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CHAPITRE I

INTRODUCTION GCENERALE

S e e e et o e et e e et - . — ——

I-1.Classification des polyphénols naturels ;

__,_._——_———-—_—_——_._-.—.—__——-—————————-—-————-—'._——.—

Les tissus vegétaux contiennent un grand nombre de substances
a fonction phenol dont les Plus importantes sont les anthocyanes,
pigments rouges et bleus des fleurs et des frvits, les flavones

et leurs dérivés, pigments Javnes, enfin les tanins, produits de
polymerisation.

Les composés phénoliques existent normalement dans les
Plantes sous forme de combinaisons. Ainsi dans le cas des

flavonoides on rencontre fréquemment des hétérosides dans lesquels

la liaison osidique fait intervenir un OH alcoolique ov un OH

phénolique de la molécule de polyphénol. Dans le cas des acides—

phénols, ces combinaisons sont le plus généralement des esters,

-~ » . L4 .
A cote de ces composes de structures s1mples on rencontre

des produits plus complexes, de nature polynériquq;:lus oU Moins

(4 3 - 3 -
condenses: les lignines et les tanins.

Les tanins sont des composés phénoliques de poeids molécu-

laire compris entre S00 et 3000 et qui, en plus des propriétés

classiques des phénols, précipitent les alcaloides, la gélatine et

les avtres protdines.



On distingue habituvellement:

-Les tanins hydrolysables, molecules complexes qui font intervenir

des liaisons de type ester et donnent, par hydrolyse, une fraction

glucidique et vne fraction phénolique: acide gallique, acide ella-
gique.

. . ¢ ’
-les tanins condensés, dont les proprietés dependent de la nature

des molécules élémentaires qui interviennent dans leur composition,
du mode d’enchainement de ces molécules et surtout de leur taille

et de leur poids moléculaire, »

lLes propriétés tanantes d’un échantillon, c‘est a dire son aptitude
a se combiner aux'protéines, augmentent du dimere av décamere et
diminuent ensvite.Lorsque 1la molécule devient trop volumineuse, elle
perd 1la propriété de s’vnir énergiquement aux protéines; elle peut
meme devenir insocluble (1).

GEISSMAN et HINREINER (2) ont proposé l1’expression "fla—

vonoides" pour désigner tous les pigments qui ont un squelette
carboné du type

avec ou sans double
liaison dans la partie

heterocyclique,

FREUDENRERG et WEINGES (3) désignent toutes les substances
incolores isolees des plantes, qui forment des anthocyanidinesbde
coloration rovge caracteristique par chavffage en miliev acide, dv
nom de "proanthocyanidines”.,La découverte des proanthocyanidines
remonte aux travaux de TSWETT (4) ; cet auteur observe que le
chauffage en milieuv acide de nombreux extraits vegetaux incolores
donne naissance a une coloration rovge intense et que ces colorants
rouges presentent des propriétés chimiques fort semblales a celles
des anthocyenidines naturelles.

—3—



WEINGES (5) réserve les termes "leuvucoanthocyanidines” aux
- . . - - L4
proanthocyanidines monomeres et "proanthocyanidines condensees”
13 . ~ - ~ ’ -
auvx différents dimeres flavanes-3-o0ls et ocligomeres superieurs.

HASLAM (&) préconise cette nomenclature.

I1 est bon de rappeler ici 1la signification du terme
"anthocyanogene”, introduit par HARRIS (7) en 1952 et utilisé'depuis
dans la littérature brassicole; elle est equivalente & la définition
généraIE'des~proanthocyanidines de FREUDENEERG et WEINGES.

Selon la structure et les propriétés des polyphénols, des
groupes bien définis ont été déterminés. Les polyphénols trovves
dans les matieres premieres de la biere appartiennent & trois qroupes
principaux (8> 4

e o s (t G > St e e e et s Tt Bt T o ot S A o e S — o —

-dérivant de l’acide benzoique (R3=R4=R5=H)

%

R— —COOH

R

—acide gallique R3=R4=R5=0H

—acide protocatéchique R3=R4=0H, R5=H
—acide vanillique R3=0CH3, R4=0H, RS5=H
—acide syringique R3=R5=0CH3, R4=0H



-dérivant de l’acide cinnamigue (R3=R4=H)

R— —CH=CH—COOH

~acide caféique R3=R4=0H
-acide féruvlique R3=0CH3, R4=0H

I-2.2, Les flavonoides : (derivés du squelette général du

————————————————————— - phényl-2 4H [1) benzopyranne)

94

Flavonoide

+

i S
N
g%

Flavane Flavone Anthocyane
| O 'O\/f)
OH k\ { oH
I
Flavanol-3 Flavonol
/'| °
= OH
OH

Flavane—-diol—3,4



Dans chaque classe, les substances se differencient par
la position et le nombre de groupements OH qui peuvent etre alcoylés
oU engagés dans une liaison osidique. Les flavanes se différencient
des avtres composés phénoliques en ce sens gu‘’ils existent dans la
nature sous forme d’aglycones, le plus souvent pblynérisés, alors

4 3 - 1
que les flavones, flavonols et composes voisins sont tovjours sous
’ . -
forne héter051d1que.

- - - - 4
Les flavonoides peuvent etre divises en :

-quercétine R3=0H, RS=H

~kaempférol R3=RS=H

-myricétine R3=R5=0H

—catéchine R3=0H, RS=H
-gallocatechine R3=R5=0H
~afzélédrine R3=RS=



I-2.2.3., Flavanes-3,4 dicls ov levco anthocyanidines

-levco pélargonidine R1=R3=H
R2=0H
—levco cyanidine R3=H
R1=R2=0H
-levco delphinidine R1=R2=R3=0H
Les levco anthocyanidines donnent naissance pér hydrolyse
acide 3 chaud 3 des anthocyanidines colorées (pélargonidine,

cyanidine, delphinidine).

OH OH

+
OH AN N OH
H*/o l ,
—— NS 2 H -
H

Levcocyanidine cyanidine



1-2.3. Polymeres de flavonoides : (proaenthocyanidines

’
condensees)

1-2.3.1. Les proanthocyanidines diméres :

Les polyhydroxy-flavanes-3,4 diols (levcoanthocyanidines)
ne constituent pas les sevles prbanthocyanidines presentes dans
le regne vegétal., WEINGES (9,10) démontre que de nombreuses
proanthocyanidines issves de fruits sont constituées par 1’asso-
ciation de deux unites flavonoidiques,c’est & dire qu‘elles se
scindent sous l’action des acides en deux molécules (catéchine et
cyanidine). Ces substances ont été appelées proanthocyanidines dimeres
Le rendement des fruits en proanthocyanidines diméres dépend princi-
palement de leur degré de maturation, Les fruits murs contiennent

moins de proanthocyanidines dimeres que les fruits verts.

Ces hroanthocyanidines ont d’abord ete classées en fonction
de l’énthocpanidine qu’elles 1ibérent; c’est a dire propélargonidine,
procyanidine, prodelphinidine... Cependant, les procyanidines sont
les plus rencontrées dans la nature.

s e e e e e o i e = T s e e et TS At s e s T e T P s A " > oy e e o i A St o o s

Ce sont des procyanidines dimeres gui, ovtre la cyanidine,
donnent par dégradation soit la (+) catéchine, soit la
(-) épicatéchine. Grdce aux spectrométries de masse (SM) et de
résonance nagnétiéue nucléaire(RMN), WEINGES (11) a montre
que ces conposés se subdivisent en deux groupes distincts :

— le groupe R comprenant les substances de composition C30 H26 o1z,

— le grouvpe A comprenant les substances de composition C30 H24 012.



I-2.3.1.1.1, Procyanidines C30 H26 012 (groupe B) :

A ce groupe appartiennent les biflavanes qui possédent
hvit fonctions phénoliques et deux fonctions alcooliques. L’examen
des spectres RMN des dérivés décaacétylés et dv spectre de masse
des dérivés octa O-méthylés et diacetyles-3, 3’ permet d’&tablir

la structure des procyanidines dv groupe B

Cette structure est caractérisee par 1la présence d’une
simple liaison C-C entre les deux unites flavonoidiques. La molécule
possede cing centres asymétriques ; elle est donc susceptible de
se presenter sous 2° =32 formes optiquenent actives et sous 16

] ’ .
melanges racemiques,

- - . . - l

Par extraction alcooclique, WEINGES (11) isole 4 diastereo-
o S . ‘. N . . . ‘
1someres optiquement actifs, a savoir les procyanidines K1 a E4,
Les configurations en ont eté determindes griace a la mise en oceuvvre
de la RMN (12) 3 partir des constantes de covplage des
protons hétérocycliques ternaires., De plus, la Synthése

. - . N S . - .

de ces procyanidines dimeres a partir de taxifoline» et de
catéchine prouve leur structure et leur configuration. Par
chromatographie suvr gel de Sephadex LH 20, 1’école de SHEFFIELD

(13) isole 8 procyanidines dimeres E1 a E8 dont les configurations

* taxifoline = dihydroquercétine

e



sont les svivantes

Procyanidine RB1 : (-) épicatéchine (+) catéchine
Procyanidine E2 : (-) épicatéchine (-) épicatéchine
Procyanidine B3 : (+) catéchine (+) catéchine

Procyanidine E4 (+) catéchine. (-) ébicatéchine

. ¢ - - - -
Procyanidine ES (=) eplcatéchlne (-) éplcatéch1ne

(isomere de E2)

Procyanidine B6 (+) catéchine (+) catechine

i (isomére de E3)

Procyanidine R7 (-) epicatéchine (+) catéchine

: (isomere de K1)
Procyanidine B8 : (+) caTéchine, (-) épicatéchine
i (isomere de E4)
Le tableav I donne les formules développées de quelques

procyanidines B,

TABLEAU I

2 . — LA ’ .
Bl : (=) épicatéchine E2 : (-) epicatechine

/ .
(+) catéchine (-) épicatéchine

_1 0_



TAKLEAU T (suite)

B3 : (+) catéchine B4 : (+) catéchine

(+) catéchine (- épicatéchine

E6 : (+) catéchine (+) caiéchine

: (isomere de E3)



1-2.3.1.1.2. Procyanidines C30 H24 012 (aroupe A) :

Les procyanidines du groupe A sont égalenent fornées.par
l’association de deux unités flaveneidiques, L‘obtention de dérives
nonaacétylés et heptanéthylés diacéfylés montre que Ces COMPOSEs
possédent sept fonctions présen?anr Un caractere phénolique et
deux un caractere alcoolique,

Les spectres RMN des dérives nonaacétylés révelent que les deux
unites flavonoidiques sont liées, non sevlement par vune liaison
c-C (é), mais égalenent par une liaison éther (b).

. a4 ror L
Deuvux procyanidines Al et A2 ont ete mises en evidence :




1I-2.3.1.2.

~
Autres preanthocyanidines dimeres

\ ¢ v ’
D’auvtres proanthocyanidines dimeres ont ete isolees des plantes
L4 .y .
comme les prodelphinidines et les propelargonidines.

OH
m@

s afin of
[exe]
o
o o
I I
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L’école de SHEFFIELD (13) a isoléd deux procyanidines
naturelles

’, ‘ . . ’ L ’ .
-C1 formee par l’association de 3 molecules d’epicatechine
~C2 formée par l1‘association de 3 nolécules de catéchine

HO.

...'13_



I1-3. Biesynthese des proanthocyanidines oligonéres :

- A . ~ 4 4 S
Les proanthocyanidines oligomeres sont repvtees etre les

. . ’ Y .
plus dangereuses pour la stabilite de la biere .La connaissance
. - 4 3
de leur formation est donc interessante car en agissant
. . ) ’ .
a divers stades de cette biosynthese on peut esperer orienter la

sélection vers des proanthocyanidines moins dangereuses pour 1la
stabilité colloidale.

C’est la raison pour laquelle nous avons reuni en Annexe I
- 3 -~ -
les principales hypotheses actuellement admises concernant la

biosynthese des proanthocyanidines oligoméres (14 a 37)

-14-
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CHAPITRE Il

STARILITE COLLLOIDALE DE LA ERIERE

La stabilité colloidale de la biere est sous la dependance
d’un grand nombre de facteurs qui n’agissent pas isolément et qui
ont égalenent une influvence sur ses qualités organoleptiques, sur
sa coloration et sur la formation de la mousse. En particulier 1la
destruction de cette stabilite soit par abaissement de la tenpérature

s0it auv cours dv vieillissement conduit a l’apparition d’un trouble.

II-1. Constitvants du trouble av froid :

Le trouble av froid est défini par 1’Evropean Erewery
Convention comme " le trouble qui se forme a 0:C et qui se
‘redissout a 20%C *“,

Les polyphénols et les peptides sont consideéres comme les
principaux constitvants des troubles non-biologiques par suite

3 . - - ~ .
d’association par liaisons hydrogenes entre les groupements phéno-

ligques d’une part et les carbonyles des liaisons peptidiques d’auvtre
part. Ces constituants forment des solutions collo1da1es en equ111bre
instable. I1 en résulte 1’ apparition d‘un trouble lorsqu on soumet la

biére & l’action du froid : ce trouble disparait par retour 3 la
tenpérature ordinaire,

Pour retarder la formation duv trouble auv froid le traite-

ment appliqué porte sur ses principavux constltuants, les peptides
et les proanthocyanidines (38).

On dégrade, en général, les peptides génants par 1’action
des enzymes protéolytiques ov on les precipite par le tanin gallique.

_16._



Pour agir sur les polyphenols, on emploie la polyvinyl-

pyrrolidone, les nylons, la caséine, et les enzymes ( 3B-47),

L’emploi du formaldehyde a 1’empitage, trés efficace,
est interdit par la plupart des 1égislations (48).

Récemment, la brasserie de CARLSEBERG (49) a sélectionné

des orges sans B3 qui donnent des bieres beavcoup plus stables.

II-2, Influence des proanthocyanidines sur la
formation des troubles apparaissant av

cours de la conservation de la biere :

e e o i g et . G B G et S e i et e o at . . s St Gt o i o = 20 e S Vmta e S S

Indépendemment du trouble auv froid cité precédemment, un
avtre phénonéne de trouble apparait lors de la conservation des bieres

auv bout de quelques mois. Ici encore les proanthocyanidines sont
supposées jover un role.

Un moyen simple d’étudier 1’effet d’un conposé sur la
formation d‘un trouble est de l’ajouter a un échantillon de biere
et d’y mesurer la vitesse d’apparition de ce trouble et son intensite
par rappoft a une biere sans ajout., Cette demarche a ete vtilisée
pour démontrer le role de cgrtains polyphénols (50-53) et de
complexes tannins—proteines isolés de la biere (41, 54, 595).
Mais dans la plupart. de ces Trauéux les substances n’étaient pas
tres bien caractérisées du point de vve chimigque et d‘avtre part
les quantités ajoutées étaient bien supérieuvres 3 celles que 1‘¢en
rencontre dans 1la biére; par exemple la (+) catéchine a ete testée
a 25 ppm (50) et 3 100 ppm (51) alors que la concentration de
celle—ci, etablie par chromatographie gazeuse (57), se situe entre
9 et 8 ppm, celle de la procyanidine B3 est comprise entre 4 et
20 ppm. Les expériences (57, 58), plus récentes, réaliseées en tenant
compte de ces résultats font ressortir les points svuivants :

- les polyphénols monomeres [ (+) catéchine, (-) épicatéchine 1,
ajoutés dans la biére dans des proportions de 5 3 10 ppm n”ont pas
d’effet sensible sur la vitesse d'apparitiqn du trouble. '

...17_



.~ tous les polyphénols dimeres ou oligoméres provoauent une
augmentation du trouble mais seuls les troubles formés par addition
de proanthocyanidines sont semblables a ceux qui apparaissent dans

une biere normale.,

- 1le degré de polynérisation et 1a structure des polyphénols jouent
un role capital dans 1la formation des troubles : ils augmentent
quand on passe du monomere auv dimere et au trimere catechique et
ils se forment plus rapidement avec la E3 (catéechine-catechine)
qu’avec la R4 (catéchine—épicatéchine)-(57).

— paradoxalement, les proanthocyanidines qui sont déjﬁ des tannins
’ . . . N . . .
veritables subsistent dans la biere finie, mais si on les ajovute
3 la biere méme en faible quantite (1 3 4 PPM par exemple pour 1la

B3) elles accélerent 1’apparition du trouble,

Ces observations tendent a montrer qué les precurseurs
les plus importants du trouble dans la biére ont un poids moléculaire
moyen. Ce sont les conclusions auxgquelles arrive SO0OGAUWA (S8-&60).
I1 indique en effet que 90% des polyphénols de la biére ont un poids
molécvlaire compris entre 500 et 10000. Cependant, quand il procéde
a un fractionement plus poussé, il trouve un poids moyen qui se situve
vers 500, ce qui pourrait correspondre aux dineres et aux trimeres
catéchiques. C’est pourquoi, a 1l’heure actuelle, on a tendance a
considéerer les proanthocyanidines dimeres et trimeres comme les
composés phénoliques les plus importants pour la formation des troubles
non biologiques de la biere,

- 4 -
II-3. Etat actuel des connaissances sur le mecanisme

‘de formation des troubles de la biere :

Pour rendre compte de la formation des troubles de la biére
plusieurs schémas ont €té proposeés dans lesquels interviennent les

s 4 - - . -
compoeses phenoliques et certaines fractions protélques.

_18_
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Le schéma le plus largement répandu (L1-64) du a

J.W. GRAMSHAW est représenté ci-dessous:

PHENOLS SIMPLES

polymerisation
POLYMERES PHENOLIQUES (tannins)

+ "matériel protéique” de la biere
COMPLEXES TGNNINS—PRDTEINES

combinaisons

TROUERLE

Des composes phénoliques se transforment lentement dans la
biére, tout d’abord en polymeres phénoliques de bas poids moleculaire
(tannoides) (65) puis en tannins , 1l’oxydation et le milieu
jovant un role certainement important dans cette polycondensation
spontanée., Les polymeres ainsi fornés s’associent alors aux protéines
de la biere entrainant 1’apparition d‘une phase dispersée tannins—
protéines dont la solubilité est plus faible 3 0'C qu’a temperature
ambiante et qui constitue "le trouble av froid", Lorsque le degré
de polymerisation des tannoides s’accroit la réversibilité du
phénoméne diminuve tandis que la quantite desrsubsrances insolubles
augmente ce qui se traduvit par la formation d’un trouble permanent
Ténnins~protéines. Toutefois sevle une partie des protéines de la bieére
semble participer 2 ce processus, il s’agit de “"protéines sensibles"”
qui en s’associant aux tannoides donnent lieu 3 la formation de
complexes réversibles tannins—-protéines. 11 s’agit vraisemblablement
de produits de dégradation des protéines dont le poids moléculaire
se situe entre 10000 et 20000,

_19_



Les avteurs qui admettent ce schéma hypotheétique, avancent
un certain nombre d’arguments pour tenter de le Justifier. Par exemple,
ils pensent que la formation des troubles ne peut pas €tre directenment
imputable & des tannins préexistants car 1la teneur en proteines de la
biere est suffisante pour provoquer leur précipitation. D’avtre part
l’oxydation johe un role important comme 1‘ont nontré des experiences
réealisees avec de 1°*0, (66). Pourtant, cette théorie ne permet pas
d’expliquer 1les résultatsAde certains travaux récents. En effet,
en uvtilisant des produits narqués, Mc GUINESS et Coll.(67) ont constate
que ni 1la (—)épicatéchine, ni la (+) catechine ajoutées a la biere
ne se polymérisaient av cours d’une conservation meme prolongée de
la biere. La conclusion logique de ces observations serait que la

polymérisation des phénols n‘est pas un préalable indispensable a la

formation dv trouble.

C’est ce que pensent certains avteurs pour lesquels
un "complexe préforné" serait le précurseur le plus important de
la précipitation colloidale. Le role éventuvel de ce complexe
préexistant n’est pas une idée nouvelle., Des 1964, MEREDITH et
TKACHUK (64) avaient montré qu’un complexe tanno-protéique de 1’orge
subsistait relativement inchangé jusque dans la biere finie. CHAPON
(69) égalenent avait observé qu‘une orge maltée dans de mavvaises
conditions donnait un moUt riche en combinaisons tannins-protéines
qui rendaient la biere particuliérement apte a former des troubles.
C’es& pourquoi GARDNER et Mc GUINESS (70) ont propose un auvtre

schema qui semble tenir compte des résuvltats plus récents:



COMPLEXES PHENOLIGUES FPREFORMES

activation (ex: oxydation)

POLYPHENOLS ACTIVES

+ mateériel protéique de la bidre ou (et)

. 7 . 4 /
complexes tannins-protéines prefornes

COMPLEXES TANNINS~-PROTEINES

"activation" et combinaison

TROUELE

Ce sont des polyphéncls condenses déjé existants qui sont.
les principavx responsables de la formation des troubles mais ils
ne peuvent se combiner avec les matieres azotées de la bidre qu’apres
une activation, probablement une oxydation impliquant la formation
d’une quinone., Ces complexes phénols—protéines et (ov) les complexes
préexistants s’associent pour former en quelque sorte la base du
trouble, cette formation demandant certainement elle aussi une
Activation. Ce mécanisme differe des précédents dans la mesure
ov il ne fait pas intervenir la polymérisation des phénols dans
la biere 3 or plusieurs arguments militent dans ce sens,
En effet, si les polyphénols donnent: lieuv & des polynérisations

4
» - - 3 L4 -
cecl n‘implique pas leur condensation spontanee dans la biere.



On pevt en effet logiquement penser que les polypheénols
les plus sensibles 3 la polymérisation ont €1é activés et ont reagi
av cours des différentes étapes dv brassage, par conséquent ils ne
pevvent €tre présents dans la biere finie qu‘en treés faible quantité.
DADIC et BELLEAU (71) ont d’ailleurs montré une bonne stabilite des
phénols simples de la biere vie-3-vie de 1a polymérisation. D’autre
part CHAPON et Co0l1l1.(72) ont rapporté que l’oxydation de polyphénols
dans un. milieu contenant du materiel protéique proveoque la formation
d’vne plus grande quantité de trouble que l’addition directe a ce
méme miliev de quantites comparables de polyphénols préalablement
oxydes. GARDNER et Mc GUINESS (70) concluent & la svite de cette
observation que l‘oxydation des polyphénols comme intermediaires

actifs est peut €tre plus importante qgue levr propre polymérisation,

Cependant, il faut bien reconnalitre qu’avcun des arguments
4 . .
rapportes 1ici, ne permet de trancher en faveur de l’une ou l’avtre

des hypothéses proposées.

Malgré les nombreux travaux qﬁi lvi sont cOnsacrés, le
mécanisme de la formation des troubles non biologiques de la biere
est loin d’8tre €lucide. Il semble bien qu‘une meilleure conpré—
hension de celvi-ci passe nécessairement par une connaissance plus
approfondie des substances qui y participent et de leur évolution

L4 ’ . . .
av cours dv procede de fabrication de la biere,



II-4, Hut dv travail

On remarque tout av long de cette mise av point des
connaissances actuelles que la pPlupart des avteurs s’accordent pour
attribuer aux proanthocyanidines un role prépondérant dans la
formation du trouble non biologique de la biére. Dans plusieurs
essais, on a pu montrer que ces proanthocyanidines n’ont pas toutes
la méme activité dans la formation de ce trouble. Certaines sont
beavcoup plus favorables 3 la formation de complexes vis—a-vis des
protéines. De plus les résultats n’ont pas toujours une véritable
signification dans la mesure ol dans les réactions etvdides les
conposés entrant en jeu ne sont pas des constituants de la biere mais
des substances modeles. Les éeuls-conposés pouvant intervenir dans le
phénomene sont ceux apportés par 1‘orge et eventuellement par
le houblon. D’avtre part les quantités utilisées dans les ajouts sont
trop importantes. Enfin pev de travaux ont ete consacrés 3 1‘évolution
des preoanthocyanidines de 1’orge av cours du procédé de fabrication
de la biere. Ceci est di en grande partie 3 un manque de moyens
analytiques permettant leur identification et leur doesage rapide,

L’objectif de notre travail est d’apporter une contribution
3 la connaissance du phénoméne de formation du trouble a la conser—
vation en partant de l’hypothése d’une intervention des procyanidines

- - . ’ - - -
el en svivant en particuvlier leur evolution av cours de la fabrication
de'la biere,.

’ /7 s .
Notre demarche a ete la svivante

. . N - I'4 - 7 4 L4 b Y
La premiere partie de notre étude a ete consacree a la

mise av point de l’analyse quantitative des proanthocyanidines

dans 1l’orge, le malt, le houblon, le mo0t et 1a bicre. La réalisa—

. ’ ’ ’ . . V4
tion de cette etude a pose en prealable l’cbtention en quantites
importantes d’echantillons de E3 et B4, Aprés aveir tente la voie
extractive a partir de 1‘orge nous avons ete conduit 3 mettre auvu
point une méthode de synthése de ces dimeres dont l’exposé fait
l1’objet dv chapitre III. Le chapitre IV décrit quant a lui les divers

- - - ~ / . 14
essals qul nous ont condvit a l’elaboration du protocoele adopte.
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Ls seconde partie decrit l1’évolution decs polyphénols

monomeres (catechine, épicatéchine) et dimeree (B3, prodelphinidine)
. T s . . ' By .
avx diverses etapes de la fabrication de la biere et de sa conservatio

sur plusieurs molis (chapitre V).

La troisiéme partie de nos recherches a permis d’établir, a

partir de solutions modéles, 1’évolution des monoméres et dimeéres
catechiques en fonction du pH et de la Température (chapitre V1),

De ceci nous avons pu elvcider le pourquoi de leur evolution
respective av cours du brassage, De méme gqu’‘une étude de l‘oxydation
par la polyphénoloxydase a permis de mieux interpreter les resvltats
observés av cours de la germination. Cette partie fait l’objet dv

chapitre VII.

Dans la derniere partie de notre travail(chapitre VIII),

nous avons recherché dans le trouble permanent de la biere les
différents constituants pPéSEHTS dans celui—ci. Nous avons pu

montre qu’il s’agit de protéines, de sucres et de polyphénols.
Chacun de ces constitvants a fait 1’objet d’une étude plus poussée,
La composition en acides aminés des protéines a £1é €tablie de méme
que leur concentration respective. Le méme travail a été effectué
sur les sucres et les polyphénols. A la svite de ces résultats, nous
avons entrepris la mise au point dv dosage des complexes [polyphe-
nolsJ—[protéines ouv svcresl{(chapitre IX)., L’application de ce
protocole a permis de suivre 1’évolution de ces substances durant

la fabrication de la biere et pendant sa conservation.
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CHAPITRE 111

oH OH
OH OH
HO o - HO o._.
OH oH
OH on : OH on
’
oH i oH |
HO o_. HO o .
OH .. on
OH OH
L B,
dihydro-2,3 (dihydroxy phényl-3,4)-2

trihydroxy-3,5,7 4H /_1_7benzopyrannes‘“diméres"

’ ’ ’ . 4 Y ..
Ces composes ont ete identifiés dans les matieres premieres,

orge, houblon, malt (75,76) et caractérisés,apres extraction et

purification, par leurs spectres de RMN*H (73,77-80) et récemment
de RMNMC (81).

I11-1. Extraction.:

. s . - - 4 -
Dans une premiere approche nous avons utilise 1la voie
extractive a partir de la farine d’orge, selon le protocole

4 . . - ’ h .
decrit dans l‘organigramme ci-apres. Les conclusions que 1’on peut

tirer de ces essais sont les svivantes
complexite du mélange polyphénolique extrait qui ne permet
d’obtenir la B3 qu’avec un trés faible rendement : le bilan

global condvit 3 0.3 g de polyphénols bruts a partir de 1200 g
d’srge.
= longueur de l’extraction.
- diFFiculTé de séparation.
Cette méthode que nous avons db abandonner pour ces raisons
nous a toutefois permis d‘obtenir un premier échantillon de E3
"naturelle” et de pouvoir effectuver 1la comparaison de structure

avec le produit resvltant de la synthese,
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ORGANIGRAMME
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ORGANIGRAMME (suite)

Fa

#

Extraction par l’acétate d’éthyle

' R

Extrait de polyphénols : Phase agueuse

‘ (absence de polyphénbls)

Evaporation e polyphénols bruts e Purification par HPLC

I1I-2. Synthese des proanthocyanidines E3 et E4 ;
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Nous avons donc eu recours a 1a voie synthétique a partir
de substances naturelles aisément accessibles (+)dihydroquercétine 1
(+)catechine 4, (—)épicatéchine o. Plusieurs tentatives de synthé§E‘
sont decrites dans la littérature. Elles ont l’inconvenient de
conduire avec des rendements médiocres aux dérives décaacétylés
(12,57,75,82-84), d’ou il est trés difficile d’accéder aux produits
hydroxylés libres.

En particulier, la voie proposée par Eastmond (57,75),
qui évite 1’isolement du flavane diol-3,4 2, trés instable (83)
n‘avait condvit, dans les conditions vtilisées, qu’ad 20% de ren-

dement en produit acéTylé.



Le mede opératoire gue novs proposons (voir partie
experimentale) s’inspire de celui de Eastmond mais, apres
optimisation des conditions (85) et vtilisation de la HPL.C prépa—

. . X ¢ " ’
rative il permet d‘’acceder, avec un rendement de S0%Z, aux composes.

E3 et B4 , purs, directement sous forme hydroxylée libfe.

L’extension du procédé a la synthese de "trimeres” du groupe C a

. I'd ’
touvutefois echoue.

OH
OH le)
, NaBH,4 | o
HO O .- 7
OH
oH ©
l he -
1
+ 4
— B
3
3
+ 5 B
4 4 (+) catéchine composé '"trans"

5 (-) épicatéchine composé '‘cis"

W
+
o
o

(trimére)

3 —X——>"1
3 + B . -
2 4 C2 (trimére)
Schema I

A noter que l’attaque du carbocation intermediaire sur la
position-6 de la catéchine (ov de 1’épicatéchine) n’‘a pas été
constatée.

Pour les besoins de l’identification spectroscopique (RMN
et spectrographie de masse) nous avons prépare les dériveds

décaac€tyles des diméres E3 et B4 et les dérivds tétraméthoxylés
de la catechine et de l’épicatéchine.
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111-3. Caractérisation spectrescopique

111-3.1. Résonance magnétique nucleaire

Spectroscopie de RMN *H avec découplage

La spectroscopie de RMN *H a éjé vtilisee pour caractériser
les proanthecyanidines extraites de plantes (86). Ainsi, les
spectres de RMN* H des dimeres B3, libre (80) et acétylé (81,86),
et B4 libre (80) et acétyle (80) ont éte interprétés (80,86) sur
‘la base d’une isomérie conformationnelle lide % une roTatlon
empéchee av niveauv de la liaison C4-C8, les deux conforneres étant
supposes presents a 1‘état naturel (79). De fagon a confirmer la
struvcture de nos conposes de synthese, nous avons conpare les

spectres de RMN de leurs derlves decaacetyles avec ceux de 1la
bibliographie.

~RMN1H du dimére B3 decaacétyle (fig. I)

e e e e e e e e e et e e e T e et S T = - o — o = e ot e

-.A agrandissement de Hj (dd). J2’3 = 10,3 Hz ; J3’4 = 9,8 Hz.

Al découplage de Hd’ A2 découplage de H

>"

- B agrandissement de_H2 et Ha H2(d) J2’3 = 10,3 Hz : H4 (d) J3 4=9,8 Hz

B1 et B2 découplage de H3 ; (découplages incomplets).

- € agrandissement de H4'a’ H4‘e — systéme AB di & la non équivalence

magnétique des protons 4' ;
C1 et 02 : découplage de H3, - JA'a,A'e = 16,5 Hz - J3'a,4'e = 5,5 Hz
J = EHz
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J(2-3)=10,.3
J(3-4)=9,8

J(3-4)=9,8

R2)

ﬁx)

:ta-a)-m.a/\

B1)
h.rtz-aa-rw.z.
J(8-4)=9. .8
B)

™

c1)
T4

N

A A

£

1| {J(4%e~8"g)ns, 8

cz)

'0-4'0)-!:;1\

J{4’a=3%2)~0,8

T

I @d4nbr 4



Ce spectre est en accord avec celvi decrit 3 propos duv
composé naturel (B81) et les vealeurs des constantes de couplage
confirment la stéreochimie propesée. Par contre avcun conformere
n‘a puv etre décelé, contrairement aux interprétations données, a
partir dv spectre de RMN du compose E3 hydroxyle libre (80,86).
A noter que dans le cas du dérive acétylé vn seuvl isomere serait

present (8b),

-RMN "H du dimere K4 décaacétylé (fig. II)

e Ly p—

A agrandissement de H3 (da) J

2'3=10,0 Hz ; J3,h=9’2 Hz
fl découplage de H4,4f§ découplage de H2
B agrandissement de H3, - B1 découplage de Hd'

e}

agrandissement de H2 et HA;Hz(d) J2’3=10,2 Hz ; Hd(d)

JS,A = 9,2 Hz - C1 découplage de H3 ; 02 découplage de H3

(découplages incomplets)

D agrandissement de Hpig (dd) : Jd'a,A'e = 18,2 Hz

Ygre a1a = 5,0 Hz

El découplage de H3'e' Sur le spectre intégral : H4'e (d) J4'a, Ale = 18,2 Hz
I3re, 41e = O

La présence du motif catéchine (E3) ou eépicatéchine (E4)
entraine une différence significative entre les spectres des
dimeres E3 et B4 au niveauv des protons en 4’,

Par contre la complexité duv massif 3 5.22 ppm, néme apres
découplage (encadré B) pourrait €tre en faveur de 1la présence

d’un conformére.
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~Spectre de RMN %3 C des dimeres B3 et K4 (fig. 111).

Les spectres de *3C ont eté etablis sur les dimeres K3
et B4 libres et ne présentent avcuvne difference significative.

Les attributions proposées resuvltent de l‘vtilisation, sur la base

de l’additivite. des déplacements chimiques, des incréments de la
bibliographie (87). Le spectreC dv dimére E3 décaacétylé,'
récemment publié, est dans l’ensemble conforme a nos résulta?s.

Une différence notable tovtefois : la valeur de 5Cy, repérée par

les avteurs cités (81) dans le massif (108-111 ppm) des carbones
Cgr» C, et C,r et pour laquelle nous proposons une valeur plus

conforme av déblindage attenduv dv fait de sa substitution par le
residuv catéchine (6154.1).

OH

OH
Ho RMN “C de Ia Bs
3 OH

“OH cuzpiyy s Cunty’ : .
c-s5278 3% cwmwf  Caplcpe™d ©2f7 @ o

Hy A0 4oq2 ag‘t 7327;2 643 _
15‘5,1 132 s %y am 9p T Tes R 214 o

(="} ulu,ﬁ

{‘h

[J Kk ermnanr ‘\WW“- el ey

w4 woas

1205 10%5 005 8¢ T2 202 0

,9'4 ﬂ:kt

Figure 111
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111-3.2. Spectres de masse

lLes spectres de masse ont éte etablis par ionisation
chimique sur les dimeres E3, R4 (fig. Va, fig. VIIa) et & titre
comparatif sur la (+) catechine 4 et la () épicatéchine 9 (fig. IVa,
fig. VIia).
| Ils permettent essentiellement de caracteriser le pic
moleculaire (M+H)® (291) dans les monomeres 4 et 5, pic que 1‘on
retrovve dans les diméres E3 et B4 3 cote d‘un pic & 170. Aucun
fragment de masse > 390 n’apparait et avcune difference signifi-
cative ne permet de caracteriser 1’un ou l1’avtre des dimeres dans
les conditions vtilisées.

Par contre ia'spectrographie par impact laser LAMMA,
vtilisée en ions{(+) et en ion(-) conduit & des résvltats particu-
liérement intéressants permettant de caractériser immediatement
1’vn ovu l’avtre des dimeres,

Les spectres en ions(+) de la catéchine (fig. IVb) de-
l’épicatéchine (fig. VIb) de la B3 (fig. Vb) et de la E4 (fig. VIIb)
sont représentes comparativement aux spectres de masse obtenus
par ionisation chimique.

Les spectres des dérivés tétranéthoxylés des monomeres 4 et 5 ne
sont pas représentés, leur fragmentation reportée (surtout visible
en spectrométrie LAMMA) sur le schéma II conforte le mécanisme
propose. ‘ ‘

En tenant compte des dewux nécanisnes de fragmentation
bien connus caracTéristiques des flavanes-3 ol (B8) nous proposons

. . . . . N 4
les attributions suivantes des pics principaux releves :
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Schéma II
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R=H :m/2=230
R=CH3 cm/z2=346
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" .H
HO _ . —
J
R=H :m/z=165
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R=CH,: m/2=193 Schema 111
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o

H
, R=H :m/z=152
H" "OH n=CH3:m/z=13°
°
<0
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H\VJL\

| H R=H:m/2=123
9” R:CHa:m/z=137

Pic a m/z=165 (cette voie implique la fragmentation

aux depens du flavene résultant d’une déshvdratation

s+
o..
\_4l
4.
R=H :
R=CH3

-+
OR
OR :

RO

m/2=272
:m/z=328
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La premieére voie rend compte des principsux fragments
relevés dans les spectres en ions(+) de la catechine, de

l‘/épicatéchine et dv dimere E3 ; la seconde veoie implique la

deshydratation en flavéne, elle est preferentielle dans le cas

du dimere B4, Ceci est en accord avec la facilité de déshydratation

de l’épicatéchine comparée a celle de la catéchine(89).
On notera qu’en spectrometrie LAMMA, le pic moléculaire
a 291 (M+H) de 4 et S n‘apparait pas en ion{+)(fig, VIII),

La figure IX rassemble les spectres LAMMA en ion (-) des
monoméres 4 et 5 et du dimere E4,

T U WY SUND U Y S

Fig.IVa : catechine spectre de masse par ionisation chimique.
139
123
152 : 290
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Fig.IVb : catechine spectre de masse par impact LASER (ions{(+)).
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Fig.Va : B3 spectre de masse par ionisation chimigue,
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Fig.Vb : B3 spectre de masse par impact LASER (ions(+)).
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Fig.VIa : épicatéchine spectre de masse par ionisation chimique.
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Fig.VIib : épicatéchine spectre de masse par impact LASER (ions(+)).
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Fig.VIla : B4 spectre de masse par ionisation chimique.
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Fig.VIIb : E4 spectre de masse par impact LASER (ions(+)).
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Fig.VIII : Spectre LAMMA (ions(+)) de 1la catéchine 4,

de 1‘épicatéchine 5, des diméres E3 et EB4.
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Les spectres LAMMA en ions (=) (Fig. IX) de 4, o et de la
catechine 1€traméthoxylée presentent tous le pic guasimolécvlaire
(M-H) . On note égalenenT la présence de pics intenses a m/1=14%9,
150,131 dont les intensités relatives varient d’un spectre } l’avtre.
Le pic m/2z=151 pevt-€tre attribué 3 1‘ion (A-H)  issu d’une
fragmentation selon un mécanisme retro Diels-Adler (1&re voie,
schéna'II).

Hy p R
o/ OR R=H : (A-H)" , m/z=151

/ R=CH, : (A-H)" , m/z=179
HO ,

Le fait gue le pic a m/z=151 n’‘apparaisse pas dans le
spectre en ions négatifs de la E4 serait en faveur de ce
mecanisme. En effet, pour la E4, nous avens montre précédennént
que la fragmentation svivait de fagon preférentielle la 2&me voie
(schéma I1I) qui exclue la structure A. De méme, 1/apparition pour
la catechine tetraméthoxylée de 1’ion m/z=179 (ion (A—H)" avec

R=CH,) conforte cette hypothese de Fragnentétion en ions négatiFs.

En conclusion, 1la néthpde de synthése mise av point permet
de porter a 50%Z le rendement en diméres B3 et E4 obtenus sous
la forme hydroxyléee pure. La structure a éte confirmée par RMN *H

et®C. La spectrometrie par impact LASER permet une différenciation
rapide des deux isomeres E3 et R4,
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Fig.IX : Spectres de mas

se par impact LASER (ions(-)),
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Les spectres de RMN'H et *3C ont éte établis .a 250 MHz
(THMS en référence interne) sur l/appareil Caméca(x),
-solvants vtilisés ; CDC1, (*H) ; acétone -d, (*3C),

Les spectres de masse ont €te realises soit par ionisation
chimique (NH,) sur Spectrographe Ryber mag R10-10(x%x), soit par
impact LASER sur LAMMA S00(xxx),

Préparation des procyanidines E3 et E4

e T o e e e e e e e e e e e - —— e e e 1 o o - —

Le protocole mis au point est le suivant, dont nous
sovlignons les parameétres optimisés par la methode des plans
d'expérience (84)

A une solution de 1g de dihydroquercetine 1 (3.29 nmoles,
s0it un exces de 100%) dans 50 ml d’eav portde & 60:C sous

agitation, on ajoute S00mg de NaBH, par petites portions, et laisse
15 minutes a tfambiante,

Apres refroidissement 3 ~10C, on ajoute une solution de
900 mg de catéchine 4 (1.72 nmoles) (ov d'épicatéchine =) dans
=

5 ml de méthanol. On acidifie 'par 3 ml d’HC1 a 37%. Les produits

phénoliques sont extraits a l'acétate d’éthyle (6 fois volume a

volume). Apres séchage et évaporation sous vide 3 30°C le résidu
est repris par 10 ml d’eav et soumis a une séparation par
chromatographie liquide haute performance preparative(Waters
Associates Prep LCS00A, colonne €18, débit 150 ml/min, solvant
d’élution=acide acétique 3 10%).

(x)- Service Commun d’Analyse RMN (NANCY I).

(x%x)- Centre de Recherche TEPRAL Champigneuvlles -54250,

(xx%)- Service d’Analyse Commun LAMMA de 1’Université de METZ.
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La fraction de B2 (ou E4) reécuperee est extraite 3

1’acetate d’éthyle (cf ci-dessus) ; la solution organique est

concentrée 3 5 nl, congelée et lyophilisée.

L’identification et la purete des produits ont ete erablleq
par analyse cen1951nale, spectroscopie UV (E3 )methanol 281inm,
&;7310 3 R4 )Pethanol °81nn,&— 7324), spectroscopie de RMN 1H des
produits decaacétylés et RMN3C des produvits hydroxyles libres

(cf. Fig. I, II et 1I11), spectrographie de masse par ionisation
chimique et impact laser,

Préparation des dérivéds décaacétylés des dimeres B3 et E4.

T e e o e e e o e e o e e e e e et e e e ot o et s 22t e i e . e 4 i 22t e oo s e e o 1 P s s e S 2t e She St st

L’acetylation a été realisde 3 0°C au moyen d’un exceés
d’anhydride acétique dans le minimum de pyridine. Apres repos 2
hevres a tfambiante, le mélange reéactionnel verse dans 1‘eau est
repris av chlorure de néthyléne. Apres séchage de la couche
organique et évaporation sovs vide le produit est purifié,si
besoin est, par chromatographie sur colonne de silice avec elution

par un mélange acetate d’éthyle/éther de pétrole (4/1 en volume).

Préparation des deérives néthoxylés de 1la
Catechine 4 et de 1’épicatéchine 9.

T S SR S e e S T e e S e e e e Bt 8 o e B e e T ¢ ks Foe e s Sm e o e e ot e e e

La methoxylation a éte effectuée au moyen du diazométhane.
A une solution de diazomethane (~¥1g) dans 1‘éther (~50 ml)
préparée selon (90) on ajoute les derives (4 ov 5) (1 mmole)
dissous dans un minimum de methanol. On laisse la reaction 24 h
a tfambiante, puis les solvants sont évaporés s0USs pression
rédvite : les dérivés méthoxyles sont purifiés par HPLC preparative
(Waters Prep LCS00A) sur gel de silice en eluant avec un mélange
hexane-acétate d’éthyle (4/1).
-Rendement : & partir de 4 90%,a partir de 5 70%.
~Catéchine tétraméthoxylée F 150°C

~Epicatéchine Tetranethoxylé v F 152+:C
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CHAPITRE IV

IV-1. Introdvuction

Pour svivre les polyphenols auv cours de .1la fabrication
de la biere (de 1‘orge & la biére finie), apres avoir mis au point
la méthode de synthese et de séparation en préparatif des dimeres
de la catéchine et de l'épicatéchine, il nous fallait encore
une méthode de dosage fiable, rapide et précise,

Nous présentons dans ce gui svit un récapitulatif des méthodes
existantes (91)

AUTEURS ETECTIONS QUALITATIVE QUANTITATIVE DUREE
HARTONG
DE CLERCK et al.
STONE et GRAY
OWADES et al. Dosage des Dosage
HARRIS et RICKETTS . ' .
polyphénols relative-
KLEBER et SCHMID :
: totaux donc ment
MacFARLANE Toutes ces sucune dis- Elles sont rapide
1. é . . éné

MacFARLANE et a méthodes sont tinction du en général () heure
STEINER et STOCKER du t

€ u type degré de toutes environ
STEINER colorimétrique] -polymérisa— quantita- sujvant
BUDAY et al. ou tion ni de tives 1a
DE CLERCK et JERUMANIS| spectrophoto-~ 1a répartitj s
(méthode EBC) mEtricue rEpartition prepara=
YADAV q en fonction de tion
DADIC et al. la structure de
DADIC » 1'échan-
SOGAVA | tillen)
NG et MOCEK
THALACKER et al.




OUALITATIVE

AUTFURS DETECTIONS QUAKTITAT TVE DUFEE
WiE et MacFARLANE Méthodes par Trés bonne Inconvénient En général
SCHMID ct KLEBER chromatogra- | NEthede pour § majeur de la g0 o
déterminer chromatopra-
GFAMSHAW phie sur avec précision] phie sur st moyenne
. . . la répartition} papier.
NCER By S J 4 _
VANCPAENERNBROECY papier avec des différcnts| Elle n'est que elle
SOGAWA traitement polyméres et semi-quantita-{ dépend de
P leur degré de | tive dans le
préalable Lt N 1a
polymérisa- meilleur des
pour eéparer tion. cas. sfparatien
les initiale.
polyphénols
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par HPLC
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le nombre
des analyses
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sur 1'évo-
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polyphénols

On remarque donc dans cet arsenal de methodes qu’auvcune
ne permet une séparation analytique rapide et précise des monomeres
et dimeres catéchiques. Ceci nous a conduit 3 mettre ab point
une méthode de séparation par HPLC.
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IV-2. Hise av point de 1la méthode:

A partir de solutions etalons de catéchine et de B3 nous
avons recherche le meilleur protocoele permettant l’extraction des
polyphénols de leur solution aqueuse et leur dosage vltérieur de
facgon quantitative, Deux adsorbants ont été testes :

—la pelyvinylpyrrolidone (PVP) soluble et inéoluble (elles ne

different entres elles que par la masse moléculaire)
—le Nylon 66.

De méme nous avons etudle divers nelanges de solvants de
desorptlon.

T S et et et e S s e o i e o = et e e ote e S e roe o e

Le protocole décrit en Annexe I1 permet de montrer que

1’adsorption des polyphénols (catéchine et E3),
atteint une limite (cf courbes I et II).

d“abord croissante

Ce comportement est diffe-
rent de celuvi des tannoides qui passe par un maximum (92)

La réactivité des polyphénols de faible degré de polyméri-
sation apparait donc différente de celle des polymeres de haut

poids moléculaire. L’adsorption est plus forte au niveau de la
PVUP insoluble,

L‘étude de la désorption par le nélange acetone /eav a
montre que les liaisons catéchine-PVP sont nettement moins for tes
que E3-PVYP, On ne désorbe que tres peu de R3 par le nelanqe
acétone/eau alors que la catéchine est totalement désorbee.

Nous avons observe le meme phenonene entre le monomere
(-) eépicatéchine et le dimdre B4,

La désorption par la N-Méthylpyrrolidone (93) est bien
meilleure mais la distillation est difficile et longue ( vide de 10'3

torrs et piége a 1’azote liquide). Ce protocole ne peut donc etre
retenuv pour une methode analytigue,
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Courbe I % de Catéchine adsorbée sur PVP"

108 _
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Courbe II- % de B3 adsorbée sur PVP
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[ 9
0
L]
-]
-
™
m
s 4@
20
Q ) 1 1 _ )
Q 200 _ 490 600 800 1000
——PVP soluble mg de PVE/p
-——PVP insoluble
¥ 3 Les valeurs expérimentales se trouvent en Annexe II Page 104
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Iv-2.2. Interaction Nylon 66-Polyphénols :

. . ’ . P
Dans le tableau II qui suit nous avons reuni tous les resuvl-

tats de nos etudes sur les diverses opérations apres optimisation.

Tableav II : Resultats de 1‘interaction Nylon 66-Polyphénols
B et (en mg/litre)

B3 CATECHINE B s EPICATECHINE
Solution .
ETALON 44 ng 125 mg 28 mg 106 ng
dprés
Adsorption 0 0 o o
Aprds
Désorption 43 mg . 125 mg 29 ng 109 mg
Aprés , .
Extraction 45 mg 129 ng 30 ng 110 mg .

Le choix du nylon comme adsorbant et du mélange acétone/
eav (75/23) (cf:Annexe III) comme éluant conduit 3 une adsorption

totale des polyphénols sur 1le nylon svivie d’une extraction totale

par le solvant. Ce sont donc les conditions que nous avons retenves

’ . ’ .
dans le mode operatoire adopte ci-apreés.

._4(?_.
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IV-3. Mode opérafoire adopte

T et e ot i G b S e ot . e e 4t T At e v S0t e o e e o

En solution Sur la matiere solide
adsorption des polyphénols Broyage trés fin de 1la matiere
sur nylon 66 sur moulin RULHER-MIAG DLFU

\ 4

—désorption des polyphénols par le
mélange aceétone/eauv (75/25)
—-evaporation de 1’acétone
-—extraction par 1l’acétate d’éthyle
de la phase aqueuse

-reprise dv residv par le méthanol
et ajout d’une meme quantité d’eau
—analyse en chromatographie liquide
haute performance (HPLC)

7 ! . 4 . .
La methode est redigee suvivant les nermes AFNOR (voir
annexe I1),

Cette méthode d’analyse qualitative et quantitative peut
8tre executee en 60 minutes avec un coefficient de variation treés
s -~ ~ . . 0 -
acceptable, Ce.-resuvltat est obtenu grace a l’optimisation de

17/adsorption par le Nylon &6 et & 1‘élution rapide par le nélange
acétone/eauv,



CHAPITRE V

EVOLUTION DES POLYPHENOLS AU COURS DE

V-1, Evolution av cours du maltage : Page 52

VU-2. Eveolution auv cours du brassage et de

la conservation : . Page 55

V-3. Discussion ¢ Page 62



CHAPITRE V

LA FABRICATION DE LA BIERE

. — . — —— ———— —— — T ton o T — — > - ——

V-1. Evolution av cours du maltage :

= e e s s e e o e T —— —— T . o $0ve on{ oo b s St T o ‘g e P At

L’etvde a porté sur trois orges [GERREL &6 rangs d’hiver
(6RH), CARINA 2 rangs de printemps (2RP), SONIA 2 rangs d’hiver
(2RH)1, Nous avons svivi 1’évolution de la catechine (courbe ITII)

et de la B3 (courbe IV) dv ler jour au beme jour de germination.

La catéchine subit une dégradation importante de 40 3 70%

av terme de & jours de germination. De plus cette dégradation se
manifeste dés le premier jour.

Par contre, on constate que la teneur en E3 se stabilise
av bout d’un temps variable selon 1’orge considéree é vne valeur
qui demeure ensuvite pratiquement constante av cours du maltage.
Ainsi si ce plateav est atteint des le premier jour avec-lé variete
Sonia, il ne 1‘est qu’au bout du 3eme ou 4éme jour respectivement
pour les varietés Carina et Gerbel.

Pour expliquer ces variations de comportement entre la
catéchine et son "dimére" B3 on peut émettre l’hypothdse d’une
différence de sensibilité a l’oxydation de ces deux conposés, la
catéchine étant plus sensible que la K3,

De fagon a vérifier cette hypethése nous avons étudi€, en
solution modele, la vitesse d’oxydation de la catéchine et de la

E3 par la polyphénoloxydase (PPO)(cf : chapitre VII),



Courbe II1

Dt R Ly p——

(PPM DE CATECHINE)

435

42
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. 38

a3

28

13

1e

TYPT donce

¥CMOIZ DE JOURS DE CERMINATICY

oz : b} 4 5' s
G?BES 35.5 33.9 32.8 23.9 25.6 ‘20-2 RESUIRATS
CARINA 32.0 24.) 19.1 17.0 1.9 9.§ : ag/::OOg
33.0 2.4 25.0 p:: :
MALT SONIR
MALT GERBEL
MALT CARINA
l 1 1 ! L L L 1 !
1 4 S ] ? 8 'S 18

(JOURS DE GERM,)

EVOLUTION DE LA CATECHINE PENDANT
LA GERMINATION DE L °ORGE
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TYPE D'ORCE

NOMSR2 DT JOURS DE CERVINATION

ORCE

2

3 I3 s 6
c ourbe IV GERPZL 143.3 158.5 T 1MLe 190.2 188.0 185.9 RESULTATS
o
CAPINA 138.1 145.5 154.1 151.3 152.1 150.2 »g/1000 g
————————— ou
278 SCNIA 257.1 255.33 256.4 258.7 257.2 256.9 Ppm
MALT SONIA
248 =
218
—
MALT GERBEL .
1882
=
=
m -
a . )
x
o.
= 128 n
S2 B
| 1<) n
30 |
e | i 1 i 1 1 Jd
o 1 2 3 4 5 ? 8

EVOLUTION BE LA B3 PENDANT

(JOURS DE GERM.)

LA GERMINATION DE L‘“ORGE
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Les resultats qui svivent et 1’analyse qui en découle ont
ete €tablis sur des brassins pilotes (malts LIX 81 et houblonnage
par extrait de houblon). Il est a noter que l’extrait de houblon
ne contient que tres pev de polyphénols {cf:Annexe IV), '
Les teneurs en ppm des solutions ont éte ramenees a la dilution
finale, c’est & dire que les valeurs se trouvant dans les

tableaux sont comparables entre elles,.



. . ’ A Y
Sur les courbes en abscisse nous avons les prelevements

de 2 & 14 avec : Couvrbe d’wn brassin

- orge et malt (cf § ci-dessus) e

- 2.début empitage “or . ,lﬂssn .

- 3.palier 350%C (fin palier) . R |

~ 4,palier 63fC (fin palier) ) i Filtration ?

- S.palier 757C (fin palier) e | 3

= b.premier bovillon g _Z; *

- 7.début bullition SR

- 8.fin ebullition

- @.premier jour de fermentation = B

- 10.sixieme jour de fermentation ] ! ' : | g/’ '
- 11.fin garde ' e tee 2ce 3cn 22 sz

NE

C TEMPS EN M )
12.embovteillage

13.un mois apres embouteillage

14.5ix mois apres embouvteillage

En ordonnée nous awons les teneurs en ppm avec
p---p : Plaisant C (6RH)
P—~-P : Plaisant E (6RHD

+-—=+. 1 Menvert (2RPY
%¥-—-% : Heatrice (2RP)
o—-—-=0 : Carina (2RP)
X—==x : Sonia 1 (2RH)
s--—5 ! Sonia 2 (2RH)
===, t Triumph (2RP)
c-—=c 1 Claret? (2RP)
! On trouvera en annexe III les détails du procédé de fabrication

de la biere en pilote, les tableaux et courbes qui en resul—

tent et qui ne figurent pas ici pour plus de clarte.



Courbe V

EVOLUTION DE LA PRODELPHINIDINE

Eveluvtion de la prodelphinidine
par variete
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EVOLUTION DE LA B3

60

Covrbe VI : Evolution de la E3
par variéte
1 1 1
(0] w ~ tu
A m [ Y -—
cwdd) ¢
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'EVOLUTION DE LA CARTECHINE

10

Courbe VII

- . 4 .
: Evoluvtion de 13 catechine

par varieté ;
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EPICATECHINE (ppm)

1.6
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EVOLUTION DE L‘EPICATECHINE

t 913tuean ued

ITIA 3q4no]

SUTYII1eITda, T ap uotin(oag :

[A R

|

7 8 9
PRELEVEMENTS

10

11

13

14



Courbe IX : Evolution prodelphinidine, K3, catéchine et
epicatechine

T e o Mt e T e — e e s e e ——— —— = — . S . — — — - —"

- o——o0¢ : B3
- %—x : Prodelphinidine
~ +——+ : Catechine

- W, Epicatéchine

48

36

24

POLYPHENOLS (ppm)

‘12

RLINRICE | 8 e l
—

B 1 2 3 4 5 6 7 8 89 19 11 12 13 14 15
PRELEVEMENTS

EVOLUTION SUR MALT SONIA 1
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V-3. Discussion

V-3.1, Predelphinidine et R3 :

S e T e e e ot . et s (o S e o s S s S — e ——— et b e —

Dans les deux cas l’évolution est similaire. Dn censtate
d’abord une croissance nette pendant 1e brassage tant que le
malt est en contact avec l’eav par svite de la solubilisation
des deux dimeres., Ceux-ci ne sont pas extraits 3 100 %.
L’analyse duv résidu (“"dréches"), récupére aprés centrifugation
du liquide pendant le prélevement a 75IC, montre que l’extraction
des dimeres est en partie incompleéte : on retrouve bien la quantité
de produit manquant avec toutefois une faible disparition de
polyphénols. '

Puis a partir de la filtration (maische) 1la décroissance
apparait et se poursuit de fagon réQuliére jusqu’é fin ébullition,
ceci etant d0 en partie a 1’instabilité des deux dimeres vis a vis
de la temperature et du pH. En effet on montrera dans le chapitre
suivant consacré a 1’évolution de la B3 en solution moddle que la
transformation des dimeres en cyanidine et en catéchine a lieu
a pH acide pour une tenpérature de B02C pendant 180 minutes
(cuvve filtre pendant le brassage)lou a ébullition pendant 80 minutes

(chauvdiere a houblonner)., L’instabilité est moins forte entre 03C

et 20 2 C mais existe touvjours,



V-3.2. Catéchine :

L’évolution de la catéchine est identique 3 celle des
dimeres lors du brassage , avec Toutefois vne meilleuvure dissolution
dv produit dans l‘’eauv.

Par contre l‘extraction devient supérievre a 100 % apres

filtration, il y a donc ev formation de catéchine, En effet 1‘’€tude

en solution modele (cf chapitre VI) montre que la proportion de dimbre
qui réagit forme bien,par chauffage en miliev acide PR 8o:C,

la quantité de monomere en exces. Ceci confirme bien l/avgmentation

de la catéchine au cours de la filtration de la maische (trois

heuvres a 80:C).

V-3.3, Epicatéchine :

L’apparition de l'épicaTéchine a partir de la filtration
(maische) ne peut etre due a sa dissolution car elle n’est pas
présente dans la matiere premiere {malt et houblon en extrait) ovu
trop faiblement. Par contre on montrera dans la svite que son
apparition est obtenve par chauffage en miliev acide de la caté-
chine qui forme de l’épicatéchine (2 ebullition seulement). Son
dvolution vltérievure svit celle des polyphénols (décroissance lente

au cours du temps). .
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CHAPITRE VI
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ETUDE EN SOLUTIONS MODELES DE LA

CATECHINE, EPICATECHINE ET E3
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ViI—-1, Réaction Catéchine-Epicatéchine Page 65

VI-2. Réaction EB3-Catéchine Page &6



CHAPITRE V1
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De fagon a mieux connaitre 1‘évolution de ces polyphénols
auv cours du brassin nous avons étvdié levr dvolution en fonction
dv pH et des conditions de brassage {(température et durée).

-802C pendant 180 minutes {(cuve filtre).
~ébullition pendant 80 minutes (chaudiére 3 houblonner).

Le pH des solutions est obtenu par le mélange adéquat de

soclutions tampons phosphate citrate 0.1M 3 20%C. Les nélanges

étalons de polyphénols sont & une concentration de 100 ppm.

VI-1., Reaction Catéchine-Epicatéchine :

S e et S s St e St S e e e P e iy St Pt he S o e o S48 e s v s Shre v S . e Ao . Sy o

L’avgmentation de la _température favorise la rdaction de
transformation a pH fixe (comparer courbes X-—XI ET‘XII~XIII qui
suivent); La vitesse de la transformation Catéchine-Epicatéchine
diminve fortement lorsque l’on abaisse le pH et devient tres
lente pour des pH voisinsde 4, Ceci explique en partie la faible

quantiteé d’épicatechine dans le mott apreés ébullition (courbes
X a XII1Iy,



La transformation de la E3 est plus rapide & 1‘ébullition qu~‘s
B0tC mais les prodvits résuvltants de la réaction sont differents

(comparer les chromatogrammes II etIII). On constate en effet que la

réaction a B0°C fournit deux pics qui n’apparaissent pas a 100%C,

La formation de Catéchine a bien lieuv dans les deux conditions de

tempeérature mais la reéaction duv type :

OH *+

Ion Flavane-3-o0l
OH
O OH

OH

OH

Procyanidine dimere Catéchine
devrait fournir une mole de catéchine pour une mole de R3. Or 1la
présence‘de catechine a bien été constatée mais la quantité formee
est nettement inférieure & la théorie (cf tableaux III et IV et
courbe XIV)., 11 semblerait que 1la catéchine qui devrait
apparaitre se transforme immédiatement dans un auvtre équilibre
‘qui n’‘est pas celvi vu précédennent car il n’y a pas d’épicatéchine
dans les mélanges apres reaction.

On notera encore que durant 1’ébuvllition 1la dégradation
de la B3 est plus importante a pH &6 qu'é pH 5.1 et devient faible
pour un pH 4.1 comme le montre les chromatogrammes III et IV.

Ces différents effets expliquent la disparition de la ER3
av covurs des étapes-de filtration et de houblonnage et la faible
quantité de catéchiné formeée. Le calcul montre que la relation entre
B3 disparue et Catéchine fornée'pendant le brassage est identique

a 1’eéquilibre en solution modele av meme pH que le molt.
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PPH NISPARUES

PPM DISPARUES

Courbe X

Evolution de la Catéchine pendant

1’eébullition en fonction du pH.

58
pH 6,8
42
pPH 6
38
28 pH 5.2
18
pH 43
o
8 28 48 ' (2] 80 1eg
TEMPS EN M
Courbe XI ; Evolution de la Catéchine a
——————————— 80=:C en fonction du pH,
198
8a =
ca PH 6.8
4@ | pH 6
za |
. PH52
%] ) { 1 | 1
’ a 40 80 1208 166G 2008

TEMPS EN MN
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PPH DISPARUES

Courbe XII : Evolution de 1’Epicatechine pendant

1’ebullition en fonction du pH.

PPM DISPARUES

188
| | | PH 6,8
sg | - _
pPH 6
68 |
pH 5,2
8 |
22 |
e 1 1 1 1 N
8 28 40 68 88 188

TEMPS EN MN

Courbe XIII : Evolution de 1’Epicatéchine 3

80:C en fonction du pH,

e
69 |
48 - 1
2Q L
pH 5,2
e - 1 1 i J
e 40 " BB i2e 168 288

TEMPS EN MN
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Tableav III : Evolution de la B3 & ébuvllition.

pPHG6 |[ToFs 10PS- ;107%- '[fnfﬁn }TDﬁE- !ﬂ}PS'
e mN S My 118 N f1n M 132 MmN tec m

. i ' ' :
DISPSRUEppR ©.e8, 27.38°  42.80; 51.28 66.18, B4.70

1
i i 3 i i
E'?.L?‘ci',fi B'mi 1.aai 3.?ai s.sai s.sei 65.98

Tableav IV : Evolution de la K3 3 80:C.

38 HN 1882 ™

pH 6 |mars- TENPS~ TEYESe !TBﬁ%- lianh !;nvs- ' rafs?
: i f t
t ! !

DISFARUEpem  ©.088 4.38 .62  15.88  27.58, 4B.E8  51.80

CRTECHINE ' i ! i P :
2.e8 1.28; 1.70: 3.58, 4.4 5.20)° 5.58
FoR=Eprpr i i o =

Courbe XIV : Evolution de la E3 pendant
———————————— 1“ebullition et & 802C 3 pH 6.

193
~
- - EBULLITION
om
ul
o |
o
L e
2
a 8B° C.
x
& 4o
20
B | | 3 1 |
17] 4Q ‘ 8o 128 160 20n

TEMPS EN MN
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Chromatogramme T :

/ .
H3Z avant reaction

DO

B3

A Y ’ » e
B3 apres reaction a

100:C durant 80 mn
a pH 6

DO|s

CARTECHINE B3

CARTECHINE

~i]”j¥/:A L8

“—
TEMPS EN N

Chromatogramme 11

~ ’ . -
E3 apres reaction a 80%C

durant 180 mn a pH 6

DO,
B3 |
CATECHINE
P dh A Ii
TEMPS EN MN- 10 o

Chromatogramme IV :

et e T G ——— . Ty = 4 T o S ot y s o

E3 apreés reaction &
100?0 durant 80 mn

Chromatogramnme V
E3 apres reaction a
1003C durant 80 mn

a pH 5.1 3 pH 4.1
DO, DO
EBE{\
B3 _| |
% CHTECHI E
,ﬂ\ltw i

40 : o)
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CHAPITRE VII
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Afin de mieuvx interpréter les phénomenes rencontreés
lors dv procédé de fabrication de 1la biere (principalement
au couvrs du maltage) nous avons fait 1l’étude de l1‘oxydation
enzymatique sur nos divers substrats polyphénoliques.

L’etude expérimentale se trouve en annexe V., La reaction
a éteé €tudide de deux maniéres
- par enregistrement de la bande d’absorption U-V (360 nnm)
~caractéristique du produit formé lors de I17oxydation,

. . 4 .
- par dosage de l’oxygene dissous consomme pendant la reaction.

Dans les deux suivis les conditions expérimentales -sont
identiques (concentration, pH, tenpérature...). Les résultats

. ’
obtenus av cours des deux études sont donc comparables, on peut

I4 . ‘ . .
en dedvire avec une bonne certitude deux points

- les deux phénoménes enregistrés représentent bien 1a méme réaction.

les résultats obtenus par l’une et l’auvtre voie étant identiques
la répétabilité de la réaction est bonne.

Nous ne reportons ici que les résultats ecbtenus par le
svivi en U-V,



VII-1. Etude théorique de la réaction eniymatique
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Dans la réaction que nous avons étudiée, les différentes
relations représentant 1‘action d’un enzyme (E) sur un substrat
(S) sont bien verifids 3 savoir : '

- la disparition en substrat (polyphénol) suit bien la courbe S
- la formation dv produit (P) est bien représentee par la courbe
P (voir figure X)

- dans la phase stationnaire si on double la quantité d’enzyme

la vitesse de la réaction est multipliée par deux.

Figure X
)\ T
[concentration] - et S
1 - }
1 i
b
: |
i S |
! I
| ]
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1 R S
T T Te

‘Ttemps]
L’oxydation enzymatique par la PP0 a é1é dtvdide sur

quelgues substrats phénoliques (94). Notre étude portera sur quatre-
polyphénols : '

de structure générale ' OH
R OH

avec R=

H
HO °

Catéchine
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D’aprés la littérature (95) on peut ecrire pour la
formation dv complexe enzyme-svhstrat (E-§) ce qQui svit
(voir figure XI) '
~-TA) état initial, le site actif de l’enzyme est tres grossierement
représenté par une cavité qui recéle deux atomes de cvivre au degré
d’oxydation +1 (96), L’échange d’vn proton phénolique avec un atome
de cuivre Cu® permet la formation d’un catécholate cuivreux (etat
[B]) ; ceci explique que le cuvivre des tyrosinases ne subisse
un echange isotopique (97) avec ‘“Cu que iorsque l’enzyme est
impliqué dans la reaction d’oxydation des phénols car les atomes
de cuivre Cuv® se trouvent alors labilisés. Puis l’oxydation de
1’état [B) fait passer le cuivre de 1‘’enzyme av degre d‘oxydation I11I.
On a observe (98) que les catécholates cuvivreux réagissent avec
les sels cuivreux,

Le passage de l1‘état [C] 3 (D) correspond donc a une
oxydo-réduction entre Cv® et Cu™ avec formation de Hy0 ; 1’étape
finale est l1‘oxydation du substrat catécholique en orthoquinone,
qui régénére les deux atomes de Cu¥ de 1’eétat initial [A) et ferme

ainsi le cycle catalytique,

Figure XI
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. . . ’, .
VII-2. Discusion des resuvltats experimentauvx

T o e T e e s o e e s i e e e Pt it i 2040 St e o - e v e L A . e omt v o rre e At e o et o . o

Tableav V : Km (cohstante de Michaelis), Unai

——————————— (vitesse maximum), Ea. (énergie

Km Vmax .Ea d’activation).
103 meie fusmg rearomoto

CRTECHINE 112 es.z0 25.00

EPICAT. 1.46] 73.40] 28.80

B3 1.22 4.58] 12.00

B4 7.71] 31.39] 21.00

On notera tout d’abord sur les courbes dennant la vitesse
de la réaction en fonction de la Tenpérature (courbe XV) et en
fonction de la concentration (courbe XVI) une différence nette
entre les deux monomeres d’une part et les deux dimeres d’avtre
part., Les droites obtenues pour la catéchine et l’épicétéchine et lec
valeurs qui envdécoulent (tableav V), permettent de conclure
que. l‘oxydation enzymatique sur les monomeres est identique
ceci semble etre en accord avec leur structure gui ne different
que par la position de 1‘hydroxyle en 3, celui-ci n’intervenant
pas dans la reaction d’oxydation du noyav catécholique en é.
Par contre les,dinérés E3 et B4 ont des vitesses d’oxydation
beavcoup plus faibles. Toutefois la vitesse d’oxydation dv dimere
B4, intermédiaire entre celle des monomeres et du dimere B3, traduit
vraisemblablement son instabilite en miliew acide, Nous avons
constaté en effet aux environs de pH6 la trids grande fragilité de
la liaison Cq—Cd. La déshydratation avec rupture de cette liaison
a déjé eté mentionnée (page : 37). Tout ceci peut rendre compte
d’une vitesse un peu plus élevée, dve a une transformation

V4 .~ N
prealable du dimere B4 en monomere.



Mais de toute évidence les dimeres K3 et B4 sont beavcoup
plus difficiles a oxyder par voie enzymatique. ceci peut étre‘nis
sur le compte de l‘emp@chement stérique ne permettant pas leur

fixation sur le site actif de l’enzyme.

Pour mieux mettre en évidence la différence d’oxydation
entre les monomeres et dimeres nous avons traité par ordinateur
les courbes expérinentales de l‘’oxydation, Celui-ci a mis en
équation les différentes réactions. On constate alors que pour
les monoméres la traduction nathénatique du phénonéne est donnée
par une équation du type eat%'alors que pour les dimeres l’équation
est bxS. Ceci montre donc encore la similitude de reaction entre
la catechine et l’épicatéchine d’une part et la K3 et la R4
d’avtre part. L{étude expérinentale et la tradvuction nathénatique

se trouvent en Annexe V,

Courbe XV

LnV (V on U/mg)

2] 1 1 | 1 J
3.2 3.26 3.32 - 3.38 3.44

1/Txgqg~3 (T=*K)
VITESSE DE REACTION POLYPHENOLS-PRO EN F(T)
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17V (V en Usmg)

Courbe XVUI

_ FPICATECHINE

i CHTECH]NE

=y
2808 4809 [:=15]~]
{7M (M on mole)

80218 18800

VITESSE DE RERCTION POLYPHENOLS-PPO EN F(C)
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CHAPITRE VIII

VIII-1. Introduvction :

s o — — o ——— o — ) i B — T S

Les résuvltats présentés dans les chapitres précédents
(cf Chapitre V) permettent de svivre, 3 travers divers échantillons
de bieres d‘origines différentes, 1‘évolution des polyphénols
diméres et Mmonomeres av cours des stades successifs de la
fabrication et sur une période de conservation de quelques mois.

Il est clair que la teneur globale en ces polyphénols en
fin de fabrication est faible (%10 ppm) et ne subit guére
d’évolution av cours de la conservation.

Comment expliquer dans ces conditions leur réle dans
l“apparition dv trouvble permanent ?

Pour tenter de répondre a cette question, nous avons porté
notre attention sur les troubles isolés & partir de biéres agées

d’en i 2 Apre i i :
Moyenne cing annees. Apres centrifugation, lavage et sechage

R 7 ? . . -~
ces trouvbles se presentent sous la forme de residus noiratres,

totalement insolubles dans quel que solvant que ce soit.

Ils sont obtenus a réison de 100 mg en moyenne par litre
de biere.

Dans un premier temps, nous avons recherche si les ‘
polypheénols etaient bien présents dans ces troubles, en particuvlier
s’/ils n’étaient pas simplement adsorbes par liaison hydrogene sur
une matrice (par exemple protéique) jouvant le role du nylon
utilise lors de notre protocole de dosage.

Cette hypothese s‘étant trovvée non confirmee et compte
tenv de 1‘insolubilite totale de ces résidus, nous avons étudie

leur hydrolyse scit enzymatique soit en miliev acide ou basique.

_79....



Sur 1’hydrolysat nous avons recherché les amino acides,
les glucides et les polyphénols de fagon 3 établir un bilan
quantitatif,

Les protocoles détaillés figurent en Annexe VI . Les
analyses ont été effectuées sur cing échantillons différents.
'Conpte tenu de la grande similitude des résultats analytiques
obtenuvs il semblerait que la constitvtion de ces échantillons
s0it indépendante du type de bieére dont ils sont issus
(Kronenbourg, Kanterbrau). De ce fait, les valeurs indiquées sont

les moyennes des résultats portant sur ces cing échantillons.

VIII-2. Recherche des Glucides :

L‘hydrolyse a été conduite en miliev triflueroacétique
3 15 % et 1le dosage global des glucides réalisée de fagon colori-
métrique (cf Annexe VI),

Les résultats, exprinés en glucose, soent é&tahlis a partir
de la droite d’étalonnage (cf Courbe XVII),

L.a valeur moyenne ainsi obtenve est de 32 %,

1 D.O.
F 4128 nm
courbe XVII
Glucaes
-8 1 8 n,L Q.BB
Glucose
8.2 g-L .18
.6 .
Glucocse
2.3 a/L -24
s .
a 41 Glucase
e = +1.028 | Glucase 97
o o iinimem 2 ot -9
ne- 3
clyecat
e 1 n 1 1 1
c 4 PN 1.2 1.8 2

0,/4 oA pe cLucose
ETALONNRGE EN GLUCOSE
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VIII-3. Recherche des Acides aminde

e e e v it e s e e e s ——— . . T e iy o S o b — 2 drm Tt o s oo oas v —

Nous avons realiseé une hydrolyse en miliev chlerhydrique
(6N) et en milieu basique (soude 6N). Les hydrolysats ont ete
étudies par 1’analyseur d‘acides aminés Eeckman par chromatographie
liquide sur résines échangeuses d’ions (cf Annexe VI).

La teneur en acides aminés dv trouble fiqure sur le
tableauv VI et sur l’histogramme I ci-apres. Le chromatogranmme
IT montre uvne analyse type d’un Mélange etalon et d’uvn trouble
traite en miliev acide pendant 18 hevures.

On constate apres calcul que 1la quahtité d’acides aminés
correspond & 31.7 mg pour 100 mg de trouble. Soit & une quantite
de protéines de 27.7 Z%. |

VIII-4, Recherche des Polypheénols adsorbés :

Nous avons appliqué, sans aucun résultaw, la technigue de
désorbtion en miliev acétone/eav précédemment décrite (cf page 49).

Une démarche analogue a é1é suivie par TDUKAM-GHOMSI (99)
sur des fractions de complexes protéines—proanthocvanidinES'isolées
d“un molt aprés une heure d’ébullition. Ces complexes, obtenus par
précipitation fractionnée au_hoven de solutions de sulfate
d’ammoniuvm de concentrations variables, ont eté traites soit par
une solution d’urée (6M), dénaturant protéique classigue agissant
par rupture des liaisons hydrogene, soit par 1?acétone, soit par
uvn agent deétergent telque le dodécyl svlfate de sodium.

Avcune libération de polyphénols n’a &te constatée dans

. 1 .
ces diverses experiences.

-81-



RESULTATS DES HYDROLYSES ACIDE ET BEASIQUE DU TROUEL

RCIDES » Histogramme I
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VIII-S. 1. Hyd#olyse enzymatique

L’hydrolyse par la proteinase K n’a donne que de l’ammoniac
dans les conditions optimales de cet enzyme. Aucun acide amine n’a
€té libere. Ceci est certainement di & l’action de 1’enzyme qui
n‘est possible que si la proteine est soluble. Dans notre cas le
précipité 3 faire réagir est totalement insoluble. L‘attaque par
la protéinase K n’a donc pu se faire qu’a la surface du trouble

-~ L4 .
d’ov la presence d’ammoniac.

VIII-5.2. Hydrolyse chimique :-

La recherche des polvphénols a éte eFFectuée en milievu
CFR COOH 3 15 % (cf Annexe VI),

Dans ces conditions, ces conpoéés sont transformes en
cyanidine correspondante et dosés sous cette forme.

L’hydrolyse de 5.2 mg de trouvble a donne 0.2 mng de
résidu d’ou 5 mg sont passeés en solution. Sur ces 5.2 mg
nous avens relevée la présence de 1.5 mg de polyphénols
(exprimésen E3) .,

Dans un litre de biere la teneur moyenne en trouble est
de 1l’ordre de 100 mg . La concentration en polyphénols du
trouble correspondant a Qn litre de biere est donc de 28.8 g .

Ci-dessovus sont représentées les analyses HPLC de deux

hydrolyses identiques l’une sur la B3 1’autre sur le trouble.

Hydrolyse de la E3 Hydrolyse du trouble
.00
. D.OF
CYANIDINE CYANIDINE




VIITI-6. Conclusion

L‘étude de la composition des troubles issus de plusieurs
echantillons de biére de cing ans d’age nous conduit aux résvltats
essentiels svivants :

-1la composition apparait indépendante de l‘origine de la
biere.

-les polyphénols constitutifs dv trouble ne sont pas
simplement adsorbés par interaction physice—chimique, uvne hydrolyse
chimique (acide ou alcaline) est indispensable a leur libeération.
Dans ces conditions (acide) ils sont transfermeés en cyanidine X
et la methode de dosage précédennent decrite pour les polyphénols
libres devient applicable au cas des polyphénols liés apres
étalonnage préalable av moyen du dimére B3,

~-il devient clair que si les polyphénols interviennent
dans la formation du trouble, ce qui semble bien &tre le cas,
ce n’‘est pas par évolution des quelques polyphénols libres presents
en fin de fabrication. La somme (B3 + Catéchine) disparve entre
la biere finie et une période de conservation de 5 années ne
représente en effet que S mg par litre de biere contre une teneur
en polyphénols dv trouble de 30 mg par litre.

Ces derniers doivent nécessairement préexister en fin de
fabrication sous forme liee. soluble.

Ceci conforte 1‘hypothese de certain5 au§eurs (64,69,70)
selon laguelle la précipitation serait due a des complexes
polyphénoliques solubles formés au cours du brassage et qui,
av coufs de la conservation, s’assoecient a d’autres
constitvants de la biere (acides aminés et protéines) pour -
provoguer le trouble permanent,

I1 est & noter que 1l‘analyse des acides aminés entre une
biere de 7 jours et de 9 ans montre une nette decroissance de
ceux—-ci av cours du temps (cf Chromatogramme III, Tableau VII ex
Histogramme II qui suivent).

- . 3 ’ . 0
Ces constatations nous ont incite a suivre les polpphénols
liés av cours de la fabrication de la biére.
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CHAPITRE IX
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IX~-1. Introduction :

Comme nous l1’avans vu précédennent'BO Z environ dvu trouble
est constitue par des polyphénols dont l’hydrolyse, en milievu acide
trifluoroacétique, donne une cyanidine X dont la structure semble
identique a celle produite par la B3 dans les mémes conditions de
reaction ( a savoir : comportement similaire a l1’adsorption sur
nylon 66, é'la désorption, a l’extraction par l1’acetate d’éthyle,
méme temps de rétention én HPLC, coloration rouge par chauvffage v
en miliev acide et coloration bleve avec la N, N’ diméthylahino—
cinnamaldehyde (DMCA)Y). -

La disparition en B3 au cours de la conservation de 1la
biere ne représenre que 5 mg des 30 mg de polyphénols trovves
dans le trouble. Il nous est donc apparu fondamental de suvivre
1’évelution des proanthocyanidines libres et liees de la biere en
vtilisant 1‘hydrolyse en milievu acide trifluoroacétique a 15 %

qui transforment en cyanidine X les unes et les avutres.

-_89..



Sur les deux courbes qui svivent nous pouvons comparer
les évolutions respectives de la R3 libre (Courbe XVIII) et de la
sommme B3 libre + B3 liéde (Courbe XIX) :
NE:Pour des raisons de disponibilité duv brassin nous n‘avens pu faire

des prélevements qu’5 partir dv premier bovillon,

Courbe XVIII : 8 ™ sSUIVI DE LA B3 LIBRE AU COURS
e DE LA FABRICATION DE LR BIERE
28 £0.4
. 13 '
™
-
E 11.5
Q.
5.0
5 [— o
1.8
o 1 1 | L
DEPERT . .
FRASSAGE g:?:::n g::f;‘:iﬂon ::::;‘oul f:?'l":ago ?:::
Courbe XIX : .
_____________ 158 _ SUIVI DE LA CYANIDINE AU COURS
DE LA FABRICATION DE LA BIERE
128.8
128 |
°
s
pet
S se a
o
a 73.0
E
Sea |
s |
Premier Début Sartie Ewbou- ‘Ppres
Bauillon Ebulittton HKhirpool teillagse 3 une
@ 1 1 | | i
DEPPRRT 1 2 3 4 3
BRASSAGE

Prélévements
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On remarque tout d’abord une solubilicsation des constituants
polyphénoligues libres et liés Jusqu’av premier bovillen. En ce
qui cencerne la K3 libre, noue avons vu sa diminution a partir du
premier bouillon et auv cours de la filtration (cf page 58).
L/interpreétation que nous avens donnée de cette disparition est
rappelons le (cf page 66) sa transformation en catéchine.
En ce aui concerne le suvivi de la Cyanidine X (courbe XIX) qui
comprend a la fois la B3 libre et 1la B3 liée, on constate son
augmentation remarquable jusqu’au début de 1’éhullition. Ceci
peut—étre interprété comme la conséquance d’vune extraction continve
des polyphénols liés lors des différents lavages des dreches,

A 1‘ébullition la quantité de polyphénols diminue sous
les deux formes libre et liée. En effet on a constate que le
coagvlat récupere dans le Whirpool contenait des polyphénols non

adsorbés mais liés, Ceux—-ci precipitent pendant l‘ebullition sous

forme de complexes (certainement avec les protéines ou les glucides)

L’etude de 1‘action de la B3 sur les acides amines dans
les conditions de 1’ébullition en cuve a houvblonner n’a donne
avcun resuvltat.

Lors des differentes €tapes, de la fermentation 3 la mise
en bouvteille, il n’y a avcune évolution notable de la E3 lide alors
que la E3 libre diminue légérement.

La disparition av cours de la conservation reste un
processus trés lent enviroen 30 ppm sur cing ans(de B3 libre et

liee), Il est important de noter que lauquantité‘disparue est

intégralenent retrouvvee dans le trouble.

Chromatogramme IV Hydrolyse de 1a bidre
D%‘
0.0 '
L
Hydrolyse de la E3 Elﬁﬁlglﬁg—. Au moment
__________________ de la mise en bouteille
Apres
D.OA

5 années de conservation
CYANIDINE CYANIDINE
—— ’

N\
I M)ﬂ |

< f <€
(\‘zmrs -n) 10 r (\-._', “) A0 o bemps o—} AO o
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CHAPITRE X

. Cette étude a porte essentiellement sur le devenir des
monomeres Catéchine et Epicatéchine et des dimeres Prodelphinidine
et B3 av cours de la fabrication de la biéere et de sa conservation.
L’attention que nous avons portée a ces différents constitvants est
dve 3 leur role prépondérant dans la formation du trouble non
biclogique de la biére, comme le montrent la plupart des travaux

existants.

En premier lieuv cette etude nécessitait de disposer de
la procyanidine R3 et de la Prodelphinidine. La méthode extractive
& partir de l’orge n’‘a pas donné des résuvltats satisfaisants
(faible rendement pour une manipulatien longue et difficile).
Toutefois celle-ci nous a permis l’ocbtention des produits
naturels pour une identification spectrale, Nous avons donc éta
conduits a mettre au point une méthode de synthése du dimére B3
(et de son stereoisomére B4), Nous nous sommes inspires des
travaux de la bibliographie en optimisant la méthode de EASTHOND.
Le.rendement de la réaction est passeé de 20 a S0 en produit

hydroxylée libre et pur,

Une fois cette partie du travail effectuée, nous avons
mis av point une methode de dosage rapide de ces conposés tant
dans les matieéres solides (orge, malt et houblon) gque dans les
solutions (mout et biere). Le temps de l’analyse est de une

- ’ I 4 . . ’
heuvure avec uvne tres bonne repetabilite.




Notre desage est basé sur une adserption selective des
polyphénols consideres sur Nylon é&&, puis d’une désorption
quantitative par le nélanqe acetone/eav. L’extraction des
polyphénols a 1’acétate d‘éthyle est svivie en dernier liev par
vn dosage par chromatographie liquide haute performance (HPLC).

L‘étalonnage a eté realisé grdce aux échantillons issus
de la synthése précédente. |

Ce protocole analytique a €té appliqué tout au long
duv procédé de fabrication de la biéfe. Av cours du maltage, nous
avons précisé 1’evolution de la catechine et de la procyanidine
E3, par l’étude théorique de leur oxydation par la poly~
phénoloxydase en solution, cette enzyme etant particuliéreﬁent
active lors de la germination des qrains d’orge comme 1’indique
la litterature. '

. 0 - 4 - -
Ensuite, sur plusieurs varietes d‘orge, nous avons svivi
. 4 L4 . . . [N
les differents polyphenols libres depuvis le brassage jusqu‘’a la

. . . , ’ .
conservation des bieres. Les conclusions ont ete les suivantes

- La variete d’orge influence les teneurs initiales en polyphé*
nols,

- Les courbes de 1’evolution sont similaires et convergent vers
des teneuvrs faibles et voisines de l‘ordre de 3 3 5 ppm en B3,
— On observe deux phases dans le brassin :

- Le brassage durant lequel les polyphénols passent en
solution tout au long des montées en tenpérarure.

- La filtration de la maische et le houblonnage ov il
y a décroissance des polyphénols dimeres {(Prodelphinidine
et B3) et formation de catéchine et d'épicatéchine. En effet
nous avons montre sur des solutions etalons (de Catéchine ou
d’Epicatéchine ou de E3) dans les mémes conditions de pH, de
tempeérature et de durée, que les différentes variations
observées ne sont dues gqu’aux conditions opératoires et non a

la présence des avtres constituvants du moUt.
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— Pendant la conservation, la teneur en polyphénols libres
diminve lentement en fonction du temps pour atteindre des

valeurs trés faibles de 1 34 2 ppm (en B3 ou Catéchine).

Dans la derniere partie de nos travaux, nous avons
determiné la constitution du trouble permanent de la biere. Ceci

a pu étre effectué grice 3 des échantillons de biére (Kronenbourg
et Kanterbrau) de cing ans d‘age.

Ce trouble étant insoluble dans les solvants 3
température ambiante, nous avons du le degrader par des hydro-
lyses acide et basique. Ainsi nous avons chtenu une teneur en
sucres de 32 %, en protéines de 28 % et en polyphénols de 29 %. Les
11 % restant sont constitués par une matrice carbonéde polymérique.

Nous constatons que le depdot formé av cours de la conser-—
vation des biéres contient 29 ppm de polyphénols (exprinés en B3),
LLa disparition en Catéchine,rEpicatéchine, E3 et prodelphinidine
ne représente que 5 ppt enviroen. On pevt alors penser que les
complexes qui precipitent av cours du temps sont principalement
dus avx polyphénols lids qui doivent necessairement préexister
en fin de fabrication sous forme soluble,

Afin de déterminer 1‘évolution de ces complexes au cours
du procedé de fabrication de 1la biere, nous avons mis au point
une méthode d’hydrolyse de ces substances et de dosage de
la cyanidine X qui en résulte par chromatographie liquide
hauvte performance., Nous avons conforté ainsi 1’hypothése de 1la
présence de ces constituants et nous avons étudié leur dvolution
depuis le brassage jusque dans le trouvble forme pendant la
conservation de la biere,

On peut émettre l’hypothése que la précipitation des
complexes constitutifs du trouble serait dve 3 l’estérification
(réaction lente) des groupements carboxyliques libres des acides
aminés par les OH phénoliques. On rappelle 3 ce propos qu’une
méthode classique d’activation de ces meéemes grovpements, au cours.v
de la synthese protéique, comporte leur estérification par le
para nitrophénol,

Ce travail a donne lieu 3 une premiére publication en
cours de parution (100). ”
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BIOSYNTHESE DES PROCYANIDINES OLIGOMERES

S s e S L D A P A L e NS e T . e S — T s o ——— — = T S ——— P ———— T —— T

AI-1, Introduction

P e Ll T S p—

La biosynthese dvu squelette C6-C3-Cé& des proanthocyanidines
est en relation avec celuvi des avtres flavenolides et provient de

la condensation d’une unité C3-Cé avec trois uvnites acetates (14).

Le ro6le de la phénylammoniumlyase (PAL) est admis, mais le
mecanisme exact dans la régulation de la synthese des proanthocya-
nidines de méme que le mécanisme des changements dans la structure

»

de 1’unité C3 reste a définir en détail (15 3 23).

o - s 400 S S48 P Sy e GRS G R G gt B WO oy v e

En partant de 1’hypotheése que la chalcone et la dihydro~—
flavone sont des internédiaires importants de la biosynthése, BIRCH

) L L4 .
a proposé le scheéema presente dans 1la figure 1 ( séquence.A).
Comme il n’y a avcune certitude gquant aux intermédiaires

. . L4 : L4
qui se retrouvvent dans ce schema, d’avtres sequences ont ete
envisageées (24), '
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( I l + OH
H HO o
Flav-3 en-3}k @
g HO
O Corbocunon'
“° NADPH 1——————*
HO o ’ i @on
Cyanidine Ho oL .. OH -
. m ] Pro'cyanidinas

e

H

OH 3 3 4
”°3R” Eoicarech B1 R S R
-)-Epicatechine
B8-2 R
3S5(+)-Catechine B3 S g g
B-4S R S

Figure 1 :'A Schema de la biogenése selon BIRCH

B Schéma de la biogendse selon HASLAM
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AT-3. Schéma de HASLAM :

En 1977, HASLAM (24) a proposé une hypotheése qui cadre
mievx avec les faits observés. ,

Le produit clé en serait le flavbne-3 o0l-3 (cf fig 1)
et les proanthocyanidines seraient formées svivant la sequence
B. La reduction de ce flavene-3 01-3 donnerait les flavanes—-3 ols

tandls que l’oxydation donnerait les anthocyanidines (25, 28).

La protonation stereospec1f1que dv flavene-3 ol1-3 cond01ra1t

3 devx carbocations correspondant avx deux flavenes—3 ols de méme

configuration obtenves par réduvction de 1a (+) catéchine avec la
(-) épicatéchine,.

La condensation des carbocations avec les flavanes-3 ol
se produit entre les sites nucléophiles CB ou Cb du flavane-3 ol
et le C4 électrophile de 1’héterocycle oxygeneé pour
proanthocyanidines correspondantes |

donner les

Par 1’emploi de précurseurs marqués av tritium et au
carbone 14, HASLAM (27) a2 montré que les deux unités gui forment
vn dimére de proanthacyanidine derlvent d’entités netabollques
différentes. Ceci fait penser que la formation de la (+) catéchine
est le résvltat de deux étapes successives, L’arrangement stéréo—
spec1f1que qui se fait sur 1 ion hybride de la figure 2a conduit
av carbocation et ensvite a la formation stereospecifique des
produits de réduction. Le nucléotide réducteur (NADPH) confere un
caractere’régulateur 3 la formation des catéchines et épicatéchines.

Les proanthocyanidines oligoméres peuvvent se forner 3 partir
des diméres par condensation repetee avec les carbocatiens. Les
oligoméres ainsi formés se disposent en hélice 3 pas gauche quand
ils sont constitues d’epicatéchines et en hélice 3 pas 3 droite

. . r') . . .
lorsqu’ils sont constitués de catéchines (voip figure 2b).
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Figure 2a : Formation de différentes procyanidines

~ . , ~ ’
a partir d’un meme precurseur

Tannin condensé’ Aspect schéemaltique

O oy phloroghucinal
hé&téracycle
®  rnoyau pyrocdtachol ou pymgollo‘

O

Figure 2b : Condensation en hélice selon HASLAM
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AI-4. Schéma de ROUX :

- - —— — A — — — ————— —— Tty — - —

L'hypothése proposée par ROUX (30) est basee sur la déecou-—
verte d’vne a-hydroxychalcone et son réle dans la biosynthése des
proanthocyapidines est explicitée dans la figure 3. Comme lés
proanthocyaﬁidines comportent toutes une unité terminale
flavane-3-o0l reliée 3 1la précédenTe par uvne liaison 8-4, la position
8 de 1a catéchine ov de 1’épicatéchine représente le site nucleo—
phile de l‘’unité terminale qui rdagit avec le carbocation forme
3 partir d’une molécule de flavane-3, 4-diol (levcoanthocyanidine).
Toutefois, comme il n’‘est pas bossible d’isoler d’une plante en
méme temps la catéchine et la 1eucoanthocyénidine correspondante,
cette hypothése résiste mal 3 l‘observation (31,32)

N et = . e et e s At St G e T i i S S T P S Bt TR Soe S S e g e i e, e A

Ces hydroxyles jouent, probablement duv fait de leur posi-—
tion, un role pfépdndérant dans la formation des liaisons hydro-
génes qui provoquent le trouble auv froid de la biere. Comme leur
biosynthése est différente, il serait intéressant de pouvoir en

. 7 ~ . » .
~controler la biogenése au niveav de la selection.

On admet, en général, que l’hydroxylation en pesition 3’
a liev avant la formation des flavanes, Il se trouverait déjs supr
le précurseur C6-C3 (33,34),

Le second hydroxyle dont la presence est plus dangereuse
lors de la formation dv trouble apparaitrait 3 un stade vltérieur
en position ortho. On montre par exemple que l’acide p-coumarique
est un bon précurseur des flavonoides, tandis que les acides caf—
féiques et féruliques ne le sont pas (35, 36, 26, 37).
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Figure 3 : Schéma de la biogén®se selon ROUX
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ANNEXE IX

ETUDE EXPERIMENTALE DE LA METHODE D~ ANAL YSE

_—.—_———_-—___._____.——.—.———-—————.—.—_-——.—._—_-.—-.-..— - —y o

[ e e e i e et s e e e v - — S

ATII-1. Interaction PVUP-Polyphénols Page 103
AIT—-2. Interaction PVP-Nylon 66 Page 1035
AILI-3. Méthode d’analyse

Page 105
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ANNEXE IT
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AII-1, Interaction PVUP-Polyphénols :

e G Tt S ot P s PO Sy P s iy Al e e P Gt el e S Gk G B Pt et e S AP e o S oy Pt Ay PO

On prépare d’une part une solution étalon S1 éontenanf
pour 50 ml d‘eav :
- 16 mg de E3 _
~ 17,6 mg de Catéchine

et d’avire part 8 solutions étalonsde Polyvinylpyrolidone scluble

(S) ov insoluble (S8’) de concentratiens variables s 1, 10, 100,

1000 ng/L respectivement.

Les solutions dosées S;, 5/ sont constituvées par 2 ml de

by

solution étalon S1 et le complément 3 100 ml des solutions S (ouv S§°).

Les solutions sont notées dans le tableau 1 qui svit

PVP cane.
TAERLEAU 1 me/l ] 10 100 1000
. Solutions :
%
',
3 = Saluhle
3 s
s ‘1 ]
3 I =» Inscludtle
s, s
s,
3
3" 1

" On obtient ainsi huvit échantillons pour chromategraphie

comparative (voir page 111 et suivantes) avec l’échantillon de
départ (2 ml de S1 dans 100 ml d’eau),
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Les résultats sont regroupes dans les tableaux

TARLEAU 2

- e fnn e o —r

TAEBLEAU 3

2

et 3,

Etvde de 1’adsorption de la catéechine sur la PVP

PYP 700 000 SOLUELE PYP 700 000 INSOLUBLE
Surface Surfacs 9% Catéchthe Surface | Surfece 9 Catéehirle
du pic sparue | edsordée !  du pfc disparue | sd=orhde |
Sc_luuon 130 130
Etalon .
Solution 3 5
4 A 710 20 695 35
Solution
7 10
10 ng/1 680 50 660 70
Solution 649 Y 1" 486 204 3
100 ng/l 5
Solution 81
1 1 505 225 3 s8 672

Etude de l/adsorption de la B3 sur la PVP

FVP 700 000 SOLUBLE

PYP 700 000 INSOLUBLE

Surface Surface % de B Surface Surfece % de B
du pic disparue ldsarbéz du pic disperue nd:orbéz
Salution
Etslon 53 530
Solution .
121 430 100 19 406 124 23
Solution
10 ng/2 i 16 22 m 153 28
Solution
a7 18
100 me/ 308 222 126 404
Selution
1en | 10 430 81 o 530 100
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AII-2. Interaction Nylon-Polyphénols :

S A e it e A e > e e e ek G g s S G s St e e e S S S S S0 S ot Aot Sy s e e

- L’adsorption des polyphénols en solutions par le nylon
a été déterminée, La concentration optimum 3 ajovter a la prise

d’essai et sur le filtre a éte etudide de fagen a obtenir vne

fixation totale des anthocyanidines sur le support.

- La désorption des polyphénols par 1e Mélange acétone/eav

(75/25) a donné un optimum pour trois lavages consécutifs de S0 ml.

~ L’extraction totale par l'acétafe d’éthyle est obtenue

par 5 fois volume a volume avec 1la solution aqueuse des'polyphénols.

Il favut alors reprendre le résidy apres évaporation de

1’acétate d’éthyle par 2 ml de méthanol puis ajouter a cette solutio
2nl d‘eav distillée.

- Dans le tableau II (page 4%) nous avons réuvni tous les

résultats de nos &tudes sur les diverses opérations qui précedent.

AII-3. Méthode d’analyse :

T e e e cae et e s e S A e e e e e St S e by S Gme —r e A

ATI-3.1. Objet et domaine d’application :

S S 2 s e e e it T e 0 e i S . S s B ot e e ek 4 S e S vt e et e S St S e S S0

A11—3.1.1. En solution

S e S e S e G . et S ot PP Bt S it i S et S S gt %

Cette methode s ‘applique 3 des solutions de polyphenols
contenant de 0 a 30 ppm de chacun des polyphenols.
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AII-3.1.2. Pour l’crge, le malt et le houblon

S s i ke e D S s v Sk et et e e Gt e s e e e et S S e M i e S T S o S e o e e o e St e St

Cette méthode s‘’applique 3 ces suhstances solides. Elle
permet une détermination quantitative de la procyanidine B3, 1la
prodelphinidine, la catéchine et l'épicatéchine. Les autres

polyphénols ne sont déterminds que qualitativement.

AII-3.2, Principe -:

e L P p—

AIT-3.2.1. Pour les solutions :

et AL e e v G S . S Gt Skt ey B e gt e A P S S = A S it by o0t S —

—adsorber tout d’abord les polyphénols de 1a solution par 1le
nylon 66 en pouvdre.

[ 4 .
-désorber par 1le nélange acetone/eav.

-évaporer 1’acétone, _ |
—extraire les polyphénols de la phase aqueuse par 1’acdtate d’ethyle.

i Lo 3 /
-évaporer 3 sec puis reprendre le résidv par un mélange eau/méthanol.

AII-3.2.2. Pour les solides :

S > Gt e Gt s S s S e dabe St S St by S v o —— St T St Sy s e are

On reprend le protocole ci-dessus 3 partir de la désorp-
tion par le mélange acétone/eauv appliquée dans ce cas 3 1‘&chan-
tillon finement broyé,

ATII-3,3, Reactifs :

L et s L T Sy ——

Tous les réactifs doivent etre de qualité reconnve. L‘eav
. » . . 4 ’ > -
doit etre distillee ov de purete av moins éq01valente.
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A1I-3.3.1. Prodvits purs :

- — - — ———— — " " e - Sres e T . St S h e = A o S ———

-acide acetique pour analyse - Merck &3

-eau déminéralisée et filtrée sur membrane O.ASf
-acétone pour analyse Merck 14

~acétate d’éthyle pour analyse Merck 9623
-sulfate de sodium anhydre Merck 6648

-nylon &6 — Polypenco - lavé 3 l’acétone 75% dans 1l’eau, puis

acétone et éther diéthylique et séche.

AII-3.3.2. Produits pour preparation des etalons:

~catéechine - Sigma C 1251

-eépicatechine Flucka 45300

~procyanidine B3 et prodelphinidine isolées de 1‘orge ov obtenues

par synthése chimique (cette etude)

AII-3.3.3. Solutions de titre défini

e - G ey s S Sk G S e e e e S 4ad e S S et e Sbas Ao e S $as e Y S GAHS St A e et St

A —— — 44 o 2 i e T . St @S e Smd e ot Sovy A e e SO

solution aqueuse d’acide acétique a 10% (v/v)

Elvant pour la préparation de 1’échantillon :

W e e G . e e o G e — - S S Y A S ey B A S S ST A v TS e G de etk A R S Sl R ey ey — P S adan S

solution aguevse d’acetone & 75% (v/v)
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AII-3.4, Appareillage :

AI1I-3.4.1. Appareillage chromatographique (HPLC) :

—-_—._—_—_—._-——.——-——__..___._.—-_—_—-———.——.—-—-.——.—.—.——_.—-———————

Chromategraphe : Varian type 5000 avec gradient d’élution

———————————————— {3 solvants) ov appareil similaire.

. S .v. >.
Injecteur : vanne a boucle - Valco ov similaire.

—y —— —— S — —

Colonne : Radial Pak C18 - lﬂf - dlanetre intérieur 8 M Waters
————————— ref 84720.

Détecteur : UV longueur d’onde : 280 nm Schoeffel SF 770.

Enregistreur : Sefram.

S —— s - . o et S e et

AII-3.4.2, Petit matériel necessaire pour 1a preparatlon
de 1’ echant:llon 5

et o e S e i Gy e e e e s ot B G0 e e S G S S vy e e Sk, YE . S 8

~évaporateur rotatif sous vide — Buchi
-ampouvles a décanter : 250 ml - Sodilab
~ballons évaporateurs de 500 ml

~fiole pour filtration sous vide 250 ml

~entonnoirs coniques a plaque filtrante Nr., 4
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AII-3.5. Echantillonnage :

" AIT-3.5.1. Natvuvre :

B e T SR ——

Biére, Moﬁt, malt, orge, houblon.
AII-3.5.2. Traitement de 1’échantillon :

T M G000 Mk S 4ty GHS e GRS WEe e AR D S e e Sy GRS TN s St ot ik e . Ve Eae VI M bt Feve e S S s e e

Cas des liquides :
~filtration ou centrifugation pour éliminer les petites particules.
Cas des solides :

-mouture trés fine de 1‘échantillon (Buhler—Miag DLFU réf. 2).

"AII-3.6. Mode operatoire E

- - St Y P T e e P TS . e S T b Svas B = Pt Gure e e Sa —

Cas des liquides

AII-3.6.1. Adsorption des polyphénols :

e e e S WSt Sa0) e G Gt s S S . 4 e S e = Y o P S e o G S TRSS S S PHR oD P S e a SOt St

-verser 100 ml de biére dans un bécher contenant 1 g (exactement)
‘de Nylon 66, homogénéiser le mélange en agitant le bécher.

-mélanger 1 g (exactement) de Nylon 66 dans de l‘eav deminéralisee
(environ 10 ml). Verser cette bouillie sur le filtre fritte place
sur un erlenmeyer permettant de faire le vide,

~laisser se former une couche de Nylon sur le fritte.

-brancher le vide. Lorsque l‘eav s’eécoule & travers le filtre,
verser la solution de biére + Nylon 66 préparée précédennent.

-rincer le bécher contenant la seclution avec un peuv d’eau demine-
ralisee que 1l’on verse de nouveav sur le filtre.

~-bien essorer le gateauv de Nylon.
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AII-3.6.2. Elution des polyphénols :

s s . o o e o e e e . o, —— ——— —— i ——— — T i} k0ot PP S S o A T S

~remplacer l’erlenmeyer par un propre.

-verser 50 ml d‘un nélange acetone/eav (75/25) sur le Nylon 66
contenu dans le filtre fritte, o

‘~mettre en suspension le Nylon 66 dans l‘acetone/eav avec une
spatuvle, |

-laisser le Nylon se déposer, reformant une couche,

-brancher le vide.

’ ’ ’ . ) = ’ . ’
—repeter cette operation avec 30 ml du melange acetone/eau.

X

AII-3.6.3. Recupération des polyphénols :

T S i s @ . e Gans S it e e e = S (e e St e T ey MG A TS S A = ke e e S Skt o P Tt S . o,

—évaporer 1’acétone sovs vide a environ 40:C.
-récupérer la phase aqueuse. ) ,
-extraire 5 fois les polyphénols 3 l’acétate d'éthyle volume a
volume, ' '
-sécher sur svlfate de sodium,
~8vaporer a sec sous vide a 40%C.
-reprendre le résiduv sec par .
-2 mnl de méthanol que 1‘on fait bien circuler sur les pérois
dv ballon pour tout dissovdre.
~rajouter 2 Ml d’eav pour permetire 3 la solution de se
rapprocher\du solvant d’élution chromatographique (ceci povur
un prélevement de bidre).
-pour un prélévenent de. 10 g d‘orge ov de malt, 1la
diésolution se fera par 3 ml de néthanol, puis 3 ml d’eavu.
—pour un prélévenent de 2 g de houblon en granulés, on fera

la dissolution dans 5 ml de méthanol puis 5 ml d’eauv.
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Cacs des Solides

AII-3.6.4. Elution des polyphénols pour un échantillon
solide :

et —— - = o . vt (2ve e M PV e St S s i dp st S e A S S AP P T e S . o S— o — T a - S At S S S — — o —

-mélanger 10 g d’orqe ou de malt (ou 2 g de houblon) dans 50 ml
d‘un nélange acetone/eau (75/25)(v/v),

-verser le tout pour uvne filtration Sous vide,

-recommencer 1‘opération encore deux fois (ringage).
-recueillir le tout dans un ballon de 500 ml.

‘~la suite de l‘opération est commune avec l’extraction a paftir
d’une solution,

AII-3.6.5. Récupération des polyphénols :

Voir précedemment AII-3.6.3.

AII-3.6.6. Analyse HPLC :

- . it o o — - S Se S S Y T o S — vt — - —

AII-3.6.6.1. Réglage de 1l’appareil :

s > St G ot s GO0 Shem Ntp et St PO P S (Y A Bty Trin e Sk S o S b St i St e S — Gt e

O e e T ot e e et o o e T —

.Elvant A : eau déminéralisée filtree sur membrane 0.45’.
.Eluant B : eauv/acide acétique (90/10),

L‘’élution est 4 i i it
programmee svivant le protocole qui svit @
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PROGRAMME D’ELUTION

TIME CODE VALUE
-0 FLOW 2.0
-0 % 20
-0 RSVR AR
-0 EVNT 0

- 0.5 EVNT 5

- 0.6 EUNT 4

- 1.0 EVUNT )

- 40 % 100
Injectedr :

—_— .t - — — s s .

Vanne a boucle de onpl.

Colonne :

,—précolonne L= 10 cm
————————————— g= 174 ®
fintérieur= 2.1 mn-
' Support pelliculaire CO Péll.ODS (30—38‘}n)
La precolonne doit €tre remplie 3 sec toutes les 30 analyses.

~colonne analytique : Radial Pak C18 IQy
e e e e e e ﬂintérieur= 8 mm
L= 10 cnm
La colonne est installée dans le systéne RCM indispensable pour
son utilisation,
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Détecteur :

. tn o — 4o —— "

Longueur d’onde 1 280 nm,

Sensibilité : 0.1 DD pleine échelle.

Enregistreur :

o —— — s . — o ——— gt S

Vitesse de déroulement du papier : 5 mMm/mn.
Sensibilite : 10 mV,

InTégrateur :

o ey o it it Ty et o S e St S

. ’ . . » . . ’
Tout integrateur de pics chromatographiques peut etre vtilise.

AI1-3.7. Expression des résuvltats :

St e St D Gy SO Tt S e e o0 iie SOt P Gy ST G e by S s —— S —— o S o S . ot S o v e

AII-3.7.1, Etalonnage externe :

AII-3.7.1.1, Résultats : (voir tableau 4 et 5 qui svivent)

- AII-3.7.1.2, Mode de calcul et formule :

T Gty D e G S G S Yt e e W SO WAl W St G S04 MBS TAe i Fovu i o Gt it b iy ) RS SRS bt 4% St (s P o P e

L’échantillon de V grammes est repris dans v ml de nethanol
plus v ml d’eav. Seit Se la surface du pic €talon contenant Me
‘(ng/nl) dv produit de référence > Sp la surface du pic echantlllon,
R (résultat) est donneé par la formule ci-apres :

St e e M TS G0t e e et e e G S i et e — —— Y g e T S e SEm tas P i e

e o e v o - Cotm TER VY G e Sun e S M e S WA Amt S s e e v — 00 e S+ P



AII-3.7.2.

Repeétabilite

______________ o — e e e e e e e

.' . ’ b. .
La difference entre les resuvltats de deux determinations

l4 . L4 . N\
effectuees simultanement ov rapidement l’une apres l’avtre par

. - '
le meme operateur ne doit pas exceder

Remarque :

’ ’
de reference

234mg de Catechine
50 mg de K3

15.3mg d’Epicatéchine

=
ot

7Z de la valeuvr movyenne.

La solution etalon(l) est préparée a partir des produits

solubiliéés tout d’abord dans S50 n1 de Methanol auquel on rajoute

50 ml d’eav. La solution (2) est diluée au demi, la soluvtion (3

av quart,

s pte 000 i ey 2 o s s

SOLUTION |SOLUTION |SoLutroN |EmmEUR
1 2 3 EN X
HAUTEUR
B3 132.p8 66.88 35.88 6.08
HAUTEUR : '
CATECHINE 182.88 88.98 51.898 5.88
immth>
EPICAT. 135.88 ?3.98 37.08 9.89
288
: Catéchine
168
P Y
x Epicatéchine
O
e
W yop %3
o
3
i
-
o
T gp
~s
48
2 1 | {
4] 3 . 2 1
SOLUTIONS

DROITE D‘ETALONNRGE DES
POLYPHENOLS EN HPLC .
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Tableav 5 : Relation entre concentration et surface du pic

SOLUTION SOLUTION SOLUTION ERREUR
1 2 . 3 EN %
SURFACE
2 857.88| <45.88] 216.28 3.ee
SURFACE .
cATECHINE | 841.B8| 414.88] 195.88 4.58
SURFARCE
i 762.p8| 3si.g@| 1s3.m@ 1.00
ss8 ~ : | B
DROITE D ETALONNAGE DES Catéchine
POLYPHENOLS EN HPLC . .
7e8 | Eplsatechlﬁe.
O 548 |
-
L
[14
3
m
- 368 | i
188 |
e 1 | I
8 3 2 1

{ SOLUTIONS )

. ®o

gatéchine
.; ! rocyanidine B3
Exemple deé chromatogramme ;

époicaréchine

‘v.-r. ‘.} 20 10 0



ANNEXE IIX

———— — ot e St - ———

T T T T e i e e i e e e i . e e e ot s s e e e o e e e = S T S v ot S

e e e S et e G T e ot S A TS St L ——- —— AW A N v Eme — e

AIII-1. Procédé de fabrication

de la biére en pilote :

AII1I-2., Tableaux et courbes résultants
du dosage des polyphénols av cours
dv brassage et de la conservation

-116-
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ANNEXE IIIX

o e o s 0 s o e i e e ot s e e e it . s e et e e e e e e e 2 o

T A L v ) M e e e Bl S G . B P S D . vt " — S e o

AIII-1. Procédd de fabrication de la bidre en pilote

———--—.—.-—.—-—._—_._._—-.-—_—_—-_—_——n—————_———._—_—_—_._—_——————a-.

AIII-1.1, Moutlre

S e S e s 4ot e T S (b . e e o o 2t ey S

~débit : 100 kg/h

—granvlométrie (fourchettes adnises pour brassage)

Tamis (mm) 1.270 1.010 0.547
Z poids (refus) 8-10 14-17 44-52

AIII-1.,2. EBrassage :

T O it s e Gl S G e S . . S et Sl ey s S

~méthode par infusion sans trempe
-monomalt
—eav de brassage : eau du reseav
—versement : malt 260 kg

eauv 840 kg ‘
-méthode figée par automate MODICON
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diagramme de brassage :

—empatage 37:C

-palier 50fC : 15 minvtes

—-palier 63:C : 15 minvtes

—palier 75°C : 0 & 15 minutes (test de saccharification 3 l’icde)
(rampes : 1'C/mn)

ATII-1.3, Filtration :

- o et G e . Gt S . D D e S S i - T e S PaTe

-poids en cuve a houblenner (CH) apres
premier bouvillon : 600 kg
premier lavage : 990 kg
deuxieéme lavage : 1280 kg
troisieme lavage : 1600 kg (%)

¥ En fait, ajustement de la densité en chavdidére début cuvisson

3 11.5* par la derniére eav de lavage.

200 1/h
~débit de premier bouillon : 600 1/h
-débit de premier lavage : 750 1/h

-débit de recyclage

-débit de deuxiéme lavage : 900 1/h

-débit de troisiéme lavage : 1000 1/h

-piochage (piocheurs préalablement placés en-position'déux)
 si le débit devient inférieur 3 300 1/h '

—havteuvr dans la bouteille 3 molt : 150 mm

AIII-1.4. Cuvisson :

Lt T P Sp——

—-pression atnosphérique (durée B0 ninutes)
~densité debut cuvisson 11.5 Plato

—-densitée fin cuisson 13 Plato (soit un taux d’eévaporation horaire
de 8%) '

-pH ajuste 3 5.2 fin cuisson (paf acide phosphorique)
—houblonnage en une sevle fois. (avec des extraits)
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~diagramme d’évaporation : 15 minvtes 4%
20 minutes 6%

30 minutes 8%

30 minvtes 10%

‘AIII-1.5. Whirpool :

- — - - — — . iy s o St e v e i el i e e

-stationnement : 30 minutes

AIIX-1.6. Entonnement :

T S e et ) S 040 T > At St P et S ot e . A ina Sy e

-débit : 1500 1/h

~aération (3 1’air) : 8 ppm de 0,
-température : 12:C . ,

- —ensemencement : 0.5 kg de levure séche par hil

-levuvre pré-diluée dans 30 litres de mobt pendant tout
) ensemencement.

AITI-1.7. Fermentation :

> e T a2 i e e S e B S P i Ste e S g =44 v

'—entonnenent-: 12:C

- . A
—fermentation 3 jours a

(4
')

ne
0

1
-garde chavde 3 jours a 1

-refroidissement a 4°C en 24 heures (soit 0.46%C/h)
" —-stationnement 3 4IC : 24 heures
-chillage a3 -1:C : 12 hevures

-garde froide d -12C : S5 jours

pression : —entonnement : 0
~-montée naturelle en 24 heuvres : 0.4 bar

=

-apres 5 jours passage 3 1.2 bar
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AITII-1.8. Filtration et traitements :

S e et P e S S G Tt et e A Gt e e e e e e et e e e S P et e i o S

——— e s mt e Gt dme dan

~précouche (en eav perdue) en mélange (1) débit de formation
1350 1/h dose : 1 kg/m

-débit initial de filtration : 800 1/h
—adjuvants (CEBL3) par tank : 300 1

- —=tanks de biére filtrée :

qui est chassée auv CO, (pression 1.2 bar))

—contre-pression de filtration : 1.2 bar (=pression des TEF)

(1) 50% CERI + 50X CERE

Traitement sortie filtre

- G S P9t v e St G g o Smay St T S s s ot e o tnn

—collupuline double : 2g/h1
—-acide ascorbique i 2g/hl

-métabisulfite de potassium : 1g/hl

AIII-1.9. Sovtirage et pasteurisation :

T e e G T St e S . e . S S o S vt e St e e TS S et e e o BU¢ T P W Yot —

—-en 33 cl "Appolinaris"
-120 bouteilles minimum par essai
-pastevrisation : 12 3 15 UP

: sous CO, (remplis initialement d’eav



AIII-2. Tableaux et courbes résultant dv dosage des

poelyphénols av cours du brassage et de 1a

conservation

_._._._..-._-.._——__.__—__—.—q——___—._._.....—.__.__-..__._._-—————_—_—.—————.

- Sur les courbes en abscisse nous avons les

de 1 3 14 avec

— 1l.0rge et malt

—

2.début empatage

3.palier S0%C (fin palier)
4.palier 63:C (fin palier)
S.palier 75:C (fin palier)
é6.premier bovillon
7.début ébullition
8.fin ébullition

?.premier jour de fermentation

10.sixiéme jour de fermentation

11.fin garde
12.embouteillage

13.un mois apres embouteillage

En ordonnée nous avons les teneurs en PPM avec

¥-———% : Prodelphinidine

o———o : BR3 -

’ -
+~—=+ 3 LCatechine

.———., : Epicatéchine

Les tableaux 6 a 9 donnent les valeurs en ppm de

-14.8ix mois aprés embouteillage

prélévements

polyphenols pour les différents preleuenents et selon la variéte,



BERTRICE | MENUET CARINR TRIUMPH GONIR | B8ONIR 8 PLAISANT PLAIBANT CLARET
(1 2) g} (4} : (3 . 8 cC B (8) 14:})
. ‘ :

ORGE 24.77| 34.22]  32.44] 33.28] @3.17| es.1?| 37,79 32.97) 31.18
MALT

23.7a] 34.76| 31.37] 33.86| 24.24] 23.88| 36.72] 34,04 32.26
et 7.70| 7.78| 7.67|  7.99 5.73 8,21 7.18 7.78 5.19
g 11.82| 12.e3|. 13.s8| 9,88 B.98 7.91] 18.74] 10.71 8.55
bt o 13.98| 18.28] 13.21] 13.35)  9.53 g.48| 14,32 10.78 9,52
T 12.68]  18.38] 11.48] 18.81 6.88 8.17 8.89 8.37 7.04
EBLLIT. | 6.21|  B.44 6.57 s.2?|  3.39] 5.25 6.58 6.38 5.74
FIN .
EQULLIT. 5031 5.33 5.83 4'34 2-93 . 3.86 402‘ 4.?4 3.98
T, s.2a} 3.32| 8.9 3.72 3.18]  3.59 3.40 2.8?  3.17
BIURIE |  g.32| 3.14] 3.60 3.50)  2.88 2.38 3.23 2.16 2.76
FIN .
CARDE 3-‘8 2.98 3.55 2-68 2183 2.33 3.98 ’ 1.99 2.73
EHBOU~ 1
1 MOIB ; .
LiwmaE| a2l 1.81]  2.20]  1.88 1.56] 2.18] 2.20 1.82].  1.51
il 1,81 .76 .73 .62 .38) 63| .68 1 .6
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BERTRICE | MENUET CARINA TRIWPH [BONIR § |BONIA @ |PLAISANT |PLAISANT |CLARET
) i) (8) 4 th) (8) ¢ (7 B (8) 8)
. . . N =
ORGE 44.81] +48.12] =27.e8| 35.36] %4.54| S4.34] s2.38] 4s.98] 34.40
MALT ;
43.31| 48.37| 29.41| 37.78] 54.38| 34.35] se.s0] 49.18| 37.07
it 14.22] 13,97 6.88/ 10.93| 12,74 13.68] 12.87 11,38 5.81
itior ey 21.11] e@.48| 18.77] 13.58| 21.%4| 2@.468] 21.14] 16.26 9.31
i - 24.8?| 24.98] 11.22] 17.17]  23.27|  24.31] 22.4¢4| 16.83] 1@.71
it 17.81] 28.33] 1@.55 1s.28| 2@.82 19.51 17.62 13.81 9.08
T, 1s.26| 1s.19| 6.50] 10,86 15,57 = 17.8e] 15.67| 12,83 8.986
e, 12.32] 13.22 5.081 7.55| 12.33] 12.26] 1e.42] ®8.78 6.76
B JOR X 7.12 ?.82 3.86|  6.26|  6.37 .38 5.92 5.83 3.73
FIN ” -
.23 5.64 3.81 4.G8 5.77 5.32 5.25% 4.85 3.73
N once 4.85)  3.17 2.92 3.84 5.1/  5.5% 4.48 3.88 3.47
PRy R 4.13 3.00 2.7? 3.64]  3.57 «.93| 4,28 3.88 3.41
6 Ho1g e 1,52 1.33 1,01 1,35 1.18] . 1.77 2.18 2.84]

CONBERVYA.
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I d
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autydaied eg

PEATRICE MENUET CARINA TRIWLMPH B8ONIR | 8ON1A 2 PLRIBANT PLRIBANT CLARET
(1) @) (8) (4) 3} (83 C (?7) B (B)
ORCE 7.16  6.54 5.01 5.33 7,40 7.48|  8.47 6.97
reLT 2.39 2.16 2.50 2.38]  3.1% 2.82 2.96{  2.69
A 1 — - ._“mw\ Sy

ity 1.85 .78 .73 74 1.08 1,17 1.17 1.83
tiop 1.73 1.49 1.51 1.47 2.31] 2.es|  2.27 1.97
e 2.39 2.11 1.82 z.01|  2.82]  2.51 2.66 2.49
ity 2.33|  2.e9 2.23| . 2.42] 3.e1 2.82| 2.62 2.41
mLIT. 4049 5.a? 3.63 4061 : 4'39 4.?5 4-?4 5585
FIN . '

FaLLIT. 4.38 4.86 3.62 4.28 4.36 4.88 4.55 4.98
e, 4.68 4.73 3.7e 4.23 4.26 4.55 4.60 5.28
T 3.93]  4.54 3.81]  4.22]  3.63 3.82 4.38] < 4.72
FIN |

CARDE 4-13 4.5? 3.?3 8-82 3094 4.35 4034 '4.43
e oLReE 4,18  3.28 3,47}  3.74 4.46 4.6 3.95 3.68
| SonaaRvAe 3.e7| - 3.14] 8.33] s.s8f s.28]  3.81 3.24|  3.51
- g BE - |
FApiiie a.2? 3.2 3.8 3.03 3.00 3.29 3.24}  a.s0




BEATRICE I'D"UET CARINA TRIUMPH SONIA 1 BONIR & PLAIBANT PLAIBANT CLARET

) ) (8: ] (4) 4.3 83 C " : R4 b (8)
ORCE a.29 a.e0 8.08 @.00]  ©@.00 8.20 e.ea| ©.00 9.0a
LT ' 8.00 e.ea g.es|  @.00 9.0 8.80 @.20 8.28 .20
et a.ee 2.0e @.ee 2.8 2.2 2.0 0.8 .00 °.80
Ay @.ea 2.80 .80 e.ee| .28  @.08 2.0 e.e0 2.82
PAIR | @.oa| @.00] - @.ee] @.00] @.80] @.e0| .00  B.00 e.e0
BAUTLLDN a.2a] @.02 .88 e.0a|  @.00 e.ep| ©.ea] 0.2 2.28
. .88 1.43 , .78 .76{ .82 1,17 1.20 .93 .89
FIN
EaULLIT. 1.23 1.55 1.88 1.@7 1.28]  1.41 1.63 1.41 1,07
i) 1,38 115 1,86 .80  1.27 1,45 1.71 1.28 1.97
B . 1.48 1.17 .95 1.08 1.12]  1.28 1.26 1.31] - .84
FIN 1 ' L
L. f.es|  1.13 1.11 .83 1,13 1.86 1.29 1.41 1.14]
Terinee | - .98 .88 1.84 .11 95 1,10 121 t.28) 1.4
i .86 .87 .94/ 87l 1.8 1.8t 1.20 1,17 .64
5.o1g pe .53 53]  .se] - .43 .58 - .62 64" 70| .54

6 aeatrqey

aratdsen ded

’

2QUTYIILeDITda, [ 3p uorin[ongl




Courbe 1 3 B : Evolution prodelphinidine, B3,

..__._._.—__——.-—-.——————.-—_._.__—-__—_—.—_....—.—__.—~-—_——_—_-—a—.——..——

POLYPHENOLS (ppm)

POLYPHENOLS (ppm)

48

36

24

12

&9
48
36
24

12

L4 . [ 4 - L4 -
catechine et epicatechine par malt

1

2 3 45 6 ?2 8 9 1B 11 12 13 14 15
PRELEVEMENTS -

EVOLUTION SUR MRALT CLARET

e . Lt

o = N\

2 3456 7 8 9 181112 13 14 15
PRELEVEMENTS

EVOLUTION SUR MALT SONIA 2
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POLYPHENOLS (ppm)

68

418

36

24

12

POLYPHENOLS (ppm)

8@

48

36

24

12

T Y Ty ' l

B 1 2 3 45

6 7 8 3 1B 11 12 13 14 15
PRELEVEMENTS

EVOLUTION SUR MALT PLAISANT C

B 1 2 3 456 72 8 3 181112 13 14 15

PRELEVEMENTS

EVOLUTION SUR MALT PLAISANT B
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POLYPHENOLS (ppm)

POLYPHENOLS (ppm)

58

48

36

24

12

68

48

36

24

12

T T

o

3

1

1

> 5 4 55 7 6

PRELEVEMENTS

18 11 12 13 14

EVOLUTION SUR MALT BEATRICE

el T >

15

PRELEVEMENTS

2 3 4 5 6 72 8 S 18 11 12 13 14

EVOLUTION SUR MALT MENUET

15



BB

POLYPHENOLS (ppm)

POLYPHENOLS (ppm)

48

36

24

12

1332}

48

36

24

12

——L e J
v L3 T T

2 3 45 6 7 8 9 1811 12 13 14 15
PRELEVEMENTS

EVOLUTION SUR MALT CARINA

e e ]

2 3 45 6 72 8 9 1811 12 13 14 15
- PRELEVEMENTS

EVOLUTION SUR MALT TRIUMPH
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ANNEXE IV

TENEUR EN POLYPHENOLS SUR LES HOURLONS ET

u———_.—-—.—._—_-——.—-,——.—-—...._._.—_._.__...—_.——-—-—-—-—-——.._-....-.—

——.-————-—.————-——.————_———-—-——-——....-———-———.-.—.—_-~—._-

AIV-1., Introduction _ Page 131
AIV-2, Interprétation et résultats ‘ Page 131
AIV-3. Chromatogrammes ' Page 132



ANNEXE IV

T S N TS e S S0 i St ok S e it s e et S e G 4 e s S e e S St e s 5t S S . At e rn

EXTRAITS UTILISES POUR LES ESSAIS PILOTES

AIV-1., Introduvction :

e G e T e e et e e S S B —— T S Sy S S i o

-~ Pour nmieux conprendre 1/influence du houblonnage sur la
tenevr en polyphenols des bieres finies, il nous est apparu
fondamental de connaltre 1la quantité de B3, B4, Catechlne,

Epicatéchine et trimére C1 dans la matidre premidre.

ATV-2, Interpretation et résultats :

Pt s e i it e e e i et > Tt e s e S e i e s VTS S My o e S A= e e teae e s

Plusieurs remarques inportantes sont 3 faire :
-Les extraits par le CO, ne contiennent que de la E3 en faible
quantite, _ _
~L‘extrait éthanol contient tous les polyphénols étudiés, mais dv
fait de 1la faible gquantite vtilisée lors du houblonnage l’apport
en polyphénols est negllgeable.
-Les cénes et les pellets ont une forte teneur en B3, E4, Catechlne,
Eplcatechlne et trimere Ct,
~Par contre la reparfltlon des proanthocyanidines étudides est
trés différente svivant 1a provenance de la matiere ‘premiére
(voir tableau et histogrammes),



AIV~-3. Chromatogrammes ; (pages 135 et 136)

= s et e e s . e Gt A o Wt o e G S S e S S o o ——

On constate une dérive de la ligne de base ceci est du

au gradient d’élvtion (de 1 3 10% en acide acétique en 40 minutes)

qui est détecté par le spectrophotometre U~V a 282 nm.

Chacun des chromatogrammes represente vn échantillon dv
houblon utilise lors des essais pilote sur le houblonnage. On
peut comparer entre eux les résvltats des échantillons car nous
sommes partis d’un méme poids et avons vtilisé les mémes condi-
tions quelle que soit la texture de la matidre premiére.

-132-

Tableauv 10 : Teneur en polyphénols des houblons et extraits -
B3 ‘Icatechine Epicut. B4 Cl en mm
en ppm en ppm en ppm en ppm H. de pic

Exrratt 1334.50)  45.39f 8@.78] 1es.6s5| 69.0m
cos mtt | 29s.89 g.oa 2.20 2.99 e.28
E};;';,',:,. 5@7.19 2.99 2.80 @.09 2.00
f,?:::,,t 2620.89] 452.90! 666.00! 1014.29 67.00
C8nes :

Broners. 2498.79f 332.29] 382.78] 507.10! 125.0@
Pellats

Hallertau | 2197.48) 1056.8@] 382.7@] 1214.28 27.00
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Histogramme 1 : Teneur en E3 ]

e m
E
Q.
(=8

: 1 1528
) .
Extratt Extratt Extralt Cénes C8nes Pallets 1522
Ethancl - CO2 Pauls. (€02 Hops. titdkent Brewers., Hallertau g

Histogramme 2 : Teneuvr en Catéchine

B e e S U —

—
3
Q.
Q.
175a
. | 7 la
Extratt Extratt’ Extratt Cénes - CBnes Pellets’
Ethenol €02 Pauls. (€02 Hops. HMidkent Browars. Hallertau _ 1528
Histograrmme 3 : Teneur en R4
Q
Q.
| 7se
[ le
Extratt Extratt Extratt Clnes - Cénos Pellets
Ethensl €02 Paule. (€02 Hope. Midkent Browsrs. - Hallertau
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Histogramme 4

Tenevr en C1 T

158

mm

?5

[ —1
_ le
Extralt Extratt Extratt CBnes . C8nes Peliets
Ethenol . €02 Pauls. €02 Hops. Midkent Brewersa. Hallortau
Histogramme 5 : Tenevr en Epicatéchine
. 1eee
r— E -
o
Q.
1 500
| l . le
Extrait Extratt Extratt C8nes * C8nes Pellats
Ethunocl C02 Pauls. €02 Haps. Midkent Browers. Hallertau
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Chromatogramme 1 : Cones Midkent

- - - G s o G s . e T  — — s — i

C1

Eptcat.

Crtéchine

-

< ; )
’ }
) % . 4o 3o 2o Ao
K\efhrs ¢t> -
mn ) .

Chromatogramme 2 : Cones Brewers

- Tt e e e St .  t e Tt — . v B 2

\Q—J/ . Eptecat.

Catéchine

rd
~ L] 1Y Ll ]
. 4C 30 X 40
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ANNEXE V
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ETUDE EXPERIMENTALE DE L‘OXYDATION PAR

T T T o T e o T e e e e e e e ot e e et e v e e et e e e et s o et o e

_———-—-’——-————_———-_-—-——.—-————-——————---—u-.
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AV—-1. Matériels et méthode

AaAvV-—-2., Résultats et courbes
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ANNEXE V
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. P »
Pour cette etuvde nous nous sommes places dans les

0 - 3 - L4 - 3
conditions d’activite optimale de l’enzyme a3 savoir

—tenpérature 373C \
-pH 6 '

AV-1, Materiels et methode :

e o e St . g RS Se S S S e St S S GBve Vo® e PS4 e St £ St it e S S

AV-1.1, Materiels :

Les solution a pH & sont obtenues en ajoutant 3 une
solution 0.1 M de phosphate disodique (NapgHPOy) une solution 0.1 M
d’acide citrique jusqu‘é obtention du pH désire.

La PPO provient de la firme SERVA,

Les differents appareils vtilisés et leur dispoesition

[ ’ . -
sont représentes dans les schemas qui suivent :
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-determination de 1la 0119559 d”’ oxydatlon par la détection UV
du produit d’oxydation

—— — i ——— > ——— - t —— ———— —— T e e G e e e e e S G et e S Svp S T = S e (. ot P S P e S S —- At

SERINGUE D“INJECTION

SONDE THERMOMETRIOUE
’ ‘ - - N
MICRO TUBE N
= \
\
\
cuve o za pi \ W— ) — {
Y A
AN
N N
. %
N

ENREGISTRELR

DETECTEUR U~V (360 nm)

- THERMOSTATIGUE .
, FCITATEUR MAGNETIOUE EAIN oue

—determination de la vitesse d’oxydation par la mesure de
1‘0xygene dissous consommé par la réaction

T e - Gy e o e e A (Y e s S Bt . kot (g G ot A Bt S Tt b i T (ah Bt e S T b et e S o i G040

SERINGUE D°INJECTION

v : . SONDE THERMOMETRIGUE
\_ - ’ I
N\
AN

sonne »'02 corssous:
-

——

ENREGISTREUR

DETECTEUR (2(BEQQ”N)

BAIN THERMOSTATIAUE
PGITATEUR MAGNETIOUE

AV-1.2, Methode

L’etalonnage de l’appareil Beckman 3 0, dissous a ete

& ’
R . ‘
realise auv moyen de solutions etalons (dosées par voie chimique)
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L’étalonnage de la bande d’adsorption en U-V a eté effectue

en mesvrant la disparition de la catechine av cours du temps par
HPLC. |

_Lors de la reaction d’oxydation les solutions sont a
l17abri de l’air (oxygéne). Les volumes des réactifs sont de
l’ordre de 50 ml de la solution a PH 6 contenant les substrats a
oxyder (catéchine, épicatéchine, B3 ov E4)(concentration de la

solvtion mere 1000ppn énviron) et de 500 yl de la solution.de PPO
(concentration 1000ppp enviren).

L’oxydation a liev dans un réacteur d’une contenance de
100 ml a double parois permettant d’effectver la rdaction 3 s cste,

AV-2, Résultats et courbes :

e e s P e e e Sy e e T e S S ae Py S e PA ALk At ot Smte s

Nous avons étudi€ deux fonctions poor chaque substrat :

—la vitesse en fonction de la concentration qui permet par
l’internédiaire de 1la relation de Lineweawer et Eurk de donner

1a constante de Michaelis de la reaction (Km) et la vitesse
maximum (Un), '

En effet on porte-sur‘un graphe 1/S (avec S concentration
en substrat en mole par litre) en abcisse et en ordonneoe les
inverses des valeurs de la vitesse trouvées pour chaque
concentration,

On établit ainsi une représentation comme celle qui suvit :

]

A
v

|
(70 i

dont 1‘équation de la droite est : 1/v = Kn/U x (1/S) + 14V
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Les résultats obtenus 3 partir des droites expérimentales
sont regroupés dans le tableav 11, Les valeurs de Km et Um sont
dans le tableav V et les droites sur la courbe XVI dans le

chapitre VII.

-la vitesse en fonction de la temperature permet d’obtenir par
l1‘équation d’Arrhenivs l’énergie d’activation de la réaction.
En effet selon l’équation log v est 1inéaire en fonction de 1/T7
(T tenpérature en degré Kelvin) et la pente de la droite vaut !

-0.219 Ea (Ea énergie d‘activation)

_ Les resvltats experimentavx se trovvent au tableauv 12
Les valeurs de Ea etant dans le tableau V dv chapitre VII de
méme gue les dreites sur la courbe XV, ’

Les courbes d’oxydation traitees par ordinateur et les

équations qui en découlent sont 3 la svite des tableaux 11 et 12,

Tableav 11

VITESSE DE REARCTION POLYPHENOLS-PPO EN F(C)

CATECHINE F:PICHTECHINE B3 B4

M 1rv . 1M 17V irM 17V 1M | PAY
M an mole |V en Umg {M en mole |V on Usmg |1 en mole |V en Usmg [M en mote |V en U/mg
£806.80 % rad 68Q4.00 .82 522.00 .33 556.88 .18
1355.9@ .83} 1368.80 .B4] 1384.@0 .54 1112.00 .29
3418.88 .B3] 3418.080 . .88} 2762.80 .83} 2224.00 «27
£828.00 .29] 5820.00 .14 $5523.0@ 1.61] 4448.60 1.13
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Tableav 12

VITESSE DE REACTION POLYPHENOLS—PPO EN F(T)

-8 MOLE/m!

| »

CATECHINE |[|[EPICATECHINE B3 B4
1/TH0-3 JLnv “1/T¥40-3 Lnav 177%90-3 fLnv 17T49p-3 Jinv
T an *°K Ven U/mg §T an *K VV en Usmg §T en “K ¥ en u/mg T en *K _ V en Urmg
3.23 3.85 3.23 3.87 3.22 1.85 3.22 1.78
3.28 3.73 3.28 3.45 3.27 .94 3.28 1.45
3.31 3.48 3.37 2.92 3.31 .81 3.32 1.27
3.36 3.28 3.45 2.32 3.35 .72 3.36 1.85
Courbe 9 OXYDATION DE LA CATECHINE.
se@ _
s@@ | » iy
o8 |
2aa | *
e |
%) ] 1 _t 1 — j
(%} 36 72 108 144 180
TEMPS EN SEC.
8
A+
cHoix : e X :
R = +.68167E+81 B = -~-.1571€+02
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1%1p-9 MOLE/m!

Courbe 10 OXYDATION DE L EPICATECHINE

<@g
3ge |
2ee |
188 |
e 1 1 1 2 41‘
2} 38 - 72 188 144 188
TEMPS EN SEC.
A+SB(-
CHOIX : e
A8 = +.6837E+081 B = -.1469E+82
Courbe 11 OXYDRTICN DE. LB B3
@8
£ 300
S -
3
o
z L]
o -
=
X 2o0
p— -
1ee |
e 1 1 ] 1 |
‘ e 36 72 108 144 180

TEMPS EN SEC.

B = +.8396E+@1 C = +.75S52E+00
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Courbe 12 . OXYDATION DE LA B4

— —— .t e -y ——

1%1(~9 MOLE/m!

4Q0Q

302

120

| — 1 _ 1

38 722 ie8 © 144
' TEMPS EN SEC.

cHoIXx : BX .
B = +.1487E€+@2 C = +.7177E+32
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AVI-1. Sucres ' Page 146
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ANNEXE VI

—— —— e goee = . o e
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AVI-1. Sucres ;

Hode opératoire':

etk e L U ——

L’hydrelyse a ete éffectuée av moyen de l’acide trifldo- '
roacétique a 15% a une tenpérature de 1103C pendant 3 hevres sous
vide (tube scelle)., On fait réagir enviroen 7 Mg (exactement) de
trouble dans 3 ml d‘acide. Puis apres réaction, on centrifuge la
soihtion, prélévé 1 ml de celle-ci et éuapore av rotavapor a 30%C.
Le residu est laisse 24 heures dans un dessicateur 3 vide en

présence de NaOH. Puis on reprend par 1 ml d’eav dictillée.

Etalonnage :

- e — 0 e g e o St mat

Pour determiner la teneur en sucre de‘l'échantillon, nous
avons utilisé la meéthode Technicon (Méthodologie glucose AAIIN2).
Les molécules de sucre réduisent le chélate de néocuproine
cvivrique en un complexe coloré de neocuproine cvivreux, ceci en
milieuv alcalin (Na,€03) en chauffant a 87:C. On mesure la colo-
ration 3 420 nm. '

Le reactif neocuproine-cuivre est préparé dans une fiole
de 300 ml contenani 250 ml d’eav distillée. Dissoudre 0.2 g de
néocuproine hydrochlorure et 0.1 g de sulfate cuivrique (CuS0,,

=

S5 H,0), agiter et compléter avec de l’eau distillée.
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On prépare la solution de carbonate de sodium én
solubilisant 13.25 g de celuvi-ci dans une fiole de 500 ml

contenant 400 ml d’eav distillée puis on complete av trait de jauge.,

La droite d’etalonnage est effectuée 3 partir de solutions
de glucose a 0.2, 0.5 ,1 et 2 g par litre.

On effectue la reaction a 87:C dans un ballon de 100 ml
contenant 30 ml de la solution de Na,CO3, 30 ml du réactif

neocuproine-cuvivre et 200 yl de la solution €talon de glucose ovu
de 1’échantillon.

AVI-2, Acides amines ;

o s e St s s i s By Ay o St g S Tt T Yama (e M e

Mode opératoire H

- —e o e — T e i et S S s Sate o

L‘hydrolyse par l’acide chlerhydrique (&6N) a 1102C en tube
scellé et sovus vide des protéines libérent quantitativement les
acides aminés (sauf exceptions voir ci-dessous),

De fagon a déterminer les conditions optinums d’hydrolyse
nous avons ppéré a des temps variables : )
le temps de 18 heuvres correspond 3 cet optimum & l’exclusion de
Thréoﬁine de la Sérine et du - Tryptophane détruits partiellement
et en totalité a 72 heures, -

On fait donc reagir 5 mg de trouble dans 2 ml d’HC1
pendant B,>18 ouv 72 heures. Apres éuaporation et sechage au dessi-
cateur on reprend le residu par une solution pH 2.2 + etalon
interne(acidet*aninoguanidinbpropionique AGPA) que 1’0on injecte
sur l‘analyseur d’acides aminés Beckman (Amino Acid Analyser 119CL).

l.a sérine, la threonine et le tryptophane sont détermines
par hydrolyse en miliev alcalin par la soude (6N) en procédant
comMe ci-dessus, |

La teneur en acides aminés des bieres est detern1nee par
1nJect10n directe en présence de 1‘etalon interne.
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AVI-3. Polyphénols ;

o e e . - s e — 008 e S et Gt S

S o —— — . — — —— > S ——

Nous vtilisons pour l’hydrolyse 1’acide trifluoroacétique

a 15 % qui ne detruvit pas les cyanidines et qui permet une

meilleure solubilisation du trouble.

Pour un echantillon de trouble, le prélevement est de
environ 5 mg (exactement) dans 2 ml d’acide triflueroacétique

a 15z 3 vne température de 110:C pendant 3 heuvres (tube scelld),

‘Pour un echantillon de biére, le mélange réactionnel
est constitvé par 85 ml de bifre et 15 ml d‘acide trifluvoroacétique

pur.

L’etalonnage est effectue sur des solutions de B3 dans

1 acide triflvoroacetique a 15 %.

Chacune des solutions est portées a ebullition pendant

une heure,

Apres refroidissement on uwtilise la méthode de dosage des
polyphénols décrite dans 1’Annexe II.

La methode pernet donc le dosage des polyphenols liés
sous forme de cpanldlne X, apres etalonnage prealable a1l aide
de solutions du dimere K3,
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