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Evolution et caractérisation chimique des tanins couronnes du raisin au vin

Résumé : Les tanins condensés sont présents dans un grand nombre de boissons et d’aliments comme
le raisin, le vin, le thé, les pommes ou méme le chocolat. Dans le vin, ils contribuent a de nombreuses
propriétés organoleptiques qu’elles soient visuelles ou gustatives. Récemment, une nouvelle sous-
famille de tanins condensés possédant un squelette cyclique avec une cavité a été découverte et
nommeée les tanins couronnes.

Le but de cette these est de déterminer la localisation des tanins couronnes dans la vigne, d’étudier
leur cinétique d’évolution du raisin jusqu’au vin et de caractériser chimiquement cette nouvelle
famille. Un volet de ce travail a été consacré aux pigments polymérisés ainsi qu’a la famille des tanins
condensés ayant une liaison de type A.

Les tanins couronnes ont été localisés spécifiquement dans la pellicule de la baie de raisin ainsi que
dans les feuilles, les rameaux et les racines de la vigne. Leur concentration dans la pellicule est
influencée par le type de sol et la nature du cépage. Durant la maturation du raisin, ces tanins
s’accumulent dans les pellicules de la baie de raisin. Dans le vin, ces tanins cycliques sont extraits en
tout début de fermentation alcoolique, restent stables durant le reste de la vinification et durant le
vieillissement en bouteille. Il a ainsi été démontré que les tanins couronnes sont résistants a
I’oxydation. En paralléle, la purification du pentameére couronne a été entreprise ainsi que la synthéese
multi-étape du tétrameére couronne. Une étude en fragmentation a permis de différencier les
tétrameres couronnes et du tétramere majoritaire de type A. Cette derniére famille a été analysée
sensoriellement prouvant qu’ils sont plus astringents que les tanins de type B classique.

Enfin, une étude sur I'évolution des familles de pigments polymérisés a été réalisée par
dépolymérisation chimique permettant de mettre en lumiére le comportement unique de chacune des
familles en fonction de leur structure.

Mots clés : Vin rouge, Tanins condensés, Tanins couronnes, Tanins de type A, Vigne, Synthése
organique, UPLC-UV-ESI-QTOF.
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Evolution and chemical characterisation of crown procyanidins from the vine

to the wine

Resume: Condensed tannins are widely distributed in plant-derived foods and beverages like grape,
red wine, tea, apples, or even chocolate. They contribute to many organoleptic properties such as color
and taste. Recently, a new condensed tannin sub-family with a macrocyclic structure and with a cavity
at the center has been reported, and named crown procyanidins.

The aims of this PhD work were to determine the localization of crown tannin in the vine, to study their
evolution kinetics from the grape to the wine and to characterize chemically these new compounds.
Another part of the thesis has focalized on polymerized pigment as well as on the tannins with an A-
type linkage.

In the vine, crown procyanidins are specifically located in the grape skin as well as in the leaf, the vine
branch and the vine roots. Their concentrations in the skin are impacted by the type of soil and by the
grape varieties. In the grape skin, the crown tannins have been accumulated during all the ripening.
These tannins are extracted at the beginning of the alcoholic fermentation and their concentrations
remains stable during the rest of the winemaking process and also during the red wine aging in bottle.
It has also been shown that the crown procyanidins appears to be resistant to oxidation. Moreover, at
the same time, the purification of crown procyanidins pentamer has been undertaken as well as the
multi-step synthesis of the crown tetramer. A comparative study of the fragmentation pathways of the
crown tetramer and the non-cyclic tetramers having A-type linkages highlighted specific fragments
from A-type the tannins. A sensory study on this tannin family was performed showing that tannins
with A-type bonds are more astringent than tannins having only B-type bonds.

Finally, a study on the evolution of polymerized pigments in red wine was carried by chemical
depolymerization, which demonstrate that every class of pigments have a unique behavior.

Keys words: Red wine, Condensed tannins, Crown tannins, A-type of tannins, Vine, Organics Synthesis,
UPLC-UV-ESI-QTOF.
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Introduction

‘Mieux connaitre pour mieux apprécier’ Emile Peynaud.

Cette phrase d’Emile Peynaud, tirée du livre « Le goGt du vin » [1], résume parfaitement la
recherche en cenologie. Dans le but d’améliorer quotidiennement le vin et de répondre aux attentes
des consommateurs, la recherche permet d’améliorer ses qualités. Le vin est une matrice complexe
qui peut se décomposer en une matrice volatile et une matrice non volatile, les deux regroupant un
grand nombre de familles chimiques apportant chacune un impact organoleptique différent. Un grand
vin rouge de garde se caractérise par un équilibre sensoriel entre toutes ces familles. Le travail et les
techniques utilisés au chai influencent et subliment le vin. L'un des éléments majeurs dans la qualité
d’un vin est le raisin. La qualité du raisin est I'un facteur clé dans I'élaboration des grands vins qui
commence donc aux vignobles par le travail de la vigne tout au long de I'année en lien avec le sol et le

climat du millésime qui influenceront la qualité finale du raisin.

De nos jours, les bénéfices qu’apporterait le vin rouge sont trés controversés. En effet, de
nombreuses publications font état de I'apport positif qu’apporterait la consommation raisonnée du
vin rouge, mais en retour bon nombre de contre publications font état du contraire. Le French
paradoxe en fait partie [2], puisque ce dernier a montré que les Francais présentaient moins de déces
par les maladies cardio-vasculaires que les Américains alors qu’ils possedent, tous les deux, un régime
alimentaire aussi riche en lipides. Le facteur clé de cette différence a été la consommation modérée
de vin rouge, typique de la culture frangaise. Il a ainsi été démontré qu’une consommation modérée
de vin (2 a 4 verres par jours) baissée le risque de maladie cardio-vasculaire. En revanche, une

consommation excessive de vin augmenterait les risques pour la santé.

Ces propriétés biologiques bénéfiques, qu’apporte le vin rouge, sont principalement liées a
une classe de molécule en particulier : les polyphénols. En effet, cette famille de molécule possede un
grand nombre de propriétés bénéfiques pour la santé humaine telle que des propriétés antioxydantes
[3], bactéricides [4,5], des propriétés de protection contre les maladies cardio-vasculaires [6,7] ou
encore des propriétés de prévention contre les maladies neurodégénératives [8,9]. Ceux-ci sont
retrouvés dans un grand nombre de végétaux (fleurs, bois), mais également dans notre alimentation,
car ils sont présents dans les fruits rouges, le thé, les pommes voire méme le chocolat. Les boissons
fermentées comme le cidre [10], la biére et le vin [11] sont également riches en polyphénols. Dans la
vigne, les polyphénols sont présents dans chaque partie de la baie de raisin avec des teneurs et des
compositions différentes : 46-69 % dans les pépins (tanins condensés), 22 % dans la rafle (tanins
condensés), 12-50 % dans la pellicule (anthocyanes, tanins condensés et stilbénes) et 1 % dans la pulpe

(acides-phénols).
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Les polyphénols peuvent se diviser en deux sous-groupes principaux : les flavonoides dont la
structure de base est un noyau flavane C6-C3-C6 et les non-flavonoides qui regroupent les autres
polyphénols. Chacun de ces 2 groupes posseéde un grand nombre de composés différents avec une
large diversité de structures. Parmi les flavonoides, les tanins condensés sont des molécules
phénoliques assez volumineuses qui interagissent avec d’autres composés du milieu. Dans le vin, ils
proviennent majoritairement de la pellicule ou des pépins du raisin [12]. Dans le cas des vins élevés au
contact du bois de chéne, une autre famille de tanins peut étre présente, se nommant les tanins
hydrolysables [13]. Parmi les tanins condensés, qui sont des oligoméres ou des polymeres d’unité
flavanol, il est possible de différencier les tanins condensés ayant uniquement des liaisons de type B
(liaison C4-C6 ou C4-C8) [14] ou les tanins ayant des liaisons de type A possédant, eux, une liaison éther
supplémentaire entre le carbone C2 et les hydroxyles C5 ou C7 du noyau A [15]. En effet, aprés leurs
extractions des parties solides de la baie de raisin durant la vinification, les composés phénoliques
extraits vont réagir entre eux ou avec les autres constituants du vin influengant et modifiant ainsi la
couleur et les propriétés organoleptiques du vin. Les tanins sont en grande partie responsables de
propriétés gustatives et sensorielles importantes comme la charpente, la rondeur et la trame tanique

du vin rouge et plus précisément I'amertume et I'astringence [16].

Durant I’évolution du vin, le milieu change grace a différents facteurs tels que I'acidité et
I’oxygéne. Les tanins condensés évoluent en se polymérisant avec eux-mémes voir, avec des molécules
du milieu comme les anthocyanes. Ce changement du milieu créé alors la formation de nouvelles
liaisons intra- et inter- moléculaires [17]. Les nouvelles familles de molécules formées influenceront
alors directement I’évolution de la couleur et des propriétés gustatives des vins. Les pigments
polymérisés font partie de ces nouvelles familles de composés formées pendant I'élevage et le
vieillissement des vins rouges [18]. Malgré les progres technologiques réalisés dans I'analyse des
composés phénoliques de nos jours, ces familles sont encore mal connues et de nombreuses

recherches sont encore en cours.

Récemment, une nouvelle sous-classe de tanins condensés a été découverte dans le vin rouge
et nommé les tanins couronnes [19]. Ce nom, peu commun, provient de la structure particuliere de
ces molécules qui se caractérisent par une structure cyclique avec une cavité au centre de leur
structure. La structure du tétramere couronnes a été caractérisée par RMN et est composée de quatre
unités d’épicatéchine liées entre elles par une alternance de liaisons (4p—6) et (4p—8) rendant ce
tétramere totalement symétrique. Quelques propriétés de ces nouvelles molécules ont été étudiées
durant la thése de Liming Zeng [20]. Ces molécules, de par leurs structures, seraient résistantes a la
dépolymérisation chimique en milieu acide (phloroglucinolyse), elle serait également plus polaire que

les tanins non cycliques et possederait également des propriétés neuroprotectrices [20].
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Actuellement, aucune autres informations ou propriétés physicochimiques de cette nouvelle
classe de tanins condensés n’a été étudiées. L'objectif de cette thése est d’étudier cette famille des
tanins couronnes pour ainsi déterminer leur localisation, leur évolution dans la vigne et le vin ainsi que
quelques propriétés physicochimiques. Une méthode d’extraction, de purification et de synthése a
ainsi été développée. Enfin, en parallele, une autre famille chimique de tanins condensés, les tanins

ayant une liaison de type A, a également été étudiée.

Le Chapitre | synthétisera I'étude bibliographique. Elle commencera par I'étude des
polyphénols de la vigne pour ensuite se focaliser sur les tanins condensés et les anthocyanes. Leurs
évolutions durant le vieillissement des vins rouges seront détaillées. Ensuite, I’étude et la découverte
des tanins couronnes sera décrites, pour enfin finir par les stratégies de synthése organique des tanins

condensés.

Le Chapitre 2 présentera tout le matériel et méthode utilisés durant les trois années de
doctorat. Les nouvelles méthodes d’extraction, de purification et de synthése des tanins couronnes
seront détaillées. Toutes les méthodes analytiques en UPLC-UV-ESI-QTOF seront décrites ainsi que les

RMN des molécules synthétisées.

Le Chapitre 3 portera sur les tanins couronnes dans la vigne. L'étude s’intéressera a la
localisation, I'extraction et la quantification des tanins couronnes dans la vigne et en particulier dans
la baie de raisin. La concentration en tanins couronnes dans différents cépages sera comparées ainsi

gue leurs évolutions durant la maturation de la baie.

Le Chapitre 4 parlera de I'évolution des tanins couronnes, mais cette fois-ci, dans le vin.
L’évolution s’étendra du processus de vinification, au départ, et au vieillissement en bouteille, par la
suite. Une étude sur I'impact de I'oxygene sur les tanins couronnes sera également réalisée. Enfin, une

étude détaillée sur I’évolution de certaines familles de pigments sera présentée.

Le Chapitre 5 présentera une étude détaillée de la famille des tanins liés par une liaison de
type A avec leurs hémisyntheses et leurs quantifications. Une étude comparative en MS-MS des
tétrameres ayant une liaison de type A et des tanins couronnes a été effectuées. Enfin, des analyses

sensorielles ont été réalisées sur ces deux familles de molécule.

Le Chapitre 6 portera sur la purification et la synthese organique des tanins couronnes. La
premiere partie se focalisera sur la purification du pentamere couronne et la deuxieme partie parlera

de la synthése multi-étape développée sur le tétramere couronne.
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Généralités

Depuis leur découverte, la grande famille des composés phénoliques fut largement étudiée et leurs
propriétés furent exploitées dans de nombreux domaines comme I’agroalimentaire ou la santé. Les
composés phénoliques, ou nommés plus communément polyphénols, sont présents dans un grand
nombre de végétaux sous des formes et des quantités différentes variant selon I'espéce, I'organe ou
les tissus [21]. Dans notre alimentation, de nombreuses boissons fermentées telles que le cidre [10],
le thé [22] ou plus particulierement le vin [23] en possédent de grandes quantités. Dans les grappes de
raisin, différents types de composés polyphénoliques sont présents dans les différentes parties de la
baie : 46-69 % dans les pépins (tanins condensés), 22 % dans la rafle (tanins condensés), 12-50 % dans
la pellicule (anthocyanes, tanins condensés et stilbénes) et 1 % dans la pulpe (acides phénols) [14].
Aprés l'extraction des parties solides de la baie de raisin durant la vinification, les composés
phénoliques extraits vont réagir entre eux ou avec d’autres constituants du vin influencant et modifiant
ainsi la couleur et les propriétés organoleptiques du vin. Plus précisément, les tanins sont en grande
partie responsables de propriétés gustatives importantes comme la charpente, la rondeur et la trame
tannique du vin rouge ou encore I'amertume [24] et I'astringence [25] bien que de récentes études

tendent a prouver que les anthocyanes auraient également un impact sur le go(t du vin [26].

Les composés phénoliques possedent également des propriétés biologiques diverses telles que
des propriétés antioxydantes [27,28], mais également des propriétés bénéfiques pour la santé comme
des propriétés anti-inflammatoires [4], des propriétés de protection contre les maladies
cardiovasculaires [6] ou encore des propriétés de prévention contre les maladies neurodégénératives

[8].

Les composés phénoliques possedent un large éventail de structures allant des structures les plus
simples en Cs a des structures trés complexes (Ce-Cs-Ce)n [29,30]. lIs peuvent se subdiviser en deux
groupes : les non-flavonoides dont la structure de base générale est un noyau simple C6 et les

flavonoides dont la structure de base est un noyau flavane Cs-Cs-Cs.
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Il. Les composés phénoliques

A. Les non-flavonoides

a. Les acides phénols

Les acides phénols sont des composés de faible masse moléculaire qui se décomposent en deux
groupes distincts : les acides hydroxybenzoiques, dérivés de I'acide benzoique, ayant une formule de
base de type Cs-C; et les acides hydroxycinnamiques, dérivés de I'acide cinnamique, ayant une formule
de base de type Cs-Cs (Tableau 1). Leur concentration dans les vins rouges est de 'ordre de 100-
200 mg.Ltalors que dans les vins blancs elle est beaucoup plus faible atteignant les 10-20 mg.L? [14].
Dans le raisin, les acides benzoiques sont présents majoritairement sous la forme de combinaisons
hétérosidiques tandis que les acides hydroxycinnamiques sont majoritairement présents sous formes
estérifiées. lls participent ainsi a la modification de la couleur des vins rouges par des mécanismes
d’interaction non covalente avec les anthocyanes [31]. Brettanomyces est la seule levure capable
d’effectuer la transformation des acides hydroxycinnamiques en différents types de phénols volatils
de natures différentes en fonction de la structure de I'acide de départ, qui présents en quantité trop
importante provoquent des odeurs désagréables. lls possedent également un grand nombre de
propriétés diverses, dont des propriétés chimiques causant des brunissements prématurés de la

couleur des modts blancs [32].
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Tableau 1 : Les acides phénols du raisin et du vin. A : Les acides benzoiques B : Les acides

cinnamiques
A Acides Benzoiques R, R, R, R
Acide p-hydroxybenzoique H H OH H
Acide protocatéchine H OH OH H
R4 COCH
Acide vanillique H OCH;, OH H
Acide gallique H OH OH OH
R3 R , .
R Acide syringique H OCH, OH OCH,
2 Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH
B Acides Cinnamiques R, R; R, R
R4 X, COOH  Acide p-coumarique H H OH H
Acide caféique H OH OH H
R3 R4 Acide férulique H OCH, OH H
Ra Acide sinapique H OCH, OH OCH,

b. Les stilbénes

Les stilbénes, composés ayant 2 cycles benzéniques reliés par une chaine éthane ou éthyléne (Cs-
C,-Cg), sont des molécules ayant une structure particuliére leur conférant une grande stabilité due a la
résonnance des électrons. lls sont présents dans les sarments de vigne, dans les feuilles de vigne, dans
les raisins, dans le vin, mais également dans le bois de chéne. Les molécules les plus abondantes de
cette famille sont le resvératrol, le picéide (son dérivé glycosylé) et I’astringine [33-35] (Tableau 2). Il
existe également des dimeéres et des polymeéres dont I'une des dernieres molécules découvertes est
un hexamere nommeé « viniphénol A » [8]. L'isomere trans du resvératrol présent dans les pellicules de
la baie de raisin serait produit par la vigne en réponse a une attaque du champignon Botrytis cinerea.
Apreés vinification, les concentrations en resvératrol retrouvées dans les vins rouges seraient comprises
entre 1-3 mg.LL. Les stilbénes possédent également de nombreuses propriétés biologiques, dont
certaines bénéfiques pour la santé humaine. lls possédent un réle protecteur contre les maladies
cardiovasculaires [7,36], ainsi que des propriétés neuroprotectrices [9] et des activités
chimiopréventives contre le cancer [37]. Récemment, de nouvelles études ont montré que les stilbénes

avaient des propriétés de protection contre les fongiques (23).
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Tableau 2 : Les stilbénes du raisin et du vin

Stilbénes R, R, R, R,
R4 R, ,
N Resvératrol OH OH H OH
R»] = R
3
O R O Picéide O-Glc  OH H OH
2
R4
R2 . -
trans cis Rs Astringine 0-Glc OH OH OH

B. Les flavanoides

Les flavonoides sont formés d’un squelette de 15 carbones de structure C¢-C3-Cs avec deux cycles

benzéniques reliés par un hétérocycle oxygéné. Au sein de cette famille se trouve un grand nombre de

sous-familles tel que les flavonols, les flavones, les flavanonols, les flavanones, les flavanols et les

anthocyanidines (Figure 1). La classification se réalise en fonction du degré d’oxydation du cycle

pyrannique C et de la substitution des carbones C; et C4 de cet hétérocycle. Les flavonols sont les

composés les plus répandus dans le régne végétal, plus de 6000 composés ont déja été décrits. lls

représentent une source importante d’antioxydants dans notre alimentation [27]. La plupart de ces

sous-familles sont des pigments de couleur jaunes hormis les anthocyanidines qui eux sont des

pigments de couleurs rouges/bleu.
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OOASNOCGENOCCOENOE

(@] 0 O (@]
Flavonol Flavone Flavanonol Flavanone

coes SO

Flavanol Flavylium
Figure 1 : A. Squelette général des flavonoides B. Squelettes des principales sous-familles de la

grande famille des flavonoides

a. La famille des anthocyanes

Les anthocyanes jouent un role prépondérant dans la coloration des raisins noirs et des vins
rouges. Elles possedent une structure de base caractérisée par un noyau « flavylium » glycosylé en
position C3. Elles peuvent se différencier par leur degré d’hydroxylation et de méthylation, mais
également par la nature, la position et le nombre des oses liés. Sous forme hétérosidique
(anthocyanines), ces molécules sont beaucoup plus stables que sous leur forme aglycone

(anthocyanidines).

Elles sont présentes dans la pellicule, co-localisée avec les tanins dans les cellules hypodermiques
a paroi épaisse de la pellicule des raisins noirs [38] a I'exception de certains cépages teinturiers ou les
anthocyanes sont présentes dans la pulpe. En fin de cycle végétatif, les feuilles posseédent une quantité
importante de cette famille de pigment [14]. Les cing anthocyanes de bases qui existent dans le genre
Vitis vinifera sont la cyanidine-3-O-glucoside, la paéonidine-3-O-glucoside, la delphinidine-3-0O-
glucoside, la pétunidine-3-O-glucoside et enfin la malvidine-3-O-glucoside (Tableau 3). Leur
concentration varie en fonction du cépage. La couleur du vin est I'ensemble des résultantes des
anthocyanes et surtout de la malvidine-3-0-glucoside qui est I'anthocyane majoritaire (50-90 %) chez

la plupart des cépages Vitis vinifera. Plusieurs autres groupes de composés sont possibles en fonction
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de la nature du glucose en position 3 : glucose, glucose acétylé, glucose p-coumaroylé voire méme
glucose cafféoylé. De nouvelles anthocyanes acylées avec des acides organiques inhabituels, comme

de I'acide lactique et de I'acide férulique ont également été découverts a I’état de trace dans le vin

rouge [18].
Tableau 3 : Les principales anthocyanes du raisin et du vin
Anthocyanes R, R,
R, Malvidine-3-0O-glucoside OCH; OCH,
® OH Péonidine-3-0-glucoside OCH, H
HO O\ R, Delphinidine-3-0-glucoside OH OH
0O-Glc Pétunidine-3-0-glucoside OCH;, OH
OH

Cyanidine-3-0O-glucoside OH H

Durant la vinification, ces molécules sont extraites trés rapidement. Leurs concentrations
évoluent au cours du vieillissement des vins, passant de 100 a 3500 mg. L™! en fin de vinification a des
valeurs de 0 & 50 mg. L™t aprés quelques années [14]. En effet, les anthocyanes a I’état libre se
combinent au cours du temps en s’associant avec les tanins du vin pour former une autre classe de

molécule, les pigments polymérisés, qui sont responsables de la couleur des vins vieux.

La couleur des anthocyanes dépend essentiellement de leur structure chimique, mais également
du milieu physico-chimique dans lequel elles évoluent. Le pH est un facteur important dans le
changement de couleur des anthocyanes. Le cation flavylium A*, de couleur rouge, est stable en milieu
fortement acide et il peut se transformer en 3 composés différents lorsque le pH augmente : la base
carbinol AOH incolore, la base quinonique AO de couleur bleue ou également en chalcone C de couleur
jaune [39] (Figure 2). Au pH du vin compris entre 3,2 et 4,0, les quatre formes coexistent a des
quantités différentes : 40 - 60 % pour les bases carbinols, rendant cette forme prédominante, 4 - 35 %
pour les cations flavylium A* et 8 - 15 % pour les bases quinoniques AO (Figure 3). La forme chalcone

trans est la forme prédominante a pH 4, bien que peu colorée [40].
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Base quinonique AO Cation flavylium A*

Il+ H,0
H g,

OH

Base carabinol AOH

Figure 2 : Structure de différentes formes colorées des anthocyanes. AO = Base quinonique ; A* =

Cation flavylium ; AOH = Base carabinol ; C = trans-Chalcone

pH du vin

100

—+ A+ (cation flavylium)
0,
% —# AOH (base carbinol)

~® AO (base quinonique)

C (chalcone)

Figure 3 : Equilibre des différentes formes d’anthocyane en fonction du pH
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b. Equilibre entre les anthocyanes et le SO,

Le dioxyde de soufre modifie lui aussi la structure des anthocyanes. En solution aqueuse, le SO,
décolore fortement les anthocyanes libres et c’est moins le cas quand les anthocyanes sont combinées
ou polymérisées [16]. En effet, le SO, en milieu aqueux se combine aux molécules d’eau afin de

produire de I'acide sulfureux selon I’équation suivante.
H,0 + SO, = HSO; + H* = S0% + 2H*

L’équilibre de la solution dépend du pH, de la température et de la teneur en éthanol dans le
milieu. A pH 3,5, 96,3 % de I'acide sulfureux se trouvent sous la forme d’anion hydrogénosulfite (HSOs3
~) [41]. Cet anion peut réagir avec le cation flavylium A* sur le carbone 4 formant ainsi un composé
incolore de type ASOsH [42] (Figure 4). Cette réaction aurait également pour impact d’empécher la

condensation des anthocyanes avec d’autres molécules.

Figure 4 : Structure incolore de type ASOsH

lll.  Lestanins : origine et propriétés

Etymologiquement, les « tanins » sont des substances utilisées pour le tannage des peaux. En effet,
en traitant les peaux fraiches avec des extraits de végétaux ou de métaux, le collagene des peaux est
alors complexé conduisant a sa précipitation rendant ainsi la peau imputrescible [43]. Au cours du
temps, la recherche évoluant, les tanins ont été étudiés pour d’autres propriétés comme leur capacité
a précipiter avec les protéines, travaux de Bate-Smith [44,45]. Au fur et a mesure des progrés de la
chromatographie liquide, de la spectrométrie de masse et de la RMN, de nombreuses structures ont
été élucidées dans de nombreuses matrices bien qu’a ce jour, toutes les structures n’ont pas été
découvertes. Les tanins sont une large famille de composés polyphénoliques retrouvés dans un grand
nombre de végétaux. Selon la nature des molécules élémentaires, les tanins peuvent se classer en
quatre catégories: les tanins hydrolysables, les tanins complexes, les phlorotanins et les tanins
condensés, lesquels font I'objet de I'essentiel de ce qui suit. Ainsi, les flavanols sont les monomeéres de

la grande famille des tanins condensés.
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A. Les tanins hydrolysables et les tanins complexes

Les tanins hydrolysables sont des molécules naturelles rencontrées dans de nombreux végétaux
[13]. lls peuvent se subdiviser en gallotanins et ellagitanins libérant, aprés hydrolyse acide, de I’acide
gallique ou de I'acide éllagique et d’autres composés. Ces molécules sont trés présentes dans le bois
de chéne servant a la fabrication des douelles et ainsi des barriques. Les composés retrouvés en
majorité sont la vescalagine et la castalagine tandis que |'on retrouve minoritairement la grandinine et
la roburine E. Ces molécules possédent un acide hexahydroxydiphénique et un acide
nonahydroxytriphénique, estérifiés par un glucose non cyclique. L’hydrolyse partielle entrainant une
perte de 'acide hexahydroxydiphénique, de la vescalagine et de la castalagine conduit a la formation
de la vescaline et de la castaline. En addition a ces quatre monomeéres, quatre dimeres sont également

retrouvés dans le bois de chéne : les roburines A-F [46,47] (Figure 5).

HO 0. OH Q. OH
Vescalagine R1=0H, R2 = H L= _— Roburine AR1=0H,R2=H
Castalagine R1=0H,R2=H ,s,r HO i"f Roburine D R1=0H, R2=H
Grandinine R1 =L, R2=H HO OH HO OH RoburineBR1=L,R2=H
Roburine ER1=X,R2=H Roburine CR1=X,R2=H
O, OH HO 0. OH
L=
HO
OH OH

Figure 5 : Structures des principaux ellagitanins du bois de chéne

Tous ces composés étant trés hydrosolubles, ils sont extraits durant I'élevage quand le vin entre
en contact avec le bois par l'intermédiaire des barriques ou autres produits dérivés (planches,
copeaux). Trois espéces de chénes sont généralement utilisés en tonnellerie : le chéne sessile (Quercus
petrea), le chéne pédonculé (Quercus robur) et le chéne blanc d’Amérique (Quercus alba) [48].

L’origine du bois de chéne impactera la composition et la quantité d’ellagitanins extraits.
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Le contact des deux matrices vin et bois peut également conduire a la formation des tanins
complexes qui se développent dans le vin rouge durant I'élevage et le vieillissement. Cette classe de
tanins est nommée ainsi, car ils proviennent du couplage entre deux autres grandes familles de tanins
(les tanins condensés et les ellagitanins). Les accutissimine A et B font partie de ce type de molécule
qui résulte de la condensation entre une unité flavanol et la vescalagine [49] (Figure 6). Une autre
forme de tanin complexe a également été découverte provenant de la combinaison entre une

anthocyane (la malvidine-3-0O-glucoside) et la vescalagine [50] (Figure 7).

OH

OH

Acutissimine A Acutissimine B

Figure 6 : Structures des acutissimines A et B

OH
. OH

OR

®
HO. o}
~
P9
OH

+H+/-H20

Malvidine R = H
Qenine R = b-D-glucose

+H+/-H20

Malvidine-8-C-vescalagine R = H
QOenine-8-C-vescalagine R = b-D-glucose

Figure 7 : Réaction entre un ellagitanin et une anthocyane aboutissant sur un tanin complexe

anthocyane-ellagitanin
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Les propriétés organoleptiques de ces molécules ont été peu étudiées. Une premiere étude avait
mis en évidence les propriétés gustatives des ellagitanins avec un test de demi-langue. Bien que ce test
possede des limites majeures et que la matrice utilisée soit assez éloignée de celle du vin, les résultats
ont montré que la vescalagine et la castalagine sont des composés tres fortement astringents et tres
peu amers, alors que les roburines A-D sont des composés moins astringents, mais deux fois plus
amers. Enfin, les monomeres glycosilés (grandinine et roburine E) sont 5 fois plus astringentes que la
vescalagine et 3 fois plus ameéres [51,52]. Des études plus récentes ont montré que les ellagitanins sont
plus doux que les tanins condensés, en partant de fractions purifiées avec les 8 ellagitanins principaux
[53], mais que ceux-ci sont fortement corrélés a I'astringence et a I'amertume [54]. De plus, 'origine
du bois, les procédés de transformation des barriques (en particulier la chauffe) [54] ou méme les

produits dérivés (copeaux) [55] modifient fortement les profils organoleptiques des vins.

B. Les phlorotanins

Les phlorotanins sont des oligomeéres ou polymeres du phloroglucinol qui sont présents dans les
plantes aquatiques, surtout dans les algues. La différenciation s’effectue sur la base de la nature des
liaisons intermonomériques et des profils de substitution de ces derniers [56]. Plusieurs structures ont
été élucidées jusqu’a aujourd’hui et leurs nombreuses propriétés (antioxydantes, anti-inflammatoire,

antimicrobienne, neuroprotectrice...) [57] en ont fait un important objet d’étude (Figure 8).

HO OH

OH OH QH
(0] OH
OH
HO OH (@) OH o
OH
OH
Tetrafucol A Tetrafucol B Trifucotriphlorethol

Figure 8 : Structures des principaux phlorotanins
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C. Les tanins condensés (ou les proanthocyanidines) : du raisin au vin

a. Les tanins condensés du raisin

Les tanins condensés sont des polymeres d’unité flavanols qui se différencient entre eux par leur
degré d’hydroxylation, leurs centres asymétriques et le nombre de substituant galloylé. Les
monomeres ne sont donc pas des tanins dans le sens strict du terme. Les cing principaux flavanols
monomeres sont la catéchine et I'épicatéchine ayant un cycle B de type catéchol, la gallocatéchine,
|’épigallocatéchine, possédant un cycle B de type pyrogallol et enfin I'épicatéchine-3-O-gallate ayant
un acide gallique estérifié sur I'hydroxyle en position C3 (Tableau 4). Les tanins condensés, sont
nommeés également proanthocyanidines, pour leur propriété a libérer des anthocyanidines en milieu
acide a chaud par rupture de la liaison intermonomérique également appelé liaison interflavane
[58,59]. Il existe alors deux types de proanthocyanidine : les procyanidines qui libérent de la cyanidine
et les prodelphinidines qui libérent de la delphinidine. Dans le raisin, les tanins condensés sont eux

présents dans différentes parties de la plante : les rafles [60], les pépins [61,62] et les pellicules [63,64]

(Figure 9).
Tableau 4 : Les principales structures des flavanols
Flavan-3-ols R, R, R,
(+)-Catéchine H H OH
OH
OH (-)-Epicatéchine H OH H
HO O R (+)-Gallocatéchine OH H OH
1
\'Ro (-)-Epigallocatéchine OH OH H
R3
OH (-)-Epicatéchine-3-0O-gallate H O-gallate H

20



Chapitre 1 : Etude Bibliographique

Pellicules
* Anthocyanes
* Proanthocyanidines

Pulpes
* Eau
* Acides organiques
* Sucres
Pépins

* Proanthocyanidines

Figure 9 : Distribution dans la baie de raisin des composés d’intérét pour la qualité du vin

1. Localisation des tanins condensés dans la baie de raisin

Les tanins condensés sont localisés dans différentes parties des tissus dans les pellicules et les
pépins. Dans les pellicules, les tanins sont principalement retrouvés dans les couches hypodermiques
des cellules intérieures [12]. lls se trouvent sous forme libre dans les vacuoles qui augmentent de taille
au fur et a mesure que I'on se rapproche de la surface de la pellicule. Ils peuvent aussi étre liés aux
polysaccharides des parois cellulaires ou liés avec les protéines constitutives de la face interne des
membranes vacuolaires. Dans les pépins, les tanins sont présents dans les cellules a parois minces,
dites « parenchyme » souples du pépin, entre la cuticule et le tégument dur (les couches intérieures

lignifiées) [65].
2. Teneurs et structures des tanins condensés dans les baies de raisin

Dans la baie de raisin, les teneurs et les structures en tanins sont différentes entre les parties
solides, surtout entre les pépins et les pellicules. Au cours de la maturation du raisin, I’évolution des
tanins différe en fonction de la localisation dans la baie. A la véraison, les concentrations en tanins
situés dans les pellicules et les rafles sont déja trés importantes et ils continuent de s’accumuler
pendant la maturation tandis que les tanins des pépins, eux, diminuent au cours de la maturation

(Figure 10). La méme observation a été réalisée pour les raisins blancs et noirs.
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Figure 10 : Evolution des tanins de pépins et de pellicules au cours de la maturation du raisin pour

l'année 1998 (A) et 1999 (B) [71]

Les structures des molécules different en fonction de leur localisation dans la baie de raisin en
particulier entre les tanins de pellicules et les tanins de pépins. En effet, le degré de polymérisation
(DPm) des tanins des pellicules est plus élevé que les tanins de pépins, avoisinant 30 unités dans un
extrait de pellicule [61-63] et 18 unités dans une fraction d’extrait de pépins. De plus, De Freitas et al.
[66] a montré que les structures des diméres et triméres, bien que retrouvés a de faibles
concentrations, sont différentes entre les pellicules et les pépins. En effet, les extraits de pépins sont

toujours plus riches en procyanidines dimeéres et trimeres que ceux des pellicules.

La présence d’unités prodelphinidines en quantité importante, la faible présence des dérivés
galloylés et le degré de polymérisation important sont les caractéristiques principales des tanins de
pellicules. Les principaux tanins retrouvés sont la catéchine, I'épicatéchine, la gallocatéchine et
I’épigallocatéchine, les procyanidines oligoméres étant peu galloylés [63]. Au fur et a3 mesure de la
maturité, ces molécules deviennent de moins en moins réactives avec les protéines du fait des degrés
de polymérisation élevés. En revanche dans les pépins, les sous-unités épicatéchine-3-0-gallates sont
présentes en plus grande proportion alors qu’ils sont a I'état de trace dans les pellicules [67]. La
catéchine et I'épicatéchine et de nombreux oligomeéres galloylés sont également retrouvés et

posseédent une grande réactivité vis-a-vis des protéines. Les tanins des rafles quant a eux, ont une
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réactivité voisine de celle des tanins de pépins. La différence de structure des molécules a permis

d’estimer les proportions relatives des tanins de pellicule et des tanins de pépins dans les vins [68].

3. Facteurs influengant la concentration en tanins durant la maturation du raisin

Comme vu précédemment, dans la baie de raisin, les teneurs et les structures en tanins sont
différentes entre les parties solides, surtout entre les pépins et les pellicules (parties solides ou les
tanins sont présents en plus grande concentration). Le déroulement de la maturité peut également
avoir un impact sur les teneurs en tanins dans la baie. D’autres paramétres peuvent également jouer
un rble et modifier les concentrations en proanthocyanidines dans le raisin. Un des premiers facteurs
est le cépage. En effet, de nombreuses publications ont traité I'impact des différents cépages sur la
teneur en tanins extraits des pellicules et des pépins de raisin dans les vins. Des études ont été réalisées
sur les raisins blancs (57) et sur les raisins noirs [69]. De nombreuses équipes se sont intéressées a
cette problématique un peu partout dans le monde avec leurs cépages plus ou moins locaux : ltalie
[70], Etats-Unis [71], Espagne [72,73],... Les différentes études ont porté sur I'extraction des tanins de
toutes les parties de la baie (pellicules et pépins) ou seulement d’une partie [74]. Santos-Buelga et al.
1995 a fait une comparaison de la composition en tanins de pépins de 15 variétés différentes

permettant ainsi une compléte cartographie du pépin.

Le millésime peut influencer les concentrations en tanins dans la baie, en effet, la vigne n’étant
pas récolté tous les ans a la méme période, les effets du climat et des pratiques culturales [75,76]
peuvent influencer la qualité de la baie. Une étude a été réalisée dans la région bordelaise par Lorrain

et al. [77] qui s’est intéressé a cet effet millésime sur la composition phénolique de la baie de raisin.

Un autre parametre est le terroir, une notion qui inclue différents parametres comme le climat,
le cépage, le porte-greffe, mais également le sol [78,79]. Le sol peut avoir une influence trés
importante sur la concentration en composés phénoliques dans la baie de raisin. Dans la région
bordelaise, un grand nombre de sols différents ont été déterminés en fonction de leur composition

[80], influengant positivement ou non la teneur en certains composés de la baie.

b. Les tanins condensés durant la vinification des vins rouges

Une premiére partie de rappel sur la vinification en rouge sera abordée afin de détailler par la
suite I’évolution des tanins condensés durant la vinification et les facteurs qui influencent leurs

concentrations dans les vins.

1. Petit rappel sur la vinification des vins rouges

Chaque vinification est unique. En effet, de nombreux parametres comme la qualité de la

vendange, le terroir ou le millésime sont responsables de la qualité du raisin avant le début de la
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vinification. Les grandes étapes de |’élaboration du vin rouge sont généralement similaires entre les
chateaux. Apres avoir récolté les baies a maturité par des méthodes manuelles ou mécaniques, le raisin
sera trié, éraflé et foulé avant d’étre mis en cuve et le contact jus/raisin commence alors. Ainsi débute
la premiére fermentation, nommée fermentation alcoolique, qui transforme le sucre en alcool avec un
dégagement de CO,. C'est lors de cette fermentation que les composés d’intérét du vin, volatils et non
volatils, sont extraits. Des techniques comme le délestage, le remontage et le pigeage peuvent étre
utilisées pour extraire les composés non volatils d’intérét localisés dans les parties solides de la baie
de raisin. Une macération pré- ainsi que post-fermentaire pourra également étre réalisée. Cette
technique permet d’extraire plus abondamment les composés phénoliques des parties solides en

jouant sur la température (a chaud ou a froid) et sur le temps de macération.

A la fin de la fermentation alcoolique et de la macération post-fermentaire, le vin est décuvé et
pressuré afin d’entamer par la suite la deuxieme fermentation, la fermentation malolactique. Cette
deuxieme fermentation va permettre de stabiliser et désacidifier le vin en transformant I'acide malique
en acide lactique. Le vin sera alors soutiré et élevé au choix en barrique ou en cuve. Aprés un temps

plus ou moins long d’élevage, le vin sera alors filtré et embouteillé.

2. Extraction des tanins condensés durant la vinification

L’extraction des composés phénoliques durant la vinification débute dés le foulage et la diffusion
de ceux-ci se poursuit jusqu’au pressurage. En fonction de leur localisation dans la baie de raisin, les
composés phénoliques sont extraits plus ou moins difficilement. Les acides hydroxycinnamiques,
contenus dans la pulpe, sont des composés majeurs du mo(t, par exemple 'acide caftarique peut
atteindre des concentrations allant jusqu’a 150 mg.L? [81]. La macération pré-fermentaire permet
d’extraire les composés anthocyaniques, responsables de la couleur, contenus dans la pellicule des
baies de raisin. Ces anthocyanes sont extraites dés la cuvaison en phase aqueuse atteignant une
concentration maximale au bout de quelques jours et par la suite leur concentration diminue due a la
modification de leur structure au cours du temps (association tanin-anthocyane ou également leur
dégradation). Les tanins des pellicules sont extraits comme les anthocyanes en début de cuvaison et
leur diffusion se poursuit durant la fermentation et la macération post-fermentaire. Les tanins de
pépins, plus difficiles d’accés, se diffusent quand la cuticule est dissoute par I’éthanol, donc en milieu
de fermentation alcoolique et leur extraction se poursuit jusqu’a la fin de la macération post

fermentaire (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma de I’extraction des tanins de pépins et de pellicules durant la macération [71]

Il a été montré que les prodelphinidines se diffusaient plus rapidement que les procyanidines
surtout quand celles-ci sont galloylées [82]. La concentration en tanins est liée au temps de contact de
la vendange de méme que le degré de polymérisation des tanins dans les mo(lts augmente avec le
temps de macération [83]. Par ailleurs, la fin de la fermentation alcoolique et la macération post-
fermentaire permettant une extraction en profondeur du matériel végétal (Figure 12). Les
concentrations en flavanols dépendent de la concentration initialement présente dans le raisin. La
teneur en tanins condensés dans les vins rouges est comprise entre 1 et 4 g.L ™ tandis que dans les vins
blancs secs, elle est comprise entre 100 et 300 mg.L [84]. Les nonaméres sont les tanins les plus
polymérisés retrouvés dans les vins rouges détectés en spectrométrie de masse [85]. Par ailleurs, les
vins, issus de vendange non éraflée, contiennent plus de composés phénoliques [21]. De méme, les

feuilles de vigne peuvent également apporter des tanins [86].

Enfin, des tanins hydrolysables peuvent étre apportés durant I'élevage en fit de chéne ou au
contact d’autres dérivés de bois. Des « tanins cenologiques », extraits de noix de galle, d’essences de
bois de chénes ou de chataignier, ou de bois exotiques peuvent également étre ajoutés durant la

vinification, leurs ajouts sont jusqu’a présent tres réglementés [87].
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Figure 12 : Evolution de la concentration en proanthocyanidine durant la fermentation alcoolique

avec 4 et 10 jours de macération préfermentaire a froid réalisés sur du Pinot noir en Oregon [68]

3. Facteurs influengant la concentration en tanins condensés durant la vinification

Les grands vins se caractérisent en partie par leur équilibre gustatif apporté en majorité par les
tanins [1]. De nombreux parameétres peuvent impacter |’extraction et par conséquent la concentration
finale en polyphénol dans les vins. Le premier facteur non négligeable est la qualité de la vendange. En
fonction de la maturité phénolique, I'extraction des polyphénols n’en sera que plus simple en revanche
si celle-ci n’est pas qualitative, le vinificateur peut utiliser différents moyens pour améliorer celle-ci. Il
peut soit jouer sur les intrants qu’il peut rajouter a la vendange tels que le sulfitage, I'apport d’oxygene
ou méme le traitement aux enzymes extractives de la couleur ou alors jouer sur des différentes
techniques aux chais. L'extraction débutant tres tot, lors de la vinification le sulfitage, le pourcentage
d’éthanol ainsi que la température et '"homogénéisation du mo(lt peuvent étre des parametres
importants a prendre en compte. Le SO, favoriserait la dissolution des composés phénoliques dans les
vins rouges. Les traitements pré-fermentaires a chaud ou a froid [88] favoriseraient I'apport

d’anthocyane, donc de couleur et 'augmentation de la concentration en tanins condensés [89].

Le temps de contact et la température sont des facteurs trés importants pour I'extraction de
composés phénoliques et également pour la couleur des vins rouges, mais également blancs. Une
étude basée sur le temps de contact des pellicules dans la vinification en blanc en contrélant la
température a montré qu’a une faible température et un temps de contact long (12, 18 ou 24 h) la
couleur était correcte [90]. La température utilisée durant la macération pour la vinification des vins

rouges a également été testée a différents temps de ce processus montrant ainsi que le chauffage en
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fin de macération dégrade les proanthocyanidines. Pour une vinification en rouge, apres une
macération pelliculaire de 4 heures, les procyanidines diméres et trimeres, qui sont de l'ordre de
quelgues mg.L? sont multiplié par trois [91] alors gu’en prolongeant la macération jusqu’a 20 h, le
résultat est le méme. La macération carbonique sur grappe entiére avec atmosphére de gaz
carbonique, permet de décupler les procyanidines dimeres [92]. La cryomacération et a 'inverse la
thermovinification seraient également des bonnes techniques pour réaliser une extraction plus
poussée [90-93]. Le remontage, le délestage, I'aspersion et le piégeage durant la vinification entrainent
eux aussi I'extraction des tanins (en particulier pour les tanins de pellicule). En effet, ces méthodes,
utilisées en chai, permettent de re-mélanger les parties solides dans le jus favorisant ainsi I’extraction
en profondeur des polyphénols de la baie de raisin [94]. Dernierement, de nouvelles techniques
d’extraction développées permettent également d’extraire un maximum de proanthocyanidines telles
que la méthode du champ électrique pulsé. Celle-ci favoriserait une extraction des proanthocyanidines

[95].
V. Etude des propriétés organoleptiques des proanthocyanidines

Les études sensorielles sont des analyses importantes a l'instar des résultats analytiques, ces
études doivent étre correctement réalisées et donc suivre des régles trés précises et par la suite un
traitement statistique tres rigoureux. Ces études sont trés utilisées en cenologie afin de déterminer
I"apport olfactif et gustatif des molécules a la matrice complexe qu’est le vin. Nous nous intéresserons
a la partie gustative des vins. Il existe actuellement 5 saveurs élémentaires : I'acide, I'amer, le salé, le
sucré et 'umami. La langue possede des récepteurs pour chacune de ces saveurs. L’astringence,
n’étant pas une saveur, mais une sensation tactile, joue un réle important dans les propriétés

organoleptiques des vins rouges.

A. Amertume

L'amertume est I'une des perceptions gustatives importantes dans les vins et notamment dans
les vins rouges. Cette sensation gustative est par ailleurs provoquée par de nombreuses molécules
présentes dans le vin (acides aminés, peptides, composés terpéniques, polyphénols...) [96]. Parmi ces
molécules, les flavanols et leurs produits de condensation [97] apportent de I'amertume au vin bien
que certains flavonols [98] et certains acides peuvent également y contribuer [99]. Parmi les
polyphénols, les tanins de faibles poids moléculaires seraient plus amers que ceux plus polymérisés
[77,100-102]. Ce résultat explique I'amélioration de la qualité sensorielle des baies de raisin durant la

maturation [11].
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La perception des saveurs se réalise au travers de cellules sensorielles, groupées dans de petits
organes appelés « bourgeons du go(t » composés eux-mémes d’une centaine de cellules. Parmi ces
cellules se trouvent les cellules gustatives qui possédent a leurs extrémités les détecteurs gustatifs qui
sont activés au sein de papilles gustatives. A la suite d’une cascade enzymatique, la libération d’un

neuromédiateur sera, par la suite, a I'origine d’un signal nerveux [103,104].

La carte des saveurs de la langue est une fausse idée initiée par Deiter Hanig en 1901 [105], car il
avait observé des différences de sensibilité dans certaines régions de la langue et une mauvaise
interprétation, quelques années plus tard, a propagé cette information [106]. C'est en 1974 a la suite
d’une remise en cause scientifique qu’il a été montré que la carte des saveurs était fausse et que les
récepteurs de toutes les saveurs étaient présents sur toute la surface de la langue, bien que des
différences de sensibilité existent, mais sont faibles, voire a peine perceptibles [107]. Il a été montré
que les molécules améres activent 25 récepteurs de type G couplés aux protéines codant pour des
génes TAS2Rs. Pour certains tanins, il a été mis en évidence que les récepteurs des genes
correspondants étaient activés spécifiquement par certaines molécules. L’épicatéchine stimule trois
récepteurs (TAS2R4, TAS2R5, TAS2R39) tandis que la pentagalloylglucose active deux récepteurs
(TAS2R5 et TAS2R39). Certains polyphénols n’activent qu’un seul récepteur, c’est le cas de la
malvidine-3-0-glucoside qui active le récepteur TAS2R7 et de la porcyanidine trimére C2 (cat-cat-cat)

activant le récepteur TAS2R5 [108].

Dans les vins, I'éthanol et le pH jouent également un rbéle majeur dans la perception de
I"amertume et en particulier pour I'éthanol entre 11 % et 15 %. En effet, bien que la concentration et
la composition en tanins soient en grande partie responsables du go(t amer, d’autres facteurs physico-
chimiques externes ou d’autres composés peuvent influencer cette perception comme la structure
spatiale des protéines ou encore la solubilité des tanins [109]. Récemment, de nouveaux travaux

démontrent que les anthocyanes auraient également un impact sur I'amertume dans les vins [26].

B. Astringence

L'astringence a souvent été confondue avec un go(t, mais elle est en réalité une sensation tactile.
Elle est définie comme I'ensemble des sensations de rétrécissement, de dessechement, de rugosité
des tissus buccaux et d’étirement dans les joues [110]. L’astringence est une sensation tres importante
dans I’équilibre et I’harmonie gustative des vins rouges. Emile Peynaud [1] a d’ailleurs indiqué que
« ’harmonie, I'équilibre et I’élégance de I'astringence sont le signe des grands vins rouges ». En effet,
un excés ou un manqgue d’astringence a un impact sur I’équilibre du vin le rendant trop dur, apre et

sec, dans un cas, ou trop plat, fade et sans intérét, dans |'autre cas. Elle est ressentie dans I'ensemble
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de la cavité buccale et non dans une partie spécifique. Différents types de composés vont contribuer
a la sensation d’astringence, les tanins sont les premieres molécules auxquelles nous pensons quand
on parle d’astringence. Les sels de cations métalliques multivalents (en particulier les sels aluminium,
zinc...), les acides organiques, les minéraux ainsi que les agents déshydratants tels que I'éthanol font
également partie des composés induisant de la sensation complexe d’astringence [111,112]. Les acides
phénols, les flavonols et le ratio trans/cis des acides aconitiques semblent apporter également leur

contribution a cette sensation [113].

Comme mentionner plus tot dans cette partie, I'astringence n’est pas un goQt, de nombreuses
preuves psychophysiques le démontrent a ce jour. L’astringence se ressent dans la totalité de la cavité
buccale jusqu’en dessous des lévres intérieures de la bouche [114]. A la différence de chaque go(t qui
s’atténue suite a des ingestions répétées [115], la sensation d’astringence, quant a elle, persiste [116].
Les autres go(ts ont la capacité de suppression mutuelle que ne posséde pas |'astringence [117]. Une
relation de linéarité entre I'intensité de la perception d’astringence et la concentration en tanins

monomeres et polymeéres existe contrairement aux autres go(Uts [102].

De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes d’action de cette sensation complexe
gu’est I'astringence. Pour cela, différents phénomeénes sont impliqués dans cette sensation. Des
interactions entre les tanins et les protéines buccales (glycoprotéines des cellules épithéliales de la
mugqueuse buccale ou les protéines salivaires) conduisent a la formation de complexe tanins-protéines
solubles qui en grossissant forme des agrégats tanins-protéines insolubles engendrant ainsi la
granularité buccale. Des liaisons hydrophobiques et hydrogenes sont impliqués dans la formation de
ces complexes [118,119]. Ces complexes peuvent alors interagir directement avec le film salivaire
présent dans toute la surface buccale [107] ou ces complexes peuvent également se lier directement
aux protéines de I'épithélium conduisant a la diminution de la lubrification de la cavité buccale [120].
Les agrégats de tanins-protéines peuvent alors se lier directement aux tissus buccaux grace,
probablement, a des récepteurs [121,122]. La perturbation et diminution de cette couche lubrifiante
provoquant ainsi des frottements dans la cavité buccale. Par la suite, une précipitation des protéines
salivaires entrainera cette diminution de la lubrification, cette augmentation de friction et donc cette
sécheresse généralisée dans la cavité buccale. D’autres récepteurs semblent étre liés a I'astringence
comme les nocicepteurs ou également les mécanorécepteurs [123]. De plus, il est probable que les
tanins libres soient impliqués dans cette sensation d’astringence [124]. Quoiqu’il en soit, I'élément clé

de ce mécanisme est majoritairement I'interaction tanins-protéines.

En dégustation, le descripteur « qualité des tanins » englobe la perception de cette sensation

d’astringence maximale, la durée totale, le temps pour arriver a I'intensité maximale [125] ainsi que,
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par extension, les sensations de sécheresse et de rugosité [110]. La perception d’astringence est
impactée par différents facteurs qui peuvent provenir du milieu dans lequel elle évolue ou de la chimie
des molécules. En effet, la structure des tanins [124-126], le degré de polymérisation [127], le
pourcentage de galloylation [128], le pourcentage de prodelphinidine [129], ainsi que la concentration
en tanins [130] ont un impact déterminant sur les complexes tanins-protéines. Les facteurs du milieu
ont également un impact sur la perception d’astringence. D’apres Fontoin [109], plus le pourcentage
d’éthanol et le pH sont élevés en solution modeéle de vin, plus la sensation d’astringence diminuerait
pour les tanins oligoméres dérivant des pépins de raisins. Ce phénomene serait d{i a une augmentation
de la viscosité de la salive limitant alors la perception d’asséchement de la cavité buccale. L’éthanol
étant un récepteur de liaisons hydrogéne, certains pensent que ce phénomeéne dépend de I'éthanol
[102] et de la concentration en celui-ci [100]. Un autre facteur qui peut affecter cette sensation tactile
est le pH quand celui-ci est bas les propriétés rhéologiques de la salive sont altérées, causant alors une
baisse de lubrification de la salive augmentant alors I'astringence [131] (Figure 13). Un autre facteur
qui peut influencer cette sensation, mais également tous les autres gol(ts et sens est I'individu qui par
sa singularité aura un débit, un pH et une composition de la salive différente et donc aura une

perception de I'astringence unique [132].
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Figure 13 : Représentation schématique du possible mécanisme d’astringence. (a) Trois stades de

linteraction entre le stimuli et une protéine (b) Simulation de I’astringence [124]
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V. L’évolution des tanins durant la vinification et le vieillissement

Au cours de I'élevage et du vieillissement des vins rouges, le vin évolue de maniere enzymatique
et chimique. Sur le plan chimique, des réactions d’oxydation ainsi que des réactions de couplage des
tanins entre eux ou avec d’autres composés du vin, notamment les anthocyanes, se développent

formant ainsi de nouvelles liaisons interflavanes et de nouvelles structures.

A. La copigmentation

La copigmentaion est un phénoméne de complexation entre différentes formes d’anthocyanes
(cation flavylium A* et/ou base quinonique AO), nommée copigmentation intramoléculaire ou avec
d’autres composés phénoliques souvent incolores, nommée copigmentation intermoléculaire [133].
Les liaisons formées sont des liaisons non covalentes de type interactions de Van der Waals et
hydrophobes. Ces liaisons de faibles énergies permettent la formation de stacking m-t conduisant a
I’effet hyperchrome (une intensification de I'absorption) et I'effet bathochrome (déplacement de la
longueur d’onde d’absorbance maximale vers les longueurs d’onde plus élevées) [134]. Ce phénomeéne
déplace I'équilibre des anthocyanes vers les formes flavyliums A* et quinoniques AO, empéchant la

formation de base carbinol AOH incolore.

La copigmentation dépend d’un grand nombre de facteurs. La nature, la concentration en
anthocyanes ainsi que les configurations et structures des copigments influencent le phénomene de
copigmentation. Les facteurs du milieu tels que le pH, la température ou la force ionique peuvent
également avoir un impact sur le mécanisme de copigmentation. De nombreux composés peuvent
devenir des copigments tels que les acides phénols [135], les flavonols [136] ou méme les pyrimidines
[137]. Ainsi, I'épicatéchine est décrite comme I'une des molécules les plus efficaces pour induire des
mécanismes de copigmentation surtout en présence d'un groupement gallique [42,137]. Les
anthocyanes peuvent également étre des copigments par auto-association. La copigmentation est plus
importante dans les vins jeunes voire dans les mo(ts [138]. En effet, la présence d’alcool n’est pas
favorable a ce phénomeéne. Jusqu’a aujourd’hui, cette réaction n’était pas prise en compte dans les

mesures de la couleur et dans I'analyse des pigments.
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B. La polymérisation des composés phénoliques

a. Condensations directes des liaisons de type B

1. Liaisons interflavanes de type B avec les tanins condensés

Des réactions de réarrangement entre proanthocyanidines se produisent au cours de |'élevage et
du  vieillissement du vin. Ces changements proviennent des réactions de
polymérisation/dépolymérisation des tanins condensés créant alors une diminution des monomeres
présents dans le vin et entrainant également des modifications des propriétés organoleptiques du vin
[14]. Ces condensations possedent différents types de mécanismes en fonction des conditions du

milieu conduisant ainsi a la formation de différents types de liaisons.

Les premiéres liaisons interflavanes des tanins sont les liaisons carbone-carbones de type B
identifiées en 1965 dans les noix de kola et le noyau d’avocat [139,140]. Ces liaisons interflavanes
peuvent se former de deux facons toujours avec le carbone C4 du cycle C de I'unité supérieure et le

carbone C8 ou C6 du cycle A de 'unité inférieure (Figure 14).
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OH
OH
Dimeéres Type de liaisons R, R, R; R,
Bl EC-4B—>8-C H OH OH H
B2 L""‘LSO” de Ec4B>8EC H OH H OH
ype
B3 cA-C8 C-40—>8-C OH H H OH
B4 C-4a—>8-EC OH H H OH
B5 - EC4B>6-EC H OH H OH
Liaison de
B6 type C-40—26-C OH H OH H
B7 C4-Coé EC-4B>6-C H OH OH H
B8 C-4a—>6-EC OH H H OH

EC : épicatéchine
C : catéchine

Figure 14 : Les liaisons interflavanes de type B des tanins condensés (C4-C8 et C4-C6)

De nombreuses études se sont intéressées a la biosynthese des proanthocyanidines [141]. La
conversion de la leucoanthocyanidine en 2,3-trans-flavanol [catéchine] par I'enzyme
leucoanthocyanidine réductase (LAR) [142,143] et la réduction de I'anthocyanidine en épicatéchine
par 'enzyme anthocyanidine résuctase (ANR) [144] a été confirmée. Jusqu’a ce jour, le processus
biochimique de polymérisation des flavanols n’a pas été éclairci [145,146] bien que des hypotheses
aussi bien chimiques que biochimiques tentent de [I’éclaircir chacune a leur maniére.
Biochimiquement, des études récentes tentent de montrer que la polymérisation des tanins serait un
mécanisme biochimique grace a I’étude des génes [147]. Une autre étude considére la formation d’un
intermédiaire quinonique par I'oxydation de flavanol en o-quinone ou d’anthocyanidine en quinone
methide par un polyphénol oxydase (PPO) [145]. Ces dérivés d’oxydation peuvent alors se réarranger
en créant un carbocation en position C4 [148]. Ce carbocation intermédiaire peut alors supposément
s’échapper du site actif de la réductase et subir I'attaque nucléophile des flavanols déja créés, par les

carbones C8 ou C6, afin de donner des procyanidines diméres [149]. Cette méme réaction peut se
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répéter avec des diméres possédant également un carbocation en position 4 pouvant former alors des

oligomeéres et des polymeres de tanins non cycliques [143].

Chimiquement parlant, il a été montré que dans les conditions du vin (pH3,2 - 4,5) la
polymérisation et dépolymérisation réversible de proanthocyanidines était possible. En milieu acide
en absence d’oxygene, il peut y avoir rupture d’une liaison interflavane de type B qui va conduire a la
formation de carbocations en position 4 du cycle C de l'unité supérieure. Celui-ci, étant trés
électrophile, va subir I'attaque nucléophile des carbones C8 ou C6 d’une autre molécule de
proanthocyanidine pour conduire a la création d’'une nouvelle liaison de type B sans intermédiaire
entre les deux unités. Cette polymérisation est nommée polymérisation ordonnée conduisant a des
liaisons de type B de type C4-C8 ou C4-C6. En fonction du nombre d’unités perdues et du nombre
d’unités qui vont s’additionner durant I'attaque nucléophile, il va y avoir augmentation ou diminution

du degré de polymérisation (Figure 15).

OH F(ny)

Figure 15 : Dépolymérisation chimique des tanins condensés

En parallele, en milieu fortement oxydant, un second mécanisme d’évolution peut se développer
impliquant la formation de radicaux libres qui vont conduire a la formation d’un intermédiaire
qguinonique au niveau du cycle B de I'unité flavanol, qui peuvent ensuite se polymériser entre eux pour
conduire a la formation de liaison carbone-carbone entre les cycles B de deux molécules de tanin. Cette
polymérisation est appelée polymérisation oxydative désordonnée (par rapport a une polymérisation
ordonnée conduisant a la formation de liaison de type B) [150]. La polymérisation des
proanthocyanidines n’est pas sans fin. En effet, plus les polymeres s’agrandissent moins ils deviennent
solubles et a partir d'un poids moléculaire de 7000 Da correspondant a 20 unités de flavanols dans la

chaine polymérique, les polymeres précipitent [151].
2. Liaisons interflavanes de type B avec les anthocyanes

Les tanins et les anthocyanes provenant de la baie de raisin sont extraits pendant la vinification.

lls évoluent ensemble durant I'élevage des vins et durant le vieillissement en bouteille. Durant ce
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processus, la disparition des anthocyanes libres a été observée avec en paralléle un maintien voire une
augmentation de l'intensité colorante. En effet, des réactions de condensation des anthocyanes avec
les tanins se réalisent par différents mécanismes, avec présence ou non d’oxygene, créant alors des
composés différents ayant une couleur variant de I'orange au mauve. Parmi ces condensations, comme
pour les tanins, des réactions directes entre les deux familles de molécules se créent formant des

pigments anthocyanes — tanins [A*-T] ou tanins - anthocyanes [T-A*] (Figure 16).

OH

Tanins-Anthocyanes (T-A*) Anthocyanes-Anthocyanes(A-A*)

Figure 16 : Structures des pigments polymérisés de type T-A*et A-A*

Pour la condensation anthocyanes — tanins, les anthocyanes se trouvent sous la forme de cation
flavylium A*, leur carbone C4 possédant un fort pouvoir électrophile. Ce méme carbone peut alors
subir une attaque nucléophile des centres C8 ou C6 d’une unité flavanol. Un flavéne incolore [A-T]
[152] va alors étre créé, celui-ci pouvant par la suite s’oxyder conduisant a la formation des pigments
polymérisés de type [A*-T], qui par des réarrangements oxydatifs conduisent a la formation de
xanthyliums [153,154] ou a la formation de polymeres incolores ayant une liaison de type A [A-F (type
A)] [155]. La présence d’'un milieu oxydant ou la présence d’oxygénes est essentielle pour la
recoloration des flavénes. Durant la vinification, les séances de remontages et d’écoulages permettent

cet apport d’oxygene et ainsi la formation de ces pigments polymérisés.

Pour la condensation tanins — anthocyanes, la protonation d’une chaine de tanins va conduire au
clivage d’une liaison interflavane et a la formation d’un carbocation sur le carbone 4 comme décrit
Figure 15. Ce carbocation ainsi formé réagit réagissent avec les anthocyanes sous forme carbinol
neutre et incolore par attaque nucléophile de leur carbone C6 et C8. Cette réaction conduit a la
formation d’un pigment polymérisé de type [T-A*] [152,156,157]. Les nombreuses études réalisées sur
ces pigments ont montré que quand I'anthocyane se retrouve en bout de chaine, la polymérisation est

stoppée.
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Des condensations anthocyanes-anthocyanes [A-A*] existent également (Figure 16). Le
mécanisme réactionnel est le méme que pour les condensations tanins-anthocyanes [A*-T] mis a part
le fait que dans ce cas-la, c’est une anthocyane sous sa forme carbinol qui va réaliser I'attaque
nucléophile sur une anthocyane sous sa forme A*. Les premiers dimeres [A-A'] identifiés ont été
caractérisés dans les pellicules des raisins [158]. Quelques années plus tard, c’est le trimére [A-A-A*]

de couleur rouge-violet qui a été identifié dans les vins rouges de Porto [159].
b. Condensations directes des liaisons de type A

1. Condensations directes des liaisons de type A des tanins condensés

Les liaisons de type A sont une combinaison de liaisons de type B C4-C8 ou C4-C6 avec une liaison
éther supplémentaire entre le carbone C2 du cycle C de I'unité supérieure et I'oxygéne porté par le
carbone C5 ou C7 du cycle A de I'unité inférieure (Figure 17). Les premiéeres molécules ayant une liaison
de type A ont été identifiées a partir des baies de canneberges en 1965 [140] et par la suite dans le

marronnier [160] et le kola [161].

OH OH
OH OH

Liaison de type A (C,-C5 ; C,-0-C;) Liaison de type A (C,-C; ; C,-0-C;)

Figure 17 : Structures principales des liaisons de type A (C4-C8 ; C2-O-C7 ou C2-0-C5)

La transformation des liaisons de type A en liaisons de type B par oxydation et I'étude du
mécanisme réactionnel ont fait I'objet de différentes études. L'une des premiéeres publications a traiter
de ce sujet est celle de Kondo et al. 2000 [15] qui a permis d’élucider le mécanisme réactionnel. La
conversion d’une liaison de type B en liaison de type A se fait a I'aide d’un intermédiaire quinonique
en utilisant une réaction d’oxydation radicalaire qui peut par exemple étre réalisée avec du DPPH (1.1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) en milieu neutre. Cette réaction commence par une double oxydation avec
une déprotonation de I’hydrogene en C2 du cycle C de 'unité supérieure et une déprotonation de

I’hydroxyle supérieure du cycle B de I'unité supérieure. L'unité flavanol supérieure va alors subir un
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réarrangement afin de créer une quinone. La liaison de type A se formera alors entre le carbone C2 de

I'unité supérieure et I’hydroxyle C5 ou C7 de I'unité inférieure.

Quelques années plus tard, Osman et al. [162] ont montré que cette transformation se faisait
naturellement dans les plantes, celles-ci créant elles-mémes un oxydant enzymatique. Le mécanisme
réactionnel est le méme que celui démontré par Kondo et al. [15] en passant par un intermédiaire
guinonique. Une laccase avait alors été utilisée comme oxydant naturel. Plus récemment, Chen et al.
[163] ont étudié la conversion de procyanidines triméres de type B en procyanidines trimeres de type
A. Pour cela, ils ont testé différents types d’oxydants : deux oxydants chimiques (DPPH® et 02°-) et
deux oxydases (PPO: Polyphénol Oxydase et XO : Xanthine Oxydase), pour pouvoir ainsi comparer les
oxydants chimiques et enzymatiques. Il est notamment apparu que le DPPH était le meilleur oxydant
pour convertir les liaisons de type B en liaison de type A. Dans cette méme étude, ils ont également
étudié l'influence de différentes conditions du milieu réactionnel : le pH et la température, ces deux
facteurs influencant directement le rendement de la réaction. Au niveau de leur propriété biologique,
les tanins présentant une liaison de type A possédent des capacités antioxydantes plus élevées dans
les tissus ou les systémes lipidiques que les tanins possédant une liaison de type B alors que cela est
I'opposé en milieu aqueux [164]. Il a également été montré récemment que les liaisons de type A
étaient résistantes a la dépolymeérisation chimique telle que la phloroglucinolyse [165]. Par ailleurs, les
procyanidines triméres liées par une liaison de type A et une liaison de type B sont nommées les

procyanidines de type D [14].
2. Condensations directes des liaisons de type A entre un tanin et une anthocyane et vice-versa

Les liaisons interflavanoides de type A peuvent également se réaliser entre une unité
monomérique d’anthocyane et une unité de flavanol ou de tanin condensé. D’anciennes études
montraient I'impossibilité de différencier des adduits A-T (flavene), des adduits T-A (flavene), des
adduits A-T (type A) [166]. Or, avec les progrés de la spectrométrie de masse et en utilisant la stratégie
de la dépolymérisation chimique [157], les liaisons de type A apparaissent comme étant résistantes a

la dépolymérisation a I'inverse des liaisons de type B qui se dépolymérisent en condition acide [167].

3. Condensations directes des liaisons de type A entre deux anthocyanes

Les liaisons interflavanoides de type A peuvent également se créer entre deux molécules
d’anthocyane. En effet, un trimére possédant une liaison de type B et une liaison de type A a été
identifié dans le vin rouge [158]. Grace a la spectrométrie de masse, un trimere d’anthocyane
possédant deux liaisons de type A a été détecté dans les pellicules de raisin. Il faudra attendre 2013
pour avoir la confirmation de la structure de ce trimére aprés purification et analyse en RMN [159].

Cette nouvelle structure trimérique se compose alors de deux unités flavanes reliées entre elles par
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une liaison de type A et reliées en suivant a une unité de malvidine-3-O-glucoside comme unité

terminale. La molécule possede donc deux liaisons de type A toutes d’eux de forme C4-C8 et C7-0-C2

(Figure 18).
HO
m/z = 1477,3876 m/z = 1477,3876
[CeoH73036]" [CeoH73056+H]"
Liaisons interflavonoides de type A Liaisons interflavonoides de type B
C4'C8; CT-o-CZ C4’C8

Figure 18 : Les structures de I’anthocyane trimére confirmée par RMN [168]

c. Condensations indirectes par pont éthylidéne entre les tanins condensés et/ou les

anthocyanes

Durant I’évolution du vin, en plus des nombreuses condensations directes vues précédemment,
des condensations indirectes peuvent se produire par I'intermédiaire d’aldéhyde entre des unités de
flavanol ou avec des unités d’anthocyanes [169]. Ces condensations s’effectuent par I'intermédiaire
de composés naturellement présents dans le vin comme |'acétaldéhyde, I'acide glyoxalique ou encore
le furfural et ses dérivés. Parmi tous ces intermédiaires, I'acétaldéhyde est le majoritaire provenant du
métabolite des levures et il est généré pendant la fermentation [170,171] ou par 'oxydation de
I’éthanol en éthanal [172]. En milieu acide, aprés protonation, I'acétaldéhyde peut former un
carbocation qui subit une attaque nucléophile des carbones C8 ou C6 d’une unité flavanol. Un
intermédiaire possédant un alcool benzylique sera alors formé. La déshydratation apres protonation
de cet alcool, formant alors un cation benzylique, peut subir a nouveau I'attaque nucléophile d’une
unité flavanol. Un dimére flavanol-pont éthylidéne-flavanol sera alors formé [173,174]. Ce dimére peut
subir un réarrangement oxydatif pour former des structures de type xanthylium [175]. Pour |'obtention

d’un dimere flavanol-pont éthylidéne-anthocyane, le mécanisme réactionnel est le méme qu’avec
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deux unités flavanols, I'anthocyane étant alors sous sa forme hydratée AOH pour pouvoir réaliser
I"attaque nucléophile [176,177]. Les produits de ces condensations ont un fort impact sur le goQt, la

couleur et la stabilité colloidale des vins [178,179].

Deux unités anthocyanes peuvent également étre liées par un pont éthylidene via un mécanisme
réactionnel identique. Atanasova et al. [180] ont synthétisé et caractérisé par RMN un
dimére malvidine-3-0-glucoside-pont éthylidene-malvidine-3-O-glucoside tous lié en C4-C8. Trois
formes de ce dimére ont été détectées: I'ion bichargé m/z 506,141 9 contenant les deux unités
d’anthocyanes en forme flavylium, I'ion monochargé m/z 1011,276 5 contenant une anthocyane sous
forme flavylium et une autre sous forme quinonique et I'ion monochargé m/z 1029,287 0 ayant une
anthocyane sous forme hydratée et une autre sous forme flavylium. Enfin, un trimére possédant un
pont éthylidene et une liaison de type A avec une unité d’anthocyane au milieu a également été

détecté [181] (Figure 19).

(—\ L‘}H
OH
H, W ® HyC—C—H
=0 H—C—0H H*
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HyC CH,
OH

Acétaldéhyde OH

Xanthylium

MeO.
OH

i JOH - +H'/-H,0 HO'

OH

Adduit A-éthyl-T*

Figure 19 : Schéma condensé des mécanismes de formation des condensations indirectes.

T = Tanins ; A = Anthocyanes ; éthyle = Pont éthylidéne
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C. La famille des pyranoanthocyanes

La teneur en anthocyane diminue au cours de I'élevage et du vieillissement des vins. Les anthocyanes
libres disparaissent peu a peu pour conduire a la formation des pigments polymérisés comme
présentés ci-dessous (Figure 20), mais une voie d’évolution des anthocyanes libres peut conduire a la

formation de pyranoanthocyanes.

Par opposition aux mécanismes de formation des pigments polymérisés impliquant les tanins et
les anthocyanes qui sont principalement localisés au niveau des carbones C4 et C8 des anthocyanes,
le mécanisme de formation des pyranoanthocyanes est un mécanisme de cyclo-addition faisant
intervenir le carbone C4 de I'anthocyane et le groupement hydroxyle en position 5 de I'autre composé.
En effet, les anthocyanes, sous la forme de cation flavylium, peuvent subir une attaque nucléophile sur
leur carbone C4 par différents composés. Cette substitution nucléophile de type 2 conduira alors a la
formation d’un carbocation instable comme état de transition. Ainsi, grace a un réarrangement et une
cyclisation intra-moléculaire, cette réaction permettra la formation d’un nouvel hétérocycle oxygéné,

nommé cycle D, entre le groupe hydroxyle du carbone 5 du cycle A et le carbone C4 du cycle C [182].

La forte réactivité des anthocyanes en milieu aqueux conduira alors a un grand nombre de
réactions des anthocyanes avec divers composés présents dans le vin rouge afin de former différentes
familles de pyranoanthocyanes. Aujourd’hui, un grand nombre de familles de pyranoanthocyanes ont

été découvertes et caractérisées.

Les premieres familles formées proviennent directement d’une anthocyane de départ. La réaction
des anthocyanes avec les métabolites de la levure tels que I’acide pyruvique, I'acétaldéhyde ou encore
I'acide acétoacétique forme les pyranoanthocyanes de type vitisines. Aprés une succession de
réactions chimiques (substitution nucléophile, perte d’'une molécule d’eau et oxydation), les
carboxypyranoanthocyanes ou vitisines de type A [183,184], les vitisines de type B [185] ainsi que les
méthylpyranoanthocyanes [186] ont été formés. Les flavanol-pyranoanthocyanes, de couleur orangée,
résultent de la cycloaddition entre une anthocyane et d’un 8-vinylflavanol. Ces derniers sont formés
par le clivage d’un flavanols lié par un pont éthylidéene ou d’'un oligomére F-éthyl-F ou F-éthyl-A
[182,187]. Enfin, les hydroxyphényl-pyranoanthocyanes, de couleur rouge orangée, proviennent de la
réaction entre les acides hydroxycinnamiques ou leur produit de décarboxylation avec les anthocyanes

afin de former de nouvelles formes de pyranoanthocyane nommée les pinotines [186-188].

Les familles suivantes présentées ci-dessous proviennent des familles de pyranoanthocyanes
précédentes qui ont évoluées. La vitisine A est la principale molécule utilisée pour la formation de

nouvelles familles. Les oxovitisines proviennent de la décarboxylation suivie de I'oxydation et enfin de
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la déshydratation en position C10 de la vitisine A au départ. Elles présentent une couleur jaunatre en
milieu acide [189]. Les portisines B sont le produit de réaction entre une vitisine A et un vinyphénol
[190]. Ceux-ci sont de couleur bleue et ont été découverts dans les vins de Porto. Une identification
par RMN a permis d’identifier leurs structures. Toujours dans les vins de Porto, une nouvelle classe de
pigments bleu turquoise a été identifiée comme étant le produit d’'une vitisine A et d’une
méthylpyranoanthocyane liée par pont méthyléne, autrement appelé, une pyranoanthocyane dimére

[168].
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Figure 20 : Schéma des différentes familles et sous-familles de pyranoanthocyanes.

La famille des flavanol-pyranoanthocyanes fut d’abord découverte et identifiée dans des solutions
modeles de vin [191]. Plus tard, des études sur le marc de Syrah en Australie ont permis de détecter
d’autres molécules dans cette famille allant jusqu’au tétramere [185]. C'est une étude de Mateus et
al. [190] qui a permis, grace a la RMN, d’identifier six flavano-pyranoanthocynes isolées dans un vin de

Porto [190-192].

Aujourd’hui, de plus en plus de sous-familles de pyranoanthocyane sont mises en lumiere, mais
également plusieurs structures possédant de nombreuses liaisons sont découvertes, comme par
exemple une structure possédant un pont éthylidéne et une liaison de type A a été identifiée [181] ou
encore une unité de pyranoanthocyanes lié a un dimére de malvidine-3-O-glucoside [193] (Figure 21).
Pendant I'élevage des vins rouges, il a notamment été montré que I'acidité et I'oxygene favorise la

formation de ces pigments [194].
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m/z 1301,3555 m/z 1449,3720
[C63H65030]+ [C71H71036]+

Figure 21 : Nouvelles structures de pigments polymérisés possédant plusieurs liaisons différentes

D. Evolution des flavanoides dans le vin rouge

a. Evolution structurale des anthocyanes et des pigments polymérisés dans le vin rouge

Au cours du vieillissement des vins rouges, une évolution de la couleur du vin est observée. Celle-
ci évoluant d’un rouge-mauve en un rouge tuilé da a la formation des composés présentés ci-dessus.
En plus de I'évolution de la teinte, une diminution de I'intensité colorante est également observée.
Cette diminution en fonction des conditions de vinification et d’élevage est liée a la formation des

pigments polymérisés, mais également a la dégradation des anthocyanes.

Dans un premier temps, il a été montré en solution modele, que les anthocyanes sont sensibles a
la lumiére, aux températures élevées ainsi qu’a la présence d’oxygéne provoquant par la suite leurs
dégradations au cours du temps. En effet, la température et en particulier la température de stockage
est I'un des principaux facteurs responsables de la dégradation des anthocyanes [195-197]. Cette
dégradation débute en premier lieu par la rupture de la chaine O-glucosidique pour conduire a la
formation d’anthocyanidine dont la forme chalcone va par la suite se décomposer afin de former des
acides benzoiques apres réarrangement en milieu acide. Les acides formés dépendent de la nature des
anthocyanes de base, par exemple, la malvidine-3-O-glucoside formera I'acide syringique [198]. Cette

transformation peut également se former a la suite de réaction d’oxydation [199].
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Comme mentionné précédemment les anthocyanes étant des molécules tres réactives dans les
conditions du vin, elles se transforment progressivement en pigments polymérisés, structures plus

stables, car plus résistantes a I'acidité [200]. La formation de ces pigments polymérisés va conduire a

une modification des propriétés physicochimiques par rapport a I'anthocyane dont ils dérivent et donc
a une évolution de la couleur et plus précisément une modification de leurs maximums d’absorption

dans le visible. Il existe quatre effets différents qui peuvent modifier I'absorption spectrale :

- Bathochrome : Augmentation de la longueur d’onde maximale.
- Hypsochrome : Diminution de la longueur d’onde maximale.
- Hyperchrome : Augmentation de lI'intensité d’absorption.

- Hypochrome : Diminution de l'intensité d’absorption.

Les pigments polymérisés, en fonction de leurs structures, ont un impact conséquent sur ces
propriétés spectrales. Toutes les familles et sous-familles de pigments polymérisés vont avoir un effet
différent sur I’évolution de la couleur du vin. Les produits de condensation directe et indirecte entre
les anthocyanes et les tanins entrainent un effet bathochrome, apportant une teinte bleutée violette
au vin. A I'inverse, les pyranoanthocyanes et leurs dérivés conduisent a une diminution de la longueur
d’onde et donc un effet hypsochrome par rapport aux anthocyanes dont elles dérivent, ce qui apporte
aux vins une couleur tuilée orange. Il a été montré que la deuxieme génération des
pyranoanthocyanes, les portisines notamment contribuent a la couleur bleue des vins (effets
bathochrome). Enfin, les composés d’évolution des pigments polymérisés tels que les xanthyliums ont

un apport orangé aux vins durant son vieillissement.

La découverte de nouvelles structures ainsi que le mécanisme de formation des pigments
polymérisés ont fait I'objet de nombreuses études. Il est apparu que les pigments polymérisés
commencent leur formation en début de vinification, dées la fermentation alcoolique. Les métabolites
des levures jouent un réle essentiel dans les réactions de condensation indirecte tanins-anthocyanes
[201]. Cependant, leurs concentrations maximales apparaissent durant les premiers mois d’élevage en
barrique avant de diminuer par la suite pour conduire a des composés d’oxydation. De leur c6té, les
produits de condensation directs tanins-anthocyanes seraient a leurs concentrations maximales

pendant I'élevage en fiit de chéne jusqu’a 14 mois avant de diminuer également [18].

Ces dernieres années, les avancés en termes de nouvelles méthodes de purification, de nouvelles
méthodes analytiques (UPLC-MS haute résolution) ainsi que par des stratégies de synthése ou
d’hémisynthese ont conduit a enrichir la bibliothéque moléculaire du vin malgré le poids moléculaire

élevé. En effet, au vu du nombre de liaisons possibles, ainsi que de la grande diversité de molécules
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impliquées et des concentrations faibles présentent dans le vin, la cinétique de formation des pigments

polymérisés est, a ce jour, encore mal connue.

b. Evolution structurale des tanins condensés dans les vins rouges

L’évolution des tanins au cours du vieillissement du vin est un sujet tres étudié. Pour cela, 'une
des techniques utilisées est la dépolymérisation chimique en milieu acide, souvent réalisée en
présence de phloroglucinol (phloroglucinolyse). Cette technique de dépolymérisation en milieu acide
est utilisée a la base pour évaluer le degré de polymérisation moyen (DPm) des tanins condensés
[68,202,203]. C'est une approche basée sur la rupture des liaisons interflavanes des tanins en milieu
acide, a chaud et en présence d’un agent nucléophile : le phloroglucinol. Elle permet alors de
dépolymériser les tanins et de séparer les unités terminales libérées, sous forme d’unité flavanol, des
unités d’extensions libérées, sous la forme d’une unité flavanol substituée par I'agent nucléophile en
position C4. Si nous prenons I'exemple des procyanidines, les unités terminales libérées sont la
catéchine, I'épicatéchine et I'épicatéchine-3-O-gallate. Les unités d’extensions reliées en position C4
au phloroglucinol donneront alors I'adduit catéchine-phloroglucinol, I’adduit épicatéchine-
phloroglucinol et I'adduit épicatéchine galloylé phloroglucinol. Cette technique a également été
utilisée pour réaliser la quantification de nombreux pigments polymérisés notamment ceux présentant
une liaison de type A entre les anthocyanes et les tanins, la liaison de type A n’étant pas dépolymérisée
dans les conditions de phloroglucinolyse [204]. Ce qui a permis d’identifier des marqueurs spécifiques
a chaque famille de composé et ainsi de pouvoir réaliser leur quantification ainsi qu’étudier les

cinétiques de formation et d’évolution [20].

Durant le vieillissement des vins, le DPm calculé par cette stratégie diminue, cependant cette
observation ne montre pas forcément une diminution de la longueur des chaines polymériques, mais
plut6ét une diminution de la quantité de liaisons de type B dans les tanins condensés présents dans le
vin. En effet, la concentration en tanins dans le vin reste stable bien qu’en parallele une diminution
des tanins ayant des liaisons de type B est observée. La formation de nouvelles structures tanniques
possédant soit des liaisons indirectes avec des ponts éthylidenes soit des liaisons oxydatives entre le

cycle B ou avec d’autres molécules vont également étre formé durant le vieillissement du vin.

La formation de liaisons intra- et intermoléculaires confere aux tanins non cycliques natifs des
formes plus compactes et arrondies [101]. Ces changements de conformations structurelles vont
également impacter les propriétés gustatives des tanins en particulier sur la sensation d’astringence.
En effet, les dégustateurs décrivent une diminution d’astringence entre les vins jeunes et les vins vieux,
mais aucune corrélation entre la baisse de I'astringence et la concentration en tanins solubles n’existe

[205,206]. Cette baisse serait donc due aux nouvelles structures tanniques apparaissant durant le
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vieillissement et a la variation de taille des tanins devant plus volumineux. Ces changements d’état
rendraient moins accessibles les sites nécessaires a l'interaction tanins-protéines salivaire, et donc

influenceraient I'astringence percue.

VI. Les tanins couronnes

A. Mise en lumiére et caractérisation des procyanidines couronnes

L'étude des procyanidines couronnes a débuté avec la these de Liming Zeng [20] a I'ISVV qui a
détecté, analysé et purifié I'une de ces molécules. Au cours de I'analyse des tanins condensés de
plusieurs vins rouges en UPLC-UV-ESI-QTOF, il a été observé que plusieurs composés avaient des
propriétés physico-chimiques inattendues. Ces composés présentaient un temps de rétention faible et
donc une polarité importante par rapport a des procyanidines de méme taille, ainsi qu’une résistance
partielle a la dépolymérisation chimique en milieu acide. L’analyse par spectrométrie de masse haute
résolution, suivie d’'une étude de fragmentation indiquait que ces composés étaient des oligoméres de
tanins condensés possédant une liaison covalente supplémentaire, soit carbone-carbone ou carbone-
oxygene, et que la molécule ne possédait que des liaisons interflavanes de type B. Une purification
multi-étape (C18, TSK et HPLC semi-préparative) de ces composés a donc été engagée afin de pouvoir
obtenir ces molécules pures. La caractérisation structurale du tétramére en RMN 1D (*H et 13C) et 2D
(HSQC, HMBC, ROESY) a révélé une structure macrocyclique et totalement symétrique possédant

quatre unités monomeériques reliées entre elles uniquement par des liaisons de type B (Figure 22) [19].

OH

Figure 22 : Structure du tétrameére couronne (Zeng et al. [19])
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En effet, cette molécule est composée de quatre unités de base d’épicatéchine reliées par un
enchainement de liaisons Unité 1 — (4B—6) — Unité 2 — (4B—8) — Unité 3 — (4B—6) — Unité 4 —
(4B—8) — Unité 1, conférant alors la symétrie a la molécule. A la suite de cette identification, une
modélisation moléculaire a été réalisée mettant en évidence la présence d’une cavité importante

(environ 5 A) au centre de la molécule (Figure 23).

Figure 23 : Structure 3 D du tétrameére couronne

Ce nouveau composé fait partie d’'une nouvelle sous-famille de tanins condensés qui fut nommée les
procyanidines couronnes (Tableau 5). A ce jour, seulement le tétramére a été caractérisé par RMN et
totalement identifié. Cependant, d’autres composés ayant des propriétés chromatographiques et des
profils de fragmentation proches ont été détectés en spectrométrie de masse. La présence dans les
vins de pentameres et de pentameres galloylés a été proposée sur la base de la fragmentation et de la

masse a haute résolution [20].
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Tableau 5 : Les oligoméres de la famille des tanins couronnes observés dans le vin rouge

Composé Formule l?[/Iél-ci-?;-llc]l*l)l ¢ II(](;ITI?IS]I*I;‘{: Diff (ppm)
Tétramére CsoHusOny 1153,2608 1153,2601 -0,61
Pentamere 1 C75HgoO30 1441,3242 1441,3231 -0,76
Pentamére 2 C5sHeoOx0 1441,3242 1441,3214 -1,94
Pentamere 3 C75Hs505 1439.3086 1439,3056 -2,08
Pentamére (1G) 1 Cy5Hgo 05, 1457,3191 1457.3163 -1,92
Pentamére (1G) 2 Cs5Hge 05, 14573191 1457,3158 2,26
Pentameére (1G) 3 C75HeoOs1 1457.3191 1457,3140 -3,50
Pentamere (1G) 4 C75Hg0O3; 1457,3191 1457,3165 -1,78
Pentamére (1G) 5 C,sH505, 1455,3035 1455,3017 -1.24

Suite a son étude structurale, il a également été montré que le tétramere couronne possede
également des propriétés biologiques et notamment neuroprotectrices. Les activités
antivieillissements possibles du tétramére couronne ont été évaluées en mesurant sa capacité a
protéger les cellules PC12 (dérivées du phéochromocytome neural de rat) d’une toxicité induite par le
peptide B-amyloide [207]. En effet, I'agrégation du peptide B-amyloide (BA) est considérée comme un
évenement critique dans le développement de la maladie d’Alzheimer puisque son agrégation va
conduire a la formation d’une plaque sénile et a la mort neuronale. Durant cette étude, il est apparu
qgue le tétramere couronne pouvait protéger de maniere significative les cellules PC12 de I'effet
cytotoxique du peptide B-amyloide (Figure 24). Aprés I'exposition au peptide B-amyloide seule, la
viabilité des cellules PC12 a été réduite a 42 £ 2 % alors qu’en présence du tétramere couronne cette
viabilité augmente de maniere dose-dépendante. En effet, I'ajout de 30 uM du tétramere couronne au
milieu réactionnel a augmenté la viabilité des cellules PC12 de +36 % (Figure 24). En comparaison dans
des conditions identiques, le resvératrol a 25 uM n’induit que 30 % d’augmentation [208] et qu’il faut
50 uM de cyanidine-3-O-glucoside pour augmenter la viabilité des cellules PC12 de seulement 10 %

[209].
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Figure 24 : Pourcentage de cellules PC12 vivantes apreés traitement

B. Premiéres études des tanins couronnes dans les vins rouges

Une étude comparative sur I'évolution de différentes familles chimiques de tanins condensés
(tanins couronnes et tanins non cycliques) au cours du vieillissement du vin rouge en bouteille a été
réalisée. Les échantillons utilisés étaient une série de seize vins du méme domaine du Languedoc
Montpeyroux agés de 3 a 23 ans. Parmi les familles chimiques analysées, le tétramére et les
pentameres couronnes ont été mesurés et par la suite, la comparaison des tanins condensés
couronnes et des tanins condensés non cycliques correspondants a été réalisée. Les résultats ont
montré que le tétramére couronne sont stables dans le temps contrairement au tétrameére non
cyclique de type B qui diminuent fortement durant le vieillissement. De plus, la richesse
polyphénolique totale du vin (IPT) a été mesurée pour chaque millésime. |l apparait que cette valeur
est corrélée a la concentration en tanins couronnes bien qu’il semblerait surtout que cette corrélation
est due a l'effet millésime et non a I'impact du vieillissement. Des tendances identiques ont été

observées pour les pentameres couronnes. La seule différence notable est que la concentration en

tétramere est supérieure a celle en pentamére.

Enfin, une analyse sensorielle de cette série du Languedoc Montpeyroux a été mise en place. Différents
parametres gustatifs ont été étudiés tels que I'intensité d’astringence, la qualité tannique, I'amertume,
I'acidité et I’équilibre en bouche. Des tests statistiques ont montré une tendance entre la
concentration en tétramere couronne et I'intensité d’astringence. Ces derniers résultats sont bien
entendu a confirmer avec d’autres analyses sensorielles afin de pouvoir réellement conclure sur une

corrélation entre les deux paramétres et non-juste une tendance.
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VII.  La chimie de synthese des procyanidines dans la littérature

Depuis la découverte des procyanidines, de nombreuses équipes ont essayé de reproduire ces
molécules en laboratoire par le biais d’hémisynthese [66] ou de la synthése organiques multi-étapes
[210]. Les premiéres synthéses ont été obtenues par condensation de deux unités flavanols non
protégée [211]. Cette méthode, malheureusement, ne permet aucun contrdle régiosélectif et
stéréosélectif de la réaction. Par la suite, ces deux parametres ont pu étre controlés par la protection
des fonctions phénols des procyanidines. La formation des procyanidines peut se faire par de
nombreuses voies chimiques telles que les couplages organométalliques, les additions et les
substitutions nucléophiles. La premiére voie étant assez contraignante dans la synthése des tanins,
nous n’aborderons que les additions et les substitutions nucléophiles dans la suite de ce paragraphe.
La synthése consiste a réaliser le couplage entre deux unités flavanes entre elles : 'une ayant un
caractere électrophile au niveau du carbone benzylique C4 du cycle C et l'autre un caractere
nucléophile di aux sommets C8 et C6 du cycle A. Dans un premier temps, un rappel des propriétés

chimiques de ces liaisons interflavanes sera abordé.

A. Propriétés chimiques des liaisons interflavanes

Comme vue précédemment, dans le raisin et dans le vin, il existe différents types de liaisons
interflavanes de type B ou de type A. Les condensations de type B résultent de la formation de liaisons
interflavanes entre les carbones C4-C6 et/ou C4-C8. Les liaisons C4-C8 sont préférentiellement
formées en comparaison aux liaisons C4-C6. En effet, le carbone C8 posséde une plus grande
électronégativité et également un encombrement stérique plus faible et serait donc plus réactif que le
centre C6 [161,212]. C’est pour cette raison que l'on retrouve plus de liaisons C4-C8 dans les

procyanidines naturelles.
Les liaisons interflavanes peuvent adopter deux types de stéréochimies différentes :

- Si l'unité inférieure est en dessous du plan de I’hétérocycle C de I'unité supérieure, la
stéréochimie de la liaison interflavane est a.
- Si, en revanche, 'unité inférieure est au-dessus du plan de I’'hétérocycle C de I'unité

supérieure, la stéréochimie de la liaison interflavane est B.

Dans les tanins condensés, la nature du monomere et sa position dans la molécule influencent la
stéréochimie de la liaison entre les deux monomeéres. En effet, lorsqu’une catéchine est I'unité

supérieure, la liaison interflavane est de type 4a, 6 ou 4a, 8 (configuration 2R, 3S, 4S). A I'inverse,
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quand I'unité supérieure des procyanidines est une épicatéchine, la liaison interflavane est de type 48,

6 ou 48, 8 (configuration 2R, 3R, 4R).

De plus, le cycle C pyrane confere aux tanins une certaine flexibilité dans I'espace. Celui-ci peut
alors adopter deux conformations différentes: la forme E avec le cycle catéchol B en position
équatoriale et la forme A avec le cycle B en position axiale. La conversion entre ces deux conformations
se fait rapidement, car la barriere énergétique pour le passage d’'une conformation a une autre est
faible, de I'ordre de 5-6 kcal.mol™. Sur les spectres RMN, une valeur moyenne de cet échange apparait
rendant la caractérisation structurale plus difficile [213]. Enfin, aprés couplage, une barriere
énergétique de rotation se forme autour de la liaison interflavane formée due aux interactions
stériques entre les substituants (unité supérieure et unité inférieure) empéchant la libre rotation

[214,215].
B. Couplages entre des unités non protégées

En 1966, Geissman et al. [211] ont réalisé la premiere synthese de procyanidines en milieu acide
en utilisant une quantité stoechiométrique de flavan-3, 4-diol et de catéchine permettant la formation
d’un carbocation en position C4 pouvant alors réagir avec la catéchine. Il faudra attendre quelques
années avant que cette synthése ne soit achevée par une autre équipe en utilisant une stratégie
similaire [216]. Cette équipe s’est basée sur la condensation d’un flavan-3, 4-iol obtenu par réduction
de la taxifoline et de la catéchine en conditions stoechiométriques pour obtenir des procyanidines
dimeres (B3 et B6) et des procyanidines de degré d’oligomérisation plus élevées (trimeéres C2 et un
tétrameére) (Figure 25). Le rendement de cette réaction était faible di a la non-régiosélectivité de la
méthode et au non-contrdle de I'oligomérisation, cette derniere résultant de I'attaque répétée de
I'unité nucléophile sur les diméres ou triméres formés précédemment. Cette méme réaction a ainsi
été testée en utilisant un exces de catéchine (5 équivalents) et ces conditions ont apporté un meilleur
rendement et une meilleure régiosélectivité, en revanche, I'oligomérisation n’étant toujours pas
controlée. Dans ces mémes années, un couplage en milieu basique a été développé par I'équipe de
Hemingway et al. [217]. Dans cette stratégie, le couplage a été réalisé entre un dérivé phényl thioéther
de I'épicatéchine donnant par la suite un intermédiaire méthyléne quinone qui va alors réagir avec une

unité de catéchine pour donner principalement les dimeres B1 et B7 avec des oligomeres.
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Figure 25 : Premier couplage d’unité non protégé entre la taxifoline et la catéchine en condition

acide

Afin de mieux contrlOler la régio- et stéréosélectivité et I'oligomérisation des procyanidines,
Steynberg et son équipe [218] ont développé une condensation en milieu aprotique en utilisant des
acides de Lewis. Pour cela, le couplage s’effectuait entre un dérivé 4-thioéther de I'épicatéchine,
obtenu apres synthése et purification de celui-ci, et une unité flavanol. Les acides de Lewis utilisés
étaient le diméthyl (méthylthio)-sulfonium tétrafluoroborate (DMSTSF) et le tétrafluoroborate
d’argent (AgBF4). Les produits obtenus étaient le dimeére B1 et son trimére analogue. Dans ces
conditions, aucun autres dimeres ou produits de réaction n‘ont été détectés contrairement aux
produits de réaction obtenus par couplage en milieu acide. Parmi les deux acides de Lewis utilisés,
I’AgBF4 a permis d’augmenter le rendement du dimére B1 jusqu’a 38 % en comparaison au DMTSF qui
ne conduisait qu’a un rendement de 22 % en dimére B1 (Figure 26). Cette nouvelle stratégie de
synthése a permis le controle de la stéréochimie du centre asymétrique en position C4 ainsi qu’un
controle de la régiosélectivité et de I'oligomérisation. Néanmoins, la préparation des produits de

départ a partir des produits naturels est une étape longue et onéreuse.
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Figure 26 : Couplage d’unité non protégé entre le dérivé 4-thioéther de I’épicatéchine et la

catéchine avec un acide de Lewis

Bien d’autres voies de synthéses sans protection ont été publiés jusqu’a maintenant, ces réactions
de couplage sont toutefois peu efficaces en raison des faibles rendements, de la régio — et
stéréosélectivité peu controlée et de I'oligomérisation des procyanidines. Pour remédier a ce

probléme, des couplages avec des unités protégées ont été développés.

C. Couplages des unités protégées

La stratégie adoptée pour le couplage d’unité protégée consiste a coupler une unité flavane
préalablement protégée et activée en position C4 (unité électrophile) avec une autre unité flavane
également protégée (unité nucléophile). Le couplage peut se faire alors en présence d’un acide de
Lewis ou via des organométalliques. Par la suite, seules les additions et les substitutions nucléophiles
en présence d’'un acide de Lewis seront abordées. Apres le couplage, une déprotection sera alors

utilisée pour obtenir les molécules désirées.

a. La protection des phénols

Les monomeres catéchines et épicatéchines sont instables en milieu acide et basique créant
d’autres produits de dégradation [219,220]. En milieu acide, des réactions de polymérisation peuvent

se créer alors qu’en milieu basique, une ouverture du cycle C conduit a la formation d’acide
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catéchinique ou a I'’énantiomére de I'épicatéchine obtenu aprés épimérisation de la catéchine en
position 2. Il a également été montré que la liaison interflavane de ces monomeres est labile en
conditions acides et basiques [218]. L'utilisation de groupes protecteurs sur les fonctions phénols
apporte certains avantages comme notamment I'amélioration de la régiosélectivité des couplages en
position 8. La différence de pKa entre les phénols et les alcools permet une protection facile et

prioritaire de ceux-ci sans protéger I’alcool en position C3 du cycle C [221] (Figure 27).

13,26 13,4
OH OH
11,26 @: 11,23 @:
HO O oH HO O OH
9,41 } 9,49
OH “OH
OH 15,5 OH 15,5
8,64 . 872 , . ..
catéchine épicatéchine

Figure 27 : Différences de pKa entre les phénols et les alcools de la catéchine et de I'épicatéchine

Dans la littérature, de nombreux groupements protecteurs existent pour la protection des
fonctions phénols, tous possédants des avantages et des inconvénients. Les différentes familles
utilisées sont les groupements benzyles [161], les groupements acétates [222] et les groupements
méthyles [223]. Les groupements benzylés sont les plus utilisés en raison de leur stabilité et de leur
facilité de déprotection en milieu neutre. Les groupements méthyles sont également utilisés pour leur
faible encombrement stérique contrairement aux groupements benzyles, I'inconvénient est la

déprotection des fonctions méthyles.

b. Activation du carbone C4 par oxydation

L’activation du carbone C4 permet d’accroitre le caractéere électrophile de ce carbone et permet
aussi le controdle stéréochimique lors du couplage des unités. Dans la littérature, un grand nombre de
groupements et de méthodes d’activation ont été rapportés. Les premiers groupements utilisés pour
la fonctionnalisation étaient des hétéroatomes (brome, soufre, oxygene) [66]. Par la suite, d’autres
groupements ont été utilisés tels que des groupements alcools. Les réactifs ont également été testés,
le meilleur étant le 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone noté DDQ [210,224]. Celui-ci attaque
par la face inférieure du cycle aromatique A afin de minimiser les interactions avec le proton axial H2
et d’optimiser I'interaction « donneur-accepteur » des deux cycles aromatiques au sein du complexe a

transfert de charge [225] (Figure 28).
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Figure 28 : Activation de la position benzylique 4 en présence d’un alcool avec du DDQ

c. Protection de la position 8

Dans la littérature, un des moyens de contréler le niveau d’oligomérisation est de mettre en exces
I"'unité nucléophile lors du couplage. Néanmoins, Tarascou [210,226], durant sa thése, a montré que le
blocage de la position C8 permet de contrbler I'oligomérisation durant réaction de couplage
(Figure 29). En effet, le blocage de la position 8 permet que les unités électrophiles, aprés avoir formé
un dimeére, ne puissent pas réagir de nouveau sur une autre unité électrophile créant ainsi des
oligomeéres d’ordre supérieur. De plus, les différences de réactivité des carbones C6 et C8 permettent
des halogénations régiosélectives sur les deux carbones en fonction des halogénes utilisés et de la

nature du solvant [222,227] et ainsi d’obtenir des couplages eux aussi régiosélectifs.

OBn OBn
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BnO O . BnO O
' OBn NBS (1 éq.) ' OBn
r o
OH CH,Cly, OH
OBn -78°C puis TA, 3h OBn
88 %

Figure 29 : Bromation de la catéchine tétrabenzylée en position 8

Parmi les groupements permettant la fonctionnalisation des carbones C8 et C6, les halogenes tels
gue l'iode et le brome sont les plus utilisés. L'iode fut le premier candidat choisi, mais la fragilité de la
liaison C-I lors du couplage a écarté ce candidat, le brome étant alors préféré. Cette fonctionnalisation
de la position 8 doit par ailleurs étre réalisée avant I'activation de la position 4 afin d’augmenter le

rendement global des réactions.

d. Couplage par addition nucléophile

La premiere addition nucléophile couplait une unité nucléophile bromée, obtenue aprés benzylation
de I'hydroxyle en position 3 de la catéchine tétraméthylée et apres bromation de la position 8, et une

unité électrophile activée en position 4 étant préalablement synthétisée par méthylation des fonctions
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phénols de la taxifoline [228]. Un dimere B3 totalement méthylé et acétylé sur les alcools a été obtenu
avec un rendement de 20 %. Plus tard, Tickmantel et al. [229] a réalisé une addition nucléophile entre
un flavan-4-one, obtenue par oxydation de I'épicatéchine pentabenzylée, et d’'un organolithien obtenu
a partir de I'épicatéchine pentabenzylée et bromée en position 8. Le produit du couplage est un dimere
d’épicatéchine perbenzylé hydroxylé en position 4C (Figure 30). L’addition nucléophile permet le
controle de la régiochimie et de I'oligomérisation des molécules bien que la stéréochimie ne soit
toujours pas totalement controlée. Actuellement, c’est la substitution nucléophile qui est la stratégie

la plus utilisée pour réaliser la formation des liaisons interflavanes.
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Figure 30 : Synthése du dimére épi-4a, 8-épi par addition nucléophile

e. Couplage par substitution nucléophile

Plusieurs méthodes de couplage par substitution nucléophile ont été développées. La stratégie
adoptée est toujours la méme, un couplage entre une unité électrophile protégée activée en position 4
qui réagit avec une unité nucléophile protégée en présence d’un acide de Lewis (TiCls, BFs-Et,0). Les
unités de base peuvent étre des unités catéchines ou des unités épicatéchines, les premiéres étant

plus réactives que les secondes.
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La premiére méthodologie utilisée a été le couplage entre une catéchine tétrabenzylée activée en
position 4 par une fonction hydroxyle avec 5 équivalents de catéchine tétrabenzylée, le couplage étant
réalisé en présence de TiCl, comme acide de Lewis. Cette réaction conduit a un mélange de deux
dimeéres de stéréochimie différente 4a, 8 et 4B, 8. Ce protocole permet un bon controle de la
régiosélectivité, mais un mauvais controle de la stéréochimie [230]. Plus tard, I’équipe de Vercauteren
[231] améliorera la stéréosélectivité de cette réaction en remplacant la 4-hydroxycatéchine

tétrabenzylée par la 4-méthoxycatéchine tétrabenzylée et en obtenant spécifiquement le dimere B3.

Il faudra attendre les travaux de Tilckmantel et al. pour obtenir un bon stéréo controle en
n’utilisant que des unités d’épicatéchines bien que celui-ci ne soit pas expliqué [232]. Dans son
protocole de synthese, il changea le groupement d’activation en position 4 en remplagant I’eau ou le
méthanol par de I'éthylene glycol. En effet, I'utilisation d’un alcool nucléophile plus polaire a permis

de réduire les produits d’oxydation secondaires (Figure 31).
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Figure 31 : Couplage d’unité protégée par la méthode de Tiickmantel [229]
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Plus tard, Saito et al. [233] développerent une nouvelle méthode pour la synthése des dimeres.
Pour cela, il changea I'acide de Lewis TiCls par le TMSOTTf et il changea également |'éthylene glycol, le
groupement activateur en position 4, par le 2-éthoxyéthanol permettant d’obtenir un meilleur

rendement de 97 %.

Les synthéses de dimeéres reliés par des liaisons C4-C6 sont plus difficiles a obtenir en raison de la
plus faible nucléophilie et de I'encombrement stérique des centres C6 par rapport aux centres C8.
Cependant, I'équipe de Suzuki et al. [234,235] a montré que cela était malgré tout possible en utilisant

des unités de couplage dont les positions C8 étaient bloquées par des groupements halogenes.

A ce jour, aucune équipe n’a réussi a réaliser la synthése spécifique du dimeére B5 composé
uniquement d’unité épicatéchine reliée par une liaison C4-C6 en synthése multi-étape. De Freitas [66],
dans sa thése, a obtenu ce dimére B5 parmi un mélange de nombreux oligomeéres de procyanidine. En
revanche, son isomére le dimére B6 a déja été synthétisé, par Suzuki et son équipe, par substitution
nucléophile entre la catéchine tétrabenzylée, avec I’hydroxyle en position 3 acétylé, et bromée en
position 8 ayant été activée par du 2-éthoxyéthanol en position 4 et la catéchine tétrabenzylée, avec
I’hydroxyle en position 3 acétylé et protégé en position 8 par un halogene. Dans leur synthése,
différents groupements halogénes protecteurs sur I'unité nucléophile en position 8 ont été testés : un
brome, un iode et un chlore. Il a été montré que la réactivité du groupement chloré, di a sa forte
électronégativité et a sa taille plus petite que les autres halogenes, permettait d’obtenir un meilleur
rendement (Figure 32). Saito et son équipe [236] ont récemment fait la synthése du méme dimeére B6
en utilisant une voie de synthése légérement différente en réalisant une condensation
intramoléculaire en présence d’un acide de Lewis. Le rendement final du dimere B6 synthétisé était de

65 %.
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Figure 32 : Formation du dimére B6 par la méthode de Suzuki [234]

f. Déprotection des groupements benzyles

La déprotection des groupements benzyles doit se faire en condition douce afin de ne pas briser
la liaison interflavane créée et de ne pas dégrader le produit formé. Les méthodes décrites dans la
littérature utilisent des conditions d’hydrogénolyse catalytique afin de déprotéger les fonctions
benzyles du produit fini. Différents parametres peuvent influencer cette réaction tels que la nature du
catalyseur, la source et pression d’hydrogéne, celle du solvant [232,237], ou la température de la
réaction. Le palladium sur charbon est 'un des premiers catalyseurs a avoir été utilisé, mais la
débenzylation obtenue n’était jamais totale malgré les différentes sources d’hydrogéne et de solvants
utilisées. Plus tard, il a été montré que le catalyseur de Pearlman (Pd [OH] ; sur charbon), permettait
d’obtenir des rendements de déprotection quantitatifs. Ce catalyseur est utilisé sous atmosphere
d’hydrogéne (1013 HPa) pour déprotéger les procyanidines formées. Plusieurs systémes de solvants
ont alors été testés : THF/H,0 [231], THF/MeOH/H,0 [238,239] ou AcOEt/MeOH [210]. Tarascou [226]
a, durant sa thése, développé une méthode permettant la double déprotection des benzyles et du
brome en utilisant le catalyseur de Pearlman sous atmosphére H; en présence de triéthylamine dans
un mélange 1/1 (v/v) d’acétate d’éthyle et de méthanol. Cette double déprotection conduisant a des

rendements de déprotection quantitatifs en une seule étape (Figure 33).
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Figure 33 : Déprotection des phénols et débromation de la position 8 des diméres

D. Synthése d’oligomére de proanthocyanidines

Des problématiques identiques a celle de la synthese des dimeres sont retrouvées pour
I'obtention d’oligoméres et doivent étre respectées telles que la régiosélectivité, la stéréosélectivité
et le degré d'oligomérisation. Dans la littérature, les premiéres synthéses d’oligomére de
proanthocyanidine ont été décrites par I'équipe de Kawamoto faisant alors la synthése de tanins
condensés de haut degré de polymérisation en utilisant une polymérisation cationique de flavan-3, 4-
carbonate [237]. La polymérisation est réalisée en présence de BF3.ET,0 dans du dichlorométhane a
0 °C pendant 10 jours. Un mélange d’oligomeres, de DPm moyen de 49, a été obtenu. L'inconvénient
de cette méthode est que |'étape est longue et implique une fastidieuse purification vu qu’il n’y a

aucun contrdle du degré d’oligomérisation, la stéréochimie étant, elle contrélée.

Quelques années plus tard, Kozikowski et al. [240] ont couplé un flavanol fonctionnalisé avec un
thioéther en position 4 et un acétate en position 3 avec des oligomeres d’épicatéchine, dimeres,
trimeres voire méme tétrameres, précédemment synthétisés afin d’obtenir des polymeres

d’épicatéchine. Le seul probleme est la encore le non-contrdle du degré d’oligomérisation.

Dans les années 2000, Saito et al. [238] proposent la synthése stéréosélective d’un trimére en utilisant
la méme stratégie qu’ils utilisaient pour la syntheése de dimere [233] : ils ont couplé une catéchine ou
une épicatéchine benzylée activée avec un dimeére benzylé en présence de I'acide de Lewis TMSOT{.
Une stratégie similaire fut utilisée par Tarascou dans sa thése de doctorat [226] pour obtenir des
tétrameres. En parallele, I'équipe de Suzuki a créé des oligomeres de catéchines en protégeant la
position 8 et en activant la position 4 de deux manieres différentes afin de faire une polymérisation a
la chaine [241]. Quelques années aprées, cette méme équipe, en se basant sur la méme stratégie, a
synthétisé un tétracosamere avec 22 unités de base en contrélant totalement la régio- et la
stéréosélectivité. Par cette stratégie, I'oligomérisation était controlée en réalisant un couplage

séquentiel d’oligomere successif par dimérisation d’oligomeére de plus en plus volumineux [242].
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

l. Généralités (solvants, réactifs, produits)

Deux types de solvants différents ont été utilisés. Les premiers ont été employés pour les
extractions et tous les protocoles effectués a la paillasse. Les seconds sont des solvants spécifiques
utilisés pour 'UPLC-UV-ESI-QTOF. Pour les premiers, I'eau a été purifiée par un systeme Milli-Q (H20,
Millipore, Bedford, MA, Etats-Unis). Les principaux solvants utilisés sont le méthanol (MeOH, 100 %,
VWR), I’éthanol (EtOH, 99 %, VWR), I'acétate d’éthyle (AcOEt, 99,9 %, VWR), le chloroforme (CHCls,
99.3%, VWR), I'éther de pétrole (100 %, VWR), le dichlorométhene (CH,Cl;, 100 %, VWR), I'hexane
(CeH14, 95 %, Fisher), I'éther diéthylique (99 %, Fisher Chemical), le tétrahydrofurane (THF, 99 %, Acros
Organics) et le N,N-diméthylformamide (DMF, 99,8 %, Acros Organics).

Les principaux acides utilisés sont I'acide formique (Pureté > 99,3 %, Fisher Scientific), I'acide
chlorhydrique (HCI, > 37 %, 12N, Sigma-Aldrich), I'acide trifluoroacétique (TFA, Reagent Plus® 99 %,
Sigma-Aldrich), I'acide tartrique (99,5 %, Sigma-Aldrich) et I'acide ascorbique (99,5 %, Sigma-Aldrich).

Les solvants utilisés pour 'UPLC-UV-ESI-QTOF sont I’eau Optima® (Qualité LC/MS, Fisher Scientific),
le méthanol Optima® (Qualité LC/MS, Fisher Scientific) et I'acide formique Optima® (Qualité
LC/MS 99,5 %, Fisher Scientific).

Les produits utilisés sont la catéchine (98 %, Sigma-Aldrich), I'épicatéchine (90 %, Sigma-Aldrich),
le phloroglucinol (> 99 %, Sigma-Aldrich), le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, 99,5 %, Sigma-
Aldrich), I'acétate de sodium (= 99 %, Sigma-Aldrich), le réactif de Folin-Ciocalteu (concentration 2N,
Sigma-Aldrich), le chlorure de sodium (NaCl, 99,5 %, Fisher Scientific), le carbonate de sodium (99,5 %,
Sigma-Aldrich), le tampon phosphate salin (PBS, = 99,5 %, Sigma-Aldrich), le bromure de benzyle (BnBr,
98 %, Sigma-Aldrich), le carbonate de potassium (K.COs, 99 %, Acros Organics), I'éthyléne glycol (99.8
%, Sigma-Aldrich), le 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ, 98 %, Sigma-Aldrich), le 4-
diméthylaminopyridine (DMAP, 99 %, Sigma-Aldrich), la triéthylamine (TEA, 99 %, Sigma-Aldrich), le
bicarbonate de sodium (NaHCOs, 99 %, Sigma-Aldrich), le thiosulfite de sodium (Na,S,0,, 98 %, Sigma-
Aldrich), le N-bromosuccinimide (NBS, 98 %, Sigma-Aldrich), le tétrachlorure de titane (TiCls, 99,9 %,
Acros Organics), le boron trifluoride etherate (BFs.0 —C;Hs —,, 100 %, Sigma-Aldrich) et le palladium
hydroxide sur carbone (Pd [OH] »/C a 20 %, Acros Organics).
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Il. Extraction des tanins couronnes dans les matériaux végétaux

Différents échantillons provenant d’origine différente ont été utilisés afin d’obtenir des résultats
uniques. Pour tous ces échantillons, le but était d’étudier la teneur et I'accumulation des tanins

couronnes.

A. Les échantillons du raisin et des autres organes de la vigne

Une partie des échantillons provenaient de plusieurs propriétés situées dans la région bordelaise
dans le sud-ouest de la France. Un lot d’échantillon de différentes parcelles du bordelais ont été
collectés provenant du Médoc (P1, P2), des Graves (P3), de I'Entre deux Mers (P4), du Libournais (P5,
P6) et enfin de Blaye-Bourg (P7) (Figure 34). Les échantillons de raisin collectés venaient tous de
I'espéece Vitis vinifera, les cépages étant Cabernet-Sauvignon et Merlot. L'ensemble de ces échantillons
proviennent des parcelles du réseau de suivi de maturité Bordeaux raisin piloté par le Pr. Laurence

Geny.

Blaye- Bourg (P7)

Libournais (P6)

Médoc (P1)

Libournais (P5)

Médoc (P2)

Graves (P3) Entre-deux-mers (P4)

Figure 34 : Localisation géographique des différentes parcelles du Bordelais

Un premier échantillonnage a été collecté a maturité en septembre 2015. Ce premier set
d’échantillon servira par la suite a la localisation des tanins couronnes dans la grappe de raisin (pépins,

pellicules et rafle) et également a I’étude de la concentration en tanins couronnes en fonction du sol.

Pour le millésime 2016, un second set d’échantillon a été collecté sur les mémes 7 différentes
parcelles, en Cabernet-Sauvignon et en Merlot, mais cette fois-ci a différents stades de maturité :
100 % Véraison, Mi-Maturité et Maturité [204]. Cette nouvelle gamme d’échantillons sera utilisée pour

I’étude de I’évolution des tanins couronnes durant la maturation du raisin (Tableau 6).
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Tableau 6 : Les différentes dates de préléevements des échantillons sur les différentes parcelles du

Bordelais
Merlot 29/08/2016 12/09/2016 28/09/2016
Cabernet Sauvignon 29/08/2016 19/09/2016 05/10/2016
Merlot 22/08/2016 12/09/2016  ABS
Cabernet Sauvignon 22/08/2016 19/09/2016 05/10/2016
Merlot 22/08/2016 12/09/2016 ABS

Cabernet Sauvignon 22/08/2016 19/09/2016 05/10/2016
Merlot 29/08/2016 12/09/2016 28/09/2016
Cabernet Sauvignon 29/08/2016 19/09/2016 05/10/2016

Merlot 29/08/2016 12/09/2016 28/09/2016
Cabernet Sauvignon 29/08/2016 19/09/2016 05/10/2016
Merlot 22/08/2016 12/09/2016 28/09/2016
Cabernet Sauvignon 22/08/2016 19/09/2016 05/10/2016
Merlot 29/08/2016 12/09/2016 28/09/2016

Cabernet Sauvignon 29/08/2016 19/09/2016 05/10/2016

Afin de réaliser une autre étude, une collaboration entre le laboratoire de I'EGFV
(Ecophysiologie et Génomique Fonctionnelle de la Vigne) a été réalisée. Deux types d’échantillons ont

alors pu étre obtenus.

Dans un premier temps, une série de 30 échantillons de raisin (3 blancs et 27 noirs) ont été
collectés sur la parcelle nommée « Vitadapt » a maturité (Tableau 7). Ces échantillons ont pu étre
obtenus grace a une collaboration avec la Dr. Agnes Destrac. Cette parcelle est une parcelle d’étude
expérimentale possédant 52 cépages, dont 21 cépages blancs et 31 cépages rouges. Parmi ces
cépages, les cépages bordelais emblématiques sont présents, mais également des cépages du
Languedoc, Espagnols, Italiens, Grecs, Portugais et des cépages d’Europe de I'Est (Bulgarie et Géorgie).
Cette parcelle a pour but d’étudier le comportement des cépages bordelais et des autres dans le
contexte du changement climatique. C'est pour cette raison que chaque cépage a été greffé sur un
porte-greffe unique afin d’étre comparable. Cinquante pieds par variété ont été plantés, a raison de

5*10 pieds, sur 5 blocs différents et de maniére aléatoire. Le total d’individu est de 2600 réparti sur

42 rangs avec 13 piquetées de 5 pieds, pour une densité de 5500 souches/ha sur 0,6 ha.
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Tableau 7 : Liste des cépages blancs et noirs collectés sur la parcelle Vitadapt

Arinarnoa Mavrud Sémillon
Cabernet Franc Merlot Syrah
Cabernet Sauvignon Morrastel Tannat
Carignan Mourvedre Tempranillo
Carménére Petit Verdot Tinto Cao
Castets Pinot noir Touriga Francesa
Cot Prunelard Touriga Nacional
Gamay Sangiovese Ugni blanc
Grenache Saperavi Vinhao
Marselan Sauvignon blanc Xinomavro

Dans un second temps, des échantillons de feuille de vigne provenant d’une autre parcelle
expérimentale de ce méme laboratoire ont été obtenus grace au Dr. Sabine Guillaumie. Les
échantillons ont été collectés a différents stades phénologiques de développement du raisin :
Fermeture de grappe, Mi-Maturité et Maturité, les variétés étant Cabernet Franc, Cabernet-Sauvignon,
Petit Verdot, Sauvignon blanc et Ugni blanc. Ces échantillons ont été utilisés afin de localiser les tanins

couronnes dans les feuilles de la vigne.

Enfin, d’autres échantillons de vigne ont été collectés afin d’étre extraits avec la méthode
développée sur les tanins couronnes, toujours dans I'optique de localiser les tanins couronnes dans
I’ensemble de la vigne. Les échantillons collectés sont des broyats de sarment de vigne et des broyats
de racine de vigne. Tous les deux proviennent du méme chateau dans le bordelais de I'appellation
Grave, les deux échantillons provenant du cépage Merlot et ils ont été récoltés durant le
printemps 2017. Les deux échantillons sont des broyats en fin copeau de bois directement extraits

apres réception.

B. La méthode d’extraction des tanins couronnes

Apres la découverte des tanins couronnes, I'un des premiers protocoles a développer était un
protocole d’extraction de la totalité des tanins couronnes dans le matériel végétal de la vigne et surtout
du raisin. Pour cela, différentes méthodologies ainsi que des solvants différents ont été testés. Le
matériel végétal de la vigne était les rafles, les pépins, la pulpe, les pellicules dans un premier temps.
Pour les parties de la baie de raisin, 100 baies ont été pelées afin de séparer les pellicules, la pulpe, les
pépins et les rafles. Chaque échantillon a été rincé, congelé et lyophilisé pendant 48 h. Quand les
échantillons étaient bien déshydratés, une poudre a été réalisée avec un mortier afin de perdre le

moins de matériel végétal. Par la suite, des tests de solvants ont été appliqués afin d’extraire au mieux
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les tanins couronnes. Il s’avére que le mélange 60 % Eau, 40 % Méthanol avec 0,1 % d’acide formique

est le plus concluant.

Finalement, la méthode d’extraction la plus efficace retenu consiste a partir de 500 mg de poudre
végétale (pépins, pellicules, rafles) dans 5 mL du mélange 60 % Eau, 40 % Méthanol avec 0,1 % d’acide
formique. La suspension est agitée sur une table a agitation magnétique, pendant 16 h. Au bout de ce
temps-l1a, le surnageant est récupéré, centrifugé a 4500 tour.min? et collecté avant d’étre mis au
congélateur en attendant la fin de tout le cycle d’extraction. Pendant ce temps, 5 mL du mélange de
solvant sont a nouveau ajoutés aux parties solide et extraite une seconde fois pendant 8 h. Au bout de
ce temps-la a nouveau, le surnageant est centrifugé et conservé au frais et a nouveau 5 mL de solvant
remit dans le tube pour une troisieme extraction pendant 16 h. C’est a la fin de ces trois extractions
successives que les trois surnageants récupérés sont mélangés et évaporés a sec. L'échantillon sera
alors repris dans 2 mL d’eau filtrés sur 0,45 um afin d’étre injecté en 'UPLC-UV-ESI-QTOF (Figure 35)

(Annexe 1).

Figure 35 : Extraction des tanins couronnes dans les pellicules

C. Autre végétal testé en dehors de la vigne

En parallele, des petits tests ont été réalisés sur d’autres échantillons de végétaux riches en
polyphénols afin de découvrir la présence ou I'absence des tanins couronnes. L'un des végétaux testés
a été la pomme. Le matériel végétal étant vraiment tres différent par rapport au matériel végétal de
la vigne, la méthode d’extraction développée pour obtenir la totalité des tanins couronnes n’a pas pu
étre utilisée. Afin d’extraire la majeure partie des polyphénols de la pomme pour ainsi voir si les tanins
couronnes sont présents, une méthode d’extraction développée par Guyot et al. a été utilisée [243].

Les pommes étaient des Grannys Smith commerciales.

67



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

. Les échantillons de vin

Différents échantillons de vin ont été analysés pour sur différents projets pour obtenir différents

résultats.

A. Les vins issus des cépages de la parcelle Vitadapt

Comme développé plus haut, une trentaine de cépages de la parcelle Vitadapt nous ont été fournis
pour réaliser une étude sur I'impact des cépages sur la concentration en tanins couronnes. Cette étude
a été étendue en réalisant les microvinifications de certains de ces cépages sur les millésimes 2016 et
2017. Les microvinifications sont réalisées au sein de I'ISVV sur le plateau de microvinification prévue
a cet effet. Les cépages microvinifiés étaient le Cabernet Franc, le Cabernet-Sauvignon, le Carménére,
le Castets, le Cot, le Merlot, le Morastel, le Petit Verdot, le Prunelard, le Tinto Cao et le Touriga
Nacional. Chaque cépage a été collecté séparément a maturité entre septembre et octobre pour les
millésimes 2016 et 2017. Chaque cépage a été vendangé et pressé séparément et par la suite, une
dose de SO, (5 g.hL?) a été ajoutée. Le processus de fermentation a été réalisé dans une cuve en inox
de 30 L. Ensuite, la vendange a été levurée (Zymaflore®, Laffort®) et la fermentation alcoolique s’est
déroulée a 25°C. A la suite de I'écoulage, les vins ont été inoculés avec des bactéries lactiques
(Lactoenos®, Laffort®) pour la réalisation de la fermentation malolactique. Lorsque cette fermentation
a été finie, le vin a été filtré et mis en bouteille afin d’étre conservé par la suite a 16 °C. Chaque

échantillon collecté a été filtré sur 0,45 um avant d’étre injecté en I'UPLC-UV-ESI-QTOF.

B. Suivie de I'extraction de I’encuvage a I'écoulage dans le chdteau en appellation
Pauillac

Les différentes vinifications ont été mises en place sur une propriété située a Paulliac dans la région
bordelaise. Une cinétique d’extraction des tanins couronnes tout au long des vinifications a été
réalisée. Les vendanges ont eu lieu en octobre 2015 ou le cépage Cabernet-Sauvignon a été récolté a
maturité. Le méme jour, le raisin a été écrasé et mis en cuve (2332 hL) avec du SO, (4g.hL?). Une
température de 27 °C a été maintenue durant les 9 jours de la fermentation alcoolique. Préalablement,
des levures commerciales (522 D, Lamothe Abiet) et des enzymes d’extraction (Vinozym Vintage FCE,
Lamothe Abiet) ont été ajoutées. Durant la fermentation, deux types de vinification ont été conduites :
une vinification par aspersion et une vinification avec une méthode de délestage. C'est deux méthodes
vont étre comparées afin d’observer I'extraction des composés phénoliques. Une macération d’une
dizaine de jours a été effectuée avant I'écoulage. Chaque échantillon collecté a été filtré sur 0,45 um

avant d’étre injecté en 'UPLC-UV-ESI-QTOF.
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C. Suivie de I'extraction de 'encuvage a la fin de la fermentation malolactique

Dans le cadre du réchauffement climatique, un « projet région » en collaboration avec différentes
équipes de I'lISVV sur la thématique de I'acidité dans les raisins et dans les vins a été mis en place. De
ce fait, un gros set d’échantillon a été récolté sur différentes parcelles auprées de différents chateaux
dans la région bordelaise et charentaise. Les raisins provenaient de cépages noirs (Cabernet-
Sauvignon, Merlot) et de cépage blanc (Ugni blanc) sur 4 chateaux répartis dans la région avec 3 dates
de prélevement (sous-maturité, maturité et surmaturité) en duplicata pour chaque préléevement.
Chaque échantillon différent ainsi que son duplicat a été microvinifié sur le plateau de microvinification
prévue a cet effet dans I'ISVV, faisant un total d’une trentaine de microvinification pour le
millésime 2016 et 2017. Les microvinifications ont été réalisées de la méme maniere que dans le
paragraphe lll. A ci-dessus. Des prélevements a des moments clés de la vinification ont été réalisés :
mo(t (M), fin fermentation alcoolique (FA), fin Macération (Mac) et fin fermentation malolactique

(FML). Chaque échantillon collecté a été filtré sur 0,45 um avant d’étre injecté en I'UPLC-UV-ESI-QTOF.

D. Verticale d’un vin d’un Chéateau en appellation Pauillac

Un partenariat avec un chateau de I'appellation Paulliac a été entreprit. Ce chateau nous a fourni
17 vins composants une verticale dont les millésimes sont les suivants : 2016, 2014, 2012, 2010, 2008,
2006, 2004, 2002, 2000, 1998, 1996, 1994, 1992, 1988, 1986, 1984 et 1982. Les bouteilles étant
stockées dans les caves annexes au chai du chateau avec des conditions de conservation idéale a 16 °C.

Chaque échantillon collecté a été filtré sur 0,45 um avant d’étre injecté en 'UPLC-UV-ESI-QTOF

IV.  Le protocole d’oxydation des vins

Afin de compléter une étude sur la résistance a I’oxydation des tanins couronnes, un protocole de
saturation en oxygene des vins a été développé. Pour cela, deux vins commerciaux de cépage 100 %
Merlot de millésime 2009 et 2016 ont été utilisés. Le vin du millésime 2009 est appelé « vins vieux » et
le vin du millésime 2016 est nommé « vins jeunes ». Les bouteilles de chaque millésime sont en
triplicat. Chaque vin a été caractérisé au Foss® avant le début du temps de saturation. Par la suite, une
dose d’oxygéne a 8 mg.L'! a été injectée dans chaque bouteille de vin toutes les semaines. La
concentration d’oxygéne injectée a été mesurée par un oxymeétre (Oxymetre portable HQ30D). Cette
saturation chaque semaine a duré pendant 20 semaines. Durant ce temps-la, chaque bouteille a été

saturée en oxygene avec de I'air comprimé une fois par semaine. Ainsi, un échantillon était collecté
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toutes les semaines et filtré sur 0,45 um avant d’étre injecté en I"'UPLC-UV-ESI-QTOF. Les bouteilles

étaient ensuite conservées a 12 °C.

V. Le systeme d’analyse UPLC-UV-ESI-QTOF

Les échantillons ont été analysés sur le systeme UPLC-UV-ESI-QTOF. Cet appareillage est un
systeme de chromatographie liquide Agilent 1290 Infinity composé d’une pompe binaire (1290
Infinity), d’'un compartiment a colonne a thermostat (1290 Infinity Thermostatted Column
Compartment), d’un injecteur d’échantillon (1290 Infinity Autosampler) et d’'un détecteur a barrette
de diodes (1290 Infinity Diode-Array Detector) qui est couplé a un spectrometre de masse ESI-Q-TOF
(Agilent 6530 Accurate Mass). Afin de contréler la sensibilité de I'analyse, une solution aqueuse a
80 mg.L? de catéchine a été injectée régulierement. De plus, le nettoyage de la source a été réalisé
tous les deux jours ainsi que la calibration de la MS Q-TOF a été entreprise quotidiennement. Les
différentes quantifications ont été obtenues sur cet appareillage en utilisant les séparations
chromatiques par la colonne Eclipse Plus C-18 et le détecteur MS Q-TOF. Les résultats ont ainsi été
traités par la suite grace au logiciel MassHunter Qualitative Analysis et les quantifications ont été

effectuées avec le logiciel MassHunter Quantitative Analysis.

L'analyse des tanins couronnes a été réalisée avec cet appareillage et dans les paragraphes
suivants, les méthodes de détection et quantification réalisées en masse (MS) seront séparées des

méthodes de fragmentation réalisées en masse/masse (MS/MS).

A. Les méthodes de détection et de quantification des tanins couronnes

Afin d’étudier les tanins couronnes, une méthode couplant 'UPLC ainsi que la masse QTOF, dite
une méthode de « routine », a été utilisée afin de réaliser la détection et la quantification de cette
famille. Pour entreprendre toutes ses quantifications, une courbe étalon du tétramére couronne pure
[20] a été utilisée. La concentration est représentée en « x » et la réponse de masse est représentée

en « y ». La courbe de calibration linéaire obtenue correspond a :

y = 1826,18 * x — 683,65
R%?=0,997
La méthode est décrite ci-dessous (Figure36) correspond a une méthode utilisée

ponctuellement sur 'UPLC-UV-ESI-QTOF pour détecter les tanins couronnes.
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Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series
Colonne : Agilent Eclipse Plus C-18 2,1x100 mm, 1,8 um
Solvants: A:H,0avec0,1 % d'HCOOH (v/v)
B : MeOH avec 0,1 % d’HCOOH (v/v)
Débit : 0,3 mL/min
Volume d’injection : 5 pL
Longueur d’onde d’acquisition : 280 nm
Postime : 3 min

Gradient d’élution :

Temps (min) 0 0,5 14 18
Solvant A (%) 94 94 5 5
Solvant B (%) 6 6 95 95

Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Mode : positif

Débit de gaz de séchage : 9 L/min

Température gaz de séchage : 300 °C

Débit gaz de gaine : 11 L/min

Température gaz de gaine : 350 °C

Tension capillaire : 3500 V

Fragmenteur : 200 V

Gamme de masse : 100-3000 m/z

/

Figure 36 : Méthode de détection et de quantification des tanins couronnes

En paralléle, des analyses ont été réalisées sur les tanins condensés non cycliques allant des

simples diméres aux pentameéres. Avec cette méme méthode, des tanins possédant des liaisons de
type A aux tanins possédant des liaisons de type B ont également été analysés. Pour ces analyses et
guantifications, une autre méthode a été développée et utilisée (Figure 37). Les concentrations en
tanins condensés sont exprimées en équivalents de catéchine (mg.L2). Une courbe de calibration
linéaire a été réalisée. Le « x » représente la concentration et le « y » représente la réponse de la

masse, la courbe de calibration de la catéchine correspond a :

y = 101894,93 * x + 250513,94

R*=0,975

Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series
Colonne : Agilent Eclipse Plus C-18 2,1x100 mm, 1,8 um
Solvants: A:H,0avec0,1 % d’HCOOH (v/v)
B : MeOH avec 0,1 % d’"HCOOH (v/v)
Débit : 0,3 mL/min
Volume d’injection : 10 pL
Longueur d’onde d’acquisition : 280 nm
Postime : 3 min

Gradient d’élution :

Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Mode : négatif

Débit de gaz de séchage : 9 L/min

Température gaz de séchage : 300 °C

Débit gaz de gaine : 11 L/min

Température gaz de gaine : 350 °C

Tension capillaire : 3500 V

Fragmenteur : 200 V

Gamme de masse : 100-3000 m/z

Temps (min) 0 0,5 20 25 30 32
Solvant A (%) 94 94 50 0 0 94
Solvant B (%) 6 6 50 100 100 6

Figure 37 : Méthode de détection et de quantification des tanins condensés
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B. Les méthodes de fragmentation des tanins couronnes et des tanins liés par des
liaisons de type A

Une méthode de fragmentation a été développée sur I"UPLC-UV-ESI-QTOF afin de pouvoir
fragmenter le tétrameére couronne et le tétramére majoritaire lié avec une liaison de type A. L'énergie

de collision a été testée de 10 a 30 %. La méthode utilisée est décrite ci-dessous (Figure 38).

Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Colonne : Agilent Eclipse Plus C-18 2,1x100 mm, 1,8 um Mode : positif
Solvants: A:H,0avec0,1 % d'HCOOH (v/v) Débit de gaz de séchage : 9 L/min
B: MeOH avec 0,1 % d’HCOOH (v/v) Température gaz de séchage : 300 °C

Débit : 0,3 mL/min Débit gaz de gaine : 11 L/min
Volume d’injection : 5 pL Température gaz de gaine : 350 °C
Longueur d’onde d’acquisition : 280 nm Tension capillaire : 3500 V
Postime : 3 min Fragmenteur : 200 V
Gradient d’élution : Gamme de masse : 100-3000 m/z

Temps (min) 0 0,5 14 18 Masse fragmentée : 1153,2614

Solvant A (%) 94 94 5 5 Energie de collision : 20

Solvant B (%) 6 6 95 95 /

Figure 38 : Méthode de fragmentation en MS/MS pour les tanins couronnes

VI.  Purification du pentamére couronne

La purification du pentamére couronne a été développée en laboratoire et se divise en trois étapes.
A chaque étape de la purification, des injections de contrdle ont été effectuées sur I’'UPLC-UV-ESI-

QTOF.

A. Extraction en phase solide avec une cartouche SPE C18

Le vin utilisé est un vin du millésime 2016, cépage 100 % Merlot, originaire de la région bordelaise.
20 mL de vin ont été évaporés a sec et ensuite repris dans 20 mL d’eau acidifiée a 0,1 % d’acide
formique. Une colonne (cartouche) SPE C18 (d: 3 cm, h: 4,5 cm) (Supelco, Saint Quentin Fallavier,
France) a été activée avec 50 mL de méthanol et rééquilibrée avec 50 mL d’eau. Ensuite, les 20 mL
d’échantillon repris ont été déposés sur la colonne. S’en suit une succession de solvants d’élution sur

la colonne :

1. 150 mL d’un mélange de méthanol/eau (5/95, v/v), solvant utilisé pour éluer les tanins
couronnes.

2. 100 mL de méthanol, solvant utilisé pour laver la colonne
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3. 100 mL d’eau, solvant utilisé pour rééquilibrer la colonne

Tous les solvants sont acidifiés a 0,1 % d’acide formique. La fraction possédant les tanins couronnes
est alors évaporée a sec, repris dans 1,5 mL d’eau et filtrée sur filtre 0,45 um avant d’étre injecté en

I"'UPLC-UV-ESI-QTOF pour faire un contréle.

B. Fractionnement sur un gel TSK HW-40-S

Cette premiere fraction a été ensuite déposée sur une colonne de gel Toyopearl TSK HW-40-S (d :
2 cm, h: 17 cm) (Tosoh, Tokyo, Japon). Le solvant d’élution est du méthanol acidifié a 0,1 % d’acide
formique a un débit de 1 mL.min!. Les pentaméres couronnes et le tétramére couronne se
retrouvaient respectivement dans les fractions sortant a 4 h et 5 h. Chacune des différentes fractions
a été évaporées a sec séparément et resolubilisées dans 500 uL d’eau pour étre purifiées par la suite

en HPLC semi-préparative.

C. Purification par HPLC semi-préparative

L'HPLC semi-préparative est un systéme comprenant une pompe quaternaire (1260 Infinity), un
compartiment a colonne thermostatée (1290 Infinity), un injecteur d’échantillon (1260 Standart
Autosampler) et un détecteur a barrette de diodes (1260 DAD VL+). Un second injecteur manuel
externe de 500 pL a été ajouté au systéeme. Le logiciel de traitement est le LC Open Lab. Les volumes
d’injection manuelle variaient entre 200 et 500 pL (Figure 39). Toutes les fractions obtenues pures
collectées apres I'HPLC semi-préparative ont été évaporé a sec, repris dans de I'eau et lyophilisées afin

d’obtenir une poudre blanche.

ﬁareillage : HPLC semi-préparative (Varian Prostar) systéme Agilent
Colonne : Nucleosil 8 x 250 mm, 5 um
Solvants: A:H,0 avec 0,025 % de TFA (v/v)
B : MeOH avec 0,025 % de TFA (v/v)
Débit : 2,5 mL/min
Volume d’injection : 500 plL
Longueur d’'onde d’acquisition : 280 nm

Gradient d’élution :

Temps (min) 0 25 35 36 40 40,5 42
Solvant A (%) 92 92 70 0 0 95 95

Solvant B (%) 8 8 30 100 100 5 y

Figure 39 : Résumer de la méthode utilisée pour purifier les tanins couronnes
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VII.  Analyses des pigments polymérisés

L'étude de I'évolution des pigments polymérisés a été étudiée sur une gamme de vin. Le protocole

décrit pour réaliser cette étude utilise la dépolymérisation chimique par phloroglucinolyse
A. Dépolymérisation chimique par phloroglucinolyse

Dans un premier temps, un fractionnement du vin rouge sur une cartouche SPE C-18 (Supelco,
Saint Quentin Fallavier, France) a été entrepris afin d’obtenir une fraction polyphénolique concentrée
du vin rouge. 2,5 mL de vin ont été évaporés a sec avec un évaporateur rotatif afin de retirer toute
trace d’éthanol présent dans I'échantillon. L’échantillon a été alors redissous dans 10 mL d’eau
distillée. En paralléle, une cartouche SPE C-18 a été activée avec 50 mL de méthanol et la cartouche a
été en suivant rééquilibrée avec de I'eau distillée. Les 10 mL d’échantillon ont été alors déposés en
téte de cartouche. Aprés un lavage a I'’eau (50 mL), 50 mL de méthanol ont été élués sur la colonne
afin de récupérer la fraction polyphénolique. Cette fraction est alors évaporée a sec sous pression
réduite avant d’étre reprise dans 1 mL de méthanol. Cette fraction sera alors concentrée 2,5 plus que
le vin de départ. L'échantillon est alors conservé a 4 °C avant d’étre utilisé pour la réaction de

phloroglucinolyse. Cette fraction sera nommée « fraction polyphénolique ».

Pour la réaction de dépolymérisation chimique, 100 pL d’échantillon préparé préalablement est
ajouté a 100 pL de réactif de phloroglucinolyse. Ce réactif est composé d’un mélange de 50 g.L'! de
phloroglucinol et de 10 g.L'* d’acide ascorbique dissous dans du méthanol acidifié¢ a 0,1 N d’acide
chlorhydrique. Le mélange réactionnel est alors chauffé a 50 °C pendant 20 min. Passé ce temps, un
millilitre d’une solution aqueuse d’acétate de sodium (40 mmol L) a été ajouté dans chaque réaction

pour arréter celle-ci.
B. Les pigments polymérisés

Pour étudier les pigments polymérisés, la fraction polyphénolique témoin a été comparée a la
fraction polyphénolique ayant subi la réaction de phloroglucinolyse. Les volumes et I'acidité ont été
ajustés afin d’avoir les mémes dilutions et le méme pH. Pour la fraction polyphénolique témoin, 200 pL
de la fraction polyphénolique du vin rouge ont été mélangés a 200 puL de méthanol acidifié a 2 %
d’acide formique dans un vial prévu a cet effet de 2 mL. Le pH étant proche de 1, 95 % des anthocyanes
du milieu sont sous forme de cation flavylium. 1 mL de solution Stop a été ajouté dans le vial avant
injection. Pour la fraction polyphénolique subissant la dépolymérisation, 200 uL de la fraction

polyphénolique du vin rouge ont été mélangés a 200 pL du réactif de phloroglucinolyse. Le mélange
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réactionnel a été chauffé a 50 °C pendant 20 min. Apres ajout d’1 mL de solution Stop, le vial est
directement injecté. Les vials témoins et ceux dépolymérisés sont alors injectés en ULPC-UV-ESI-QTOF
apres filtration sur filtre 0,45 um. Les concentrations des pigments monomériques et polymériques
sont exprimées en équivalent de malvidine-3-O-glucoside en mg.L™. La courbe de calibration a été

calculée entre 6,25 et 200 mg.L? correspondant a I’équation est suivante :

y = 400656 * x
R?=0,965
Les échantillons ont été injectés sur le systeme UPLC-UV-ESI-QTOF. Une méthode a été

développée afin d’observer I'ensemble de cette grande famille. La méthode est décrite ci-dessous

(Figure 40).

Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series
Colonne : Agilent Eclipse Plus C-18 2,1x100 mm, 1,8 um
Solvants: A:H,0avec0,1 % d’'HCOOH (v/v)

B : MeOH avec 0,1 % d’"HCOOH (v/v)
Débit : 0,3 mL/min
Volume d’injection : 1 pL
Longueur d’onde d’acquisition : 280 nm

Postime : 3 min

Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Mode : négatif

Débit de gaz de séchage : 9 L/min

Température gaz de séchage : 300 °C

Débit gaz de gaine : 11 L/min

Température gaz de gaine : 350 °C

Tension capillaire : 3500 V

Fragmenteur: 200 V

Gradient d’élution : Gamme de masse : 100-3000 m/z

Temps (min) 0 0,5 13,5 17,5
Solvant A (%) 94 94 5 5
Solvant B (%) [ 6 95 a5

/

Figure 40 : Méthode d’identification et de quantification des pigments monomériques et

polymériques dans les vins

VIIl. Hémisynthése des tanins de type A
Dans une optique de comparaison avec les tanins couronnes, les tanins possédant une liaison de
type A ont été étudiés et leurs hémisynthéses a été réalisées en laboratoire. Toutes les fractions

décrites dans le protocole ont été analysées en UPLC-UV-ESI-QTOF.

A. Hémisynthése et purification des tanins liés par une liaison de type A

Avant de commencer I’"hémisynthése des tanins de type A, une fraction de tanins oligomeres de
type B a été obtenue par extraction liquide-liquide a partir d’un extrait brut de tanins de pépins du
cépage Cabernet-Sauvignon. Cette fraction avait été, au préalable, obtenue par extraction solide-

liguide avec un mélange acétone-eau (v/v) 70/30. Pour éliminer la matiére lipophile (lipides,
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chlorophylles et autres composés indésirables), 5 g d’extrait brut ont été solubilisés dans 400 mL d’eau
et extrait trois fois avec 400 mL de chloroforme. En suivant, la phase aqueuse a été extraite quatre fois
avec 400 mL d’acétate d’éthyle pour obtenir deux fractions distinctes : une fraction de procyanidines
de faibles poids moléculaires (tanins monomeéres/oligoméres) dans la phase organique et une fraction
de procyanidines de hauts poids moléculaires (tanins polymeres) dans la phase aqueuse. Ces deux
fractions ont été concentrées et lyophilisées pour obtenir des poudres séches. Par la suite, 500 mg de
la fraction organique de faibles poids moléculaires ont été solubilisés dans 400 mL d’eau qui ont été
extraits trois fois avec 400 mL d’éther diéthylique afin d’éliminer les monomeéres présents alors dans
la phase organique. En paralléle, la fraction aqueuse a été de nouveau concentrée et lyophilisée pour
obtenir des poudres séches. Aprés ce traitement, la fraction finale obtenue était composée

uniguement de tanins de type B allant des dimeéres aux pentameéres.

La conversion des tanins ayant des liaisons de type B en tanins ayant une liaison de type A a été
réalisée suivant le protocole décrit par Chen et al. [163]. Ainsi, 50 mg de tanins oligoméres ont été
solubilisés dans 22,5 mL de méthanol. Par la suite, une solution de DPPH, obtenue a partir de 45 mg
de DPPH mélangés dans 25 mL de méthanol, et 2,4 mL de tampon phosphate salina 0,01 M, pH=7,4
ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été chauffé a 37 °C pendant 3 h. Enfin, le milieu a été évaporé

a sec et repris dans 3 mL d’eau désionisée avant d’étre filtrée sur 0,45 um.

La purification sur colonne SPE C18 a pour but d’enlever toute trace de DPPH présent dans le
milieu. Aprés avoir été activée, équilibrée et déposé I'ensemble de I’échantillon sur la colonne, une

succession d’élution a été réalisée avec différents solvants. L'ordre d’élution était le suivant :

- 50 mL d’eau désionisée pour éliminer les sels résultants de I’hémisynthése et le DPPH,

- 50 mL de méthanol afin de récupérer I'ensemble des tanins formés.

Cette derniére fraction a alors été évaporée a sec et reprise dans 2 mL de méthanol avant d’étre filtrée
sur filtre 0,45 um et injectée en UPLC-UV-ESI-QTOF avec la méthode développée pour ces tanins
(Figure 41).
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Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series
Colonne : Agilent Eclipse Plus C-18 2,1x100 mm, 1,8 um
Solvants: A:H,0avec0,1 % d’"HCOOH (v/v)
B : MeOH avec 0,1 % d’HCOOH (v/v)
Débit : 0,3 mL/min
Volume d’injection : 5 pl
Longueur d'onde d’acquisition : 280 nm
Postime : 3 min

Gradient d'élution :

Temps (min) 0 0,5 20 25 30 35
Solvant A (%) 94 94 50 0 0 94
Solvant B (%) 6 6 50 100 100 6

Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Mode : négatif

Débit de gaz de séchage : 9 L/min

Température gaz de séchage : 300 °C

Débit gaz de gaine : 11 L/min

Température gaz de gaine : 350 °C

Tension capillaire : 4000 V

Fragmenteur : 200 V

Gamme de masse : 100-3000 m/z

Figure 41 : Méthode UPLC pour la détection des tanins de type A

Afin de confirmer les structures des tanins de type A et de type B, une méthode a été développée en

MS/MS afin d’analyser les masses issues de la fragmentation (Figure 42).

Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series
Colonne : Agilent Eclipse Plus C-18 2,1x100 mm, 1,8 um
Solvants: A:H,0avec0,1 % d’HCOOH (v/v)
B : MeOH avec 0,1 % d’"HCOOH (v/v)
Débit : 0,3 mL/min
Volume d’injection : 5 plL
Longueur d’onde d’acquisition : 280 nm
Postime : 3 min

Gradient d’élution :

Temps (min) 0 0,5 20 24 27 28 30
Solvant A (%) 90 90 35 5 5 90 90
Solvant B (%) 10 10 65 95 95 10 10

Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Mode : négatif

Débit de gaz de séchage : 9 L/min

Température gaz de séchage : 300 °C

Débit gaz de gaine : 11 L/min

Température gaz de gaine : 350 °C

Tension capillaire : 4000 V

Fragmenteur : 200V

Gamme de masse : 100-3000 m/z

Masse fragmentée : 1153,2614

Energie de collision : 20

Figure 42 : Méthode d’identification des tanins ayant une liaison de type A par MS-MS

B. Méthode de quantification des tanins de type A

Aprés I'hémisynthése, les tanins ayant une liaison de type A ont été quantifiés par
phloroglucinolyse. Une solution de phloroglucinolyse a été préparée a partir de 50g.L? de
phloroglucinol ainsi que 10 g. L " d’acide ascorbique dissout dans du méthanol acidifié 3 0,1 N d’acide
chlorhydrique. Dans un vial de 2 mL, 100 pL de solution d’extrait de tanins et 100 uL de solution de
phloroglucinolyse ont été mélangés. Ce mélange est alors chauffé a 50 °C pendant 20 min. Par la suite,
1 mL de solution Stop, composée d’une solution aqueuse d’acétate de sodium a 40 mmol.L?, a été
ajouté pour arréter la réaction. L'analyse a été effectuée par UPLC-UV-ESI-QTOF en utilisant les

conditions décrites dans la Figure 9.
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C. Méthode d’interaction des tanins et des protéines par turbidimétrie

L’interaction des tanins avec les protéines a été évaluée par turbidimétrie en mesurant le trouble
formé résultant de cette réaction. Un turbidimetre Hach 2100 N (Hach Company, Loveland, USA) a été
utilisé et celui-ci a été étalonné avec des solutions de formazine fournies avec I'appareil correspondant
a 0,1-20-200-1000 et 4000 NTU (Nephelometric Turbidity Unit). Des solutions de tanins (tanins
oligomeres de type B et de type A) et de protéines (BSA), de concentration deux fois plus élevée que
la concentration finale, ont été réalisées en solution modéle de vin (12 % d’éthanol, pH=3,5et5g.L"
! d’acide tartrique). C’est alors que 15 mL de chaque solution respective des tanins et des protéines
ont été mélangés dans un tube de 30 mL placé au turbidimetre. Le moment du mélange des deux

solutions correspondait au temps 0.

Des mesures de turbidité ont alors été réalisées a des intervalles de temps précis : 10, 20, 30, 40, 50,
60, 90 secondes, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 30 minutes, 1, 2, 3, 4, 8, 24 et 48 heures. Les échantillons ont
été agités 30 secondes avant chaque mesure a partir de la premiére minute. La BSA est la protéine
modele utilisé pour réaliser cette analyse, car il a été montré qu’elle a un comportement, d’un point

de vue macromoléculaire, trés proche de la salive [122].

En paralléle, des études de différents facteurs tels que I’éthanol et le pH ont été réalisées. Pour
I’éthanol, des pourcentages de celui-ci variant de 0, 5, 10, 15 et 20 % ont été testés afin de comparer
le comportement de l'interaction tanins-protéine dans le milieu. Enfin, des pH a 3, 3,5 et 4 ont été

testés également, parametres importants dans la formation des complexes tanins-protéines.

IX.  Les analyses de spectrophotométrie et de colorimétrie

Dans la littérature actuellement, il existe un grand nombre de méthodes rapides permettant

d’analyser les polyphénols dans les vins par spectrophotométrie ainsi que la couleur par colorimétrie.

A. Les méthodes par spectrophotométrie

Le spectrophotometre utilisé est un Jasco V630 a double faisceau, possédant une lampe deutérium
pour les longueurs d’onde comprises entre 190 a 350 nm, ainsi qu’une lampe halogene dont la gamme
de longueurs d’onde varie de 330 a 1100 nm. Le logiciel utilisé était Spectra Manager. Les différentes
méthodes citées ci-dessous ont été utilisées pour plusieurs échantillons de vin (verticale des vins de
I'appellation Pauillac) ou des échantillons de raisin (pellicules de raisin extraites). Pour chaque

échantillon analysé, un triplicat a été mesuré et ainsi la moyenne et I'écart type ont été calculés.
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a. L’Indice des Polyphénols Totaux ou IPT

L'indice des polyphénols totaux permet de mesurer tous les composés phénoliques absorbants a
280 nm. Le vin rouge a été dilué 100 fois. La densité optique a été mesurée a 280 nm par rapport a
I’eau sous 1 cm de parcours optique dans une cuve perméable aux UV en quartz ou plastique spécial.

Le résultat est exprimé par un indice :
| = DO x dilution.
b. Le dosage des tanins totaux

La méthode est basée sur la transformation des proanthocyanidines en anthocyanidines par
chauffage en milieu acide. Dans deux tubes a essai (normal et hydrolyse) ont été ajoutés 4 mL de vin
(dilution 1/50), 2 mL d’eau distillée et 6 mL d’HCI (12N). Les tubes a essai a hydrolyse ont été placés
dans un bain-marie a 100 °C pendant 30 minutes tandis que les tubes normaux ont été laissés a
température ambiante. Une fois la transformation terminée, les tubes ont été laissés a refroidir et en
suivant, 1 mL d’éthanol ont été ajoutés dans tous les tubes a hydrolyse et normaux. La densité optique
a alors été mesurée a 550 nm par rapport a I’eau sous un 1 cm de parcours optique. La concentration,

en g.L't a été calculée en reportant la différence de densités a partir de la formule suivante :
C=19,33Ad
c. Ledosage des anthocyanes totales

Les anthocyanes ont été analysées par la méthode utilisant le bisulfite de sodium. Une solution
mere a été préparée avec 1 mL de vin, 1 mL d’éthanol a 0,1 % d’HCl et 20 mL d’HCl a 2 %. Dans deux
tubes a essai différents ont été placés 10 mL de la solution mere. Dans un premier tube, 4 mL d’eau
distillée ont été ajoutés tandis que dans le second tube a été ajouté 4 mL d’une solution de bisulfite
de sodium a 15 % (solution du commerce d = 1,24 diluée au %%). Les densités optiques ont été mesurées
apres 20 min d’attente malgré le fait que la décoloration est instantanée. Les mesures ont été réalisées
4520 nm par rapport a I’eau sous 1 cm de parcours optique. La concentration, en mg.L™, a été calculée

en reportant la différence des densités optiques a I'aide de la formule suivante :
C=875Ad

d. Les caractéristiques chromatiques du vin rouge

Les spectres des vins jeunes rouges jeunes présentent un maximum d’absorption a 520 nm
(caractéristique de la couleur rouge) et un minimum vers 420 nm (caractéristique de la couleur jaune),

et une absorption non négligeable, mais faible a 620 nm (caractéristique de la couleur mauve). Afin de
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caractériser la couleur des vins, des coefficients faisant intervenir ces densités optiques a ces longueurs

d’onde ont été utilisés.

L'intensité colorante IC est la somme des densités optiques a 420 nm et 520 nm mesurées sous
1 mm de parcours optique par rapport a I'eau distillée. En parallele, I'intensité colorante modifiée IC’
est la somme des intensités optiques a 420 nm, 520 nm et 620 nm mesurées dans les mémes

conditions.
IC=d420+d 520
IC=d420+d520+d 620

La teinte correspond au rapport de la densité optique a 420 nm sur la densité optique a
520 nm, correspondant a la proportion de couleur jaune par rapport a la couleur rouge. Au cours du
vieillissement d’un vin, la couleur rouge (d 520) diminue tandis que la couleur jaune (d 420) reste

constante, donc la teinte diminue.

Teinte=d 420/d 520

B. La colorimétrie par la méthode de CIE

Plusieurs méthodes ont été mises au point au cours du temps afin de quantifier et de mesurer la
couleur. Les espaces couleurs sont des méthodes permettant d’exprimer la couleur d’un objet ou d’une
source lumineuse au moyen d’une notation spécifique. Deux méthodes ont été développées par la
Commission Internationale de I’Eclairage (CIE). La premiére est I'espace couleur Yxy (XYZ) s’appuyant
sur les valeurs tristimulus XYZ. Cette méthode, créée en 1931, posséde une limite majeure a savoir que
sur le diagramme de chromacité x, y ne représentent pas des différences égales des couleurs pergues.
Afin de pallier a ce probleme, quelques années plus tard en 1976, une deuxieéme méthode vue le jour
et ayant pour nom l'espace couleur L*a*b (aussi nommé CIELAB). Cette méthode, actuellement la plus
utilisée, permet de mesurer et de caractériser la couleur en se basant sur I'absorption de tout le
spectre visible. En effet, cet espace de couleur permet quant a lui de caractériser plus fidelement les
écarts entre les couleurs percues par la vision humaine. La composante L* représente la clarté variant
de 0 (noir) a 100 (blanc). La composante a* représente une gamme de 600 niveaux sur un axe allant
du rouge (+299 valeurs positives) au vert (-300 valeurs négatives) en passant par le gris (0) au centre.
La mesure s’effectue par balayage entre 380 et 770 nm avec des intervalles de 1, 5 ou 10 nm

(Figure 43). En 2009, I'Organisation Internationales des Vins (OIV) a adopté cette méthode.
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Figure 43 : Représentation de I’espace couleur L*a*b*

Pour le vin, les valeurs obtenues par cette méthode permettent de représenter la couleur du
vin selon un modeéle basé sur trois axes orthogonaux comprenant la clarté L* et les deux coordonnées
de chromacité indiquant la direction des couleurs a*et b*. Pour a*, le +a* correspond a la couleur
rouge et le -a* a la couleur verte. Pour le b*, le +b* correspond a la couleur jaune et le -b* a la couleur

bleue. Pour le vin rouge, la zone de la couleur se situe [+a*, +b*].

La couleur de deux vins peut-étre alors comparée dans I'espace couleur L*a*b. Pour cela,
écart de couleur est exprimé par une formule mathématique, AE*ab, indiquant de combien et pas

comment les deux couleurs sont différentes. AE*ab est définie par I'équation suivante :
AE*ab = [(AL*) 2+ (Aa*) 2+ (Ab*) 2] /2

Ces mesures ont été réalisées avec un spectrophotometre Konica Minolta CM-5 équipé d’'une
source lumineuse D65 et controlé par le logiciel SpectraMagic NX. Avant chaque mesure, I'appareil a
été calibré en transparent (0 %) et en noir (100 %). 10 mL de vin rouge ont été nécessaire pour remplir
la cuve possédant 1 cm de parcours optique. Chaque échantillon a été mesuré deux fois pour avoir des

duplicat et ainsi par la suite pouvoir calculer la moyenne et I'écart type.

C. Analyses des paramétres chimiques courant en utilisant le WineScan (FOSS)

Certains parameétres classiques du vin ont été mesurés par un FOSS WineScan 79000 (FOSS,
Nanterre) qui est un appareil proche infrarouge a transformer de Fourrier piloté par le logiciel Foss
Integrator. Les échantillons analysés étaient des vins finis dont les analyses ont été effectuées en

triplicat. Une sonde située a I'extérieur de I'appareil a permis de prélever directement 20 mL de vin
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pour faire toutes les analyses. Les différents parametres mesurés par le FOSS sont: pH, titre
alcoométrique volumique (TAV, % vol.), concentration en CO, (mg.L?) et I'acidité totale (AT, g.L?

d’H,S04).

X. Les analyses sensorielles

Afin de compléter nos études sur les tanins couronnes et les tanins possédant des liaisons de type
A, des analyses sensorielles ont été mise en place. Les deux familles de composés ont fait 'objet de

deux analyses sensorielles différentes qui seront détaillées par la suite séparément.

A. Les analyses sensorielles des tanins couronnes

Une analyse sensorielle a été mise en place sur une verticale d’un chateau de I'appellation Pauillac
(Paragraphe lll. D). Cette verticale de vin était constituée de 17 bouteilles de vin de 1982 a 2016. Cette
analyse a pour but de trouver une tendance organoleptique entre la verticale de vin et les analyses

chimiques réalisées sur les tanins couronnes et les pigments polymérisés.

Les 17 vins ont été dégustés individuellement avec une fiche de dégustation possédant tous les
descripteurs pour chaque vin. En début d’analyse sensorielle, un vin de calage a été proposé au
dégustateur, vin provenant de la méme appellation Pauillac et possédant les mémes proportions de
cépages que ceux de notre verticale. Ce vin de calage a été préalablement dégusté par quelques
professionnelles afin de lui attribuer une note pour chaque descripteur (Annexe 2). Ce vin a permis de
réaliser la comparaison entre tous les vins de la verticale. Un profil gustatif en semi-monadique a été
proposé. Sur chaque poste individuel, les 17 vins de la verticale étaient proposés, l'ordre de
dégustation étant noté sur les fiches. La norme NF EN ISO 8589 : 2010 définit les conditions
normalisées de I'analyse sensorielle. La dégustation a eu lieu dans la salle de dégustation normée de
I'ISVV avec toutes les conditions optimales réunies (température, lumiéres et postes individuels). Des
crachoirs étaient a disposition ainsi que de I'eau et des crackers non salés afin de pallier a la fatigue
due a 'astringence. L’heure de la dégustation était en fin de matinée, condition idéale, car les juges
étaient en état d’appétence. Par ailleurs, sachant qu’il s’agit d’une verticale de vin, I'analyse sensorielle
a été menée a I'aveugle dans des verres INAO noirs (ISO 3591 : 1977) afin que la couleur n’altere pas
les attentes gustatives du panel. Chaque échantillon a été anonymé par un nombre a trois chiffres
générés aléatoirement. Chaque dégustateur a suivi un ordre de présentation randomisé qui lui a été

attribué par le biais des fiches de dégustation également codées.
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Le nombre de dégustateurs était de 21, nombre limite pour une analyse sensorielle, mais le co(t
élevé des vins ainsi que le faible nombre de bouteilles par millésime (une seule) pour réaliser toutes
les analyses chimiques et sensorielles ont limitées le nombre de participants. Le panel choisi était
composé de dégustateurs de I'ISVV, 16 femmes et 5 hommes agés de 23 a 50 ans, choisi pour leurs
expériences et qui ont été entrainés au préalable au gustatif des vins rouges. Les fiches de dégustation
ont été rédigées avec la collaboration avec le Dr. Sophie Tempére, spécialiste des analyses sensorielles
(Annexe 3). Pour le test descriptif, la norme 1SO 13299 : 2003 (F) a été respectée et suivie. Une liste
préétablie des descripteurs gustatifs les plus pertinents pour décrire gustativement le vin a été
proposée aux dégustateurs. De plus, les descripteurs ont été notés sur une échelle discontinue allant

de0a7.

La limite de cette dégustation était le grand nombre d’échantillons a déguster en bouche et donc
la fatigue gustative qui s’installe au fur et a mesure des verres bien que des solutions pour pallier a
cette fatigue ont été proposées (verre d’eau et crackers sans sel). Ces analyses sensorielles ont été
corrélées aux analyses chimiques réalisées sur les vins et notamment sur les tanins couronnes par des

analyses statistiques.

B. Les analyses sensorielles des tanins ayant une liaison de type A

Afin de compléter notre étude sur les tanins ayant une liaison de type A, des analyses sensorielles
ont été réalisées en comparant les tanins ayant une liaison de type A aux tanins ayant des liaisons de

type B.

Actuellement, aucune étude n’a démontré I'impact sensoriel des tanins ayant une liaison de type
A dans le vin. Pour cela, deux types d’analyse ont été utilisés. Dans un premier temps, la détermination
du seuil de ces tanins a été réalisée afin de faire une comparaison avec le seuil de détection des tanins
ayant des liaisons de type B. Dans un second temps, des tests triangulaires ont été entrepris afin de

déterminer les différences organoleptiques entre ces deux types de tanins.

Dans un premier temps, le seuil de détection a été déterminé pour les tanins de type A et B grace
a une série de tests triangulaires de difficulté décroissante, impliquant un choix forcé a chaque niveau.
Ce test provient de la procédure d’essais 3 - AFC (3 alternatives a choix forcé ISO 13301, 2002). Pour
chaque tanin, dans une solution aqueuse, une gamme de concentration allant de 4 mg.L™? & 256 mg.L
1 a été testée par les dégustateurs. Pour chaque concentration, trois verres étaient proposés : deux
contenant une solution aqueuse simple et un verre contenant le produit a détecter. Les participants

devaient répondre a une question : « Quel est I'échantillon différent ? » et choisir obligatoirement une
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réponse parmi les trois échantillons proposés (Annexe 4). Le panel de dégustateur choisi était composé

de personnes déja entrainées a |'analyse sensorielle en bouche sur cette famille de molécule.

La méthode de calcul du seuil d’un composé (norme ISO 13301) permet de déterminer, la
concentration a laquelle la probabilité de détection est de 0,5, c’est-a-dire le seuil absolu ou statistique.
La probabilité de donner une bonne réponse au hasard, mais également les effets de fatigue ou
d’inattention sont prise en compte. La fréquence de réponses correctes en fonction de la
concentration en tanins correspond alors a une sigmoide. Il est possible de tracer la probabilité de
détection corrigée en fonction du log 10 de la concentration, avec p : la proportion de réponses

correctes pour chaque concentration.

La fonction psychométrique étant modélisée par une sigmoide, son équation peut s’écrire :

Pmax

_ (x —x0)
(1+e D
P : la proportion corrigée par I'effet hasard (1/3 dans le cas d’un test 3-AFC).
b = 1/D avec b la pente de la courbe, ol P max = 1, xo = constante

Quand P =0,5 alors x = xo, c'est-a-dire que xo est égale au seuil de détection.

Dans un second temps, un test triangulaire a été réalisé permettant de déterminer s’il existe
une différence sensorielle perceptible entre les échantillons de deux produits. Ces deux tests ont été

réalisés avec le méme panel que précédemment (Annexe 5)
XI.  Les analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel R ou R studio. Des tests de Pearson avec le
niveau de significativité limité a 5 % ont été réalisés afin d’obtenir des coefficients de corrélations et

des niveaux de significativité entre les parametres étudiés.

Pour I'analyse sensorielle de la verticale, les résultats de la dégustation et des analyses chimiques

ont été comparés sur le logiciel R. Des Analyses en Composante Multiple (ACP) ont été réalisées.
Xll.  La synthese du dimere B5 pour la synthese des couronnes

Un protocole de synthése a été développé en laboratoire afin de produire le tétramére couronne

chimiquement sans passer par I'étape de purification. Cette synthése est une synthése organique
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multi-étape qui fait intervenir un grand nombre de molécules intermédiaires. Chaque intermédiaire a

été caractérisé et analysé par de nombreuses méthodes analytiques.

A. Les méthodes analytiques

a. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres 1D RMN (H, 3C) ainsi que les 2D RMN (HMBC et HMQC) ont été réalisés avec un
spectrometre de RMN Bruker Avance Ill 600 ou 400 (Bruker BioSpin, Allemagne). Les déplacements
chimiques ont été exprimés en & partie par millions (ppm) relatifs aux solvants utilisés comme
référence interne et les constantes de couplage (J) ont été exprimées en Hz. Les solvants utilisés étaient
le chloroforme-d pour les molécules benzylées et méthanol-d4 pour les molécules non-benzylées. Tout
les produits de réaction ainsi que toutes les molécules synthétisées ont été analysés par RMN. Les

spectres ont alors été analysés avec le logiciel Mestrenova.

b. Les différentes chromatographies

Les réactions ont été suivies par Chromatographie sur Couche mince de silice (plaques de silice
HPTLC 60 Fis4). Les révélations ont été effectuées par lumiere UV. Les purifications des produits
réactionnels ont été réalisées par chromatographie sur gel de silice 60 (0,063 — 0,200 mm, Merck)
(chromatographie flash). Les mémes solvants étaient utilisés pour la CCM et pour la chromatographie
flash pour une méme molécule. Avant de confirmer la structure en RMN, la masse des molécules
synthétisées a été confirmée par chromatographie liquide haute performance couplée a la
spectrométrie de masse (UPLC-UV-ESI-QTOF), systéme décrit dans la partie V. Pour les molécules non-
benzylés, les produits ont été injectés avec la méme méthode utilisée que pour la détection des tanins
condensés (décrite paragraphe V.A) tandis qu’en paralléle, les produits synthétisés benzylés ont été

injectés avec une méthode, décrite ci-dessous (Figure 44), n’utilisant que le spectrometre de masse.
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Appareillage : UCLHP Agilent 1290 Infinity series

Colonne : Capillaire de connexion

Solvants: A:H,0avec0,1 % d’"HCOOH (v/v)
B : MeOH avec 0,1 % d’"HCOOH (v/v)

Débit : 0,3 mL/min

Volume d’injection : 2 pL

Longueur d’onde d’acquisition : 280 nm

Postime : 3 min

Gradient d’élution :

Temps (min) 0 0,5 3

Solvant A (%) 0 0 0
Solvant B (%) 100 100 100

Appareillage Masse : Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF
Mode : positif/négatif

Débit de gaz de séchage : 9 L/min

Température gaz de séchage : 300 °C

Débit gaz de gaine : 11 L/min

Température gaz de gaine : 350 °C

Tension capillaire : 4000 V

Fragmenteur : 200 V

Gamme de masse : 100-3000 m/z

/

Figure 44 : Méthode de détection seulement en spectrométrie de masse des molécules synthétisées

B. Caractérisation des produits synthétisés

Pour chaque molécule synthétisée, une petite fiche a été créée avec le protocole pour la réaliser,

les conditions de purification, le rendement et le traitement des spectres RMN.
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& 3°,4’°,5,7-tétra-O-benzyl-8-bromo-épicatéchine

Protocole : Bromation de la position 8.

OH
Br
HO 0} ‘\\\@
' OH

‘o,

OH

OH

100 mg d’épicatéchine (0,34 mmol) ont été dissouts dans 5 mL de DMF. A -55 °C, 25 mg de NBS
(0,49 mmol, 3,5 éq.), préalablement recristallisé, ont été ajoutés au milieu réactionnel. La solution a
été agitée pendant 2 heures. A la suite de cette réaction, la purification a directement été réalisée sur

le milieu réactionnel obtenu.

Purification : Chromatographie sur colonne SPE C18 avec du méthanol et de I'eau. Le gradient

d’élution était le suivant :

- 100 mL d’H,0 avec 0,1 % d’acide formique,

- 200 mL a 15 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 30 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 50 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,

- 50 mL a 100 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique.

Les molécules d’intérét ont été trouvées dans les fractions a 30 % et 50 % de méthanol. Celles-ci ont

été évaporées a sec. Une poudre blanche a été obtenue.
Rendement : 78 %

RMN 'H (400 MHz, MeOD, ppm) : & = 6,96 (H2’, d, 1H, J» ¢ = 2,1 Hz) ; 6,76 (H6, dd, 1H, J¢. 5 = 8,2 Hz,
Jo.» = 1,7 Hz); 6,68 (H5, d, 1H, Js ¢ = 8,2 Hz) ; 6,02 (H6 ou H8, s, 1H); 4,82 (H2, s, 1H); 4,15 (H3, m,
1H) ; 2,80 et 2,68 (H4a et H4B, ABX, 2H, Jaaap = 16,8 Hz, Jaq,3 = 4,3 Hz et Jag 3 = 2,5 Hz).

MS (QTOF) : m/z = 367,9853 mesurée pour [M-H] —, m/z = 367,9895 [M-H] ~ calculée pour CisH130¢Br
(9 diff ppm).
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& 3’,4’, 5, 7-tétra-O-benzylépicatéchine

Protocole : Benzylation des fonctions phénols.

OBn
BnO (0] \Q:
) OBn

“OH

OBn

Apres dissolution de 1 g d’épicatéchine (3,35 mmol) dans 15 mL de DMF, 2,86 g de carbonate
de potassium (20,7 mmol, 6 éq.) et 1,8 mL de bromure de benzyle (15,5 mmol, 6 éq.) ont été ajoutés.
Le milieu réactionnel a alors été agité a 0 °C pendant 2 heures puis a température ambiante pendant
48 heures. Aprés ce temps, le milieu a été dilué dans 100 mL d’acétate d’éthyle et ensuite lavé a la
saumure. Apres une extraction liquide-liquide, la phase organique a alors été séchée au sulfate de
magnésium et le solvant a été alors évaporé a sec. Un solide de couleur blanche a été obtenu apres

purification.

Purification : Chromatographie flash sur gel de silice avec comme solvant 100 % de dichlorométhane.

Les solvants ont été évaporés a sec pour obtenir au final une poudre jaunatre.
Rendement : 82 %

RMN H (600 MHz, CDCLs, ppm): & = 7,45 - 7,28 (Haromatiques, M, 20 H) ; 7,14 (H2’, d, 1H, J»,& = 1,8 Hz) ;
6,98 (H6’, dd, 1H, Jg, 5 = 8,4 Hz, Jg, » =1,7 Hz) ; 6,97 (H5’, d, 1H, Js,& = 8,4 Hz) ; 6,26 (H6 et H8, s, 1H);
5,17 (CH2Bn, s, 2H); 5,15 (CH.Bn, s, 2H) ; 5,00 (CH2Bn, s, 2H) ; 4,99 (CH.Bn, s, 2H) ; 4,88 (H2, s, 1H);
4,18 (H3, m, 1H); 2,99 et 2,96 (H4a et HAB, ABX, 2H, Jaaap = 17,2 Hz, Ja, 3 = 1,7 Hz et Jug 3 = 4,5 Hz).

MS (QTOF) : m/z = 649,2662 mesurée pour [M-H] —, m/z = 649,2618 [M-H] ~ calculée pour Cs3H3706 (6

diff ppm).
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& 3/, 4’, 5, 7-tétra-O-benzyl-46— (2-hydroxyéthyloxy) épicatéchine

Protocole : Fonctionnalisation avec I'éthylene glycol de la position 4.

/ OBn
BnO 0 @:
* OBnNn

“OH
0Bn _O

S

800 mg d’épicatéchine benzylée (1,23 mmol) ont été dissous dans 40 mL de dichlorométhane.

HO

A ce mélange, 1,22 mL (22 mmol, 20 éq.) d’éthyléne glycol ainsi que 558 mg de DDQ (2,46 mmol, 2 éq.)
ont été ajoutés. L'addition du DDQ fait apparaitre un précipité vert instantanément dans le milieu
réactionnel et en suivant la solution a été agitée pendant 3 heures a température ambiante. Apres
cette période de temps, 600 mg (4,91 mmol, 4 éq.) ont été ajoutés dans le milieu réactionnel et

|"agitation fut poursuivie pendant 10 min. Aprés purification, une poudre blanc-jaunatre a été obtenue.

Purification : Chromatographie flash sur gel de silice avec comme solvant 50 % éther de pétrole et

50 % acétate d’éthyle. Les solvants ont été évaporés a sec pour obtenir au final une poudre blanche.
Rendement : 80 %

RMN *H (600 MHz, CDCls, ppm) : 6 = 7,49 - 7,35 (Haromatiques BN, M, 20 H) ; 7,16 (H2’, d, 1H, J ¢ = 1,7 Hz) ;
7,04 (H6', dd, H1, Jg,s = 8,4 Hz, J¢, » = 1,6 Hz) ; 6,99 (H5’, d, 1H, Js, ¢ = 8,3 Hz) ; 6,30 (H8 et H6, dd, 2H,
Jg, 6 = 21,5 Hz) ; 5,21 (CH2Bn, s, 1H); 5,20 (CH;Bn, s, 1H); 5,12 (CH2Bn, s, 1H); 5,10 (H2, s, 1H); 5,03
(CH2Bn, s, 1H) ; 4,62 (H4, d, 1H, J4 3= 2,7 Hz) ; 3,98 (H3, m, 1H) ; 3,83 - 3,60 (H9 et H10, m, 4H).

MS (QTOF) : m/z = 709,2818 mesurée pour [M-H] —, m/z = 709,2801 [M-H] ~ calculée pour CssH4:0s
(2,3 diff ppm).
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& 3/, 4’, 5, 7-tétra-O-benzyl-46— (benzéne-1, 3, 5-triol) épicatéchine

Protocole : Fonctionnalisation avec le phloroglucinol de la position 4.

/ OBn
BnO 0 @:
* OBn

“1OH

544 mg d’épicatéchine benzylée fonctionnalisé par I'éthyléne glycol (0,76 mmol) ont été
dissous dans 3 mL de THF et en paralléle, 115,8 mg de phloroglucinol (0,92 mmol, 1,2 éq.) ont été
dissous dans 3 mL de dichlorométhane. Les deux solutions ont été mélangées et 1,53 mL de TiCl,
(1,53 mmol, 2 éqg.) ont été ajoutés goutte a goutte a 0 °C au milieu réactionnel mélangé. La solution,
devenue alors rouge brique en présence du TiCls,, a été agitée pendant 3 heures a température
ambiante. Passé ce laps de temps, 15 mL d’une solution saturée en NaHCOs et 10 mL d’eau ont été
additionnés lentement au milieu réactionnel. Un précipité blanc de TiO,.xH,O a été éliminé par
filtration et rincé avec du dichlorométhane et de I'’eau. En suivant, la phase organique a été lavée avec
de lasaumure et la phase aqueuse a été extraite avec du dichlorométhane. Aprés avoir mis en commun

les phases organiques, celles-ci ont été séchées sur MgSO, et aprés évaporées a sec.

Purification : Chromatographie flash sur gel de silice avec comme solvant 80 % pentane et 20 %

acétate d’éthyle. Les solvants ont été évaporés a sec pour obtenir au final une poudre rose.
Rendement : 59 %

RMN H (400 MHz, CDCls, ppm) : & = 7,33 — 7,18 (Haromatiques BN, M, 20 H) ; 7,06 (H2’, d, 1H) ; 6,88 (H6’,
dd, 1H, Je,s = 7,3 Hz) ; 6,78 (H5', d, 1H) ; 6,29 et 6,14 (H8 et H6, dd, 2H) ; 6,16 [Honiorogiucinol, dd, 2H, J3,
= 5,0 Hz] ; 5,09 (CH2Bn, s, 1H), 4,99 (CH2Bn, s, 1H) ; 4,93 (CH2Bn, s, 1H) ; 4,91 (CH.Bn, s, 1H) ; 4,76 (H2,
s, 1H) ; 4,53 (H4, d, 1H) ; 3,98 (H3, m, 1H).

MS (QTOF) : m/z = 775,1375 mesurée pour [M-H] —, m/z = 775,2907 [M-H] ~ calculée pour CsgH4309
(19 diff ppm).
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& 48 - (benzeéne-1, 3, 5-triol) épicatéchine

Protocole : Débenzylation de I'épicatéchine fonctionnalisé en position 4 avec du phloroglucinol.

50 mg de I'épicatéchine benzylée fonctionnalisée en position 4 par du phloroglucinol
(0,064 mmol) ont été dissous dans 2 mL d’acétate d’éthyle et 2 mL de méthanol. Par la suite, 30 mg de
catalyseur de Pearlman Pd(OH) »/C a 20 % (0,16 mmol, 2,6 éq.) et 87 pL de triéthylamine (0,64 mmol,
10 éq.) ont été ajoutés au milieu réactionnel. La solution a alors été agitée pendant 19 heures a
température ambiante sous H,. Apreés filtration du milieu réactionnel et lavage a I'acétate d’éthyle, le

solvant a été évaporé a sec.

Purification : Chromatographie sur colonne SPE C18 avec du méthanol et de l'eau. Le gradient

d’élution est le suivant :

100 mL d’H;0 avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mL a4 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mL a8 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,

- 50 mL a 100 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique.

Les molécules d’intérét ont été trouvées dans les fractions a 4 % de méthanol. Celles-ci ont été

évaporées a sec. Une poudre blanche a été obtenue.
Rendement : 100 %

RMN *H (400 MHz, MeOD, ppm) : 6 = 6,79 (H2’, d, 1H, J»,¢ = 1,8 Hz) ; 6,63 (H5’, 1H, d, Js,¢ = 8,1 Hz) ;
6,59 (H6', 1H, dd, Jo. s = 8,3, Js, » = 2,0 Hz); 5,90 (H6 et H8, 2 H, dd, Jes = 21,4 Hz); 5,75 — 5,73
(thloroglucino|, m, ZH) ; 4,93 (H2, S, 1H) ; 4,41 (H4, 1H, d); 3,84 (H3, 1H, m).

MS (QTOF) : m/z = 413,0913 mesurée pour [M-H] —, m/z = 413,0872 [M-H] ~ calculée pour C1H1709
(10 diff ppm).
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&% Formation des diméres B2 et B5 en mélange

Protocole : Couplage en milieu acide faible avec HCI.

“10H /

250 mg d’épicatéchine non-benzylée fonctionnalisé par le phloroglucinol (0,605 mmol) ont été

dissous dans 5 mL de méthanol. En suivant, 87 mg d’épicatéchine seule (1,8 102 mol, 3 éq.) a été
ajoutés dans le milieu réactionnel. La réaction commence a I'ajout des 2 % d’HCl. Une cinétique

réactionnelle a été réalisée sur 6 heures de temps avec un prélevement fait toutes les heures.

Purification : Chromatographie sur colonne SPE C18 avec du méthanol et de l'eau. Le gradient

d’élution est le suivant :

- 100 mL d’H,0 avec 0,1 % d’acide formique,

- 50mLa5 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 10 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 15 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 20 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 30 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa50 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,

- 50 mLa 100 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique.

Les molécules d’intérét ont été trouvées dans les fractions a 30 % et 50 % de méthanol. Celles-ci ont

été évaporées a sec. Une poudre marron a été obtenue.
Rendement : 60 %
Dimeére B2 :

RMN H (400 MHz, MeOD, ppm) : 6 = 6,87 (H2’B, d, 1H, J»s, &5 = 1,8 Hz), 6,78 (H2’E, m, 1H), 6,74 (H6'B,
1H, m), 6,71 (H5’B et H5’E, m, 2H), 6,69 (H6'E, d, 1H, J»¢ ¢ = 1,8 Hz), 5,84 (H6D, d, 1H, Jeo, 0 = 2,3 Hz),
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5,82 (H6A, s, 1H), 5,81 (H8A, d, 1H, Jspa,60a= 2,3 Hz), 4,94 (H2C, m, 1H), 4,72 (H2F, m, 1H), 4,53 (H4C,
m, 1H), 4,08 (H3C, m, 1H), 3,80 (H3F, m, 1H), 2,75 et 2,65 (H 4 Fa et H 4 FB, ABX, 2H, Jarq, 453 = 16,9).

RMN 3C (101 MHz, MeOD, ppm) : 6 = 158,2 (C7D) ; 158,1 (C8aA) ; 158,0 (C8aD) ; 157,8 (C5D) ; 157,7
(C7A); 157,4 (C5A) ; 146,0 (C4’B) ; 145,9 (C3’B) ; 145,8 (C4’E) ; 145,63 (C3’E) ; 135,6 (C1’E) ; 134,9 (C1’B)
; 119,4 (C6’E) ; 119,3 (C6'B) ; 116,1 (C5’B) ; 116,0 (C5’E) ; 115,3 (C2’E) ; 115,2 (C2’B) ; 109,6 (C8D);
(C4aA) ; 100,0 (C4aD); 96,4 (C6D); 96,1 (C8A) ; 95,8 (C6A) ; 79,9 (C2F); 77,1 (C2C); 73,5 (C3C); 67,0
(C3F); 37, 2 (CAC) ; 29,7 (CAF).

Dimeére B5 :

RMN *H (400 MHz, MeOD, ppm) : § = 7,02 (H2'B, m, 1H, Jos ¢5 = 1,7 Hz), 6,94 (H2’E, d, 1H), 6,83 (H6'B,
m, 1H), 6,81 (H6’E, m, 1H, Jz¢ ¢e = 1,4 Hz), 6,79 (H5’B, d, 1H), 6,73 (H5’E, d, 1H), 6,04 (H8D, s, 1H), 5,99
(HBA, dd, 1H, Jeoa soa = 2,1 Hz), 5,97 (H8A, dd, 1H, Jsoa eoa = 2,1 Hz), 4,96 (H2C, m, 1H), 4,95 (H2F, m,
1H), 4,61 (H4C, s, 1H), 4,21 (H3C, m, 1H), 4,07 (H3F, m, 1H), 2,89 et 2,80 (H 4 Fa et H 4 FB, ABX, 2H, Jasa,
ar3 = 16,7).

RMN 23C (101 MHz, MeOD, ppm) : 6 = 158,0 (C7D) ; 157,9 (C8aA) ; 157,7 (C8aD) ; 157,6 (C5D) ; 157,4
(C7A) ; 157,2 (C5A) ; 146,0 (C4’B) ; 145,8 (C3B) ; 145,8 (CA’E) ; 145,7 (C3’E) ; 132,3 (C1’E) ; 132,2
(C1’B); 119,4 (C6’E) ; 119,2 (C6B) ; 116,1 (C5'B) ; 116,0 (C5’E) ; 115,3 (C2’E) ; 115,2 (C2’B) ; 100,7
(C6D) ; 100,1 (C4aA) ; 100,0 (C4aD) ; 97,0 (C8D) ; 96,4 (C8A) ; 95,8 (C6A) ; 79,8 (C2F) ; 79,7 (C2C) ; 67,5
(C3F) ; 67,4 (C3C) ; 34,4 (CAC) ; 30,4 (CAF).

MS (QTOF): B2: m/z = 577,1410 mesurée pour [M-H] —, m/z = 577,1346 [M-H] ~ calculée pour
C3oH25012 (11 diff ppm) ; BS : m/z = 577,1415 mesurée pour [M-H] —, m/z = 577,1346 [M-H] ~ calculée
pour C3oH2501, (12 diff ppm)
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& Formation du B5 seul

Protocole : Couplage en milieu acide faible avec HCI.

61 mg d’épicatéchine non-benzylée fonctionnalisé par le phloroglucinol (0,147 mmol) ont été
dissous dans 5 mL de méthanol. En suivant, 108 mg d’épicatéchine bromée en position 8 (0,294 mmol,
2 éq.) a été ajoutés dans le milieu réactionnel. La réaction a commencé a I'ajout des 2 % d’HCI. Une

cinétique réactionnelle a été réalisée sur 6 heures de temps avec un prélévement fait toutes les heures.

Purification : Chromatographie sur colonne SPE C18 avec du méthanol et de l'eau. Le gradient

d’élution est le suivant :

- 100 mL d’H,0 avec 0,1 % d’acide formique,

- 50 mL a5 %de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 10 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 15 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mLa 20 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mL a 30 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,
- 50 mL a 50 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique,

- 50 mLa 100 % de méthanol avec 0,1 % d’acide formique.

Les molécules d’intérét ont été trouvées dans les fractions a 30 % et 50 % de méthanol. Celles-ci ont

été évaporées a sec. Une poudre marron a été obtenue.
Rendement : 52 %

RMN 'H (400 MHz, MeOD, ppm) : & = 6,89 (H2’B, d, 1H, J»s,¢s= 1,8 Hz), 6,80 (H2’E, m, 1H), 6,76 (H6'B,
1H, m), 6,73 (H5'B et H5’E, m, 2H), 6,71 (HE’E, d, 1H, Jxe ¢e = 1,8 Hz), 5,84 (H6A, s, 1H), 5,82 (H8A, d,
1H, Jap, 60 = 2,3 Hz), 4,96 (H2C, m, 1H), 4,83 (H2F, m, 1H), 4,62 (HAC, m, 1H), 4,12 (H3C, m, 1H), 3,90
(H3F, m, 1H), 2,85 et 2,75 (H 4 Fa et H 4 FB, ABX, 2H, Jasa, a g = 16,9).
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MS (QTOF) : m/z = 655,0495 mesurée pour [M-H] —, m/z = 655,0529 [M-H] ~ calculée pour C3oH2501,Br
(5 diff ppm).
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Chapitre 3 : Les tanins couronnes dans la vigne

Les tanins couronnes ont été découverts pour la premiére fois dans le vin rouge durant la theése de
Liming Zeng [20]. Malgré le grand nombre d’analyses réalisées afin d’identifier et de caractériser ces
nouvelles molécules, leurs origines et leurs localisations n’avaient alors pas été explorées. Dans la
partie suivante, les origines, la localisation ainsi que la quantification des tanins couronnes dans la

vigne ont été étudiées.

I. Localisation et extraction des tanins couronnes dans la baie de raisin

Les tanins couronnes ont été découverts dans un vin rouge commercial. Deux hypothéses
concernant leur origine ou leur formation ont alors été postulées. Hypothése 1, les tanins couronnes
sont présents dans le raisin et sont alors extraits durant la vinification pour se retrouver dans le vin.
Hypothése 2, les tanins couronnes sont formés au cours de la vinification et de I'élevage. Afin de définir
I’hypothése correcte, des extractions en laboratoire sur les différentes parties de la baie de raisin ont
été réalisées [244]. En paralléle, le développement d’'une méthode d’extraction de I'intégralité des

tanins couronnes dans le matériel végétal a été entrepris.

A. La localisation des tanins couronnes dans la baie de raisin

Afin de localiser les tanins couronnes dans la baie de raisin, les différentes parties de la baie de
Merlot et de Cabernet-Sauvignon ont été séparées manuellement (pellicules, pépins, rafles et pulpes)
avant d’étre extraites afin de vérifier la présence des tanins couronnes dans la baie et de localiser la
ou les parties de la baie d’ou ils proviennent (Figure 45). Les échantillons utilisés étaient des
échantillons provenant de sept parcelles différentes de la région bordelaise et les raisins ont été

récoltés a maturité (~ 230 sucres en g.L't, ~ 3,3 AT g.L't d’"H,S0a).

Les pellicules et les pépins en particulier ont été respectivement séparés de la pulpe. Ces deux
parties ont alors été lavées avec de I'eau distillée afin d’éliminer le sucre et de possibles restes de
pulpe. Les différentes parties ont alors été congelées afin d’étre par la suite lyophilisées pendant 48 h.
La lyophilisation permettra de conserver plus longtemps les échantillons sans que ceux-ci ne se
dégradent. Aprés que les échantillons aient été déshydratés, ceux-ci ont été broyés au mortier avant

d’étre soumis a une extraction solide-liquide.
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Echantillon de rafles Echantillon de pellicules Echantillon de pépins

Figure 45 : Différents échantillons de végétaux de la baie de raisin lyophilisés

Ainsi, par la suite, 500 mg de poudre de pépin, de pellicule ou de rafles ont été extraits en
utilisant un mélange de 40/60 (v/v) méthanol/eau acidifié a 0,1 % d’acide formique pendant 16 h. La
pulpe a-elle aussi été soumise a une procédure d’extraction identique mais sans lyophilisation. Toutes
les extractions ont été réalisées en triplicat pour toutes les parcelles et les deux cépages. Tous les
échantillons ont alors été injectés en UPLC-UV-ESI-QTOF, les chromatogrammes ayant alors été

analysés pour tous les échantillons provenant de toutes les parties végétales extraites.

Dans la pulpe aprés extraction aucun pic n’a été détecté en UPLC-UV-ESI-QTOF pour les ions
moléculaires m/z 1153,2615 et 1441,3242 caractéristiques du tétramére et des pentameéres couronnes
respectivement. Ce résultat est peu surprenant puisque les composés phénoliques majoritaires de la
pulpe sont principalement les acides phénols et que cette derniere ne contient pas de tanins

condensés.

Pour I'extraction réalisée sur les pépins, I'extraction des ions moléculaires, suite a I'analyse en
UPLC-UV-ESI-QTOF, a montré qu’aucune procyanidine couronne n’était présente dans les pépins, peu
importe I’échantillon testé (Figure 46). Ces résultats étaient étonnants vu que dans la baie de raisin, le
pépin posséde une majorité de procyanidine. De plus, les tanins couronnes recherchés, notamment le
tétramere couronne dont la structure a été déterminée par RMN, sont composés uniquement
d’épicatéchine qui est I'un des monomeéres principaux des tanins condensés localisés dans les pépins.

Les mémes résultats ont été obtenus avec les rafles des deux cépages (Figure 47).

100



x10 2

0.8+
0.6+
0.4+
0.2+

Chapitre 3 : Les tanins couronnes dans la vigne

A=280nm

x10 2

m/z = 1153,2615

m/z = 1441,3242

x10 2

Temps (min)

Figure 46 : Chromatogramme d’un échantillon de pépins
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Figure 47 : Chromatogramme d’un échantillon de rafles

Enfin, concernant les extractions des pellicules, les résultats obtenus pour I'extraction des ions

moléculaires m/z 1153,2615 et m/z 1441,3242 ont montré, pour chacun d’eux, la présence d’un pic

correspondant au tétrameére couronne et d’un pic correspondant aux deux pentameres couronnes co-

élués (Figure 48). Ce résultat a été vérifié pour les 14 échantillons testés, peu importe le cépage ou la

parcelle. Les tanins couronnes sont donc spécifiquement localisés dans la pellicule des raisins dans le

cas du Merlot et du Cabernet-Sauvignon. Au vu de la structure du tétramére couronne composée

uniquement d’épicatéchine et de la composition monomérique des tanins condensés localisés dans la

pellicule du raisin (composé principalement d’epigallocatéchine), ce résultat est d’autant plus
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surprenant et inattendu. Ce résultat questionne notamment sur les raisons de cette localisation
spécifique de cette famille de composé, sur leur biosynthese et surtout est-ce que cela est spécifique

au Merlot et au Cabernet-Sauvignon ou est-ce que cela est également retrouvé dans les autres

cépages ?
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01 AP
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Figure 48 : Chromatogramme d’un échantillon de pellicules

B. La méthode d’extraction des tanins couronnes dans le matériel végétal

Apreés avoir découvert que les tanins couronnes étaient exclusivement présents la pellicule de la
baie de raisin, une méthode d’extraction permettant d’extraire la totalité de ceux-ci du matériel
végétal a été développée. Afin de trouver le meilleur solvant pour extraire la totalité des tanins
couronnes du raisin et ainsi pouvoir utiliser cette procédure d’extraction pour comparer différents

cépages ou échantillons entre eux, des tests d’extractions avec les solvants ci-dessous ont été réalisés :

- Solvant 1:70/30 (v/v) acétone/eau suivi de 40/60 (v/v) méthanol/eau

- Solvant 2 : 70/30 (v/v) acétone/eau suivi de 40/60 (v/v) méthanol/eau avec chaque solvant
acidifié a 5 g.L't d’acide tartrique

- Solvant 3 : Solution modeéle de vin (solution a 12 % d’éthanol avec 5 g.L™* d’acide tartrique et

le pH a 3,5)

Les tests de solvant ont été réalisés sur des broyats de pellicule de Cabernet-Sauvignon. 500 mg
de pellicule ont alors été extraits par 5 mL (soit un ratio solide liquide de 1 pour 10) de chaque solvant

sous agitation mécanique et dans un vial a I’abri de I'oxygene. La premiére extraction durait 16 h et,
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en suivant, le surnageant a été récupéré apres centrifugation pendant 15 min a 4500 rpm. Ensuite, le
surnageant a été conservé et a nouveau 5 mL du méme solvant ont été rajoutés aux pellicules déja
extraites une premiére fois. Débute alors une deuxieme extraction de 16 h. Les deux surnageants sont
alors combinés, évaporés a sec, filtrés et repris dans 1 mL d’eau Milli-Q. Les différents échantillons
obtenus en fonction des solvants d’extraction utilisés ont été injectés et analysés en UPLC-UV-ESI-
QTOF avec la méthode développée pour détecter les tanins couronnes: m/z 1153,2615 pour le

tétrameére couronne et m/z 1441,3242 pour les pentameéres couronnes.

Le solvant 1 correspondait aux extractions successives avec 70/30 (v/v) acétone/eau suivies de
40/60 (v/v) méthanol/eau sans ajout d’aucun acide. Les extractions avec ce solvant ont été injectées
et de faibles quantités d’ions moléculaires m/z 1153,2615 et m/z 1441,3242 au temps de rétention des
tanins couronnes, tétraméere ou pentameéres, ont été détectés. Concernant le second mélange de
solvant, correspondant aux extractions successives avec 70/30 (v/v) acétone/eau suivies de 40/60 (v/v)
méthanol/eau avec chaque solvant acidifié a 5 g.L'! d’acide tartrique, le tétramére et les pentaméres
couronnes ont pu étre identifiés. De facon identique, I'utilisation du solvant 3 a également conduit a
I'extraction et I'identification des composés. Le rendement d’extraction a été le meilleur avec le
solvant 2 par rapport aux solvants 1 et 3. Néanmoins, malgré cette trés bonne extraction du solvant 2,
celui-ci n’a pas extrait la totalité des tanins couronnes en seulement deux extractions solide-liquide
successives. Cependant, ces tests de solvant ont montré que I'extraction des couronnes se faisait plus

efficacement dans un milieu acidifié.

Les investigations afin de trouver le nouveau solvant se sont donc poursuivies. Comme dit
précédemment, cette nouvelle sous-famille de tanins condensés est beaucoup plus hydrophile et
polaire que les tanins condensés classiques. Dans cette optique et au vu des premiers solvants testés,
des solvants composés majoritairement d’eau et toujours acidifiés ont été utilisés. Différents types
d’acides organiques ont alors été testés. L’acide formique a été choisi, car il est plus facile a éliminer
par évaporation et c’est également I'acide présent dans les solvants utilisés en UPLC-UV-ESI-QTOF. Au
final, le solvant conduisant au meilleur rendement d’extraction des tanins couronnes est un mélange

de 40/60 (v/v) méthanol/eau acidifié avec 0,1 % d’acide formique.

Ayant pour objectif d’avoir une méthode pouvant permettre I'extraction d’un grand nombre
d’échantillons, I'optimisation du temps de contact solide-liquide est un parametre également
important comme peut I'étre le solvant utilisé. Ainsi, une séquence d’extraction enchainant une
extraction de 16 h (réalisée durant la nuit) suivie d’'une extraction de 8 h (durant la journée) a été
testée avec collecte du surnageant a chaque temps et ajout de 5 mL de solvant frais. Cette séquence

d’extraction étant moins chronophage que des blocs de 16 h comme testés précédemment. Au total,

103



Chapitre 3 : Les tanins couronnes dans la vigne

6 extractions successives ont été réalisées correspondant a 3 jours d’extraction en tout. Chaque
fraction a alors été injectée séparément afin de suivre la cinétique d’extraction des tanins couronnes
jusqu’a épuisement complet de la matiére premiere. Il s’est avéré qu’au bout de trois fractions (16 h-
8 h-16 h), la totalité des tanins couronnes contenus dans I’échantillon étaient extraits, puisqu’aucune

procyanidines couronnes n’ont été détectées par UPLC-UV-ESI-QTOF dans la 4™ extraction.

En conclusion, la méthode optimale pour I'extraction de la totalité des tanins couronnes des
pellicules est une extraction avec un mélange de 40/60 (v/v) méthanol/eau acidifié a 0,1 % d’acide
formique. La masse du matériel de départ est de 500 mg d’échantillons lyophilisés dans 5 mL de
solvants, le temps d’extraction est de 16 h, 8 h et 16 h suivies de la collecte du surnageant entre chaque
fraction et resuspension du matériel végétal avec 5 mL du mélange de solvant décrit ci-dessus. Les trois
surnageants récupérés en fin d’extraction sont alors évaporés a sec ensemble et par la suite repris

dans 2 mL d’eau Milli-Q (Annexe 1)

Il. Quantification des tanins couronnes dans différents cépages

Une étude sur un large panel de cépages mondiaux a été entreprise pour déterminer s'il existait
une variabilité de teneur en tanins couronnes en fonction des cépages et pour également confirmer la
localisation spécifique des tanins couronnes dans la pellicule de la baie pour I'ensemble des cépages,
comme observé pour le Merlot et le Cabernet-Sauvignon. Les échantillons utilisés pour cette étude
proviennent d’une collaboration avec I'unité de recherche EGFV et en particulier la Dr. Agnes Destrac.
Cette collaboration a permis d’obtenir des échantillons de raisin provenant d’une parcelle particuliere
nommeée Vitadapt. Dans le cadre du projet Vitadapt mené par le Dr. Kess Van Leeuwen, cette parcelle
expérimentale a pour but d’étudier I'évolution phénotypique de 52 cépages dans les conditions
climatiques de la région Bordelaise. Sur les 52 cépages répertoriés, une trentaine, dont 27 cépages
noirs et 3 cépages blancs, ont été collectés pour déterminer la teneur en tanins couronnes dans la baie
de raisin (pépins et pellicules) (Voir Matériels et Méthodes Il. A). L'étude a été réalisée pour trois
millésimes consécutifs soit 2016, 2017 et 2018 sur les 30 mémes cépages, I’'Ugni blanc étant absent du
millésime 2016. Enfin, une information essentielle et importante a retenir est que le seul parameétre
variant dans cette étude est le cépage. En effet, les cépages ont tous été plantés dans le méme sol, en
utilisant le méme porte-greffe, et avec une répartition en bloc de répétition ayant subi les mémes
conditions météorologiques et les mémes traitements phytosanitaires. De plus, ils ont tous été
collectés a un niveau de maturité identique. Selon un protocole de collecte stricte, 100 baies ont été
ramassées pour chaque cépage. Pour un méme cépage, les cent baies étaient récoltées sur les 5 blocs

de chaque cépage répartis sur I’'ensemble de la parcelle. Ainsi, les baies provenaient de différentes
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grappes, sur différents pieds toutes collectées a maturité technologique du cépage. Ce protocole

permet ainsi une homogénéisation et une représentativité de I'échantillonnage.

Apres avoir été collectées, les baies de tous les cépages ont été pesées afin d’obtenir le poids de
100 baies pour chaque échantillon. Pour chaque cépage, les 100 baies ont été pelées et les pépins et
les pellicules ont ensuite été rincés, congelés et lyophilisés. Débute alors le protocole d’extraction de
la totalité des tanins couronnes en partant de 500 mg de broyat de pépins ou de pellicules lyophilisés
dans 5 mL du mélange 60/40 (v/v) eau/méthanol acidifié 4 0,1 % d’acide formique. A la fin du protocole
d’extraction, réalisé en triplicat sur chacun des cépages, tous les échantillons ont été injectés en I'UPLC-
UV-ESI-QTOF avec la méthode de quantification développée pour les procyanidines couronnes. La
guantification a été réalisée pour le tétramére couronne et pour les pentameres couronnes. Les
concentrations ont été déterminées grace a une courbe de calibration réalisée avec le tétramere
couronne pur et les concentrations sont exprimées en mg.g™ de pellicules lyophilisées. Dans le cas du
pentameére couronne, ces concentrations sont exprimées en équivalent tétramére couronne. Les
graphiques dans la suite de ce chapitre ont été réalisés pour chaque année, en classant les cépages du
moins concentré au plus concentré, faisant varier la concentration en tétramere ou pentamére

couronne en mg.g ! d’extrait sec en fonction du cépage.

A. Comparaison de la concentration en tétramére et en pentaméres couronnes en
fonction des cépages

Aprés avoir collecté sur la parcelle les raisins de 30 cépages, 27 cépages noirs et 3 cépages blancs
nécessaires a notre étude, I'intégralité de ceux-ci ont été pelés et épépinés afin de conserver
exclusivement les pellicules et les pépins. Tous les échantillons ont alors été congelés, lyophilisés et
broyés afin d’obtenir une poudre de pellicules et de pépins. Ainsi, le protocole d’extraction développé
pour extraire la totalité des tanins couronnes a débuté. Aprés avoir extrait toutes les pellicules et tous
les pépins de chaque cépage, les extractions ont été injectées en UPLC-UV-ESI-QTOF, et les résultats

des extraits de pépins et de pellicules ont été traités séparément.

Aprés avoir extrait et quantifié tous les échantillons de pépins provenant des 30 cépages différents
de la parcelle Vitadapt, les échantillons ont été analysés. La présence des tanins couronnes n’est
apparue dans aucun échantillon de pépins sur les 30 cépages analysés. Cette analyse a donc confirmé
I’absence totale des tanins couronnes des pépins de la baie de raisin, rendant ainsi la localisation de

ces nouvelles molécules cycliques exclusivement dans la pellicule de la baie de raisin.

Aprés avoir confirmé que les tanins couronnes sont absents des pépins de la baie de raisin, les

investigations se sont poursuivies avec pour objectif I'étude de la variabilité des concentrations en
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tanins couronnes en fonction du cépage sur trois millésimes consécutifs. Afin de traiter les résultats
sous différents angles et au vu des différentes informations a discuter, les résultats des différents
millésimes seront traités un par un pour le tétramere couronne et ensuite pour les pentaméres
couronnes. Ainsi, par la suite, la comparaison des millésimes entre eux sera étudiée pour enfin finir
par la comparaison des résultats entre le tétramere et les pentameres couronnes. Pour une
compréhension plus claire, les résultats pour I'année 2016 correspondent aux graphiques de couleur

bleue, ceux de 2017 sont représentés en orange et ceux de 2018 en vert.
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Figure 49 : Concentration en tétramere couronne en fonction des cépages pour le millésime 2016

En 2016, les concentrations en tétramére couronne varient de 21 pg.g* de pellicules lyophilisées
pour le cépage Sauvignon blanc jusqu’a 152 pg.g™* pour le cépage Vinhao (Figure 49). Considérant les
statistiques réalisées entre les différents échantillons analysés, toutes les concentrations en tétramére
couronne pour chaque cépage ne sont pas forcément différentes de leur voisin. En effet, beaucoup de
variétés ont des concentrations proches. En examinant les résultats de I'analyse statistique,
I’histogramme peut se décomposer en 4 groupes : de Sauvignon blanc a Mourvédre, de Sangiovese a
Touriga National, de Carignan a Arinarnoa et enfin de Tempranillo a Vinhao. Cependant, cet

histogramme apporte quand méme un résultat majeur indiquant que les cépages blancs sont les
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variétés les moins concentrées en tétrameres couronnes et que les cépages teinturiers quant a eux

sont les cépages les plus concentrés.
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Figure 50 : Concentration en tétramere couronne en fonction des cépages pour le millésime 2017

Pour le millésime 2017, les mémes 30 cépages, plus I'Ugni blanc, provenant de la méme

parcelle ont de nouveau été récoltés a maturité et la concentration en tanins couronnes dans leurs

pellicules a été déterminées par I'UPLC-UV-ESI-QTOF. Pour ce millésime, les concentrations en

tétramére couronne varient de 18 pg.g* de pellicules lyophilisées pour le cépage Merlot jusqu’a

60 pg.g* pour le cépage Vinhao (Figure 50). Contrairement a 2016, les concentrations entre les

cépages sont plus proches et donc les statistiques réalisées sur cet histogramme montrent beaucoup

moins de différences entre les cépages méme s’il existe un facteur trois entre les concentrations les

plus faibles et les plus hautes. Trois groupes peuvent uniqguement étre définis sur la courbe : de Merlot

a Touriga National, de Cot a Carignan et de Syrah a Vinhao. Bien que les concentrations observées

soient presque deux fois plus faibles en 2017 que celles observées en 2016, ce sont malgré tout encore

les cépages teinturiers qui ont les concentrations en tétramére couronne les plus élevées.
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Figure 51 : Concentration en tétrameére couronne en fonction des cépages pour le millésime 2018

Pour le millésime 2018, les concentrations en tétramére couronne varient de 36 pg.g* de
pellicules lyophilisées pour le cépage Merlot jusqu’a 123 pg.g* pour le cépage Arinarnoa (Figure 51).
Comme observé sur les résultats du millésime 2017, la variation de concentration entre les cépages
est plus resserrée qu’en 2016 et beaucoup moins de différences peuvent étre observées
statistiquement, bien que 3 groupes peuvent encore étre définis: de Carménere a Syrah, de
Mourvédre a Prunelard et de Morastel a Arinarnoa. En revanche, la gamme de concentrations
ressemble celle de 2016. Les cépages les plus concentrés sont soit les cépages teinturiers tels que le
Vinhao ou le Saperavi, ou des cépages généralement riches en anthocyanes et en tanins condensés

comme le Xinomavro, le Tannat ou I’Arinarnoa.

En résumé, au vu des observations réalisées sur les trois histogrammes montrant les
concentrations en tétrameéres couronnes en fonction des cépages, il apparait certaines tendances au
niveau des groupes discutés plus haut pour chaque millésime, ces groupes pouvant se diviser en trois
parties : le Groupe F (concentration faible), le groupe M (concentration moyenne) et le groupe H
(concentration haute). lls peuvent se différencier pour les trois millésimes. En effet, les cépages
teinturiers et les cépages riches en polyphénols sont toujours les plus concentrés en tétramere

couronne (Xinomavro, Vinhao, Tinto Cao), se trouvant ainsi dans le groupe H. Certaines variétés telles
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qgue le Cot, le Prunelard ou méme le Tempranillo ne changent pas de position d’un millésime a un
autre, a I'inverse d’autres qui ne possedent jamais la méme position dans le classement tel que les
cépages blancs, la Syrah voire méme le Merlot changeant ainsi de groupes. Enfin, certains ont une
concentration fluctuante d’'une année sur I'autre, mais ne les faisant pas changer de groupe. C'est le
cas pour le Tannat, le Carignan qui changent de position tout en restant dans le groupe H et du Petit
Verdot ou du Carménére restant eux en position basse de I’histogramme dans le groupe F, I'influence

du millésime affectant différemment les différents cépages.

Apres avoir regardé la variabilité en tétramere couronne entre les cépages, les différences de
concentrations en fonction des cépages pour les pentameres couronnes ont été déterminées en
utilisant les mémes échantillons que pour le tétramere. La méme étude que précédemment avec le
tétramere couronne a été réalisée sur les pentameéres couronnes et les résultats seront traités dans le

méme ordre.
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Figure 52 : Concentration en pentamére couronne en fonction des cépages pour le millésime 2016

Pour les raisins récoltés en 2016, les concentrations en pentaméres couronnes varient de
12 pg.g*de pellicules lyophilisées pour le cépage Pinot noir jusqu’a 109 pg.g* pour le cépage Vinhao.
D’apres les analyses statistiques, comme c’était le cas pour le tétrameére, quatre groupes en fonction

de leurs concentrations peuvent se détacher de I'histogramme : de Pinot noir a Mourvedre, de
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Sangiovese a Carignan, de Morrastel a Tinto Cao et enfin de Tannat a Vinhao. Le cépage le plus

concentré en pentameéres couronnes est le Vinhao tandis que le moins concentré est le Pinot noir

(Figure 52).
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Figure 53 : Concentration en pentamére couronne en fonction des cépages pour le millésime 2017

Pour le millésime 2017, les concentrations en pentaméres couronnes varient de 13 pg.g* de

pellicules lyophilisées pour le cépage Merlot jusqu’a 60 pg.g* pour le cépage Xinomavro (Figure 53).

L’analyse statistique montre que trois groupes peuvent se détacher de I'histogramme en fonction de

leurs concentrations : de Merlot a Cabernet-Sauvignon, de Touriga Francesca a Carignan et de Vinhao

a Xinomavro. Le cépage le plus concentré est le cépage teinturier Xinomavro tandis que le moins

concentré est le Merlot comme observé pour le tétramére couronne.
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Figure 54 : Concentration en pentamére couronne en fonction des cépages pour le millésime 2018

Pour les raisins récoltés en 2018, les concentrations en pentameéres couronnes varient de
20 pg.g? de pellicules lyophilisées pour le cépage Sauvignon blanc jusqu’a 90 pg.g? pour le cépage
Xinomavro. Comme observé en 2017, les résultats statistiques étant trés proches, les différences entre
les cépages sont moins notables bien que 3 groupes peuvent étre déterminés : de Sauvignon blanc a
Mavrud, de Ugni Blanc a Touriga National et de Tempranillo a Xinomavro. Le cépage le plus concentré
est le Xinomavro comme observé en 2017 tandis que le moins concentré est le Sauvignon blanc

(Figure 54).

En résumant les observations réalisées sur les trois histogrammes montrant les concentrations
en pentameres couronnes en fonction des cépages, il apparait certaines tendances au niveau des
groupes discutés plus haut pour chaque millésime. En effet, les cépages teinturiers et les cépages
riches en polyphénols sont toujours les plus concentrés en pentaméres couronnes (Xinomavro, Tannat,
Arinarnoa). lls sont présents dans le groupe H. Certaines variétés telles que le Sangiovese, le
Carménere ou méme le Petit Verdot ne changent pas de groupe et font toujours partie du méme
groupe F, le moins concentré en pentameres couronnes d’un millésime a l'autre. A I'inverse d’autres
peuvent changer de groupe ou de position au sein du méme groupe tels que les cépages blancs, le
Cabernet-Sauvignon voir méme le Prunelard. Enfin, certains ont une concentration fluctuante d’une

année sur 'autre. C'est le cas pour le Tempranillo ou le Cot qui changent de position tout en restant
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dans la partie haute de I’histogramme (groupe H) et du Cabernet-Franc ou du Castets restant eux en
position basse de I'histogramme (groupe F). Il est également possible de noter que le millésime

impacte différemment la concentration en tanins couronnes en fonction des différents cépages.

En conclusion de ces six histogrammes, les cépages teinturiers sont les cépages les plus
concentrés en tanins couronnes, tétramére ou pentameres, et les cépages blancs les moins concentrés,
guelque soit le millésime. Des différences de concentration entre les millésimes sont notables quelque
soient les tanins couronnes étudiés. Enfin, des différences entre le tétramere et les pentaméres
couronnes sont également notées. En effet, quelques soit le cépage et le millésime, la concentration
en tétramere couronne dans les pellicules du raisin est toujours supérieure a la concentration en

pentaméres couronnes.

Apres avoir détaillé toutes ces courbes et afin de comparer les trois millésimes, deux autres
histogrammes ont été réalisés sur la base des concentrations déterminées précédemment pour
chacune des deux molécules. Le classement a cette fois-ci été réalisé sur la base de la moyenne des

concentrations des trois millésimes pour chaque cépage du moins concentré au plus concentré.

140 -
3 m2016 ®™2017 m2018
= T
8 120 -
s
£
-0 +T7T
-]
.-E.u -
2100 | 7
c
@
% .
Q
o 80 A - 1 [ _
= g -
o : - ~
(%] -
o o .
]
@ 60 - ]
£
(1]
E
2 ]
o a0 |
: T iyl i
8
[=] =
g P % 11 r1
5 1 I
8 20 g s
c
Q
(9
0
2 P e R I E AT P TRAEL ST D L PO
ST IS TS ILFFNLFFTILELE CFfF TS
& g & & RPN S < F & bé,é‘? .e.* & 75?(_*,5' & & LEE Y E
F &S A & T 9 & X <¥F &Y & & & -
IR 2 O & A% +
O & & & &
P 6}(\ é(‘ ‘\00
AT
(J’b
Cépages

Figure 55 : Concentration en tétramere couronne en fonction des cépages pour tous les millésimes
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Pour le tétramere couronne (Figure 55), I’histogramme montre que les concentrations dans la
pellicule sont fortement influencées par I'effet millésime, surtout pour I'année 2017 qui possede des
concentrations trés basses en comparaison aux deux autres millésimes possédant eux des
concentrations en tétramere couronne du méme ordre de grandeur. Cette différence s’explique par
les conditions climatiques différentes entre les millésimes. En effet, 'année 2017 a Bordeaux a été un
millésime trés compliqué avec des gelées ainsi qu’un temps trés pluvieux juste aprés le débourrement
ce qui a perturbé la croissance de la vigne. En revanche en 2016, la vigne a bénéficié de bonne condition
de croissance avec un temps clément et surtout un été chaud, permettant la formation et
I"accumulation des métabolites secondaires dans la baie de raisin. Des pluies justes avant la période
des vendanges ont causé un retour de pousse au niveau de la partie aérienne de la vigne, stoppant
ainsi la concentration en molécules d’intéréts dans la baie de raisin. En 2018, le millésime a également
été tres pluvieux durant toute la période de croissance de la vigne, rendant ainsi les concentrations en

tanins couronnes entre les cépages moins différentiables.

La synthése de cet histogramme montre néanmoins gqu’il existe un effet phénotypique de la
concentration en tétrameére couronne entre les cépages, malgré les variations résultant des différents
millésimes. En effet, les concentrations en tétramére couronne varient de quelques dizaines de
microgrammes par gramme de pellicules lyophilisées a une centaine de microgrammes. Apres
observation des différentes tendances, les cépages blancs sont souvent les moins concentrés en
tétramere couronne (Sauvignon blanc) tandis que les cépages les plus concentrés sont soit des cépages
teinturiers tels que le Vinhao, ou le Saperavi, soit des cépages riches en polyphénols comme le

Xinomavro, le Tannat et I’Arinarnoa, fils du croisement Tannat et Cabernet-Sauvignon.

Les cépages teinturiers étant les cépages ayant le plus de tanins couronnes dans leurs
pellicules, il a également été vérifié qu’ils ne possédaient pas ces tanins dans leur pulpe. Apres
extraction de leurs pulpes colorées, ces derniers ne possedent que des tanins couronnes dans les
pellicules et pas dans la pulpe comme observé pour tous les autres cépages. Ce résultat n’est pas
forcément surprenant, puisque la pulpe des cépages teinturiers, méme si elle renferme des
anthocyanes, ne contient pas de tanins condensés, méme non cycliques. Une corrélation existe peut-

étre entre les concentrations élevées en tanins couronnes et les cépages riches en anthocyanes.
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Figure 56 : Concentration en pentameére couronne en fonction des cépages pour tous les millésimes

La méme analyse comparative des trois millésimes a été réalisée pour les pentameres
couronnes (Figure 56). A part les concentrations en pentameéres couronnes qui sont plus faibles que
pour le tétramere couronne, des conclusions identiques peuvent étre formulées. Les conditions
climatiques des trois millésimes impactent bien la concentration en pentameéres couronnes ce qui est
surtout plus marqué pour I'année 2017, qui est un millésime beaucoup moins concentré comme
observé pour le tétramere couronne. L'impact phénotypique des cépages est également observé, les
cépages blancs faisant partie des cépages les moins concentrés en pentameéres couronnes tandis que

les cépages teinturiers et riches en polyphénols sont les plus concentrés.

Enfin, la comparaison des moyennes des concentrations en tétrameres et pentaméres couronnes
montre un classement trés similaire. La différence majeure étant que le tétramére couronne est un
tiers de fois plus concentré que les pentameéres dans la plupart des cépages, avec toujours les mémes

cépages les plus concentrés.
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B. Comparaison de la concentration en tétramére couronne et en tétrameéres non
cycliques

Les tanins condensés étaient, jusqu’a la thése de Liming Zeng en 2015 et avant caractérisation des
tanins couronnes par RMN, considérés comme ayant uniquement des structures non cycliques. Une
étude comparative entre les concentrations en tanins couronnes et en tanins non cycliques de mémes
degrés de polymérisation a été réalisée dans les pellicules des cépages étudiés précédemment.
L’ objectif principal était de voir s’il y avait une corrélation entre les concentrations en tanins couronnes

et en tanins non cycliques.

Les tétrameéres non cycliques ayant comme ion moléculaire m/z 1155,2614, ils ont été quantifiés
par la méme méthodologie que les tanins couronnes dans les pellicules, en équivalent catéchine.
Sachant qu’il existe différents types de tétraméres de masse m/z 1155,2614, le tétramére non cyclique
majoritaire a été choisi pour la quantification, celui-ci étant le méme dans tous les cépages. Un
histogramme similaire a ceux réalisés pour les tanins couronnes a été construit et regroupe les
concentrations des cépages classés en fonction des moyennes de tous les millésimes, du cépage le

moins concentré au plus concentré (Figure 57).
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Figure 57 : Concentration en tétrameére non cyclique en fonction des cépages pour tous les

millésimes
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La premiére observation est que le classement des cépages en fonction de la concentration en
tétrameres non cycliques est totalement différent du classement réalisé pour le tétramere couronne.
En effet, les cépages blancs ainsi que les cépages teinturiers ne sont plus aux extrémités de
I’histogramme comme pour le tétramere couronne. De plus, les tétraméres non cycliques sont
beaucoup plus concentrés. En effet, les concentrations en tétraméres couronnes varient de 20 a
120 pg.g? de pellicules lyophilisées tandis que les tétraméres non cycliques ont des concentrations 5

fois supérieures variant de 70 3 520 ug.g?, tous millésimes confondus.

A présent, en regardant indépendamment chaque millésime, il avait été observé pour le
tétramere couronne que le millésime 2017 était beaucoup moins concentré que les deux autres années
tandis que pour les tétraméres non cycliques, c’est le millésime 2017 et également le millésime 2018
qui semblent les moins concentrés. En effet, le millésime 2016 est beaucoup plus concentré en
tétrameres non cycliques que les autres. Dans le cas des tétrameéres couronnes, la différenciation des
cépages pour le millésime 2016 était de loin la meilleure en comparaison aux autres millésimes. Cela
montre que I'accumulation des tanins non cycliques et des tanins couronnes dans la pellicule ne sont
pas influencés de la méme maniére par le millésime et donc par les conditions climatiques, cette

différence pouvant étre le résultat de facteur de régulation différent.

L’ensemble de ces résultats entre ces deux types de tanins condensés tétramériques (tétramére
couronne et tétramere non cyclique) pourrait impliquer des mécanismes de biosynthéses ou de

régulations différents au niveau de la pellicule de la baie de raisin pour chacune de ces molécules.

1. Evolution de la concentration en tanins couronnes selon différents

parametres viticoles

L'étude précédente décrite sur une large gamme de cépages a montré une possible corrélation
entre les concentrations élevées en tanins couronnes et les cépages riches en polyphénols, voir
teinturiers, ce qui laisserait supposer un possible lien entre les cinétiques d’accumulation de ces
composés spécifiqguement localisés dans les pellicules et les anthocyanes. L’objectif de cette étude a
été d’analyser la cinétique d’accumulation de ces tanins couronnes en fonction de différents stades de

maturité du raisin, ainsi que I'impact du sol sur la concentration en tanins couronnes.

Pour cela, une collaboration avec différents chateaux au sein de la région bordelaise nous a permis
de mener a bien cette étude, collaboration réalisée avec I’équipe du Pr. Laurence Geny-Denis et réseau
de suivi de maturité Bordeaux raisin. Parmi ces chateaux, deux parcelles étaient situées dans le Médoc

(P1 et P2), une dans les Graves (P3), une dans I'Entre-deux-mers (P4), deux dans le Libournais (P5 et
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P6) et enfin une a Blaye (P7). Les cépages collectés étaient les deux cépages majoritaires de la région
bordelaise : Merlot et Cabernet-Sauvignon. Enfin, les raisins ont été collectés durant le millésime 2016
a trois stades de maturité différents : Véraison (V), Mi-Maturité (MM) et Maturité (M). Tous les
échantillons ont été pelés, congelés et lyophilisés avant d’étre extraits avec la méthode développée
pour extraire la totalité des tanins couronnes des pellicules de raisin en utilisant 500 mg de pellicules

au départ. A la fin de I'extraction, tous les échantillons ont été injectés en UPLC-UV-ESI-QTOF.

Pour le cépage Merlot, les résultats ont été traités pour uniguement cing parcelles en raison des
soucis techniques pour le prélevement des échantillons a maturité pour les parcelles P2 et P3. Les
échantillons seront traités a la suite par molécules en comparant les deux cépages, des cing ou sept

parcelles et des trois stades de maturité.

A. Cinétique d’accumulation des tanins couronnes en fonction de la maturité du raisin

Dans un premier temps, les résultats concernant les concentrations en tétramére couronne en

fonction des différents stades de maturité pour les deux cépages étudiés seront discutés.
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Figure 58 : Cinétique d’évolution du tétramére couronne en fonction des stades de maturité pour le

cépage Merlot

Pour le cépage Merlot, une tendance a I'accumulation des tanins couronnes a été observée
(Figure 58). En effet, pour I'ensemble des parcelles excepté la P1, tous les stades de maturité sont
significativement différents. Entre le stade a Véraison et a Mi-Maturité, la concentration diminue

significativement tandis qu’une augmentation apparait entre le stade a Mi-Maturité et a Maturité.
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Chapitre 3 : Les tanins couronnes dans la vigne

Malgré ces observations, le stade a Maturité reste le plus concentré pour la majorité des parcelles.
Cependant, des cinétiques d’accumulation différentes apparaissent entre les parcelles, preuve d’un

effet terroir non négligeable.
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Figure 59 : Cinétique d’évolution du tétramére couronne en fonction des stades de maturité pour le

cépage Cabernet-Sauvignon

Pour le cépage Cabernet-Sauvignon, les cinétiques d’accumulation du tétramere couronne
sont beaucoup plus variables entre les parcelles (Figure 59). Les mémes tendances que pour le cépage
Merlot, sont observées pour les parcelles P2 et P5. Une accumulation croissante est en revanche
observée pour les parcelles P1, P3, P4 et P6, la parcelle P7 étant une exception avec une diminution
de l'accumulation du tétramére couronne. La tendance générale tend cependant vers une

augmentation du tétramere couronne dans la pellicule de la baie de raisin.

Plusieurs observations et conclusions peuvent étre formulées a partir de ces premiers
résultats. Pour I'évolution du tétrameére couronne en fonction des différents stades de maturité, la
tendance générale montre une accumulation du tétramere couronne durant la maturation du raisin.
Le fait que les concentrations a Mi-Maturité soient plus faibles que pour les deux autres stades est
probablement dii aux facteurs environnementaux. En effet, le millésime 2016 est caractérisé par un
mois d’ao(t tres sec et par des précipitations en septembre a l'origine de reprises de croissance des
parties aériennes de la vigne et un grossissement rapide des baies. De plus, comme vu précédemment
dans la partie Il ci-dessus, une différence de concentrations entre ces deux cépages a été observée, le

Cabernet-Sauvignon étant toujours plus concentré en tanins couronnes que le Merlot. Cette différence
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a également été observée dans I'étude précédente sur les concentrations en tanins couronnes dans
les différents cépages. Une derniere observation concerne les différences de concentrations pour tous
les stades de maturité en fonction des parcelles. La grande variabilité entre ces derniéres peut
s’expliquer par le terroir tres différent entre les parcelles, comme les facteurs environnementaux
(microclimat, sol, age de la vigne), mais également les facteurs humains (traitements, taille, conduite

de la vigne).

Les cinétiques d’accumulation des pentameéres couronnes dans la pellicule de la baie de raisin
en fonction des différents stades de maturité du raisin ont également été déterminées pour les deux
cépages. Des tendances proches de celle observée pour le tétramére couronne ont été notées
(Figure 60). Cette tendance tend vers une augmentation des pentameéres couronnes durant la
maturation du raisin pour les parcelles P4, P5 et P7. Cette observation n’est pas vérifiée pour les
parcelles P6 et P7, qui respectivement montrent une décroissance et une stabilité des tanins
couronnes durant la maturation. Les tendances observées sur ces deux derniéres parcelles ne sont pas

définies au vu des analyses statistiques qui sont peu différentes entre les stades de maturité.
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Figure 60 : Cinétique d’évolution des pentaméres couronnes en fonction du stade de maturité pour

le cépage Merlot

Une tendance similaire a celle observée pour le Merlot a également été notée pour le cépage
Cabernet-Sauvignon (Figure 61) avec une tendance a I'augmentation des pentaméres couronnes en
fonction du stade de maturité pour les parcelles P1, P2, P3 et P5. Les parcelles P4 et P6 ne montrent
pas de différences significatives entre le stade a Véraison et le stade a Maturité. Avec une tendance

contraire, la parcelle 7 montre une diminution significative de la concentration en pentaméres
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couronnes. Un comportement différent de cette parcelle avait également été noté pour le tétramere

couronne.
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Figure 61 : Cinétique d’évolution des pentaméres couronnes en fonction des stades de maturité

pour le cépage Cabernet-Sauvignon

Pour les pentameres couronnes, une tendance générale se détache malgré des différences
statistiques entre les parcelles peu définies. La tendance tend vers une accumulation des pentaméres

couronnes durant la maturation du raisin, comme observée pour le tétramere couronne.

Dans le but de comparer le comportement des tanins couronnes et des tanins condensés non
cycliques, leur quantification a été réalisée afin de comparer leurs évolutions au cours de la maturation

du raisin.
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Figure 62 : Cinétique d’évolution du tétramére non cyclique en fonction du stade maturité pour le

cépage Merlot

350 ~

300 b

Concentration en tétramere linéaire pg/gd'extrait sec

c
250 -
a
200 -+ -
150 -
a
a a — a
_ - b _ c
100 42 b b b
- b C b C b [
N II II II
0 T T T T T T
P1 P2 P3 P4 P5 P& P7
1 100% Véraison B Mi-Maturité B Maturité

Figure 63 : Cinétique d’évolution du tétramére non cyclique en fonction du stade de maturité pour

le cépage Cabernet-Sauvignon
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Sur I'ensemble des parcelles pour le cépage Merlot, les concentrations en tétramere non
cyclique diminuent significativement (Figure 62). Pour le cépage Cabernet-Sauvignon, la méme
diminution significative a été observée pour toutes les parcelles (Figure 63). A noter que la
concentration de la parcelle P3 a Maturité et la concentration de la parcelle P6 a Véraison sont tres
probablement aberrantes, car beaucoup trop élevées en comparaison aux concentrations des autres
stades pour les mémes parcelles. Malheureusement, ces échantillons n’ont pas pu étre répétés pour
des raisons de disponibilité de matériel végétal. De plus, une autre observation surprenante concerne
les concentrations de la parcelle P7 qui sont toutes 3 a 4 fois plus importantes que celle des autres
parcelles pour le cépage Cabernet-Sauvignon. Donc, les tétrameres non cycliques ont tendance a
diminuer avec la maturation du raisin. De plus, ces tétrameéres non cycliques ont des concentrations
beaucoup plus importantes que le tétramere couronne, observation déja réalisée auparavant sur les

concentrations en tanins couronnes dans les pellicules des différents cépages.

En conclusion, les concentrations dans les pellicules en tétrameére et pentaméres couronnes
tendent a une augmentation durant la maturation du raisin contrairement aux tétrameéres non
cycliques qui eux diminuent avec le niveau de maturité. Ces différences de tendance montrent une
accumulation différente de ces molécules dans la pellicule de la baie de raisin et donc surement une
différence au niveau de la régulation de leur biosynthése. De plus, la concentration du tétramere
couronne est toujours plus élevée que celle des pentameres couronnes quel que soit le cépage, le
niveau de maturité, ou méme la parcelle. Cette observation avait déja été réalisée dans I'étude
précédente des tanins couronnes dans les différents cépages. Une autre observation importante est la
différence de concentration entre les cépages Merlot et Cabernet-Sauvignon, le Cabernet-Sauvignon

étant toujours plus concentré en tanins couronnes que le Merlot.

De plus, un important effet parcelle a également été observé. Ces différences peuvent
s’expliquer par différents facteurs tels que le type de sol, de gestion de la parcelle et du microclimat
des parcelles, car bien que cette étude se déroule dans la méme région, le climat peut étre différent
sur quelques kilometres. Ces résultats ne sont qu’une tendance, car ils n’ont été entrepris que sur un

seul millésime et il aurait fallu plus de données afin que les analyses statistiques soient plus robustes.

B. Etude de la concentration en tanins couronnes en fonction du type de sol

Dans cette partie, I'’étude a été focalisée sur I'impact du sol sur la concentration en tanins
couronnes. Dans la région bordelaise, différents types de sols existent, le Peyrosol (pH légérement
acide), sol graveleux constitué d’une texture caillouteuse et pierreuse, est le plus commun. En effet,

les parcelles P1, P2, P3 et P6 ont été plantées sur ce type de sol. La parcelle 4 est un sol de type
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Redoxisol (pH acide) caractérisé par des alternances de périodes humides et séches causées par la
remontée et redescente de la nappe. La parcelle 5 a été plantée sur un sol de type Rendosol (pH
basique) qui est le sol le plus fréquent en France. Il est le plus souvent saturé en calcaire et il est peu
évolué en comparaison aux autres sols présentés. Enfin, la derniére parcelle étudiée, la parcelle 7, a
été cultivée sur un sol de type Brunisol (pH légérement acide), qui est caractérisé par un sol non

calcaire, coloré en brun par les oxydes de fer liés a I'argile. [245].

Pour cette étude, les mémes sets d’échantillon que précédemment ont été utilisés, mais
uniquement sur le cépage Cabernet-Sauvignon. Aprés extraction, les échantillons ont été par la suite
injectés en UPLC-UV-ESI-QTOF et quantifiés avec le logiciel Mass Hunter. Comme énoncé ci-dessus, les
échantillons ont été séparés par type de sol avec P1, P2, P3 et P6 ensemble de parcelles appartenant
au méme sol Peyrosol et les parcelles P4, P5 et P7 séparées étant respectivement des sols Redoxisol,

Rendosols et Brunisols. Le tétrameére couronne ainsi que les pentaméres couronnes ont été quantifiés.

Les résultats montrent que les concentrations les plus élevées en tanins couronnes ont été
observées pour le Rendosol tandis que les concentrations les moins élevées sont observées pour le
type de sol Redoxisol (Figure 64). Une telle différence entre ces deux types de sols a déja été observée
par une étude de Renouf et al. en 2010 [80]. Dans cette étude, il avait été déterminé que le sol
Rendosol donnait une meilleure qualité au vin que les sols Redoxisols. Dans notre étude, le classement
par ordre croissant des sols en fonction de la concentration en tanins couronnes a été effectué
donnant I'ordre suivant : Redoxisol > Brunisol > Peyrosol > Rendosol. Concernant les procyanidines
couronnes, les différences de concentration en fonction des sols pourraient étre influencées par le pH
du sol. En effet, un pH bas favoriserait la formation des tanins couronnes (Rendosol) au contraire des
pH élevés (Redoxisol). De plus, il a été noté que le sol n'a pas d’'impact sur la différence de
concentration entre tétramere et pentameres couronnes. En effet, la concentration en tétramere
couronne est toujours supérieure aux pentameres couronnes. Cependant, un grand nombre de
facteurs, autres que le sol, peuvent influencer les différences entre parcelles observées et devront étre
approfondis. Parmi ces facteurs, on retrouve I’age de la vigne, le porte-greffe utilisé, le mode de taille

ainsi que I'orientation de la parcelle, I'exposition, les traitements, etc...
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Figure 64 : Concentration en tanins couronnes en fonction du type de sol étudié

C. Impact du mode de culture de la vigne sur la concentration en tanins couronnes

Aprés avoir étudié I'influence des cépages ainsi que I'influence des différents types de sols sur les
concentrations en tanins couronnes, une étude préliminaire a été menée sur I'influence du mode de
conduite de la vigne sur les concentrations de cette nouvelle sous-famille de tanins condensés. Pour
cela, des raisins provenant de deux parcelles cOte a cote, dont I'une était en conduite conventionnelle
et I'autre en conduite biologique, ont été comparées. Les différences entre les deux parcelles sont
uniquement le mode de culture et principalement les produits utilisés pour les traitements
phytosanitaires. Cette étude a été réalisée sur le cépage Merlot uniquement et les raisins ont été
collectés a maturité en septembre 2015. Les échantillons de pellicule lyophilisée ont été préparés et
extraits avec la méme méthode qu’utilisée précédemment et ceux-ci ont été injectés, a la suite de
I’extraction, en UPLC-UV-ESI-QTOF. Les quantifications ont été réalisées sur le tétrameére et les

pentameres couronnes.

Les résultats montrent clairement une différence entre les deux modes de culture, les tanins
couronnes étant deux fois plus concentrés en conduite biologique qu’en conduite conventionnelle et

ce, pour le tétramére couronne et pour les pentameres couronnes (Figure 65).
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Figure 65 : Concentration en tanins couronnes en fonction du type de culture étudiée

Ce résultat souléve la question de I'utilité de cette sous-famille de tanins condensés pour la
plante. En effet, les tanins couronnes sont localisés uniquement dans la partie externe de la baie de
raisin, partie qui est également en contact avec les agents pathogenes. Se pourrait-il donc que la
différence de concentration en tanins couronnes soit une réponse de la plante a un stress ? Cette étude
préliminaire devra étre confirmée dans le futur par d’autres études sur un plus grand nombre

d’échantillons et sur différents modes de culture en ajoutant la culture en biodynamie par exemple.

IV.  Localisation des tanins couronnes dans la vigne ou dans d’autres produits

riches en polyphénols

Les tanins couronnes sont spécifiquement localisés dans la pellicule de la baie de raisin et nous
venons de montrer I'impact du cépage, du niveau de maturité du raisin ainsi que du sol et du mode de
conduite du vignoble sur leurs concentrations. Le fait que les tanins couronnes soient absents des
pépins et localisés uniquement dans les parties externes de la baie de raisin, mais également que leurs
concentrations soient également influencées par le mode de conduite de la parcelle, nous a amené
aux questions suivantes : les tanins couronnes sont-ils présents dans les autres parties externes de la
vigne telle que les rameaux, les feuilles ou les racines qui sont aussi des organes connus pour renfermer
des tanins condensés ? Et pour aller plus loin : les tanins couronnes sont-ils présents dans d’autres

végétaux riches en polyphénols et surtout en tanins condensés ?
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A. Localisation des tanins couronnes dans I’ensemble de la vigne

Dans les parties précédentes, les différentes composantes de la baie de raisin ont été extraites a
savoir la pellicule, la pulpe, les pépins et les rafles. Les tanins couronnes ont alors été exclusivement
localisés dans la pellicule de la baie de raisin. lls étaient totalement absents des autres parties. Or, les
polyphénols dans la vigne ne sont pas présents que dans la baie de raisin, ils sont aussi localisés dans
les racines en allant jusqu’aux feuilles. L'objet de cette étude a été d’extraire les autres parties
végétales de la vigne, hors baie de raisin, afin de voir si les tanins couronnes sont localisés ailleurs dans

la plante.

Pour cela, des extraits de vigne notamment des sarments, des racines et des feuilles de vigne ont
été analysés. Les différents échantillons de végétaux ont été collectés, congelés et lyophilisés afin d’en
faire de la poudre. Tous les échantillons de matiére végétale ont été extraits avec la méthode
développée pour I'extraction de I'intégralité des tanins couronnes dans la matiére végétale, méthode
utilisée pour I'extraction des pellicules. Les injections ont ainsi été effectuées en UPLC-UV-ESI-QTOF

avec la méthode développée pour les tanins couronnes.

Les échantillons de feuilles provenaient de cing cépages, trois cépages noirs et deux cépages
blancs : Cabernet Franc, Cabernet-Sauvignon, Petit Verdot, Sauvignon blanc et Ugni Blanc. Ces cépages
proviennent d’une parcelle expérimentale appartenant a I'INRA, dans le cadre d’une collaboration avec
la Dr. Sabine Guillaumie. Chaque feuille de chaque cépage a été collectées a différents stades
phénologiques de développement du raisin que sont : fermeture de grappes (FG), Mi-Maturité (MM)

et Maturité (M).
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Figure 66 : Concentration en tétramére et pentaméres couronnes dans les feuilles de vigne de

différents cépages

Le premier résultat de ces analyses a montré que les tanins couronnes étaient présents dans les
feuilles de chacun des cépages étudiés. Ce résultat surprenant a soulevé encore plus de questions vis-

a-vis de la biosynthéese de ces molécules.

Une analyse plus détaillée des résultats obtenus pour ce set d’échantillon a montré une
modification importante du ratio tétramere et pentaméres couronnes par rapport aux résultats
obtenus sur la baie de raisin (Figure 66). En effet, dans nos résultats précédents, le tétramere couronne
a toujours été plus concentré que les pentameéres couronnes quelques soient les échantillons. Dans les
feuilles, le résultat inverse est obtenu. Les pentameres couronnes sont plus concentrés que le
tétramere couronne, quel que soit le cépage ou le stade de développement phénologique de la vigne.
Ce résultat vient appuyer les questions sur le réle de ces molécules dans la plante et donc dans les

feuilles ainsi que leurs biosyntheses.

L’évaluation de la concentration en tanins couronnes en fonction du stade de développement
phénologique de la plante ici correspondant au développement de la grappe de raisin sur la période a
été étudiée. Les résultats sont tres variables en fonction des cépages. Le cépage Cabernet-Franc a des
concentrations en tanins couronnes qui ne varie pas d’un stade a I'autre, tandis que pour I’'Ugni blanc,
les concentrations semblent diminuer contrairement aux cépages Cabernet-Sauvignon, Petit Verdot et
Sauvignon blanc ol les concentrations augmentent avec les stades phénologiques. La seule conclusion

serait qu’il existe un effet phénotypique entre les cépages influengant les concentrations en tanins

couronnes en fonction des différents stades comme observé précédemment sur I'étude des cépages.
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Ces quelques résultats pourraient étre le début d’un autre axe de recherche sur cette nouvelle famille

de tanins couronnes.

Apres avoir montré la présence des tanins couronnes dans les feuilles, des investigations sur
la présence des tanins couronnes dans d’autres parties de la vigne ont été réalisées. Aprés la collecte
de sarments de vigne et de racines, ces échantillons ont été extraits avec la méthode d’extraction
développée en laboratoire sur les tanins couronnes. Les extraits ont alors été injectés sur I'UPLC-UV-
ESI-QTOF. Pour les sarments de vigne, il apparait qu’aprés analyse les tanins couronnes sont bien
présents. Etonnamment, les tanins couronnes les plus abondants sont les pentaméres couronnes, le
tétramere couronne étant détecté a I'état de traces. Le ratio entre tétramere et pentameéres observé

est du méme ordre de grandeur que celui découvert dans les feuilles. De plus, la concentration en

pentameres couronnes dans les sarments est |égerement supérieure aux concentrations retrouvées
dans les feuilles. La présence des tanins couronnes dans les sarments de vigne est peu étonnant en
vue de la composition de ceux-ci. En effet, de nombreuses publications se sont intéressées aux

polyphénols et notamment aux tanins condensés présents dans cette partie de la vigne [246].

En ce qui concerne les racines de vigne, les tanins couronnes apparaissent également dans les
mémes proportions que dans les sarments et donc que dans les feuilles. Les pentameéres couronnes
sont les plus abondants, le tétramére étant présent a I'état de traces. Les racines de vigne ont été
moins étudiées que les autres parties de cette plante, mais des études sur les racines de différentes
autres plantes (Sanguisorba oficinalis, plante de la famille des rosacées, les pinacées ou encore le thé
du Labrador) ont déja montré qu’il existe une grande proportion de tanins condensés dans ce matériel
végétal [247-249]. Il est donc probable que les racines de vigne possedent des tanins condensés et
donc qu’elles puissent renfermer des tanins couronnes. En effet, en analysant plus précisément les
résultats obtenus en spectrométrie de masse, des procyanidines diméres et oligomeéres similaires a

ceux présentes dans les pépins ont été détectés.

Cette étude préliminaire sur les racines et sur les sarments n’a été mise en place que sur un
seul type d’échantillon de sarment et de racine. Il faudra par la suite utiliser une gamme conséquente
d’échantillons afin de confirmer et valider ces résultats et de vérifier si la concentration des tanins
couronnes dans ces parties de la plante est également influencée par le mode de conduite, le sol et les

conditions climatiques.

Le plus surprenant dans ces résultats est les proportions différentes entre les tanins couronnes qui
sont présents dans la pellicule de la baie de raisin et dans les autres parties de la plante. L’hypothese

pourrait étre que les tanins couronnes sont synthétisés différemment dans les pellicules et dans le
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reste de la plante. De plus, une autre possibilité serait que les tanins couronnes sont transportés entre

les différentes parties de la vigne, ce qui pourrait expliquer ces différences.

B. Localisation des tanins couronnes dans d’autres produits riches en polyphénols

Dans l'optique d’étendre I'étude des tanins couronnes dans le regne végétal, quelques végétaux
ont été sélectionnés afin d’étre extraits dans le but de détecter leur présence dans d’autres matrices
que le raisin et la vigne. Des végétaux riches en polyphénols tels que les pommes ont été choisis. Les
échantillons de pomme choisis étaient des Grany Smith. Ce nouveau type d’échantillon étant tres
différent des pellicules de baie de raisin habituellement extraites, une méthode d’extraction spécifique
a cette matrice a été choisie par rapport a la littérature. Une méthode développée par le Dr. Guyot a
permis d’extraire la totalité des polyphénols de la pomme [243]. Apres les extractions faites, les

échantillons ont été injectés en UPLC-UV-ESI-QTOF.

Dans les pommes les extractions de chaque partie ont alors été réalisées et analysées. Les résultats
ont alors montré que les tanins couronnes étaient présents dans la peau et dans la chair de la pomme
(Figure 67). Dans la littérature, il a été constaté que les tanins condensés de la pomme sont tres
proches structurellement des tanins condensés du raisin. De plus, le ratio tétrameére et pentaméres
couronnes ressemble a celui trouvé dans les feuilles de vigne, les pentaméres couronnes étant plus
concentrés que le tétramere couronne. Ces résultats sont a l'inverse de ceux retrouvés dans les
pellicules des baies de raisin. Dans le futur, d’autres matrices végétales riches en polyphénols tels que

les fruits rouges, le thé ou le cacao pourraient étre testées.
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Figure 67 : Chromatogramme UV et spectre de masse des tanins couronnes dans les pommes
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V. Conclusions

En conclusion de ce premier chapitre, il a été montré que le tétramere et les pentameéres
couronnes avaient été localisés spécifiguement dans les pellicules de la baie de raisin, ces molécules
étant absentes des autres parties de la baie (pépins, pulpe et rafle). De plus, une méthode d’extraction
de la totalité des tanins couronnes présents dans la pellicule a été développée. Grace a cette nouvelle
méthode, par la suite, I'impact des différents facteurs viticoles sur la concentration en tanins
couronnes a été évalué. L'influence du cépage sur la concentration en tanins couronnes a fait I'objet
d’une grande partie de notre étude démontrant ainsi une variabilité phénotypique entre les cépages
pour les tanins couronnes. L'effet millésime est également un parameétre de variabilité important sur
la concentration de ces nouvelles molécules cycliques. Le sol ainsi que le mode de conduite du vignoble
impactent aussi fortement les tanins couronnes dans la pellicule de la baie de raisin. Ainsi, a la suite de
ces études, I’évolution des tanins couronnes dans la pellicule de la baie de raisin durant la maturation
de cette derniére a fait I'objet d’une recherche. L'étude a ainsi montré une accumulation de ces
nouveaux composés cycliques dans la pellicule durant la maturation du raisin entre véraison et
maturité. Toutes ces études soulevent beaucoup de questions sur la biosynthése de ces tanins dans la
baie de raisin. Ces questions nous ont menées a notre derniere étude sur la localisation des tanins
couronnes dans I'ensemble de la vigne montrant ainsi la présence, principalement des pentaméres
couronnes, dans les feuilles, les sarments, mais également les racines de la vigne. Cette investigation
devra étre prolongée sur un échantillonnage plus large a I’avenir. Les tanins condensés présents dans
les pommes étant des procyanidines similaires a celles présentes dans le raisin, les tanins couronnes y
ont donc été recherché et ces analyses ont ainsi montré la présence des tanins couronnes dans la

pomme.
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Chapitre 4 : Les tanins couronnes dans le vin

Apres avoir étudié dans la premiére partie la localisation et I'accumulation des tanins
couronnes dans la baie de raisin et dans la vigne en général, le deuxieme objectif est d’étudier
I’évolution de cette nouvelle famille de molécules aux propriétés particuliéres durant le processus
d’élaboration du vin. En effet, il a été constaté que ces molécules possédaient des propriétés bien
différentes des tanins non cycliques. Dans cette deuxieme partie, I'étude portera sur I'extraction des
tanins couronnes durant le processus de vinification, mais également sur leur évolution durant le
vieillissement en bouteille, ainsi que leur comportement vis-a-vis de I'oxydation. Cette partie sera
d’ailleurs en lien avec I'étude des tanins couronnes dans les cépages mise en ceuvre dans le Chapitre
3 1l. Tous les échantillons de vin en cours de fermentation ou de vins finis ont été filtrés et injectés en
UPLC-UV-ESI-QTOF, aucun autre traitement n’a été réalisé sur ces échantillons. La méthode utilisée
était la méthode développée spécifiquement pour détecter les tanins couronnes et enfin les

guantifications ont été réalisées avec le logiciel Mass Hunter.

En paralléle de I’étude des tanins couronnes durant le vieillissement, les pigments polymérisés
ont également fait I'objet d’investigation durant le vieillissement en bouteille des vins rouges en
utilisant la stratégie de dépolymérisation chimique en milieu acide développée par Zeng et al. 2016
[204]. Les pigments polymérisés sont composés d’un grand nombre de composés chimiques possédant
différents types de liaisons, quatre familles principales de pigments ont été choisies afin de suivre leur

évolution.

I. Extraction des tanins couronnes durant la vinification

Afin de mener a bien cette investigation, différentes modalités ainsi que différentes
expérimentations (microvinification a I'ISVV, ou suivi de vinification en condition réelle en chateau) a
partir d’échantillons de raisins différents ont été étudiées et analysées. Une breve description de la

mise en ceuvre expérimentale sera réalisée en début de chaque paragraphe.

A. Evolution des tanins couronnes durant la fermentation alcoolique

a. Extraction des tanins couronnes durant la fermentation alcoolique

Cette étude a été menée a bien en collaboration avec un chateau de I'appellation Pauillac. Le suivi
de vinification a été réalisé a grande échelle, dans les conditions de vinification utilisées dans le
chateau. Les détails de la conduite de la vinification sont décrits dans la partie Matériels et Méthodes.
Un suivi cinétique de I'extraction des tanins couronnes a été réalisé durant la fermentation alcoolique

avec des prélevements tous les jours puis une analyse de la concentration en tanins couronnes a
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également été faite a I'’écoulage. Les échantillons ont directement été filtrés, injectés, et les tanins

couronnes ont été quantifiés en UPLC-UV-ESI-QTOF.

La fermentation alcoolique est une étape importante dans I'élaboration du vin. Elle permet la
transformation des sucres du jus de raisin en alcool grace aux levures, présentes a la base sur le raisin
et/ou rajoutées dans la cuve. Dans le cas de la vinification en rouge, les parties solides de la baie de
raisin (pépins et pellicules) sont laissées au contact du jus durant la fermentation alcoolique ainsi que
qguelques jours apres la transformation complete du sucre en alcool pour permettre notamment
I’extraction des composés phénoliques. Cette étape de macération essentielle permet |'extraction des

composés phénoliques des parties solides comme les tanins condensés et les anthocyanes.

Les suivis cinétiques montrent que les sucres, en violet sur la Figure 68, diminuent durant la
fermentation alcoolique jusqu’a étre totalement consommés. En parallele, une extraction des
polyphénols est réalisée entrainant une augmentation de leurs concentrations dans le milieu. Sur la
Figure 68, les différents polyphénols suivis sont les anthocyanes en rouge, les tanins condensés en vert
et les tanins couronnes en bleu. Durant la fermentation alcoolique, la majeure partie des anthocyanes
sont extraites en début de fermentation alcoolique atteignant un maximum au bout que quelques
jours. A I'inverse, les tanins condensés sont extraits majoritairement en fin de fermentation alcoolique.
En effet, les tanins condensés ont besoin d’alcool pour étre extraits tandis que les anthocyanes qui
sont des composés tres hydrosolubles peuvent étre extraites dés le début de la macération
simplement avec le jus de raisin. Qu’en est-il des tanins couronnes ? Etonnamment, ceux-ci sont
extraits trés rapidement en début de fermentation alcoolique. En effet au 3™ jour de fermentation,
70 % de la concentration totale en tanins couronnes est déja atteintes. Cette nouvelle classe de
molécule posséde un comportement d’extraction plus proche de celui des anthocyanes que de celui
des tanins condensés non cycliques. Ce résultat surprenant va a I’'encontre de ce que I'on connait du
comportement des tanins condensés et donc de ce qui aurait été attendu pour les tanins couronnes.
Cette extraction en début de macération montre bien que les tanins couronnes sont des molécules
hydrosolubles et qu’ils ont des propriétés bien différentes des tanins non cycliques. Afin de prolonger
et de compléter cette étude, I'impact sur la concentration en tanins couronnes de deux méthodes

d’extraction différentes (remontage et délestage) a été évalué durant la vinification.
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Figure 68 : Evolution des concentrations en sucre et en polyphénols durant la fermentation

alcoolique

b. Impact de la méthode d’extraction durant la vinification sur la concentration en tanins

couronnes

Apres avoir déterminé la cinétique d’extraction des tanins couronnes durant la fermentation
alcoolique, deux méthodes d’extraction utilisées durant la vinification ont été évaluées. Les deux
méthodes sont : la méthode des remontages et la méthode des délestages. Les remontages consistent
a asperger la totalité de la surface du marc avec du jus collecté en bas de la cuve afin d’assurer le
renouvellement du jus au contact des parties solides et donc de favoriser une meilleure extraction des
composés d’intérét. Les délestages consistent a vider intégralement le jus de la cuve en fermentation
dans une autre cuve afin de provoquer une désorganisation du marc qui va descendre au fond de la
cuve et le jus sera alors aspergé par le haut de la cuve initiale permettant généralement une extraction
plus forte des composés du raisin. Ces deux techniques d’extraction ont été réalisées sur des
fermentations a 27 °Cdurant 9 jours dans des conditions identiques a I’étude précédente, soit le méme
domaine avec le cépage Cabernet-Sauvignon. Les paramétres classiques du suivi de I’extraction durant
la fermentation (IPT, Anthocyanes totales et éthanol) sont décrits dans le chapitre 2. Des échantillons
ont été collectés tous les jours durant la fermentation alcoolique et un point supplémentaire a
I’écoulage a également été collecté. Ceux-ci ont été filtrés et injectés en UPLC-UV-ESI-QTOF, et le
tétramere et les pentameres couronnes ont été quantifiés. Les concentrations en tétramere et en
pentameéres couronnes (en mg.L?) en fonction des jours de fermentation alcoolique ont été reportées
en Figure 69 sur deux courbes différentes : bleu pour I'extraction par remontage et rouge pour

I’extraction par délestage.
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Figure 69 : Evolution du tétramére couronne (mg.L") durant la fermentation alcoolique

Pour le tétramere couronne, les deux méthodes d’extraction montrent des cinétiques
d’extractions un peu différentes. Pour la méthode des délestages, la concentration en tétramere
couronne augmente plus rapidement en début de fermentation alcoolique et au bout de quelques
jours, elle se stabilise. Une évolution inverse est observée pour la méthode des remontages. En effet,
celle-ci est stable en début de fermentation alcoolique et aprés elle augmente au bout de quelques
jours, au méme moment ou la concentration pour la méthode des délestages se stabilise. La
concentration en tétramere couronne a la fin de la fermentation alcoolique semble plus élevée pour
la méthode des remontages. Cette différence peut étre due a la méthode d’extraction. Celle-ci se fait
plus violemment avec la méthode des délestages qu’avec la méthode des remontages qui créera alors

une extraction plus en continu.

De plus, il a été observé, pour les deux méthodes d’extraction, que la concentration en tanins
couronnes ne changeait pas durant la macération post fermentaire, étape qui représente le temps
entre la fin de la fermentation alcoolique et I'écoulage. En effet, la concentration obtenue a la fin de

la fermentation alcoolique est similaire a celle a I’écoulage pour les deux méthodes d’extraction.

Pour les pentaméres couronnes Figure 70, la méme tendance a été observée pour chaque
méthode d’extraction. La concentration en pentaméres couronnes est stable en début de
fermentation puis augmente rapidement avec la méthode des remontages tandis que pour la méthode

des délestages, la concentration augmente petit a petit tout au long du processus de fermentation.
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Comme observé pour le tétramére couronne, la concentration en pentaméres couronnes est similaire
entre la fin de la fermentation alcoolique et celle mesurée a I'écoulage pour les deux techniques

utilisées.

Donc, les deux méthodes d’extraction permettent bien d’extraire les tanins couronnes. Il
semblerait que la méthode des remontages soit légérement plus efficace que la méthode des
délestages. Comme démontré dans le paragraphe précédent, la majorité des tanins couronnes est
extraites en début de fermentation alcoolique, quand le milieu est majoritairement aqueux, et ensuite
la concentration en tanins couronnes reste stable jusqu’a I’écoulage. Les résultats de cette étude
préliminaire réalisée sur deux cuves et sur un seul cépage doivent étre confirmés par une étude des
cinétiques d’extraction plus approfondie avec notamment des répétitions de modalité. Ainsi, afin
d’approfondir notre étude sur I'extraction des tanins couronnes, I'étude a été étendue a I’'ensemble
de la vinification allant de I’'encuvage jusqu’au début de I'élevage (soit aprés la fermentation

malolactique).
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Figure 70 : Evolution des pentaméres couronnes (mg.L™) durant la fermentation alcoolique
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c. Evolution de la concentration en tanins couronnes de I’encuvage a la fin de la

fermentation malolactique

Dans le cadre d’un projet région sur la thématique de I'acidité dans les vins liés au changement
climatique dans la région bordelaise, de nombreux échantillons de vin ont été collectés. Plusieurs
chateaux ont participé a ce projet en nous fournissant du raisin qui a ensuite été vinifié a I'lISVV, sur le
plateau de microvinification. En tout, quatre chateaux ont participé a I'’étude. Tous les chateaux ont
fourni des raisins de cépages noirs, Merlot et Cabernet-Sauvignon a I'exception d’un chateau situé a
cognac qui a fourni des raisins blancs d’Ugni Blanc. Les raisins ont été récoltés a trois stades de
maturités différents : sous-maturité (M-1), maturité (M) et surmaturité (M+1). Chaque échantillon a
été vinifié en duplicat. Cette étude s’est déroulée sur deux millésimes consécutifs : 2016 et 2017. Tous
ces échantillons de raisin ont alors été microvinifiés sur le plateau de microvinification prévue a cet
effet a I'ISVV. Le but, pour nous, était de voir I'évolution des tanins couronnes durant la vinification de
tous ces échantillons. Un suivi de vinification a été effectué en réalisant un prélevement a chaque
étape d’intérét, a savoir : le Mo(t (M) juste aprés I'encuvage, la fin de la Fermentation Alcoolique (FA),
la fin de la Macération (Mac) et la fin de la Fermentation malolactique (FML). Tous les prélévements

ont directement été filtrés et injectés en UPLC-UV-ESI-QTOF afin de quantifier les tanins couronnes.

Les vinifications ainsi que les parcelles, pour lesquelles certains points de prélévement ou
échantillons sont manquants, ne seront pas décrites ici dans cette partie, mais ils sont présents en
Annexe 6, 7 et 8. La parcelle la plus représentative est une parcelle de Cabernet-Sauvignon. Comme
précédemment, le tétrameére et les pentaméres couronnes ont alors été quantifiés séparément dans
chacun des échantillons par 'UPLC-UV-ESI-QTOF. Les résultats obtenus avec le cépage Merlot pour les

mémes parcelles montrent des cinétiques d’extraction similaires.
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Figure 71 : Evolution des tanins couronnes durant la vinification

Sur la Figure 71, tous les stades de maturité sont présentés pour le cépage Cabernet-Sauvignon
pour les millésimes 2016 et 2017. Les concentrations en tanins couronnes évoluent de maniere
similaire quel que soit le niveau de maturité du raisin ou le millésime. En effet, le tétramere et les
pentameéres couronnes ne sont quasiment pas présents dans le jus juste apres encuvage. En revanche,
par la suite, la totalité de ces nouvelles molécules est extraite durant la fermentation alcoolique
puisque la concentration maximum de ces molécules est notée a la fin de la fermentation alcoolique,
comme observé dans les paragraphes précédents (Chapitre 4 I.A.a). Durant le reste de la vinification,
de la macération post-fermentaire jusqu’a la fin de la fermentation malolactique, la concentration en
tanins couronnes, tétramere ou pentameres, reste stable. La présence des tanins couronnes dans le
jus juste aprés encuvage, s’explique par la trituration méme faible de la vendange durant les étapes
d’éraflage et d’encuvage qui peuvent détériorer certaines baies de raisin et ainsi libérer les tanins
couronnes dans le mo(t. En effet, comme discuté dans le chapitre précédent (Chapitre 3 I.A), les tanins
couronnes sont totalement absents de la pulpe du raisin sans trituration de la baie. Donc, ils devraient
étre absents du jus avant le début du contact entre le jus et les parties solides de la baie. Ces résultats
confirment une nouvelle fois que les tanins couronnes sont totalement extraits durant la fermentation
alcoolique et qu’apres leurs concentrations restent stables durant le reste de la vinification. Cette
tendance a été confirmée pour les deux millésimes, tous les cépages et pour tous les stades de
maturité étudiés (Annexe 6, 7, 8). Ces résultats montrent que ces nouveaux tanins cycliques sont tres

hydrosolubles et cela confirme également leurs différences avec les tanins condensés non cycliques.
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B. Variation de la teneur en tanins couronnes dans les vins monovariétaux

Le but de cette étude est de comparer la concentration en tanins couronnes de différents vins
monovariétaux issus des cépages utilisés dans I’étude qui fait I'objet du Chapitre 3 Il A. La comparaison
des extractions des pellicules de ces cépages avec leurs vins respectifs a été réalisée. Les cépages
provenant de la parcelle utilisée pour la comparaison des cépages entre eux et qui ont été microvinifiés
sont: le Cabernet Franc, le Cabernet-Sauvignon, le Carménere, le Castets, le Cot, le Merlot, le
Morrastel, le Tinto Cao et le Touriga Nacional. Tous ces cépages ont alors été récoltés a maturité et
microvinifiés au plateau de microvinification de I'ISVV. Des vins monovariétaux ont alors été obtenus
pour les millésimes 2016 et 2017, les vinifications ont été conduites de fagcon identique pour les deux
millésimes. Chaque échantillon de vin a été prélevé, filtré et injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF. Les
molécules quantifiées sont le tétrameére couronne, les pentameéres couronnes et le tétramére non
cycligue majoritaire. Afin de présenter tous ces échantillons, les concentrations des différentes
molécules étudiées dans les vins monovariétaux ont été classées par ordre croissant, pour chaque

millésime, en fonction de la concentration moyenne en tanins couronnes sur les deux millésimes.

Concernant la concentration en tétrameére couronne dans les vins pour le millésime 2016, elle varie
de 15mg.Ll? pour le Carménére a 35 mg.L! pour le Cabernet-Sauvignon (Figure 72). Pour le
millésime 2017, les concentrations varient de 13 mg.L? pour le Carménére ou le Merlot & 30 mg.L*
pour le Touriga Nacional. La premiére observation importante est que le millésime 2016 est plus
concentré en tétramere couronne que le millésime 2017. En comparant ces observations avec les
concentrations en tétramere couronne dans les pellicules de ces cépages (Chapitre 3 II. A.), les deux
résultats coincident. L'impact du climat, favorable en 2016 contrairement a 2017, observé dans les

pellicules a bien été trouvé par la suite dans les vins.

Dans le chapitre 3 Il., les histogrammes de la concentration en tanins couronnes en fonction des
cépages ont été séparés en trois groupes distincts : le Groupe F (concentration faible), le groupe M
(concentration moyenne) et le groupe H (concentration haute). Les cépages choisis pour les
microvinifications font partie du groupe M a I'’exception du Carménere faisant partie du groupe F pour
le millésime 2016. Les mémes observations apparaissent pour le millésime 2017. Les cépages
microvinifiés font partie du groupe F a I'exception du Tinto Cao et du Prunelard appartenant au groupe
M. Sachant que les différences a I'intérieur des groupes sont non significativement différenciable, il

est ainsi logique que nos vins microvinifiés possedent entre eux de faibles différences.

Ainsi pour le millésime 2016, les cépages classés suivant leur teneur dans les pellicules (Chapitre 3
II. A.) et les vins monovariétaux correspondants possedent un classement similaire. Le Carménere était

le cépage le moins concentré et le Tinto Cao le plus concentré, respectivement aux deux classements
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des vins et des pellicules. Pour le millésime 2017, tous les cépages font partie du groupe M a
I’exception du Tinto Cao et du Prunelard qui eux font partie du groupe H. La comparaison entre les
classements des pellicules extraites et des vins monovariétaux correspondants montre des similitudes
de classements malgré les écarts de concentrations entre les cépages trés faibles pour 2017. Par
exemple pour ce millésime, le cépage Merlot est toujours le moins concentré. Ainsi, pour les deux
millésimes étudiés, des similitudes de classement entre les extractions réalisées sur les pellicules et les
vins correspondants ont été observées. Les écarts de concentrations entre les deux millésimes sont

également similaires pour les deux types d’extraction.
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Figure 72 : Concentration en tétrameres couronnes dans les vins monovariétaux

Passons a présent aux concentrations en pentameéres couronnes dans les vins monovariétaux
en fonction des cépages. Pour le millésime 2016, les concentrations varient de 7 mg.L! pour le
Carménére a 26 mg.L "t pour le Touriga Nacional (Figure 73). Les concentrations pour le millésime 2017
varient elles de 5 mg.L™ pour le Merlot a 26 mg.L™ pour le Touriga Nacional. Les mémes observations
ont été réalisées qu’avec I'histogramme du tétramére couronne ci-dessus. Pour tous les vins
monovariétaux microvinifiés, les concentrations en pentameres couronnes pour le millésime 2016
sont plus élevées que pour le millésime 2017. Ce résultat est similaire a celui obtenu pour

I’histogramme des concentrations en pentameres couronnes dans les pellicules des cépages

correspondants.
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Intéressons-nous maintenant au classement pour les millésimes 2016 et 2017. Pour le
millésime 2016, les cépages choisis pour les microvinifications font tous partie du groupe M. La
comparaison des classements entre les pellicules de cépage et les vins correspondants montrent des
différences. En effet, la comparaison directe de I'ordre des classements est différente, mais plus que
tous ces cépages font partie du méme groupe M a la base, la différence est négligeable, car les écarts
statistiques sont faibles. Les mémes conclusions ont été tirées pour le millésime 2017. Cette fois-ci, les
cépages sont répartis entre les groupes F et M concernant la classification a partir des pellicules. Le
classement des vins monovariétaux possede les mémes variétés moins concentrées en pentamere
couronne comme le Merlot ou le Carméneére. Finalement, les mémes résultats ont été tirés entre les

concentrations des pentameres et du tétramére couronne dans les vins monovariétaux.
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Figure 73 : Concentration en pentaméres couronnes dans les vins monovariétaux

En conclusion, les comparaisons entre les concentrations en tanins couronnes, tétramere et
pentameres, dans les pellicules des cépages et les vins monovariétaux correspondant a ces cépages
ont montré des comportements similaires. En effet, les classements des cépages entre les pellicules et
les vins sont proches. Cela vient du fait que les cépages choisis pour les microvinifications étaient a la
base peu différente faisant ainsi partie du méme groupe dans le classement des pellicules (Chapitre 3
II. A.). Pour plus de différence, les cépages totalement opposés en termes de concentration en tanins
couronnes auraient pu étre choisi. Ce classement similaire entre les concentrations dans les pellicules
ou dans les vins montre qu’il est possible que I'intégralité des tanins couronnes soient extraits durant
la vinification. De plus, d’autres conclusions ont été tirées de la comparaison entre le tétramere et les

pentameéres couronnes. Le classement des vins monovariétaux pour le tétramére et les pentaméres
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couronnes sont similaires. En revanche, les concentrations entre le tétrameére et les pentameéres
couronnes sont bien différentes, le tétramere couronne étant plus concentré que les pentaméres
couronnes, comme cela avait été observé lors de I'analyse de ces composés dans les pellicules. Une
autre observation qui ressort de ces courbes est la différence entre les deux millésimes étudiés. Les
conditions climatiques avec un bon ensoleillement avec une reprise des précipitations en septembre
pour le millésime 2016 sont des conditions climatiques beaucoup plus favorables que celle du
millésime suivant. En effet, pour le millésime 2017, des pluies importantes durant I'été ont perturbé

la bonne maturation du raisin.

Afin de pousser notre étude plus loin, les tétrameres non cycliques ont été quantifiés dans les
vins monovariétaux afin d’étre comparés aux tanins couronnes par la suite (Figure 74). Le tétramere
non cyclique majoritaire a été sélectionné pour la quantification. Les concentrations en tétramére non
cyclique des vins monovariétaux ont été classées en fonction de la moyenne des cépages pour les
différents millésimes étudiés et ils ont été classés par ordre croissant. Le vin le moins concentré est le
Carménére avec 56 mg.L? pour le millésime 2016 et 27 mg.L? pour le millésime 2017 tandis que le
cépage le plus concentré est le Cot avec 128 mg.L? pour le millésime 2016 suivie de trés prés par le
Prunelard qui lui-mé&me est le plus concentrés avec 65 mg.L™? pour le millésime 2017. Comme observé
pour les tanins couronnes, les classements entre les concentrations en tétrameres non cycliques dans
les pellicules et dans les vins correspondants sont similaires, malgré les écarts de concentrations
faibles. Pour le millésime 2016 et 2017, les cépages les plus concentrés en tétrameres non-cyliques

sont les mémes que ceux observés dans le classement des pellicules (Chapitre 3 Il. B.).

La seconde observation est la grande différence de concentration qu’il existe entre les
différents millésimes, le millésime 2016 étant deux fois plus concentré que le millésime 2017. Cela
peut s’expliquer par le climat entre ces deux années totalement différentes. Cette différence a, par
ailleurs, été observée pour les concentrations en tanins couronnes dans les vins monovariétaux

précédemment, malgré le fait que les différences n’étaient pas aussi marquées.

145



Chapitre 4 : Les tanins couronnes dans le vin

140

H 2016 m2017 g g

120

100

80

60

40

20

Concentration en tétrameéres linéaires (mg/L)

Figure 74 : Concentration en tétraméres non cycliques dans les vins monovariétaux

Autres informations qui ressortent de cette courbe sont les différences de classement et de
concentration en comparaison aux tanins couronnes. En effet, la comparaison des classements montre
gue les cépages les plus concentrés en tanins couronnes ne sont pas ceux qui sont les plus concentrés
en tanins non cycliques. De méme, pour la différence de concentration entre le tétramere couronne
et les tétraméres non cycliques, les concentrations sont bien plus importantes pour les tétraméres non
cycliques. Ces deux informations montrent bien la grande différence existant entre les tanins
couronnes et les tanins non cycliques. Cette différence peut provenir a la base d’une différence de
biosynthese dans le raisin. Cette conclusion rejoint les conclusions tirées sur I’étude tanins couronnes

dans les cépages (Chapitre 3 II).

Aprés avoir étudié I'’évolution des tanins couronnes durant la vinification ainsi que dans les vins
monovariétaux, I'’étude des tanins couronnes se poursuit en suivant I’évolution du vin. La prochaine

étude portera sur I’évolution des tanins couronnes durant le vieillissement.
1. Evolution des tanins couronnes durant le vieillissement des vins

A. L’évolution des tanins couronnes durant le vieillissement du vin en bouteille

Pour cette étude, une autre collaboration a été réalisée, cette fois-ci avec un chateau de
I"appellation Pauillac. Des échantillons de vin issus d’une verticale allant de 1982 a 2016 nous ont été
fournis. Les vins provenant de ce chateau ont été majoritairement vinifiés de la méme facon. Les

cépages utilisés ont toujours été les mémes en fonction des années avec une majorité de Cabernet-
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Sauvignon (85 %), de Merlot (12 %) et un peu de Cabernet Franc (3 %). Les millésimes étudiés et
analysés sont : 2016, 2014, 2012, 2010, 2008, 2006, 2004, 2002, 2000, 1998, 1996, 1994, 1992, 1988,
1986, 1984 et 1982. Ces 17 vins ne sont pas des vins commerciaux, car ils ont été mis en bouteille sans
étape de filtration. Sur chaque bouteille, un échantillon de chaque vin a été collecté, filtré et injecté
en UPLC-UV-ESI-QTOF afin d’étudier I'évolution de ces tanins couronnes, tétramere et pentaméres,
durant le vieillissement en bouteille. Dans sa thése, Liming Zeng [20] avait déja fait une étude
préliminaire sur 3 verticales afin de voir I'évolution du tétramere couronne. Deux verticales
provenaient respectivement de Saint-Emilion et de Saint-Estéphe, mais comptait peu de vins puisqu’il
n’y en avait que huit pour chaque verticale ce qui parait peu pour établir avec certitude une cinétique
d’évolution. La derniére, composée de 16 vins, provenait du Sud de la France, de I'appellation
Languedoc-Montpeyroux, avec des vins intégralement vinifiés avec de la Syrah (100 %). Le but de cette
étude est de pouvoir comparer les deux verticales, Paulliac et Montpeyroux possédant chacune un
grand nombre de millésimes. L’objectif est d’étudier la cinétique d’évolution des tannins couronnes
durant le vieillissement en bouteille ainsi que leurs concentrations en fonction des deux appellations.
L'étude a été réalisée sur les principaux tanins couronnes, tétrameére et pentamere majoritaire, qui ont
également été comparés avec le tétramere ou pentamere non cyclique majoritaire. Les quantifications

de I'ensemble des molécules ont été réalisées avec le logiciel Mass Hunter.

Les concentrations en tétramére couronne et tétramere non cyclique pour chaque bouteille ont
été classés du millésime le plus récent au millésime le plus ancien (Figure 75). Les concentrations en
tétrameére couronne varient de 56 mg.L? 4 32 mg.L? tandis que les concentrations en tétramére non
cyclique varient 48 mg.L't 4 15 mg.L 2. Juste en regardant ces valeurs de concentrations entre les deux
types de tétrameres, une différence importante de concentration est observable pour le tétramere
non cyclique. Sur I’histogramme de la Figure 75, les concentrations entre les deux types de tétraméres
sont similaires dans les vins jeunes alors que dans le vin le plus dgé, la concentration en tétramere non
cyclique a presque été divisée par 3 au cours du vieillissement. Dans le méme temps, il apparait que la
concentration en tétramére couronne, elle, demeure stable. De plus, I'Indice des Polyphénols Totaux
(IPT) a été mesuré pour tous les millésimes. Cependant, aucune corrélation entre I'IPT et la
concentration en tanins couronnes n’a été mise en évidence. Les tanins couronnes étant trés
hydrosoluble et extrait en début de vinification, le fait de forcer plus au moins I'extraction durant la
vinification en utilisant plus de remontage, par exemple, ne va avoir que peu d’impact sur leur
concentration contrairement a celle des tanins non cycliques. Les tanins couronnes sont par contre
eux fortement impactés par le millésime ce qui explique les différences parfois importantes entre les

différents millésimes étudiés.
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La comparaison des verticales de |'appellation Pauillac avec celle de I'appellation Languedoc
Montpeyroux (Figure 76) qu’avait faite Zeng durant sa thése présente des similitudes. Les tanins non
cycliques diminuent drastiquement durant le vieillissement du vin en bouteille tandis que les tanins
couronnes restent stables. La comparaison des deux appellations montre que les gammes de
concentrations sont du méme ordre, la diminution des tétraméres non cycliques étant un peu plus
marquée pour le cépage Syrah.
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Figure 75 : Concentration en tétrameéres couronnes et non-cycliques en fonction de I’dge du vin

pour I'appellation Pauillac
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Figure 76 : Concentration en tétraméres couronnes et non-cycliques en fonction de I’'dge du vin

pour I'appellation Languedoc Montpeyroux [20]

Passons maintenant a I'étude des pentameres, pour I'appellation Pauillac (Figure 77), les
concentrations en pentaméres couronnes varient de 31 mgl?! & 15mgl? tandis que les
concentrations en pentaméres non cycliques varient de 47 mg.L't & 17 mg.L? pour le vin de 37 ans.
Comme pour I'étude des tétrameéres, les concentrations en pentameres, tous confondus, montrent
une évolution bien différente selon la nature du pentamere (couronne ou non cyclique). La
concentration en pentameéres non cycliques est deux fois plus grande que celle des pentaméres
couronnes pour le vin le plus jeune, mais celle-ci diminue continuellement durant le vieillissement du
vin en bouteille tandis que les pentaméres couronnes restent stables tout au long du vieillissement du
vin. La concentration en pentaméres non cycliques diminue tellement qu’elle se trouve étre plus faible

gue les pentameres couronnes pour les vins les plus agés.

La comparaison de I’évolution des concentrations entre les deux appellations en pentameres
couronnes et non cycliques conforte les résultats (Figure 78). En effet, la concentration en pentameére
non cyclique diminue fortement durant le vieillissement des vins tandis que la concentration en
pentameres couronnes reste constante dans les deux cas. Pour les deux appellations, les valeurs des
concentrations en pentameéres non cycliques et couronnes sont du méme ordre de grandeur,
I’observation majeure étant, la encore, que ces deux types de pentaméres n’ont absolument pas le

méme comportement durant le vieillissement du vin.
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Figure 77 : Concentration en pentameres couronnes et non cycliques en fonction de I'dge du vin

pour I'appellation Pauillac
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Figure 78 : Concentration en pentaméres couronnes et non cycliques en fonction de I'dge du vin

pour I'appellation Languedoc Montpeyroux [20]

La conclusion majeure de cette partie est le comportement différent des tanins couronnes
durant le vieillissement du vin. En effet, ils restent stables tout au long du vieillissement tandis que les

tanins non cycliques diminuent dramatiquement. Le tétramére ainsi que les pentameres couronnes
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ont des concentrations constantes avec I’adge du vin. Cette stabilité des procyanidines couronnes par
rapport aux procyanidines de type B non cycliques est forcément due a leur structure et probablement
au fait que les tanins couronnes ne posseédent pas d’unité supérieure et d’unité terminale
généralement impliquées dans les mécanismes d’évolution des tanins condensés, comme notamment
la formation des pigments polymérisés. Cependant, cela ne suffit pas a expliquer cette stabilité de
concentration dans le temps sans modification de structure. En effet, I'un des mécanismes importants
de modification de structure des tanins condensés durant le vieillissement est leur oxydation suivie de
la formation de liaisons intra ou intermoléculaires. Or, les tanins couronnes ont le méme nombre de
fonctions phénols et de cycles catéchol que les tanins non cycliques, ils devraient donc étre sensibles

a I'oxydation. Afin de vérifier cela, une expérience d’oxydabilité a été menée a bien.
B. L’oxydation des tanins couronnes

Le but de cette expérience est de vérifier si les tanins couronnes sont résistants a I'oxydation. Deux
vins commerciaux de cépage Merlot ont été utilisés. Le premier provenant du millésime 2009, soit agé
de 9 ans lors de I'expérience, sera par la suite nommé « Vin vieux ». Le second, agé de seulement 1 an
lors de I'expérience, sera nommé « Vin jeune ». Le choix de ces deux vins plus et moins agés a pour
objectif de comparer I'effet de I'oxydation sur deux vins de matrices différentes, I'un possédant une
matrice peu évoluée tandis que l'autre avait déja subi une oxydation ménagée durant son
vieillissement en bouteille et possédait déja une matrice évoluée. Il y avait trois bouteilles par vin afin
d’obtenir des triplicats. Chagque bouteille de chagque vin a alors été saturée a8 8 mg.L d’oxygéne dissout
toutes les semaines durant les 20 semaines de I'expérience. Un échantillon de chaque bouteille a été
prélevé toutes les semaines et a été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF. Les quantifications des différentes
molécules ont été réalisées avec le logiciel MassHunter. Les molécules quantifiées étaient le tétramere

couronne, les pentameéres couronnes et enfin le tétrameére non cyclique majoritaire.

Les concentrations en tanins couronnes et en tanins non cycliques ont alors été obtenues en
fonction du temps. Pour le vin jeune (Figure 79), la concentration en tétrameres non cycliques était de
71 mg.Lt en début de I'expérience et celle-ci diminue petit & petit pour atteindre une concentration
d’environs 30 mg.L? sur les cing derniéres semaines de I’étude. La concentration en tétramére
couronne reste quant a elle constante passant simplement de 35 mg.L™? 4 28 mg.L! tout au long des
20 semaines. Les pentaméres couronnes ont un comportement similaire au tétramere passant d’'une
concentration de 15 mg.L'2a 8 mg.L%. La comparaison des tanins couronnes et des tanins non cycliques
montrent une grande diminution de ce dernier atteignant en fin d’expérience une concentration
similaire a celle du tétramere couronne alors que le tétramére non cyclique était 2 fois plus concentré

au début de la cinétique.
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Figure 79 : Evolution des tanins couronnes et non-cycliques en fonction du temps dans un vin jeune

Dans le cas du vin vieux (Figure 80), la concentration en tétramére non cyclique était de
48 mg.L'? en début d’expérience et celle-ci diminue petit a petit atteignant des concentrations de
12 mg.L'! aprés 20 semaines de saturation hebdomadaire & 8 mg.L™? d’oxygéne. La concentration en
tétramére couronne reste quant a elle encore une fois constante passant seulement de 51 mg.L 3
43 mg.L? tout au long des semaines de saturation en oxygéne. Les pentaméres couronnes ont, quant
a eux, une concentration variant de 40 mg.L'* a 31 mg.L™Y. Comme pour le vin jeune, les concentrations
en tanins couronnes, tétramere et pentameres, restent stables tout au long du temps de saturation en
oxygéne tandis que les tétrameres non cycliques diminuent tres fortement. En effet, les
concentrations, en début d’expérience, pour les trois molécules sont semblables tandis qu’en fin
d’expérience apres la forte diminution des tanins non cycliques de type B, leurs concentrations est

trois voire quatre fois plus faible que celles des tanins couronnes.
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Figure 80 : Evolution des tanins couronnes et non-cycliques en fonction du temps pour un vin vieux

La comparaison des deux millésimes montre que, quel que soit I'état d’évolution et
d’oxydation du vin au départ, I'évolution des tanins couronnes et des tanins non cycliques est
drastiquement différente. En effet, les tanins non cycliques diminuent tout au long du temps

d’oxygénation alors que les tanins couronnes, tous confondus, demeurent stables.

Cette stabilité des tanins couronnes vis-a-vis d’une I'oxydation poussée explique pourquoi
durant le vieillissement des vins en bouteille leurs concentrations reste stable alors que celle des tanins
non cycliques diminue fortement. De nouvelles investigations seront nécessaires afin de mieux
comprendre et rationaliser les raisons de cette résistance a I'oxydation par rapport aux tanins non
cycliques. Cette oxydabilité plus faible des tanins couronnes est probablement induite par leurs

structures macrocycliques et les possibles liaisons intramoléculaires qui en découlent.

II. L’évolution de la couleur : étude des pigments polymérisés

Durant I'élevage et le vieillissement, le vin, qui est un milieu acide et oxygéné, évolue. Ainsi de
nombreuses molécules, qui au départ provenaient du raisin, évoluent par le biais de mécanismes
acides et/ou d’oxydation. La famille des polyphénols, en particulier les tanins condensés et les

anthocyanes, sont tres sensibles a ces mécanismes créant alors de nouvelles liaisons comme par
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exemple, les liaisons de type A, les ponts éthylidenes, ou de nouveaux composés comme les pigments
polymérisés provenant de liaisons entre les tanins condensés et les anthocyanes. La formation de ces
pigments polymérisés va participer a la stabilisation et a I'’évolution de la couleur du vin passant de
pourpre/violet pour les vins jeunes a brique/orangé pour les vins dgés [250]. Concernant les pigments
polymérisés, leur large gamme de masses allant des oligomeéres jusqu’aux polymeéres rend leur
guantification individuelle difficile. Cependant une stratégie de dépolymérisation chimique en milieu
acide par phloroglucinolyse a été utilisée afin de déterminer des marqueurs spécifiques de chaque

famille de pigments polymérisés [204].

Pour I'étude suivante, les échantillons utilisés étaient ceux de la verticale des vins provenant du
chateau de I'appellation Pauillac. La gamme était composée de 17 bouteilles, agée de 3 a 37 ans, les
millésimes étant 1982, 1984, 1986, 1992, 1994, 1996, 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,
2014 et 2016. Cet échantillonnage large est un bon modeéle pour étudier le vieillissement des vins. Le
but de cette partie est d’étudier I'évolution de la couleur des vins rouges par différentes analyses

colorimétriques, spectroscopiques et chromatographiques.

A. Ll’analyse de la couleur durant le vieillissement des vins rouges

Les vins de la verticale ont fait I'objet d’une étude par colorimétrie et par spectrométrie. Dans un
premier temps, I'ensemble des vins a été analysé par spectrométrie infrarouge a transformée de
Fourier sur le WineScan du laboratoire pour obtenir les valeurs classiques telles que le pH, le CO;, le
TAV, et I'acidité totale du vin. Par ailleurs, des détails sur les cépages ont été fournis par le chateau lui-
méme afin de pouvoir visualiser 'homogénéité des échantillons de vin analysés (Tableau 8). Les
données fournies par le WineScan montrent une faible variation des valeurs de base des différents
vins comme le pH ou l'acidité totale. De plus, ces paramétres sont stables dans le temps et se
ressemblent malgré les écarts d’age important entre eux. De surcroit, la proportion des cépages utilisés
est du méme ordre entre tous les millésimes confirmant le fait que cette gamme de vin se préte bien
a une étude sur I’évolution de la couleur durant le vieillissement en bouteille puisque les variations

observées ne seront pas causées par de possibles effets de cépage.
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Les valeurs des paramétres fondamentaux du vin données par le WineScan et par le

Tableau 8

chédteau

Millésimes Age (Cépages co2 TAV (%) € \r.”_-mm 04 pH
2016 3 Cabernet-Sauvignon : 83 %, Cabernet Franc : 1 %, Merlot : 15 % 194 13,49 3,67 3,56
2014 5 Cabernet-Sauvignon : 81 %, Cabernet Franc : 3 %, Merlot : 16 % 173 13,08 3,76 3,61
2012 7 Cabernet-Sauvignon : 90 %, Cabernet Franc : 2 %, Merlot : 8 % 202 13,19 327 3,73
2010 9 Cabernet-Sauvignon : 94 %, Merlot : 6% 209 135 332 3,74
2008 1 Cabernet-Sauvignon : 83 %, Merlot : 17 % 230 13,06 3,15 3,7
2006 3 Cabernet-Sauvignon : 87 %, Merlot : 13 % 146 12,74 323 3,75
2004 15 Cabernet-Sauvignon : 69 %, Cabernet Franc : 13 %, Merlot : 12 %, Petit Verdot : 3% 232 12,8 3,11 3,75
2002 17 Cabernet-Sauvignon : 86 %, Cabernet Franc : 2 %, Merlot : 12 % 212 12,95 341 3,69
2000 19 Cabernet-Sauvignon : 86 %, Merlot : 14 % 192 12,32 3,51 3,73
1998 21 Cabernet-Sauvignon : 86 %, Cabernet Franc : 2 %, Merlot : 12 % 243 12,35 329 3,66
1996 23 Cabernet-Sauvignon : 77 %, Cabernet Franc : 10 %, Merlot : 13 % 178 12,8 3,59 3,64
1994 25 Cabernet-Sauvignon : 80 %, Cabernet Franc : 8 %, Merlot : 10 %, Petit Verdot : 2% 250 12,32 3,25 3,55
1992 27 Cabernet-Sauvignon : 75 %, Cabernet Franc : 10 %, Merlot : 13 %, Petit Verdot : 2% 157 12,18 3,48 3,63
1988 31 Cabernet-Sauvignon : 75 %, Cabernet Franc : 10 %, Merlot : 13 %, Petit Verdot : 2% 184 1241 341 3,57
1986 33 Cabernet-Sauvignon : 75 %, Cabernet Franc : 10 %, Merlot : 12 %, Petit Verdot : 3% 154 12,7 3,39 3,51
1984 35 Cahernet-Sauvignon : 78 %, Cabernet Franc : 10 %, Merlot : 12 % 189 11,9 333 3,52
1982 37 Cabernet-Sauvignon : 85 %, Cabernet Franc : 8 %, Merlot : 7 % 161 12,51 3,34 3,62

Outre ces paramétres classiques, les valeurs obtenues par spectrométrie et colorimétrie ont
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totaux montrent également une stabilité de ceux-ci dans le temps (Tableau 9). En revanche, les valeurs

de I'’étude colorimétrique montrent une importante variation de la couleur comme attendu. En effet,
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avec I'age du vin, ainsi qu’une augmentation de la composante jaune de la couleur (A420) alors que

dans le méme temps les composantes rouge (A520) et bleu-violet (A620) diminuent.
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Tableau 9 : Les valeurs des analyses spectroscopiques et colorimétriques

Analyses spectroscopiques Analyses Cielab
Millésimes Age Tanins
IPT totaux (/1) A420 A520 A620 IC Teinte L* a* b*
2016 3 65,66 4,22 6,17 8,44 1,94 16,56 0,73 6,02 34,02 10,18
2014 5 57,47 3,94 5,15 5,78 1,37 12,30 0,89 10,76 40,96 18,40
2012 7 53,49 3,88 5,88 6,26 1,61 13,75 0,94 8,22 37,96 14,10
2010 9 60,97 4,37 6,46 6,54 1,67 14,67 0,98 7,39 36,56 12,51
2008 11 60,48 4,46 4,92 4,52 1,14 10,58 1,09 13,46 42,97 23,08
2006 13 67,74 5,28 5,93 5,35 1,36 12,64 1,11 10,24 39,60 17,46
2004 15 62,70 4,63 6,20 5,59 1,43 13,22 1,11 9,87 39,45 16,86
2002 17 68,96 5,02 6,12 5,13 1,23 12,47 1,19 11,29 41,09 19,35
2000 19 64,45 4,53 5,76 4,76 1,12 11,64 1,21 13,42 43,25 22,99
1998 21 62,26 4,68 5,23 4,55 1,07 10,85 1,15 13,80 43,85 23,77
1996 23 56,72 4,41 5,34 4,51 1,03 10,86 1,18 14,28 44,40 24,62
1994 25 59,90 4,36 4,85 4,16 1,01 10,02 1,16 15,08 44,58 25,80
1992 27 50,90 3,68 4,40 3,24 0,79 8,42 1,36 23,31 48,90 39,74
1988 31 53,31 4,00 4,94 4,01 1,12 10,07 1,23 17,42 46,66 29,72
1986 33 60,53 4,50 5091 4,70 1,21 11,83 1,26 11,29 40,04 19,25
1984 35 45,47 3,05 4,46 3,35 1,11 8,91 1,33 19,41 42,77 33,02
1982 37 52,27 4,53 5,95 4,37 1,20 11,51 1,36 14,77 41,80 25,25

Les analyses Cielab, avec les valeurs L*¥*a*b*, ont permis une meilleure évaluation de la couleur
du vin en fonction de son age. L'augmentation de la variable L* indique que la clarté du vin s’accroit
ce qui correspond a une couleur de moins en moins sombre. L’augmentation légére, mais continue des
valeurs de a* pourrait laisser penser que la couleur rouge du vin augmente avec le temps. Cependant,
cette légere augmentation de la composante a* est surtout corrélée a une trés forte augmentation
des valeurs de b* qui montre que le vin en vieillissant se rapproche de la couleur jaune. C'est donc la
résultante de ces 3 variables qui montre que le vin passe d’une couleur rouge sombre a une couleur
un peu plus claire et plus orangée. Grace a ces 3 variables, une représentation en camembert a été
créée montrant les 17 nuances de couleur du vin généré grace a ces valeurs de L*a*b* en fonction de
I’dge et du vieillissement du vin (Figure 81). Ainsi, la couleur montre une évolution continue de la

gamme de rouge bordeaux allant des plus foncés aux plus clairs avec I'age des vins.

Cependant, certains millésimes ressortent tres fortement comme ayant soit une couleur
évoluée pour leur age ou au contraire une couleur mieux stabilisée et conservée. Par exemple, les
millésimes 2008 et 1992 apparaissent avec une couleur plus claire et orangée pour leur age alors qu’un
millésime comme 1986 a une couleur proche de celle de millésime avec 20 ans de moins. Cette
variabilité de la couleur est connue et fait partie des effets millésimes. En revanche, il est difficile
d’identifier les indicateurs moléculaires responsables de cette variation qui pour les échantillons

étudiés n’est pas liée a I'acidité ou la richesse phénolique du vin.
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Figure 81 : Représentation de I’évolution de la couleur de la gamme de vin de I'appellation Pauillac

B. L’étude chromatographique des pigments polymérisés

L'objectif de cette partie était, dans un premier temps, de faire une analyse quantitative de chaque
famille de pigments polymérisés. Par la suite, ces premiéres analyses ont été corrélées avec I’évolution
et les variations de couleur observées dans le paragraphe précédent afin de voir si une relation existait.
Les pigments polymérisés sont considérés comme I'une des grandes familles macromoléculaires du vin
englobant un grand nombre de structures chimiques différentes. Dans les conditions acides et
oxygénées du vin qui vieillit, de nombreuses réactions chimiques entre les anthocyanes et les autres
constituants du vin, notamment les tanins condensés, vont conduire a la formation des pigments
polymérisés et vont, ainsi, participer a la stabilisation de la couleur. Ces pigments polymérisés résultent
d’une addition directe ou indirecte, par I'intermédiaire d’aldéhyde, entre une unité d’anthocyane et

les tanins condensés.

La stratégie de la dépolymérisation chimique par phloroglucinolyse a été utilisée pour la
guantification de chaque famille de pigments. En effet, lors de la dépolymérisation chimique, les
liaisons de type B des chaines tanniques oligomériques ou polymériques des pigments polymérisés
sont coupées lors de la réaction de phloroglucinolyse conduisant alors a la libération de différents
marqueurs, monomériques, dimériques ou bien sous forme de marqueurs avec un adduit
phloroglucinol ajouté lors de la réaction [204]. Les marqueurs avec un adduit phloroglucinol ont été

qguantifiés dans la fraction dépolymérisée tandis que les autres marqueurs classiques proviennent de
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la différence de concentrations avant et aprés phloroglucinolyse, cette différence correspondant a la

partie libérée par la dépolymérisation.

Pour cela, trente marqueurs, répertoriées dans le (Tableau 10), caractéristiques de différentes
familles de pigments polymérisés ont été préalablement identifiées et quantifiées dans les vins. Les
différentes molécules ont été classées par famille de pigments polymérisés en fonction de leurs
structures chimiques [20]. Les quatre différentes familles étudiées étaient les pigments polymérisés
issus de condensations directes, les pigments polymérisés issus de condensations indirectes, les
pigments polymérisés avec une liaison de type A et enfin la famille des pyranoanthocyanes. Ainsi,

guelques molécules de chaque famille ont été choisies pour réaliser I'étude.

Un échantillon de chaque millésime a alors été prélevé, filtré et injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF avec
la méthode développée pour les pigments polymérisés. La quantification a été réalisée sur le logiciel

MassHunter Quantitative aprés identification des marqueurs par analyse MS/MS [204].
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Tableau 10 : Les marqueurs des pigments polymérisés identifiés dans le vin rouge

F I
Composés ormule m/z calculé  T.R. (min)
[M]* ou [M+H]*
EC-Mv-(3-O-gl 4,720
——————————— BB L (Ol 781,1974 —--2C2o .
C-Mv-(3-0-glc) 5,404
6,679
Mv-(3-0-glc)-C/EC [CagH37046]* 781,1974 =-==“t-==-~-
7,172
Mv-(3-0-glc)-C(type A 6,690
________(___E _)_LEE__) ______ [C33H38013+H]+ 783,2131 _________
Mv-(3-0-glc)-EC(type A) 7,514
4,923
C/EC-[Mv-(3-0-glc)-C/EC(type A)] [Cs3Hs00,a+H]* 1071,2765 ==~ A==
5,846
[Mv-(3-0-glc)-C/EC(type A)]-C/EC [Cs3Hs00,a+H]* 1071,2765 ===~~~ ~-
Mv-(3-0-glc)-C/EC(t A)]- 5,490
[Mv-(3-O-glc)-C/EC(type A [CasHupOp#HIF  907,2291 ---2= .
phloroglucinol 5,648
__ 839
. . 7,980
Mv-(3-0-glc)-pont éthylidéne-C/EC [CagHa1 045" 809,2287 -- eoes
o -8-,3-9?5 T
7,562
Mv-(3-0-glc)-pont éthylidene- 2ot
V-(3-0-glc)-pont & yidene [CasHas051]* 933,2448 7,845
C/EC-phloroglucinol ~  ~ 7 7 T e e e e mm
8,053
Mv-(3-0-glc)-pont éthylidéne- [CoHerOsal* 1097 2920 7 47
C/EC-C/EC 53Ms5302g ; s
9,336
PyranoMv-(3-0-glc)-C/EC [CagH37045]* 805,1974 -- YT
L 9,611
PyranoMv-(3-O-glc-acétylé)-C/EC [Cy3H35015]* 847,2080 -- 5819
PyranoMv-(3-0-glc-p-coumaroylé)-
Y (3-0-glcp vi€) [CagHaz050]* 951,2342 9,769
C/EC
7,353
PyranoMv-(3-0-glc)-C/EC-C/EC [CssHag0,4]* 1093,2610 - - %=~ --
P, 7,561
PyranoMv-(3-O-glc-acétylé)-C/EC-C/EC [Cs7H5, 055" 1135,2714 -- ST
PyranoMv-(3-0-glc-p-coumaroylé)-
Y (3-0-glc-p vi€) [CeaHss0,6]* 1239,2976 8,468

C/EC-C/EC

a. Les pigments polymérisés issus d’une condensation directe de type B entre tanins et

anthocyanes

Dans la littérature, les condensations directes entre tanins et anthocyanes conduisant a la
formation des pigments polymérisés de type A*-T, et T-A* ont été montrées. Des marqueurs spécifiques
de ces deux familles de composés ont également été caractérisés. Ceux-ci sont ainsi détectables et
qguantifiables par UPLC-UV-ESI-QTOF. Dans notre verticale de vin, les formes A*-T et T-A* ont été

identifiées et quantifiées et leurs concentrations ont été calculées en équivalents de malvidine-3-O-
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glucoside. La différenciation entre les pics des molécules A*-T et de pigment polymérisé de type T-A*
étant parfois difficile, il a été décidé de représenter ces familles de molécules en une seule courbe. La
qguantification des adduits A*-T et T-A* dans les vins montrent que ceux-ci sont résistants a la
dépolymérisation chimique par phloroglucinolyse, observation réalisée par Liming Zeng dans son
étude sur les pigments polymérisés [204].

—8—FC/C-Mv-{3-0-glc)+Mv-
(3-0-glc)-C/EC

OH
2,5 1 OH

1,5 A

Equivalent en malvidine-3-0-glucoside

0,5 1

Age du vin

Figure 82 : Evolution des pigments polymérisés de type A*-T et T-A* en fonction du vieillissement du

vin

Dans la Figure 82, |'évolution des pigments polymérisés de type A*-T et T-A*, en équivalent de
malvidine-3-0-glucoside, a été représentée en fonction de I'dge du vin. La tendance générale montre
une diminution de I'ensemble de la famille durant le vieillissement du vin. Une importante chute de
concentration est observée en début de vieillissement et par la suite, la diminution de la concentration
de cette famille est plus douce. Cette diminution peut étre attendue puisqu’ils peuvent par oxydation
a nouveau se transformer en d’autres molécules colorées et plus stables nommées, xanthyliums. Cette
transformation justifie le fait que cette famille de molécules diminue avec le temps. Cependant,
aucune corrélation entre la variation de concentration de cette famille de pigments polymérisés et les
variations de couleur observées ne peut étre déduite. Il est donc peu probable que ce soit cette famille

de pigment qui induise les variations de couleur méme si elle doit y participer.
b. Composés polymériques ayant une liaison de type A entre tanins et anthocyanes

Le mécanisme de formation des pigments polymérisés de type [A*-T] posséde un intermédiaire clé
qui par oxydation peut conduire a leur formation, mais peut également conduire a la formation des

polymeéres incolores avec une liaison de type A. Différents marqueurs de cette famille de composés
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ont été identifiés et assignés durant la these de Liming Zeng. Ceux-ci ont été utilisés pour la
guantification de cette famille dans les échantillons de notre verticale. Les molécules de pigments
polymérisés de type A qui ont été choisies sont : les dimeres malvidine-3-O-glucoside (Mv-3-0O-glc)
avec la catéchine (C) ou I'épicatéchine (EC) ayant une liaison de type A, les trimeéres C/EC — [Mv — (3-
O-glc) — C/ EC (type A)] et [Mv — (3-0-glc) — C/ EC (type A)] — C/ EC et enfin le dimeére [Mv — (3-0-
glc) — C/ EC (type A)] — Phloroglucinol. Tous ces composés ont été quantifiés et leurs concentrations

ont été calculées en équivalents de malvidine-3-O-glucoside.

o
~
)

—8— Mv+(3-0-glc)-C/EC(type A)

—0— C/EC-[Mv-(3-O-glc)-C/EC(type A)]+[Mv-(3-O-
glc)-C/EC{type A)]-C/EC
—8— [Mv-(3-0-glc)-C/EC(type A)]-phloroglucinol

o 2o e o
w = w =2}

o
[¥]
!

Equivalent en malvidine-3-O-glucoside

(=]
[N
!

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Age du vin

Figure 83 : Evolution des pigments polymérisés de type A durant le vieillissement du vin rouge

Sur la Figure 83, les concentrations des pigments polymérisés de type A ont été représentées en
fonction de I’age du vin. Les différents marqueurs étudiés possédent tous le méme comportement de
stabilité en fonction de I’age du vin. Ces conclusions peuvent étre tirées alors que les courbes ne sont
pas forcément trés linéaires et que certains écarts types sont élevés malgré le fait que les variations
de concentration sont-elles tres faibles. Toutes ces molécules sont stables tout au long du processus
de vieillissement. Ces résultats montrent ainsi qu’apres formation de la liaison de type A, ces molécules
resteront sous leurs formes de liaisons de type A et ne sont pas oxydées durant le vieillissement du
vin. Cette étude cinétique montre également qu’en plus de leur stabilité, ces molécules sont donc
formées durant la vinification et I'élevage des vins, restant ainsi stables dans la matrice. De plus, une
autre information importante ressort de cette étude : la concentration en dimére de type A est
toujours plus importante que celle des triméres ou méme des oligomeres. Ces derniers résultats
montrent que la formation de ce composé incolore se fait trés majoritairement avec les flavanols

monomeres et trés peu avec les procyanidines oligomeéres.
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c. Les pigments polymérisés possédant un pont éthylidene entre tanins et anthocyanes

Continuons notre étude avec les pigments polymérisés liés par une liaison éthylidene entre tanins
et anthocyanes. Durant I’évolution du vin, des condensations indirectes peuvent se former entre les
différentes unités monomériques, qu’elles soient de nature tanique ou anthocyaniques. Ces
condensations indirectes se font par l'intermédiaire de I'acétaldéhyde le plus souvent, celui-ci
provenant des métabolites des levures générées pendant la fermentation ou de I'oxydation de

I’éthanol.

Dans cette partie, trois marqueurs de pigments polymérisés liés par un pont éthylidéne ont été
sélectionnés : le dimére Mv — (3-O-glc) — pont éhtylidéne-C/EC, son équivalent en adduit avec un
phloroglucinol en plus, Mv — (3-0-glc) — pont éhtylidéne-C/EC-phloroglucinol et le trimére Mv — (3-
O-glc) — pont éhtylidéne-C/EC-C/EC. lls ont tous été quantifiés en UPLC-UV-ESI-QTOF en équivalent
de malvidine-3-0O-glucoside. Ainsi, les marqueurs de cette famille sont A*-pont éthylidéne-T sans

rupture de la liaison indirecte, c’est pour cela que I'adduit avec le phloroglucinol est possible.

Sur la Figure 84 ci-dessous, les concentrations des trois marqueurs de pigments liés par un pont
éthylidene sont représentées en fonction de I’'dge du vin. Les tendances pour les trois pigments
polymérisés sont différentes. En effet, une diminution de la concentration du dimére Mv — (3-0-glc)
— pont éhtylidéne-C/EC ainsi que des pigments oligoméres matérialisés par le marqueur Mv — (3-0-
glc) — pont éhtylidéne-C/EC-phloroglucinol a été observée, celle-ci étant drastique dans les vins jeunes
pour ensuite se stabiliser au cours du temps. Le trimére, quant a lui, reste stable tout au long du
vieillissement du vin. Cette diminution de la concentration de ces pigments polymérisés liés par un
pont éthylidene, peu importe le millésime, montre que ces pigments sont formés durant la vinification
et I’élevage et non pas durant le vieillissement en bouteille. Cette diminution provient de I'oxydation
du milieu au cours du vieillissement. En effet dans la littérature, il a été montré que ces composés, par
réarrangement oxydatif, pouvaient se transformer en structure de type xanthylium [169]. La encore,
aucune corrélation entre la couleur observée et les variations de concentration de cette famille de

molécule colorée n’a pu étre déduite.
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Figure 84 : Evolution des pigments polymérisés avec un pont éthylidéne en fonction du

vieillissement du vin rouge

d. Les pigments polymérisés de type pyranoanthocyanes

Enfin, la cinétique d’une derniére famille de pigments polymérisés, les pyranoanthocyanes a été
déterminée. Cette famille provient au départ d’'une anthocyane qui a subi une cyclisation
intramoléculaire et un réarrangement oxydatif conduisant ainsi a la formation d’un cycle D sur la
molécule. Ainsi, cette famille de molécules est tres vaste, car les composés, avec lesquels cette
cyclisation intramoléculaire se réalise, sont nombreux (voir figure 20 Chapitre 1 IV. C.). Pour la suite de

notre étude, seule la famille des flavanol-pyranoanthocyanes a été étudiée.

Ainsi, pour notre étude, les marqueurs de la famille des flavanol-pyranoanthocyanes simples,
acétylés ou coumaroylés ont été sélectionnés ainsi que leurs triméres respectifs. Ils ont tous été
guantifiés en équivalents de malvidine-3-O-gluscoside. Par la suite, chaque classe de chaque structure

de flavanol-pyranoanthocyane a été comparée.
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Figure 85 : Evolution des pigments polymérisés de type pyranoanthocyanes en fonction du

vieillissement du vin rouge

Sur la Figure 85, les six flavanol-pyranoanthocyanes sont représentés en fonction de I'adge du
vin. Les sous-familles de flavanol-pyranoanthocyanes étudiées sont les monoglucosides, les acétylés
et les coumaroylés. De plus, les concentrations en dimeéres et triméres monoglucosides sont nettement
supérieures aux autres sous-familles, ce qui est normal puisque les anthocyanes monoglucosides sont
majoritaires par rapport aux acétylés et les p-coumaroylés dans le raisin et les vins. Néanmoins, la
tendance générale de ces pigments polymérisés tend a une stabilité tout au long du vieillissement des
vins. En général, les concentrations de ces pigments sont toutes du méme ordre de grandeur tout au
long du vieillissement du vin, excepté pour le dimére PyranoMv — (3-0-glc) — C/EC qui sort du lot
avec des concentrations plus importantes. La encore cette stabilité de concentration montre que ces
pigments sont formés durant la vinification et I’élevage des vins et que ces composés ont

principalement des structures résistantes a I’oxydation.

En conclusion de cette partie, quatre familles de pigments polymérisés, tous de structures
différentes, ont été étudiées durant le vieillissement du vin. Les familles de pigments polymérisés
étudiées étaient les pigments polymérisés liés par des condensations directes entre tanins et
anthocyanes, liés avec une condensation indirecte avec un pont éthylidéne, liés également par des
condensations directes avec une liaison de type A et enfin les pigments polymérisés de type flavanol-
pyranoanthocyanes. Les deux premieres familles diminuent au cours du temps tandis que les deux
dernieres restent stables tout au long du vieillissement du vin. Ces différentes tendances observées

dépendent des structures de ces molécules et de leurs stabilités permettant, ou non, leurs évolutions

dans le temps et participant toutes ainsi a I’évolution de la couleur.
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V. Conclusions

Dans ce chapitre, I'évolution des tanins couronnes durant tout le processus de vinification ainsi
qgue durant le vieillissement a été étudiée. Il apparait que ces nouvelles molécules cycliques ont un
comportement trés différent des tanins non cycliques classiques. En début de vinification durant
|’étape de la fermentation alcoolique, les tanins couronnes sont extraits en quelques jours sans avoir
besoin d’éthanol pour étre extrait, ce qui est un comportement proche a celui des anthocyanes. Apres
extraction, ils restent stables tout au long de la vinification. Ensuite, durant le vieillissement en
bouteille, ces molécules restent stables dans le temps. Ces résultats indiquent que ces molécules sont
extraites rapidement et qu’ensuite, elles restent stables tout au long de la vie du vin signifiant qu’elles
sont résistantes a I'oxydation, que ce soit pour le tétrameére ou pour les pentaméres couronnes,
comme cela a pu étre confirmé lors de leur cinétique d’évolution dans des vins saturés en oxygene
durant 20 semaines. De plus, I’étude durant la vinification d’un panel de vin monovariétaux montre
une différence de concentration entre tous les vins comparés entre eux, mais également un
comportement de ces molécules totalement différent de leurs homologues les tétrameres non
cycliques. Cette étude a notamment pu mettre en évidence des différences entre cépages, du méme
ordre de grandeur, que les différences observées lors de I'analyse de ces composés dans les pellicules

de ces mémes cépages (Chapitre 3 Il).

Enfin, différentes familles de pigments polymérisés ont été étudiées afin d’analyser leurs
comportements et, par la suite, de trouver une possible corrélation a I’évolution de la couleur durant
le vieillissement du vin en bouteille. Cette étude a montré que I'évolution de chaque famille était
différente, certaines restant stable tout au long du vieillissement et d’autres diminuant au fur et a
mesure du temps. Ces différentes tendances permettent une évolution de la couleur du rouge violet
au rouge orangé. Cependant, aucune corrélation directe entre I’évolution des pigments polymérisés
qguantifiés et la couleur des vins n’a pu étre établie. Ces résultats indiquent que les variations de
composition moléculaire ne permettent pas d’expliquer les variations de couleur mesurées en fonction
des millésimes. De futures études sur la possible présence de nouvelles formes de pigments
polymérisés du phénomeéne de co-pigmentation intramoléculaire dans le cas de pigments polymérisés
oligomeres devront étre engagées pour essayer d’identifier les déterminants moléculaires de la
couleur des vins. Dans le contexte actuel du changement climatique (température, stress hydrique),
de la réduction des intrants durant la vinification telle que la diminution du SO, ou de I'arrivée de
nouveaux cépages, la compréhension des mécanismes chimiques et physico-chimiques impliqués dans

la stabilisation de la couleur va étre indispensable pour assurer la typicité des vins.
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Dans cette partie, les tanins couronnes ont un peu été laissés de c6té, méme si pour des raisons
de formules brutes et de masses moléculaires exactes identiques, ils ne sont pas trés loin. Le nouveau
sujet de recherche mis en lumiére dans cette partie est les tanins non cycliques ayant une liaison de
type A. Plusieurs aspects de ces tanins vont étre traités. Dans une premiere partie, I'hémisynthese de
ces tanins a été réalisée a partir des tanins non cycliques ayant des liaisons de type B. Par la suite, une
stratégie de quantification, aprés identification des marqueurs de quantification spécifiques de ces
tanins de type A, a été développée. De cette stratégie en découlera une étude comparative des
tétrameres non cycliques ayant une liaison de type A avec le tétramére couronne, les deux molécules
possédant les mémes masses exactes. Enfin, une étude sensorielle, in vitro et in vivo, a été mise en
place. Pour cela, une premiére partie traitera des interactions tanins-protéines en milieu modéle en
utilisant des protéines modéles commerciales, puis de deux analyses sensorielles qui ont été
entreprises, I'une portant sur I'impact organoleptique des tanins ayant les liaisons de type A en
comparaison aux tanins ayant les liaisons de type B tandis que la seconde analyse sensorielle a été
réalisée avec la verticale des grands vins de Pauillac. Les résultats de cette derniere analyse sensorielle
ont été mis en corrélation avec les analyses chimiques de ces vins et en particulier I'analyse de nos

tanins couronnes.

Les tanins possédant une liaison de type A sont connus pour étre des liaisons de base entre les
flavonoides. La formation de ces liaisons provient d’une réaction d’oxydation, en passant par un
intermédiaire quinonique, formant alors cette liaison supplémentaire entre le carbone C2 du cycle C
de l'unité supérieure et I’hydroxyle du carbone C5 ou C7 de l'unité inférieure. Cette liaison peut se
former entre différentes natures d’unités monomeériques de tanins condensés, mais également entre
les tanins et les anthocyanes comme vues précédemment dans les pigments polymérisés (chapitre IV.
lll.). Une multitude de combinaisons de tailles et de structures différentes peuvent alors se former. Le
chapitre qui suit portera exclusivement sur les tanins possédant une liaison de type A avec comme

unités monomeériques les flavanols tels que la catéchine et/ou I'épicatéchine.
l. Etude approfondie sur I’hémisynthése des tanins de type A

A ce jour, seulement quelques auteurs se sont intéressés a la transformation des liaisons de type
B des tanins condensés en liaisons de type A en utilisant des dimeres et des triméres purs afin de se
focaliser principalement sur le mécanisme réactionnel [15,162,163]. Dans notre cas, I'objectif est
d’étudier la formation de ces liaisons de type A sur une fraction oligomérique provenant du raisin, avec

un degré de polymérisation compris entre 2 et 5, étude jusqu’alors jamais réalisée.
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Dans un premier temps, afin de valider la conversion d’une partie des liaisons de type B en liaisons
de type A sur cette fraction oligomérique complexe, le protocole d’hémisynthéese de la publication de
Chen et al. [163] a été utilisé comme premiere approche. Dans un second temps, cette hémisynthése
a été optimisée en testant différents parameétres tels que le temps de réaction, la nature et la quantité

d’oxydant ainsi que le pH.

A. Hémisynthese des tanins de type A et étude en spectrométrie de masse

L'hémisynthese a été réalisée sur une fraction oligomérique de tanins ayant des liaisons de type B.
Cette fraction a été préalablement obtenue par traitement d’un extrait brut de tanins de pépins de
Cabernet-Sauvignon. En effet, cet extrait brut obtenu par extraction solide-liquide avec un mélange
acétone-eau (v/v) 70/30, a subi une série d’extractions liquide-liquide avec différents solvants afin
d’obtenir une fraction finale oligomérique de tanins ayant des liaisons de type B de degré de

polymérisation compris entre 2 et 5.

Ensuite, cette fraction de tanins oligomeéres a été solubilisée dans une solution de tampon de
phosphate salin (PBS) afin de stabiliser le pH a 7,4. Dans leur protocole, Chen et al. [163] ont choisi
comme oxydant le DPPH qui a été ajouté par la suite a la fraction précédente de tanins. Aprés 3 h de
réaction a 37 °C, le milieu réactionnel a été analysé en UPLC-UV-ESI-QTOF en mode négatif. Ainsi, la
comparaison des fractions oligomériques avant et aprés oxydation a pu étre réalisée. L’analyse en
UPLC-UV-ESI-QTOF de la fraction oligomérique avant réaction (Figure 86) montre la présence
résiduelle de quelques monomeéres comme la catéchine et I'épicatéchine bien que les principaux
composés soient surtout des dimeres, triméres, tétrameres et pentameéres de tanins condensés ayant
des liaisons de type B. Cette analyse a également permis de vérifier 'absence de tanins ayant des
liaisons de type A, tout comme I'absence de tanins couronnes dans cet extrait. La comparaison des
chromatogrammes UV des deux échantillons (avant et apres réaction) montre que ceux-ci sont tres
différents. En effet, la majeure partie des composés présents avant oxydation se sont transformés

durant la réaction comme attendu (Figure 87).
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Figure 86 : Chromatogrammes UV et de masse de la fraction oligomérique de tanins avant oxydation
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Figure 87 : Chromatogrammes UV et de masse de la fraction oligomérique de tanins apreés oxydation

De plus, I'analyse plus fine des chromatogrammes de masse spécifiques du milieu réactionnel

aprés oxydation (Tableau 11), confirme la formation de diméres (m/z575,1189), de trimeres

(m/z

863,1823), de tétrameéres (m/z 1151,2457) et de pentaméres (m/z 1439,3091) ayant tous une

liaison de type A. Pour chacune de ces masses, la différence entre la masse calculée et la masse

mesurée est inférieure a 5 ppm, confirmant ainsi la formule brute de chacun de ces composés.
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Cependant, la réaction n’étant pas complete, des oligomeres de tanins ayant des liaisons de type B ont
été retrouvés dans le milieu réactionnel. Leur présence était attendue puisque Chen et al. [163] ont

rapporté un rendement d’uniquement 30 % de conversion a partir d’un trimere pur.

Tableau 11 : Les différentes masses exactes des tanins de type A et des tanins de type B

Formule brut
Composés L Masse calculée Masse mesurée 86 ppm
(mode négatif)

Dimeére de tanins

de type B C,.H,:0., 577,1346 577,1398 5,05
Dimére de tani
'm:::v:e T'"s C.oH20s, 575,1189 575,1220 5,67
Trimere de tani
"m;::y:e :"'"5 CocHaiO. 863,1823 863,1562 2,14
. Te_"a:'e:e deA CeoHer0ss 1151,2457 1151,2494 1,15
anins de type
Dimeére de tanins
de type de A + CicHyy01s 699,1350 699,1380 5,68

Phloroglucinol

Une analyse par MS-MS sur les oligomeres de type A a alors été réalisée sur les masses des
dimeéres, des triméres et des tétrameres ayant des liaisons de type A. Ici, les fragments attendus pour
ces diméres sont de deux sortes : un fragment de masse m/z 423,071 1 qui correspond a une perte de

-152 et un fragment de masse m/z 449,0851 correspondant a une perte de -126 (Figure 88).
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Figure 88 : Spectre de fragmentation du dimére de type A (575,1220) en MS-MS

Ce premier fragment provient d’'une fragmentation en Retro Diels-Alder (RDA) tandis que le deuxieme
fragment provient d’une fission HRF (Heterocyclic Ring Fission) suivie d’un réarrangement spécifique

aux liaisons de type A (Figure 89).
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Figure 89 : Fragments du dimere de type A en MS-MS

La formation de ce dernier fragment entre les unités flavanols caractéristique des liaisons de
type A, prouve la présence de cette liaison dans les oligoméres de tanins aprés hémisynthése. Les
trimeéres et les tétrameres présents dans le milieu apres réaction ont également été analysés en MS-
MS et ils possédent tous le fragment caractéristique de m/z 449,0851 (Annexe 9 et Annexe 10). Ces
analyses prouvent bien que des tanins oligomeéres ayant une liaison de type A ont bien été synthétisés

a partir d’une fraction oligomérique de tanins de pépins avec la méthode proposée par Chen et al.

Le Degré de Polymérisation Moyen (DPm) a également été déterminé pour les fractions avant
et apres oxydation. Le DPm permet de déterminer le nombre d’unités monomériques coupées par la
réaction de phloroglucinolyse. Pour la fraction des tanins oligomeres purifiée, le DPm obtenu est de
3,7 et pour la fraction obtenue apres hémisynthése, le DPm est de 3,4. Cette légére baisse du DPm
était attendue en vue des liaisons de type A formées. En revanche, si la réaction d’oxydation n’a pas
créé une polymérisation du milieu, celle-ci aura peut-étre engendré la formation de liaisons
intramoléculaires et/ou intermoléculaires autres que des liaisons de type A. C’est dans cette optique
gu’apres réaction dans le milieu des oligomeres oxydés, il a été recherché un composé qui possederait
une liaison intermoléculaire et qui proviendrait d’un couplage entre les cycles B de deux molécules par
un mécanisme de polymérisation oxydative désordonné [150,251,252]. Or, dans nos échantillons,
aucunes masses correspondantes n’a été retrouvée dans notre milieu réactionnel. Cette absence,
souhaitée dans notre cas, provient probablement du fait que le milieu durant I’étape d’oxydation est
relativement dilué et donc que ce type de liaisons intermoléculaires ne sont pas privilégiées et ne se

forment pas alors que les liaisons intramoléculaires, elles, sont favorisées. Par la suite, cette
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hémisynthése a été optimisée en testant différents parametres impactant directement la cinétique et

les rendements de cette réaction.

B. Optimisation de I’hémi synthése des tanins de type A

Afin d’améliorer les résultats de I’'hémisynthese, un certain nombre de parameétres ont été testés.
Parmi ces parametres, la quantité d’oxydant, la nature des oxydants, le pH et le temps de réaction ont

été modifiés afin d’améliorer le rendement de la réaction (Tableau 12).

Tableau 12 : Différents composés et paramétres testés afin d’améliorer I’lhémisynthése des tanins

de type A

\ . . Temps de

Parametres testés Oxydants Equivalences pH L.
reaction

L DPPH 1=>3 Acide 3h

Composés ou

parameétres . Suivie de

e s Xanthine Oxyd .
utilisés an |r(1:0]xy ase 1->10 Neutre reaction :

0-24h

Le premier parameétre testé a été la nature de I'oxydant utilisé. Comme décrit précédemment
dans le Chapitre 1, Chen et al. [163] ont testé plusieurs types d’oxydant différents : des oxydants
chimiques et des oxydants enzymatiques. Le DPPH, un des oxydants chimiques, a été utilisé en priorité,
car il est décrit comme étant I'oxydant le plus efficace de tous. La Xanthine Oxydase (XO) a également
été utilisée afin de pouvoir tester la deuxieme catégorie d’oxydants de type enzymatique. Les résultats
obtenus sont aussi concluants avec la XO que ceux obtenus avec le DPPH, le pourcentage de formation
en tanins de type A étant le méme. Les catalyseurs enzymatiques se retrouvent dans les plantes tandis
que les catalyseurs chimiques, malgré le fait qu’ils soient tres efficaces, ne sont pas présents sous cette
forme dans la nature. Il a alors été suggéré que I'02° ~ provenant du systéme X/XO serait le catalyseur

utilisé par les plantes pour faire la réaction [163].

Le second parametre étudié a été la quantité d’oxydant utilisée par rapport a la quantité
utilisée de tanins ayant des liaisons de type B, sachant que ce ratio trimére/oxydant était de 1 pour 3
dans la publication de Chen et al. [163]. Dans notre cas comme nous n’utilisons pas une molécule pure,
mais une fraction complexe, c’est le DPm de la fraction de tanins ayant des liaisons de type B utilisé
qui permet de définir la quantité d’oxydant a ajouter. La quantité d’oxydant ajoutée a été augmentée
jusgu’a un ratio de 1 pour 10 afin de voir s’il y avait une augmentation dans la quantité de tanins ayant
des liaisons de type A synthétisée. Apres avoir comparé le rendement obtenu en modifiant le ratio

tanins/oxydants sur plusieurs tests d’hémisynthése, les résultats montrent que plus la quantité
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d’oxydant est augmentée, plus la synthese des tanins de type A est efficace, résultats peu surprenants.
Cependant, malgré cette augmentation importante de la quantité d’oxydant, il n’a pas été possible
d’arriver a une conversion totale des tanins ayant des liaisons de type B puisqu’il restait toujours de

ces tanins natifs dans le milieu.

Le troisieme parametre étudié est I'influence du pH. L’hémisynthése a pH neutre, comme
décrit dans la publication de Chen et al. [163], a été testée en utilisant un tampon de phosphate salin
(pH = 7,4). 'hémisynthése a également été testée a pH acide en utilisant de 'acide tartrique (5 g.L?,
pH = 2,5). La comparaison des résultats entre les deux pH différents démontre clairement que I'on
obtient un meilleur rendement en tanins ayant des liaisons de type A a pH neutre. Ce résultat ne
voulant pas dire que les tanins ayant des liaisons de type A ne se forment pas a pH acide. lls peuvent
se créer a pH acide, mais avec un rendement plus faible que dans les conditions chimiques optimales
qui sont a pH = 7 ,neutre. C’'est pour cette raison que I'on peut retrouver certaines de ces molécules

possédant ces liaisons dans le vin.

Enfin, le dernier parametre étudié est le temps de réaction de I'hémisynthése. Le temps de
réaction normalement utilisé dans la publication de Chen et al. [163] est de 3 h a 37 °C. L’hypothése
suivie a été qu’en augmentant le temps de réaction, la formation des tanins ayant des liaisons de type
A augmenterait également. Un suivi cinétique de la réaction a été effectué durant 24 h en réalisant
des prélevements a 3 h, 6 h et 24 h. Les résultats obtenus a ces différents temps de prélevement
montrent que peu importe le temps de réaction, celui-ci n'impacte pas le rendement de la réaction.
En effet apres 3 h de réaction, la quantité de tanins ayant des liaisons de type A formée était la méme
gu’apres 24 h de réaction sans que la formation de composés de suroxydation ne puisse étre détectée

aprées 24 h.

Finalement, il est possible de conclure que la conversion des liaisons de type B en liaisons de type
A dépend de la nature de l'oxydant, de la quantité d’oxydant ajoutée et enfin du pH. Cette
hémisynthése réalisée en laboratoire dans des conditions optimales ne veut en rien dire que ce sont
les seules et uniques conditions pour créer ces liaisons. Bien au contraire, par exemple, dans le vin
aucune de ces conditions n’est réunie pour la création de ces liaisons. Or, les tanins ayant des liaisons
de type A existent quand méme dans les vins, car d’autres conditions ont favorisé leur formation et
qgue le mécanisme d’oxydation radicalaire nécessaire a la formation des liaisons de type A reste le

méme, quel que soit le milieu.
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Il. Quantification et recherche des marqueurs spécifiques des tanins de type

A

Aprés avoir développé I'hémisynthése des tanins possédant une liaison de type A, la
caractérisation du milieu réactionnel de ceux-ci fat nécessaire. Afin de réaliser cette quantification,

différentes méthodes pouvaient étre utilisées.

Parmi ces méthodes, la phloroglucinolyse, méthode de dépolymérisation chimique en milieu acide,
a été préférentiellement choisie. Cette méthode est utilisée a la base pour évaluer le degré de
polymérisation moyen (DPm) des tanins [7] - [9]. C'est une approche basée sur la dépolymérisation
des tanins par rupture des liaisons interflavanes de type B en milieu acide, a chaud et en présence d’un
agent nucléophile : le phloroglucinol. Elle permet alors la dépolymérisation des tanins et de séparer
les unités terminales libérées, sous forme de flavanol, des unités d’extensions libérées, sous la forme
d’un flavanol additionné de I'agent nucléophile, le phloroglucinol, en position C4. Si nous prenons
I'exemple des procyanidines, les unités terminales libérées sont la catéchine, I'épicatéchine et
|’épicatéchine-3-0O-gallate. Les unités d’extensions reliées en position C4 au phloroglucinol donneront
alors I'adduit catéchine-phloroglucinol, I'adduit épicatéchine-phloroglucinol et I'adduit épicatéchine
galloylé-phloroglucinol. Cette méthode peut permettre de quantifier les tanins ayant une liaison de
type A grace a des marqueurs spécifiques libérés durant cette étape de dépolymérisation chimique.
En effet, cette technique a déja été utilisée pour réaliser la quantification de nombreux pigments
polymérisés et notamment ceux présentant une liaison de type A entre les anthocyanes et les tanins,
la liaison de type A n’étant pas dépolymérisée dans les conditions de phloroglucinolyse (Chapitre 4.

[1l.) [204] (Figure 90).
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Figure 90 : Mécanisme de phloroglucinolyse pour les pigments tanins-anthocyanes liés par une

ligison de type A [20]

L'hypothéese de départ était que les liaisons de type A entre unités flavanol ne sont pas coupées
lors de la réaction de phloroglucinolyse. Afin de trouver des marqueurs spécifiques, deux cas de figure

sont possibles en fonction de la position de la liaison de type A dans la chaine polymérique (Figure 91).

Dans le premier cas, la liaison de type A se trouve en premiere position sur la chaine
polymérisée ou au centre de la chaine, I'acidité de la réaction va alors rompre toutes les liaisons de
type B au-dessus et au-dessous de la liaison de type A et donc le phloroglucinol ira s’additionner sur
I'unité inférieure du dimére lié par une liaison de type A qui elle restera intacte. Dans ce cas-ci, le
marqueur spécifique sera un dimere de type A avec un groupement phloroglucinol possédant alors
une masse exacte de m/z 699,1350 (Tableau 11). En plus, dans la solution, des flavanols provenant de
la rupture de la liaison terminale devront étre présent avec une masse de m/z 289,0712 ainsi que des
adduits flavanol-phloroglucinol de m/z 413,087 2 provenant de la coupure des liaisons de type B étant

au-dessus de la liaison de type A si elles existent.

Dans le second cas, la liaison de type A se trouverait en derniére position de la chaine
polymérique de tanins condensés. Dans ce cas-la, les liaisons de type B supérieurs seront coupées
durant la phloroglucinolyse et la liaison de type A sera libérée sous forme de dimere avec une simple
liaison de type A entre les deux unités. Les flavanols libérés seront alors sous forme d’adduit flavanol-
phloroglucinol. Donc dans ce cas-ci, le marqueur de la liaison de type A aurait une masse de

m/z 575,1189.
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C’est en partant sur ces deux hypothéses que les recherches sur I'UPLC-UV-ESI-QTOF ont été
effectuées sur le milieu hémisynthétique des tanins de type A apres leur réaction de phloroglucinolyse

(Figure 91).

Hypothese 1

Hypothése 2

Figure 91 : Les différentes hypothéses de marqueurs spécifiques des tanins liés par une liaison de

type A

La comparaison des chromatogrammes a 280 nm et de masse avant et apres la réaction de
phloroglucinolyse montre bien des différences significatives entre les composés, car tous les
chromatogrammes sont totalement différents. Dans la fraction ayant subie la phloroglucinolyse, les
premiéres masses spécifiques d’un marqueur potentiel cherchées étaient a m/z 699,1350 (masse
calculée). Les résultats montrent que quatre composés possédant cette masse ont été libérés aprées la
réaction de phloroglucinolyse, dont I'un d’entre eux étant tres majoritaire. Ces composés de formule
brute CsgH27015 ([M-H] = 699,1380; dppm = - 5,68) sont donc des dimeéres de type A possédant un
adduit phloroglucinol dans une chaine polymérique de tanins. Ces marqueurs spécifiques identifiés
indiquent la présence de liaisons de type A en début de chaine polymérique des tanins obtenus par
hémisyntheése. C’est alors que les marqueurs de masse m/z 575,1189 ont été recherchés en suivant
dans le milieu réactionnel obtenu aprés phloroglucinolyse et ils ont été trouvés. Cependant, la
comparaison des intensités du marqueur m/z 575,1189 avant et aprés phloroglucinolyse montre qu’il
n’y a pas de variation de cette intensité, ce qui prouve que les dimeres de type A présent apres
phloroglucinolyse n‘ont pas été libérés durant la dépolymérisation chimique, mais qu’ils étaient

simplement présents avant cette réaction (Figure 92). La dépolymérisation chimique ne modifiant pas
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la liaison de type A, les dimeres de type A formés durant I'étape d’oxydation et présents dans

I’échantillon avant phloroglucinolyse se retrouvent donc inchangés apres cette réaction.
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Figure 92 : Chromatogramme a 280 nm et de masse spécifique des marqueurs des tanins ayant des

liaisons de type A

De plus, le fait qu’il n’y ait pas de diméres de type A libérés durant la dépolymérisation
chimique prouve que durant I’hémisynthese aucune liaison de type A n’a été formée a partir de la
derniere liaison de type B de la chaine polymérisée. Cette régiospécificité était inattendue et n’avait
jamais été rapportée jusqu’a présent. Des études de modélisation de la formation des radicaux sur la
chaine de tanins condensés devront étre menées pour pouvoir expliquer et rationaliser cette
régiospécificité. Enfin, grace a cette réaction et aux marqueurs identifiés de masse m/z 699,1350 ainsi
gu’aux autres produits libérés durant la phloroglucinolyse, la quantification du nombre de liaisons de
type A formée par hémisynthese a pu étre déterminée, celle-ci a été calculée a 10 % de I'ensemble des

liaisons présentent dans les chaines de tanins.
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Il. Etude comparative des tétrameéres de type A et des tétrameres

couronnes en fragmentation

A. Etude préliminaire de fragmentation

En chimie, il n’est pas rare que la masse d’'un composé corresponde a plusieurs molécules. La
matrice vin étant tellement complexe, de nombreux isoméres existent. Le tétramere couronne de
masses m/z 1153,2615 possédent un isomére en particulier possédant exactement la méme masse
exacte. Dans un vin, lorsque I'on recherche la masse du tétramere couronne, plusieurs pics avec
comme ion moléculaire m/z 1153,2615 peuvent apparaitre. C'est également le cas dans le milieu
réactionnel aprés oxydation des tanins ayant uniquement des liaisons de type B. Le tétrameére
couronne ayant été purifié et sa structure caractérisée par RMN, il est facile de le différencier des
structures tétramériques ayant une liaison de type A au vu de son temps de rétention notamment.
Cependant, cela devient beaucoup plus compliqué pour des tanins couronnes de plus hauts poids
moléculaires qui n"ont pas encore été purifiés et caractérisés par RMN. C’est pour cela qu’une étude
des voies de fragmentation de ces molécules a été conduite dans le but de vérifier rapidement si les
molécules étudiées sont bien les tanins couronnes. Une méthode basée sur la MS-MS en utilisant
I"UPLC-UV-ESI-QTOF a été développée afin de trouver si les deux tétrameres (couronnes et de type A)

de masses m/z 1153,2615 peuvent se différencier par des fragments spécifiques.

Pour cela, les regles et modes de fragmentations des flavanols ont été utilisés et sont rappelés ci-
dessous (Figure 93). La fragmentation permet le calcul des formules élémentaires de pertes neutres
consécutives en partant de I'ion moléculaire jusqu’a la derniere génération d’ions fragments. Pour les
monomeres, oligomeéres et polymeéres des tanins condensés, il existe quatre voies principales de

fragmentation qui sont [253] :

- Lafission Retro-Diels-Alder (RDA) entrainant une perte de -152 Da,

- Lafission de I'hétérocycle (HRF) correspondant a la perte de I'unité phloroglucinol (cycle A),
entrainant donc une perte de -126 Da

- La fission en formant un benzofurane (BFF) au niveau de I'hétérocycle C générant alors une
perte de -123 Da,

- La perte d’'une molécule d’eau de -18 Da,

- Lafission quinone méthine (QM) ne concernant que les structures oligo- et polymériques qui
consiste a la rupture d’une liaison inter-flavane (C4-C6/C8) conduisant alors a une perte de -

290,0790 Da pour l'unité supérieure libérée sous la forme de quinone conjuguée tandis que
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I'unité inférieure libérée est simplement une unité flavanol déprotonée induisant alors une

perte de -288,0634 Da.

H
OH m/fz 291 m/z 169 m/z 123

BFF
- OH

H+
HO 0
OH
HO o‘\ @

OH RDA -152 Da
OH m/z 291 m/z 139

Y

I 10
/
m/z 165 /’ m/z 147 m/z 151 m/z 123

Figure 93 : Les différentes voies de fragmentation existantes [253]

Ce dernier mode de fragmentation (Figure 94) peut ainsi indiquer si I'unité rompue était d’'une
unité inférieure ou supérieure. Cependant, des pertes successives d’unité inférieure ne se traduisent
pas par des pertes successives de 290 Da. Seule la premiére perte d’unité inférieure se traduit par une
perte de -290 Da, les autres pertes en suivant correspondent a des pertes de -288 Da étant donné que

I'unité perdue sera alors sous la forme de quinone conjuguée [20].
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OH
OH
OH
OH
287,0555
OH OH
OHR OH
HO O w
OH
OH
577,1346 289,0712

Figure 94 : Voie de fragmentation des quinones méthines avec un dimére de type B en mode

négatif [20]

B. L’étude des fragments pour les deux tétrameres : cyclique et non cyclique

Les fractionnements ont été réalisés sur le tétramere couronne et sur le tétrameére majoritaire
possédant une liaison de type A, ces deux molécules possédant la méme masse exacte de
m/z 1153,2615 et la méme formule brute [CeoH49024]. Ces fragmentations ont été réalisées a partir
d’un échantillon de tétramére couronne purifié a partir du vin [19] et sur une fraction purifiée du milieu
d’hémisyntheése des tanins ayant des liaisons de type A afin de limiter au maximum les possibles
interférences sur ces molécules pures. Pour le tétramére possédant une liaison de type A, une étape
de fractionnement sur colonne TSK a été réalisée afin de séparer au maximum les différents tanins
oligomeéres de type A. Cette étape de fractionnement a permis I'obtention d’une fraction contenant

principalement des tétrameéres de type A.

Par la suite, des tests ont été réalisés afin de trouver I'énergie de collision optimale afin d’obtenir
I’ensemble des fragments de haut et de bas poids moléculaires, tout comme le mode d’ionisation en
positif ou en négatif. L'énergie de collision a été testée de 5% a 30 %. Finalement, la méthode de
fragmentation optimale est en mode positif avec une force de collision fixée a 30 % sur le systeme

UPLC-UV-ESI-QTOF utilisé.

a. La fragmentation du tétramére linéaire possédant une liaison de type A

Le spectre de fragmentation MS-MS obtenu pour le tétramére ayant des liaisons de type A

majoritaire élué a 4,92 minutes (Figure 95) montre un grand nombre de fragments avec une perte de
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-152 Da, (— CgHsO3; m/z 1001,2116 ; m/z 713,1525) et une perte de -126 Da (— C¢HsO3 ; m/z 739,1655 ;

m/z 449,0802), résultant respectivement des fissions RDA et HRF.

Des fragments issus de la perte d’eau (-18 Da) ont aussi pu étre rapportés (m/z 1135,2390; m/z
983,2021; m/z 965,2034 ; m/z 695,1450 ; m/z 557,1125). Des pertes de -288 Da ont été observées a
partir des fragments m/z 1153,2585 et 575,1188, donnant respectivement les fragments a m/z
865,1987 et m/z 287,0540. De plus des pertes de -290 Da ont elles aussi été observées a partir des
fragments m/z 1153,2585 et m/z 865,1987, donnant respectivement des fragments avec m/z 863,1730
et m/z 575,1188. Ces pertes de -290 et -288 Da résultent de la fission QM qui induit une perte d’une

unité supérieure ou inférieure.
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Il est important de préciser que I'’échantillon utilisé pour réaliser cette fragmentation n’est pas un
tétramere de type A purifié, mais un mélange de différents tétrameres ayant tous une liaison de type
A et des temps de rétention proches. En effet, le spectre de fragmentation présenté ici semble étre le
spectre de fragmentation de deux tétrameres ayant une liaison de type A a différents niveaux dans la
structure. En effet, la présence des fragments m/z 865,1987 (majoritaires) et m/z 863,1730 est
explicable de deux facons. Une premiére explication serait la coélution de deux tétrameres, le premier
ayant sa liaison de type A en position supérieure, le second possédant une liaison de type A entre la

seconde et la troisieme unité, au centre de la structure.

La seconde explication serait que la fragmentation analysée provienne uniquement de la
fragmentation d’un tétramere ayant une liaison de type A au centre de la structure entre la seconde
et la troisieme unité. De plus, I'étude précédente (Chapitre 5. II.) sur les marqueurs spécifiques des
tanins liés par une liaison de type A a montré que ces liaisons sont formées préférentiellement sur

I"'unité supérieure ou dans le centre de I'oligomére, mais jamais sur I'unité en bout de chaine inférieure.

Cependant, la formation de ce type de liaison oxydative sur des tétrameres n’a jamais été
réalisée et seules une purification et une caractérisation complete des produits formés pourraient
répondre a cette question. Cependant, la fragmentation d’un tétramére ayant une liaison de type A au
niveau de I'unité terminale conduirait a un fragment de masse théorique égal a m/z 577,1346 qui n’a
pas été observé. Ceci montrant qu’au moins une partie, si ce n’est I'intégralité des tétrameres de type

A fractionnés, possédent leurs liaisons de type A au centre de leurs structures.

Néanmoins, le fragment m/z 575,1188 est issu soit de deux fissions QM successives (-288 et -
290) (Figure 96, Figure 97) d’un tétrameére ayant une liaison de type A au niveau de I'unité supérieure,
soit de deux fissions QM a partir d’'un tétramere ayant une liaison de type A entre sa seconde et
troisieme unité, correspondant aux pertes d’une unité supérieure (-288) et d’une unité inférieure (-
290). Dans ce cas, en fonction de la perte de I'unité supérieure (-288) ou I'unité inférieure (-290), le

fragment m/z 865,1987 ou le fragment m/z 863,1730 sera alors généré.

Dans I'ensemble des cas, le fragment m/z 575,1188 est observé et devient alors un fragment
spécifique des tanins ayant une liaison de type A. Ce fragment ainsi que I'ensemble des fragments qui
en sont issus surtout le fragment m/z 449,0802 et dans une moindre mesure m/z 287,0540 sont alors
des marqueurs qui permettent d’identifier spécifiquement les tanins oligoméres ayant une liaison de

type A.
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b. La fragmentation du tétramére couronne

La fragmentation optimale du tétramere couronne a été trouvée également en mode positif avec
une force de collision de 30 % (Figure 98). Le spectre MS-MS obtenu pour le tétramere couronne
montre des fragments avec une perte de -152 Da, (-CgHsOs, fragments a m/z 1001,2113 et a m/z
713,1552) et une perte de -126 Da, (-C¢HsOs3, fragment a m/z 739,1755), qui résultent de la fission RDA
et HRF respectivement. Des fragments issus de la perte d’eau (-18 Da) ont aussi pu étre observés (m/z
1135,2838; m/z 695,1287 ; m/z 559,1110). Le fragment m/z 433,0919 résulte d’une perte d’eau et
d’une fission HRF a partir du fragment m/z 577, 1309 en passant par le fragment m/z 451,1119. Quatre
ions avec une différence de 288 Da (— CisH1,06) ; m/ z 1153,2551 ; m/ z 865,2096 : m/z 577,1309 et
m/z 289,0702) ont été trouvés, tous issus des fissions successives de QM a partir du tétramére

couronne (m/z 1153,2551).
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Une fois ionisé, le tétramere couronne peut subir un réarrangement de I'unité terminale ce qui va
impliquer qu’aucune perte de -290 Da n’est possible. C'est pourquoi des pertes de 288 Da uniquement
sont observées au cours de la fragmentation du tétramére couronne. Par ailleurs, aucun fragment
spécifique lié a la liaison interflavane de type A (m/z 575,1188; m/z 449,0873) n’a été trouvé
(Figure 99). L'absence de ces fragments spécifiques des liaisons de type A dans le spectre de
fragmentation du tétramére couronne est une différence notable qui peut étre utilisée pour le
différencier des tanins oligomeéres ayant une liaison de type A par fragmentation en spectrométrie de

masse.
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L'approche par fragmentation en spectrométrie de masse a permis de proposer des voies de
fragmentation spécifique pour le tétramére couronne et les tétraméres non cycliques ayant des
liaisons de type A. Des différences ont été observées au niveau des fragments formés au cours des
fragmentations respectives de ces composés. Des fragments spécifiques des tétrameres ayant une
liaison de type A ont pu étre identifiés (m/z 575,1188 ; m/z 449,0873 ; m/z 287,0556), ceux-ci étant
absents du spectre de fragmentation du tétramére couronne. Ces fragments permettront de
différencier un tétramere couronne d’un tétramere non cyclique ayant une liaison de type A par
spectrométrie de masse malgré leurs masses et formules brutes respectivement identiques. D’une
facon plus générale, ces fragments et la voie de fragmentation conduisant a leur formation pourront
faciliter la différenciation entre de nouveaux tanins couronnes et les tanins ayant une liaison de type
A directement dans le vin. La différentiation entre les tanins couronnes et les tanins non cycliques se

faisant plus facilement puisque ces composés ont une différence de 2 unités de masse.

IV.  Etude des propriétés sensorielles des tanins ayant une liaison de type A

et des tanins couronnes

Passons a présent au volet suivant dans I'étude sensorielle des tanins couronnes et des tanins liés
par une liaison de type A. Des analyses sensorielles ont alors été réalisées sur ces deux différentes

classes de molécule.

Pour la famille des tanins ayant une liaison de type A, deux axes de recherche sur les analyses
sensorielles ont été lancés. Dans un premier temps, une étude in vitro sur les interactions tanins-
protéines a été réalisée. Des analyses aux turbidimetres ont alors été utilisées. Dans un second temps,
des analyses sensorielles ont été effectuées afin de découvrir I'impact gustatif de ces molécules. En
effet, tout au long de ces deux études, les tanins possédant une liaison de type B ont été comparés aux

tanins possédant une liaison de type A, comparaison réalisée pour les études in vitro et in vivo.

Pour la famille des tanins couronnes, une analyse sensorielle a été entreprise avec la méme
verticale de vin de I'appellation Pauillac utilisée auparavant dans le Chapitre 4. Il. Cette étude
permettra de mettre en avant I'impact que peuvent avoir les tanins couronnes dans le vin, bien que la
meilleure méthode serait de déguster les molécules purifiées. Les résultats ne pourront donner qu’une
tendance si elle existe. Des corrélations entre les analyses chimiques et les analyses sensorielles seront

également exécutées entre elles, analyses chimiques réalisées auparavant dans le Chapitre 4. Il.
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A. Analyses sensorielles in vitro et in vivo des tanins liés par une liaison de type A

a. Etude des interactions tanins-protéines sur les tanins de type A et de type B

L’'une des caractéristiques principales des tanins est leur propriété a interagir avec les protéines. A
de nombreuses occasions lors de I'élaboration du vin, ces deux molécules peuvent réagir entre elles.
Cette interaction dépend en grande partie de la nature des tanins et des protéines qui se rencontrent

et aussi des parameétres du milieu [122], un petit rappel de ceux-ci va étre réalisé en suivant.

D’apreés la littérature, la masse moléculaire des tanins aurait un impact sur leurs interactions avec
les protéines [254]. Plus les tanins ont une masse moléculaire élevée, plus la quantité de protéines
précipitées serait importante. Cependant, a partir d’une certaine taille, la quantité de protéines
précipitées reste constante. La présence de groupements galates estérifiés en position C3 ainsi que la
polarité des tanins a également un impact non négligeable sur ces interactions. En effet, I'interaction

s’effectuera au moyen de liaisons hydrogenes ou hydrophobes [255].

Les protéines possedent différents sites d’interactions spécifiques. Parmi eux se trouvent les sites
d’interactions forts, qui réagiront en premier et quand ceux-ci sont saturés, les sites d’interactions plus
faibles entrent en jeu. Les nombreuses études réalisées sur le sujet ont montré que la masse
moléculaire de la protéine est directement liée au nombre de sites de liaisons effectués. La présence
de proline joue un réle important sur la force et la quantité d’interaction tanins-protéines [254,256].
La structure spatiale des protéines intervient également comme un paramétre majeur dans
I'interaction. Les tanins réagiraient trés facilement avec la structure en pelote des PRPs, qui possedent
une structure flexible due a la présence importante de proline contrairement aux protéines

globulaires, comme la BSA, qui sont-elles plus rigides [257].

Parmi les parametres extérieurs influencant cette interaction, le ratio tanins-protéines ainsi que le
pH et I’éthanol [258] en font partie. Par la méthode du turbidimetre, le trouble formé entre les tanins
et les protéines au cours du temps forme une parabole : il ne cesse d’augmenter jusqu’a atteindre un
palier, le trouble maximum. Celui-ci correspond a la concentration équivalente de tanins et de
protéines qui permet d’occuper un maximum de sites d’interactions, permettant d’obtenir un réseau
tres complexe. Plus la concentration d’un des parametres s’éloigne de cette valeur, plus les agrégats
formés seront alors de petites tailles [259]. C’est justement avec cette technique que par la suite,

I'interaction tanins-protéines a été analysée.

Apres ce bref rappel, une étude in vitro des interactions tanins-protéines a été réalisée en
mesurant le trouble formé par les complexes résultant de cette réaction. La turbidité, mesurée en NTU,

permet de quantifier le trouble formé par I'interaction dans la solution. Cette interaction a été réalisée
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entre une protéine modele, la BSA a 1 g.L'%, et les tanins étudiés a différentes concentrations allant de
50 mg.L' & 1200 mg.L? dans une solution modéle de vin (12 % éthanol, 5 g.L! d’acide tartrique, pH =
3,5). Afin de pouvoir les comparer, deux types de tanins différents ont été utilisés : les tanins liés par

une liaison de type B uniquement et les tanins ayant une liaison de type A.

Lors de cette interaction, deux comportements peuvent se distinguer : le comportement initial, se
déroulant durant les 60 premiéeres secondes, qui est un comportement linéaire et le comportement
courant qui se forme durant I'ensemble de la réaction, c’est-a-dire de 0 a 48 h, qui lui a un
comportement logarithmique. Chacun d’eux posséde une relation mathématique spécifique. Durant
les 60 premieres secondes de I'interaction, le trouble suit la tendance d’une droite, il est donc possible

d’écrire la relation suivante :
[NTU] (t) =axt+b (1)
a : vitesse initiale de développement du trouble (NTU/sec)
b : peut étre interprété comme la somme des troubles des tanins et des protéines a la mise en contact
t:le temps (s)
[NTU] (t) : le trouble formé (NTU).

En revanche, la cinétique de I'interaction change totalement sur I’'ensemble du temps de la réaction

en évoluant selon une loi logarithmique s’écrivant :
[NTU] (t) =A*In(t) + B (2)
B : la turbidité au bout d’une unité de temps
t:le temps (h)
[NTU] (t) : le trouble formé

La vitesse courante de développement du trouble s’écrit alors :
d[NTU] @) = A 3
dt =t ©®

Comme lindiquent les formules mathématiques (1) et (2), deux types de comportements sont
obtenus. Grace aux coefficients directeurs de ces courbes, une courbe représentant la vitesse de

développement du trouble en fonction de la concentration en tanins peut étre obtenue.
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Dans un premier temps, l'interaction entre les tanins ayant des liaisons de type B, provenant
de la fraction oligomérique avant oxydation, et la BSA a été étudiée (Figure 100). Cette courbe
augmente jusqu’a un maximum de 600 mg.L? puis elle diminue. Ce maximum de 600 mg.L? est la
concentration dite « optimum » pour laquelle les tanins et les protéines réagissent le plus rapidement,
c’est la valeur a laquelle I'interaction tanins-protéines avec la formation de complexes et d’agrégats

est la meilleure.
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Figure 100 : Cinétique d’évolution des tanins ayant des liaisons de type B-protéines avec

représentation de leur comportement initial, leur comportement courant et leur vitesse d’évolution

Dans un second temps, les tanins oligomeres ayant une liaison de type A ont été étudiés afin
de comparer leurs comportements avec les tanins ayant une liaison de type B. La concentration
optimum obtenue pour les tanins de type A est de 700 mg.L! (Figure 101). C’est alors que la
comparaison des concentrations optimum de formation entre les tanins ayant des liaisons de type B
et les tanins ayant une liaison de type A apparait comme différente, concentration plus élevée pour
les tanins ayant une liaison de type A. Cette différence peut s’expliquer par la rigidification de la chaine
polymérique induite par les liaisons de type A. En effet, a cause de la liaison intramoléculaire
supplémentaire, il ne peut pas y avoir de rotation des unités au niveau de la liaison interflavane

diminuant alors la disponibilité de certaines fonctions phénols. Les tanins ayant une liaison de type A
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possederont alors moins de sites d’interaction disponibles pour réagir avec les protéines. Il faudra donc

une concentration supérieure en tanins pour atteindre la concentration optimum.

Comportement initial des tanins de type A a 700 mg/L Comportement courant des tanins de type A a 700 mg/L
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Figure 101 : Cinétique d’évolution des tanins ayant une liagison de type A-protéines avec

représentation de leur comportement initial, leur comportement courant et leur vitesse d’évolution

Apres avoir trouvé la concentration optimum des différents tanins étudiés, une étude
comparative toujours de ces deux types de tanins a été réalisée en observant I'influence de différents
parametres impactant cette formation. Les parameétres étudiés sont le pourcentage d’éthanol et le pH.
Ceux-ci n’influencent pas le profil général de I'interaction tanins-protéines, les comportements initiaux

et les comportements courants suivent toujours les mémes relations mathématiques (1) et (2).

Pour chacun de nos tanins, la référence de 600 mg.L! a été utilisée. Pour la variation du
pourcentage d’éthanol, les pourcentages étudiés ont été de 0, 5, 10, 15 et 20 % d’éthanol. Les profils
généraux des comportements initiaux et courants sont trés proches, que ce soit pour les tanins ayant
uniquement des liaisons de type B ou les tanins ayant une liaison de type A (Figure 102). Dans les deux
cas, I'augmentation du pourcentage d’éthanol diminue la quantité de trouble formée représentant la
qguantité d’interaction tanins-protéines formée. Cependant, quelques différences apparaissent malgré
tout entre les deux types de tanins. Pour les tanins oligomeéres ayant uniquement des liaisons de type
B, toutes les courbes ont des troubles plus élevés que ceux des tanins ayant une liaison de type A, ce

qui confirme I'observation effectuée précédemment concernant la concentration « optimum ».
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D’apres la littérature, le pourcentage d’éthanol a une influence sur le trouble formé par
I'interaction. En effet, plus le pourcentage d’éthanol augmente dans les solutions modéles, plus la
quantité de trouble diminue. L’éthanol est un récepteur de liaisons hydrogenes, ce qui va défavoriser
I'interaction tanins-protéines et au contraire augmenter la solubilité des complexes formés. Ce
parametre va alors avoir une influence sur la perception de I'astringence, car plus le pourcentage
d’éthanol augmente, plus la perception d’astringence diminuera [109]. L'étude de Demiglio et
Pickering [131] a montré qu’a 0 % éthanol et avec une méme quantité de tanins condensés, le vin était

le plus astringent.
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Figure 102 : Comportement initial et courants des tanins de type B et A en fonction du pourcentage

d’éthanol

Le second parametre étudié était le pH, paramétre important dans la matrice vin. Son impact
sur l'interaction a été étudié a pH 3, 3,5 et 4. Ce facteur influence la conformation 3D des protéines et
donc également les interactions tanins-protéines. Comme I’éthanol évoqué précédemment, le pH
n’influence pas les deux comportements liés au développement du trouble qui se modélise toujours
par les relations mathématiques (1) et (2). L'impact du pH sur la cinétique de développement du
trouble pour les tanins ayant une liaison de type A ou les tanins ayant des liaisons de type B est encore
une fois similaire (Figure 103). L’interaction a pH 3,5 comporte le trouble le plus élevé, suivi de pH 4 et
de pH 3. En revanche, a pH = 3 le trouble formé est trés faible alors qu’au contraire, a pH =4 le trouble

est le plus important.
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Figure 103 : Comportements initiaux et courants des tanins de type B et A en fonction du pH

En effet, a pH = 3, la BSA se trouve en conformation dite « ouverte » qui permet de former des
liaisons tanins-protéines avec un grand nombre de molécules de tanins, ce qui diminue les molécules
disponibles pour faire les liens de pontage entre deux protéines. Les complexes et les agrégats formés
sont alors de plus petite taille et donc le trouble engendré est trés faible. De plus, aprés la déformation
de la protéine, son systeme hydrophobe est modifié. L'augmentation du pH induira alors une
augmentation de la formation du trouble, donc une augmentation des interactions. A pH = 4-5, la
conformation de la protéine est dite « fermée », mais les propriétés hydrophobes de la protéine
permettent des interactions plus élevées [260] (Figure 104). En définitive, le pH = 3,5 est un pH pour

lequel I'interaction tanins-protéines apparait la plus forte.

Figure 104 : Différentes formes de BSA en fonction du pH [260]

En conclusion de ces études in vitro d’interaction tanins-protéines, la présence des liaisons de type
A dans la chaine polymérique des tanins ne modifie pas le mécanisme général de I'interaction tanins-
protéines. Par ailleurs, le comportement général de ces tanins par rapport aux tanins de type B reste
inchangé. Néanmoins, pour toutes les conditions testées, la présence de liaison de type A induit une

plus faible formation de trouble, ce qui prouve que la conversion d’une liaison de type B en liaison de
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type A dans une chaine polymérique de tanins condensés induit une diminution de la quantité
d’interactions tanins-protéines formées. Cette diminution d’interaction pouvant étre le résultat de la
modification de la structure 3D et de la rigidité induite par la formation de la liaison intramoléculaire

de type A.

b. Analyses sensorielles des tanins de type A en comparaison aux tanins de type B

Les tanins, dans leur ensemble, ont un impact organoleptique important dans les vins rouges. lls
sont responsables en particulier de 'amertume et I'astringence des vins. A ce jour, aucune publication
n’a décrit précisément l'impact sensoriel des tanins possédant une liaison de type A. Afin de débuter
cette étude, des analyses sensorielles de ces tanins ont été réalisées. Afin d’évaluer leurs impacts, une
comparaison des résultats d’analyses sensorielles des tanins ayant une liaison de type A avec ceux
ayant des liaisons de type B a été réalisée. Les analyses ont débuté par des seuils de détection pour
chacun de ces deux types de tanins. Ensuite, des tests triangulaires ont été mis en place afin d’évaluer

si des différences organoleptiques permettaient de les différencier.

Les échantillons utilisés pour ces dégustations ne sont pas des molécules pures, mais des fractions
oligomériques purifiées. Deux types de fractions ont été utilisées, la fraction oligomérique ayant des
liaisons de type A et la fraction oligomérique ayant uniguement des liaisons de type B. Chaque fraction
a fait 'objet de vérifications par injection en UPLC-UV-ESI-QTOF. Pour l'analyse sensorielle, les

échantillons ont été évaporés a sec et lyophilisés deux fois afin qu’il ne reste aucune trace de solvant.

L'étude des seuils a été réalisée dans le but de comparer les deux types de tanins analysés,
sensoriellement parlant. Cette méthode sensorielle possede I’avantage d’utiliser trés peu de produits.
Une gamme de concentrations croissantes était proposée aux dégustateurs qui pour chaque
concentration devaient faire un choix entre trois verres différents (Annexe 4). Le test étant gustatif,
un verre d’eau était mis a disposition pour pallier la fatigue gustative et les effets d’accumulations.
Une premiére gamme de concentrations dans I'eau allant de 4 mg.L'! & 256 mg.L! a été proposée, mais
les concentrations de cette gamme étant trop élevées, le seuil n’a pas été trouvé. Apres avoir baissé
les concentrations de 1 mg.L'! & 64 mg.L, une deuxiéme gamme a été créée. Le seuil de détection
trouvé pour les tanins de type B est de 3,32 mg.L tandis que le seuil pour les tanins de type A était de
5,58 mg.L (Figure 105). L’écart entre les seuils n’est pas assez significatif pour pouvoir conclure a des

différences importantes.
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Figure 105 : Détermination du seuil de détection des tanins de type B (a gauche) et des tanins de

type A (a droite)

En paralléle, un test triangulaire entre les tanins ayant une liaison de type A et les tanins de
type B solubilisés dans de I'eau & une concentration de 500 mg.L™? a été réalisé et s’est révélée
concluants (Annexe 5). En effet, sur 25 dégustateurs, 16 ont réussi a trouver une différence. Ces
résultats sont donc significatifs avec une barre d’erreur de 0,01 %. Ces résultats montrent donc qu’il
existe bien des différences organoleptiques entre les tanins ayant une liaison de type A et les tanins
ayant uniquement des liaisons de type B au niveau gustatif. Ce test a également été réalisé en solution
modele de vin (5 g.L'! d’acide tartrique, 12 % éthanol, pH = 3,5) et les mémes résultats concluants ont

été obtenus.

De méme pour I'analyse sensorielle, la purification des tanins de type A et de type B devra étre

réalisée afin de confirmer leurs propriétés sensorielles avec, par exemple un test par paire.

B. Analyses sensorielles sur la verticale de vin de I’appellation Pauillac

Aprés avoir déterminé sensoriellement I'impact des tanins liés par une liaison de type A et de type
B, les tanins couronnes ont alors fait I'objet de la suite de cette étude. N’'ayant pas assez de quantité
de matiere pour pouvoir faire déguster chaque molécule de cette famille indépendamment, la
verticale de vin de Pauillac a été choisie pour réaliser une dégustation. Ainsi, l'incidence
organoleptique de ces molécules non volatiles a été corrélée statistiquement aux données sensorielles.
Les pigments polymérisés ont également été intégrés a cette étude. Ces derniers font I'objet d’un
nouvel axe de recherche dont de récentes publications ont étudié I'impact sensoriel [26]. Pour les

tanins couronnes, Zeng [20] a montré qu’une tendance organoleptique existerait entre le tétramere
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couronne et l'intensité d’astringence dans le cas d’une verticale de vin rouge de Syrah. Dans notre cas,
nous avons voulu voir si cette tendance pouvait étre confirmée dans le cas du Cabernet-Sauvignon
malgré la faible quantité de ces composés dans le vin. Les dégustateurs, au nombre de 21, devaient
évaluer les 17 vins de la verticale par un profil gustatif évaluant : I'acidité, I'amertume, I'intensité
d’astringence, la qualité tannique, la persistance de I'astringence et le volume (Annexe 3). Toutes les

données ont ainsi été mises en commun pour étre traitées par statistiques sur le logiciel R.

Dans un premier temps, I'analyse statistique a permis de déterminer si un consensus entre les
dégustateurs existait. Si un consensus était observé, 'analyse sensorielle n’en serait que plus robuste
ainsi que les résultats. Ainsi, des Analyses en Composantes Principales (ACP) ont été réalisées et ont
montré qu’aucun consensus n’existait entre les dégustateurs créant ainsi une faible différenciation des

vins. Ainsi, cette absence de consensus impacte les résultats suivants les rendant moins robustes.

Dans un second temps, une analyse a multi facteurs a ainsi permis la comparaison des analyses
chimiques et sensorielles. Une carte des individus (Figure 106) et un cercle de corrélation (Figure 107)
contenant les données chimiques et sensorielles ont été obtenus. Les deux résultats possedent la
méme échelle les rendant ainsi comparables. Les deux axes montrent les dimensions 1 et 2,
dimensions principales représentant le mieux les parametres étudiés. Sur le cercle de corrélation, plus

les variables sont proches de I'extérieur du cercle, plus la corrélation est forte.

L'analyse du cercle de corrélation ne montre aucune corrélation directe entre les données
chimiques et les parameétres sensoriels. De plus, les tanins couronnes se positionnent quasiment seuls
au centre du cercle prouvant ainsi I'absence de corrélation de ces tanins avec un parametre sensoriel.
En effet, méme si une corrélation existait, celle-ci serait trés faible. L’étude des corrélations des autres
molécules avec les parameétres sensoriels ne montre également aucun résultat ni aucune tendance.
L’étude de la carte des individus a montré que ceux-ci étaient trés proches du centre des axes montrant
une tres mauvaise différenciation des vins par les dégustateurs comme vus ci-dessus. La comparaison
de la position des individus avec les autres analyses n’a ainsi rien donné non plus. Les autres

dimensions ont également été étudiées, mais aucune tendance n’en est ressortie.

Au final, aucune conclusion n’est ressortie de cette analyse sensorielle. A I'avenir, la constitution
d’un panel possédant un meilleur entrainement sera nécessaire. Les nombreux vins a déguster étaient
aussi un facteur limitant, les dégustateurs étant vite saturés. D’autres analyses sensorielles dans le

futur devront étre réalisées afin de déterminer si les tanins couronnes possedent un impact gustatif.
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Figure 107 : Cercle de corrélation entre les paramétres sensoriels et les résultats chimiques

202



Chapitre 5 : Les tanins de type A

V. Conclusions

En conclusion de cette partie, une étude approfondie sur les tanins liés par une liaison de type
A a été menée. Apres avoir validé et optimisé I'hémisynthése de ces tanins, leurs marqueurs
spécifiques par fragmentation en spectrométrie de masse ont été recherchés. Les conditions de
formation de ces tanins ont été optimisées en laboratoire. Bien que celles-ci soient totalement
différentes des conditions de formation des liaisons de type A dans les vins, le mécanisme d’oxydation
radicalaire pour la formation de ces liaisons reste le méme. Il apparait que les liaisons de type A sont
résistantes a la dépolymérisation chimique, étude qui avait déja été menée pour les pigments
Anthocyanes-Tanins possédant une liaison de type A [20]. Le marqueur de ces liaisons étant alors le
dimere possédant une liaison de type A. De plus, il a été observé, pour la premiere fois, que la
formation de la liaison de type A était régiosélective puisque dans les conditions de formation, les
liaisons de type A dans les oligoméres ou polymeéres ne sont jamais présentes au niveau de la derniére
liaison impliquant I'unité terminale. Une réaction d’oxydation en utilisant un tétramére non cyclique
pur devrait étre envisagée avec purification des produits d’oxydation formés pour leur confirmation
structurale par RMN et ainsi valider cette observation obtenue par des stratégies de dépolymérisation

chimique et analyses en spectrométrie de masse.

Par la suite, une étude des voies de fragmentation en spectrométrie de masse a permis de
différencier le tétramére couronne des tétrameres possédant une liaison de type A. Des fragments
spécifiques des tanins ayant une liaison de type A ont été identifiés permettant des a présent de
différencier les tanins couronnes de ces tanins. Cette différenciation par identification des fragments
obtenus en spectrométrie de masse facilitera I'identification des tanins couronnes dans le futur et
notamment dans le cas de matrices autres que le vin et pour des tanins couronnes ayant des

monomeres différents de I'épicatéchine.

Enfin, concernant les tanins ayant une liaison de type A, des analyses sensorielles ont été
réalisées en comparaison aux tanins ayant uniquement des liaisons de type B. Pour les tanins de type
A, des analyses in vitro par interaction tanins-protéines et des analyses in vivo par analyse sensorielle
ont été réalisées montrant ainsi que les tanins de type A seraient plus astringents que les tanins de
type B. L’analyse sensorielle de la verticale de Pauillac n’a donné aucun résultat concluant laissant ainsi

la question de I'impact des tanins couronnes dans les vins toujours en suspens.
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Dans ce dernier chapitre, les tanins couronnes ont fait I'objet d’'une derniére étude qui se
décompose en deux parties. Dans un premier temps, la purification des pentaméres couronnes a été
mise en ceuvre. En effet, durant sa thése, Zeng [20] a identifié et caractérisé le tétramére couronne
par RMN. Une méthode de purification spécifique avait alors été développée pour purifier le tétramére
couronne. C'est a la suite de ces analyses que la structure cyclique unique du tétramére couronne a
été découverte pour la premiere fois et que par la suite, 'ensemble de la sous-famille des tanins
couronnes a été postulée. Seul le tétrameére couronne a fait 'objet a ce jour d’'une caractérisation
compléte par RMN. C'est pour cela que le premier objectif de ce chapitre était de purifier les
pentameres couronnes afin de voir si ceux-ci sont cycliques comme leur homologue le tétrameére en
I’analysant par spectroscopie RMN. A ce jour, la derniére étape de la purification est en cours.
L'inconvénient de la purification est la perte de matiére tout au long du processus qui amene au final

a un composé totalement pur, mais possédant une masse tres faible (quelques milligrammes).

C’est dans ce but que, dans un second temps, la synthése totale des tanins couronnes a débuté.
En effet, la synthése chimique permet d’obtenir des molécules, déja existantes ou non, par différentes
stratégies. Cette technique chimique permet ainsi d’obtenir plus de matiéere en peu de temps quand
le protocole de synthése est déja établi. Une méthode de synthése permet également de pouvoir
obtenir des composés non présents naturellement dans les plantes pour ainsi faciliter I’étude de leurs
propriétés physico-chimiques. Dans notre cas, le but premier est de synthétiser le tétramere couronne
afin de pouvoir faire des analyses physico-chimiques plus approfondies, notamment concernant ses
propriétés sensorielles ainsi que les possibles mécanismes de chélation en lien avec la cavité au centre
de la molécule. Par la suite, le protocole pourra aussi étre mis en ceuvre pour la synthése des
pentameres couronnes. Néanmoins, avant de se projeter dans l'avenir, il a fallu développer un
protocole de synthese sur ces nouvelles molécules cycliques qui n’ont a ce jour jamais été synthétisées.
Toutes les étapes de synthese seront détaillées ainsi que les analyses par UPLC-UV-ESI-QTOF et RMN

des produits intermédiaires obtenus.

l. Purification des pentameres couronnes

En général, la purification est souvent composée de plusieurs étapes définies en fonction de la
molécule a purifier. En fonction des caractéristiques chimiques de cette molécule, cette méthode
s’affinera et le processus sera plus ou moins long. Pour les pentameres couronnes, le processus de
purification a été réalisé suivant le protocole mis en place par Zeng [19]. La purification a été divisée
en 3 étapes. Elle a été réalisée sur un vin rouge de Merlot du bordelais dans lequel la présence en

procyanidines couronnes a été préalablement vérifiée par UPLC-UV-ESI-QTOF.
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Les procyanidines couronnes, tétramére et pentameres, présentent une polarité plus élevée
gue les procyanidines non cycliques. C'est pourquoi la premiéere phase de la purification a été réalisée
sur SPE C-18 pour éliminer la plupart des composés ayant une polarité inférieure aux molécules
d’intérét. Pour commencer, le vin a été évaporé afin d’éliminer I’alcool présent, puis redissout dans de
I’eau acidifiée a 0,1 % d’acide formique. Par la suite, I'échantillon a été élué sur une cartouche SPE C-
18 préalablement équilibrée. Pour cela, de I'eau distillée a d’abord été utilisée pour éliminer les
d’acides et les sucres tous en laissant les composés phénoliques sur le gel de la colonne. Ensuite, un
mélange méthanol/eau (5/95, v/v) a été utilisé pour éluer une fraction contenant nos molécules
d’intérét. Par la suite, I'ensemble des composés phénoliques ont été élués avec du méthanol pur et la
colonne a été rééquilibrée avec de I'eau avant de pouvoir étre réutilisée de nouveau pour un nouveau
cycle. Toutes les fractions ont été injectées en ULPC-UV-ESI-QTOF afin de vérifier la présence de nos
procyanidines couronnes dans la fraction éluée avec 5% de méthanol. Dans la Figure 108, le
chromatogramme UV A, correspondant au vin de base, a été simplifié comme observé sur le
chromatogramme UV B, apreés le passage sur la cartouche SPE C-18. En effet, nos molécules d’intérét
sont présentes en tout début de chromatogramme au temps de rétention 2,6 min pour le tétrameére
couronne et 2,8 min pour les pentaméres couronnes. Grace au gradient de méthanol utilisé, toutes les
autres molécules du vin situées apres 5 min sur le chromatogramme, faisant un déme sur le
chromatogramme A, ont été enlevées. La fraction obtenue avec 5 % de méthanol restant malgré tout
encore tres complexe, elle a alors été évaporée a sec et reprise dans de I'eau acidifiée pour subir une

nouvelle étape de fractionnement.

La seconde étape de purification, réalisée sur le gel de filtration chromatographique TSK HW-
40 S, a permis de séparer le tétrametre et les pentaméres couronnes des autres composés de faible
poids moléculaire présents dans la fraction obtenue aprés la premiére phase de purification sur SPE C-
18. Ce gel, possédant un mode d’interaction différent des cartouches SPE C-18, est initialement utilisé
pour la séparation des protéines sur la base du principe d’exclusion stérique. Cependant, il a été
démontré que la séparation des flavanols et des oligoméres de tanins condensés sur ce type de
colonne est basée sur 'affinité des composés avec le gel, laquelle augmente avec la taille du composé
[261]. Par conséquent, un niveau de polymérisation plus élevé signifie une plus grande affinité avec le
gel et une plus grande difficulté a éluer le composé [66]. Dans cette étape, c’est le temps d’élution sur
le gel qui a été déterminant pour pouvoir récupérer nos tanins couronnes. Dans les premieres heures,
les premiéres molécules a étre éluées de la colonne ont été les procyandines de faible poids
moléculaire (monoméres). En suivant, des procyanidines oligomeres (dimeéres et triméres) ont été
éluées rapidement et elles ont été suivies par les pentaméres et le tétramere couronne, qui sortent

respectivement a 4 h et 5h d’élution. Ces fractions ont alors été collectées et injectées pour
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vérification en UPLC-UV-ESI-QTOF. En effet, la comparaison des chromatogrammes B et C, ce dernier
correspondant au chromatogramme UV apres élution sur le gel TSK, montre une évolution de ceux-ci.
Aprés avoir enlevé les composés majoritaires comme les deux grands pics sur le chromatogramme B,
les composés en faibles concentrations apparaissent comme majoritaires dans cette fraction de TSK
dont nos tanins couronnes. Le chromatogramme C étant quand méme bien complexe, les différentes
fractions TSK ont été regroupées en fonction de leur ressemblance UV afin de concentrer les

échantillons pour enfin passer a la derniere étape de la purification en HPLC semi-préparative.

x10 5 A

Vin rouge

A=280nm

x10 * B

Fraction aprés C18

029 A=280nm
o]
x10 3 C
" Fraction aprés TSK
0,8
0.6 Tétramere couronne
0,44
02 A=280nm
o]
x10 3 D
1 Fraction aprés TSK
0,81 3
064 Pentaméres couronnes
0.4
A=280nm
0,21
o]
005 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 0 05 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175
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Figure 108 : Chromatogrammes UV des différentes étapes de purification des pentaméres
couronnes. A : Chromatogramme du vin rouge de base ; B : Chromatogramme du vin aprés passage
sur cartouche C-18 ; C : Chromatogramme du vin apreés passage sur colonne TSK pour le tétrameére
couronne; D: Chromatogramme du vin aprés passage sur colonne TSK pour les pentaméres

couronnes.

Cette technique chromatographique permet la séparation des molécules d’'une matrice
complexe en collectant les molécules d’intérét en direct quand celles-ci sont éluées de la colonne.
Aprés les avoir évaporées et redissoutes dans de l'eau acidifiée, les fractions obtenues aprés
purification sur la colonne TSK ont été injectées en HPLC semi-préparative afin de séparer et de
collecter chaque procyanidine couronne. En effet, le pic du tétrameétre a été observé et collecté entre

17 et 18 minutes et le pic du pentamére majoritaire a été collecté entre 20 et 21 minutes (Figure 109).
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Par la suite, chacun des tanins couronnes a séparément été évaporé a sec et a nouveau injecté en

UPLC-UV-ESI-QTOF afin de voir la pureté des fractions collectées.

A ce stade, la purification des pentameéres couronnes est toujours en cours et les analyses RMN

correspondantes aussi. La structure cyclique reste encore en suspens.
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1
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0,6
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0.29 A =280 nm

Tétramére couronne
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0,44
0.2 A=280nm

Pentameéres couronnes

005 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175
Temps (min)
Figure 109 : Chromatogrammes UV de I’HPLC semi preparative avec la vérification en UV et en

masse des tanins couronnes. E : Tétramére couronne ; F : Pentamére couronne majoritaire.

Il. La synthése du tétramere couronne

La synthese du tétramere couronne a débuté en paralléle de la purification des pentameres
couronnes. Le but final de cette synthese était d’étudier plus en détail les propriétés sensorielles et
physico-chimiques de cette molécule cyclique. Avant cela, une stratégie et un protocole de synthese

ont d{ étre établis.

A. La stratégie de synthése

L'étude de la structure du tétramere couronne a été réalisée préalablement afin de pouvoir définir

au mieux le protocole de synthése adapté.

La structure du tétramere couronne a été caractérisée par spectrométrie RMN par Zeng [19]. Cette
molécule est composée de quatre unités de base d’épicatéchine reliée par un enchainement de liaisons
Unité 1- (4B—6) - Unité 2 - (4B—8) - Unité 3 - (4B—6) - Unité 4 - (4p—8) - Unité 1 conférant une totale
symétrie de structure au tétrameére. A la suite de cette identification, une modélisation moléculaire a

été réalisée permettant de mesurer une cavité d’une distance de 5 A entre les cycles (Figure 110).
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OH

©/OH
HO O_ .o

Figure 110 : Structure et conformation du tétramere couronne

Une premiere stratégie de synthése par polymérisation non contrélée a été testée pour
obtenir le tétramere couronne. Cette stratégie a été de réaliser I’hémisynthése des tanins couronnes
avec la méthode utilisée par Victor De Freitas décrite dans sa these [66]. Il a développé I’'hémisynthése
des procyanidines avec I'épicatéchine comme unité supérieure. Sa méthodologie était de péracétyler
les hydroxyles présents sur les cycles benzoiques des monomeres. Par la suite, il activait la position 4,
afin de la rendre plus électrophile, en réalisant une bromation de cette position qui est ensuite suivie
par une étape de condensation entre une épicatéchine péracétylée et bromée en position 4 et une
épicatéchine péracétylée. Apres une désacétylation, un mélange d’un grand nombre d’oligomeres de
procyanidines a été obtenu. De nombreux dimeéres et trimeres ont alors été caractérisés a partir du
mélange obtenu. Dans notre cas, le méme protocole a été utilisé afin de pouvoir synthétiser le
tétramere couronne parmile grand nombre d’oligomeéres formés par cette méthode. Apres avoir testé
différents parameétres réactionnels, aucune formation du tétramére couronne n’a été détectée. Ce
résultat est surement di a la complexité de conformation du tétramere couronne. En effet, De Freitas
a démontré qu’avec cette méthode la formation du dimére B5, épicatéchine-(4p—6)-épicatéchine
(Figure 111), était obtenu avec des rendements tres faibles alors que notre tétramére couronne doit

posséder une alternance des liaisons (4p—6) et (4p—8).

211



Chapitre 6 : Purification et synthése des tanins couronnes
OH

OH

HO
OH

Figure 111 : Structure et conformation du dimére B5

Ainsi, au vu de ces premiers tests réalisés, une toute nouvelle stratégie multi-étape a été
adoptée. Grace a la structure du tétrametre couronne, la rétro synthése ci-dessous a été postulée

comme voie de synthése permettant I'obtention du tétramere couronne (Figure 112).

OH
QH

CH

OH

Dimére B5
Unité 1-(4B—»6)-Unité 2
Tétramére Couronne Tétramére Linéaire H
Unité 1-(4B—»6)-Unité 2- Unité 1-(4B—»6)-Unité 2- OH
(4B—>8)-Unité 3-(4B—>6)- (4B—>8)-Unité 3-(4p—6)- OH
Unité 4 (4B—8) Unité 4

Epicatéchine
Figure 112 : Rétro synthése du tétramére couronne

Cette rétro synthese permet de mettre en avant les grandes étapes nécessaires a
I"aboutissement de la synthese. Elle est composée par les quatre molécules principales : le tétramere

couronne, notre objectif, un tétramere linéaire et un dimére B5 qui sont tous les deux des

212



Chapitre 6 : Purification et synthése des tanins couronnes

intermédiaires importants dans le cheminement de la synthése, et la molécule de départ,
|’épicatéchine. En effet, il a été décidé de construire les liaisons C4-C8 en dernier, car ce sont les liaisons
interflavanes les plus faciles a faire. Donc en partant du tétramére couronne dans sa structure de base
cyclique, et pour réaliser la cyclisation, un tétramere linéaire de conformation Unité 1 - (4p—6) -
Unité 2 - (4B—8) - Unité 3 - (4p—6) - Unité 4 devra étre obtenu. Ce tétrameére linéaire pouvant étre
réalisé en partant du dimere B5 Unité 1 - (4B—6) - Unité 2. La synthése de ce dimére est une étape clé
dans la synthese totale du tétrameére couronne bien que celle-ci soit chimiquement plus compliquée a
obtenir. En effet, la formation des liaisons (4B—6) n’est pas favorisée étant donné leurs
encombrements stériques plus importants que pour les liaisons (4B—8) ainsi qu’au fait que le
carbone C6 est moins nucléophile que le carbone C8. Dans notre stratégie, un double challenge devra
étre accompli : la formation du dimere B5 et celle du tétramére couronne. La formation du dimére B5

sera la premiére étape détaillée dans la suite de ce chapitre.

Bien que la synthése du dimére B5 soit compliquée a synthétiser, ce dernier a quand méme
été choisi comme intermédiaire bien que dans la littérature la synthése de son homologue, le
dimeére B2, existe sous différentes stratégies. Ce choix a son importance et est expliqué en suivant. Le
tétramere couronne posséde deux liaisons (4B—6) et deux liaisons (4B—8). Si la synthése commence
par un dimere B2 épicatéchine-(4p—6)-épicatéchine, la formation du tétramere par une dimérisation
de diméres pour former alors une liaison (4B—6) sera d’autant plus compliquée que cette derniere
n’est pas majoritaire. De plus, par la suite, la cyclisation devra alors étre réalisée avec une nouvelle fois
la liaison (4B—6). Si une stratégie comme celle-la était utilisée, le rendement final de la synthese serait

en prime tres faible.

Dans la littérature, un grand nombre d’équipes de recherche ont réalisé des synthéses organiques
sur les tanins [210,241]. La plupart de ces travaux utilisent la catéchine comme unité monomérique de
base. En se basant sur ces travaux de recherche dont surtout ceux de Tuckmantel et al. [262] et de
I’équipe de Suzuki [234,242], une voie de synthése pour la formation du dimére B5 a été développée.
La particularité de cette stratégie est qu’elle joue sur une alternance de protection et déprotection des

phénols afin de former la liaison (4p—6).

B. Description de la voie de synthése pour obtenir le dimeére B5

La voie de synthese utilisée pour obtenir le dimere B5 s’appuie sur les travaux de Tuckmantel et
al. [262]. Par la suite, la synthése, la purification et les analyses seront décrites pour chaque

intermédiaire réactionnel.
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a. Benzylation de I’épicatéchine

La premiere étape de la synthése a été la protection des phénols par un groupement protecteur
de type benzyle. Dans la littérature, un grand nombre de groupements protecteurs existe [263]. Les
groupements benzyles ont ainsi été choisis pour leur facilité de déprotection en condition neutre,
condition douce permettant de préserver les liaisons formées et les autres fonctions des composés
obtenus. L'inconvénient des benzyles est leur taille puisqu’ils peuvent induire un encombrement
stérique. La réaction de benzylation a été réalisée par substitution nucléophile en présence
d’épicatéchine, de bromo-benzyle et de sel K,COs; (Figure 113). Dans nos conditions de réaction,
I"alcool en position 3 du cycle C n’a pas été benzylé, cela est d{ au fait que la base utilisée est une base
faible et que le pKa de I'alcool est plus élevé que le pKa des hydroxyles présents sur les phénols. La
non-benzylation de cet alcool est souhaitée pour ne pas encombrer plus la molécule sachant que dans

les étapes suivantes, I'addition d’une unité épicatéchine en position C-4 est envisagée.

OH OBn
HO O ‘\\@ BnO o) ‘\\GE
“ - OBn

OH " k,co, (6 éq.), BnBr (6 €q.)

“OH DMF “OH
OH 0°C 2h, puis T°C A 48h OBn

Figure 113 : Benzylation de I’épicatéchine

Le temps de réaction est assez long, mais celui-ci permet d’obtenir un trés bon rendement qui est
de 82 %. Par la suite, le milieu réactionnel a été purifié sur une colonne de silice par chromatographie
flash avec 100 % de dichlorométhane. Le suivi de la purification a été réalisé sur des plaques de
Chromatographie sur Couche mince (CCM) en utilisant 100 % de dichlorométhane. Aprés la

purification, le produit a été évaporé afin d’obtenir une poudre blanche.

Afin de confirmer la structure de la molécule, le produit purifié a premierement été injecté en
UPLC-UV-ESI-QTOF avec une méthode d’injection directe. L’épicatéchine tétrabenzylée analysée en
mode négatif posséde une masse exacte calculée [M-H] ~ de m/z 649,2590 et la masse exacte mesurée
était de m/z 649,2662 ce qui donne un dppm de 11,01 et confirme que la molécule a bien la formule

brute C43H3705.

Enfin, la structure du produit de cette réaction a également été confirmée par RMN. Simplement,
une analyse du proton a été réalisée, car la structure de I'épicatéchine tétrabenzylée a déja été décrite
dans la littérature. L'apparition des benzyles, sous la forme d’un gros massif, entre 7,28 et 7,45 ppm
représentant les protons aromatiques des benzyles ainsi que les signaux des quatre CH; des benzyles

entre 4,99 et 5,17 ppm confirme bien la présence des quatre benzyles implantés sur la structure de

214



Chapitre 6 : Purification et synthése des tanins couronnes

|’épicatéchine. De plus, en comparaison avec |I'épicatéchine de départ, le produit obtenu ne possede

pas de modification importante des déplacements chimiques de la structure flavanol.

b. Fonctionnalisation et activation de la position 4 de I’épicatéchine benzylée avec un diol

Aprés avoir protégé les fonctions phénols de I'épicatéchine, I'objectif suivant était de
fonctionnaliser le carbone C4 du cycle C. Dans la littérature, un grand nombre de réactions et de
fonctionnalisations en vue de l'activation de cette position existe ainsi qu’un grand nombre de
groupements d’activation. Dans la theése de Fabre [264] et |a publication de Tuckmantel et al. [262], ils
utilisent de I’éthylene glycol comme groupement activateur tandis que Suzuki [234] utilise le 2-
éthoxyétanol. Les deux groupements ont été testés, avec des rendements similaires, notre choix s’est
alors penché sur I'éthyléne glycol. Ainsi, la fonctionnalisation de la position C4 a été réalisée par
I’oxydation de I'épicatéchine tétrabenzylée avec du 2,3 — Dichloro-5, 6-dicyano-1, 4-benzoquinone
(DDQ) en présence d’éthylene glycol (Figure 114). L'utilisation du DDQ permet de contréler la

stéréochimie B de la liaison formée, par son approche par la face inférieure du cycle aromatique A

[264].
OBn
OBn
@[ BnO O
* OBn
BnO O 0Bn DDQ (2 éq.), DMAP (4 éq.),
' Ethyléne glycol (20 éq.) ‘OH
“OH e - 0Bn 0O
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Figure 114 : Activation de la position 4 avec de I’éthyléne glycol

La purification du produit a été réalisée par chromatographie flash sur silice en utilisant un
mélange 50/50 (v/v) éther de pétrole/acétate d’éthyle. La purification a été suivie par CCM et aprés
évaporation, une poudre blanche a été obtenue avec un rendement de 80 %. Afin de confirmer la
structure de la molécule, le produit obtenu a été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF avec une méthode
d’injection directe. L’épicatéchine tétrabenzylée activée en position 4 par un diol analysé en mode
négatif posséde une masse exacte calculée [M-H] ~ de m/z 709,2801 et la masse exacte mesurée était
de m/z 709,2869 ce qui donne un dppm de 9,60, confirmant ainsi la formule brute C4sH4:0s pour la

molécule obtenue.

La structure du produit de cette réaction a également été caractérisée RMN et comparée a I'aide
de la littérature [264]. Ayant déja identifié le spectre RMN du proton de I'épicatéchine benzylée, une

comparaison de ce dernier avec la structure de I'épicatéchine benzylée fonctionnalisé avec un diol en
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position 4 a été réalisée. En effet, I'ajout du diol en position 4 a conduit a I’élimination d’un des deux
protons H4. Ainsi, le proton H4 se retrouve avec un déplacement chimique fortement déblindé
puisque que celui-ci a augmenté de 1 ppm par rapport au CH, de I'épicatéchine benzylée. De plus, la
présence entre 3,60 et 3,83 ppm des protons H9 et H10, correspondant aux CH, des diols, sont apparus

et prouvent également la présence de ce nouveau groupement sur |'épicatéchine benzylée de départ.

c. Fonctionnalisation et activation de la position 4 de I'épicatéchine benzylée avec un

phloroglucinol

Cette étape consiste a substituer le groupement fonctionnel qu’est I'éthyléene glycol par un
phloroglucinol. Ce produit est trés proche de celui formé durant la réaction de dépolymérisation des
tanins condensés par phloroglucinolyse [202,203]. Grace a l'acidité de la réaction, les liaisons
interflavanes sont coupées et le phloroglucinol peut ainsi venir s’additionner en bout de chaine suite
a une attaque nucléophile. Durant nos différents travaux et analyses au laboratoire, il a été observé
que la liaison flavanol-phloroglucinol était sensible a I'acidité et ainsi se coupait facilement. Il nous est
alors apparu que la fonctionnalisation avec le phloroglucinol en position C4 sera une trés bonne
solution dans l'optique de fonctionnaliser la quatrieme unité du tétramere linéaire juste avant la
formation du tétrameére couronne. De plus, cette cyclisation finale va probablement devoir se faire
sans protection des fonctions phénols par les groupements benzyles puisque ces groupements, de par
leur taille, vont induire un encombrement stérique et ainsi empécher la cyclisation. Dans cette optique,
le remplacement du groupement diol par un groupement phloroglucinol a donc été essayé sur unité
flavanol seule. Dans la littérature, ce groupement avait déja été utilisé pour d’autres syntheses

organiques [14] - [16].

Dans notre cas, les réactifs utilisés étaient I’épicatéchine tétrabenzylée fonctionnalisée avec
I’éthyléne glycol en position 4, le phloroglucinol non-benzylé et un acide de Lewis, le tétrachlorure de
titane (TiCl,) (Figure 115). Cet acide a permis de conserver la stéréochimie de la liaison en B avec un

rendement de la réaction de 45 %.
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BnO O
' OBn
0 No@

Phloroglucinol (1,2 éq.)

BnO

HO OH ,
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‘0, " -
OH THF/CH,CL,

Figure 115 : Changement de groupement activateur avec du phloroglucinol
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La purification du produit a été réalisée par chromatographie flash sur silice en utilisant un
mélange 80/20 (v/v) pentane/acétate d’éthyle comme solvant. La purification a été suivie par CCM et
apres évaporation une poudre légerement rose a été obtenue. Afin de confirmer la structure de la
molécule, le produit obtenu a été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF. L’épicatéchine tétrabenzylée activée
en position 4 par du phloroglucinol, analysée en mode négatif, posséde une masse exacte calculée [M-
H]~ de m/z775,2903, pour une masse exacte mesurée de m/z 775,296 7 soit un dppm de 8,25

confirmant la formule brute C49H430s.

Enfin, la structure du produit a également été caractérisée par RMN pour confirmer la structure
de la molécule. L’identification de cette structure avec un nouveau groupement activateur
phloroglucinol, toujours en position 4, a été réalisée en se basant sur I'analyse du spectre proton en
comparaison avec la littérature [264]. Le but principal de I'analyse structurale ici est de confirmer que
le substituant, le diol, en position 4 a bien été substitué par le nouveau groupement, le phloroglucinol.
La comparaison du spectre proton obtenu avec les données de la littérature et avec le produit de
départ montre que les seuls protons différents entre les deux spectres étaient les protons du diol H9
et H10 entre 3,60 et 3,83 ppm qui eux ont disparu et les deux protons aromatiques du cycle

phloroglucinol qui sont apparus a 6,16 ppm comme attendu.

d. Débenzylation de I’épicatéchine phloroglucinol benzylée

Aprés avoir obtenu ['épicatéchine tétrabenzylée fonctionnalisée en position4 par le
phloroglucinol, une débenzylation de cette molécule a été réalisée. En effet, dans les synthéses
chimiques, la débenzylation est souvent la derniere étape avant d’obtenir la molécule finale. Dans
notre stratégie, la réalisation de la débenzylation permettra a ce stade de la synthése de minimiser
I’encombrement stérique produit par les benzyles afin que la position C6 du cycle A soit disponible. Le
protocole de débenzylation utilisé est identique a celui déja utilisé sur des composés proches dans la
littérature [210]. Celui-ci utilise du palladium sur charbon [Pd (OH),/C] et de la triéthylamine. Le
mélange des deux réactifs permet en général de débenzyler et si besoin de déshalogéner la molécule
formée tout en évitant la dégradation du produit formé. Cette hydrogénolyse réalisée en conditions
basiques permet d’empécher la rupture de la liaison interflavane et ainsi la dépolymérisation
(Figure 116). Le rendement de la débenzylation obtenu pour [|'épicatéchine tétrabenzylée

fonctionnalisé par le phloroglucinol est de 98 %.
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Figure 116 : Débenzylation de I’épicatéchine benzylée fonctionnalisée en position 4 par du

phloroglucinol

Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel non purifié a été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF.
La molécule étant débenzylée, cette fois-ci, la purification du produit a été développée sur une
cartouche SPE C-18 en réalisant un gradient d’élution au méthanol. Trois mélanges de solvants ont été

utilisés a4 %, 8 % et 100 % de méthanol, la fraction avec notre produit étant la fraction éluée avec 4 %.

Afin de confirmer la structure du produit obtenu apres la réaction de débenzylation, le produit
obtenu a été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF. L’épicatéchine avec en position 4 le phloroglucinol
analysée en mode négatif posséde une masse exacte calculée [M-H] ~— de m/z 413,0895 et la masse
exacte mesurée était de m/z 413,0872 pour un dppm de 5,56 et montre ainsi que la formule brute du

composé obtenu est bien C;1H170s.

La structure du produit de cette réaction a également été confirmée par RMN. Le spectre proton
a notamment été comparé a la littérature et montre des signaux identiques [202]. De plus sur le
spectre, il est tres facile de noter I'absence des CH, des benzyles ainsi que de leurs protons
aromatiques. La présence d’un multiplet entre 5,73 et 5,75 ppm montre que les deux protons du cycle
phloroglucinol sont toujours bien présents. La débenzylation n’a ainsi pas altéré la liaison entre
I’épicatéchine et le phloroglucinol. Les résultats de masse ainsi que de RMN confirment bien la

structure de I'intermédiaire épicatéchine activée en position 4 par le phloroglucinol.

e. Couplage de deux unités en conditions douces

Dans notre stratégie, il a été décidé de synthétiser les diméres en conditions douces juste en
présence de nos réactifs non-benzylés dans une solution faible d’acide (2 %), I'acide permettant une
rupture de la liaison avec le phloroglucinol pour former un carbocation en position C4 (Figure 117).
Dans la littérature, des couplages d’unités non-benzylées ont déja été étudiés avec succes [266,267].
Dans nos conditions, avec I'épicatéchine en fort exces, la synthese d’un mélange des dimeres B2 et B5

sans polymérisation avec un rendement global de la réaction de 60 % a été synthétisée.
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Figure 117 : Couplage de I'épicatéchine activée par le phloroglucinol avec I’épicatéchine

En effet, apres vérification en UV et en spectrométrie de masse, trois pics majoritaires
apparaissent : I'épicatéchine, qui était I'un des réactifs en fort exces, le dimére B2, dimere ayant une
liaison 4B—8 et le dimére B5, dimére ayant une liaison 43—6 (Figure 118). Le ratio entre les deux
dimeres était de 75 % pour le dimére B2 et de 25 % pour le dimére B5, la liaison 43— 8 étant toujours
majoritaire. Ce ratio résultant de I'attaque nucléophile du carbone 8 et du carbone 6 sur un
carbocation benzylique n’est pas surprenant puisqu’il a déja été rapporté dans la littérature lors de
I’'hémisynthése des flavano-ellagitanins [50]. La purification des deux produits de synthése, les
dimeres B2 et B5, a été développée sur une cartouche SPE C 18 en utilisant le gradient d’élution avec
du méthanol. Une série de solvants d’élution possédant des pourcentages croissants allant de 10 % a
100 % de méthanol a été créée afin de séparer les diméres B2 et B5. Les fractions d’intérét étaient la
fraction a 20 % pour obtenir le B2 pur et 30 % pour obtenir le dimere B5 pur.
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Figure 118 : Chromatogramme UV et de masse exacte m/z 577,1373 de la réaction de couplage

entre I'épicatéchine activée par du phloroglucinol et de I’épicatéchine seule.
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Afin de confirmer la structure de la molécule, les produits obtenus ont été injectés en UPLC-UV-
ESI-QTOF. Les dimeres B2 et B5 analysés en mode négatif posseédent une masse exacte calculée [M-H]
de m/z 577,1346. La masse exacte mesurée pour le dimére B2 était de m/z 577,1364 pour un & ppm
de 3,11 et de m/z 577,1373 pour le dimére B5 avec un 6 ppm de 4,68 ce qui confirme que les deux
composés ont bien la méme formule brute CsoH;s012. En plus, les composés étant des produits
commerciaux, leur identification a été confirmée par comparaison de leur temps de rétention et de

leur masse avec les standards commerciaux.

Enfin, la structure des deux produits de réaction a également été confirmée par RMN. Les spectres
protons, carbones, HMBC et HMQC ont été analysés pour chacun des deux dimeéres. Les spectres RMN
obtenus sont cohérents avec les données spectrales déja publiées. L'élément clé, permettant de
différencier ces deux isomeres, est la confirmation de la liaison interflavane reliant les deux unités
entre elles, étant soit une liaison entre le carbone 4 et le carbone 8 pour le dimére B2 ou une liaison
entre le carbone 4 et le carbone 6 pour le dimere B5. Seule I'analyse des corrélations en HMBC permet
de faire cette différence. En effet, dans le cas du dimere B2, ce sont les corrélations du proton H4C
(4,53 ppm) avec les carbones C8D, C7D et C8aD qui confirment la liaison carbone-carbone C4-C8. Le
proton H4AC étant lui confirmé par ces corrélations avec les carbones C3C et C2C de I'unité supérieure.
Dans le cas du dimeére B5, ce sont les corrélations du proton H4C (4,62 ppm) avec les carbones CéD,
C5D et C8D qui confirment la liaison carbone-carbone C4-C6. Le proton H4C étant lui confirmé par ses
corrélations avec les carbones C2C, C3C, C4aA et C8aA de l'unité supérieure. L'ensemble de ces
analyses montre bien que dans nos conditions opératoires une liaison interflavane a été formée méme

si ces conditions expérimentales ne permettent pas le contrdle régio sélectif de I'attaque nucléophile.

C. Formation du dimere B5 sans protection et régiosélectif

Afin d’étre plus sélectif et d’obtenir seulement le dimere B5, une voie alternative de synthese a
été développée. Celle-ci consiste a bloquer la position C8 du cycle A avec un halogene, ici un brome,
afin d’obtenir uniquement le dimere B5 bromé. Tout le processus de synthése de départ reste

exactement le méme que décrit plus haut, il y aura seulement I'étape de couplage qui change.

a. L’épicatéchine bromée en position 8

Dans notre stratégie alternative, I'unité nucléophile a été bromée en position 8 afin de pouvoir
bloquer cette position et de rendre la position C6 comme étant le seul carbone nucléophile et donc
pouvant attaquer le futur carbocation en C4. Dans la littérature, un grand nombre d’équipes utilise des
halogenes comment groupement de protection pour bloquer les positions C6 ou C8 [210,241].

L’équipe de Suzuki a méme fait une étude comparative afin de déterminer les meilleurs groupements
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halogenes en fonction de leurs réactivités [234]. La réaction est une substitution nucléophile
entrainant ainsi une protection de la position 8 par un brome avec comme réactif le N-
bromosuccinimide (NBS) qui a été recristallisé juste avant la réaction (Figure 119). Le rendement de

cette bromation régosélective a été de 78 %.

OH
Br
NBS (3 5 éq.)
HO ‘\\\ HO O . OH
DMF
"'fOH 2h, -55°C "’fOH
OH OH

Figure 119 : Bromation de I'épicatéchine en position 8

Avant la purification, le milieu réactionnel a directement été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF et sur
le chromatogramme sont apparus seulement trois pics (Figure 120). Le premier correspondait au
produit de départ, I'épicatéchine, le second a une épicatéchine monobromée et le dernier a une
épicatéchine dibromée. La purification des produits a été réalisée sur une cartouche SPE C18 en
utilisant un gradient d’élution au méthanol. Une série de solvants possédant des pourcentages
croissants allant de 10 % a 100 % de méthanol a été créée afin de séparer les trois composés présents
dans notre milieu réactionnel. Les fractions d’intérét étaient la fraction a 30 % pour obtenir le
monobromé pur. A ce stade de cette étape de synthése, la position du brome sur le carbone 8 ou le
carbone 6 est encore inconnue. Cependant les analyses RMN montrent bien I'absence de proton en

position 8 confirmant ainsi la position du brome sur I'unité flavanol.
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Figure 120 : Chromatogramme UV du milieu réactionnel de la bromation de I’épicatéchine

Afin de confirmer la structure de la molécule, le produit monobromé a été injecté en UPLC-UV-ESI-
QTOF. L'épicatéchine bromée analysée en mode négatif possede une masse exacte calculée [M-H] de

m/z 367,9895 pour une masse exacte mesurée de m/z 367,9912 ce qui représente un o ppm de 9
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confirmant la formule brute Ci15H1306Br. De plus, la présence d’un seul atome de brome sur la molécule
est également confirmée par la présence d’un ion a [M-H+2] de méme intensité que I'ion moléculaire

a [M-HJ.

Enfin, la position du brome sur la structure a été confirmée par RMN. Les spectres protons de
|’épicatéchine et de I'épicatéchine bromée ont ainsi été comparés. La présence d’un singulet intégrant
pour un seul proton dans la zone des protons H6 et H8 montre bien qu’un des deux protons du cycle
A a été substitué. Il faudra attendre les informations des HMBC et HMQC pour pouvoir confirmer que
le proton perdu était bien en position H8. En effet, le proton restant sur le cycle A montrait une

corrélation avec le carbone C5 et C4aA.

b. Formation de la liaison interflavane avec une unité bromée

Le couplage a été mené dans les mémes conditions que le couplage décrit précédemment, a
la différence que 'unité inférieure était bromée en position C8 (Figure 121). En effet, sous I'action de
I'acide, la liaison avec le phloroglucinol sera rompue et un carbocation se formera alors en position C4
du cycle C. L'unité inférieure nucléophile viendra alors se coupler par une substitution nucléophile a
ce carbocation électrophile et ayant déja bloqué la position C8, I'attaque ne pourra s’effectuer que par
le carbone C6, habituellement la position minoritaire. Le rendement de cette réaction de couplage a

été de 52 %.

Epicatéchine
bromée (2 éq.)

MeOH
6h, T°CA

HO

OH

Figure 121 : Couplage de I'épicatéchine activée en position 4 par le phloroglucinol et de

I'épicatéchine bromée en position 8

L'injection en UPLC-UV-ESI-QTOF a montré la présence d’épicatéchine monobromé comme

attendu, puisqu’elle a été ajoutée en fort excés, mais également d’épicatéchine seule provenant
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probablement de la décomposition de |'épicatéchine-phloroglucinol. La formation de I'épicatéchine a

induit malheureusement la formation d’oligomeéres non souhaités.

Cependant, au vu du pic formé a 17 min sur le chromatogramme UV un unique dimere bromé a

été obtenu pouvant correspondre a un dimére B5 bromé.

La purification du dimére B5 bromé a été réalisée sur une cartouche SPE C18 en construisant un
gradient d’élution avec du méthanol. Une série de solvants possédant des pourcentages croissants
allant de 10 % a 100 % de méthanol a été utilisée. Les fractions d’intérét étaient la fraction a 30 %
permettant d’obtenir notre dimere B5 bromé pur. Afin de confirmer la structure de la molécule, le
milieu réactionnel a été injecté en UPLC-UV-ESI-QTOF. Le dimere B5 bromé devrait en mode négatif
avoir une masse exacte calculée [M-H] de m/z 656,0529 ce qui correspond a la masse exacte mesurée
pour notre composé formé qui est de 656,0513 soit un dppm de 2,43 ce qui confirme la formule brute
C30H2501,Br. De plus, la présence d’un ion a [M-H+2] de méme intensité que I'ion moléculaire a [M-H]

confirme bien la présence un seul atone de brome sur la molécule.

Enfin, le dimére monobromé issu de cette réaction a été caractérisé par RMN pour confirmer sa
structure. Afin de confirmer la structure de cette molécule, les spectres proton, carbone ainsi que les
spectres 2D, HMBC et HMQC, ont été analysés. La structure n’étant pas décrite dans la littérature, les
spectres du dimere B5 bromé ont ainsi été comparés aux spectres du dimeére B5, décrits plus haut dans
le texte. Dans le cas du dimére B5 décrit plus haut, la liaison C4-C6 est confirmée par les corrélations
du proton H4C (4,60 ppm) avec les carbones C6D, C5D et C8D. Le proton H4C étant lui confirmé par
ces corrélations avec les carbones C2C, C3C, C4aA et C8aA de l'unité supérieure. De plus, en
comparaison au dimeére B5, I'absence de proton H8D confirme bien que le brome est bien resté sur le

carbone 8 comme il I’était sur la structure au début de la réaction.

D. Suite de la synthése aprés la formation du dimere B5

La synthése montrée précédemment permet d’obtenir un dimére B5, bromé ou non, dont les
fonctions phénols sont non protégées. Malheureusement, la synthése n’a pas pu étre terminée bien
gue la suite de la synthése soit déja fixée. Ainsi, dans la partie qui suit, la présentation de la suite de la
stratégie de synthése ainsi que des limites rencontrées aprés la synthese du dimére B5 seront
abordées. Les mémes stratégies que précédemment ont été utilisées et plus précisément |’activation
avec le phloroglucinol et le jeu de benzylation/débenzylation permettant de pallier a 'encombrement

stérique.

Tout d’abord, le dimére B5 devra étre rebenzylé pour conduire a la formation des deux unités de

départ pour obtenir le tétramére linéaire avant cyclisation. Aprés rebenzylation la position C4 de I'unité
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inférieure sera fonctionnalisée avec du phloroglucinol. Par la suite, un couplage entre le dimere B5
benzylé activé en position C4 avec du phloroglucinol et un dimére B5 benzylé sera synthétisé. La liaison
(4B—8) étant toujours majoritairement formée, un tétramere linéaire de type Unité 1-(4B—6)-Unité
2-(4B—8)-Unité 3-(4p—6)-Unité 4 sera obtenu (Figure 122). Une autre possibilité pour arriver au
tétramere linéaire serait la stratégie de couplage utilisée dans les travaux menés par Suzuki et son
équipe [242]. En effet, a la suite d’'un enchainement de dimérisation du dimére, cette équipe a obtenu
de nombreux oligomeres allant jusqu’a une taille de 22 unités. La liaison formée dans leur cas entre

les unités flavanols est toujours une liaison C4-C8 comme nous souhaitons faire a cette étape.

OBn
BnO

BnO BnO :
OBn OBn

BnO
OBn

Figure 122 : Dimérisation du dimére B5

Enfin, apres avoir obtenu notre tétramere possédant son enchainement de liaison bien
particulier et indispensable a la formation des tanins couronnes, la derniére étape sera réalisée. Il
s’agira de |’étape de cyclisation intramoléculaire de la molécule (Figure 123). Pour cela, le tétramere
sera activé avec du phloroglucinol en position C4 du cycle C de I'unité terminale. Ce n’est qu’ensuite
gue ce méme tétrameére devra étre totalement débenzylé. En effet, I'encombrement des benzyles sera
un frein a la cyclisation. En condition Iégérement acide identique a celle de la dimérisation qui a été
validée plus haut, la liaison avec le phloroglucinol se brisera pour donner place a un carbocation qui
grace a I'enchainement de structure du tétramere tres spécifique devrait s’auto cycliser. Cette étape
peut paraitre la plus dure et celle qui risque d’induire le plus de problémes expérimentaux a résoudre.
Cependant c’est en fait probablement la plus simple a réaliser puisque sa faisabilité a déja été montrée.
En effet, Zeng [20] durant a these a montré qu’en placant une fraction d’oligomere de haut degré de
polymérisation (supérieur a 4) en milieu acide concentré, il y avait la formation du tétramere couronne.

Cette formation montre que deés lors que I'on a I’enchainement des liaisons C4-C8 et C4-C6 et que I'on
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forme un carbocation sur la quatrieme unité, il va y avoir cyclisation pour former le tétramere

couronne.

BnO

od
OH

“OH

Débenzylation
Débromation
Cyclisation

OBn

BnO

Figure 123 : Cyclisation du tétramere linéaire en tétramére couronne

Ces dernieres étapes restent a mettre en ceuvre et leur mise en pratique nous montrera si
cette stratégie est payante. En effet, la derniére étape validée est la synthése du dimere B5 qui était

un de nos premiers objectifs avant la synthese totale du tétrameére couronne.

En effet, la benzylation directe a partir du dimére B5 non-benzylé s’est révélée chimiquement
impossible. Le dimére devant posséder un total de 8 benzyles n’a finalement été benzylé que par 7
benzyles rendant la molécule inefficace pour les étapes suivantes. Cette benzylation non compléte du
dimeére est due a I'encombrement stérique des benzyles surtout entre le cycle A de I'unité supérieure
et le cycle D de I'unité inférieure. Nous nous sommes penchés vers la stratégie décrite par Suzuki et

son équipe [234], et ainsi la synthése du dimére B5 totalement benzylé est en cours.
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Il. Conclusions

En conclusion de cette partie, la purification des pentaméres couronnes a été réalisée a partir du
vin rouge. Une méthode de purification a été développée en utilisant un enchainement de techniques
qui sont le passage du vin sur SPE C-18 suivie par un passage sur colonne TSK-40S pour enfin finir par
une collecte des composés d’intérét en HPLC-semi préparative. La structure des pentaméres est en

cours d’analyse par spectrométrie RMN.

La synthése du tétramére couronne a été développée par une approche de synthése organique
multi-étape. Les intermédiaires réactionnels principaux étaient la réalisation du tétramére non
cyclique de type Unité 1-(4B—6)-Unité 2-(4B—8)-Unité 3-(4p—6)-Unité 4 et la réalisation du dimere
BS. A ce jour, la synthése du dimére B5 a été un succés bien que la synthése totale du tétrameére
couronne ne soit pas terminée. Cette synthese permettra d’obtenir des quantités de tétramere
couronne suffisante pour réaliser d’autres analyses telles que des analyses sensorielles de ces
molécules cycliques ou encore des analyses de complexation entre la cavité des tanins couronnes et

d’autres molécules présentes dans la matrice du vin rouge.
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L'objectif de cette étude était de mettre en lumiére la nouvelle classe de tanins condensés
appelée les tanins couronnes. Le but était d’étudier I'évolution et I'impact de cette nouvelle sous-
famille dans la vigne et par la suite dans le vin. Ces nouvelles molécules, possédant une structure
cyclique avec une cavité assez importante au centre, ont été découvertes dans le vin rouge par Liming
Zeng durant sa these [20]. Certaines propriétés de ces composés ont ainsi été déterminées comme
leurs résistances a la phloroglucinolyse, leurs polarités plus élevées que les tanins non cycliques ou

encore leurs activités neuro protectrices.

Dans ce travail de thése, la localisation spécifique des tanins couronnes dans les différentes

parties de la vigne, ainsi que leurs accumulations en fonction des cépages ont été étudiées. Ces

résultats ont été enrichis par I'étude de I'évolution des tanins couronnes durant la vinification et le
vieillissement en bouteille, ainsi I'étude de leur réactivité dans la matrice vin. En paralléle, une étude
sur I'évolution des pigments polymérisés durant le vieillissement des vins en bouteille a été réalisée.
Enfin, la famille des tanins ayant des liaisons de type A a fait I'objet d’'une étude plus approfondie afin

de déterminer leurs propriétés organoleptiques dans les vins rouges.

Pour commencer, les tanins couronnes ayant été découverts dans le vin rouge, leur localisation
dans le raisin a fait I'objet de nos premiéres recherches. Etonnamment, malgré leurs structures
composées uniquement d’épicatéchine, ceux-ci sont présents uniquement dans la pellicule de la baie
de raisin. Une méthode d’extraction de la totalité des tanins couronnes présents dans les pellicules des
baies de raisin a ainsi été développée et validée. Ainsi, par la suite, la concentration en tanins
couronnes en fonction des cépages a été analysée et quantifiée sur trois millésimes différents. Cette
étude a permis de mettre en avant un effet phénotypique sur la concentration en tanins couronnes

pour les différents cépages, les cépages blancs étant les moins concentrés et les cépages dits

« teinturier », les plus concentrés. L'effet millésime et la différence de type de sol, présents sur la
région bordelaise, ont également un impact non négligeable sur la concentration en tanins couronnes
accumulées dans la baie de raisin. Les vins correspondants aux cépages analysés ont également fait
partie de I'étude prouvant ainsi I'effet phénotypique des différentes variétés et |'effet du millésime.
En parallele, une étude sur I'évolution des tanins couronnes durant la maturation du raisin a été mise
en évidence. Il apparait que ces procyanidines couronnes s’accumulent tout au long de la maturation
du raisin et les concentrations sont déja trés importantes au stade de la véraison. Enfin, I’étude sur la
localisation des tanins couronnes dans la vigne, mais également dans d’autres végétaux riches en
polyphénols a été élargie. Dans la vigne, ces nouvelles molécules cycliques ont ainsi été localisées dans

les feuilles, les rameaux et les racines de vigne. Cette sous-famille de composés cycliques a également

été localisée dans les pommes de la variété Grany Smith.
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Apres avoir étudié les tanins couronnes dans la vigne, les recherches se sont naturellement
dirigées vers les vins. L'étude a porté sur I'extraction et I'évolution des tanins couronnes durant la
vinification et vieillissement en bouteille. Durant le processus de vinification et en particulier durant la
fermentation alcoolique, les tanins couronnes sont extraits en début de celle-ci, comme les
anthocyanes, mais a I'inverse des tanins condensés non cycliques, cela montrant ainsi qu’ils sont plus
hydrosolubles que les tanins non cycliques. L'étude s’est poursuivie sur l'intégralité de la vinification
allant de I'encuvage jusqu’au début de I'élevage montrant ainsi que les tanins couronnes, apres
extraction, restent stables tout au long de la fin du processus de fabrication du vin. Par la suite,
I’évolution des tanins couronnes a été étudiée durant le vieillissement en bouteille. Les résultats ont
montré que la concentration en tanins couronnes était stable dans le temps. Ainsi, une étude basée
sur la saturation des vins en oxygene a prouvé que ces nouvelles molécules cycliques sont bien
résistantes a I'oxydation. Apres ces observations, certains parametres d’extraction des polyphénols
durant la vinification ont été testés montrant ainsi qu’en fonction des techniques de vinification
utilisées, la concentration en tanins couronnes est impactée. Ces analyses prouvent que les tanins
couronnes sont une classe de tanins condensés avec des propriétés physicochimiques complétement

différentes des tanins condensés non cycliques.

En paralléle, plusieurs autres travaux ont été menés toujours dans le but d’approfondir les
connaissances sur les tanins couronnes. La purification du pentameéere couronne majoritaire a été
réalisée afin de confirmer la structure cyclique de celui-ci. Une méthode a été développée avec
|'utilisation de cartouche SPE C18, d’'une colonne TSK et enfin une double purification en HPLC-semi
préparative. Une étude de fragmentation en MS-MS a mis évidence des fragments spécifiques des
tanins ayant une liaison de type A permettant de différencier le tétramére couronne, des tétrameéres
ayant une liaison de type A, ces deux molécules ayant une formule brute et une masse exacte
identique. Ces fragments spécifiques des tanins ayant une liaison de type A, permettront ainsi
I’assignation et I'identification plus rapide des nouveaux tanins couronnes en levant toute ambigiité
possible avec les tanins ayant une liaison de type A. La synthése chimique multi-étape du tétramere a
également été entreprise, celle-ci permettant d’obtenir les tanins couronnes en grande quantité. Cette
synthése posséde deux étapes cruciales qui sont I'obtention du dimére B5 (4B-6), jamais réalisé en
synthése organique multi-étape et I'obtention du tétramere couronne. Actuellement, le premier
objectif a été rempli, le dimere B5 a été obtenu de fagon régiosélective, la suite de la synthése devant
étre développée. Enfin, pour finir sur I’étude sur ces tanins couronnes, une analyse sensorielle a été
mise en place afin de confirmer, ou non, les conclusions sur la potentielle corrélation entre I'intensité
d’astringence et le tétramére couronne. A la suite de ces analyses, aucune corrélation n’a été

démontrée, remettant en cause les premiers résultats obtenus.
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Conclusion

Ensuite, une petite étude sur les pigments polymérisés a été réalisée. Les grandes familles des
pigments polymérisés ont ainsi été analysées et quantifiées afin de déterminer leurs évolutions durant
le vieillissement et de trouver les déterminants moléculaires pouvant expliquer la couleur percue. Les
marqueurs spécifiques de chaque famille obtenus par phloroglucinolyse ont ainsi été utilisés. Les
principales familles étaient : les formes A*-T et T-A", les pigments polymérisés liés par une liaison
éthylidene, les pyranoanthocyanes et les pigments polymérisés ayant une liaison de type A. Il a ainsi
été confirmé que certaines formes de liaisons telles que les liaisons de type A ou les formes
pyranoanthocyanes sont résistantes a I'oxydation et donc restent stables dans le temps. L'inverse a
été observé pour les liaisons éthylidenes et les formes A*-T qui elles diminuent au cours du temps se
transformant par la suite en d’autres composés possédant des liaisons plus stables. Toutes ces formes
participent ainsi a I'évolution de la couleur des vins rouges méme si les variations de concentration ne

permettent pas nécessairement d’expliquer les variations de couleur du vin en fonction des millésimes.

Une attention particuliére a été portée a la famille des tanins possédant une liaison de type A.
Actuellement, les seules études réalisées sur cette famille concernent leurs origines ainsi que leurs
mécanismes de formation. Nous avons voulu pousser I'étude plus loin en mettant en évidence leurs
impacts organoleptiques dans les vins rouges. Pour cela, I’'hémisynthése de ces composés a été le
premier objectif, une optimisation de la méthode a ainsi été effectuée en testant les différents
parametres réactionnels. Par la suite, une recherche sur le marqueur spécifique de cette famille a été
entreprise, mettant ainsi en lumiére que les liaisons de type A formées sont régiospécifiques, ne se
formant ainsi jamais en fin de chaine. Enfin, des études in vitro et in vivo ont été réalisées afin de
déterminer les propriétés sensorielles ces tanins. La premiére partie in vitro consistait a évaluer les
interactions tanins-protéines par turbidimétrie en les comparant avec la famille des tanins ayant
uniquement des liaisons de type B. En paralléle, des analyses sensorielles in vivo ont été réalisées et
tous les résultats tendent a décrire que les tanins ayant une liaison de type A sont moins astringents

gue les tanins ayant uniquement des liaisons de type B, de mémes degrés de polymérisation.

Pour conclure, le principal objet de I'étude a été les nouveaux tanins condensés couronnes qui
nous ont montrés des propriétés physicochimiques bien différentes des tanins non cycliques qu’ils
soient présents dans la vigne ou dans le vin. Ces propriétés physicochimiques sont dues a leur
conformation cyclique totalement unique conférant ainsi stabilité et robustesse aux molécules de
cette famille. Ce travail a permis d’augmenter de fagon tres significative les connaissances sur les tanins

couronnes et d’éclaircir un peu plus la composition polyphénolique des vins rouges.
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Ce travail a permis d’ouvrir de nouveaux axes de recherche surtout sur la nouvelle famille de

tanins condensés, les tanins couronnes.

Ces nouveaux tanins cycliques, composés uniqguement d’unité épicatéchine, ont été localisés
spécifiquement dans la pellicule de la baie de raisin. Au vues de leurs propriétés, plus polaire et plus
hydrosoluble rendant ainsi leur extraction dans les vins plus rapides, les tanins couronnes sont ainsi
tres différents des tanins condensés non cycliques et se rapprochent plus des propriétés des
anthocyanes. Deux hypothéses ont été induites. La premiéere serait que les tanins couronnes possedent
une voie biosynthétique différente des tanins condensés classiques et que cette voie unique rendrait
ainsi la molécule cyclique. La seconde hypothése serait que les tanins couronnes possédent la méme
voie de biosynthése que les tanins non cycliques et seraient formés chimiquement ou
enzymatiquement par dépolymérisation spécifique dans la pellicule de la baie de raisin. En poussant
plus loin le résonnement, nous nous sommes demandé : pourquoi la plante synthétise ces molécules ?
Et quelles sont leurs utilités ? En cherchant dans I’ensemble de la vigne, il a ainsi été découvert que ces
tanins cycliques étaient présents dans les feuilles, dans les racines et dans les rameaux. La structure
pentamérique couronne est majoritaire dans ces trois derniéres parties de la plante, le tétramére
couronne n’étant présent qu’en grande quantité dans la pellicule. En vue de la localisation de ces
molécules, il serait possible que la plante forme cette molécule dans un but de protection vis-a-vis des
agents pathogenes et que celles-ci soient transportées dans I'ensemble de la plante. Néanmoins, la

localisation dans les racines et les rameaux restent a confirmer sur un set plus important d’échantillon.

La famille des tanins couronnes restent a caractériser structuralement parlant. Dans un futur
proche, la structure du pentamere couronne sera élucidée afin de confirmer leur structure cyclique,
les propriétés du tétramere et des pentameéres étant identiques pour chaque étude développée

(Figure 124).

Figure 124 : Structures hypothétiques du pentamere couronne majoritaire [20]
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La synthése du tétramere couronne sera également a achever permettant d’obtenir cette
molécule en quantité suffisante pour pouvoir étudier les propriétés de la cavité. En effet, la cavité fait
une taille de 5,54 A entre les cycles D des unités Il et IV, de 4,97 A entre les cycles A des unités | et Il
et enfin les phénols orientés dans la cavité étant distant de 2,59 A. Au vu des mesures, le tétramére
couronne pourrait faire un complexe avec d’autres petites molécules présentes dans le vin comme des
métaux, mais également des arébmes ainsi que d’une fagon plus globale leurs implications dans la
matrice colloidale. Cette hypotheése serait probable en vue des études déja publiées sur les éthers
couronnes complexant avec des métaux [268]. En paralléle, les études préliminaires réalisées sur
I'impact organoleptique des tanins couronnes dans le vin ont été mise en place avec des observations
pour le moment non concluant. Une étude spécifique des interactions tanins couronnes-protéines
ainsi qu’une estimation de leurs propriétés gustatives devra étre réalisée a partir de tanins couronnes
purifiés et en regardant également I'impact des conditions de la matrice telles que I'acidité, la teneur
en éthanol ainsi que la force ionique du milieu. Ces résultats pourront étre corrélés avec ceux obtenus
pour des tanins condensés non cycliques de méme degré de polymérisation. De plus, une étude

approfondie des propriétés sensorielles percues par le dégustateur sera également a réaliser.

Enfin, la petite étude réalisée sur les pigments polymérisés a permis de confirmer le
comportement de chaque famille au cours du vieillissement. Ce travail doit continuer est étre poussé
plus en avant afin de pourvoir petit a petit comprendre I’évolution de la couleur durant le vieillissement
des vins rouges et surtout trouver les déterminants moléculaires permettant d’expliquer les
différences de couleurs observées durant le vieillissement en fonction des millésimes. De plus, I'étude
détaillée sur la famille des tanins liés par une liaison de type A a permis d’éclairer I'impact
organoleptique de cette famille dans les vins [26]. Dans le futur, I'impact organoleptique de chaque

famille de pigments devrait étre étudié permettant ainsi de compléter le puzzle qu’est le vin rouge.
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Annexes

Annexe 1 : Protocole d’extraction des pellicules pour les tanins couronnes

Matériels : Pour un échantillon en triplicat

3 flacons a vis avec le bouchon en métal

9 tubes a vis avec le bouchon noir 15

3 ballons de 50 ou 100 mL (de préférence 100)
9 pipettes pasteurs en plastique

9 pipettes pasteurs en plastique coupées
Agitateur magnétique prévue a cet effet

Protocoles :

Jourl:

Mise en place de la 1 ére extraction entre 17h et 18h (idéal)

Peser 500 mg de pellicule dans les flacons a vis

Mettre les barreaux magnétiques

Ajouter 5 mL de solvant (60 % Eau / 40 % Méthanol a 0,1% acide formique)
Mettre en agitation a 660 pendant 16h

Jour 2 (matin): Mise en place de la 2 éme extraction a la fin des 16h (entre 9h et 10h idéal)

Collecter le solvant de tous les échantillons avec les pipettes pasteurs en plastique coupées
Mettre dans les tubes a vis pour le centrifuger

Centrifugation pendant 3min a 4500 tour/min

Collecter le solvant des tubes a vis centrifugés avec les pipettes pasteurs en plastique
Mettre dans les ballons

Remettre 5 mL de solvant dans chaque flacon

Laisser agiter 8h

Jour 2 (soir): Mise en place de la 3 éme extraction a la fin des 8h (entre 17h et 18h idéal)

Collecter le solvant de tous les échantillons avec les pipettes pasteurs en plastique coupées
Mettre dans les tubes a vis pour le centrifuger

Centrifugation pendant 3min a 4500 tour/min

Collecter le solvant des tubes a vis centrifugés avec les pipettes pasteurs en plastique
Mettre dans les mémes ballons les échantillons correspondants

Remettre 5 mL de solvant dans chaque flacon

Laisser agiter 16h

Mise en place de la 3éme extraction a la fin des 16h

Collecter le solvant de tous les échantillons avec les pipettes pasteurs en plastique coupées
Mettre dans les tubes a vis pour le centrifuger

Centrifugation pendant 3min a 4500 tour/min

Collecter le solvant des tubes a vis centrifugés avec les pipettes pasteurs en plastique
Mettre dans les mémes ballons les échantillons correspondants

Evaporation de tous les ballons a sec

Reprise dans 2 mL d’eau, filtrer avec des filtres 0,45 et mis dans un vial HPLC
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Annexe 2 : Profil gustatif du vin de calage utilisé pour la dégustation verticale de vin de

Pauillac
Nom du dégustateur : Date : 05/09/2019

Nom de I’échantillon : Référence

Profil gustatif

Vous allez assister a un profil gustatif. Veuillez déguster dans I'ordre des vins indiqués par les

feuilles et noter I'intensité percue pour chaque descripteur. Vous trouverez une feuille par vin.

Faible Fort

Acidité 0 1 2 3 @ 5 6 7
Amertume 0 1 2 @ 4 5 6 7

Intensité d’Astringence 0 1 2 3 @ 5 6 7

Qualité tannique (fin a grossier) 0 1 2 @ 4 5 6 7

Persistance d’Astringence 0 1 2 3 @ 5 6 7

Volume (gras) 0 1 2 @ 4 5 6 7
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Annexe 3 : Profil gustatif des vins pour la dégustation verticale de vin de Pauillac

Nom du dégustateur : Date : 05/09/2019

Nom de I’échantillon : 383

Profil gustatif

Vous allez assister a un profil gustatif. Veuillez déguster dans I'ordre des vins indiqués par les

feuilles et noter I'intensité pergue pour chaque descripteur. Vous trouverez une feuille par vin.

Faible Fort
Acidité 0 1 2 3 4 5 6 7
Amertume 0 1 2 3 4 5 6 7
Intensité d’Astringence 0 1 2 3 4 5 6 7
Qualité tannique (fin a grossier) 0 1 2 3 4 5 6 7
Persistance d’Astringence 0 1 2 3 4 5 6 7
Volume (gras) 0 1 2 3 4 5 6 7
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Annexe 4 : Feuille de dégustation pour les seuils des tanins de type A

Annexes

Détermination de seuils organoleptigues

Nom du dégustateur:
Date:

# Pour chaque substance, vous disposez de 7 concentrations différentes.

% Pour chague concentration, noter un X pour le verres qui vous semblent aveir un gout.

17 concentration 27 concentration 3* concentration

a b c a b c a b c

a b C a b c a b

#Pour chaque concentration, vous disposez de 3 verres dont 1 contient la substance 2 reconnaitre et les autres contiennent la solution témoimn.

4° concentration

a b c

5% concentration 6% concentration 7% concentration

c

Annexe 5 : Feuilles de dégustation pour les tests triangulaires des tanins de type A

Test triangulaire
Nom du dégustateur :
Date :

7 Goiitez les 3 échantillons en commencgant par celui de gauche.

échantillon.
» Cochez sur I'échantillon qui vous semble différent.

» Mangez un morceau de pomme verte et rincez-vous avec de I'eau entre chaque

214 101

56
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Annexe 6 : Evolution des tanins couronnes durant la vinification (Lafite, Merlot en 2016 et

2017)
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Annexe 7 : Evolution des tanins couronnes durant la vinification (Thieuley, Merlot en 2016

et 2017)
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Annexe 8: Evolution des tanins couronnes durant la vinification (Thieuley, Cabernet-

Sauvignon en 2016 et 2017)

Cabernet Sauvignon
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Annexe 9 : Spectre de fragmentation du trimére de type A (863,1796) en MS-MS
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Annexe 10 : Spectre de fragmentation du tétramére de type A (1151,2440) en MS-MS
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Résumeés

Evolution et caractérisation chimique des tanins couronnes du raisin au vin

Résumé : Les tanins condensés sont présents dans un grand nombre de boissons et d’aliments comme
le raisin, le vin, le thé, les pommes ou méme le chocolat. Dans le vin, ils contribuent a de nombreuses
propriétés organoleptiques qu’elles soient visuelles ou gustatives. Récemment, une nouvelle sous-
famille de tanins condensés possédant un squelette cyclique avec une cavité a été découverte et
nommée les tanins couronnes. Le but de cette thése est de déterminer la localisation des tanins
couronnes dans la vigne, d’étudier leur cinétique d’évolution du raisin jusqu’au vin et de caractériser
chimiquement cette nouvelle famille. Un volet de ce travail a été consacré aux pigments polymérisés
ainsi qu’a la famille des tanins condensés ayant une liaison de type A. Les tanins couronnes ont été
localisés spécifiquement dans la pellicule de la baie de raisin ainsi que dans les feuilles, les rameaux et
les racines de la vigne. Leur concentration dans la pellicule est influencée par le type de sol et la nature
du cépage. Durant la maturation du raisin, ces tanins s’accumulent dans les pellicules de la baie de
raisin. Dans le vin, ces tanins cycliques sont extraits en tout début de fermentation alcoolique, restent
stable durant le reste de la vinification et durant le vieillissement en bouteille. Il a ainsi été démontré
que les tanins couronnes sont résistants a 'oxydation. En paralléle, la purification du pentameére
couronne a été entreprise ainsi que la synthese multi-étape du tétramere couronne. Une étude en
fragmentation a permis de différencier les tétrameéres couronnes et des tanins de type A. Cette
derniere famille a été analysée sensoriellement prouvant qu’ils sont plus astringents que les tanins de
type B classique. Enfin, une étude sur I'évolution des familles de pigments polymérisés a été réalisée
par dépolymérisation chimique permettant de mettre en lumiére le comportement unique de chacune
des familles en fonction de leur structure.

Mots clés : Vin rouge, Tanins condensés, Tanins couronnes, Tanins de type A, Vigne, Synthése
organique, UPLC-UV-ESI-QTOF.

Evolution and chemical characterisation of crown procyanidins from the vine to the wine

Resume: Condensed tannins are widely distributed in plant-derived foods and beverages like grape,
red wine, tea, apples, or even chocolate. They contribute to many organoleptic properties such as color
and taste. Recently, a new condensed tannin sub-family with a macrocyclic structure and with a cavity
at the center has been reported, and named crown procyanidins. The aims of this PhD work were to
determine the localization of crown tannin in the vine, to study their evolution kinetics from the grape
to the wine and to characterize chemically these new compounds. Another part of the thesis has
focalized on polymerized pigment as well as on the tannins with an A-type linkage. In the vine, crown
procyanidins are specifically located in the grape skin as well as in the leaf, the vine branch and the
vine roots. Their concentrations in the skin are impacted by the type of soil and by the grape varieties.
In the grape skin, the crown tannins have been accumulated during all the ripening. These tannins are
extracted at the beginning of the alcoholic fermentation and their concentrations remains stable
during the rest of the winemaking process and also during the red wine aging in bottle. It has also been
shown that the crown procyanidins appears to be resistant to oxidation. Moreover, at the same time,
the purification of crown procyanidins pentamer has been undertaken as well as the multi-step
synthesis of the crown tetramer. A comparative study of the fragmentation pathways of the crown
tetramer and the non-cyclic tetramers having A-type linkages highlighted specific fragments from A-
type the tannins. A sensory study on this tannin family was performed showing that tannins with A-
type bonds are more astringent than tannins having only B-type bonds. Finally, a study on the evolution
of polymerized pigments in red wine was carried by chemical depolymerization, which demonstrate
that every class of pigments have a unique behavior.

Keys words: Red wine, Condensed tannins, Crown tannins, A-type of tannins, Vine, Organics Synthesis,
UPLC-UV-ESI-QTOF.



