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] :T . ITR  ODUCT T  ON GE} . IER ALE

l : - 1  .  C lass i f i câ t i on  des  po l yphéno ts

nà tu re l s

O  l : -P .  Les  po l yphéno t . s  nà tu re l s

I - 2 .  1  .  Les  ac  i des  phén  o  I  i q  ues

I -e .  e .  Les  f l avono ides

I -2 .? .1 ,  F l avono Is

I - e  .  ? , ? .  F Iau " r r *=13 -o I

\ - ? ,? .3 ,  F l avanes -3 r4  d i o l s

I - 2  . 3 .  P  o l  ymènes  de  f La  v  on  o i des

I -e .3 .  1  .  F rocyan id i nes  d imè res

T -? ,3 .  ? ,  P rocyan id i nes  t r imè reg
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CHAPITRE T

INTR ODUCT'  I  ON C;EI . IERAI. -E

r -1  'Ê l ass i f i ca t i on  des  po ryphÉno1s  na lu re r s  !

Les  t i s sus  végé taux  con t i ennen t  un  g rand  nonb re  de  subs tances
à  f onc t i on  phéno r  don t  l es  p l us  i npo r tân tes  son t  l es  an thocyànes r
p ignen ts  r ouges  e t  b l eus  des  f l eu rs  e t  des  f r u i t s ,  l es  f l avones
e t  l eu rs  dén i vés ,  p i gnen ts  j aunes ,  en f i n  r es  t an ins r  p rodu i t s  de
po l yné r i sa t i on ,

Les  co l r posÉs  phéno r i ques  ex i s t en t  no r r {à renen t  dans  l es
p ran tes  sous  f o rne  de  comb ina i sons .  4 i ns i  c rans  re  cas  des
f ravono ides  on  rencon t re  f r éque f imen t  des  hé té ros i c l es  dans .  l esque rs
l a  l i a i son  os id i que  f a i t  i n t e r . ven i r  un  OFr  a r coo l i que  ou  un  oH
phéno l i que  de  l a  mo lécu re  de  po ryphéno r ,  Dans  r *  , " ,  des  ac ides -
phéno l s ,  ces  conb ina i sons  son t  r . e  p l us  géné ra renen t  des  es te r s .

A  cô té  de  ces  con tp .osés
des  p rodu i t s  p l us  conp lexes ,  de
condensés l  l es  i i gn , i nes  e t  l es

de  s t r uc tu res  s i np les  on  rencon î re
na tu re  p0 l ynè r i gue ,  p l us  ou  l r o i ns
tan ins .

Les  t an ins  son t
1a  i r e ' compr i s  en t re  g00

c lass iques  des  phÉno1s ,

l es  èu t res  p ro tÉ ines .

des  co r i posés  phéno l i gues  de
e t  3000  e t  eu i r  en  p l us  des
p réc ip i t en t  I es  a l ca l . o i des

po ids  no lécu-
p ropr iÉ tÉs

la  gé ta t ine  e r

a

o

-?-.
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0n  d i s t i ngue  ha t r i t ue l . l emen t  :
- Les  1èn ins  hyd ro l ysab les r  f t o1écu Ies  co î i p l exes  qu i  f on l  i n t e r ven i r

des  I i a i sons  de  t ype  es te r  eT  donnen t ,  pà r  hyd ro l  y se r  uDe  f r èc t i  on

g luc i d i que  e t  une  f r ac t i on  phéno l i que :  ac i de  ga11 ique ,  ac i de  e I l a -

g i que .

-1es  t an ins  co r rdensés1  don t  I es  p rop r i é tés  dépenden t  de  1a  nè tu re

des  mo lécu les  é tÉ t ren ta i r es  qu i  i n t e r v i ennen t  dans  l eu r  co r . r pos i t i on ,

du  mode  d ' encha lnenen t  de  ces  mo l . écu les  e t  su r t ou t  de  l eu r  t a i l l e

e t  c l e  I eu r  po ids  mo lécu Ia i r e .

Les  p rop r i é tés  1ànàn tes  d ' un  échan t i l l on ,  c ' es t  : |  d i r e  son  ap t i t ude

à  se  conb ine r  aux  p ro té i nes ,  àugmen ten t  du  d i r t è re  àu  décanè re  e t

d i n i nuen t  ensu i t e .Lo rsque  1a  no lécu le  dev ien t  t r op  vo l . um ineuse ,  e I I e

pe rd  1a  p rop r i d tÉ  de  s ' un i r  Éne rg iquemen t  aux  p r0 té i n *s ;  e l Le  peu t

même deven i r  i nso lub le  ( 1 ) .

GEISS} , IAN e1  H INREINER

vono ides "  pou r  dés igne r  t ous

ca rboné  du  t ype

(? )  on t  p "opo ré  l ' e xp ress ion  " f 1à -

l es  p  i gnen t s  qu  i  on t  un  sq  ue le t ' r e

4 '

5'

o àvec  ou  sans  doub le

l i a i son  dans  La  pa r t i e

né ténocyc l i que .

FREUDENf iERG e t  t IE INGES (3 )  dés ignen t  t ou tes  l es  subs tances

inco lo res  i so lÉes  des  p l an tes r  gu i  f o rnen t  des  àn thocyàn id i nes  de

co lo ra t i on  r0uge  ca ràc tÉ r i s t i que  pâ r  chau f f age  en  n i l i eu  ac i de ,  du

nom de  "p roên thocyân id i nÊs " .Là  découue r te  des  p roan thocyan id i nes

remon te  àux  t r avàux  de  TS i IETT  (4 )  i  ce t  àu teu r  ï bse rve  que  l e

chau f f age  en  n i l i eu  ac i de  de  nombreux  ex t ra i tE  uégé tau r  i nco lo res

donne  na i ssance  à  une  co lo ra t i on  rouge  i n tense  e t  que  ces  co lo r sn t s

rouges  p ré=en len t  des  p rop r i é tés  ch in i ques  f o r t  senb laLes  à  ce l l es

des  an thocyèn id i nes  ne tu re l l es .

'a

-3 -
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a
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t IE INGES (5 )  r ése rue  l es  t e rHes  " l eucoan thocyan id i nes , ,  àux
pnoèn thocyên id i nes  Ëonomères  e t  " p roèn thocyàn id i nes  condensées ' ,
aux  d i f f é ren tË  d imè res  f l avanes -3 -o I s  e t  o I i go "è "es  rupé " i eu rs .
HASLAÈ|  ( 6 )  p "écon i se  ce t t e  nomenc la tu re .

r r  es t  bon  de  rèppe le r  i c i  l a  s i gn i f i cè t i on ' du  t e rËe

"èn thocyànogène" ,  i n t nodu i t  pa r

dans  1a  l i t t é ra tu re  b rasE i co le ;

9éné ra le  des  p roên thocyàn id i nes

HARRIS  ç ,  en  1959  e r  u r i l i sé  depu i s

e I I e  es r  équ i va len re  à  t a  oé t i n i t i on

de  FREUDENITERG e t  I ,E INGES,

I -e .  Les  po l yphéno l s  nè ru re l s  :

SeLon  1a  s t r uc tu re  e t  Les  p rop r

g roupes  b i en  aé r i n i s  on r  é té  dÉ te rn i nés

dans  l es  na t i è res  p rem iè res  de  I a  b i è re
p r i nc i paux  (8 )  !

des  po l yphéno Is ,  des

po1 .  yphe ino l s  t r ouvés

l i ennen t  à  t r o i s  g roupes

iÉ tés

,  Les

àppa r

I - e .1 .  Les  ac ides  phéno l i ques  :

- dé r i van t  de  1 ' ac i de  benzo ique  (R3=R4=RE=H)

R.
\

ooH

- a c i d e

- a c  i d e

- a c i d e

- a c  i d e

ga l l i que  R3=R4=R5=0H

pro loca téch ique  R3=R4=OH1  R5=F l

van i l l i que  R3=OCH3,  R4=OH1  R5=H

sy r i ng ique  R3=R5=0CH3r  R4=0H

a

- 4 -
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- d e r i v a n t  d e  l ' a c i . c l e  c i n n a m i . q u e  ( R 3 = R 4 = H )

R-
\

R4 -cH -CH-COoH

- ac i de  ca fe i que  R3=R4=0H
-ac ide  fÉ ru t i que  R3=0Ct ' 13 ,  R4=0H

CIr=Æ

I - e .? .  Les  f l avono ides  : ( c lÉn i vds  du  sque le t t e  géné ra t  du

phdny l - ; :  4 l {  t t t  benzopy ranne )

A n t h o c y a n e

F  l avono ide

./l
rÔ(Y"f\.Y

F l . a  vane

o
F lavone

I
I
ù.=o

uano l -3F1 F Iavono Ià

I

a

F l a v a n e - d i o I - 3 r 4

-5 -
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Dans  chaque  c l asse ,  l es

1a  pos i l i on  e t  l e  nombre  de  g ro

ou  engagés  dans  une  l i a i son  os i

des  àu t res  composés  phéno l i ques

nà tu re  sous  f o rme  d ' ag l ycones ,

que  l es  f l avones ,  f l auono l s  e t

f o rme  hé té ros id i que .

subs tènces  se  d i f f é renc ien t  pa r

t , pemen ts  OH qu i  peuven t  ê t r e  a l coy lés

d ique .  Les  f l avènes  se  d i f f é renc ien t

en  ce  sens  qu ' i l s  ex i s t en l  dans  l a

1e  p l us  souven t  po l y r ré r i sés ,  a l o r s

conposés  vo i s i ns  son t  t ou jou rs  sous

Les  f l avono ides  peuven t  ê t r e  d i v i sés  en  :

ï - ? .? ,7 ,  F l avono l s

-que rcé t i ne

-kaemp fé ro l

-my r i cé t i ne

R3=OH,  RS=f l

R3=R5=H

R3=R5=OH

I -e .  2 ,? ,  F l a  vanes -3 -o I  :

OH
-cà téch ine  R3=0H,  R5=H
-ga11  oca  t éch ine  R3=RS=OH
-a f zé1éo r i ne  R3=R3=H

a
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r - ? ,? .3 .  F l avènes -3 r4  d i o r s  ou  reuco  è r l t hocyan id i nes

- l euco  pé tà rgon id i ne

- I euco  cyan id i ne  R3=H

R 1  =R 2=0H
- leuc  o  de lph in  i d i ne  f t t  = f t ! = f i f , = [ f . l

Les  l euco  an thocyan id i nes  donnen t  na i ssance  pè r  hyd ro l yse
ac ide  à  chaud  à  des  an rhocyàn id i nes  co ro rées  (pé la rgon id i ne ,

cyàn id i ne ,  de lph in i d i ne )  .

O H

O H

Leucocyàn id i ne c  yàn id  i ne

R  1  =R3=H

R2=OH

H

H

^,/ ,  
_a ir

a
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I - 2 . 3 .  P o l y " è r e s  d e  f l a v o n o i d e s  : (  p r  o a n  t h o c  y a n i d i n e s

c o n d e n s é e s )

I - 2 , 3 . 1 .  L e s  p r o ê n t h 0 c y a n i d i n e s  d i n t l ; r e E  :

Les  po l yhydnoxy - f l avanes -3 r4  d i o l s  ( l eucoan thocyan id i nes )

ne  cons t i l uen t  pas  l es  seu les  p roèn thocyan id i nes  p résen tes  dans
le  r è9ne  végé ta r ,  t JETNGES (9 r t  0  )  dénon r re  que  de  nonb reuses
p roèn thocyân id i nes  i s sues  de  f r u i t s  s0n t  cons t i t uées  pa r  l , asso -
c i a t i on  de  deux  un i t ds  f r avono id i ques rc ' es t  à  d i r e  gu ,e l l es  se
sc inden t  sous  l ' a c t i on  des  ac ides  en  deux  no lécu les  ( ca téch ine  e t
cyàn id i ne ) .  Ces  subs tânces  on t  é té  appe lées  p roàn thocyan id i nes  d i nè res .
Le  rendemen t  des  f r u i t s  en  p roàn thocyan id i neE  d inè res  dépend  p r i nc i -
pa3 .emen t  de  I eu r  deg ré  de  nà tu ra l i on .  Les  f r u i t s  mÛrs  con t i ennen t
no ins  de  p roân thocyan id i nes  d i nè res  que  res  f r u i t s  ve r t s .

Ces  p roàn thocyan id i nes  on t  d ' abo rc  e ! t é  c l assÉes  en  f onc t i on
de  1 ' an thocyan id i ne  qu ' e I I es  I i bè ren t ,  c ' es t  à  o i " e  p ropé Ia rgon id i ne ,

p rocyan id i ne r  F rode lph in j . d i ne ,  .  .  Cependàn t ,  l es  p rocyan id i nes  son t
I es  p l us  rencon t r . ées  dans  1a  na tu re .

I - ? ,3 ,  1  . 1  ,  Les  p rocyan  i d i nes  d imè res  na t  u re l l es :

Ee  son t  des  p rocyàn id i nes  d i f i è res  Qu i r  ou t re  l a  cyàn i c l i ne ,
donnen l  pà r  ddgnada t i on  so i t  l a  (+ )  ca téch ine ,  so i t  l a

a t( - )  ép i ca tech ine .  G râce  âux  spec t romé tn ies  c l e  f i àsÉe  (S l ' { )  e t  de
a '

r esonance  m"gnÉ t i que  nuc léa i r e (R l , tN ) ,  t tE INGES (  11 )  à  mon t rÉ
que  ces  co f i posés  se  subd iu i sen t  en  deu r  g roupes  d i s t i nc l s  :

1e  g roupe  B  co r rp renan t  l es  subs tances  de  conpos i t i on  C30  He6  01e ,
-  1e  g roupe  A  comprenên t  } es  subs têRces  de  conpos i . t i on  C30  H24  O le .

a
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o

o

o

o

a

O

o

a

o

o

I - e .3 .1 .1 .1 ,  P rocyan id i nes  C30  HA6  014  (g roupe  B )

A  ce  g rouPe  àppèn t i ennen t  l es  b i f l èvènes  qu i  posseden t

hu i l  f onc t i ons  phéno l i ques  e t  deux  f onc l i ons  a l coo l i ques .  L ' exàmen

des  spec t res  R l " ' l t l  des  dé r i vés  déca " .d t y Ids  e t  du  spec t re  de  nàsg ;e
des  dé r i ués  oc tà  o -né thy rés  e r  d i acd t y r Js - s ,  l '  pe rme t  d ,d tab r i r
l a  s t r uc tu re  des  p r0cyan id i nes  du  g roupe  B

Ce t te  s t r uc tu re  es t  cà rèE té r i see

s inp le  l i a i son  C -C  en t re  1es  deux  un i tÉs

possède  c i nq  cen t res  asymé t r i ques ;  e l I e

se  p rÉsen te r  souE  2s  =3?  f  o rmes  op t i que r . r en

né langes  racÉmiques .

pa r  1a  p rÉsence  c l ' une

f l auono id i ques ,  La  no lécu le

ss t  donc  suËcep t i b l e  de

1  ac t i ves  e t  sous  16

de

Par

SHEFFI ELD

on f i gu râ t i ons

Pa r  ex t ràc t i on  a l coo l i - que ,  t IE INGES (11 )  i so l e  4  a i aE té réo -

i so r ' r è res  0p t i que râen t  àc t i f s ,  à  savo in  I es  p rocyan id i nes  E r l  à  84 .
Les  con f i gu ra t i ons  en  on t  é té  dÉ tenm inées  g râce  à  I a  m ise  en  oeuu re
de  l a  R l ' tN  (1? )  à  pa r t i r  des  cons tan res  de  coup lage  des
p ro lons  t rÉ tÉ rocyc r i ques  t e rna i r es .  ne  pLus ,  r a  syn thèse

de  ces  p rocyan id i nes  d i nè r " s  à  pà r t i r  de  t ax i f o r i r r ex  e t

ca téch ine  p rouue  l eu r  s t r uc tu re  e t  l eu r  con f i gu ra t i on

ch roma lognaphS .e  su r  ge l  de  Sephadex  LH  ?0 ,  I , éco le  de
(  13 )  i so l e  I  p rocyan id i nes  d i nà res  B1  à  I rA  don t  1es  t r

t ( '  t ax i f o l i ne  =  t l i h yd roque rcé t i ne

a
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a

o

o

o

o

o

o

O

o

s o n ' t  l e s  s u i v a n t e s  :

P r  o c y a n i d i n e  E t 1  :

P r o c y a n i d i n e  E t A  :

P r o c y a n i d i n e  8 3  :

P r o c y a n i d i n e  t t 4 :

P r  o c y a n  i d  i n e  E t $  :

:

P r o c y a n i c l i n e  8 6  :

:

P r o c y a n i d i n e  Ê 7  3

:

P r o c y a n i d i n e  E t B :

:

( - )  ép i . ca téch ine
( - )  dp i ca téch ine

(+ )  ca téch ine
(+ )  cà téch ine

( - )  ép i ca téch ine
( i sonè re  de  I tA )

(+ )  ca téch ine
(  i sonè re  de  F . r3 )

( - )  ép i ca téch ine
( i sonè re  de  I r l )

( + )  ca téch ine

( i sonà r ' e  de  84 )

(+ )  ca léch ine
( - )  dp i . ca t Jch ine

(+ )  ca tdch ine
( - )  dp i ca téch ine

( - )  ép i ca téch ine

(+ )  ca téch ine

(+ )  ca téch ine

( - )  ép i ca téch ine

o

Le  t ab leau  I  donne  l es  f o r . nu les  déue loppées  de  que lques

p rocyan id i nes  B .

TAETLEAU I

ry*
ry":

E1 :  ( - l  éP i ca téch ine

(+ )  ca téch ine

E2 :  ( - )  ép i ca téch i r r e

( - )  ép i ca téch j . ne

a
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o

o

o

I

o

o

a

o

o

a

o

TAITLEAU I  ( su i t e )

E t3 :  (+ )  ca téch ine

(+ )  ca téch ine

a\
l -  r l

HOY
HO

B6  :  (+ )  ca téch ine  (+ )

:  ( i sonè re  de  E3 )

HO

t t 4  :  ( + )  ca tdch ine

( - )  ép i ca téch j . ne

ca téch ine

i '=
\ ./.

o
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o

o

o

a

o

o

o

o

o

o

I - e .3 .1  . 1  , ? .  P roc ) , an id i nes  C30  H?4  O1?  ( çnoupe  A )

Les  p rocyan id i nes  du  gnoupe  A  son t  éga lenen t  f o " "é * r  pè r

l ' a ssoc ia t i on  de  deux  un i t és  f l avono id i ques ,  L ' ob ten t i on  de r  dé r i vÉs

nonËacd ty l és  e t  hep ' t " "É thy lés  d i acÉ ty fÉ r . . r on t re  que  ces  conposés
possèden t  sep t  f onc t i ons  p "és "n tan t  un  cà rac tà re  phéno l i que  e t

deu  x  un  cê rac tè re  aLcoo l i que .

Le : ;  spec t res  R l {N  des  dé r i vés  nonàacé ty l ds  rÉuè Ien t  que

un i t ds  f l auono id i ques  son t  t iÉes ,  non  seu le f i en t  pà r  une

C-C  (a ) ,  ma i s  éqa lemenr  pâ r  une  l i a i son  É the r  ( b ) .

Deux  p rocyan i c l i nes  A l  e t  Aa  on t  d té  n t i ses  rn  év i dence  :

êP

les  deux

I i a i son

o AI

o

-1?-



o

o

o

o

o

o

o

o

o

I - ? , 3 , 1 . e .  A u t n e s  p n o à n t h o c y a n i d i n e s  c l i m à ; ^ e s  i

D'au t res  p roàn th0cyàn id i nes  d imè res  on t  d r J  i so l de . r s  des  o l an tes

comne  l es  p rode lph in i d i nes  e1  l es  p ropÉ t " "gon id i nes ,

OH

&*HoYY.J'$*

ffo"
Ho t doH'orY\'\Ao"

Y-âoH
OH

f - ? .3 ,2 ,  P rocyan id i nes  conden=É"=  ( t r imà reE)  i

L ' écoLe  de  SHEFF IELD (13 )  a  i so té  deux  p rocyan id i nes

:

a

o

nà lu re l l es
-C l  f o rmée  pè r
-Ce  f o rnée  pà r

1 ' assoc ia t i on  de

I ' èssoc ia  t i  on  de

no ldcuLes  d ' ép i ca réch ine

mo lécu1es  de  ca téch ine

3

3

/"\r-oH

'-U*
'oH

o(
nA,-o*
i l l-'\z\n

"oH

HO

-).

\

o

Ë l

-1  3 -
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I - 3 .  B i o s y n t h è s e  d e E  p r o à n t h o c y à n i d i n e s  o l i . g o r . r è r e s  :

Les  p roàn thocyan id i r r es  o l i gonè "es  son t  . dpu tdes  ê t re  I . es
p lus  dange reuses  pou r  l a  s t ab i l i t é  de  1a  b i è re  , La  conna i ssance

O de  l eu r  f o rma t i on  es t  donc  i n té ressèn te  cê r  en  ag i ssan t

à  d i ve rs  s tades  de  ce t t e  b i osyn thèse  on  peu t  espé re r  o r i en te r  l a
a

se lec t i on  ve rs  des  p roèn thocyan id i nes  no i . ns  dange reuses  pou r  t r a

s tab i l i t é  co I l o îda Ie ,

o
C'es t  1a  ra i son  pou r  l aque1 Ie  nous  àvons  rÉun i  en  Annexe  I

I es  p r i nc i pa les  hypo thèses  àc tue l l emen t  adm ises  c0nce rnèn t  I è

b iosyn thèse  des  p roèn rhocyan id i nes  o r i go "è res  (14  à  sz l .

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

- 14 -



a

o

o

o

o

o

o

o

o

a

o

CHAPITRE TT

S ; - I 'AE { ÏL ÏTE  COLLOIDALE  DE  LA  TT IERE

l : I - 1 .  Cons t i t uàn t s  du  t r oub le  âu  f r o i d Page  16

I I - e ,  I n f l uence  des  p t -oân thocyàn id i nes  su r  I a

fo rn ta t i on  des  t r oub les  àppê ra i ssan t  au

c  o  u r s  de  1a  c  onse r  ua  t  i  on  de  l a  b  i è re  F ' a  ç1c .  t ' l

I I - 3 .  E ta t  êc tue l  des  conna i ssances  sun  I e

r tÉcan i s r t e  de ' f o rma t i on  des  t noub les  Page  18

I I - 4 .  Êu t  du  t r ava i l Page  A3

o
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o

o

o

o

o

a

o

o

o

o

o

CHAPITRE I I

STAET IL ITE  COL I -O IDALE  DE  LA  E IERE

La  s tab i l i t é .  co l l o i da le  de  1a  b i è re  es t  sous  l a  ddpendance
d 'un  g rand  nombre  de  f ac teu rs  qu i  n ' ag i ssen t  pès  i so l énen t  e t  qu i
on t  éga le r ' t en t  une  i n f l uence  su r  Bes  qua l i t és  o rgano lep t i ques r  su r
sâ  co lo ra t i on  e t  su r  I a  f o rna l i on  de  J .a  f i ousse .  En  pè r t i cuL ie r  l a
des t ruc t i on  de  ce t t e  s tàb i l i t é  so i t  pà r  aba i ssenen t  de  l a  t empÉra tu re
so i t  èu  cou rs  du  v i e i l l i s semen t  condu i t  à  I ' appa r i t i on  d ,un  t r oub le .

I I - t .  Cons t i t uan t s  du  t r oub le  àu  f r o i d  ;

Le  t r oub re  êu  f r o i d  es t  oé r i n i  pè r  I ,Eu ropeen  B4ewery
conven t i on  conne  "  r e  t r oub le  qu i  se  f onne  à  0 : c  e t  qu i  se
red i ssou t  À  20 : c  n .

Les  po l yphéno l s  e t  I es  pep t i des  son t  cons idé rés  conne  l es
p r i nc i paux  cons t i t uàn t s  des  t r oub les  non -b io l og iques  pa r  su i t e
d ' àssoc ia t i on  pà r  l i a i sons  hyd rogènqs  en t re  I es  g r0upenen ts  phéno -
l i ques  d ' une  pa r t  e t  l es  ca rbony les  des  l i a i sons  pep t i d i ques ' d ,àu t re
pà r t .  Ces  c0ns t i t uèn t s  f o rmen t  des  so lu t i ons  co l l o i da les  en  équ i l i b re
i ns tab le .  I l  en  résu l t e  l ' appa r i t i on  d ' un  t r oub le  I o r sgu 'on  sou f i e t  f a
b iè re  à  I ' a c t i on  du  f r o i d  !  ce  t r oub le  d i spa ra î t  pà r  r e tou r  à  l a
t empéra tu re  o rd i na i r e ,

Pou r  r e tà rde r  I a  f o rma t i on  du

nen t  àpp l i qué  po r t e  su r  ses  p r i nc i paux

e t  l es  p roèn thocyan id i neE  (38 ) .

t r oub le  àu  f r o i d  I e  t r a i t e -

cons t i t uan t s ,  l es  pep t i des

o
On dég rade ,

des  enzy r . r es  p ro téo l y

en  géné ra1 ,  l es

t i ques  ou  on  l es

pep t i des  gênan ts
pnéc ip i t e  pà r  I e

pâ r  1 ' ac t  i  on

tan in  qa l l i que .

-1  6 -



o

o

o

o

o

o

o

o

Pour  aq i r  su r  r es  po l yphéno rs ,  on  emp lo ie  l a  po l yv i ny l -
py r ro l i done ,  l es ;  ny l ons ,  1a  casé ine ,  e t  r es  enzyËes  (  JB -42 r ,

L ' emp lo i  du  f o rma lOéhyOe

es t  i n t e rd i t  pa r  l a  p l upa r t  des  I

à  I ' empâ tage ,  t r ès  e f f i cèce ,

ég i sLa t i ons  (48 )

Réce rnnen t ,  I a  b rasse r i e  de  CARLSBERG (4g )

des  o rges  sans  F3  qu i  donnen t  des  b i ènes  beaucoup

â  sé lec t i onnÉ

p lus  s tab les ,

o

o

o

I I - 2 ,  I n f l uence  des  p roan thocyan id i nes  su r  I a
fo rna t i on  des  t noub les  appà ra i ssan t  au

couns  de  l a  conse rvà t i on  de  I a  b i è re  :

I ndépendemnen t  du  t i oub le  àu  f r o i d  c i t é  p rÉcédemmen t ,  un
au t re  phénomène  de  t r oub le  appana i t  l o r s .  de  1a  conse rvà t i on  de , s  b i è res
àu  bou t  de  que lques  mo i s .  I c i  enco re  l es  p roan thocyan id i nes  son t
supposées  j oue r  un  rô1e

un  noyen  s imp re  d ' é tud ie r  I e f f e t  d ,un  composé  su r  l a
f o rma t i on  d ' un  t r oub l . e  es t  de  1 ' a j ou te r  à  un  échan t i l l on  de  b i è re
e t  d ' y  mesu re r  I a  v i t esse  d ' appa r i t i on  de  ce  t r oub le  e t  son  i n tens i t é

\
pa r  r appo r t  à  une  b i è re  sans  a j ou t .  Ce t t e  déna rche  â  É té  u r i l . i sÉe
pou r  dénon t re r  l e  r ôLe  de  ce r t a i ns  poLyphénoLs  (g0 -5 .g )  e t  de
conp lexes  t ann ins -p ro ré i nes  i so l és  de  l a  b i è re  (41 ,  F4 ,  Fg ) .
Ha i s  dans  I a  p l upa r t ,  de  ces  t r avaux  1es  subs t , ances  n ,é ta i en t  pas

t rès  b i en  ca rèc té r i sdes  du  po in t  de  vue  ch in i que  e t  d ' àu t re  pà r t

l es  guèn t i t és  a j ou tées  é ta i en t  b i en  supé . i eu res  à  ce lLes  euE :  I , on
rencon t re  dans  l a  b i è re ;  pè r  exenp le  I a  (+ )  ca téch ine  a  É té  t es tée
è  zg  pp râ  (50 )  e r  à  100  ppn  (51  )  a ro r s  que  ra  concen t rê t i on  de
ce I I e - c i ,  éaab l i e  pa r  ch ronà tog raph ie  gàzeuse  $7 r r  sÊ  s i t ue  en t re
5  e t  I  PP r l r  ce l l e  de  I a  p rocyan id i ne  E t3  es t  compr i se  en t re  4  e I
20  PPm.  Les  * *pé " i ences  (37 ,58 ) ,  p l us  ré .en tes ,  rÉa l i sdes  en  t enên t
comp te  de  ces  .É r r l t a t s  f on t  r esso r t i r  r es  po in t s  su i vàn t s  :

J . es  po l yphéno l s  mononè res  I  ( + )  ca tÉch ine ,  ( - )  ép i ca téch ine  l ,
a j ou tés  dans  l a  b i è re  dans  des  p ropo r t i ons  de  g  à  tO  ppn  n ,on t  pas
d 'e f f e t  sens ib l e  su r  1a  v i t esse  d ' appa r i t i on  du  t r oub le .

o
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o

o

o

o

o

o

o

o

t ous  I es  po l yç rhéno l s  d imè res  ou  o l i gomères  p rou0quen l  une
èug r ' l en1 ,Ë t i on  du  t r oub le  ma i s  seu l s  l es  t r oub les  f o rnés  pè r  add i t i on

de  p roàn thocyàn id j . nes  son l  senb lab les  à  ceux  qu i  àppè r .a i sse .n t  dans

une  b iè re  no rna le .

l e  deg ré  de  po l ymér i sà l i on  e t  1a  s t r uc tu re  des  po t yphéno Is  j ouen t

un  rô te  cap i l a l  dans  La  f o rma t i on  des  l r oub les  :  i I s  àug r r t en te t ' t t
quand  on  passe  du  nononè re  àu  d i nè re  e t  au  t n i nè re  ca téch ique  e t

i l s  se  f o rmen t  p l us  rap idenen t  avec  1a  E t3  ( ca tÉch ine -ca te ' ch ine )

qu 'avec  1a  B4  ( ca tÉch ine -ép i ca rdch ine )  ( 5T r .

pa rêdoxa3 .emen t ,  l es  p roàn thocyan id i nes  qu i  son t  Od ià  des  t ann ins

ué r i t ab les  subs i s l en t  dans  I a  b i è re  f i n i e ,  ma i s  s i  on  l es  a j ou te

à  l a  b i è re  nê rne  en  f a i b l e  quàn t i t é  ( 1  à  4  ppn  pa r  exenp le  poup  l a

83 )  e I l es  accé1à ren t  1 ' appè r i t i on  du  t r oub le ,

Ces  obse rvâ t i ons  t enden t  à  ? ron t rep  que  ! . es  p récu . seu rs

l es  p l us  i t t po r l àn t s  du  t r oub le  dans  1a  b i è re  on t  un  po ids  n to l écu la i r e

noyen .  Ce  son t  l es  conc luE ions  àuxque lLes  a r r i ve  SOGAI IA  (58 -60 ) .

I I  i nd i que  en  e f f e t  que  g07 -  des  po l yphéno l s  de  l a  b i è re  on t  un  po ids

mo Iécu la i r e  conp r i s  en t re  500  e t  10000 .  Cependân t ,  quand  i l  p roce \de

à  un  f r ac t i oneËen t  p l us  pou==É ,  i I  t r ouue  un  po ids  moyen  qu i  se  s i t ue

ue rs  500 ,  ce  gu i  pou r ra i t  co r respond re  èux  d i nè res  e t  àux  t r i n t è reg

ca téch iques .  c ' es t  pou rquo i ,  à  1 ' heu re  ac tue l r e ,  on  a  t endance '  à

Èons idé re r  l es  p roan thocyèn id i nes  d i nà res  e t  t r i nà res  c .onme  l es

co l ' l posés  phéno l i ques  l es  p l us  i npo r tan tE  pou r  I a  f o rna t i on  des  t r oub les

non  b io l og iques  de  l a  b iÈ re .

I I - 3 ,  E ta t  àc tue l  des  conna i ssances

de  f o rma t i on  des  t r oub les  de

su r  l e  
" écan i sne

la  b i è re ,  !

o

o

Pour  r end re

p lus i eu rs  sché r tas  on t

c  o r . r posés  phén  o l  i ques

fo rna t i on  des  t r oub les  de  I a  b iË re

danE  l esque l s  i n t e ru i ennen t  I es
f r ac t i ons  p ro té i ques .

co f i p te  de  I a

é té  p roposés

e t  cen ta i nes

o
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J .T^J

L e  s c h é m a

G R A I I 9 H A [ J  e s l

l e  p l u s  1 a r .

r e p r e s e r r l e  c

Q eËF.. !n 1 r  eFr  a nd u

i - d e s s o  u s :

t

( 61 -64 )  dÛ  à

+ 
por

POLYI, {ER ES

o

o

o

EXES

I
cof,lPL

Io

P H E N O L S  S I I ' , | P L E S

yné r i sa t i on

PHENULISUES (  t ann i r r s )

+  "Ëa té r i e t  p ro té i que "  de  I a  b i ène

TAN} . I I  NS_P R  OTEINES

comb ina i sons

TROUETLE

Des  co r iPosés  phéno l i ques  se  t r ans fo r f i en t  l en temen t  dans  l a
b iène ,  t ou t  d ' abo rd  en  po l y r ' r è res  phéno l i . ques  de  bas  po idg ;  n to l écu la i r e
( t anno ides )  ( 65 )  pu i s  en  t ann ins  ,  I '  o xyda t i on  e t  l e  m i l i eu
j ouan t  un .  r ô Ie  ce r t a i nenen t  i npo r t ên t  t l ans  ce l  t e  p0 l ycondensà t  i on
spon tanée .  Les  po l ynè res  à i ns i  f o rmés  s ' assoc ien t  a l o r s  àux  p r , o té i nes

de  1a  b i è re  en t ra i nan t  1 ' èppà r i t i on  d ' une  phase  d i spe rsée  t ànn inE -
p ro lé i nes  don t  l a  so lub i t i t é  es t  p l us  f a i b l e  à  0 tC  qu ,à  t empérâ tu re
anb iàn te  e t  qu i  cons t i t ue  " I e  t r o r rb l e  àu  f r o i d " .  Lo rsque  l e  deg r .é
de  po l ymér i sa t i on  deE  tanno ides  s ' ècc ro i t  1a  réve rs i b i f i t é  du
phénomène  d im inue  t and i s  que  I a  quèn r i t é  oes  suL rs tances  i nso lub les

àugnen te  ce  qu i  5e  l r adu i t  pè r  I a  f o rma t i on  d ' un  t r oub le  pe rmànen t

1ànn ins -p ro lÉ ines .  Tou te f  o i s  seu le  une  pa r t i e  des  p ro té i nes  de  La  b i c l r e
senb le  pè r t i c i pe r  à  ce  p rocessus ,  i 1  s ' aq i t  de  "p ro té i nes  sens ib l es ' ,
qu i  en  s ' èssoc ian t  àux  t anno ides  donnen t  I i eu  à  l a  f o rna t i on  de
comp lexes  réve rs i b l es  l ann ins -p ro té i nes .  I I  s ' ag i t  u ra i semt r l ab lenen t
de  p rodu i l s  de  déq rada t i on  des  p ro té i nes  don t  l e  po ids  no lécu la i r . e
se  s i t ue  en tPe  10000  e t  20000 .

o

o

a

o

o

o

o

- 1  9 -



o

L e s  è u t e u r s  q u i . a d m e t t e n t  c e  s c h é m a  h y p o t h é t i q u e ,  à u à n c e n to un  ce r t a i n  nombre  d ' è rgumen ts  pou t '  Ten te r  c l e  1e  j us t i f  i e r .  pa r  exenpJ .e ,
i I s  pensen t  que  I a  f o rma t i on  des  t r oub les  ne  peu t  pês  ê t re  d i r ec temen t
i r ' r pu tàb le  à  des  l ann ins  p réex i s tan t s  ca r  I a  t eneu r  en  p r  o té i nes  de  I a
b iène  es t  su f f i san te  pou r  p rouoque r  l eu r  p réc ip i t a t i on .  D ,àu t re  pà r to-  
I ' o xyda t i on  j oue  un  rô1e  i npo r tan t  comne  l ' on t  non t ré  de . : s  expé r i ences
réa l i sées  àuec  de  I " t o ,  ( 66 ) .  Pou r tan t ,  ce t t e  t héon ie  ne  pe r f i e t  pàs
d 'exp l i que r  l es  r ésu l r a t s  . de  ce r t a i ns  t r avèux  récen t s ,  En  e f f e t ,
en  u l i l i san t  des  p rodu i t s  nà rqués ,  È1c  GUINESS e t  Co IL (62 )  on t  cons ta tét
que  n i  l a  ( - r ép i ca téch ine ,  n i  1a  (+ )  ca téch ine  a j ou tées  à  l a  b i à re
ne  se  po l y rné r i sa i en t  àu  cou rs  d ' une  consenua t i on  mÊne  p ro l onqée  de
1a  b iè re .  La  conc lus i on  l og ique  de  ces  obse rvê t i ons  se ra i t  que  I a

O  
po l yné r i sa t i on  deE  phéno l s  n ' es t  pès  un  p réa l . ab le  i nd i spensab le  à  l a
f o rma t i on  du  t r oub le .

c ' es t  ce  que  pensen l  ce r t a i ns  au teu rs  pou r  l esque rs

O  un  nconp lexe  p ré fonmé"  se rà i1  I e  p récu rseu r  l e  p l us  i npo r tan t  de
Ia  p réc ip iTà t i on  co1 lo i da le .  Le  rô1e  éven rue l  de  ce  conp le re
p réex i s tân t  n ' es t  pès  une  i dée  nouue l l e .  I r ès  1g64 ,  I . 1EREDITH e r
TKACHUK (64 )  ava ien t  mon l ré  qu ' un  co r t p l exe  t ànno -p ro tÉ ique  de  l , o r . ge

O subE is ta i t  r e l a t i uemen t  i nchangé  j usque  dans  I a  b i è re  f i n i e .  cHApON
(69>  éga lemen t  àvà i t  obse ruÉ  qu 'une  o rge  r ' r a l . t ée  dans  de  nauua i ses
cond i t i ons  donna i t  un  moû t  r i che  en  conb ina i sons  t ann ins -p fo té i nes
gu i  r enda ien t  I a  b i à re  pà r t i cu l i è remen t  àp te  à  f  o rmer  c l es  t r oub le r s .

a  C 'es t  pou rquo i  GARDNER e l  I ' l c  GUINESS ç t>  gn t  p ropo=é  un  au t re
schéna  qu i  senb le  t en i r  conp te  des  réEu l t à t s  p l us  récen t s :

o

o

a

o
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)

COI IPLEXES PHENOLIGUES T }REFORMES

POLYPHENOLS ACTIVES

COI ' , IPLEXES TANNINS_PROTEINES

TROUETI-E

O

ce  son t  des  po ryphéno rs  condensés  aé5à  ex i s tan t s  qu i  son t
l es  p r i nc i paux  responsab les  de  1a -  f o rna t i on  des  t r 0ub les  ma i s  i I s
ne  peuuen t  se  comb ine r  Èvec  l es  na t i è res  azo tées  c l e  l a  b i è re  qu ,ap rèsa
une  àc t i va t i on ,  p robab lemen t  une  oxyda t i on  i np l i quan t  l a  f o rn ta t i o r r
d ' une  qu in0ne .  ces  comp lexes  phéno l s -p ro té i nes  e t  ( ou )  Les  co f i p rexes
p rdex i s tan t s  s ' êssoc ien t  poun  f o rne r  en  queLque  so r t e  l a  base  du

O 
l r oub Ie ,  ce t t e  f o rma t i on  demandan t  ce r t è i nenen t  e l I e  auss i  une
ac t i vê t i on .  Ce  nécan i sme  d i f f è re  des  p rÉ .Éd .n t s  dans  1a  negu re
où  i 1  ne  f a i t  pas  i n te ruen i r  I a  po l ymér i sa t i on  des  phéno l s  dans
1a  b i è re  i  o r .  pJ .us i eu rs  à l - gunen ts  n i l i t en t  dans  ce  se . , ns ,

O  
En  e f f e t ,  s i  l e s  po l yphéno rs  donnen t ' l i eu  à  des  po l ymér i sa t i ons  ,
cec i  n ' imp l i que  pàs  l eu r  condensa t i on  spon tanée  dans  I a  b i è re .

o

o

a

o

o

a

I
T 

àc t i và r ion  (ex :  oxydêr ion )

I
J  +  marép ie t  p ro rÉ iqu .  de  I a  b i è re  ou  (e t )

V  co r ' r p l exes  t ann ins -p ro té i nes  p ré fonnÉs

I  "àc t i va t ion , ,e t  comb ina ison
Y
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on  peu t  en  e f f e t  r  og iquene r l  pe^se r  que  res  po  r yphén  o l s
l es  p rus  sens ib l es  à  I a  po l . ymér i sa t i on  on r  é té  ac t j . uds  e t  on r  r éag i
êu  cou rs  des  d i f f é ren tes  é tapes  du  b rassage ,  pà r . on=équen t  i l s  ne
peuven t  ê t r e  p résen t s  dans  1a  b i è re  f i n i e  qu ' en  t r ès  f a i b l e  quan t i t é .
DADrc  e1  I IEL .LEAU (77>  on t  d ' a i l l eu r s  r non rné  une  bonne  s tab i l i t é  de l s
phéno Is  s i np les  de  1a  b i ène  v i s -à -u i s  de  I a  po l ymén i sa l i on .  D ,àu r re
pè r t  cHAPoN è t  co l l  . e? )  on t  r appo r té  que  l , oxyda t i on  de  po l yphéno1s
dans  un  n i l i eu  con tenàn t  du  ma té r i . e I  pno té i que  p rovogue  l a  f o rma t i on
d 'une  p l us  g rande  quan t i t é  de  t r oub le  que  I ' ac l d i t i on  c l i r ec te  à  ce
même n i l i eu  de  quan t i t és  comparab les  de  po l yphéno l s  p réa lab lemen t
oxydés .  GARDNER e t  l ' l c  GUINESS (7g>  conc luen t  à  l a  su i r e  de  ce r re
obse rvâ t i on  que  1 ' oxyda t i on  des  po ryphéno rs  coHne  i n te rnéo ia i r es
àc t i f s  es t  peu t  ê t r e  p l us  i npo r tan te  gue  l eu r  p rop re  po l yné r i sa t j . on ,

Cependên t ,  i I  f au t

râppo r tés  i c i ,  ne  pe rne r  de

des  hypo thèses  p ropo rÉe= .

o
f ' l a rg ré  l es  nomhreux  t r av .àux  qu i  l u i  son t  i onsac rés ,  r e

t .
t ' l e càn i sne  de  1a  f o rna t i . on  des  t r oub les  n0n  b i o l og iques  de  1a  b i è re
es t  l o i n  d ' ê t r e  é l uc i od .  I 1  semb le  b i en  qu ' une  me i l l eu re  conp ré -

O  hens ion  de  ceLu i - c i  pàsse  nÉcessa i remen t  pê r  une  conna i ssance  p l us
appno fond ie  des  subs lànces  qu i  y  pè r t i c i pen t  e t  de  l eu r  éuo lu t i on
èu  cou rs  du  p rocéaé  de  f abn i ca t i on  de  l . a  b i à re .

o

o

O

o

a

o

o

o

o

o

b ien  peconna i t r e  qu ,aucun  des  a rgumen ts
t r anche r  en  f aveu r  de  l , une  ou  l r au t re

-?? -



I I - 4 .  [ t u t  d u  t r a v a i ]  i

on  remàrque  t ou t  au  l ong  de  ce t t e  r i se  êu  po in t  des
connà1ssànces  ac tue l l es  q t r e  1a  p l upa r t  des  êu leu rs  s ' acco rc l  en t  pou r

O  a t t r i bue r  aux  p roàn thocyan id i nes  un  rô1e  p réponc ré ran t  dans  l a
fo rma t i on  du  t r oub le  non  b i o l og ique  de  I a  b i è re ,  Dans  p l us i euns
essa i s ,  on  è  pu  r i on t re r  que  ces  p roan thocyan id i nes  n ,on t  pàs  t ou les
1a  nÊ rne  ac t i u i t é  dans  1a  f onna t i on  de  ce  t r oub re .  Ce r ta i nes  son t

a  beaucoup  p lus  f avo rab les  à  r a  f o rma t i on  c l e  co r i p l exes  v i s -à -u i s  des
p ro té i nes .  De  p l us  l es  r ésu l t a t s  n ' on t  pàs  t ou jou rs  une  ué r i t ab le
s i gn i f i cà l i on  dans  I a  mesu re  où  dans  l es  r éac t i ons  e tud iées  l es
conposÉs  en t ran t  en  i eu  ne  son t  pas  des  cons l j . t uan t s  de  t a  b i è re  ma i s

O  des  subs t snces  nodà1es .  Les  seu t s  co "posÉs  p0uv€n r  i n t e ruen i r  dans  re
phénomàne  son t  ceux  àpF ro r t és  pâ r  l , o rge  e t  éven tue l l enen t  pa r
1e  houb lon .  D 'au t re  pa r t  l es  guàn t i t és  u t i l i sées  dans  l es  a j ou t s  son t
l r oP  impo r tan tes .  En f i n  peu  de  t r êvêux  on t  é tÉ  consèc "És  à  t , éuo lu t i on

e  des  p roan thocyan id i nes  de  I , o rge  au  cou rs  du  p rocÉ . l é  oe  f ab r i ca t i on
de  l a  b i à re .  cec i  es t  dÛ  en  g rande  pà r t i e  i  un  nànque  de  noyens
àna l y t i ques  pe r r î e t1èn t  l eu r  i denT i f i ca t i on  e t  I eu r  dosaqe  rap ide ,

L ' ob jec t i f  de  no t re  t r ava i r  es t  d ,appon ren  une  c0n t r i bu t j . on
O l iv '  a  l a  conna i ssance  du  phénonÈne  de  f o rna t i on  du  t r oub le  à  l a  consen -

và t i on  en .  pà r t an t  de  1 ' hypo thÈse  d ' une  i n te reen t i on  des  p rocyan id i nes
e t  en  su i van t  en  pèn t i cu l i e r  l eu r  évo lu t i 0n  au  cou rs  de  I a  f ab r i ca t i on
de ,  1a  b i à re ,

'  
No t re  démarche  a  é tÉ  ra  su i van te  :

La  pnem iè re  pan t i e  de  no t re  é tude  a  é té  consàc rÉe  à  ra
m ise  àu  po in t  de  1 ' ana l yse  quan t i l a t i ve  des  p roan thocyan id i neso
dans  1 ' o rge ,  1e  ma1 t ,  1e  houb lon ,  l e  moû t  e t  I a  b i è re .  La  réa l i . sa -
t i on  de  ce t t e  é tuc *  a  posé  en  p ré " I ab le  I ' ob ten t i on  en  quèn t i t és
i npo r tèn tes  d ' dchan t i l l ons  de  F3  e t  84 .  Ap r .ès  avo i r  t en td  l a  uo j . e

a  
ex t rac t i ve  à  pa r t i r  de  I ' o rge  nous  èvons  É té  condu i t  à  me t t r e  àu
po in t  une  nÉ thode  de  syn thàse  de  ces  d i nè res  don t  l , exposÉ  fa i t
1 ' ob je t  du  chap i t r e  r r r .  Le  Èhap i t r e  r v  déc r j . t  quan t  à  l u i  r es  d i vens
essa i s  qu i  nous  on t  condu i t  à  l ' É rauona t i on  du  p ro toco l . e  aoop té .

o

o

o

o
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o

L a  s e c o r r d e  E à r t i e  d é c r i t  I ' é v o l u t i o n  c i e s  p r r l y p h é n o I s

m o n o m è r e s .  ( c a ' t é c h i n e ,  é p i c a t é c h i n e )  e t  d i r " è r e ç  ( F 3 ,  p r o c i e l t t i r n i c i i n e )

è u x  d i v e r . - e s  é t a p e s  d e  1 a  f a b r i c a t i o n  d e  l a  b i è r e  e l  d e  e à  c o n s e r v è l i o n

s u r  p J u s i . e u r s  n o i s  ( c h a p i t r e  V ) .

L a  @  c l e  n o e  i * e c h e r c h e s  a  p e r m i s  d ' é t a b l i r ,  à

p È r t i r  d e  s o l . u t i o n s  n o d è 1 e s ,  L ' é v o I u l j . o n  d e $ . 1 0 n o n È : r e s  e t  d i n è r e ço
cà téch iques  en  f  onc t i on  du  pH  e1  de  1a  t e r . r pé ra tu re  ( chap i t ne  V I  )  .

De  cec i  n0us  àvons  pu  éLuc ide r  Le  pou rquo  j .  dE+  l eu r  évo l  u t i on

respec t i ue  èu  cou rs  du  b rassage ,  De  nême  qu 'une  É tude  de  I ' oxyda t i on

e  
pè r  I a  po t yphéno loxydase  à  pe rm is  de  m ieux  i n te rp ré te r  l . es  r ésu l t a t s

obse rvés  àu  cou rs  de  1a  genm inà1 ion .  Ce t t e  pà r t i e  f a i t  1 ' ob je t  du

chap i t r e  V I I  .

O  Dans  @ d*  no î re  t nàva i l ( chap i t r e  U I I I ) ,

nous  àvons  reche rché  dans  l e  t r oub le  pe r f i ènen t  de  l . a  b i è re  l e>

d i f f é ren t s  cons t i t uan t s  p résen ' t s  dans  ce lu i - c i .  Naus  èvons  pu

mon t ré  qu ' i L  s ' ag i t  de  p ro té i nes ,  de  suc res  e1 ' de  po l yphéno l s .

a  Chacun  de  ces  cons t i t uan tE  a  f a i t  l ' ob j e t  d ' une  é tude  p l us  poussée .

La  compos i t i on  en  ac ides  an inéE  des  p ro té i nes  a  é té  é tab l i e  de  màme

,  que  l eu r  concen t ré t i on  respec t j . , ve .  Le  mêne  t r ava i l  a  é té  e f f ec tué

su r  I es  suc res  e t  l es  po l yphéno l s .  A  1a  su j . t e  r Je  ces  re ( su l t a t s ,  nous

O avons  en t rep r i s  l a  m i se  èu  po in t  du  dosage  des  comp lexes  t po l yphé -

no l sJ - t p ro té i nes  ou  suc res l  ( chap i l r e  IX ) .  L ' app t i ca t i on  de  ce

p ro toco le  a  pe rm is  de  su i vne  1 ' évo lu t i on  de  ces  Eubs tËnces  du ran t

1a  f ab r i ca t i on  de  l a  b i è re  e t  pendan t  sà  conse rvè t i on .

o

'l

o

a

I
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CI - {AP ITRE IT I

PR  OANTHOCYÊàNTDIT . {ES  E3  ET  Ë t4

o
OEITENTION ET  CARACTER TSATTON SPECTROSCOP ]QUE

l : ï I - 1 ,  Ex t rac r i on Page ,  ?6

I I I - 2 .  Syn rhèse  des  p roàn rhocyan id i nes

Er3  e t  B4  page  eB

I I ï - 3 .  Ca ràc té r i sa t i on  spec t roscop ique Pa c1r-: :5O

I I I - 3 ,  1  .  Spec t r  og raph ie  de  résonance

nagné t i que  nuc léa i r e  (RHN)  pagc .30

r r r - 3  '  P  .  spec tn  og rap f r i e  de  nasse  ( s t t )  page  g5

I ï I - 4 .  Pan t i e  expé r i nen ta l e [ ta gr:  41?

o

o

a

o

o

o

o

o

o
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a
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t
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O

CHAPITRE I IT
OH
I

J- -oH
( /'-\-Y
f  \  t l

O H

' * .ô " '

oH

m"-ô""fi''"'Ar*""çûY""$Ë

une  p ren iàne  èpp roche  nous
pa r t i r  de  1a  f a r i ne  d ,o rge ,

I ' o rgan ig rè î t f t e  c i - ap rès .  Les

essa i s  Eon t  l es  Eu iuan tes  :

O H

avons  u t i l i sé  l a  vo ie

se lon  1e  p ro toco l . e

conc lus i ons  que  I ' on  peu t

o

t

OH

d ihyd ro -2 .3  ( d i hyd roxy  phénv l - 3 .4 ) - ,  " o

tr ihydroxy-3,5,7 4H 1-L - lbenzoplrannes "dinÈres"

CeE coËpoEe lE  on t  é té  i den t i f i é s  dans  Les  ma t i è res  p rem iè res ,
o rge ,  houb lon ,  ma l t  ( 73176 )  e t  ca ràc té r i sés rap rÈs  ex t rac t i on  e t
pun i f  i ca t i on  r  pà r  l eu rE  spec t res  de  R l ïN lH  (Z3  r?Z -80 )  e t  r écennen t
de  RHN ' r3c  (B l  )

I I I - 1 .  Ex t rac t i on  :

O H

Ba

DanE

ex t rac t i ue  à

déc r i  t  dans

t i r e r  de  ces

comprex i t é  du  mé lange  po ryphéno l i que  ex t ra i t  qu i  ne  pe r f r e r
d ' ob ten i r  La  83  qu 'àvec  un  t r ès  f a i b l e  r endenen t :  r e  b i r an
g l . oba r  condu i t  à  0 ,3  g  de  po ryphéno l s  b ru t s  à  pa r t i r  de  1e00
d 'o rge .

l ongueu r  de  1 ' ex t rèc t i on .

d i f f i cu l t é  de  sépa rè r i on ,

Ce t t e  mé thode  que  nous  avons  dù  abandonne r  pou r  ces  ra i sons
nous  à  t ou te fo i s  pe rm is  d ' ob ten i r  un  p rem ien  échan t i l l on  de  B3
"nè lu re I l e "  e t  de  pouvo i r  e f f ec tue r  1a  co r - rpa ra i son  de  s t r uc tu re
àvec  I e  p rodu i t  r ésu l t an t  de  l a  syn rnèse .
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0 rqe  b royée

I
à v e c  m é l . a n g e

I
F i l t r a t i on

o

c

f

ORGAN IGR AI"J i '48

â g i t à t i o n

F i  I  t r a t  F l

acÉ t  one . / eau
(phase  po l yphéno l s )

E ren  zène . / acé t  one
(absence  de  po l yphéno l s )

Gâ teau  de  f i l t r è r i on  d f im ind
(absence  c l e  po l yphéno Is )

Phase  àqueuse
(phase  po l yphénoLs )

pà r  (NHq)2  SOo

a

a

o

a

a

F I

I
T

Add i r i on  de benzène

I
Re la rguàgÊ

ique  +  eèu

phéno l s )

an

l y

I
on

I
d

o rg

po

à t iEvap  o r

o

e

P h a s e

(  p h a s e

So lu t i on  èqueuse

Phase
(absence  de

a q u e u S e

p o l y p h é n o l s

du  sc l uan t

po l yphéno Is ,  [ : ?

â c e Î  0 n e

o

- ?7 -



o

F2

I
à n

o

a

o

0R GANI  GRAH| IE .  (  su  i  t  e  )

Ex t rèc t i on  p

Ex t ra i t  de  po l yphéno l s

1 ' a c é t a t e  d ' é t h y l e

I
Euapo rè t i on . {>  po l yphéno l s

Phase  àqueuse
(ab : ; ence  de  po t yphéno l s )

b ru t s  i r +>  Pu r i f i ca t i on  pa r  F IpLC

o

a

o

a

o

I I I - e ,  Syn thèse  des  ppoân thocyan id i nes  E r3  e t  F4 :

Nous  âuons  donc  eu  recou rs  à  I a  vo ie  syn t f r é t i que  à  pà r r i r
de  subs tànces  na tu reLLes  a i sénen t  àcceEs ib l es  (+ )d i hyd roquencé t i ne  1 ,
(+ ) ca téch ine  1 ,  ( - ) ép i ca téch ine  5 .  P lus i eu rs  r en rè t i ves  de .  syn rhèse
son t  déc r i t es  dans  l a  l i t t é " "4u " I .  E l l es  0n t  I , i n conuén ien t  de
condu i re  êuec  des  nendenen ts  méo ioc res  ôux  dén iuéE  décaacd t y l és
(1a r37  r73 rBe -B4 ) ,  d ' o i r  i l  e s t  t r ès  d i f f j . c l l e  d ,èccéde r  àux  p rodu i t ç .
hyd roxy tés  I i b res .

En  pà r t i cu l i e r ,  r a  vo ie  p roposée  pa r  Eas tmond  ( sz  r?s , ) ,
qu i  év i t e  f  i so l emenT  du  f l avane  d i o r -3  14  z ,  t r ès  i ns tab le  ( 83 )

n ' aua i t  condu i t ,  danE  res  cond i t i ons  u t i L iEées ,  eu ,à  z0z  de  ren -
de r l en t  en  p rodu i t  acé t y fd ,

iQ

a

o

- ?8 -



o

o

L e  r n o d e  o p é r a t o i r . e :

e r ç , é " i n e n t à 1 e )  s ' i n s p i r e  d e

o p t i n i s a t i o n  d e s  c o n d i t i o n s

r à T i v e  i 1  p e r n e l  d ' " c c é d e . ,

q u e  n 0 u s  p r o t l o s o n s  ( u o j r . p è r . t i e

c e l u i  d e  E a s t m o n d  m a i s ,  a p r . è s
( 8 5 )  e 1  u r i l i s a t i o n  d e  L a  H p L . C  p r é p a -

à v e c  u n  r e n d e m e n t  c l e  = t 0 2 ,  è u x  c o r l F . o s é s

! I  " t  
E4  ,  pu rs ,  d i r ec te r ' r en t  sous  f o rne  hyd roxy lée  r i b re .

OH

L 'ex l ens ion  du  pnocéoé  à  ra  syn lhèse  de , ' t r i nà res ' ,  du  g roupe  c  à
tou te fo i s  Échoud .

o

Na BHO

OH

3o
+4

!

3

a

o

a

o

o

o

o

A-

5

(+ )  ca  téch ine

( - )  é p i c a t é c h i n e

composé  I ' t r ans r l

composé  r r c i s t l

+

+

I

3

tl

Ba

----*-----+c1 (trirnère )

( t.r imère )

A n  o te r  que  I ' a t t aque  du  ca rbocê t i 0n  i n te r r , t éd ia i r e  su r  l a
pos i t i on -6  de  I a  ca téch ine  (ou  de  l , ép i ca téch ine , )  n . , è  pàs  é té
cons ta tée .

Pou r  l es  beso ins  de  f  i den t i f i ca t i on  spec tnoscop ique  (Rù , iN
e t  spec t rog raph ie ' de  mèsse )  nous  àvons  p répa "é  res  dd r i vds
d t { caacd t  y rds  c l es  d i nè res  t 13  e t  E t4  e t  l es  dé r i ués  tÉ t ramé thox  y l és
de  La  ca tdch ine  e r  de  l , ép i ca téch ine .

ô=F
J" 3"

.2L

t :

Ba

----*-* c2

Schéma I

- ?9 -



I I I - 3 ,  C a i . à c t e r i s a t i o n  s p e c t r 0 s c o p i q l r c ,  :

I I I - 3 .1 .  Résonènce  Ê îagné t i que  nuc lda i r e -  :

S p e c t r o s c o p i e  d e  R l ' { N  1 H  . i v e c  O d c o u p l a g e

La  spe t r l r oscop ie  de  RHN ' rH  è  é . t d  u t i l i sÉe  pou r .  cà râc té r i 15e r
O  l es  p r0àn thocyan id i nes  ex t ra i t es  de  p l an tes  (86 )  .  A i ns i ,  l e s

spec t res  de  R l ' tN  '  H  des  d i n tè res  83 ,  I i bne  (80 )  e r  acé t y té  ( g l  , g6 ) ,
e t  E t4  l i b re  ( 80 )  e1  acé t y ré  (80 )  on r  é td  i n re rp ré tÉs  (B0 r86 )  su r
1a  base  d ' une  i somér i e  con fo rmê t i onne l l e  I i ée  à  une  r0 tâ t i on

O empêch r i e  êu  n i veau  de  l a  l i a i son  c4 -cB ,  I es  6eux  con fo r rnà res  é t "n t
supposé t  p .ésen t s  à  I ' d t a t  nè tu re l  Q9 ) ,  De  f açon  à  con f i r ne r  t a
s t r uc tu re  de  nos  co r î posé t  de  syn thèEe ,  nous  èvons  cbmparÉ  l es
spec t res  de  R l4N  de  l eu rs  dÉ r i uÉs  décaacé t y Iés  èuec  ceux  de  La

'  b i b t i og r . aph ie .

-RHNaH du  d imè re  E r3  de l caacé t y té  ( f i q .  I ) .

F i gu re  I

- . 4  a g r a n d i s s e m e n t  d e  H ,  ( d d ) .  J 2 , 3  =  1 O , 3  H z  t  t r , 4  =  g , g  H z .

A,  découp lage de  HO,  A ,  découp lage de  Hr .

-  B  a g r a n d i s s e m e n t  d e  H ,  e t  H o  H 2 ( d )  J r , 3  =  t O , 3  H . z  i  H a  ( d )  J 3 , 4 = g , g  H z

B ,  e t  B ,  d é c o u p l a g e  d e  H ,  ;  ( d é c o u p l a g e s  i n c o m p l e t s ) .

-  c  agrand issement  de  Ho, " ,  H4, .  -  sys ' tème AB dû à  la  non équ ivarence

magnét ique des  pro tons  4 '  i

c  e t  c ,  :  c i é c o u p r a g e  d e  H r ,  - .  J o , â , a , e  =  1 6 , 5  H z  -  J 3 , r ,  
A r e  

=  5 , 5  H z

-30 -
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a

a

o

a

a

o

a

a

o

o

a

ce  spec t re  es l  en  accond  àuec  ce ru i  déc r i t  à  p "opos  du
co t t posé  na tu re l  ( 81 )  e t  I es  va leu rs  des  con$ t€n tÊ rs  de  coup laqe
con f i rmen t  l a  s t é réoch in i e  p roposée .  Pan  con l re  êucun  con fo rmère
n 'à  pu  Ê t re  déce Id ,  c0n t ra i r emen t  èux  i n te rp ré1ô t i ons  données ,  à
pê ' r t i r  du  Epec t re  de  R l ' {N  du  composé  t ( 3  hydnoxy lé  I i b re  (B0  rg6 )  .
A  no te r  que  dans  I e  càs  du  dé r i vé  acÉ ty rd  un  seu l  j . somère  se ra i t
p résen l  ( 86 ) ,

-R l , , lN  1H  du  d i nà re  t r 4  déca . . é t y rd  ( f  i g ,  I I )

F i gu re  I  I

a g r a n d i s s e m e n t  d e  H a  ( a a )  . 1 r , 3 = 1 O , O  H z  i  J 3 , 4 = 9 , 2  H z

découplage de FtO, .A, découplage de H,

-  B  ag rand i ssemen t  de  Hr ,  _  81  découp lage  de  H4 ,

-  C  a g r a n d i s s e m e n t  d e  H ,  e t  H o i  H 2 ( d )  , r , 3 = r 0  , 2  H z ;  H O ( d )

' 3 ,o  =  9 r2  Hz  -  C ,  découp lage  de  Ha  ;  C ,  découp lage  de  H ,

(  découp lages  i ncomp le t s  )

-  D  a g r a n d i s s e m e n t  d .  H 4 , ,  ( d d )  ,  J 4 , a , 4 , e  =  I g , 2  H z

J 3 ' a ,  
4 , a  

=  5 ' o  H z

D d é c o u p l a g e  d e  H 3 , " .  S u r  1 e  s p e c t r e  i n t é g r a 1  ,  H 4 , .  ( a )  J 4 , ^ ,  
4 r e  

=  ! g , Z  H z

J 3 ' u r  
4 r e  

=  o '

-4

l-

La  p résence  du  no r i f  ca téch ine  (F3 )

en t ra îne  une  d i f f é rence  s i gn i f i c s t i ve  en t re
d inè res  B3  e t  E r4  èu  n i veau  des  p ro tons  en  4 ,

ou  ép i ca téch ine  (84 )

I es  spec t res  des

Pan  con t re  l a  comprex i t é  du  mass i f  à  = , r , ??  ppmr  nême  ap rès
découp rage  (encad ré  B )  pou r ra i t  Ê t re  en  f aueu r  de  l a  p résence
d 'un  con fo rmère .
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a

o

o

o

a

o

a

o

o

a

O

- spec r re  de  R l ' iN  43  c  des  d imè re i s  t { : i  e r  t r 4  ( f  i q .  r r r )

Les  spec t res  de  43c  onT  é té  é tab rLs  su r  l es  c l i nènes  F3
e t  E4  l i b res  e t  ne  p résen ten t  aucune  d i f f é rence  s i gn i f i ca t i ve .
Les  a t t r i bu t i ons  p roposées  résu l t en t  de  l ' u t i l i sa t i on ,  su r  l a  base
de  l ' add i t i v i t é  des  dép ràce r , r en t s  ch im iques ,  des  i nc rémen ts  de  1a
b ib l i og raph ie  ( a7 r .  Le  spec r re  {3  c  du  c l i nè re  E3  décaace l r l l é ,
r écemn ten t  pub l i é ,  es t  dans  I ' enEe r rb re  con fo rme  à  nos  résu l t a t s .
une  d i f f é rence  no tàb1e  t ou le fo i s  :  l a  va reu r  de  scg , ,  r epé rée  pan
les  àu teu rs  c i t és  ( 81 )  dans  l e  mass i f  ( l 0B - l l 1  ppn )  des  ca rb ' nes
c r ,  c6  e t  cc ' e t  poun  l aque r re  nous  p roposons  une  va r . eu r  p rus
con fo rF re  àu  aéu r i ndage  s t t endu  du  f a i t  de  sà  subs t i t u t i on  pè r  r e
rés idu  ca téch ine  (5  184 .  t  )  .

F i gune  I I I

,u.d"' RMN l3c  de la  Bc

-34-



I I I - 3 . ? .  S p e c t r . Ê - ' s  d e  n à s s € f  :

l - es  spec t res  de  r ' I èsse  on t  é té  é tau l i s  pan  i on i sè t j . on
ch in i que  su r  l e r s  d i n tà res  F3 ,  F4  ( f i q .  va ,  f i g .  v r r a )  e r  à  t i r r e
co r . r pa ra t i . f  su r  1a  (+ )  ca réch ine  4  e t  I a  ( - )  ép i ca têch ine  5  ( .F i g .  IVa ,
f i g .V Ia ) .

I l s  Pe rme t l en t  essen l i e l l emen t  de  cà rèc té r i se r  I e  p i c
no lécu la i r e  ( l ' l +H ) *  ( eg l )  dans  l es  n rononè res  4  e t  g ,  p i c  que  ron
re tnouve  dans  res  d imànes  E t3  e r  E r4  à  co lé  d ,  un  p i c  à  7?0 ,  Aucun
f ragmen t  de  màsse  )  3?0  n ' àppana i l  e t  èucune  d i f f é rence  s i gn i f i -
ca t i ve  ne  pe r . r e t  de  cê ràc tÉ r i se r  1 ' un  ou  l ' au t re  des  d imè res  danE
les  cond i t i ons  u t i l i sées , .

Pa r  c  on t re  l a  spec t rog râph ie  pa r  impac  t  l ase r  LA l , { l , lA ,
u t i l i sée  en  i ons (+ )  e t  en  i on ( - )  condu i t  à  des  résuL ta t s  pa r t i cu -a  ^ . 2r i e remen t  i n t é resEan tE  pe rmer tan t  de  cè rëc té r i se r  imméo ia tenen t
l ' un  ou  I ' au t re  des  d i nè res .

Les  spec t res  en  i ons (+ )  de  I a  ca tdch ine  ( f i g .  IVb )  de

O 
t ' ép i ca téch ine  ( f i g ,  V Ib )  de  l a  f { 3  ( f i . g ,  Vb )  e r  de  t a  E r4  ( f i g .  V I ï b )
son t  r ep rÉsen tés  co l l pè rà t i vemen t  aux  sFec t res  de  Ëàsse  ob tenus
pè r  i on i sa t i on  ch in i que ,

Les  spec tnes  des  dÉ r i vés  t é t r amé thoxy lés  des  monomÈres  1  * t  E  ne

O son t  pàs  rep rÉsen tés ,  l eu r  f r agmen ta t i 0n  reF lo r t ée  ( su r t ou t  u i s i 5 l e
en  spec t romé t r i e  LA I ' t l " lA )  su r  1e  schéma  I I  con fo r t p  I e  mÉcan i sme
proposé ,

En  t enàn t  conp te  des  deux  n técan i snes  de  f r agmen ta t i on

a  b i en  connus  cè rac té r i s t i ques  des  f l auanes -3  o l  (BB)  nous  p ropgsons
Les  à l t r i bu t i ons  su i van tes  des  p i cs  p r i nc i paux  re l evÉs  !

o

o

o

a

o

o

o

o
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a

a
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a

o

o

o

1è re  uo ie  :  p i cE  à  n /2 .=  1e3 ,  139 ,  l gA ,  . 163 ,  ?71

oR oR

.\--"t 7\at* -o*
rto-6r'd\.V *olôf oJ-V 

- *"-.,^-.-{-,.ô"',7Vd).(Y"" *o-r5r'dl.q - '+ è({J- *- V*',.,.=*o q*
F=H :  rn z = 271 

- / / /  
R=cH, :m/z = 346 

oR

l . l*olâfo) ton.'(oH 1ftaon 
'

YY":ni , ,3J,6i  V:t" ,  : f* ,= H:n/z=,52
R = ù H ,  : m / z = l 9 t  

o f l  H - ' O H  
R = c H r : m / z = t 8 o

R=H :  m /z=139

E=cH3  :m /z= I6?  
|  - . a *

I 
-\o

I
toR

\./
schéma I  I  HJ \ -

f l  "  R=H:n /z - - r?3

pème uo ie  :  p i c  à  n / )= t65  (ce r te  vo i .e  i r rp r : ; r .  
" ; ï ' ' i ; ; ; en îa r  

ion
à t ,x  dépens  du  f lavène  rdsu l tàn r  d ,  une  déshydra ta t ion
préa  Iab  te .

n/z=272

zm/ z=328

l '
I
I
I

ÎR l '.
< .H 

"-ô"-  

|

) Ro:'At

schéna rïr  + VOR

O R

.{"-"**o 
l^l- 

tl-V -Hzo--,

Y9."
OR

R=H :  $. /2=29O

R=CHa :a/z=34g.

OR

Ar*;"\.V
)

R=H :  m /z=165

H = C H r :  m / z = 1 9 3

o
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a

L a  p r e m l e r e  v o t e  r ' e n d  c o r . . r p l e  d e s  p r i n c i p a u x  f r a g n e , n l s

r e l e v é s  d a n s  l e s  s p e c t n e s  e n  i o n s ( {  )  d e  1 a  c à t é c h i n e ,  d e

I ' é p i c a t é c h i n e  e t  d u  c l i n à r e  B 3  i  1 a  s e c o n c t e  v o i e  i m p l t q u e  l a

d é s t r y d r a l à l i o n  e n  f l a v è n e ,  e t l e  e s t  p r é f é r e n t i e l l . e  d a n s  l e  c a s

d u  d i m è n e  t t 4 .  C e c i  e s t  e n  a c c o n d  è v e c  I a  f a c i l i t é  d e  d é s h y d r a t a t i o n

d e  1 ' é p i c a t é c h i n e  c o r l p a r é e  à  c e l l e  d e  I a  c a r é c h i n e ( B ? )  .

0n  no te rà  qu ' en  spec t romé t r i e  LA i lHA ,  1e  p i c  mo Iécu la i r e

?91  ( l ' l +H )  de  4  e t  1n ' appa ra i t  pas  en  i on (+ ) ( f i q ,  U I I I ) .

La  f i gu re  IX  rassemb le  l es  spec t res  LA l l i {A  e r r  i on  ( - )  des

mon  onè res  4  eT  3  e t  d  u  d  i nè re  t r 4  .

F i q . IVa  :  cè téch ine  spec t re  de  rââsse  pâ r  i on i sa t i on  ch im ique .

à

a

o

a

o

o

F ig . IVb  !  cà téch ine  spec t re  de  r { àsse  pa r  i npac t  LASER (  j . ons (+ )  ) .

I r)o r:9

163

I
I

t . t '
I r-.o

I '

t ô o

o

o
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o

F ig  ' va  :  r r 3  spec t re  c l e  r i àss .e  pân  i on i sèT  i . on  ch in t i que .

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

F iq , vb  :  B3  spec l r e  de  Éasse  pà r  i npac t  LASER ( i ons (+ ) ) .

139
152

.3c'

F is

I ('O

l
I
I
I

I
l
J
I

\'-

o

,  V I A :  é p i c a t é c h i n e  s p e c t r e  r j e  n t a E s e  p à p  i o r r i s a l  i o n  c h i n i g u e .

F ig  'UTb  :  ép i ca téch ine  spec t re  de  nasse  pà r  i n t pac t  LASER ( i ons (+ )  )  ,

297

123 139 152

l ? ' )  1 A ( )  l * _ . 1 - ,

1 3 9
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o
F iq ' v I I a  r  E r4  sFec tne  de  màsse  pà r  i on i sa t i on  ch im ique .

o

o

o

a

o

o

a

o

o

o

o

F ig .V I I b  :  E r4  spec t re  de f i à s s e  p a r  i m p a c t  L A S E R  (  i  o n s ( + )  )  .

F ig .V I I I  : spec t re  LA l " lÈ , lA  ( i ons (+ )  )
de  I ' ép i ca téch ine  i i ,  des

de  f a  ca réch ine  4 ,
. d i nà res  t r 3  e t  F4 .

183

.'{
I

2 $ l

Lp
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a

Les  spec lnes  LA | ' t l ' i A  en  i ons  ( - )  (F i g  .  r x )  de  4 ,  . J  e r  de  ra
ca téch ine  ré t r amé thoxy lée  p résen1en l  r ous  I e  p i c  quàs ino lécu la i r e
( l ' l -H )  On  no le  éqa lemenT  1a  p résence  de  p i . c s  i n t enses  à  m /z=14g ,
150 r  151  don t  l es  i n t ens i t és  re l a t i ves  va r i en t  d ' un  spec t re  à  l , àu t re .
Le  p i c  m /z=757  peu r -â t re  ê r t r i bué  à  r , i on  (A -H ) -  i s su  d ,une
f ragnen ta t i on  se lon  un  nécan i sme  ré t ro  D ie I s -Ad Ie r  ( l è re  vo ie ,
schéna  I I  )  .

"L/ r',r)ry.'R=H I  (A -H ) -  , n / z=151
R=CHr :  (A -H ) -  rm /z= l7g

Le  f a i t  que  re  p i c  à  n / z= l i , l  n ' êppa ra i sse  pàs  dans  re
spec t re  en  i ons  néga t i f s  de  ra  E r4  se ra i t  en  f aveu r  de  ce
mécan i sme .  En  e f f e t ,  pou r  1a  84 ,  nous  aeons  mon t ré  p récédemmèn t
que  I a  f r agnen tâ t i on  su i va i t  de  f açon  p ré fé ren t i e l l e  l a  Zè r . r e  vo ie
( schéma  r r r )  gu i  exc rue  1a  s t r uc tu re  A .  De  nÊme ,  l , appa r i t i on  pou r
ra  ca téch ine  tÉ t rané thoxy lée  de  l ' i on  m /z= l?g  ( i on  (A -H ) -  àeec
R=CH. )  con fo r t e  ce t t e  hypo thèse  de  f r agmen ta t i on  en  i ons  néga t i f s .

En  conc lus i on ,  I a  né th -ode  r Je  syn thèse  n i se  eu  po in t  pe rne t
de  Po r te r  à  502  l e  r endemen t  en  d i nè res  83  e t  84  ob tenus  sous
Ia  f o rne  hyd roxy lée  pu re .  La  s t r uc tu re  a  é té  con f i r " é *  pa r  R i lN  1H

e t ^ rC .  La  spec t romé tn ie  pa r  i npac t  LASER pe rne t  une  d i f f é renc ia t i on
rap ide  des  deux  i somères  B3  e t  84 .

o
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o
F ig . r x  :  spec r res  de  màssÊ  pà r  i npac r  LASËR ( i ons ( - )  ) .

I

I{
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I
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I

l
J
t_ . .

o

o

catéc  h  i  ne
( !t-H )

2491 2 3

I
-f--r-l . -i-r-T--rî----fr]

; - t t  ) r ) ( - t  l 3 , J

1 6 5
1 7 7

I S-:r)

o
èpicatéch ine

1 6 5

( M - H )

289o

o

t27

164 catéch ine
I

I
tl
tl
llr
ill

l 4 . o
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té t raméthoxytée (M-H)
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I I I - 4 ,  [ ' a r ' t i e  e x p é r i m e n t a ] r :  :

Les  spec r res  de  R l , lNâH  e r  â r c  on t  é té  é ta [ : ] . i s  à  ?s0  HHz
(T l ' 1s  en  réçé rence  i n te rne )  su r  l , appa re i r  caméca (x ) .
- so1uàn1s  u t i l i Eés  :  CDCI ,  t 4F l )  ;  acé tone  -d .  { 4 rC )  .

Les  spec tnes  de  ûâèsse  on t  é té  r e i a l i sds  so i t  pè r  i on i sa t i on
ch im ique  (NH3)  su r  spec t rog raphe  Ryben  f i ag  R l0 -10 ( { . x ) ,  so i t  pè r
inpac t  LASER su r  LA l " , l f , lA  500  ( x -x . x . ) .

P répà rà t i on  des  p rocyan id i nes  E r3  e t  t r 4

t l ode  opd ra to j . r e  génÉra l  -  op t i n i sa t i on  c l es  pa ramè t res .

Le  p ro toco le  m is  àu  po in l  es t  l e  su i van t ,  don t  n0us
souL ignons  l es  pâ ' . à r ' r è tnes  op t i n i sés  pâ r  1a  t t é tnode  deE  p lans
d 'expé r i ence  (84 )  :

A  une  so lu t i on  de  l g  de

so i t  un  excès  de  7807 . )  dans  g0
d ihyd roque r . cé t i ne  t  ( g .Zg  nno les ,

m l .  d ' eau  po r t ée  à  ao?C  sous
ag i t à t i on r  oo  a j ou te  500ng  de  Na t rH {  pa r  pe t i t es  po r t i onEr  E t  } a i sse
15  n i nu tes  à  t :  anb ian te ,

Ap rès  re f r o i d i sse r {en t  à  - 10 ! c r  oo  a  j ou te  une  so lu t i on  de .
500  nç  de  ca réch ine  4  ( l  , 7?  n -no1es )  (  ou  d ' ép i ca téch ine  5 )  dans
5  n l  de  mé t r rano r .  on  ac id i f  i e ' pa r  3  m l  d ,HCr  à  szz , ,  Les  p rodu i r s
p r réno1 iquesson1ex1 ra i t s ; I , âcé . f f i o ' , uo Iuneà

vo lume) ,  Ap rès  séchage  e t  évapo rà t i on  sous  v i de  à  go : c  I e  r és i du
es t  r ep r i s  pa r  10  m l  d ' eau  e t  soun i s  à  une  sépa rà t i on  pàn
chnoma tog raph ie  I i qu ide  hèu te  pe r f o rnanEe  p répa rà t i ve ( t ^ f a te r s
Assoc ia tes  P rep  Lcg00A ,  co ronne  c1B ,  oéu i t  1s0  n r /m in r  so luan t
d ' éLu r i on=ac ide  acé t i que  à  t  oZ l  .

( x ' ) -  Se rv i ce  Conmun  d ,Ana l yse  R l , iN  (NANCY I ) .
( x ' x ' 1 -  cen t re  de  Reche rche  TEPRAL  chanp igneu l l es  - g4a50 .
( x ' x ' x ' ) -  senv i ce  d 'Ana l yse  con tmun  LA I ' j l ' , l A  de  1 ,Un i ve rs i t é  de  l , lETz ,

o
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La  f r acT ion  de  t r 3  ( ou  E r4 )  r écupe ree  es t  ex t ra i t e :
I acé ta te  r J ' é thy re  ( c f  c i - dessus )  j  l à  so . l . u t i . 0n  o rgèn ique  es t
concen t rée  à  g  m I ,  conge lée  e1  I yoph i l i sée ,

L ' i . den t i f i ca t i on  e1  l a  pu "e r ' é  des  p r . odu i r s  0n t  É td  d tab l i es
pà r '  ana l yse  cenTés ima le ,  spec î r0scop ie  uv  (Eg  \mé thano r  zB1nm,
L--zgro ;  84 qn,etnanor .  ÊB1nm , l=z:5?4> ,  specrroscf i l i :  de Rr , , rN . rH cres
p rodu  j . t s  Oéc "Ë? ty l és  e t  R l {N  

, l 3c  
des  pnodu i tE  hyd roxy lés  I i b res

( c f  .  F i g '  r ,  r r  e1  r r I ) r  spec t rogpàph ie  de  nasse  pàn  i on i sa t i on
ch im ique  e t  impac t  LàBe r ,

P répa ra t i on  des  d6 r i vés  oÉca " .É t y rds  des  d i nènes  Bg  e r  84 .

L ' acé t y l a t i on  à  É té  réa r i sÉe  à  0pË  àu  F royen  d ,un  excès
d 'anhydn i . de  acé t i q r re  dans  l e  n i n imum de  py r i d i ne ,  Ap rès  rep0s  e
heu res  à  t eamb ian te ,  1e  mÉIange  re i ac t i onne l  ve rsé  dans  l , eàu  es t
rep r i s  au  ch lo ru re  de  mÉt t r y l ène .  Ap rès  séchage  de ,  r a  couche
o rgan ique  e t  évapo ra t i on  s0us  v i de  l e  p rodu i t  es t  pu r i f iÉ ,  s i
beso in  es t )  pà r  ch roma tog raph ie  su r  co lonne  de  s i l i ce  àvec  é l u t i on
pa r  un  mé lange  ècé ta te  d ' é thy1e . / é the r  c l e  pé t ro l e  ( 4 / l  en  vo lune )  .

P répa ra t i on  des  dé r i ves  né t r r oxy lds  c te  l a
Ca téch ine  4  e t  de  l , ép i ca téch ine  g .

La  mé thoxy la t i on  a  é té  e f f ec tuée  au  noyen  du  d i azoné thane .
A  une  so lu t i on  de  d i azomé thane  (g1g )  dans  1 ,é the r  ( :S0  mL)

p répa rde  se ron  (90 )  on  à . i ou re  r . es  dé r i vÉs  (4  ou  E )  ( l  nno le )
d i ssous  dans  un  m in imu r , t  de  né tnano l .  0n  l a i sse  l a  r éac t i on  24  h
à  t l amb ian le ,  pu i s  r es  so f vèn t s  son t  évapo ré *  sous  p ress ion
rédu i t e  :  l e s  dé r i vés  mé tnoxy lÉs  son t  pu r i f i é s  pa r  HpLc  p répa ra t i ue
(  h l a tens  P rep  Lc500A)  sun  ge t  de  s i l i ce  en  é Iuan t  âvec  un  mé ! .ange
hexane -acé ta te  d ' é thy l e  ( 4 / l r ,
-Rendemen t  :  à  pa r t i r  de  4  g t y . r i  pa r t i r  de  S  ?0y . ,
-Ca téch ine  t é t r ané tnoxy fdJ  :  F  180?C
-Ep i ca téch ine  t é t r an té thoxy lée  :  F  tFe rC

o

o

io
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CHAPITRE TU

HET 'F IODE D 'ANALYSE DES POLYPHENOLS PAR

CHROHATOGRAPHTE L IQUTDE HAUTE PERFORT, IANCE

(HPLC)

IV -1 .  I n tnoduc t i on

IV -? .  Essa i s  p ré l im ina ines

.Page  43

Pag ta  47

o

IU -? .1 .  In te rac t ion  PVP- -Po Iyphéno ls  page  42

IV-e ,e .  In te rèc t ion

ny lon  66- -Po Iyphéno ls  page ,  4g

IV -3 .  l ' l ode  opé ra to i r e  adop té Page  50

o

o
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CHAPI ' IRE  IU

HETHODE D 'ANALYSE DES POLYPHENOLS PAR HPLC

IV -1 .  I n t r oduc t i on  :

Pou r  su i v re  l es  po l yphÉno Is  êu  couns  de . l a  f ab r i ca t i on
de  I a  b i è re  (de  1 ' o rge  à  l a  b i à re  f i n i e ) ,  ap rès  avo i r  m i s  âu  po in t
I a  né thode  de  syn thèse  e t  de  sépa rè l i on  en  p répè rà t i f  des  d i nè res

O de  l a  ca téch ine  e t  de  l - ' ép i ca téch ine ,  i l  nous  f a l l a i t  enco re
une  r+é thode  de  dosage  f i ab le ,  r ap ide  e t  pnéc i se .
Nous  p résen tons  dans  ce  gu i  su i t  un  récap i t u l a t i f  des  mé t r rodes
ex i s t  an tes  (  91  )  ;

C

AUTEURS )ETEClIONS QUALITATIVE QUANTITATIVE DUREE

HARTONG

DE CLERC( et  d l .

SÎONE et GRAY

OIIADES eÈ al.

HÂRRIS et RICKETTS

KLEBER et SCHMID

HAcFARLANE

HeCFARLANE et  a l .

STEINER eÈ STOCFTER

STEINER

BUDAY et  a l .

DE CLERCK et JERI}IANI
(urérhode EBC)

ÏADAV

DADIC et  a l .

DADIC

SOGAIJA

NG êÈ HOCEK

THÂ!-ACKER et al.

Tou tes  ces

rnéthodes sonÈ

du Èype

co1 or imécr i  qur

ou

sPec t ropho t  o -

méÈr i que

Dosage  des

polyphénols

totaux donc

aucune dis-

t i nc t i on  du

deg ré  de

.po \mÉr i sa -

t i on  n i  de

la  r épa r t i t i o r

en  f onc t i on  d t

l a  s t r uc tu re

E l l e s  s o n È

en  géné ra l

t  ou tes

quanÈ i t a -

t  i ves

Dosage

re l  a t  i ve -

bent

rap id  e

( l  heu re

environ

suivant

l a

prépara-

t  ion

d e

I  ' 6 chan -

t i l l on )

o
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^ t : i i ' F s n i r tcT to l i s  f  o : ' , r ,L t ' iA î tve  I  gur . r : ; : ;1 . -  t v1  |  ou ;

Lî i  e :  HacF^RL^I 'E

Sc l l v I n  c r  I I LEBEP

CFJLYSHAI''

vÂ:i cPnENEiiBROECIi

socA'fÂ

BELLEAU et DÂDIC

HecGUINESS

CR.ACEY et EARKER

DRAwERT at al.

VANCR^NENBROECK

VANCRANENBROECK eI
LONTIE

STEINER êt  STOCKER

SOGAIJA

EASTHOND

DADIC et BELLEAU

VANCRANENBROECK et
a l .

JERUHANIS

XIRBY et WHEELER

BELLEAU eE DÂDIC

tlacilURROUcH

H 6 t h o d e s  n i r

r l r r o n a t  o ; r a -

p l r i  e  su r

p a p i e r  a v e c

t ra i  t  e i l cn t

p r é a l a b l  e

pou r  sépa re r

l e s

=:::::::::::==

Chrona tog raph i  e

en phase

gezeuse

Chroma tog raph i

su r  co l onne

su i v i e  d  t une

chroma tographi

l i l u i d e  h a u t e

performance

dans  ce r t a i ns

c a s .

T r i  s  bonn r .
n[ ' ! i rod c pour
d é t c r m i n e r
avec  p r i ' c i  s i o r r
l a  r 6 p a r t i t i o r r
d e s  d i f f é r c n t s
po);rmèrcs et
l e u r  d e 6 r é  d e
pol  ymér i  sa -

t i o n .

;J;;;===
méthodes  son t
q u a l  i t a t  i v e s
e t  donnen t
une  bonne  r6 -
p a r t i t i o n  d e s
p i cs  su i van t
I e  deg rÉ  de
polyrnér isat  ion
e t  l e  t ype  de
l  i a i son

Exce l l en te

mé thod e

qua l i  ca t i ve

l o r s q u ' e l l c

esÈ  su i v i e  de

l a  s é p a r a t i o n

par.  HPLC

I  n c o n v ô n i  e n t
m , r  j  n i r r  de  l a
ch ro r i a t  o i : r a -
I , h i  t  su r
p a p i e r .
f l l e  n ' e s t  q u
s c n i - q u a n t i t a
t i v e  d a n s  l e
r n c i l l e u r  d e s
c â s -

E l  l c s  p c u v e n t
ô t r e .  g u a n t i t a -
t i v e s  n a i s  u n
rnauva i  s  coc f -
f i c i c n t  d e
v a r i a t i o n  d û
à  l a  s i l i l a -
t i o n  d e s
p r o d u i t s  d e
l ' é c h a n t i l l o n
( cv !  t 5à2o  z )

La  n f t hode

par HPLC peut

ê t r e  q u a n t  i t a -

t i v e  u r a i s  l e s

DF thodes  c iÈ€e

on t  un  mauva i s

c o e f f i c i c n t  d e

v a r i a È i o n

(  $  15  Z )  sau f

l a  nê thode  de

HaCHURROUGII (6(

s u t  l i o r g e  e t

le houblon

n  g6né ra l

a  d r r r é e

s t  F0TCnn€

e l l e

dépend  de

l a

s6pa ra t  i  en

i n i t i a l e .

J-"'-"'---=
I  

Le  Rr inc ina

I  
d é f a u t  d e s

I  
méthodes

J  
a é c r i t e s

s  e s t  l a

I  
ten te ' r  de

I 
Ia tnaninu-

I  
r a t i o n

|  
(n lus ieurs

I  heures)  qu i

) )  res t re in t

I l" ,,o"br"

I  
des  ana l lse

I  lo rs  de

I  techerches

|  "u r  
t 'é . ,o -

I  
l u t i o n  a e s

I  po lyph€no ls

=-

0n  remarque  donc  dans  ce t  à r senà l  de  mé thgdes  qu ,aucune
ne  pe rne t  une  sépa ra t i on  ênà l y t i que  râp ide  e t  p réc i se  c l es  monomères
e t  d i nè res  ca téch iques ,  cec i  nous  è  condu i t  à  n te t t r e  âù  po in t
une  mé thode  de  sÉpa rà t i on  pô r  HPLC.

o
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I V - 2 .  l ' { i s e  ô u  p o i r r t  d e r  l a  n t é t t r o t J e :

A pè r t i r  de  so lu t i . ons  é ta l ons  de  ca téch ine  e t  d ( " "  E rJ  nous
avons  rechenché  1e  me i l l eu r  F r0 toco Ie  pe r r i ï e t t èn t  l , ex tpàc t i on  des
po l yphéno l s  de  reu r  so lu t i on  €gueuse  e t  l eu r  dosaçe  u I t é r i eu r  de
façon  quan l i t è t i ue .  Deux  adso rban ts  0n t  é té  t es tés  :
- 1a  po l yv i ny l py r ro l i . done  (PvP)  so t . ub le  e r  i . nso lub le  ( e l l es  ne
d i f f è ren t  en t reË  e l r es  que  pa r  r a  masse  morécu ra i r e )
- l e  Ny lon  66 ,

De  même n0uE  aeons  é tua ié  d i ve rs  mé tànges  de  so l vàn t s  c l e
déso rp t i on ,

IU -2 ,  1  .  I n renac t i on  pVp -po l yFhéno Is :

Le  p ro toco re  déc r i t  en  A r rnexe  r r  pe r f i e t  de  f i on t re r  que
L 'adso rp t i on  des  po l yphéno Is  ( ca téch ine  e t  Bg ) ,  d ,abo rd  c ro i s ' c l r t e
a t t e i n t  une  l im i t e  ( c f  cou rbes  r  e t  r I ) ,  ce  conp0 r temen t  es t  d i f f é -
ren t  de  ce lu i  des  t ènno ïdes  gu i  passe  pâ r  un  nax imum (?e ) .

La  réac t  i v i t é  des  po ryphéno l s  de  f a i b re  deg ré  de  po r . ymér i -
sà t i 0n  appa ra i t  donc  d i f f é ren te  de  ce l r e  des  po I . ynà res  de  hau t
po ids  mo lécu ra i r e .  L ' adso rp t i on  es î  p l us  f o r t e  âu  n i ueau  de .  l a
PVP i . nso lubLe ,

L ' é tuc l e  de  ra  déso rp t i on  pÉ r  l e  né lange  acé tone  / eau  a
non t ré  gue  1es  I ' i a i sons  ca téch ine -PVP son t  ne t t enen t  mo ins  f o r t es
que  E r3 -PvP .  on  ne  déso rbe  que  t r ès  peu  de  E rB  pa r  r e  mérange
acé tone /eau  a l o r s  gue  1a  ca téch ine  es t  t o ta l . emen t  déso rbée .

NouE  avons  obse rvé  re  mêne  phénomène  en t re  r e  mononè re
( - )  ép i ca tdch inp  e r  l e  d imè re  84 .

La  désonp r i on  pê r  l a  N -ué t r r y l py r ro r i done  (gg )  es r  b i en
ne i l l eu re  Ha i s  l a  d i s t i l l a t i on  es t  d i f f i c i l e  e t  l ongue  (  u i de  de  l 0 - l
t o r r s  e t  p i èqe  à  l ' a zo te  l i qu i de ) .  ce  p ro toco le  ne  peu t  donc  Ê t re
re tenu  p0u r  une  mé th  ode  ana l  y t  i que .

o
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Z de  Catéch ine  adsorbée  sur  PVP 'Co u rb  c+  I

Co  u rbe  I  I
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-PVP  so lub le
- - -PVP  i nso lub le
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expé r i nen* " t i î r ï  t r ouven t  en  Annexe  I I  Paqe  104

o



o

o

o

a

o

o

o

o

o

IV -? .2 .  I n te ràc r i on  Ny lon  66 -po l yphéno l s  :

Dans  Le  t ab leau  I I  qu i  su i t  nous  àvons  
"éun i  

t ous  l es  r dsu l -
1è t s  de  nos  é tudes  sun  l es  d i ve rses  opé rà t i ons  ap rès  op r i n i sa t i on ,

o

] : 0 t " " ,  
I I  :  Résu l t a t s  de  l . ' i n renac t i on  Ny lon  66 -poLyphéno l s

(en  ng / I i t ne )

t, cÂgEcHIlrÊ 3r EPICI\TECITIITE

Solutl-os

ETÆON 44 c8 1?5 Eg 28 
"S

106 ag

lprès

lilaorption o o o o

Âprès

Déso4rtlon 4l log 125 EE 29 Ds 1O9 ug

Àprès

Erbactlon 45 ns 129 ry 5o Es 11O ng

a
Le  cho i x  du  ny lon  comr r re  adso rban t  e t  du  mé lange  ècé tone /

eàu  (7= - t / ?3 )  ( c f  :  Annexe  I I I  )  comf i e  é l uan t  condu i t  à  une  adso rp t  i on
to t - r e  d " s  po l yphéno l r  su r  r .  ny l on  su i v i e  d ,une  ex f f i

O  
p . r r  , l e  so l van t .  Ce  son t  donc  l es  cond i t i ons  que  nous  auons  re tenues
dans  1e  node  opé ra to i r e  adop té  c i - ap rès

-4?-



o

Sur  1a  ma t i à re  so l i . de

t
En  so l . r r t i on

t
o

IV - . i  .  l ' ' l ode  opé ra  t  o i ne  adop t+ i  :

a d s o r p t i o n  d e E  p o l y p h é n o l s  B r o y a g e  t r è s  f i n  d e  L a  m a t i à r e

su r  ny l on  6o sur  mo u I in  t (ULFIËpr- l , l IAG DI_FU

\r
\ ,

déso rp t i on  des  po l yphéno ts  pa r  l e
mé l . anqe  acé tone /ea  u  (73 /?31

-éuapo rà t i on  de  l , acé tone
'ex t rêc t i on  pà r  1 ' acé tà te  d ,é thy l e

de  l a  phase  àqueuse
- rep r i se  du  - r és i c t u  pà r  Le  mé t tano l

e î  a j ou t  d ,une  mâme quan t i t é  d ,eau

ana l yse  en  ch rona tog ràph ie  l i qu i de

hau te  pe r f o r r { ènce  (HPLC)

La  né thode  es t  
" dO igée  

su i van t  l es  n0 r f i es  AFNOR (uo i r

ànnexe  IT  )  .

Ce t t e  mé thode  d ' ànô3 .yse  qua l i t a t i ve  e t  quan t i t è t i ue  peu t
ê t re ' exécu tde  en  60  m inu tes  àvec  un  coe f f i c i en t  de  va r i a t i on  t r ' è s
accep tabLe ,  Ce . -  r ésu r t a t  es t  ob tenu  g râce  à  l ,  op t i r . r i sa t i on  r i l e
1 ' ' adso rp r i on  pà r  l e  Ny lon  66  e t  à  l ' é l u t i on  nap ide  pà r  r e  mÉr6nge
acé tone . / eau ,

o

o

a

o

o

o

o

o

o

o
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CHAPITRE V

EVOLUTIO} . I  DES  POLYPHENOLS AU COURS DE

LA FAFTRICATTON DE LA  ETERE

V- l .  Evo lu t i on  àu  cou rs  du  maL tage  : P a g e  = ? .

V-2 .  Evo lu t i on  àu  cou rs  du  bnassage  e t  de

Ia  conse rva t j . on  :  Page  55

V-3 .  D i scuss ion  : Paç ;e  $?

a

O

Lo

o

i O
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CHAPITRE U

EVOLUTION DES POLYPHENOLS AU COURS DE

LA FABRICAT ION DE LA  B IERE

V- l .  Evo lu t i on  au  cou rs  du  na l t age

L 'é tude  a  po r t é  su r  t r o i s  o rges  TGERFEL  6  ràngs  d ,h i ve r
(6RH) '  CARTNA ?  ràngs  de  p r i n remps  (eRp ) ,  soNrA  ?  rèngs  d ,h i ve r
(?RH) t ,  Nous  avons  su i v i  1 ' évo lu t i on  de  I a  ca téch ine  ( cou rbe  I I I )
e t  de  1a  E t3  ( cou rbe  I u )  du  l e r  j ou r  au  6ème  j ou r  de  ge rm inâ t i on .

La  ca téch ine  sub i t  une  dég rada t i on

au  Te rme  de  6  j ou rs  de  ge rm ina t i on .  De  p l us

man i f es te  dès  1e  p rem ie r  j ou r .

i npo r t àn re  de  40  à  70 ' l

ce t t e  dég rada t i on  se

o

a

o

Par  con t re ,  on  cons ta ïe  que  l a  t eneu r  en  83  se  s tab i l i se
èu  bou t  d ' un  l emps  ua r i ab le  se lon  1 ' o r çe  cons idé rée .À  une  ua le ru r
qu i  deneu re  ensu i t e  p rà t i quemen t  cons tàn te  àu  cou rs  du  na l t age .
A ins i  s i  ce  p l a teau  es t  à t t e i n t  dès  1e  p ren ie ' r  j ou r  avec - l a  va r i é td
son ia ,  i t  ne  1 ' es t  qu ' àu  bou t  du  Jène  ou  4ène  j ou r  r espec t i vemen t
pou r  l es  va r i é tés  Ca r i na  e t  Ge rbe l .

Pou r  exp l i que r  ces  va r i a t i o r i s  de  compor temen t  en t re  I a
ca téch ine  e t  son  "d i nè re "  t r 3  0n  peu t  éme t t r e  l , hypo thàse  d ,une
d i f  f  é rence  de  sens ib i l i t é  à  1 ' oxydè t i on  de  ces  deux  co . . r posés ,  1a
ca téch ine  é tan t  p l us  sens ib l e  que  l a  f { 3 .

De  f açon  à  vé r i f i e r  ce t t e  hypg thèse  nous  èvons  É tuU iÉ ,  en
so lu t i on  modè Ie ,  l a  v i t esse  d ' 0xydâ t i on  de  l a  ca téch ine  e t  de  La
Er3  pa r  l a  po ryphéno loxydase  (PPo ) ( c f  r  chap i t r e  v r r ) .

o

o

o
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o

o

o

o

o

o

o

o

V-? ,  Evo lu t i on  au  cou rs  du  b rassage  e t  de  l a  conse rua t i on  :

o
Les  résu r l à t s  qu i  su i ven t  e t  L ' ana l yse  qu i  en  décou le  on t

é té  é tab l i s  su r  des  b rass ins  p i l o t es  ( r , r a l t s  L IX  81  e t  hou t r l onnage

pà r  ex t rà i t  de  houb lon ) .  I 1  es t  à  no te r  que  I ' ex t r a i t  de  houb lon

a  ne  con l i en t  que  t r ès  peu  de  po l yphÉno l s  ( c f :Annexe  M ,

Les  Teneu rs  en  pp t ' T  des  so lu t i ons  on t  é té  r " " * ^ée r  à  l a  d i l u t i on

f i na le ,  c ' es t  à  O i re  que  l es  va leu rs  se  t r ouvân t  dans  l es

1êb Ieèux  son t  conpa rab les  en t re  e l l es .

a

o
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o

. o rqe  e t  nà11  ( c f  :  c j . - deEsus )

? ,  déuu  t  enpâ  rège

S ,pa l i e r  50?C  ( f i n  pa l i e r )

4 ,pa l i e r  63?C  ( f i n  pa l i e r ' )

S .pa I i e r  75 :C  ( f i n  pa l i e r )  9

6 .p rem ien  hou i l l . on  Ë
ti

7 .débu t  éuu t l i t i on

8 . f i n  éuu t l i t i on

9 .p rem ie r  j ou r  de  f e rmen ta t i on

I  u  .  s t  x i eme  j  o  u r  de  f e rmen  t a t i  on
11 . f i n  ga rde

o

o

a

En

I

o

o

a

d e

p - - -p

P  - - -P

+- - -+

x.---x-

o - - - o

x - - - x

5 - - - g

o rd  onnée

P l . a i sanT  C

P la i sàn ' t  E

l'len u e t

BÉa t r i ce

Car i na

Son ia  1

Son ia  e

T r i umph

CIa re t

Su r  l eE  cou rbes  en  absc i sse  nous
Z  à  t q  avec  :

1? ,  embou  t e i l l r rÇe

13 ,un  mo i s  ap rès  enbou te i l l age

14 .s i x  mo i s  ap rès  enbou te i l l . r qe

à v o n E  I e s  p . é t à u e , ' r e n t s .

Ë o u r ' b e  d ' u n  b r a s s i n

nous  àuons  l es  t eneu rs  en  Fp i l  àuec  i
( 6RH)

(6RF t )

(ERP}

(ERP)

(ERP)

(2RH)

(ERH)

(?RP)

(2RP)o

o

o

o

NEI  l  0n  t r ouvËrà  en  ànnexe  r r r  Les  dÉ ta i l s  du  p "o .éoé  de  f ab r i ca t i on
de  I a  b i è re  en  p i r o te ,  l es  t ab leèux  e t  cou rbes  qu i .  en  résu r -
t en t  e t  qu i  ne  f i gu ren l  pès  i c i  pou r  p l u=  de  c ta r t é .

/  e i iT ia t - ion

f\
I tr a

/ )

o
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Courbe  IX  :

5E

E v o I u l i  o n  p r o d e l p h i n i d i n e

é p i c a r é c h i n e  :

,  8 3 r  c à t é c h i n e  e t

: It3

:  P rode lph in i d i ne

:  Ca tÉch ine

:  Ep i ca téch ine

?
CL

-o 49

gl
J
o
frs6
-
TL

J

R24

o
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s  6  7  I  I  l s t l t ?  13 t4
PRELEVE}IENTS

EVOLUTION SUR MBLT SONIFI 1
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o
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O

o

o

o

o

o

V - 3 .  D i s c u E E i o n  I

U-3 .1  .  P rode lph  j . n i d i ne  e r  t r : j  !

Dans  l es  de r r x  ca : i ,  l ' é vo lu t i on  es t  s im i l a i r e .  0n  cons tà te

d ' abo rd  une  c ro i ssènce  ne t t e  pendan t  Le  b rassage  t èn t  que  re
ma l t  es t  en  con tàc t  àvec  1 ' eau  pâ r  su i t e  de  l a  so lub i l i sa t i on

des  deux  d imè res ,  ceux -c i  ne  son r  pâs  ex t ra i t s  à  100  i t , ,
L ' anà l yse  du  rés i du  (  " d rèches " ) ,  r ' é cupé ré  ap rès  cen t r i f  uga t  j . on

du  l i qu i de  pendan t  I e  p ré tàvemen t  à  ?JJgnon t re  gue  yex t rac î i on

des  d imè res  es t  en  pa r t i e  i ncomp tè te  :  on  re t r ouue  b i en  l a  quan t i t é
de  p rodu i t  mànquan t  avec  t ou te fo i s  une  f a i b l e  d i spa r i t i on  de
po l yphéno l s .

Pu i s  à  pa r t i r  de  1a  f i l t nè t i on  ( f i a i s che )  1a  dÉc ro i ssance
appa ra i t  e t  Ee  pou rsu i t  de  f agon  

"équ I i è re  . j usqu ,à  f i n  éUu f t i r i on ,
cec i  é tan t  dû  en  pà r t i e  à  f  i n s tab i t i t é  des  deux  d imè res  v iE  à  u i s
de  1a  t enpé rà tu re  e t  du  pH ,  En  e f f e t  0n  r . î on t re rà  c l ans  1e  chap i t r e
su i van t  consac ré  à  1 ' évo lu t i on  de  1a  E r3  en  so lu t i on  modèLe  que  I a
t r àns fo rma t j . on  des  d i f i è res  en  cyàn id i ne  e t  en  ca téch ine  a  l i eu
à  pH  ac ide  pou r  unÊ  re f i péna tu re  de  B0 l c  pendan t  t g0  m inu tes
(cuve  f i l t r e  pendan t  1e  b rassaqe )ou  à  éu r f l i t i on  pendan t  g0  n i nu tes
(chaud iè re  à  houb lonne r ) .  L . ' i n s tab i l i t é  es t  r t o i ns  f  o r tÉ  en t re  0?C
e t  ?0  I  C  ma i s  ex i s t e  t ou jou r$ .

o

o

o

o
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e

a

U-3 .  e .  Ca tech ine  :

L ' évo lu t i on  de  I a  ca téch ine  es t  i den t  i que  à  ce l l e  des

d inà res  I o rE  du  b rassage ,  àvec  t ou te fo i s  une  ne i l l eu re  d i sso lu t i on

du  p rodu i l  dans  I ' ea  u  .

Pa r  c0n t re  1 ' ex t rôc t i on  deu ien t  supÉr i eu re  à  tO0  Z  ap rès

f  i l t r a t i on ,  i I  y  è  donc  eu  f  o r r ' r a t i on  de  ca t6ch ine .  En  e f f e t  1 'É t t , de

en  so lu t i on  modè Ie  ( c f  chap i t r e  V I )  mon t re  que  l a  p ropo r t i on  de  d i nà re

qu i  r éag i t  f o rme  b ien rpè r  chau f f age  en  n i l i eu  ac i de  à  f  )  B0?Cr

Ia  quên l i tÉ  de  mononè re  en  excés .  Cec i  con f i r ne  b i en  1 ' augmen ta î i on

de  t a  ca lÉch ine  àu  cou rs  de  I a  f i l t r a t i on  de  l e  n ta i sche  ( t r o i s

heu res  à  80  Êc  )  .

V -3 .3 .  Ep i ca téch ine  :

L ' appê r i t i on  de  1 ' ép i ca téch ine  à  pa r t i r  de  I a  f i l t r a t i on
( r . r a i sche )  ne  peu t  Ê t re  due  È  sà  d i sso lu t i on  cè r  e l I e  n ,es t  pas

p résen te  dans  l a  me t i è re  p rem iè re  {na I t  eT  houb lon  en  ex t ra i t )  0u

tnop  f a i b l enen t ,  Pa r  c0n t re  on  mon t rë r . a  dans  l . a  su i t e  que  son

âppà r i t i on  es t  ob tenue  pà r  chau f f aqe  en  m i l i eu  ac ide  de  I a  cà té -

ch ine  gu i  f o rne  de  1 ' ép i ca tdch ine  ( ;  éuu f l i t i on  seu lenen t  ) .  Son

évo tuT ion  u I t é r i eu re  su i t  ce l I e  des  po l yphéno Is  ( déc ro i ssance  l en te

àu  cou rs  du  t enps ) .

o

a

o

o

i'

o

o
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CHAPITRE V I

E :T 'UDE EN SOLUTIONS | -TODELES DE LA

CATECHTNE,  EP ICATECHINE ET  B3

$OUÈ, I ISES  AUX CONDIT ]ONS DU ERASSAGE

VI -1 .  Réac t i on  Ua téch ine -Ep i ca téch ine  Page  69

V I -e .  Réac t i on  E r3 -Ca téch ine Page  6 {>
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CHAPITRE U I

ETUDE ËN SOLUTINNS F1TJDELES DE LA

CATECHINE,  ËP ICATECHINE ET  E (3

SOU} ' l ISES AUX CONDIT IONS DIJ  ETRASSAGE

De façon  à  m ieux  conna i t r e  1 'Évo lu t i on  de  ces  po t yphéno l s
èu  c0u rs  du  b rass in  nous_àvons  é tuO ié  l eu r  éuo l . u t i on  en  f onc t i  on
du  pH  e t  des  cond i t i ons  de  b rassage  ( t empéra tu re  e t  du rée ) .
- 80  ?C  pendan t  1  B0  m in  u tes  (  cuve  f i l  t r e )  .
- énu l t i t i on  pendan t  80  m inu tes  ( chaud iè re  à  houb lonne r ) .

Le  pH  des  so lu t i ons  es t  ob tenu  pàn  l e r  n té l ange  àddqua t  de
so lu t i onE  tà r i p0ns  phospha te  c i t r s t e  0 ,1 } ' i  à  aoe  c ,  Les  méranges
é ta l ons  r l e  p0 t yphéno l s  s0n t  à  une  c0ncen t r . à t i 0n  de  1  00  pp r ' r ,

V I - l .  Réac t i on  Ca téch ine -Ep i ca téch ine  :

L ' a  ugmen tè t i on  de  l a  - t enpé râ tu re  f avo r i se  1a  réac t i on  de
t rans fonnâ t i on  à  pH  f i xe  ( compare r  cou rbes  X -X I  e t  x I I -X I I I  gu i
su i ven t )  '  La  v i l esEe  de  I a  t nans fon . l a t i on  Êa téch ine -Ep i ca téch ine

d im inue  f o r t e f i en t  I 0 rEque  I ' on  aba i sse  re  pH  e t  dev ien t  t r ès
l en te  p0un  des  pH  vo i s i nsde  4 ,  Cec i  exp l i que  e r r  pà r t i e  1a  f a i b l e
quàn t i t é  d ' ép i ca tech ine  dans  1e  r ' r oû t  ap rès  énu t l i t i on  ( cou rbes

X  à  X I I I ) .
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V I - 2 ,  R é a c t i o n  t r . 1 - C a t é c h i n e  ;

La  t r àns f  o r , ' r ê1 i  on  de  l a  t t 3  es l  p l  us  r . ap ide  ;  1 ,é t r u l l i  t  i on
803c  ma i s  l es  p rodu j . t s  r é=u l t an t s  de  1a  réac t i on  son l  d i f f é ren t s
( compère r  l es  ch ro r ' 1à log rêmr les  I I  e t I I I ) .  0n  cons tà te  en  e f f e t  que

réac t i on  à  80Qc  f ou rn i t  deux  p i cs  qu i  n ,appa ra i ssen l  pès  à  t o ,o : c .
La  f o rma t i on  de  Ca téch ine  a  b i en  l i eu  dans  l es  deux  cond i t i ons  de

qu 'à

l a

dev ra i t  f ou rn i r  une  mo le  de  ca téch ine  pou r  une  mo le  de  E r3 .
p résence  de  ca téch ine  a  b . i en  É té  cons là tée  na i s  l a  quàn t i t é

l e r ' l pé ra tu re  na i s  1a  réac t i on  du  Type :

I on  F lauane -3 -o I

'-----'-->- 
oH
o+H_/-

Procyan id i ne  d j . nè re Ca  t  éch  i ne

Or  I a

es t  ne t remen t  i n f é r i eu re  À  l a  t héo r i e  ( c f  t ab leaux  r r r  e t  I v
cou rbe  x I v ) .  r l  sembLe ra i t  que  1a  ca téch ine  qu i  r l ev ra i t

f  o r  n tée

e t

àppà ra i t r e  se  t r àns fo rme  i nméOia tenen t  dans  un  àu t7 ,e  équ i l i b re
qu i  n ' es t  pàs  ce lu i  vu  p "é .éden "en t  câp  i r  n , y  à  pêg  d ,ép i ca téch ine
dans  l es  r t é l " nges  ap rès  réac t i on .

On  no te rô  enco re  que  du ran t  1 ' éUu f l i t i on  l a  dég rada t i on
de  I a  E t3  es r  p rus  i npo r tan re  à  pH  6  qu ,À  pH  s . l  e r  dev ien r  f  â i b re
pou r  un  pH  4 .1  comHe  l . e  f i on t re  l es  ch rona tog rànmes  I I r  e t  r v .

Ces  d i f f é ren t s  e f f e t s  exp l i quen t  I a  d i spa r i t i on  de  I a  E rg
àu  cou rs  des  É tapes  de  f i l t r a t i on  e t  de  houb lonnàge  e t  l a  f a i b l e
quan t i t é  de  ca téch ine  f  o rmÉe .  Le  ca l cu I  r . l on t l . e  que  I a  r e l a t i on  en t re
E t3  d i spa rue  e t  Ca téch ine  f o rnée  pendan t  1e  b rèssàge  eE , t  i den t i que
à  t ' équ i t i b re  en  so ru t i on  mocè re  êu  mêne  pH  que  re  moô t .

a

o

o

OH OH

o
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Courbe  X  :

5A

E v o l u t i o n  d e  l a

1 'éuu l l i r i on  en

C a t É . r c h  i n e  p e n d  a n  t

f o n c t i o n  d u  p H .

1 g
yl
rd
:l
g.

Ëss
|,|
H
Él

:tr
&za

o

t g

g

1 A  E B
TB{Ps EN TÉ.I

Evo l  u t  i on  de  I a  Ca  t éch ine

80 :C  en  f onc t i on  du  pH .

è

I

a

a

Courbe  X I  :

tæ

8B

6g 6,8

4 A

u
L,
f,

, o a
G,
o-
(,l
l-l
EI

x,
(L
À

go

o
?a

80
T8lPS

t ?a
EN TlN

pH6

pH 5,2

a
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Courbe  X I I  : Evo lu t i on  de

r ' ébu l r i r i on

I ' E p i c a l d c h i n r i  p e n d a n t

e n  f o n c t i o n  d u  p H .

8 g
tn
td
l
É.
ËËag1
a-a
a

&cs

o

?a

B
o

8A
o
trl
)oa
E6s
ul
l-l
cl
=
Ë, +s

e

?g

ao

a

tsg

::::::_i:::__
lea

PH 6,8

pH6

pH 5,2

o

/tg
TEITPS

6B
EN tî.|

Euo lu t i on  de  l 'Ep i ca téch ine

B03C en  f onc t i on  du  pH .

à

pH6

o

5,2

aa
TET.IPS

72s
EN HN
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Tab leau  I I I  :  Evo lu r i on  de  I a  t t 3  à  éUu : . I i r i on ,

Tab leau  IV  :  Evo lu t i on  de  l " a  E r3  à  BOeC,

Cou rbe  X IV  :

lBa

sa

za

Evo lu t i on  de

1 'ébu r l i r i on

p e n d a n t

8 0 e C  à  p H  6 ,

1a E(3

e tà

U'
rd
3
É

EËB
v,
H
tl
t
Ë4a

a

o
g

Èo t?@
TEI,IPS EN }îN

- 6 9 -
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C h r o n a l  o g r ê m r 1 Ê  I  : C h r  o n a  t  o g r  à n n e  I  I  :

83  ap rès .  r éac l i on  à  eo rc

du ran l  180  mn  à  pH  6

t t 3  avan t  r éac t i on

TEHPS EN TlN

Chrona tog rànÉe  I I I  ;

B3  ao rès  ré " c t i on  à

1001C du ran t  80  f i n

àpH6

o TEHPs r$l

TEHPS EN fî.|

Chrona tog rànme  IV  !

E3  ap rès  réac t i on  à

1001C du ran t  8 t ]  r ' r n

o

Chrona tog rànme  V  !

B3  ap rès  
"é " . t i on  

;

100 iC  du ran t  80  mn

à  pH  4 .1

EN

o

CRT ECHI N

CRT ECH I NE

à  pH  5 .1

CRT ECHI N CRT ECH I

o

TE}îFS EN tlN
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C} {AP ITRE V I ] :

E :T 'UDE DE  L 'OXYDATTON ENZYI " IAT ISUE

I ]AR  LA  POLYPHET. IC ILOXYDASE (PPO)

DE LA  CATECHINE,  Ep  ICATECHINE,  B3  ET  E r4

V I I - 1 .  E tude  t héo r i que  de  l a  r éac t i on

enzy f ' Tà l i que  Page r  73

V I I - 2 .  D i scuss ion  des  résu l t a t s

expén i r t en tèux  p ; rge r  Zs

io
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CHAPITRE V I I

ETUDE DE L 'OXYDATION E I . IZY I , IATTQUE

PAR LA  POLYPHENOLOXYDASE (PPO)

DE LA  CATECHINE,  EP ICATECHINE,  B3  ET  84

A f i n  de  m ieux  i n te rp ré te r  ! . es  phénonènes  rencon t "É=
lo r s  du  p rocéc té  de  f ab r i ca t i on  de  1a  b i à re  (p r i nc i pa renen r

au  c0L rns  du  m . i l t age )  nous  êuons  f a i t  r , é t ude  de .  l , oxydê t i on
enzyma t i que  su r  nos  d i ve rs  subs t rà t$  p0 l yphéno l i ques .

L ' d tude  expd r imen ta le  se  t r ouve  en  ànnexp  V .  La  réac t j . on
a  é té  d tuo ide  de  deux  man iè res  i

p€ r  en reg i s t r en ten t  de  ra  bande  d ' abso rp t i on  u - v  ( 360  nm)
cà ràc té r i s t i gue  du  p rodu i t  f onmé  ro r s  de  I  ,  oxyda t i on ,

pa r  dosage  de  L ' oxyqène  d i ssous  consomné  pendan t  I a  r éac t i on ,

Dans  l es  deux  su iu i s  l es  cond i t i 0ns  expé r i .men ta les . son t

i den t i ques  ( concen t ra t i on ,  FHr  t enpé ra tu re . . .  ) .  [ - es  r ésu l t a t s
ob tenus  àu  cou rs  des  deux  é tudes  son t  donc  conpa rêb les r  on  pÉ tu t
en  déou i re  èvec  r i ne  bonne  ce r t i t ude  deux  po in t s  :

l es  deux  phénon tènes  en reg i s t r és  rep résen ten t  b i en  l a  même  réac t i on .
l es  r éEu I t a t s  ob tenus  pà r  I ' une  e t  1 ' au t re  vo ie  é tan t  i den t i ques

1a  répé tab i l i t é  de  l a  r éac r i on  es r  bonne .

Nous  ne  rep0 r tons  i c i  que  res  résu r t a t s  ob tenus  pâ r  r e
su i v i  en  U -V .
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v I r - 1  .  E l u d e  t h é o r i g u e  d e  L . ,  r É a c t i o n  e n i y r . l a r  i q r r c ,  :

Dans  1a  réac t i on  gue  nous  èuons  é tud i Jc . ,

r e l a t  i ons  l . ep résen tèn t  l . ' a c t i . on  d ' un  enzyme  (E )

(S )  sonT  b ien  vé r i f i é s  à  savo i r  :

I a  d i spa r i t i on  en  subs t ra l  ( po l yphéno I )  su i t  b i en  l a  cou rbe  S
1a  f onma t i on  du  p rodu i t  (P )  es t  b i en  repnésen tée  pè r  l a  cou rbe

P  ( vo i r  f i gune  X )

dans  l a  phase  s tà t i onna i re  s i  on  doub le  ra  quen t i t é  d ,enzyne

Ia  v i t esse  de  l a  r éac l i on  es t  r , r u l t i p l i ée  pa r  deux .

F igu re  X

l c o n c e n t r ê t i o n l

Ts
t t enps l

L ' o  xyda t i on

qu 'e l gues  subs t rê1s

po l yphéno l s  :

enzy rnè l i que

phéno l i ques

'oH

E p i c a t é c h j . n e

pa r  l a  PPO à  é té

(94 ) .  No t re  é tuOe

l e E  d i f  f  é r e r r l  e s

s u r  u n  s u b s l r a l

ét uo iée =.u".

por le rà  su r  quà t re

OH

OH

de  s t r uc tu re  géné ra te .o::
avec  f l =

OH

otr
H O

HO

F4

o

o

a

Ir3

C a t é c h i n e
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D'ap rès  I a  I i t t é ra tu re  (?g )  on  peu l

f o rna t i on  du  coû . rp l exe  enz l ,me -s rubs ' t r è t  (E -S )
éc r i r e  pou r  I a

ce  qu i  su i t  :
(  v  o  i r  f i gu re  X I  )
- tA1  é ta t  i n i t i a l ,  I e  s i t e  èc t i f  de  1 ' enzy r . r e  es t  t r ès  g ross ià re rnen t

rep résen té  pa r  une  cav i t é  gu i  r ecè Ie  deux  e to r ' l e s  de  cu iu re  au  deg ré

d 'oxyda t i on  +1  (96 )  .  L ' échange  d ' un  p ro ton  phéno l i que  àvec  un  à toËe

de  cu i v re  Cu r  pe r , r e t  1a  f o rna t i on  d ' un  ca técho la te  cu i v reux  (é t . r t

tE r l )  ;  cec i  exp r i que  que  1e  cu iu re  deE  t y r0s i nases  ne  sub i sse

un  échange  i so top ique  e7 ,  avec  J *Cu  que  l o r sgue  l , enzyne  es t

imp l i qué  dans  l a  r éac t i on  d ' oxyda t i on  des  phéno Is  cê r  l es  a tomeg

de  cu iu re  cu r  se  t r 0uven t  aLo rs  l ab i t i sés .  pu i s  l , oxyda t i on  de

I ' é t a t  tB l  f a i t  pêsse r  l e  cu i v re  de  l ' enzyne  âu  deg ré  d ' oxyda t i on  I I I
On  ê  obsenuÉ  (?B )  gue  l es  ca técho la tes  cu i v reux  réag i ssen t  àvec

les  se l s  cu iu reux .

Le  pàssàge  de  l ' é t a t  t c r  à  r n r  co r respond  donc  à  une

oxydo - réouc t i on  en t re  cu r  e t  cuEavec  f onna t i on  de  HzO;  r , é tape

f i na le  es t  1 ' oxyda t i on  du  subs t ra t  ca técho l i que  en  o r t hoqu inone ,
. a , lqu l  r egene re  l es  deux  a tomes  de  Cu r  de  1 ' é ta t  i n i t i a l  tA l  e t  f e rme

a ins i  1e  cyc le  cà1à Iy t i que ,

F igu re  X I

l{-O

;""P-"/
HVl.i)9"

!"o,

\

o

l'

a

.J-."Dr"
I I I

- 74 -



o

o

a

o

o

o

o

o

O

o

UI I -2 ,  t t i s cus j . on  des  rdsu l t a t s  expé " i nen taux  :

Tab leau  V  :  Kn t  ( cons tan te  de  l . l i chae l i s ) ,  Vmax
(  v i  t esse  na  x  i num)  ,  Ea  .  ( éne rg ie

Krt

19 -3  
' t o l c

Vnax
u,,*g

. E a
K c a l z m o l c

CRTECHINE
l . L 2 9 5 . 2 A 25 .Ae

EPICffT.
I  . . t G 7 9 . 4 A ?a.aa

Btt
1 . 2 2 4  . 9 8 t? .za

E+
?  . 7 1 31  . 3e zt .aa

d ' a c t i u a t i o n ) .

o

On noTe rà  t ou t  d - ' abo rd  Eu r  l es  cou rbes  donnan t  l a  u i t esse
de  l a  r éac t i on  en  f onc t i on  de  ] a  t * r npd . . " t u re  ( cou rbe  XV)  e t  en
fonc t i on  de  La  concen t rà t i on  ( cou rbe  XU I )  une  d i f f é rence  ne t t e
en t re  r es  deux  monon tè .es  d ' une  pa r t  e t  Les  deux  d  j .mà res  d ,au - t r e
p€ r t .  Les  d ro i t es  ob tenues  pou r  l a  ca téch ine  e t  l , ép i ca téch ine  e t  l es
uaLeu rs  qu i  en  décou len t  ( t ab leau  V ) r  pe r . ne t t en t  c l e  conc lu re
que  l ' o xyda t i on  enzyma t i que  su r  r es  monomères  es t  i c l en t i gue
cec i  semb le  ê t re  en  acco rd  âvec  Leu r  s t r uc tu re  qu i  ne  d i f f è ren t
que  pà r  l a  pos i t i on  de  1 ' hyd roxy le  en  g ,  ce fu i - c i  n , i n t enuenàn t
pâs  dans  1a  rd " c t i on  d ' oxyda t i on  du  noyàu  c r ) tÉcho l i que  en  ? .

Pa r  con t re  l es ,  d imè r -es  E t3  e t  E {4  on t  des  u i t esses  d ,oxyda t i on
beaucoup  p lus  f a i b l es ,  Tou te fo i s  1a  v i t esse  d ,oxyda t i on  du  d imè re
84 ,  i n t en r réd ia i r e  en t re  ce l l e  des  mononè reç  e t  du  d imà re  FB ,  t r adu i t
v ra i semb lab temen t  s0n  i ns tab i t i t e i  en  m i l i eu  ac ide ,  Nous  auons
cons tà té  en  e 'F fe t  âux  env i r ons  de  pH6  l a  t r ès  g ranc le  f r aq i l i tÉ  de
la  l i a i son  Cq -Ce ' .  La  déshyd ra tô t i on  àvec  rup tu re  de  ce t t e  l i a i s i on
a  oé5à  é té  r ' î en r i onnÉe  (page  t  z7 ) ,  Tsu t  cec i  peu r  r end re  compre
d 'une  v i t esse  un  peu  p l us  é1 *ué* ,  oue  à  une  t r àns fo rma t i on
p réa lab le  du  d imà re  B4  en  n tonomèn* .

o
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o

l ' l a  i s  de  t  ou re  év i cJence  l es  d imèneE  E (J  e t  r . t 4  son l
p l us  d i f f  i c i r es  à  oxyde r  pË r  vo i . e  enzy r -1à t i que .  cec i  peu r

su r  I e  comp te  de  1 ' empêchemen l  s t é r "  i que  ne  pe rF ïe t t àn t  pés

f  i xa t i on  su r  1e  s i t e  ac t i f  de  I , enzy , . r s f  .

bea  uc  o  up

ê t re  m is

Ie  u ro

o

a

o

Pour  m ieux  f i e t t r e  en  éu idence  1a  d i f f é rence  d ' oxyda t i on
en t re  l es  monomères  e t  d imà res  nous  auons  t r a i t é  pa r  ond ina teu r
res  cou rbes  expé r i nen ta l es  de  I , oxyda t i on .  Çe ru i - c i  a  m i s  en
équa t i on  l eE  d i f f é ren tes  néac t i ons .  on  cons tâ te  a l o rE  que  poun

leE  mononènes  l a  t r aduc t i on  ma théma t i que  du  phénomène  es t  donnée
pà r  une  équ " t i on  du  t ype  * t * *  a l o r s  que  pou r  Les  d i n rè res  t , équè t i 0n
es t  bxc .  Cec i  mon t re  donc  enco re  I a  s im i l i t ude  de  

"éa . t i on  
en t re

Ia  ca tÉch ine  e t  l ' dp i ca téch ine  d ,une  pà r t  e t  La  t r 3  e l  I a  t r 4
d ' au t re  pè r t  .  L ' é tude  expé r imen ta le  e t  1a  t r aduc t i on  na théma t i que
se  t r ouuen t  en  Annexe  V .

Cou rbe  XV

o

CD
E

) 3
c
o

:

- : ?

o

o

o

o

QQ-!g,c^,

cPrcÀ;Èùù

B+

B3

3  . 2 6 3  . 3 2 3 . 3 8 3  . 4 4
l / T x q B - 3  ( T - ' K )

V I T E S S E  O f  R E R C T I O N  P O L Y P H E N O L S - P P O  E N  F ( T )

o

o

3 . 2

- 76 -



EPl  cnrEcH]  \E

C F I T E C H ]  N E

Co u rbe  XV I

l / 1 1  ( 1 1  o n  r n o l o )

V I T E S S I  D E  R E R C T T O N  P O L Y P H I N O L S _ P P O  E N  F ( C )

1 . 6

o

o

o

a

o

o

o

o

o

o
o
E

)  r ' ?

5

'  i -g

. 1

-77 -



o

o

o

a

o

o

o

o
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VI I I - 1 ,  I n t r oduc t i on Page  79
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CHAPITRE V I I I

ETUDE DU TROLIEL .E  PERI , {ANENT DE LA  TT IERE

VI I I - 1 .  I n t r oduc t i on  :

Les  résu l t a t s  p r ' ésen tés  dans  l es  chap i t r es  p rÉcÉden ts
( c f  Chap i t r e  V )  pe rne t t en t  de  su i v re ,  à  t r àue rs  d i ve rs  Échan t i l l ons

de  b i è res  d ' o r i . g i nes  d i f f é ren tes ,  1 ' évo lu t i on  des  po l yphéno l s

d i r nè reE  e t  nonomères  àu  cou rs  des  s tedes  success i f s  de  I a

fab r i ca t i on  e t  su r  une  pË r i ode  de  conse rvà t i on  de  que lques  no i s .
r l  es t  cLa i r  gue  1a  t eneu r  g l oba re  en  ces  po ryphéno Is  en

f i n  de  f abn i ca t i on  eË t  f a i b l e  ( : 10  pp f ' r )  e t  ne  sub i t  guè re

d 'év0 lu t i on  àu  cou rs  de  1a  conse ruà t ' i on .

co f i f i en t  exp l i que r  dans  ces  conc l i t i ons  reu r  r ô l e  danE
l ' appa r i t i on  du  t r oubLe  pen râanen t  ?

Pou r  t en te r  de  répand re  à  ceT te  ques t i on ,  nous  ôvons  po r t é

n  o t re

d ' en

à t t en t i on  su r  r es  t r oub les  iEo lés  à  pa r t i r  c f e  b i è res  aqées

noyenne  c i nq  r y lÉ_e l  .  Apnès  cen t r i f  uga t i on ,  r avage  e t  séchage
ces  t r oubLes  se  p résen ten t  sous  l a  f o rn te  de  réE idus  no i r â t r es ,

t o tè l enen t  i nso lub res  dans  que r  que  so ruan t  que  ce  so i t .

I 1s  son t  ob tenus  â  
" " i son  

de  100  r4g  en  f i oyenne  pâp  l i t r e
de  b i è re .

DanE  un  p ren ie r  t emps ,  nouE  ê \ , 0ns  reche rché  s i  1es
po typhénoLs  é ta i en t  b i en  p résen t s  dàns  ces  t r oub les r  ên  pàn t i cu l . i e r

s ' i I s  n 'É ta i en t  pas  s i np lemen t  adso rbÉs  pè r  l i a i son  hyd rogène  su r
une  na t r i ce  (pa r  exempLe  p ro tÉ ique )  j ouan t  I e  r ô l e  du  ny ron

u t i l i sé  l o r s  de  no t re  p ro toc0 Ie  de  c l osage

Ce t te  hypo thèse  s ' é tan t  t r ouvËe  non  con f i . " é "  e t  conp te

tenu  de  I ' i n so lub i l i t é  t o ta l e  de  ces  rÉs idus ,  nous  auons  é tuU ié

J .eu r  hyd ro l yse  so i t  enzyma t i que  Eo i l  en  m i l i eu  ac ide  ou  bas ique .

o
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5u r  l ' h yd ro l ysa t  nous  Ëuons  nechenché  l es  am ino  sc i . des ,
l es  q l uc i des  e t  r es  po l yphéno rs  de  f açon  à  é tab l i r  un  b i r an
qu . rn t i l â t i f .

Les  p r0 toco les  dé ta i l l é s  f i qu ren t  en  Annexe  V I  L .es

ana l yseE  on t  é té  e f f ec tuÉes  su r  c i nq  échan t i l l ons  d i f f é renTs .

Comp te  l enu  de  l . a  q rande  s i r r i l i t ude  des  résu l t a t s  ana l y t i ques

ob tenus  i t  semb le ra i t  que  I a  cons t i t u t i on  de  ces  échanT i l l ons

so i t  i ndépenc lân te  du  t ype  de  b i ène  don t  i I s  son t  i s sus
(K ronenbou rg ,  Kan te rb rau  )  ,  I r e  ce  f a i t ,  l e s  va leuns  i nd iquées  $on t

l es  moyenneE  des  résu r t â t s  p0 r t an t  su r  ces  c i nq  échan t i t l ons .

V I I I - ? ,  Reche rche  des  G luc ides

L 'hyc l r o l yse  à  é té  condu i l e  en  m i l i eu  t r i f l uo roacd t i gue

à  f g  z  e l  I e  dosage  g loba l  des  g l uc i des  réa t i sé  de  f açon  co lo r i -

mé t r i que  ( c f  Annexe  V I ) .

Les  résu t t à t s r  êxp r imés  en  gLucose ,  sGn t  é tab l i s  à  pâ r î i r

de  l a  d ro i t e  d ' é ta l onnage  ( c f  Cou rbe  XV I I )  ,

La  va leu r  Hoyenne  a ins i  ob tenue  es t  de  l ? .  I .

D . 0 .
IEB n;r

Gl ucoer
B gzL B. BEt

Glucosr
a .2  g tL . l E

Gl ucrsr
8 . 5  g z l . ? {

Glucocr
I gzL . { 8

Glueosr
2 gtL . 9 7

Hldm lJcat
. 3 6

t

o

o

cou rbe  XV I I

r/L DE GLI,COSE

ET€LONNAGE EN GLUCOSE

"  
-  + l . d æ

.  -  r . 4 8 3 E + 8 9
b - +.2q78-t , I  ?
â -  t
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V I I  ï - 3 .  R e c h e n c h e  r J e : .  A c i d e s  a n i r r é s  :

Nous  àvons  réa l i se i  une  hyd ro l . y se  en  n i l . i eu  ch lo rhyd r i gue
(6N)  e t  en  n i l i eu  bas ique  ( soude  6N) .  Les  hyc l r o l ysa t s  on t  é té
é tuc l i és  pè r  1 ' ana l yseu r  d ' âc i des  am inés  FEckman  pâ r .  ch roma tog raph ie
l i qu ide  su r  r és i nes  échanqeuses  d , i ons  ( c f  Annexe  V I ) .

La  t eneu r  en  ac ides  an i . nés  du  t r oub le  f i qu re  E r r r  l e
t ab reau  V I  e1  sun  1 ' h i s t og ra rnme  I  c i - êF rès .  Le  ch roma t0gFa f i r { e
r r  f i on t re  une  ana l yse  t ype  d ' un  né lange  é ta ron  e t  d ,un  t r oub le
t r a i t é  en  m i l i eu  ac ide  pendan t  lB  heu reE .

On  cons ràT r  ap rès  ca l cu l  que  l a  quàn t i t é  d
co r respond  à  31  , 7  mg  p0u r  100  r , l g  de  t r oub le .  So i t
de  p ro té i nes  de  ?7 ,?  7 . ,

. a' à c roes  an l . nes

à  une  quan t i t é

V I I I - 4 ,  Reche rche  des  Po l yphéno Is  ac l so rbés  :

NouE  aeons  êpp l i q t r é ,  sânE  aucun  résu l t a t ,  1a  t echn ique  de
déso rb t i on  en  m i l i eu  acé tone /eau  p récéoennen t  déc r i t e  ( c f  page  4? ) .

Une  dÉmarche  ana  l  og  ue  a  é té  su  i  v  i e  pà r  T0UKAi ' t -GH0 l , lS I  (  ?g  )
su r  des  f r ac t i ons  de  comp lexes  p ro té i nes -p roân thocyan j . d i nes  i so l ées
d 'un  moÛt  ap rès  une  heu re  d ' ébu t l i t i on .  Ces  co , . r p l exes r  ob tenus  pà r
p rÉc ip i t a t i on  f r ac t i onnée  àu  r i oyen  de  so lu t i ons  de  su l f a te
d ' amf i on ium de  concen t ra t i ons  va r i ab les ,  0n t  é tÉ  t r a i t és  Eo i t  pa r
une  so lu t i on  d ' u rée  (6 t ' l ) ,  déna tu ràn t  p ro té i que  c l ass ique  aq i ssan t
pa r  r up tu re  des  l i a i gons  hydnogène ,  =o i t  pà r  l , acé tone ,  so i t  pa r
un  agen t  dé te rgen t  t e rque  1e  dodécy r  suL f  a te  r Je  sod ium.

Aucune  r i bé râ r i 0n  de  p0 ryphÉno rs  n ,a  é té  cons ta tÉe  dans
ces  d i ue rses  expé r i ences .

o
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V I I I - 5 ,  R e c h e r c h e  r J e s  P o l y p h é n o 1 s  t i é s i  !

VI I I - 5 .  1  .  Hyd ro l . y se  enzy f t e r i que  :

L ' hyd ro l yse  pà r  l a  p ro té i nase  K  n ,a  c l onné  que  de  I , ammon iac
dans  I es  cond i l i ons  op t i $a Ies  de  ce t  e r r zyF re .  Aucun  ac ide  an iné  n ,è
é té  l i hé ré .  Ëec i  es r  ce r t a i nemenr  dû  à  l , ac t i on  c l e  l , enzyme  qu i

n ' es t  poss ib l e  que  s i  l a  p ro té i ne  es t  so lub le .  Dans  no t re  câs  I e
p réc ip i t é  à  f a i r e  rÉag i r  es t  r o râ remen t  i nso lub le .  L ,a t t âgue  pà r

1a  p ro té i naEe  K  n ' â  donc  pu  se  f a i r e  qu ,à  La  su r f ace  du  t r ou t r r e
d ' où  La  p résence  d ' annon iàc .

V I I I - 5 .? .  Hyd ro l yse  ch im ique  : -

La  reche rche  des  ç ro l yphdno l s  a  d té  e f f ec tuée  en  n i l i eu
CFr  coOH à  t g  i 1  ( c f  Annexe  V I )  .

Dans  ces  cond i t i ons ,  ces  comFosÉs  son t  t r anE fo " rÉ r  en
cyàn id i ne  co r respondan te  e t  dosÉs  sous  ce ï t e  f o rme .

L ' hyd ro l yse  de  5 ,?  f i g  de  r . r oub le  a  donné  0 .p  ng  de
rés idu  d ' où  5  ng  son t  passés  Fn  so ru t i on .  su r  ces  F .?  r , r g
nouE  àuons  re l evd  ra  p résence  de  I  .  g  r / r g  de  po l ypnéns l s
(  exp r i nés  en  83 )  .

Dans  un  l i t r e  de  b i è re  l a  t eneun  f i oyenne  en  t r oub le  es t
de  1 ' o rdne  de  1  00  mg  La  concen r rà t i on  en  po l yphéno l s  du
t roub le  co r respondan t  à  un  l i t r e  de  b i è re  esT  donc  de  ?B .B  mg ,

C i -dessous  son t  r ep résen tÉes  l es  ana l yses  HPLC de  deux
hyd ro ryses  i den t i ques  I , une  su r  r a  83  1 ' au t re  su r  r e  t nouh le .

H y d r o I g s e  d e  l a  t r 3 H y d r o l y s e  d u  t r o u b l e

o

o

C Y A N I D I N E

o
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VI I I - 6 .  Conc lus i on  :

L ' é tude  de  I a  co l r pos i t i on  deE  t r sub les  i sEus  de  p l . us i eu rs

échan t i l l ons  de  b i è re  de  c i nq  êns  d ' aqe  nous  conc lu i l  àux  résu l t * r t s

essen t i e l s  su i van t s  :
- 1a  compoE i t i on  appa ra i t  i nddpendan te  de  1 ' o r i g i ne  de  l a

b iè re .
- l es  po l yphÉnoLs  cons t i t u t i f s  du  t r ouh le  ne  sonT  pas

s inp lenen t  âdEo rbés  pa r  i n t e ràc t i on  phys i co -ch in i que ,  une  hyd ro l yEe

ch im ique  (ac i de  0u  a l ca l i ne )  es t  i nd i spensab le  à  l eu r  l i bé rà t i on .

Dans  ces  cond i t i ons  (ac i de )  i l s  son t  t r ans fo rmés  en  cyân id i ne  X

e t  1a  mÉthode  de  dosage  p récéoe r , î i î en t  déc r i t e  pou r  I es  po l " yphéno Is

l i b res  dev ien t  app l i cab le  âu  càs  des  po l yphéno ts  l i é s  ap rès

É ta lonnage  p réa tab le  au  r î 0yen  du  d imè re  83 .
- i l  deu ien t  c l a i r  que  s i  l es  po l yp l r éno l s  i n t e ru i ennen t

dans  I a  f o rma t i on  du  t r oubLe ,  ce  qu i  semt r l e  b i en  ê t re  I e  càs ,

t r e  n ' es t  pas  pa r  évo lu t i on  des  que lques  p0 l yphéno l s  l i b res  p résen t s

en  f i n  de  f ab r i ca t i on .  La  Eonme  (E t3  +  Ca téch ine )  d i spà rue  en t re

Ia  b i à re  f i n i e  e t  une  pé r i ode  de  conse rvê t i on  de  5  années  ne

rep résen te  en  e f f e t  que  5  F îg  pê r  l i t r e  de  b i è re  con t re  une  t eneu r

en  po l yphÉno l s  du  t r oub le  de  30  mg  pa r  I i t ne .

Ces  de rn ie r s  do iuen t  nÉcessa i ren ten t  p réex i s te r  en ' f i n  de

fab r i ca t i on  sous  f o rme  l 1ée .  so lub le .

Cec i  con fo r t e  l ' h yp -o thàse  de  cen ta i ns  àu t . eu rs  ( 64 r6? r70 l

se lon  l aque l I e  l a  p rÉc ip i t è t i on  se ra i t  c l ue  à  des  co r . r p l exes

po l yphéno l i ques  so lub les  f o rmés  àu  c0u rs  du  b rassage  e t  eu i r
èu  cou rs  de  I a  conse rva t i on ,  s ' âssoc ien t  à  d ' au t res

cons t i t uan t s  de  1a  b i è re  (ac i des  am inÉs  e t  p r0 té i ne r )  pou r  -

p rovoque r  1e  t r oub le  penmànen t .

I I  eE t  à  no te r  que  1 ' ana ! . yse  des  ac ideE  am inés  en t re  une

b iè re  de  7  j ou rs  e t  de  S  ans  J ' î on t re  une  ne t t e  déc ro i ssance  de

ceux -c i  au  cou rs  du  t enps  ( c f  Ch roma togpa f i r î e  I I Ï ,  Tab leau  V I I  e t

H i s tog ràH f i e  I I  qu i  su i ven t ) .

Ces  cons ta tâ t i ons  nous  on t  i nc i t é  ;  su j . v re  l es  po l yphéno Is

1 iés  àu  cou rs  de  I a  f ab r i ca t i on  de  l a  b i è re ,
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CHAP ITRE IX

ËVOLUTION DES POLYPHENOLS L IERES

ET L ÏES  AU COURS DE LA  FABRICAT ION DE

LA  E .TERE ET  DE  5A  CONSERVATION

l .X -1  .  I n t r oduc t i on

IX -e ,  Résu l t a t s  e - r  i n t e r . p ré tê t l on .
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CHAPITRE IX

EVOLUTION DES POLYPIJENOI . -S  L ITJRES

ET L IES  AU COURS DE LA  FABRICAT ION DE

LA B IERE ET  DE SA CONSERVATION

IX -1 .  I n t r oduc t i - on  i

Comme nouE  l ' a vonç .  vu  p "é .dO*n f i en t  g0  Z ,  env i r on  du  t r oub le
es t  cons t i t ué  pâ r  des  po l yphéno l s  don t  l ' h yd ro l yse ,  en  m i l i eu  ac i r Je
t r i f l u0 roàcé t i que ,  donne  une  cyan id l ne  X  don t  La  s t r uc tu re  semb le
iden t i que  à  ce l l e  p rodu i t e  p€ r  l a  E3  dans  l es  nême ' s  cond i t i ûns  de
réac t i on  (  à  savo i r  :  c0F rpo r îemen t  s i n i l a i r e  à  I ' adso rp t i 0n  su r
ny lon  66 ,  à  t a  déEo rp t i on ,  à  l ' e x t r àc t i on  pâ r  r acÉ tà te  d ,é thg1e ,
n tême  te r î ps  de  ré ten t i on  en  HPLCr  co lo ra t i on  r0uge  pê r  chau f+age
en  r ' r i l i eu  ac i de  e t  co lo rè l i on  b l eue  àvec  1a  N ,  N 'd imé t t r y l an ipo -

c i nnama lCé f r yde  (D l * lCA)  ) ,

La  d i spa r i t i on  en  E t3  àu  cou rs  de  l a  conse ruâ t i on  de  I a
b iè re  ne  rep résen te  que  5  ng  des  I 0  mg  de  po l yphéno l s  t r ouuds

dans  1e  t r oub le .  I 1  nous  es t  donc  appâ ru  f ondamen te l  de  su i v re
1 ' éuo lu t i on  des  p roàn thocyà r r i d i nes  l i b res  e t  l iÉes  de  l a  b i è re  en
u t i l i san r  l ' h yc l r o l yse  en  m i l i eu  ac ide  t r i f r uo roacé t i que  ;  1g  z ,
qu i  t r ans fo rmen t  en  cyân id i ne  X  l es  unes  e t  Les  au t res .
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IX -? ,  Resu l t a t s  e t  i . n t e rp reTa t i on  :

S iu r  I es  r Jeux  cou rhes  gu i  su i ven t  nous  poueons  co r . r pè re r

l es  Évo lu t i ong  respec t i ves  de  1a  E t3  l i b re  (Cou rbe  XV I I I )  e t  de  1a

so f . r l r r qe  Bg  l i b re  + ' 83  L i ée  (Cou rbe  X IX )  :

NE t :Poun  des  ra i . sonE ,  de  d i spon ib i l i t é  du  b rasE in  n0us  n ' àvons  pu  f a i r e

des  p ré tàuenen ts  qu ' à  pâ r r i r  du  p ren ie r  bou i I I on ,

Cou rbe  XV I I I  :  z J
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On remarque  l ouT  d ' abo rd  une  so lub i  l i sa t i on  deç  cone l i t uan l

po l yphÉno l i que=  I i b res  e t  1 i és  j usq r r ' àu  p rem ie r  bou i I l on .  En  ce

qu i  ccncenne  1a  t { 3  l i b re }  noue  àvons  uu  sè  d i r r i r r u l i on  à  pa r t i n  c l u
p iem ien  bou i l l on  e t  êu  cou rs  de  1a  f i l t r . t t i 0 . n  ( c f  pâge  58 ) .

L ' i n t enp ré tô t i on  que  nous  avGnË  donnée  de  ce t t e  d i span i t i on  es t

rappe lons  1e  ( c f  pàge  66 )  sà  t r ans fo rna t i on  en  ca téc l r i ne ,

En  ce  qu i  conce rne  I e  su iu i  de  l a  Cyàn i c l i ne  X  ( cou rhe  X IX )  qu i

conp rend  à  t a  f o i s  l a  B3  l i b re  e t  l a  B3  l i ée r ,  oD  cons ta te  Eon

èuq f i en ta t i on  re r r t a rquabLe  j usqu 'àu  aéUu t  de  1 ,énu l l i t i on .  Cec i

peu t -ê t r e  i n t enp ré té  comrne  1a  conséquânce  d ' une  ex t rac t i on  con t i nue

des  po l yphéno1s  1 i és  l - o r s  des  d i f  f  é ren t s  l avages  des  d ràcheE .

A  I ' r i t r u l l i t i on  l a  quàn t i tÉ  de  po t yphéno l s  d i n i nue  sous

fo rnes  l i b re  e t  l i ée .  En  e f f e t  on  à  cons taTé  que  l e

récupé r ' d  c l ans  l e  t l h i r poo l  con tena i t  des  poLyphéno l s  non

ma iE  t i és ,  Eeux -c i  pnéc ip i t en t  pendan t  l , ébuL l i t i on  sous

c0mp lexes  ( ce r t a i nemenT  auec  l es  p ro té i nes  ou  1e *  q l uc i des

L 'é tude  de  I ' ac t i on  de  I a  83  su r  l es  ac i des  am inés  dans

les  con r l i t i ons  de  1 ' ébu l l i t i on  en  cuve  à  hou t r l onne r  n ' â  don r rd

àucun  résu I t a t .

Lo rE  deg  d i f f é ren tes  é tapea  de  I a  f e rnen ta t i on  à  t a  m iEe

bou te i l Le ,  i l  n ' y  a  êuEUne  Évo lu t i 0n  no tàbLe  de  l a  83  l i ée  a l o r s

l a  F3  l i b re  d i n t i n ' ue  1éqè remen t .

La  d i span i t i on  àu  coups  de  l a  c0nse rvè t i on  res te  ûn

Ies  deux

cosgu la t

a ct sor b é:i

f o rne  de

en

que

p rocessus  t r ès  l en t  env i r o r r  30  ppm Eu r

l i ee ) .  I I  es t  impo r tàn t  de  no te r  que  l a

c i nq  ans (de  Bg  l i b re  e t

guàn t i t é  d i spàPr re  eE l

o

a

i n t ég ra lemen t  r e t r ouuée  daDs  l e  t r ouh le .

Ch r  oma tog ràmr {e  IV  ! H y d r o l y s e  d e  l a  b i è r e

H y d r o l y s e  d e  l a  F 3

3  a n n é e s

d e  l a

o
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CHAPITRE X

CONCLUSTON GENERALE

Ce t te  é tude  â  po r t é  essen r i e l l enen t  su r  l e  deven i r  des
nonomàres  Ca téch ine  e t  Ep i ca téch ine  e t  des  d i nè res  P rode lph in i d i ne

e t  E t3  au  cou rs  de  1a  f  ab r i . ca t i on  de  I a  b i è re  e t  de  sa  conse rua t i on ,

L ' a t t en t i on  que  nous  àuons  po r t ée  à  ces  c l i f f é ren l s  cons t i t uc l n t s  ês t

due  à  l eu r  r ô Ie  p répondé ran t  dans  1a  f o rma t i on  du  t r oub le  non

b io l oo ique  de  l . a  b j . è re ,  conme  1e  f i 0n t ren t  l a  p l up " r r t  des  t r àuàux

ex i s tân t s .

En  p rem ie r  l i eu  ce l t e  é tude  nécess i t a i t  . de  d i spose r  de

1a  p r0cyan id i ne  E t3  e t  de  l a  P rode lph in i d i ne .  La  mé tnode  ex t ràc t i ve

à  pa r t i r  de  l ' o rge  n ' ê  pês  donnÉ  des  résu r t a t s  sa t i s f à i san t s
( f a i b l e  r endemen t  p0u r  une  man ipu ra t i on  Longue  e t  d i f f i c i l e ) .

Tou te fo i s  ce l l e - c i  nous  a  pe rm is  I ' ob ten t i on  des  p rodu i t s

ne tune l s  Pou r  une  i den t i f i cê t i on  spec t ra l e ,  Nous  à r l ons  donc  é té

condu i t s . à  t r e t t r e  àu  po in t  une  né thoc le  de  syn thÈse  du  d imène  Bg
(e t  de  son  s té rdo i sonà re  t t 4 ) .  Nous  n0us  s0 rnÉes  i nsp i r és  des

l r avèux  de  1a  b i bL iog raph ie  en  op t i n i san t  1a  mÉthode  de  EASTÈ, IOND,

Le . rendemen t  de  ra  r éac t i on  es t  passé  de  e0  à  s t z  en  pnodu i t

hydnoxy lé  l i b re  e t  pu r ,

Une  f o i s  ce t t e  pâ r t i e  du  t r . ava i l  e f f ec tuée ,  nous  àvons

n i s  àu  po in t  une  né thode  de  dosage  rap ide  de  ces  co f i posÉs  t ân t

dans  l es  ma t i è reE  so l i des  (o rge ,  ma l t  e t  houb lon )  que  dans  l es

so lu t i ons  (noû t  e t  b i è re ) ,  Le  t emps  de  I ' ana l yse  es t  de  une

heu re  auec  une  t r às  bonne  répé tab i l i r é .

o

o

o
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l ' l o t r e  dc , saqe  esT  basÈ  EUr  une  adso rp t j . on  sé lec t i ve  des
po l yF ,héno l s  c0ns rod rés  su r  Ny lo r r  66 r  FU iE  d ' une  r Jéso rp t i on

quân t j . t à t i ve  pa r '  1e  mérange  acé tone /eau .  L ' ex t r . ?c î i on  des
po l yphénoLs  À  1 ' acé tà re  d ' é thy j . e  es t  su i v i e  en  de rn ien  l i eu  pà r

un  dosage  pà r  ch rona l0g raph ie  l i qu i de  hâu te  pe r f o r f i ànce  (HPLC) .

L ' é ta l onnêçe  ê  é té  r éa l i sé  g râce  àux  échan t i l l ons  i s sus

de  1a  syn thèse  p récéden te .

Ce  p ro toco le  ana l y l i que  a  é té  àpp l i qué  rou t  au  I ong
du  p rocéaé  de  f ab r i ca t i on  de  l a  b i è re .  Au  cou rs  du  na l t aqe )  nous
àvons  p réc i sé  1 ' duo lu t i on  de  1a  ca tÉch ine  e t  de  1a  pnocyan id i ne

83 ,  pà r  L ' é tude  t héo r i que  de  l eu r  oxyda t i on  pâp  l a  p0 l y -

phéno loxydase  en  so lu t i on ,  ce t t e  enzyme  é tan t  pê r t i cu l i à remen t

êc t i ue  l o r s  de  ra  ge rn inà t i on  deE  g ra ins  d ,o rge  con r r re  I i nd igue

1a  l i t tÉ r ' a t u re .

su r  p l us i eu rs  ua r iÉ tÉs  d
o l yphéno l s  l i b res  depu i s

b iènes .  Les  conc lus i ons

La  va r i é td  o ' o rqe  i n f l uence  l es  tFneu rs

no I s .

Ensu i t e ,

l es  d i . f f é ren t s  p

conse rua l i 0n  deE

'o rge ,  noug  âuons  su i v i

1e  b râsEâge  j usqu 'à  1a

on t  é té  l es  su i van res  :

i n i t i a l es  en  po l yphé -

Les  cou rbes  de  1 ' évo lu t i on  son t  s i n t i l a i r es  e t
r j es  t eneu rs  f  a i b IeE  e t  uo i s i nes  de  I ,  o rd re  de  g

c0nve rgen l  ve rs

â  r  ppÉ  en  83 ,

On  obçe r  ve  c l eux  phases  dans  I e  bnass in  :  ,
-  Le  b rassage  du ran t  l eque l  Les  pa ryphéno rs  pàssenT  en

so lu t i on  t ou t  âu  l ong  des  non tées  en  TeËpé ra tu re .
-  La  f i l t na r i on  de  l a  ma i sche  e t  l e  houb ronnage  où  i t

y  à  dËc ro i ssance  des  po ryphéno l s  d imè res  (p roc le l ph in i d i ne

e t  E3 )  e1  f  o rna t i on  de  ca téc t i i ne  e t  d ' ép i ca téc t r i ne .  En  e f  f  e t
nous  àvons  non t ré  sun  des  so lu l i ons  é ta l ons  (de  Ca tÉch ine  0u

a

d 'Ep  j . ca téch ine  ou  de  E3 )  dans  l es  mêmes  cond i t i ons  de  pH ,  r j e

t empéra tu re  e t  de  du rée r  eu€  res  d i f f é ren tes  va r i a t i ons

obse rué "s  ne  son t  c l ues  qu ' àux  cond i t i ons  opé râ to i r es  e t  non  à
Ia  pné ' sence  des  âu t res  cons t i t uan t s  r l u  l noû t .

o
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Pendan t  1â  conse rva t i on ,

d im inue  l en tenen t  en  f onc t i

va l eu rs  t r ès  f a i b tes  de  1  à

teneu l .  en  po l yphéno Is  l i b res

du  t enps  pou r  a t t e i nd re  des

ppm (en  83  ou  Êa téch ine ) .

Dans  l a  denn iène  pà r t i e  de  nos  t r âvèux ,  nous  êvons
dé te rm inÉ  I a  cons t i t u t i on  du  t r oub le  pe r f i anen t  de  l a  b i à re ,  Cec i
a  pu  ê t re  e f f ec tué  g râce  à  des  échan t i l l ons  de  t r i è re  (K ronenbou rg

e t  Kan te rb reu )  de  c i nq  àns  d ,age

Ce  t r oub le  é tan t  i nso lub le  dans  l es  EoLuan ts  à

tenpé ra tu re  amb ian te ,  nous  auons  dû  re  dÉg rade r  pà r  des  hyd rs -
I yses  ac ide  e t  bas ique .  A ins i  nous  âuong  ob tenu  une  t eneup  en
suc res  de  3?  z ,  en  pno té i nes  de  ÊB  Z  e t  en  po l yphÉno l s  de  ?g  7 . .  LeE
11  7 -  r es tàn t  son t  cons t i t ués  pa r  une  na tn i ce  ca rbonée  poLyné r i que .

Nous  cons ta tonE  que  f e  dépô t  f o rné  àu  cou rs  de  La  conse r -
và t i on  des  b i ènes  con t i en t  29  ppm d 'e  po l yphéno l s  ( exp r imés  en  83 ) .
La  d i spa r i t i on  en  Ca téch ine ,  Ep i ca téch ine ,  B3  e t  p rode lph in i d i ne

ne  rep résen te  que  5  ppm env i r on .  0n  peu t  a l o r s  pensep  gue  l es
comp lexes  qu i  p réc ip i t en t  âu  cou rÉ  du  t emps  son t  p r i nc i pa lenen t

dus  àux  po l yFhéno l s  1 iÉs  gu i  do iuen t  nÉcessà i renen t  ppéex i s te r

en  f i n  de  f ab r i ca t i o l n  Ëous  f o rme  so lub le .

A f  i n  de  dé te r r ' r i ne r  I ' éuo lu t i on  de  ces  coÈrp lexes  au  c .ou rs
du  p rocédé  oe  f ab r i ca t i on  de  ra  b i è re ,  n0us  avons  n i s  r u  po in t

une  né thode  d ' hyd ro l yse  de  ces  subs tances  e t  de  dosage  de
ra  cyàn id i ne  x  qu i  en  résu l t e  pa r  chnoma tog raph ie  l i qu i de
hau te  pe r f o rnance .  Nous  àuons  con .Fo r té  a i ns i  l , hypo thàse  de  l a
p résence  de  ces  conË t i t uan t s  e t  n0us  àvons  é tuO ié  l eu r  évo lu t i on
depu i s  I e  b rassage . j usque  dans  l e  t r oub r .e  f o rmÉ pendan t  l à
conse rua t i on  de  ! . a  b i è re .

on  peu r  éme t t r e  l ' h ypo thèse  que  ra  p réc ip i t a t i on  des
co f i p l exes  cons t i t u t i f s  du  t r oub le  se ra i t  r l ue  à  I , es té r i f i ca t i on
( réac t i on  l en te )  des  g roupemen ts  ca rboxy l i ques  I i b res  des  ac ides
an inés  pa r  l es  0H  phéno t i ques .  on  rappe r re  à  ce  p r0p0s  qu ,une
nÉ thode  c l ass i . que  d ' ac t i va t i on  de  ces  mÊneE  g roupe f i en t s r  àu  cou r5 ,
c l e  1a  syn thèse  p ro té i que ,  co r ' r po r t e  l eu r  es tÉ r i f i ca t i on  pà r  l e
pa ra  n i t r ophéno l .

ce  t r aua i l  â  donné  l i eu  à  une  p ren iè re  pu t i l i ca t i on  en
cou rs  de  pa ru l i on  (1  00 ) .

Ia
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ANNEXE I

E  IOSYNTHESE DES PROCYANIDTNES OLTËBMERES

Aï - ' f  .  I n t r oduc t i on

A I -e ,  Schéma  de  B i r ch

A I -3 .  Schéna  de  Has1an

A f -4 ,  Sché r ' r a  de  Roux

A I -5 .  Hyd roxy le  su r  i e  cyc l e  B

Page  ?6

Page  26
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ETIOSYNTHESE DES PROCYANIDINES OL IGT} } . iERE5

A I -1 .  I n t r oduc t i on  !

La  b i osyn thèse  du  sque le t t e  C6 -C3 -D&  des  p roan thocyân id i nes

ea t  en  re l a t i on  âvec  ce lu i  des  èu t res  f l auono ldes  e t  p rou ien t  de

la  condensà t i on  d ' une  un i t é  C3 -C6  âuec  t r o i s  un i t és  acé tà tes  (14 ) ,

Le  rô te  de  I a  phâny lannon iun l yâse  (PAL )  es t  adn i s ,  na i s  l e

nécan i s r re  exàc t  dans  l a  r égu le t i on  de  I a  syn thèse  des  ppoàn thocya -

n id i nes  de  nÊne  que  l e  nÉcan i sme  deE  chanqenen ts  dans  l a  s t r uc tu re

de  l r un i t é  C3  res te  à  dÉ f i n i r  en  aË ta i t  ( l s  à  eg ) ,

A I -P .  Sch6r . ra  de  ET IRCH 3

En  pê r tôn t  de  1 ' hypo thèse  que  I a  cha l cone  e t  l a  d i hyd ro -

f l avone  son t  des  i n te rnéd ia i r es  i npo r tan t s  de  La  b i osyn thèse ,  B IREH

a  p roposÉ  Le  schéna  p rÉsen tÉ  dans  l a  f i gu re  I  (  sÉquence  A ) .

Comn te  i t  n ' y  à

qu i  Ée  re t r ouuen t  dans

env i sagées  (24 ) .

aucune  ce r t i t ude  quan t  aux  i n t . e rmÉd ia i r es

ce  schéma ,  d ' au t res  rÉqu*nce r  on t  ê tÉ

i'
o

a
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AI -3 ,  SchËma de  HASLAM :

En  l ?77 ,  HASLAM (e4 )  a
m ieux  àuec  l es  f a i t s  obse rvés .

Le  p rodu i t  c ré  en  se ra i t  r e  f r auàne -3  o r - J  ( c f  f i g  r )
e t  l es  p roân thocyan id i nes  se rà ien t  f o rnées  su iuan t  l a  sÉquence
B .  La  réduc t i on  de  ce  f l auène -3  o1 -3  donne ra i t  l e s  f l avanes - I  o l s
t and i s  que  1 ' oxyda t i on  donne ra i t  Les  ên thocyàn id i nes  (es ,  e6 ) ,

p roposé  une  hypo thèse  qu i  cad re

o

La  p ro tona t i on  s té rÉospÉc i f i que  du
à  deux  ca rboca t i ons  co r respondan t  àux  deux
con f i gu ra t i on  ob tenues  pà r  rÉduc t i on  de  l a
( - )  ép i ca téch ine .

f l auène -3  o I -3  condu i ra i t

f LauËnes -J  o l s  de  nâne
(+ )  ca téch ine  auec  I a

La  condensa t i on  des  ca rboca t i ons  âuec  l es  f l avanes -s  oL
se  p rodu i t  en t re  l es  s i t es  nuc léoph i l es  Ë8  0u  C6  du  f l auane -J  o I
e t  r e  c4  É tec t roph i re  de  L ' hé té rocyc re  oxygenÉ  pou r  donne r  r eso
p roàn thocyan id i nes  c  o r respondàn tes .

Pa r  l . ' empro i  de  p i  e t r u r seuns  marqués  àu  t r i t i um  e t  âu
ca rbone  14 ,  HASLA I ' |  ( ?? ,  à  mon t ra i  que  res  deux  un i tÉs  gu i  f o rmen t
un  d i nè re  de  p roèn thacyan id i ne  dén i ven r  d ' en t i t és  mé tabo l i ques
d i f f é ren tes .  Cec i  f a i t  pense r  que  1a  f o rna t i on  de  l a  (+ )  ca téch ine
es t  l e  r ésuL ta t  de  deux  É tapes  success iues .  L ' a r range f i e ,n t  s t é réo -
spéc i f i que  qu i  Ee  f a i t  su r  I ' i on  hy l l r i . de  de  l a  f i gu re  ?a  condu i t
àu  ca rboca t i on  e t  ensu i t e  à  t a  f o rma t i on  s té réospÉc i f i que  des
p rodu i l s  de  réduc t i on .  Le  nuc léo t i de  réouc teu r  (NADPH)  con fÈ re  un
cà ràc tà re  régu ra teu r  à  r *  f o rma t i on  des  ca téch ines  e t  ép i ca téch ines .

Les  p roan thocyan i c l i nes  o l i qomères  peuuen t  se  f o r r , r e r  à  pa r t i r
des  d i r t è res  pa r  condensa t i on  rÉpÉ tÉe  àvec  l e . s  ca rboca t i ons .  Les
o l i . gonè res  a i ns i  f o rmÉs  se  d i sposen r  en  r r é r i ce  à  pas  gauche  quand
i t s  son t  cons t i t uÉs  d ' dp i ca tÉch ines  e t  en  nÉ t i ce  à  p " ,  à  d r s i t e
l o r squ ' i 1s  son t  cons t i t uÉs  de  ca téch ines  (uo i r  f i gu re  ?b ) .

o

o
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AI -4 .  SchÉma de  ROUX :

o
L 'hypo thèse  p roposée  pa r  RLUX (30 )  es t  basée  sû r  l a  dÉcou -

ue r te  d ' une  a -hyd roxycha l cone  e t  son  rô l e  dans  I a  b i osyn thèse  des
pnoàn thocyan id i nes  es t  exp l i c i t ée  dans  l a  f i gu re  3 .  Comme Ies

O  F roàn thocyan id i nes  conpo r ten î  t ou tes  une  un i t é  t e rm ina le
f l . auane -3 -o I  r e l i ée  à  I a  p récéden te  pa r  une  I i a i son  B -4 r  l a  pos i t i on
I  c l e  l a  ca téch ine  ou  de  t ' ép i ca tÉch ine  rep rÉsen te  Le  s i r e  nuc lÉo -
ph i l e  de  t ' un i tÉ  t e rm inà Ie  qu i  rÉag i t  àvec  I e  ca rboca t i on  f o rmÉ

O à  Pàn t i r  d ' une  mo Iécu le  de  f l auane -3 ,  4 -d i o l  ( l eucoan thocyan id i ne ) .

Tou te fo i s ,  conne  i L  n ' eÉ t  pÈs  poss ib l e  d ' i so l e r  d ,une  p l an te  en
J

nême te . ' l ps  Ia  ca téch ine  e t  l a  leucoàn th0cyan id ine  cor resp  ondan  te ,
ce t te  hypo thèse  rés is ie  nar  à  l ' obseruà t ion  (g l rB?) .

o

AI -5 ,  Hyd roxy les  su r  l e  cyc l e  B  3

o  
f - ^ -  , . . , J * ^ e r . 1 ^ -  l ^ . . ^ ^ rces  hyd roxy les  j ouen t ,  p robab lemen t  du  f a i t  de  l eu r  pos i -

r  t i on r  u r l  r ô te  p rÉponc fÉ ran t  dèns  l a  f o rna t i on  des  l i a i sops  hyd ro -
gànes  qu i  p rov0quen t  I e  t r oub le  àu  f r o i d  de  I a  b i è re ,  Conme  l eu r

O  
b iosyn thèse  es t  d i f fÉ ren te ,  i l  se ra i t  i n tÉ ressan t  de  pouvo i r  en
con t rô re r  I a  b i oqénèse  àu  n i ueau  de  t a  sÉ rec t i on .

0n  adme t r  €n  gÉnÉra1 ,  que  I ' hyd roxS , r l a t i on  en  pos i t i on  l ,

O  à  l i eu  àuàn t  I a  f o rn ta t i on  c l es  f l avanes .  I 1  se  t r ouuena i t  Oé ià  su r
l e  p récu rseu r  C6 -C3  (33 r34 ) ,

Le  second  hyd roxy le  don t  r a  p résence  es t  p rus  dange reuse

O lo rs  de  la  fo rmat ion  du  t roub le  âppâra i t ra i r  à  un  s tade  u l tÉ r ieu r
en  pos i t i on  o r ' Î ho .  on  non t re  pa r  exe f i p l e  gue  r r ac i de  p - coumâr i que
es t  un  bon  p récu rseu r  des  f l avano l . des ,  t and i . s  q r re  l eg  ac i c l es  ca f -
tÉ iques  e r  f é ru l i ques  ne  l e  son t  pêB  (gS ,  16 ,  ?6 ,  l Z> .

o

o

o
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A} . INEXE I  I

ETU DE EXP ER T I ' IENTALE DE LA I ' {ETHODE D '  ANALYSE

DES POLYPHENOLS

AI I -1 ,  fn te râc r ion  pUp-po lyphéno Is

ê I ï -2 .  In te râc t ion  pvp-Ny lon  66

AI ï -3 .  f ' l é thode  d ,àna lyse ,

Page  1  03
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ANNEXE I I

ETUDE EXPERI}4ENTALE DE LA }4ETHODE D'ANALYSE

DES POLYPHENOLS

AI I -1 .  I n t e ràc t i on  PVP-Po l yphéno l s  !

On  p répa re  d ' une  pa r t  une  so lu t i on  é ta Ion  S l  con ten€n t

poun  50  m I  d ' eau  I

16  mg  de  83

lT  rb  ng  r Je  Ca téch ine

e t  d ' au t re  pa r t  I  so l u t i ons  é ta l onsde  Po l yv i ny l py ro l i done  so lub le
(S )  ou  i nso lub le  (S ' )  de  concen t rà t i ons  va r i ab les  i  1  r  1  0 ,  100 ,

1000  ng /L  respec t i uenen t .

Les  so lu t i ons  dosées  S ;  ,  5 i  Ëon t

soLu t i on  é ta l on  S l  e t  J . e  conpLénen t  à  100

Les  so lu t i ons  son t  no tées  dans

consT i t uées  pa r  E  n t  de

n I  des  soLu t i ons  S  (ou  S ' )

I e  t ab leau  I  qu i  su i t  :

! -

t -

o

o

TAELEAU 1

'On

co f l pa râ t i ve

dépan t  ( ?  m l

ob t i en t  a i ns i  hu i t
( vo i r  pàge  111  e t

de  51  danE  100  m l

Sclrrùù r

br.tr uÈl,o

lo
échan t i l l ons  pou r  ch rona tog raph ie

su i van tes )  âuec  1 'Échan t i l l on  de

d 'eau ) .
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Les  résu l t a t s  son l  r eg roupés  dans  Les  t ab leaux  2  e t  3 ,

TAFLEâU ? :  E tude  de  1 ' adso rp t i on  de  l a  ca téch ine  g l r r  l a  PVP

?YP ?æ Ofi' SOIJEIT PvP ?oo 0æ t}rsount.E

Sùr{.cr Sqfucr 96 C.tacht $strsr SqJ*r 96c.tacltt

Eoluuon

li.loo
79 7n

Sclutlon
'1 

NA
?ro 20 3 59' ,5 5

ScIutloa

tO E&â, 680 50 I 66{) ?o r0

SolDtlon

roo E/r
6t9 a l l l {86 eta 34

Eclùtlcô
'a th

les 22t 3l 58 6?2 9l

TAFLEAU 3  :  E tude  de  l ' adso rp t i on  de  La  B3  su r  l a  PVP

lYl ?æ ooo souDI.E ?YP 700 000 I}SourBIt

Sur{.c!
ôu Dlc

sur{.ca
ali.s!H.

96 dr Er
rtlrorbéÉ

Suti.cG
du Fic

Swfucç !S tc E,
ritsorbld

SoLut ,os
ItrIon tro ,ro

loluttro!

r * A {ro roo t 9 406 12a 2t

50lul10a
'to dL t t l t 1 6 22 ,77 r5t 28

Solutlil

ræ 16Â ,oo 222 41 725 aof 76

50Iutl0a

1 '/L tæ lU EI o 7p t00
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AI I -2 .  f n t e rêc t i on  Ny lon -po l yphéno l s  :

L ' adso rp t i on  des  po t yphéno l s  en  so lu t i ons i  pa r  l e  nyLon
a  é té  dé te rm inée ,  La  concen t râ t i on  oF t i nu f . r  à  

"  
j ou ren  à  l a  p r i se

d 'essa i  e t  su r  Le  f i l t r e  ê  é tÉ  é tuo iée  c l e  f açon  à  ob ten i r  une
f i xa t i on  t o ta l e  des  an thocyàn id i nes  su r  r e  suppo r t ,

-  La  déso rp t i on  des  po t yphéno ts  pa r  I e  méLanc re  acé rone /eau
Q3 /?3 )  a  donné  un  op t i nu t t  pou r  t r o i s  l avages  consécu t i f s  de  50  m l  .

-  L ' ex t r ac t i on  t o tê l . e  pa r  l , acÉ ta te  d ,é thy l e  es t  ob tenue
pà r  5  f o i s  vo lune  à  vo lume  àvec  l a  soLu t i on  aqueuse  des  po l yphéno1s .

I l  f au t  a l o r s  r ep rend re  I e  r ds i du  ap rès  éuapo ra t i on  de
1 'acé ta te  d ' d thy re  pa r  ?  n l  de  mÉthano r  pu i s  a j ou te r  à  ce t t e  so lu t i on
?n l  d ' eau  d i s t i l l ée .

Dans  le  tab reau  r r  (page  4g)  nous  àvons  réun i  tous  res
résu I ' tè ts  de  nos  é tudes  sur  les  d ive rses  opéra t ions  gu i  p récèden t .

AI I -3 .  È té t t r ode  d ' ana l yse  !

::: ::-:_::l:: -::-i ::: :::_:::i::::::::: _:
AI I -3 .1 .1 .  En  so lu t i on  !

ce t re  mét r rode  s 'app l ique  à  des  soru t ions  de  po typhénors
con tenân t  de  0  à  r0  ppr l  de  chacun  des  poryphénorE

a
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AI I -3 .1 .? .  Pou r  1 ' o r r ; e ,  l e  na l t  e t  l e  houb lon  :

Ce t t e  né thode  s ' app l i que  à  ces  subs tances  so l i des .  EL le
pe rme t  une  dé te rn i nà t i on  guan t i l â t i ve  de  1a  p r0cyan id i ne  E r3 ,  1a
p rodeLph in i d i ne ,  1a  ca téch ine  e r  I dp i ca t Jch ine ,  Les  àu t res
po t yphéno rs  ne  son t  dÉ te rn i nÉs  que  qua r i t a t i uec ten t .

A I I - 3 .? ,  P r i nc i pe :

A I I - 3 ,e .  1  .  P  ou r  l es  so  l u t i ons  3

-adso rbe r  t ou t  d ' abo rd  res  po l yphÉno rs  de  l a  so lu t i on  pà r  Le
ny ! . on  66  en  pouc l r e ,
- déso rbe r  pap  l e  nÉ Iange  acd tone /eau .
-évapo re r  1 ' acé tone .
-ex t ra l r e  l es  po l yphéno l s  c te  l a  phase  agueuÈ-e  pa r  l , acÉ ta te  d ,é thy Ie .

, \- évapo re r  À  sec  pu i s  r ep rend re  l e  rÉs idu  Fàp  un  nÉLange  eau . zmÉthano1 .

A I I - 3 ,? ,? .  Psu r  I es  so l i des  :

On  rep renc l  l e  PFo toco le  c i - c f essus  à  pa r t i r  de  l a  déso rp -
t i on  pa r  l e  mé lancJe  acé tone /eau  app l i quÉe  dans  ce  cas  à  l , échan -
t i l I on  f i nenen t  b royé ,

A I  I - 3 .  3 ,  Réac t i f s  !

Tous  l es  r éac t i f s  do iuen t  Ê t re  de  gua l i tÉ  reconnue .  L ,eâu
do i t  ê t r e  d i s t i r lÉe  ou  de  pu re té  au  no ins  équ iua len te ,

o

o

- 1  06 -
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AI I -3 .3 .1 .  P rodu i t s  FUPs  :

- ac i de  acé t i gue  pou r  ana l yse  Merck  63
-eàu  dém iné ra I i sée  e t  f i L t r ée  sun  membrane  0 .43 ) r
-acé tone  pou r  ana l yse  l ' l e r ck  14
-acé ta te  d ' é thy l e  poup  ana l ys .e  l ' l e r ck  96?3
-su l f  a  t e  de  sod i  um anh  yd re  l ' l e r c  k  6648
-ny lon  66  Po ! . ypenco  -  l aué  à  t ' a cé t  sne  732 ,  dans  I ' eèu ,  pu i s

acé tone  e t  é the r  d i é thy l i gue  e t  sdché .

A I I - 3 .3 .e ,  P rodu i t s  pou r  p rÉpa ra t i on  des  é ta tons :

- ca téch ine  -  S i . qna  C  12 -51
-ép i ca tdch ine  F lucka  45300

-p rocyan id i ne  B3  e t  p rode lph in i d i ne  i so l ées  de  I ' o rge  0u  ob tenues

pê r  syn lhèse  ch im ique  ( ce t t e  é tuc l e )

A I I - 3 .3 .3 .  So lu t i ons  de  t i t r e  Aé+ in i  !

E Iuan t  ch roma tog raph ique  :

so lu t i on  àqueuse  d ' ac i de  acé t i que  à  107 -  ( v / u )

E luan t  pou r  I a  p répa ra t i on  de  l ' é chan t i l l . on  :

so lu t i on  agueusÊ  d ' acé tone  à  ZSz  (u /u )o

I

o

o
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AI I -3 ,4 .  Appa re i l l age  i

A I I - 3 .4  , 1  .  Appa re i l l age  ch romar0g raph ique  (HpLC)  :

ch rona tog raphe  :  va r i an  t ype  9000  èue t r  g rad ien t  d ,é l u t i on

: : l : : : : : : _ :  
vanne  à  bouc le  -  va r co  ou  s im i ra i r e .

Co lonne  :  Rad ia l  Pak  c lB  , 0  
f  

-  d i amè t re  i n t 6 r i eu r  B  nn t  l , l a t e r s
- -  rÉr ,  Ê47?o

D6' tec teur  :  uv  Longueur  d 'onde :  ?g0 nn schoef fer  sF zzg.

Enreg i s t r eu r  I  Se f ram.

Ar r -3 ,4 . .e .  Pe t i t  matÉr ie r  nécessa i re  pour  la  p répara t ion
de  1 'échan t i . l l on  i .

- éuapo ra teu r  r o tà t i f  sous  v i de  -  Bûch i
-ânpou les  à  décan te r  :  ?80  m t  -  Sod i l ab
-ba l l ons  évapo ra teu rs  de  S00  m l
- f i o1e  pou r  f i l t r a t i on  sous  u i de  eg0  m I
*en tonno i r s  con iques  à  p l àque  f i l t r an te  N r .  4

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o
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AI I -3 .5 .  Echan t i l l onnàqe  :

A I ï - 3 .3 .1 .  Na tu re  i

B i è re ,  moû t ,  ma I t ,  opge ,  houb l . on .

A I I - 3 .5 .3 .  T ra i t enen t  de  l , échan t i t l on  :

Cas  des  l i qu i des :
- f i l t r a t i on  0u  cen t r i f uga t i on  poup  é I im ine r  I es  pe t i t es  pà r t i cu l es .

Cas  des  so l i des  i
- r . r ou tu re  t r ès  f i ne  de  L l é .h "n t i I l on  (E ruh le r - l " l i . ag  DLFU ré f .  e ) .

A I I - 3  . 6  .  l ' f  ode  opé ra  t  o i r e  !

Cas  des  l  i q  u  i de+s

A I I - 3 .6 .1 ,  Adso rp t i on  des  po l y f r héno Is  i

- ue rse r  100  nL  de  b i è re  dans  un  béchen  con tenânT  1  q  (exac tenen t )

de  Ny lon  66 ,  honogéné i se r  I *  
" é t "ng *  

en  ag i t an t  r e  béche r .
- né Iange r  1  g  ( exac tenen t )  de  NyLon  66  dans  de  L ' eau  dÉn iné ra l i sée

(enu i ron  10  m l ) .  Ve rse r  ce t t e  bou i t l i e  su r  l e  f i l t r e  f r i t t é  p l acd

su r  un  e r l enneye r  pe rme t tân t  de  f a i r e  Le  u i de ,
- l a i sse r  se  f o rmer  une  couche  de  Ny lon  su r  l e  f r i t t é .
- b ranche r  l e  u i de .  Lo rsque  1 ' eêu  s ' écou re  à  t paue rs  l e  f i L t r e ,

ue rse r  La  so lu t i on  de  b i è re  +  Ny lon  66  p répa rée  p "É .édemmen t .
- r i ncen  Le  béchen  con tenân t  I a  soLu t i on  avec  un  peu  d ' eau  dén iné -

ra l i sée  gue  l ' on  uense  de  nouueàu  sup  I e  f i l t r e .
- b i en  esso re r  I e  gâ teau  de  Ny lon .

o

O

o

- 1  09 -



o

o

o

o

o
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o

o
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o

o

AI I -3 .6 .? .  E lu t i on  des  po l yphéno ts  !

- r e f i p l acen  l ' e r l enneye r  pàp  un  pnoppe .
- ve rse r  50  mr  d ' un  mé l . ange  acé tone /eav  (7 j / p ; - )  su r  r e  Ny ron  66

con tenu  dans  l e  f i l t r e  f r i t tÉ
- -me t î r e  

en  suspens ion  I e  Ny lon  66  dans  1 ,acé tone /eau  avec  une
spà  t  u l e  ,

- I a i sse r  l e  Ny lon  se  dépose r ,  r e fo rman t  une  couche .
-b ranche r  Le  u i de .
- r épé te r  ce t t e  opé ra t i on  auec  E0  m l  du  n té range  acÉ tone /eau ,

t

AI I -3 .6 .3 .  Rdcupd ra r i 0n  des  po t yphÉno l s  :

-Éu "po re r  1 ' acé tone  sous  v i de  à  enu i ron  40 :C .
- récupé re r  l a  phase  àqueuse ,
-ex tna i r e  5  f o i s  ! . es  po l yphéno l s  à  r , acé ta te  d ,d thy l e  uo ! . une  à

vo lume .
- séche r  EUr  su l f a te  de  sod ium.
-Éuapo re r  À  se ' c  sous  v i de  à  +oec .
- r ep rend re  I e  r és i du  sec  pà r  !

- e  n l  de  nÉ thano l  que  l ' on  f a i t  b i en  c i r cu le r  su r  l es  pa ro i s
du  ba l l on  pou r  t ou t  d i ssoud re .

- r à j ou te r  ?  r r l  d ' eau  pou r ,  pepne t t r e  à  r a  so ru t i on  de  se
Papp roche r  du  so luan t  O 'é tu t i 0n  ch roma tog raph ique  ( cec i  p  ou r
un  p ré tàue ren t  de  b l à r . e ) .

- pou r  un  p ré tèuenen t  de  l 0  g  d ,  o rge  ou  de  na l , t ,  I a
d i sso lu t i on  se  f e ra  pâ r  3  m I  de  né thano l ,  pu i s  3  m l  d reau .

-pou r  un  p ré fèvenen t  de  ?  q  de  houb lon  en  g rànu }és r  o6  f e ra
l a  d i sso lu t i on  dans  s  mL  de  

"é t r r ano r  
pu i s  E  m l  d ,eàu .
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o

o

Cas  des  So I i des

A I I - 3 ,6 ,4 .  E lu t i on  des  po l yphéno ts  pou r  un  dchan t i L l on

so l i de :

-né lange r  t 0  q  d ' o rqe  ou  r l e  na l t  ( ou  2  q  de  houb lon )  dans  50  m I

d ' un  mé lange  acé t  one . / ea  u  (?3 /?3 )  (  v . / v  )  "
- ve rse r  l e  t ou t  poup  une  f i l t r ê t i on  s0us  v i de .
- r ecomr {ence r  I ' opé ra t i on  enco re  deux  f  o i s  ( r i nçage )  .
- r ecue i l l i r  l e  t ou t  dans  un  ba l l on  de  500  m l . .
- I a  su i t e  de  L ' opé râ t i on  es t  conmune  èuec  I ' ex t r âc t i on  à  pa r t i r

d ' une  so lu t i on ,

A I I - 3 .6 ,5 .  Récùé "a t i on  des  po l yphéno Is  !

Vo i r  p réce ide r . t nen t  A I I - 3 ,  6  . 3 .

A I I - 3 ,6 ,6 .  Ana l yse  HPLC i

A I I - 3 .6 .6 .1 .  Rég ) .açe  de  I ' appa re i l  :

Ch rona tognaphe  !

.E luan t  A  :  eàu  dÉn iné ra l i sée  f i l t r ée  su r  nembrane  t , 4 ;= ) t ,

.  E Iuan t  E t  !  eàu . / ac i de  acé t i que  (90 . / 10  )  .

L ' é Iu t i on  es t  p rog ran r ' r ée  su i van t  l e  p - ro toFo le  qu i  su i t  !

o

o

o
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PROGRAI- , IÈ{E D '  ELUTION

TII" IE CODE VALUE

0 FLOt t  e .0
07-e0

O RSVR AB
O EVNT {}
0 ,5  EVNT 5
0 ,6  EVNT 4
1  .0  EVNT 0
40  7 .  100

I n j ec teu r  I

o

o

o

o

o

o

o

Vanne  a  bouc le  de  ?0  pL ,

Co lonne :

:i::::::::: - ;= l:-'î
/ t n t é r i eu r=  ? .1  i î î î

Suppo r t  pe l l i cu l a i r e  CO pe l l  ODS (g0 -3g  t n )
-  - \ tLa  p reco lonne  do i t  É t re  r enp l i e ;  sec  t ou tes  l es  r 0  ana l . y= *= . '

:::::Ï:_::::::::::_: ::::ii*:::'1' 10r
- ' -  

I  in  t  er  ieu r '=  B ntm

l=  10  c r i

La  co l . onne  es t  i ns ta t . IÉe  dans  l e  sys tème  RCH i nd i spensab le  pou r
son  u t i l i sa t i on .
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o

o

o

o

Détec teu r '  :

Longueu r  d ' onde  :  ?80  nn .

Sens ib i l i tÉ  :  0 .1  D0  p le i ne  Éche l l e .

En reg i s l r eu r :

V i t esse  de  dé rou lenen t  du  pap ie r  :  S  mmlmn .

Sens ib i l i t é  :  10  nV .

I n tÉg ra teu r  !

o

o

o

o

o

o

a

Tou t  i n t ég ra teu r  de  p i cs  ch romarog raph iques  peu t  Ê t re  u t i r i sÉ .

A ï I - 3  , 7  ,  Exp ress i  on  des  résu  l  t a  t s  :

A I I - 3 ,7 ,7 ,  E tàLonnàge  ex te rne  !

A I I - 3  , 7 ,7  , l  ,  Résu l t a t s  :  (  vo i r  t ab leau  4  e t  S  qu i  su i ven t  )

A I I - 3 ,7 ,1 ,7 ,  l , l ode  de  ca l cu l  e t  f  o rmu le  !

L ' échan t i l l on  de  V  g rammes  es t  r ep r i s  dans  u  n t l  de  mé thano t
p lus  v  n I  d ' eàu .  So i t  Se  I a  sun face  du  p i c  É ta l on  con tenân t  l l e
(mg . /nL )  du  p rodu i t  de  

"É fé " *n .e ,  
sp  l a  su r f ace  du  p i c  échan t i l l on ,

R  ( résu l t a t )  es t  donnÉ  pa r  I a  f o rmu ! .e  c i - ap rès  !

R ( ppn) = (  sp. /Se )x. t ' lex?x.ux.  (  1 0 00/V)
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a
AI I -3  , 7 ,? .  Répé tab i l i t é  :

La  d i f f ' é rence  en t re  l es  r ésu I t ê t s  de  deux  Oé te rm ina t i ons

e f f ec tué * r  s i n tu l t anÉnen t  ou  rap idenen t  I ' une  ap "è=  l ' au t re  pà r

O  Ie  nême  opé "a teu r  ne  do i t  pês  * * céd* r  5  7 ,  de  l a  ua leu r  r ' î oyenne .

Rena rgue  :  La  so lu t i on  é ta ton (1 )  es1  p rép " rée  à  pà r t i r  des  p rodu i t s

de  ré fé rence :  23 .4F rg  de  Ea téch ine
O 50 r{g de It3

l 5 .3ng  d 'Ep i ca téch  i ne

lou t  d ' abo rd  dans  50  p r l  de  t ' tÉ t t r ano l  auque l  on  râ j ou te

La  so lu t i on  (? )  es t  d i l uÉe  au  de rn i ,  I a  so lu t i on  (3 )

Tab leau  4  :  ReLa t i on  en t re  concen t ra t i on  e t  hau teu r  du  p i c

SOLUTIOT^I
t

SOLUTION
2

soLuTror{
3

ERRANR
E {  A

HfiUTEJR
E€' l3z.Ba 6 6 . 8 8 3 5 . A A 6 . B A

}HUTRJR
CfrTECT{INE r92.BB 9 8 . 8 8 5t .ag Ê .Bg

inureun
EPICRT. 136.  SB 73 -es 37 -Be 9 . B B

zaa

tÊB

tza

soLub i I i sés

50  n l  d ' eàu .

âu  quà r1 .

8A

:!
t)

z
td

É,
3
IJ
F
:t
ttr
=

o

o

o

o

o

o

4Ao

a

O ;OLUTIONS

DEOITE D'ETFILONNRGE DES
POLYPHENOLS EN HPLC

C a t é c h i n e
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L,
t)
(l
L
É.
3
a

a

o

o

o

ô

POLYPHENOLS EN HPLC
724

Exenp le  dF  chnoma tog râ r i tme  :

lo ro

- 115 -

Tab leau  5  : R e I a l i o n  e n t n e  c o n c e n t p è t i o n  e t  s u r f a c e  d u p i c

SCLUTION
I

SOLUTION
2

SOLUTION
3

ERREIJR
Er't z

SURFFCE
Elt fJg? -AA 445 -BB ?Le  -AA 3  -Bs

SURFF}CE
CHTECHINE a4 t  .aB 4n  -aB 1 9 6 . A A 4 -5A

SURFÊCE
EPICRT. 7 A Z . B A 39 t . aB 193 -  AA I . B B

3Aà Ba
Catéch ine

Ep i ca téch ine

DROTTE D'ETFILONNRGE DES

5 4 8

368

tBa

2
( SOLUTIONS )

o

O

i

o

o

B

""1
I

o

o

-o

t':::;l



o

a

o

o

o

o

C

o

o

o

o

ANNEXË I I I

EVOLUTION DES POLYPHENOLS AU COURS DE

LA FAFRICATTON DE LA  ETTERE

AI I I - 1 .  P rocédé  de  f ab r i ca t i on

c l r=  I a  b i è re  en  p i l o t e  r  page  l t l

êI I ï -e .  Tab le€ux  e t  courbes  résu I tàn ts
du  dosage  d t=s  po typhénoLs  au  cours
du  b rassage  e t  de  ra  conserua t ion  !  pège  te l

o
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c

o

o

o
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o

o

ANNEXE I I I

EVOLUTIO}{  DES POLYPHENOLS AU COURS DE

LA FAETRICATION DE LA  B IERE

Ar r r -1 .  P rocédd  de  fabr i ca r ion  de  la  b iè re  en  p i lo re  ,

AI f I - 1  , l . l ' l ou tû re :

-déb i r  :  t oo  kg , / h
-g rà r ru r s î ' l é t r i e  ( f ou rche t t es  adm ises  pou r  b rassaqe )

Tam is  (nn )  7 ,?70  1 .010  0 , ] . o4?  0 ,e5g  0 .1S4  f i n

z,  po ids ( re fus)  B-r  0  r  4- rz  44-ge rg- r8 4-6 a-z

AI I I -1 .e .  B rassage  :

- né th  ode  pà r  i n f  us i  on  sàns  t r e r , r pe
-Ëonoma l t

- eau  de  bnàssàge  !  eau  du  réseau
-ue rsemen t :  na l t  e60  kg

eau  840  kq
-né thode  f i gée  pâ r  âu tona re  HODICON

o

e

o
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o

a

o

o

o

o

o

o

o

d iag ramme de  t r r assàge  :
- empâ1àge  3? iÇ ,
-pa l i e r  50 tC  :  15  n i nu tes
-paL ien  63eC  I  15  r r i nu tes
-pa l i e r  73?8 ,  !  0  à  15  n i nu tes  ( t es t  de  saccha r i f i ca t i on  à  I , i ode )
( rampes  :  l r  C . / nn  )

A I I I - 1 .3 ,  F i I t r â t i on  :

- po ids  en  cuue  à  houb lonne r  (CH)  ap rÈs  !

.  p rem ien  bou i l l on  :  ô00  kg

p ren ie r  Lavage  :  gg0  kg

deu  x  i à r ' r e  I a  uage  :  I  ?80  kg
.  t r o i s i ème  l avage  :  1600  kg  ( x . )

x 'En  f a i t r  à j us tenen t  de  ! . a  dens i t é  en  chaud ià re  OéUu t  cu i sson
à  11 ,5 :P  pc r r  l a  de rn ià re  eàu  de  l aeàge .

-OéU i t  de  recyc lage  :  200  l / h
-OéU i t  de  p ren i . e r  bsu i l l on  1600  I . / h
-déb i t  de  p re rn i e r  l avage  I  ZS0  L /h
-déb i t  de  deux ième  l auage  l  g00  l . / h
-déb i t  de  t r o i s i ène  l avage  :  1  000  L /h
-p i ochage  (p i ocheu rs  p réa rabLemen t  p racés  en  pos i t i on  deux )

s i  l e  déb i r  deu ien r  i n f é r i eun  à  900  l , / h
-hau teu r  dans  I a  bou te i l l e  à  moû t  I  150  mÈr

â I I I - 1 .4 .  Cu i sson  I

- p ress ion  â tnosphé r i que  (du rée  B0  n i nu tes )
-dens i t é  OéUu t  cu i sson  11 .F  p l a to

-dens i t é  f i n  cu i sson  13  P la to  ( so i t  un  t àux  d ' éuapo ra t i on  ho ra i r e
de A?-)

-pH  a jus té  à  s .e  f i n  cu i sson  (pa r  ac i de  phospho r i que )
-houb lonnâge  en  une  seu le  f o i s .  ( avec  des  ex t ra i t s )

o
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- d i aq ràmne  d ' évapo rà t i on  I  lS  n i nu tes  47 :

?0  n inu ' t es  62 .

30  m inu tes  B i l

30  n i nu tes  107 .

A I I f - 1 .5 .  t l h i r poo l  :

- s t â t i onnenen t  :  30  n i nu tes

A I I f - 1  . 6 .  En tonnemen t  !

-oéu i t :  tEoo L /h
- aé rà t i on  (à  I , a i r )  :  g  ppn  de  Oz
- tenpé rè tu re  I  1? :C
-ense f i ence f i en t  :  0 . 8  kg  de  l evu re  sèche  pâ r  h I
- l evu re  p ré -d i l uée  dans  30  l i t r es  de  moû t  pendan t  t ou t

I ' engenence f i en l  .

A I I I - 1  . 7 .  Fe rnen ta t i on  :

- en tonne f i en t  !  12 !C
- fe r f i en tâ t i on  3  j ou rs  i  133ç
-ga rde  chaude  3  j ou rs  à  lEsC
- re f ro i d i ssemen t  à  4ec  en  ?4  heunes  ( so i t  0 . 46  t ] , / h>
-s tà t i onnenen t  à  asc  t  ?4  heu res
-ch i I l age  à  -1 :C  :  l ?  heu res
-ga rde  f r ô i de  à  - l tD  :  E  j ou rs

pness ion  3  -en tonner , l en t  !  0
-non tée  na tu re l l e  en  ?4  heu res  :  0 .4  ba r

|  
- ap rès  g  j ou rs  passâge  à  1 .2  ba r

a

o

o

a

o

o

o

o

o

o

o
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AI I I -1  .8 ,  F i I t rà r ion  e r  t ra i renenrs  :

F i l t r a t i on

-p récouche  (en  eàu  pe rdue )  en  mé lange  (1 )  dÉb i t  de  f o rna t i on
1350  L /h  dose  :  1  kg /n

-OéU i t  i n i t i a l  de  f i l t r a t i on :  g00  I / h
-èd juvan t s  (CBL3 )  pa r  t ank  I  300  I
- t anks  de  b i è re  f i l t r ée  :  sous  CO. ( renp l i s  i n i t i a l emen r  d ,eau

:  eu i  es t  chaEsée  àu  COa(p ress ion  1 .p  ba r ) )
- con t re -p ress ion  de  f i L t r a t i on  r  1 .?  ba r  (=p ress ion  des  TEF)

(r  )  :302 CBRI + r ,g ïa CBRtr

T ra i t enen t  so r t i e  f i l t r e

o
- co l l upu l i ne  doub le  t  ?g /h l
- ac i de  asco rb ique  t  ?q /h l
-mé tab i su l f i t e  de  po tàss ium :  1g /h t

o
AI I f - 1 .9 ,  Sou t i r age  e t  pas teu r i sà t i on  !

- en  33  c l  "Êppo l i na r i s "
-1P0  bou te i l l e s  n i n i r t un  pâ r  essa i
- pàs teu r i sa t i on  I  l ?  à  lE  Up

o

o

o
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âr r r -? .  Tab leaux  e t  courbes  résur tan t  du  dosage  des
po lyphéno ls  àu  cours  du  b rassage  e t  de  l ,a
consenva t ion  i

Sur  l es  cou rbes  en  absc i sse  nous  àvons  l es  p rÉ tèuenen ts
de là14âvec :

1  .  onqe  e t  na l t

? ,dÉbu t  empâ tage

3 .pa l i e r  50eC  ( f i n  pa l i e r )

4 .pa l i e r  633C  ( f i n  pa l i en )

S .pa l i e r  7Tu3C ( f i n  pa l i e r )

6 .p ren ie r  bou i l l on

7 ,débu t  éuu t l i t i on

8. f in  éuur t i r ion
? .p ren ie r  j ou r  de  f e rmen ta t i on

10 .s i x i ème  j ou r  i *  f e rn ten tâ t i on

11 . f i n  ga rde

l?  ,  enbou  t e i l l age

13 .un  mo i s  ap rès  enbou te i l l age
-  14 , s i x  no i s  ap rès  enbou te i l l age

En  o rdonnée  nous  €uons  res  t eneu r=  en  pp ' r  àvpc  i
* - - - *  :  P rode lph i . n i d i ne

i -  o- - -o :  Et3

+ - - -+  :  Ca téch ine

:  Ep i ca tÉch ine

Les  tab ! .eaux  6  È  g  donnen t  res  uareurs  en  ppm de
po lyphénoLs  pour  J .es  d i f fé ren ts  p ré rÈvenen ts  e t  se lon  . la  uar ié , té ,
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Courbe  1  à  B : Ev  o  I  u t  i  on  p r  ode lp l r  i n i d  i ne ,  F3 ,

ca téch ine  e r  ép i ca tÉch ine  pà r  n ta l t  :
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2 3  4  5  6  ?  g  I  tB t t t?  1314
PRELEVEÈlENTS

EVOLUTION SUR HRLT CLFIRET

5 6  7  I  I  tB l rL?  13 i4 ls
PRELEVE},tENTS

EVOLUTTON SUR MFILT SONIR Z.
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EVOLUTION
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2 3  I  s  6  7  I  I  lBL l le13 t4  t s
PRELEVE}4ENTs

EVOLUTION SUR I'IRLT BERTRICE

? 3  I  s  6  7  I  I  tA t l ta13 t4
PRELEVE},IENTS

EVOLUTION SUR MRLT MENUET
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EVOLUTION SUR MRLT CRRINR
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PRELEVE},IENTS

EVOLUTION SUR MFILT TRIUMPH
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ANNEXE I  V

TTNEUR EN POLYPHENOLS SUR LEs  HOUBLONS ET

EXTRAITS  UTTL ISES POUR LES ESSAIS  PTLOTES

AIV -1 ,  I n t r oduc t i on

A IV -e .  I n te rp ré ta t i on  e t

A I  V -3  ,  Ch r  omâ  t  og râmîâes

résu l t a t s
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ANNEXE IV

TET.IEUR EN PCIL-YPHENOLS SUR LES HOTJBLT}NS ET

EXTRAITS UTIL ISES POUR LES ESSATS P ILOTES

AIU-1 .  I n t r oduc t i on  !

Pou r  n i eux  c0 î t p renc l r e  f  i n f l uence  du  hsubLonnàge  Éu r  I a
teneu r  en  po t yphéno l s  des  b i è res  f i n i es ,  i r  nous  es t  

" pp " "ufondamen ta l  dL .  conna i t r e  La  quàn t i tÉ  de  BB ,  84 ,  ca téch ine ,
Ep i ca tÉch ine  e t  t r i nà re  c l  dens  ra  nà t i è re  p rem iè re .

A IV -? .  I n te rp ré ta t i on  e t  r ésu1 tà t s  !

P lus i eu r '  r eËa rques  impo r tân tes  son t  à  f a i r e

-Les  ex t ra i t s  pa r  l e  c , oz  ne  - con t i ennen t  
gue  de  l a  B3  en  f a i b l e

quan t i t é

-L ' ex t ra i t  é t hano l  con t i en t  t ous  I es  po l yphéno Is  É tu r J i és ,  ma i s  du
fa i t  de  La  f a i b l e  quàn t i t é  u t i l i sée  ' Lo rs  

du  houb lonnage  l , appo r t
en  po l yphÉno Is  es t  négL igeab le .

-Les  cônes  e t  l es  pe l l e t s  on t  une  f o r t e  t eneun  en  83 ,84 ,  Ca tÉch ine ,
Ep i ca tÉch ine  e t  t r i nè re  G l .

-Pa r  con t rP  I a  r épa r t i t i on  9 *s  pnoan thocyan id i nes  É tua iÉes  es t
t r ès  d i f f é ren te  su iuan t  I a  p rovenànce  de  l a  na t iË re ' p ren iÈ re
(  uo i r  t ab leau  e t  h i s t ognamnes )  .c

o

o
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AIV -3 .  Ch roma tog râmnes  :  ( pàges  l 3E  e t  136 )

on  cons tâ te  une  dé r i ve  de  ra  l i qne  de  base  cec i  e ' t  du
au  g rad ien t  d ' é tu t i on  (de  1  à  t a7 (  en  ac ide  acé t i que  en  40  m inu tes )
qu i  es t  oé tec té  pà r  l e  spec t ropho tomè t re  u - v  à  eg?  n r , r ,

Chacun  des  ch r0na tog ràmr ' t es  r ep résen te  un  Échan t i l l on  du
houb lon  u t i r i sé  ro r s  des  essà i s  p i r o te  su r  r e  houb lonnâge .  on
peu t  co r ' r pa reP  en t re  eux  l es  r ésu l t a t s  des  échan t i l l ons  cà r  nous
so r ' lmes  pa r t i s  d ' un  mÊre  po ids  e t  àvons  u t i l i sé  l es  nêmes  cond i -
t i ons  que l l e  que  so i t  l a  t ex tu re  de  l a  ma t i è re  p rem iè re .

Tab leau  t 0  :  Teneu r  en  po t yphéno l s  des  houb rons  e t  ex t râ i t g

EI
nn PPn

Catcch Inc
Gn PPl|l

Ep t  cËt .
en FPm

8{
on pPn

Cl cn rin
H .  d a  p l c

Ext r r t t
Ethù16I 139.{ .5A 4 5 . 3 9 aa.7a l B 5 . G 5 6 9 . 4 S

Ext ral t
C@ Pau l * . e 9 5 . 8 8 a.aa a.aa a.aa a.eta
ExtFÈl t
C@ Ftopr. 5A? .  tA a.aa a.aa a.ga a,aa
CEncc
ù11dkcnt ?G?A.BA 454 .9s 666.  AA laL4.2A Ê7.A9

CSncr
Encurcrr. 24A8.?A 332.2A 3a,2.7A 347 . tA tzg.sa
Pol  la te
Ha l  l c r t ru 2 1 9 7 . 4 A tasE.  s€ 3 A ? . 7 A lg t î .2A 2? .AA
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Ethanot
€x t r l l t  €x t r r l t
C@ Paulc. COZ f lope.

CEncr
lll dkcnt

Catéch ine

CEncc
l"ll dhont

Côncr
Brourarc.

Cûnor
Brouérg .

P a l  I a t c
l la l  Icr t ru

s
15AS

g

t5a6

His tog ràmne  ?  :  Teneun  eD

E
çL
CL

75A
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ANNEXE V

ETUDE EXPERI } , IENTALE DE L 'OXYDATION PAP

LA POLYPI. IENOLOXYDASE (PPO) DE LA
---;-----

CATECHTNE,  EPTCATECHTNE,  F3  ET  E t4

O  Pou r  ce t t e  É tude  nous  nous  sonnes  p l acés  dans  l es

cond i t i ons  d ' ac t i v i t é  op t i na te  de  1 ' enzy r ' t e  à  savo l r  :

I- t empé ra tu re  37ZC
-pH 6

AV- l .  Ha té r i e t s  e t  nÉ thode  :

AV- l  . 1  .  l " l a té r i è l s  !

a

o

o

a

o

o

o

o

o

Les  so lu t i on  à  pH  6  son t  ob tenues  en  a j ou tân t  à  une

so lu t i on  0 .1  l . l  de  phospha te  d i sod igue  (Na2HPBq)  une  so lu t i on  0 .1  l ' l

d ' ac i de  c i t r i que  j usqu 'à  ob ten t i on  du  pH  dés i r é .

La  PPO p ro  v i en t  c l e  I a  f  i r n t e  SERVA.

Les  d i f f é ren t s  sppa re i l s  u t i l i sés  e t  Leu r  d i spos i t i on

son t  r ep résen tés  dans  l es  schémas  qu i  su iuen t  :

a
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a
-Oé te rm ina t i on  de  I a  u i l esse  d ' oxyda t i on

du  p rodu i t  d ' oxyda t i on

pà r  l a  dÉ tec t i on  UV

o

o

o

o

o

o

o

o

o

ane ne æ;l
-.-..--_

\

ËICRII TI.EE
.---.ç_

\
\

saINGr€ D.INt€CTtOr.

KlTffï€ln ËBtETIârrÉ

SOI{D€ TI{€F|oTETRTOUE

EATN il{€RI'OSIFTI(I,EENREdISTRÉln

t-r
tt
actr*tao fimRETIotJE

- oÉ te rm ina t i on  de  l a  v i t esse  d ' oxyda t i on  pâ r  l a  mesu re  de
1 'oxygène  d i ssous  conson tmé  pa r  l a  r éac t i on- \

i - - - - - -

DETECT€l,ra IFV (3EO nrl

. SERIHGUE !'IHJECÏIOI{

. \

(DISSô|,ISl

D€TECTEIIRO.REGISTlE.,n

SONBE THERTF$ETRT^U'

Bf,IN THæ.IôS?HITCT€

o

l'

AU- l  .  e .  HÉthode  :

L 'é ta l onnage  de  l , appa re i l  Becknan  à  oz  d i ssous  a  É tÉ
réa l i sÉ  àu  , ' l o yen  de  so lu t i ons  é ta l ons  (dosées  pà r  vo ie  ch in i que ) .
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o

L 'é ta l onnage  de

en  nesu ràn t  I a  d i spa r i t i

HPLC.

l a  bande  d ' adso rp t i on  en  U -V  a  É té  e f f ec tuÉ
sn  de  1o  ca téch ine  au  cou rs  du  t e r , t ç , s  pa r

Lo rs  de  I a  r éac t i on  c l ' 0 xyc la t i on  l es  so lu t i ons  son t ;
t ' ab r i  de  I ' a i r  ( oxygène ) .  Les  vo lunes  des  réac t i f s  son t  de

O I ' o rd re  de  50  n l  de  ra  so lu t i on  à  pH  6  con tenan t  r es  subs t râ t s  à
oxyde r  ( ca tÉch ine ,  Ép i ca téch ine ,  t t 3  ou  F4 )  ( concen t rà t i on  de  l a
so lu t i on  nè re  1000ppn  env i r on )  e t  de  500  y I  de  l a  so lu t i on  de  ppo
(concen t râ r i on  l 000ppp  env i r on ) .  

t

a
L 'oxyda t i on  a  l i eu  dans  un  rÉac teup  d ,une  con tenènce  de

s

100  n I  à  doub le  pa ro i s  pe rne t t an t  d ' e f f ec tue r  La  réac t i on  à  t ! c s te

AV-? .  RÉsu l t a t s  e t  cou rbes  I

Nous  avGns  é tuO iÉ  Ueux  f onc t i o r r s  pu l i r  chaque  subs t rà t  :

- l a  u i t esse  en  f onc t i on  de  }a  concen t ra t i on  qu i  Fe rne , t  pâ r
f  i n t e rméo ia i r e  de  l a  r e l a t i on  de  L i neu reawer  e t  Bu rk  de  donne r
1a  cons tàn te  de  M ichae l i s  de  ra  r éac t i on  (Km)  e t  l a  u i t esse
max imum (Vn )  t

En  e f f e t  on  po r t e  gu r  un  g raphe  1 . /S  (avec  S  concen t ra t i on
en  subs t ra t  en  no le  pà r  l i t r e )  en  abc i sse  e t  en  o rdonnÉe  res
inve rses  des  va l . eu rs  de  l a  u i t esse  t r ouuées  pou l .  chaque
concen t ra i i i on .

on é tabL i t  a ins i  une  représen ta t ion  conme cer re  qu i  su i t
I

don t  l ' équa t i on

I-ç

d e  l a  d r o i t e  e s t  ! l / v=Km. /V* ( l /S )+ l l v

O
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- I a  v i t esse  en  f onc t i on  de  I a  t enpé ra tu re  pen f i e t  d ' ob ten i r  Fâ r
I ' équâ t i on  d 'A r rhen ius  1 ' éne rg ie  d ' ac t i va t i on  de  I a  r éac t i on .

O  En  e f f e t  se l on  l ' équa t i on  l og  v  es , t  L i néa i re  en  f onc t i on  de  7 /T
(T  t empéra tupe  en  deg ré  Ke1u in )  e t  l a  pen te  de  l a  d ro i t e  vàu t  !

- 0 .?19  Ea  (Ea  éne rg ie  d ' ac t i va t i on )

Les  résu l t â t s  expé r i nen tèux  Ee  t r 0uuen t  àu  t ab leau  l ?

Les  ua leu rs  de  Ea  é tan t  dans  l e  t ab leau  V  du  chap i t r e  V I I  de

nêne  gue  l es  d ro i t es  su r  La  cou rbe  XV .

o

o

o

o

o

o

o

Les  résu l t a t s  ob tenus  à  pà r t i r

son t  r eç roupés  dans  I e  l ab leau  11 .  Les

dans  l e  l ab leau  V  e t  l es  d ro i t es  sup  l a

chap i t r e  v I I .

Les  cou rbes  d ' oxyda t i on

équa t i ons  qu i  en  dËcou len t  son t

Tab leau  1  1

des  d ro i t es  expé r imen ta leE

va leu rs  de  Kn  e t  Vn  son t

cou rbe  XV I  dans  l e

t r a i tÉes  pà r  o rd i na teu r

à  l e  su i t e  des  t ab leaux

e t

t 1

l es

e t  1e .

o

o

o

VITESSI DE RIRCTION POLYPHENOLS_PPO EN F(C)

o

CRTECH I  NE PICRTECHINE B3 B4

Lt1/l
l l  cn ro l r

l?V
V cn llzag

I /tl
ùt cn anlr

l .v
V cn UzrE

I rll
n ar'l l ro l r

l "v
y cn Uzng

Llil
l ' l  aa ;o l r

l l v
V c n Uzng

686. ere .a? 68e1. Ero . g ? 3 ? ? . A A . 3 5 5 5 6 . S e . 1 8

t36s.  aa ,€l3 1364.  BA .o4 t 3 8 4 . B A . 5 4 1 t  l ? .Be .e9

34lA.ge .Els 3 {  l a .  aB .El8 ?7Ê?.sa . 9 3 ??24.se . 5 7

68?9.  E  E .ag 6829. BEI . l { 5sz3.aE t . 6  t 4  4 { 8 .  B E l . 1 3
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o

Tab  l eau  1  2

VITESSE Df RERCTTON POLYPHENOLS_PPO EN F(T)

courbe ?  OXYOÊTION Df  LR CRTECHINI

CRTECHI NE PI CRTECH]NE B3 B4
lzT*:19-3
T  c n ' K

LnY
V cn Uznrg

tzTrrlg-3
T  r n ' K

LnV
V an U/rrg

l /TI l0-3
T  sn  'K

LnV
V on Uzng

l /Tr l0-3
l o n . K

LnV
V rn Uzog

3 .  e3 3 ,  S 5 3 .  ? 3 3 , 8 7 3 . ? ? l . @ s 3 . ? ? t .?e

3 . ? 8 3 . 7 3 3 . ? g 3 . , 1 5 3 . ? 7 . 9 { 3 .  a8 l . r t s

3 .31 3.  .18 3 . 3 7 a .  9? s .31 . 8 1 3 .3e t . ? 7

3 . 3 6 3 .  e9 3 .  4 5 e .5? 3 .3s .72 3 . 3 S l .  B 5

E

ù saa
J
o
t
gl
I

* zaao

o

o

o

o

a A*g
CHOIX  :  €  ' \

F l  :  + .  6  1 6 7 E + A  I t s  =  - . l 5 7 l Ë + @ ?

o
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Ëourbe  1  0 OXYDRT]ON BE L ' fPJCÊTtCHINI

<ze
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-  ? 2  t e 8
TEI1PS EN SEC.
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4AA

2A@
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E
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I
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o
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X : ê ' \
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ANNEXE V I

T. IETHODES D'ANALYSES DU TROUBLE

AVI -1 .  $uc res  :

l ' l ode  opé ra ro i r e  :

L ' hydno l yse  
"  

é té  é r t " c t uée  àu  noyen  de  l , ac i de  rp i f l uo -
roacé t i que  à  737 -  à  une  t empérà tu re  de  110 tC  pendan t  B  heu res  sous
v ide  ( t ube  sce l l é ) .  on  f a i t  rÉag i r  env i r on  ?  ng  (exac te r {en t )  de
t roub re  dans  3  n r  d ' ac i de .  Pu i s  ap ràs  réac t i on ,  0n  cen t r i f uge  ra
so lu t i on ,  p ré l ève  1  m I  c l e  ce l l e - c i  e t  évapo re  au  ro ràuàFo r  à  g0?C .

Le  rés i du  es t  l a i ss r i  P+  heu res  dans  un  dess i câ teup  à  u i de  en
p résence  de  Na0H.  Pu i s  on  rep rend  pa r  t  n l  d ,eau  d i s t i r r ée ,

E ta l onnàge :

Pou r  dé te rm ine r  l a  l eneu r  en  sucpe  de '1 ' échan t i l I on ,  nous
evons  u t i t i sé  1a  

"É thode  
Techn i con  t i l é t f r odo log ie  { t ucose  AA I I0e } .

Les  mo lécu les  de  suc re  réuu i sen t  l e  ché Ia te  de  néocup ro ine
cu iu r i que  en  un  comp l . exe  coLo rÉ  de  néocup ro ine  cu i v reux ,  cec i  en
m i l i eu  a l ca l i n  (NasC t3 )  en  chau f f an t  à  87 :C .  On  f i esune  l a  co lo -
rË Î i on  à  qaO nn ,

Le  réac t i f  néocup ro ine -cu iu re  es t  p répa ré  dans  une  f i o l e
.  de  500  nL  con tenan t  e50  n r  d ' eau  d i s t i r r ée ,  D i ssoud re  0 . t  g  de

t _
neocup ro5 .ne  hyd roch loPu re  e t  0 ,1  g  de  su l f a te  cu i v r i que  (CuSO. . ,

5  HzO) ,  ag i t e r  e t  coÊ ip l é te r  àvec  de  J . , eau  d i s t i l LÉe ,
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0n  p répa re  l a  so lu t i on  de  ca rbonà te  de  sod ium en

soLub i l i san t  13 .?5  g  de  ce lu i - c i  dans  une  f i o l e  de  500  n I

con tenèn t  400  n I  d ' eàu  d i s t i l l ée  pu i s  on  conp lè te  âu  t r a i t  de  j auge .

La  d ro i t e  d ' é ta l onnage  es t  e f f ec tuÉe  à  pa r t i r  de  so l . u t i ons

de  g l ucose  à  0 .2 ,  0 .5  , 1  e t  ?  q  pàp  l i t r e .

On  e f f ec tue  I a  r éac t i on  à  eZ lC  dans  un  ba l l on  de  100  m l

con tenan t  30  n l  de  t a  so lu t i on  de  Na2CO3r  30  n l  du  réac t i f

néocup ro îne -cu i v re  e t  e00  p l  de  I a  so lu t i on  é ta l on  de  g l ucose  ou

de  L ' échan t i l . l on .  
r

AV I -? .  Ac ides  am inés  :

. t
no6e  ope rà Îo r . r e  !

L ' hyd ro l yse  pan  1 ' ac i de  ch lo rhyd r i que  (6N)  à  t t 09C  en  t ube

sce l t é  e t  s0us  v i de  des  pno tÉ ines  l i bè ren t  quàn t i t â t i uenen t  l es

ac ides  am inés  ( sau f  excep t i ons  uo i r  c i - dessouE) .

De  f açon  à  dé te rn i ne r  l es  cond i t i ons  op t i nuns  d ' hyd ro l yse

nous  àuûns  opéné  à  des  t enps  va r i ab ! . es  !

I e  t enps  de  1B  heu res  co r respond  à  ce t  op t i r i ua  i r  l ' e xc  I us i on  de

Th réon ine  de  1e  Sé r i ne  e t  du -T ryp tophane  Cé t ru i t s  pà r . t i e I l emen t

e t  ên  t o . ÎÈ f  i t é  à  7?  F ,eu res ,

On  f a i t  donc  rÉaq i r  5  ng  de  t r oub le  dans  2  n I  d 'HC I

pendan t  B ,  tB  ou  73  heu res .  Ap rès  évapopà t i on  e t  séchàge  au  dess i -

câ teu r  on  rep rend  I e  r és i du  pâ r  une  so l , u t i on  pH  e ,?  +  é ta l on

in te rne (ac ide  c -an in0guàn j . r J i . nop rop ion ique  AGPê)  que  l ' on  i n j ec te

5u r  1 ' ana l yseu r  d ' ac i des  am inÉs  Becknan  (An ino  Ac id  Ana l yse r  11?CL) .

t - a  sé r i ne ,  l a  t h réon ine  e t  Le  t r yp toph€ne  son t  dé te rm inÉs

pa r  hydno l yse  en  m i l i eu  a l ca l i n  pa r  I a  soude  (6N)  en  p rocédan t

co f i f l e  c i - dessus .

La  t eneu r  en  ac ides  an inÉs  des  b i è res  es t  dé te rn i nÉe  pa r

i n j ec t i on  d i r ec te  en  p résence  de  1 'É ta Ion  i n te rne .
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AVI -3 .  Po l yphéno Is  !

t ' l ode  opé ra  t o i r e  :

NouE  u t i , l i sons  pou r  l ' h yd roLyse  l . ' a c i de  t r i f l uo r0acé t i que
à  t s  z  gv i  ne  dÉ t ru i t  pas  res  c . yan id i nes  e t  gu i  pepne t  une

ne i l l eu re  soLub i l i sa t i on  du  t r oub le ,

Pou r  un  échan t i r l on  de  t r oub le r  l e  p ré tÈuenen t  es t  de
env i r on  5  ng  (exac temen t )  dans  Z  m I  d ' ac i de  t r i f l uo roacÉ t i que

à  1 i , 7 -  à  une  t empÉra tu re  de  t r 09c  pendan t  r  heu res  ( t ube  sce r ré r ,

Pour  un  échan t i rLon  de  b iè re ,  re  nérange  réac t ionne l
es t  cons t i tué  pâP 85  n l  de  b iè re  e t -  15  n I  d 'ac ide  t r i f l uo roacé t i .que

.  pur

L 'é ta lonnage  es t  e f fec tué  sor  des  so lu t ions  de  83  dans
1 'ac ide  t r i f  Iuo roacÉt ique  à  !3  ' i â ,

Chacune  des  so lu t i ons  es t  po r t ées  à  éuu t l i t i on  pendan t

une  heune .

Ap rès  re f r o i d i ssenen t  0n  u t i l i se  l a  né thode  de  dosage  des
po l yphéno l s  déc r i t e  dans  l 'Annexe  I f .

o
La  nÉ thode  pe rËe r  donc  l e  dosage  des  poLyphéno l s  l i é s

sous  f o rn te  de  cyan id i ne  X ,  ap rès  é ta l onnage  p "éa lab le  à  l , a i de
de  soLu t i ons  du  d imè re  E r3 .

o

o
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