison souvent 

avancée à cela est la présence de PRP, qui sont les plus réactives243.  

Pour essayer de déterminer un facteur responsable pour cette affinité supérieure, la 

titration de plusieurs protéines par les tanins a été réalisée. Ces protéines sont l'ovalbumine, 

l'α-amylase, la fétuine, la β-glucosidase, la thyroglobuline, la gélatine et la BSA, leurs 

propriétés sont indiquées dans le tableau 19. Entre autres caractéristiques, le pourcentage de 

glycosylation et de proline sont présentés. 
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Tableau 19 : caractéristiques des protéines étudiées 

Nom Masse Type Particularité pI 

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 

α-Amylase 60000 globulaire  5,3 

BSA 67000 globulaire 0% glycosylée 4,9 

β-glucosidase 135000 globulaire  3,8 

Thyroglobuline 660000 globulaire  4,5 

 

 

La figure 86 présente la quantité de tanin nécessaire pour faire précipiter 50% de la 

quantité initiale de protéine (15 µM) pour les différentes protéines étudiées. 
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Figure 86 : Quantité de tanins nécessaires pour faire précipiter 15 µM de protéine 

 

Mise à part l'influence de la masse de la protéine sur sa précipitation, il ne ressort pas de 

ces expériences un facteur susceptible de promouvoir l'interaction entre les tanins et les 

protéines. Ceci rejoint les résultats de Bacon et Rhodes qui montrent une affinité beaucoup 

plus importante des tanins pour les protéines de la parotide mais quasiment identique pour la 

BSA, l'ovalbumine, l'α-amylase ou la gélatine263.  
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D. Interactions tanins / salive : discussion 

1. Spécificité de l'interaction 

L'étude des interactions entre les tanins et la salive par analyse des surnageants par HPLC 

et gels 2D permet d'apporter deux visions complémentaires sur ce phénomène. En visualisant 

les protéines n'ayant pas réagi sur gels, on se rend compte que toutes les protéines ne 

précipitent pas selon le même schéma, puisque certaines de faibles masses 

(vraisemblablement des histatines) disparaissent alors que d'autres, comme l'α-amylase, sont 

encore fortement présentes. Il peut s'agir de précipitations successives, liées à des constantes 

de réaction très en faveur des histatines, ou des précipitations simultanées, mais la grande 

concentration en α-amylase de la salive empêche la visualisation de ce phénomène. Il peut 

être intéressant d'éliminer l'α-amylase avant interaction avec les tanins336 ou de suivre la 

titration par des protéines de la salive par les tanins par gels 2D. Cette titration a été réalisée 

mais le manque de répétabilité des résultats n’a pas permis une analyse. 

Le suivi de la titration par HPLC révèle une stœchiométrie et un comportement de la 

salive dans son ensemble semblable à une seule protéine, qui semblerait montrer la possibilité 

d'étudier toute la salive comme une seule protéine. En effet, l'étude de plusieurs protéines 

présentant des particularités similaires à celles de la salive ne permet pas de mettre en avant 

un facteur expliquant l'affinité. 

2. Astringence 

Pour discuter ces résultats en termes d'astringence, il est d'abord important de comprendre 

ce phénomène. L'American Society for Testing and Material décrit l'astringence comme 

l'ensemble des sensations de rétrécissement, d'étirement ou de plissement de l'épithélium 

buccal340. La question de savoir si l'astringence est un goût ou une sensation a longtemps fait 

débat. A l'inverse des goûts, dont la perception diminue suite des ingestions répétées341, 

l'astringence s'accentue dans les mêmes conditions342, et certains travaux cherchent d'ailleurs 

à comprendre comment limiter ce phénomène343. Mais la preuve qu'il s'agit d'une sensation 

tactile est donnée très simplement par le fait que des surfaces dépourvues de capteurs gustatifs 

comme l'intérieur des lèvres permettent de ressentir l'astringence344.   

La relation entre précipitation des protéines salivaires et la sensation d'astringence a été 

prouvée345, les résultats de cette partie confirment clairement la diminution de ces protéines. 

De même, la lubrification346 et la force de cisaillement de la salive sont affectées par des 
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tanins347. L'hypothèse la plus souvent évoquée est donc une détérioration du film salivaire par 

les tanins, conduisant la sensation de desséchement. 

 Pourtant, nous observons ici la précipitation complète des protéines salivaires par un vin 

sans qu'une astringence particulière ne ressorte de la description des dégustateurs et, de 

manière beaucoup plus objective, la catéchine entraîne la disparition de protéines salivaires, 

alors qu'elle est en dessous de son seuil d'astringence. Il est possible qu'il existe une protéine 

salivaire aux propriétés particulières dont la précipitation entraîne à l'astringence. Il est 

également possible que la précipitation des protéines de la salive soit un phénomène 

accompagnant l'astringence. De nombreux travaux récents rejoignent cette hypothèse en 

montrant que l'astringence serait plutôt la conséquence de la fixation des tanins avec des 

protéines de la muqueuse348 et plus particulièrement sur des cellules épithéliales349. Dans ce 

cas, il se pourrait même que l'astringence ne soit pas due aux tanins complexés avec les 

protéines de la salive mais au contraire, à ceux qui ne précipitent pas286. 

E. Vers un test d'astringence ? 

Plus qu'une base de la sensation en bouche du vin (46 descripteurs sur 53 y sont reliés350), 

l’astringence est un critères d’acceptation intrinsèques du vin par le consommateur 351, qu’il 

soit dégustateur averti ou non352. Pouvoir prédire cette astringence serait donc extrêmement 

intéressant.   

Deux grandes approches peuvent être suivies pour cela. Certains utilisent le concept de la 

« boîte noire », qui consiste à corréler le signal donné par un appareil dans l’analyse de 

l’échantillon avec l’astringence exprimée par un jury. De ce concept découlent les langues 

électroniques, appliquées au vin353, 354 ou au thé355-357. Certains utilisent également de 

l'infrarouge à transformée de Fourrier358. 

 

La seconde approche de modélisation de l'astringence consiste à mimer l'interaction avec 

la salive et d'en analyser le résultat. Si une minorité des travaux s'intéresse à la tribologie de 

l'interaction347, la majorité proposent de prédire l’astringence à partir d’analyse des composés 

phénoliques359. Corrélant les résultats de plusieurs méthodes de mesure des tanins avec 

l’astringence des vins analysés, Kennedy et al 360 concluent que les meilleurs tests sont ceux 

faisant réagir une protéine modélisant la salive. Cette protéine peut être la gélatine, considérée 

comme modèle de PRP361, la mucine362-364 ou encore l’ovalbumine365 et la réaction se fait 
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souvent par turbidimétrie366. L'utilisation d'une protéine modèle est évidemment un facteur 

limitant, et il serait intéressant d'identifier une protéine de la salive.  

 

Les travaux réalisés dans ce chapitre trouvent ici une application. Le suivi de la titration 

de la salive par les tanins et le vin par gel 2D, permettra sans aucun doute l’identification 

d’une ou plusieurs protéines représentative du protéome salivaire. En effet, dans une récente 

étude, Gambutti et al, suivant une démarche semblable, ont isolé quatre protéines : la 

lactoferrine, deux PRP et l’a-amylase367. Cependant, ce résultat est limité par le ratio qu’ils 

ont utilisé : moitié tanin, moitié salive. De plus, l’utilisation de gel 1 D ne permet pas une 

grande précision sur l’identification des protéines. La titration de la salive par gels 2D 

proposée ici permettra donc sans doute de suivre le comportement d'une protéine représentant 

la salive dans son interaction avec des substances astringentes, ou de l'évolution du ratio entre 

plusieurs protéines, peut être plus à même de reproduire l'astringence368. 

 

Toutefois, ces techniques présentent un handicap, à savoir qu'elles sont intimement liées à 

l'idée que c'est la précipitation des protéines de la salive qui est à l'origine de l'astringence. En 

effet, si l'astringence est liée à l'interaction des tanins qui n'ont pas réagi avec la salive sur 

d'autres cellules (comme évoqué plus haut), ces tests pourraient s’avérer caduques. 

 

Le suivi de l'interaction entre salive et vin par HPLC présenté dans ce chapitre prend ici 

un grand intérêt, puisqu'il permet d'avoir accès à la quantité de tanins qui n'ont pas réagi avec 

la salive. Plus largement, il inclut tous les composés du vin, ce qui n'est pas négligeable quand 

on sait qu'une une vingtaine de molécules (comme des acides cinnamiques ou benzoïques) 

autres que les tanins ont été identifiés comme astringents dans le vin329. Enfin, de nombreux 

facteurs liés au vin (pH, éthanol, acidité369, polysaccharides154, 370) ou à la salive (pH371, 

viscosité372 ) influent sur l'astringence. Ils sont entièrement pris en compte avec cette 

méthode. 

 Vu la faible quantité de salive (50 µL par échantillon) nécessaire dans cette méthode, il 

est tout à fait envisageable de réunir un jury de dégustateurs, de lui faire déguster des vins 

plus ou moins astringents, puis, de faire réagir la salive moyenne de ce jury avec chacun des 

vins pour établir un corrélation entre vin précipité, salive précipitée et astringence. Il est alors 

facile d’analyser un vin et de prédire son astringence face à ce jury. Pour un jury de trente 

personnes, en prélevant 5 mL de salive à chacun, il sera alors possible d’effectuer … 3000 

analyses !  
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V. Conclusion 

L'extraction des protéines et des tanins du raisin dans le moût a pu être visualisée. Leurs 

comportements respectifs permettent de mettre en lumière une première interaction tanins / 

protéine dès cette instant, ce qui, à notre connaissance, n'avait pas encore été réalisé. Il serait 

maintenant utile de réaliser ces manipulations à taille réelle, pour disposer ainsi d'une plus 

grande quantité de protéines et faciliter leur précipitation par le TCA. Suivre la composition 

en protéine de moûts de vin rouge, rosé et blanc en parallèle et dans les mêmes conditions 

permettrait également d'attribuer la disparition des protéines à l'interaction avec les tanins ou à 

d'autres facteurs liés au raisin. L'influence du tanisage apparaît très clairement, et il sera 

intéressant d'investiguer plus avant les résultats obtenus, pour adapter les pratiques de 

tanisages rencontrées sur le terrain.  

Cette visualisation de la disparition des protéines peut expliquer qu'aucune protéine n’ait 

été trouvée dans le vin rouge. Toutefois, des analyses par ultracentrifugation par exemple 

pourraient confirmer ces résultats.  

 

La titration des protéines de la salive par les tanins et le vin a été réalisée par HPLC. La 

méthode par injection directe du surnageant de l’interaction donne accès aux quantités de 

tanins et protéines n’ayant pas précipité. Les courbes de titration et de stœchiométrie montrent 

un mécanisme d’interaction identique à celui observé en solution modèle. La précipitation des 

protéines n’ayant pas réagi au TCA et leur analyse par gel SDS-PAGE offre de très jolies 

perspectives pour suivre le comportement de chaque protéine individuellement face aux 

tanins. 

Les résultats permettent de penser que l'astringence est bien reliée à la précipitation des 

protéines de la salive, mais sans doute à travers à un phénomène plus complexe. 
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Conclusion Générale 
L'interaction entre les tanins et les protéines est un des phénomènes les plus importants en 

Œnologie. Depuis l'extraction des composés du raisin dans le moût jusqu'à la dégustation, et 

même l'assimilation des composés du vin par l'organisme, cette réaction se produit à plusieurs 

étapes. Pour mieux comprendre l’interaction entre les tanins et les protéines, une étude 

fondamentale de son mécanisme mais également une compréhension de la manière dont elle 

se déroule dans le milieu œnologique (vinification et dégustation) sont requises. 

 

Les travaux concernant l'interaction entre l'albumine de sérum bovin (BSA) et des tanins 

de pépins dans un milieu reprenant les caractéristiques du vin (pH 3,5 / 12% d'éthanol / 5 g/L 

d'acide tartrique) a mis en avant des propriétés essentielles.  

La réaction n'est pas stœchiométrique mais il existe une relation liant le ratio final dans le 

précipité au ratio initial.  

Un ratio initial optimum sépare deux modes d'adsorption des tanins sur la BSA.  

En dessous de ce ratio, les tanins s'adsorbent à travers de la coopération positive 

principalement des sites hydrophobes. La quantité de BSA précipitée est alors limitée et son 

ajout provoque une diminution des tanins précipités. Dans ce cas, l’ordre cinétique partiel est 

nul par rapport à la BSA, supérieur à 1 par rapport aux tanins. 

Au dessus de ce ratio, l'adsorption des tanins pourrait se faire via deux classes de sites, 

profitant de la dénaturation de la protéine qu'ils provoquent lors de l'interaction. Les liaisons 

sont ici hydrophobes, renforcées par des liaisons hydrogènes. L'intégralité de la BSA ajoutée 

précipite, mais son ordre partiel cinétique étant inférieur à 1, elle ralentit la réaction. 

Dans tous les cas, il existe un équilibre entre tanins ajoutés et tanins précipités. 

 

Lorsque les conditions de pH et d'éthanol évoluent, les mécanismes d'adsorptions des 

tanins sur la BSA évoluent également. L'interaction entres les tanins et les protéines se fait 

sans doute suivant des mécanismes différents au cours de la vinification et de la dégustation. 
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Au tout début de la vinification, les tanins et les protéines du raisin interagissent et il est 

possible de suivre l'extraction et la disparition des protéines au bout de quelques heures. Tant 

qu'elles sont présentes dans le moût, ces protéines limitent l'extraction des tanins. Cette 

disparition des protéines explique l'impossibilité de les détecter dans le vin rouge, malgré 

l'utilisation d'une méthode dont la limite de détection est très basse.  L'ajout de tanins en début 

de vinification permet de précipiter les protéines au fur et à mesure de leur extraction.  

 

Deux méthodes ont été mises au point pour suivre l'interaction entre les tanins et les 

protéines de la salive.  

La première, utilisant l'HPLC, permet en visualisant la salive dans sa globalité, de montrer 

qu'elle se comporte comme une seule protéine dont le mode de réaction est semblable à celui 

de la BSA. 

La seconde méthode, une analyse des protéines n'ayant pas réagi par gels bidimensionnel, 

montre que certaines protéines salivaires de faible masse moléculaire sont précipitées 

entièrement mais ne permet pas d'affirmer une spécificité de la précipitation. 

 

La disparition de certaines protéines en présence de composés non astringents pose la 

question de la relation directe entre la détérioration du film salivaire et la sensation 

d'astringence.
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Perspectives 
A l'issue de ces travaux, plusieurs axes de recherche apparaissent en perspective. 

 

L'étude des interactions entre les tanins et la BSA a permis de proposer un mécanisme 

d'agrégation. Poursuivre les investigations avec d'autres outils comme la microcalorimétrie ou 

le dichroïsme circulaire permettra de quantifier les énergies mises en jeu et de confirmer les 

phénomènes de dénaturation.  

 

La cinétique de la réaction donne également des informations sur le mécanisme et pourrait 

expliquer des différences d'affinité observées entre protéines. Il faudra compléter ces 

expériences, à l’aide de méthodes quantitatives si possible.  

 

Pour comprendre l'évolution des protéines et des tanins au cours de la vinification, une 

étude plus importante, se basant sur les résultats obtenus ici, peut permettre de comprendre la 

manière dont les protéines disparaissent. Il serait par exemple envisageable d'extraire des 

protéines et des tanins de raisin, puis d'appliquer les méthodes développées dans ces travaux 

pour comprendre leur interaction en milieu modèle, et comparer les résultats avec ceux 

obtenus en vinification. 

L'analyse de salive par HPLC, en donnant accès à la fois aux quantités de produits 

précipités et restant en solution, peut être un outil utile dans la compréhension de 

l'astringence. Il faudra pour cela déterminer si des corrélations existent entre l'astringence d'un 

produit ressenti par un panel et les quantités de tanins précipités ou non. De même, il serait 

intéressant d'étudier par gel bidimensionnel la précipitation de protéines induites par des 

molécules au dessus et en dessous de leur seuil d'astringence. 

 

L'idée d'une relation existante entre le ratio tanins / protéines initial et final est séduisante: 

serait-il possible de choisir la quantité de tanins que l'on souhaite donner à 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 

pI Point isolélectrique 

PRP Protéines riches en proline 

RG Rhamnogalcturonane 

SIM Single Ion Monitorization 

TCA Acide Tricholoroacétique 

TGG TetraGalloylglucose 

 


