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Autres

Avq : Eclatement quadrupolaire

Ad : Variation de déplacement chimique

Admax : Variation de déplacement chimigue maximale
CMC : Concentration micellaire critique

CP-MAS : Polarisation croisée avec rotation a 1’angle magique (Cross-Polarization Magic Angle
Spinning)

CSA : Anisotropie de blindage électronique (Chemical Shielding Anisotropy)
COSY : COrrelation SpectroscopY

FID : Free Induction Decay

GPCR : Récepteurs couplés aux protéines G

H, : Phase hexagonale de type |

H,, : Phase hexagonale de type Il

HR-MAS : Haute résolution par rotation a ’angle magique (High-Resolution Magic Angle Spinning)
HRP : Protéines riches en histidine

ITC : Titration calorimétrique isotherme (Isothermal Titration Calorimetry)
Ka : Constante d’association

K, : Constante d’auto-association

K4 : Constante de dissociation

L, : Phase lamellaire fluide

Lg- : Phase lamellaire gel

L, : Phase liquide ordonnée

M; : Moment spectral d’ordre 1

M, : Moment spectral d’ordre 2



NOE : Nuclear Overhauser Effect

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
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CHAPITRE I

Introduction générale



I.A La dégustation d’un vin, notion d’astringence et d’amertume

Contrairement a I’eau, le vin n’est pas bu pour ses qualités désaltérantes ou nutritives mais
plus pour le plaisir apporté par sa consommation. Ainsi, le vin n’est pas une substance essentielle a la
vie mais davantage une gourmandise liquide que 1’on ne boit pas mais que 1’on déguste. La
dégustation d’un vin en bouche se décompose en trois phases. (i) L’attaque (ou premiére impression),
période correspondant aux trois-quatre secondes suivant le moment ou une petite quantité de vin est
mise en bouche. Le vin délivre alors ses premiéres sensations. L’attaque peut étre agressive, rustigque,
élégante, ronde voire un peu molle selon les vins. Elle évalue principalement 1’équilibre du vin. (ii)
L’évolution, période ou les différentes saveurs successives sont ressenties. C’est durant 1’évolution
que le dégustateur ressent notamment les effets tactiles. Cette phase permet de rendre compte de la
structure du vin, sa « charpente ». (iii) La longueur, temps pendant lequel les arbmes persistent en
bouche apres que le dégustateur ait avalé ou recraché le vin. La longueur est une qualité essentielle

pour distinguer les grands vins.

La composition du vin est primordiale dans le godt qui sera ressenti. Le vin est composé
essentiellement d’eau (80%) et d’éthanol (10 a 15%) mais c’est bien les 5% restant constitués de
composés divers (acides, sels minéraux, sucres, tannins, vitamines, protéines, composés volatiles,
etc...) a différentes proportions qui conditionnera 1’identité d’un vin et sa spécificité (Taillandier &
Bonnet, 2005). Dans les vins rouges, c’est la présence de tannins, des composés polyphénoliques, qui
contribue grandement a la qualité du vin et a sa structure équilibrée (Blouin & Cruége, 2008). Ces
molécules, dont une des propriétés phares est de se fixer aux protéines de la salive, sont la cause de

deux sensations ressenties lors de la dégustation d’un vin : I’astringence et I’amertume.

I.A.1 L’amertume, une propriété gustative

L’amertume est un goQt au sens strict car il résulte de I’interaction spécifique entre certaines
molécules, tels les tannins, et des récepteurs localisés en bouche, au niveau des bourgeons du godt des
papilles gustatives. Outre le go(t amer, on distingue quatre autres godQts : le sucré, le salé, ’acide et
I’umami (godt savoureux) (Ikeda, 2002). La perception de ces goiits permet d’évaluer les propriétés
gustatives d’un aliment mais aussi de prévenir 1’ingestion de molécules toxiques (Chandrashekar et al.,
2006). Par exemple, le godt sucré permet I’identification d’un aliment riche en énergie alors qu’un

go(t acide ou amer peut alerter sur I’absorption d’un composé potentiellement toxique.

Les recherches effectuées lors de ces douze derniéres années ont marqué un tournant dans la
compréhension de la localisation du goQt. En effet, il était communément admis que chaque godt était
ressenti au niveau de différentes régions de la langue, le sucré sur le bout de la langue, ’amer a
I’arriere et les saveurs acides et salées sur les cOtés. Il en résultait la trés célébre mais néanmoins

fausse carte des golts. Or des travaux récents (Chandrashekar et al., 2006) montrérent que les
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Figure I.1: Les cing godts, amer, salé, sucré, umami et acide sont répartis sur tous les bourgeons du godit,
localisés sur toute la langue. D’aprés Chandrashekar et al., 2006.
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Figure 1.2 : Représentation schématique des récepteurs couplés aux protéines G intervenant dans la capacité a
ressentir le sucré, I’amer et ’'umami. D’aprés Chandrashekar et al., 2006.



récepteurs spécifiques a chaque godt étaient présents au niveau de tous les bourgeons du goQt donc sur

toute la langue (figure 1.1).

Des études scientifiques ont permis de déterminer la famille de récepteurs impliquée dans la
perception de I’amertume. Une perte de la capacité a reconnaitre le godt amer a notamment été
observé chez des souris dont la famille de récepteurs, T°R, a été préalablement inactivée (Mueller et
al., 2005). Cette famille de récepteurs, comprenant 50 a 80 membres (Pandey et al., 2010), est donc a
I’origine de la sensation d’amertume. Ces récepteurs de nature transmembranaire (figure 1-2) sont
principalement localisés au niveau des papilles foliaires et calciformes (Chandrashekar et al., 2000).
lls sont en outre couplés a une protéine G (Kinnamon & Margolskee, 1996 ; Lindemann, 1996 ;
Matsunami et al., 2000).

Le mécanisme de la transduction du signal entrainant la perception de 1’amertume a été
grandement étudié dans la littérature (Kinnamon & Margolskee, 1996 ; Pandey et al., 2010) et est en
grande partie connu. Les substances améres, comme certains tannins se lieraient aux récepteurs et
activeraient la protéine G qui causerait 1’activation de la phospholipase C. Il est proposé que
I’hydrolyse par cette enzyme d’un phospholipide (phosphoinositol diphosphate PIP,) génére deux
messagers intracellulaires, de I’inositol triphosphate (IPs) et du diacylglycérol, ce qui entrainerait
I’ouverture du canal calcique, TRPM5. Dans ce mécanisme, la libération d’ions calcium Ca**
dépolarise la cellule et entraine la libération du neurotransmetteur et donc in fine la perception du godt.
Toutefois, une éventuelle perturbation des récepteurs gustatifs que pourrait engendrer 1’interaction
entre les tannins et les membranes buccales dans lesquelles sont localisés ces récepteurs reste une voix

peu explorée.

I.A.2 L’astringence, une sensation tactile

Contrairement a 1’amertume, 1’astringence est une sensation tactile (Breslin et al., 1993 ;
Gawel., 1998) qui influe sur la qualité du vin (Boselli et al., 2004 ; Landon et al., 2008). Elle résulte
de I’interaction entre les tannins et les protéines salivaires riches en proline (PRP) et en histidine
(HRP), impliquées notamment dans la lubrification de la cavité buccale (Kallithraka et al., 1998). Ces
interactions vont entrainer une diminution de la lubrification de la cavité orale et une augmentation des
frottements entre les différents épithéliums buccaux (Luck et al., 1994 ; Baxter et al., 1997 ; Dinella et
al., 2009 ; Rossetti et al., 2009). Il en résulte des sensations de plissement, de dureté et de
desséchement en bouche. Bien que sec ou encore rugueux soient les termes communément utilisés
pour décrire un vin astringent (Lee & Lawless, 1991 ; Lawless et al., 1994), ils restent insuffisants
pour décrire les subtiles nuances relatives a 1’astringence. Ainsi, les cenologues établirent un
vocabulaire riche et pertinent (Gawel et al., 2001) permettant de décrire toutes les sensations pergues

lors de I’astringence. Les termes granuleux, poudreux ou encore crayeux sont ainsi utilisés pour
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Figure 1.3 : Représentation schématique des principales étapes conduisant a la précipitation des protéines de la
salive par interaction avec les tannins du vin qui donnera lieu a la sensation d’astringence. (A) Mécanismes selon
Haslam et al., (1988). (B) Mécanisme selon Charlton et al., (2002).



décrire la sensation d’avoir de fines particules en bouche lors de la dégustation d’un vin. De méme,
des termes comme soyeux ou velouté se rapportent a la rugosité de la sensation percue dans la bouche.
Certains termes comme doux, souple, généreux ou charnu peuvent avoir une connotation positive alors

que d’autres comme grossier ou dur renseignent sur les défauts du vin.

L’astringence est un processus complexe qui a été couramment étudié au cours de ces trente
derniéres années (McManus et al., 1981 ; Haslam, 1988 ; Charlton et al., 2002 ; Jobstl et al., 2004 ;
Cala et al., 2010, 2011). Dans les années 80, Haslam proposa deux modéles pour expliquer ce
phénomene a I’échelle moléculaire, selon la concentration en protéines dans le milieu (figure 1.3A). A
faible concentration, les tannins se lieraient aux protéines en surface et forment une couche moins
hydrophile rendant les protéines insolubles, ce qui entrainerait la précipitation du systéme. A forte
concentration, les tannins multidentates se liraient a plusieurs protéines et formeraient des agrégats, ce
qui provoquerait la précipitation. Cette tendance qu’ont les tannins a lier plusieurs molécules est
reprise en 2002, par Charlton et al., qui proposérent un autre mécanisme en trois étapes (figure 1.3B).
(i) Les tannins se lieraient a plusieurs sites de fixation au niveau la protéine, ce qui rendrait sa
structure plus compacte. (ii) Le complexe tannin-protéine se lierait alors a un autre complexe pour
former un dimere insoluble, les deux protéines étant liées par un « pont » formé par les tannins a I’aide
de liaisons intermoléculaires faibles. (iii) Un certain nombre de ces diméres s’agrégeraient entre eux,
ce qui favoriserait la précipitation. Enfin, un dernier modéle a été proposé par Cala et al. (2010) pour
décrire I’interaction entre les tannins et les protéines salivaires riches en proline (PRP). (i) Les tannins
en contact avec les protéines salivaires se fixerait de maniere spécifique au niveau de leurs résidus
proline pour former des complexes. (ii) Ces complexes seraient stabilisés par des interactions
hydrophobes entre les cycles aromatiques des polyphénols entre eux d’une part et ceux des résidus
proline d’autre part. (ii) Un réarrangement s’opérerait ou les résidus proline s’enrouleraient autour des
tannins donnant des sites de fixation différents. (iv) La formation de complexes contenant plusieurs
protéines avec plusieurs tannins conduirait a la précipitation du systéme et donc a une diminution de la

lubrification a I’origine de la sensation de sécheresse en bouche.

La nature de I’interaction entre les protéines salivaires et les tannins a longtemps fait débat au
sein de la communauté scientifique. En effet, certaines études affirment que les liaisons hydrogéne
sont le moteur de I’interaction tannin-protéine (Hagerman & Butler., 1981 ; Simon et al., 2003) tandis
que d’autres proposent que ce sont les interactions hydrophobes (empilement n-x, interactions de Van
der Waals) qui sont a la base de la formation du complexe tannin-protéine (Ho et al., 1980 ; Murray et
al, 1994 ; Baxter et al., 1997). En 1998, Hagerman et al. suggérérent que la polarité des tannins influe
sur le type de liaison formée avec la protéine. Selon leurs travaux, les tannins polaires forment des
liaisons hydrogéne avec la protéine alors que I’interaction tannin apolaire-protéine implique
principalement des interactions hydrophobes. Des études plus récentes (Cala et al., 2011) ont toutefois

montré que le type de liaison mise en jeu dépend de I’état d’agrégation du tannin. Ainsi, sous forme



monomeérique, le tannin se lie a la protéine par le biais de liaison hydrogéne. A I’inverse, sous forme

micellaire, ce sont les interactions hydrophobes qui prédominent entre micelles de tannins et protéines.

Les avancées scientifiques ont ainsi permis de comprendre le mécanisme principal donnant
lieu a la sensation d’astringence. Toutefois, celle-Ci est une sensation tres complexe et il serait erroné
de réduire ’astringence a une simple précipitation des protéines sous 1’effet des tannins. Schwarz &
Hoffman (2008) montrérent notamment I’importance des tannins libres dans ce processus ou ils

agiraient comme des stimuli qui augmenteraient la perception de I’astringence.

I.A.3 Paramétres influant sur ’amertume et I’astringence

Il est intéressant de noter que la sensation d’amertume engendrée par les tannins dépend de
plusieurs facteurs, comme le poids moléculaire du tannin, son degré de polymérisation, sa
stéréochimie (Kallithraka et al., 1997 ; Thorngate & Noble, 1995). Ainsi, I’amertume ressentie sera
importante pour des flavonoides monomeériques tels que la catéchine ou I’épicatéchine mais sera faible
pour les tannins du vin dont la masse molaire dépasse 500g/mol (Noble, 1994 ; Peleg et al., 1999 ;
Drownoski & Gomez-Carneros, 2000). De méme, le milieu joue un role sur ’amertume ressentie.
Ainsi, un milieu riche en éthanol va augmenter 1’amertume ressentie, alors qu’a 1’inverse, la présence
de sucre tend a la diminuer (Noble, 1994, 1998).

De méme, I’astringence pergue en bouche peut varier avec la structure du tannin (Arnold et
al., 1980 ; Kawamoto et al., 1995 ; Baxter et al., 1997 ; Kallithraka et al., 1997), la longueur des
protéines (Hagerman & Butler, 1981 ; Charlton et al., 1996), les parametres physicochimiques
extérieurs tels que le pH, la température ou la force ionique (Kawamoto & Nakatsubo, 1997 ; Charlton
et al., 2002), la présence de molécules externes au complexe tannin-protéine mais présentes en bouche
lors de la dégustation d’un vin comme les sucres (Carvalho et al., 2006), 1’éthanol (Fontoin et al.,
2008) ou les lipides (He et al., 2006). 1l est a noter que 1’age d’un vin influe aussi sur ’intensité de
I’astringence ressentie, un vin agé étant généralement moins astringent qu’un vin jeune (McRae &

Kennedy, 2011).

Ainsi, ’amertume et 1’astringence restent des sensations trés complexes, leurs intensités
pergues en bouche dépendant de nombreux paramétres. Au cours de cette these et afin d’aller plus loin
dans la compréhension du golit d’un vin, nous nous sommes intéressés aux interactions entre les
tannins et une autre classe de composés présents en quantité importante lors de la dégustation d’un
vin, les lipides. Un état des lieux des connaissances sur ces différents acteurs et leurs interactions est

dressé ci-apres.
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I.B Les tannins

1.B.1 Définition et localisation

Le terme tannin a été utilisé pour la premiere fois par Seguin en 1796 pour caractériser les
substances issues des plantes qui, en réagissant avec les protéines de la peau des animaux, empéchent
sa putréfaction et la transforme en cuir. En 1957, White reprend ce terme pour décrire les composés
polyphénoliques impliqués dans certaines réactions comme la précipitation de la gélatine ou
I’oxydation de celle-ci par le permanganate (White, 1957). La premiére définition pour ce terme a été
donnée en 1962 par Swain et Bate-Smith qui décrivirent les tannins comme étant des composes
solubles dans 1’eau, dont la masse molaire est comprise entre 500 et 3000g/mol et qui sont capables de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines. Les tannins sont des polyphénols
amphiphiles organisés principalement en deux classes suivant la nature chimique du polyphénol de

base : les tannins hydrolysables et les tannins condensés.

Les tannins hydrolysables et les tannins condensés sont présents dans le vin mais ont une
provenance différente. En effet, les tannins condensés proviennent des grains de raisin, pépins et
pellicules, tandis que les tannins hydrolysables sont apportés par le bois des fits lors de 1’élevage ou
ajoutés dans le vin lors de la vinification (tannins commerciaux). Ainsi, les tannins condensés sont
majoritaires dans le vin comparés aux tannins hydrolysables (Singleton et Noble, 1976) avec des
concentrations allant 1 & 5g/L dans certains vins. La catéchine et 1’épicatéchine, deux molécules de
base trés répandues dans les tannins condensés sont retrouvées a des concentrations respectives de 0.1-
0.2g/L et 0.08g/L (Quideau et al., 2011). A titre de comparaison, deux des tannins hydrolysables les
plus abondants retrouvés dans le vin, la vescalagine et la castalagine, ont des concentrations
respectives de 0.002-0.02g/L et 0.001-0.1g/L (Jourdes et al., 2011).

Les tannins condensés ne sont pas uniformément présents dans toute la structure du grain de
raisin. On les retrouve dans la pellicule et les pépins (Thorngate et Singleton, 1994) mais ils ne sont
pas présents dans la pulpe (Ricardo da Silva et al., 1992). De méme, le type de tannins différe suivant
qu’ils sont localisés au niveau de la pellicule ou des pépins (Gawel, 1998) ; la peau présente un plus
haut taux de tannins polymériques que les pépins alors qu’a I’inverse il y a plus de tannins galloylés,
c’est-a-dire estérifiés par I’acide gallique (figure 1.4A), dans les pépins (29%) que dans la pellicule
(3%).

I.B.2 Les tannins possédent une grande varieté structurale

Nous avons donc vu que les tannins ont des structures tres différentes selon leurs origines. La

structure des deux catégories de tannins, hydrolysables et condensés, est décrite ci-apres.
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Figure I.5: (A) Structure du squelette flavan-3-ol et numérotation utilisée pour les monomeéres de
proanthocyanidines (nomenclature IUPAC). (B) Structure du groupement galloyle (C) Les différentes classes de
proanthocyanidines présentant un squelette de type flavan-3-ol selon Hemingway & Karchesy (1989). Les
centres chiraux sont représentés par le symbole *.
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I.B.2.a Les tannins hydrolysables

La structure de base de tout tannin hydrolysable est le noyau f-1,2,3,4,6-pentagalloyl-D-
glucose (Haslam et al., 1989). Ce sucre est ensuite estérifié au niveau de ses groupements hydroxyles
soit par I’acide gallique, soit par I’acide ellagique, ceci donnant respectivement les gallo-tannins et les
ellagi-tannins (figure 1.4A et 1.4B). Ces tannins influent peu sur le goit d’un vin (Pocock et al., 1994).

Par conséquent, ils n’ont pas été étudiés au cours de cette these.

1.B.2.b Les tannins condensés

Les tannins condensés (ou proanthocyanidines) sont une sous-classe des flavonoides, terme
regroupant la plupart des composés phénoliques dont le squelette, constitué de 15 carbones, est
organisé en Cg-C3-Cs. Ces tannins possédent un squelette de type flavan-3-ol (figure 1.5A) mais
présentant des fonctions hydroxyles au niveau des positions 4’ et 7. Ces tannins sont des composés
tricycliques constitués de deux cycles aromatiques et d’un cycle central. Le cycle central (cycle C) est
appelé cycle pyrane et posséde deux centres chiraux en position 2 et 3. Dans le cas des tannins
présents dans le vin, la stéréochimie du premier centre chiral est toujours de type R alors que celle du
second peut étre de type R ou de type S (Thorngate, 1993). Ces deux positions sont substituées
respectivement par un cycle phénolique (cycle B) et un groupement hydroxyle ou galloyle dans le cas
des tannins galloylés (figure 1.5B). En outre, un cycle aromatique (cycle A) est accolé au cycle pyrane
au niveau des positions 8a et 4a. La nature du substituant R en position 5 de ce cycle est a I’origine de
la classification des proanthocyanidines en deux catégories (figure 1.5C). Si R = H, les
proanthocyanidines posseédent un cycle A de type résorcinol. Si R = OH, les proanthocyanidines
possédent un cycle A de type phloroglucinol. Les proanthocyanidines présentes dans le vin, les
procyanidines et les prodelphinidines (Gawel, 1998), font partie de cette classe. Ces deux familles de
tannins condensés se différencient suivant la nature du substituant R’en position 5’. Si R’ = H, comme
c’est par exemple le cas de la catéchine et de 1’épicatéchine, on parle de procyanidine, le cycle B est
dans ce cas appelé cycle catéchol. A I’inverse, si R* = OH comme pour 1’épigallocatéchine (EGC), on
parle de prodelphinidine et le cycle B se nomme cycle pyrogalloyle. Ainsi, les tannins condensés

présentent une grande diversité structurale.

La polymérisation des différentes unités monomériques va encore multiplier la variété de
proanthocyanidines que I’on peut retrouver dans le vin. Le taux de polymérisation peut étre influencé
par ’age du vin. Ainsi, dans le cas des vins jeunes, les tannins possédent en moyenne deux a trois
unités de flavan-3-ols alors que la polymérisation atteint la dizaine d’unités dans les vins vieux
(Blouin., 2008). La formation d’un dimeére de tannins est complexe car ceux-ci peuvent se lier entre
eux par plusieurs types de liaisons interflavane (figure 1.6). On distingue ainsi deux types de dimeres.
Les dimeres de types B, majoritaires dans le vin, présentent une seule liaison interflavane de type C,-

Ce 0u C4-Cg. A I’inverse, les diméres de type A, peu présents dans le vin, possedent deux liaisons
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Figure 1.6 : Procyanidines A, et B, deux exemples de diméres respectivement de type A et B.
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Figure 1.7 : Influence de la conformation du tannin sur la précipitation des protéines salivaires (d’apres les
travaux de Cala et al., 2011). (A) Dans le cas d’une conformation ouverte, le tannin peut se lier a deux protéines
et induire une précipitation. (B) Dans le cas d’une conformation compacte, le tannin se lie & une seule protéine et
n’induit pas de précipitation.
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interflavanes, une de type C,;-C¢ ou C4-Cg et une autre, de type éther, entre le carbone 2 et les carbones
5 ou 7. 1l est a noter, que lorsqu’il est impliqué dans une liaison interflavane, le carbone en position 4

devient chiral et les positions 3 et 4 sont toujours en position trans.

Dans le cas de deux unités liées entre elles par une unique liaison interflavane de type C4-Csg,
la rotation de celle-ci peut engendrer deux rotameres présentant deux conformations, compacte ou
étendue (Foo & Porter, 1983). La proportion entre ces deux formes majoritaires dépend de la nature
des substituants, de la nature du milieu (Hatano & Hemingway, 1997) et des unités monomériques
mises en jeu (Tarascou et al., 2006). La conformation du tannin, compacte ou étendu, peut avoir une
importance dans certains phénomenes biologiques, notamment dans la précipitation des protéines
(Cala et al., 2011). En effet, lorsqu’il adopte une conformation ouverte (B,, C, par exemple), les
tannins peuvent se lier a deux protéines et initier la précipitation du complexe tannin-protéine (figure
.7A). A I’inverse, les tannins présentant une conformation compacte (By, B3, By...) ne peuvent se lier

qu’a une seule protéine et ne peuvent pas déclencher cette précipitation (figure 1.7B).

I.B.3 Propriétés physicochimiques : auto-association des tannins

Les tannins ont la propriété de s’associer entre eux au-dela d’une certaine concentration,
appelée concentration micellaire critique, ou CMC. Cette auto-association résulte d’interactions de
type m-stacking entre les différents cycles aromatiques. Ce comportement a été décrit initialement par
Baxter sur le tannin méthyl gallate (Baxter et al., 1996) selon le modele isodesmique ou 1’association
des tannins entre eux se fait de maniere linaire et indéfinie avec la méme constante d’auto-

association, K, (annexe 1). En deca de la CMC, les tannins sont a 1’état monomérique et au-dessus de

la CMC, ils se trouvent sous forme d’agrégats micellaires. La valeur de cette CMC dépend de 1’état
oligomérique du tannin (Pianet et al., 2008). Ainsi, la CMC du dimére est plus importante que celle du
monomere correspondant (24+4mM pour le dimére B; catéchine-catéchine vs. 9+2mM pour la
catéchine dans un milieu 100% D,0). La valeur de la CMC dépend en outre du solvant. Ainsi, elle est
plus importante dans un milieu D,O + EtOD (88/12) que dans un milieu 100% D,0O (16x1mM vs.
9+2mM pour la catéchine). Durant cette thése, les études seront principalement effectuées sur quatre
monomeres, C, EC, EGCG et ECG, qui ont respectivement des CMC de 9+2mM, inférieure a 5mM,
6+2mM et 2.8+0.3mM dans un milieu 100% D,0.

Les tannins étant présents a I’état monomérique dans le vin (340-680uM pour la catéchine,
Quideau et al., 2011), il est nécessaire de prendre en compte cette CMC si on veut rester dans les
conditions de la dégustation. Par ailleurs, il est a noter que les polyphénols utilisés au cours de cette
étude sont principalement des unités monomériques de tannins condensés retrouvés dans le vin (C,
EC, EGCG, ECG) mais ne sont pas des tannins au sens strict de la définition de Bate-Smith et Swain,
leurs masses molaires étant inférieures a 500g/mol. lls seront toutefois appelés tannins au cours de

cette thése pour simplifier.

13



A

Epithelium
\%
A

Lamina propria

\'%
N

Submucosa

B C D

Figure 1.8 : (A) Schéma de la structure des membranes buccales (d’aprés Harris & Robinson, 1992). Coupes
des muqueuses masticatrices (B), bordantes (C) et spécialisées (D). Les épithéliums sont localisés en haut de
chaque coupe (d’aprés Auriol & Le Charpentier, 1998).
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I.C Lipides impliqués dans le godt du vin : lipides des membranes buccales

et lipides alimentaires

En bouche, les tannins peuvent interagir avec les lipides endogenes présents au niveau des
membranes cellulaires de 1’épithélium buccal et les lipides exogeénes apportés par 1’alimentation.
Ceux-ci font partie d’assemblages moléculaires complexes. Pour étudier les interactions tannin-lipide
a I’échelle moléculaire, il a été nécessaire d’utiliser des modeles lipidiques mimant les propriétés de
ces assemblages lipidiques afin de faciliter 1’analyse. Dans une premiére partie, nous décrirons les
assemblages supramoléculaires susceptibles d’interagir avec les tannins, a savoir les membranes
buccales ainsi que les gouttelettes lipidiques, forme sous laquelle les lipides se trouvent dans les
aliments. Dans une seconde partie, nous décrirons les principaux modéles lipidiques utilisés pour

mimer membranes et gouttelettes.

1.C.1 Les membranes buccales

I.C.1.a Description générale

On définit sous le terme de membranes buccales (ou muqueuses buccales) ’ensemble des
tissus tapissant ’intérieur de la bouche (langue comprise). La couche supérieure de ces membranes,
I’épithélium, est un assemblage de cellules aplaties organisées en différentes couches ; on parle dans

ce cas d’épithélium stratifié pavimenteux (figure 1.8A).

Ces muqueuses peuvent étre classées en trois catégories en fonction de leurs topographie
(Ganem-Quintanar et al., 1997). (i) Les muqueuses masticatrices (figure 1.8B) représentent 60% des
tissus totaux et recouvrent les gencives et le palais dur et ont une épaisseur de 100 a 200um (Shojaet,
1998). Elles possédent un épithélium kératinisé et aide a la compression mécanique des aliments. Elles
ont, en outre, une faible perméabilité (Squier et al., 1991). (ii) Les muqueuses bordantes (figure 1.8C)
représentent 25% des tissus totaux et revétent le versant muqueux des lévres, I’intérieur des joues, le
plancher buccal, la face ventrale de la langue et le palais mou. L’épaisseur de ces muqueuses varie
suivant le type de tissus, allant de 100-200um pour le palai mou a 500-800pum pour I’intérieur des
joues (Harris & Robinson., 1992). Elles possédent un épithélium non kératinisé ce qui augmente leur
perméabilité et en fait une cible de choix pour I’administration de molécules thérapeutiques,
notamment dans le cas des muqueuses sublinguales (Shojaei., 1998). (iii) Les muqueuses spécialisées
(figure 1.8D) representent 15% des tissus totaux et sont localisées sur la face dorsale de la langue.
Elles possédent des régions kératinisées et non kératinisées et se caractérisent surtout par la présence

de papilles (surélévations de la muqueuse linguale) parmi lesquelles se trouvent les papilles gustatives.

lls existent trois types de papilles linguales (Auriol & Le Charpentier, 1998). Les papilles
filiformes sont les plus nombreuses et les plus variées. Elles sont localisées sur les deux tiers

antérieurs de la face dorsale et conférent au dos de la langue son aspect rapeux. Malgré leur nombre,
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Figure 1.9 : (A) Schématisation d’un bourgeon du goiit, constituée de 50 a 150 cellules réceptrices du goit et

localisation des bourgeons et des papilles gustatives au niveau de la langue. D’aprés Chandrashekar et al., 2006.
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ces papilles ne jouent aucun rdle dans la reconnaissance du godt. Les papilles fongiformes, légérement
kératinisées, sont localisées sur les bords de la langue. Celles-ci sont plus larges que les papilles
filiformes mais moins nombreuses. Enfin, les papilles caliciformes, non kératinisées, sont les plus
volumineuses mais les moins nombreuses sur la langue. Il en existe en effet qu’une dizaine qui sont
disposées en V a I’arriére de la langue. C’est dans ces deux derniers types de papilles (caliciformes et
fongiformes) que sont localisées les bourgeons du godt. Ils sont constitués d’un assemblage de 50 a
150 cellules (Beider, 1978) en forme d'oignon localisées sous la surface de la couche épidermique de
la papille. De ce fait, ils sont sensibles a la saveur du contenu de la bouche par I'intermédiaire d'étroits
et courts pores gustatifs (figure 1.9). Les bourgeons du godt contiennent des cellules réceptrices non
nerveuses (de 30 a 80) qui envoient les signaux correspondant aux différents golts au systéme nerveux
central via des terminaisons nerveuses. Il est a noter qu’on les retrouve aussi au niveau du palais mou

et de la partie supérieure de I’cesophage mais en quantité bien moins importante que sur la langue.

1.C.1.b Fonction

Les membranes buccales ont des rdles multiples (Auriol & Le Charpentier, 1998). Elles
assurent notamment dans le cas des membranes masticatrices, un role de protection contre les
compressions et abrasions provoquées par les forces mécaniques mises en jeu dans la préhension et le
machage des aliments. Elles possédent aussi une fonction sensorielle (douleur, goQt, température)
assurée par de nombreux récepteurs qui nous permettent de ressentir la douleur, le godt et la
température des aliments. Elles possédent enfin une fonction de régulation thermique qui reste

secondaire chez 1’homme (contrairement au cas de 1’animal).

1.C.1.c Composition lipidique

Les compositions lipidiques des membranes buccales varient en fonction des tissus considérés.
Par exemple, les gencives et le palais dur ont un fort taux de céramides contrairement au plancher
buccal (Ganem-Quintanar et al., 1997). Les muqueuses spécialisées, ou sont situées la majorité des
papilles gustatives, possédent des régions kératinisées et non kératinisées et présentent ainsi une
diversité tissulaire qui entraine des différences de compositions lipidiques suivant les tissus. Aucune
donnée n’ayant pu étre obtenue sur la composition lipidique moyenne des muqueuses spécialisées, les
muqueuses bordantes, qui possédent aussi des papilles gustatives mais en quantité moins importantes,
ont été choisies comme modéle pour décrire la composition lipidique des membranes buccales. Leur
composition a été obtenue en recoupant les informations recueillies dans la littérature (Law et al.,
1995, Squier et al., 1991, Diaz-del Consuelo et al., 2005, Thompson et al., 2001). Comme le montre la
figure 1.10A, cet épithélium est principalement composé de phospholipides de type
phosphatidyléthanolamines (PE) et phosphatidylcholines (PC) (respectivement 15 et 14%), de
cholestérol (17.6%), de glucosylcéramides (12.7%) et de sphingomyéline (10%).
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Figure 1.10 : Composition lipidique de 1’épithélium buccal en fonction de la nature des lipides (% massique
par rapport a la masse de lipides totale) (A) et des longueurs des chaines acyles (% molaire) (B). CS : sulfate de
cholestérol ; CE : esters de cholestérol ; CH : cholestérol ; AG : acides gras ; GSL : Glucosylcéramides ; TG :
Triglycérides; SM: Sphingomyéline; PC: phosphatidylcholines; PS: phosphatidylsérines; PI:
phosphatidylinositols ; PE : phosphatidyléthanolamines. Les classes de lipides prédominantes sont indiquées en
rouge.
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Concernant la nature des acides gras composant les lipides, la composition des membranes buccales
n’est pas spécifique par comparaison aux autres membranes cellulaires (figure 1.10B). Les acides gras
majoritaires sont les mémes que ceux retrouvés chez les lipides de 1’épiderme (Terashi et al., 1999) et
des globules rouges (Peet et al., 1998), a savoir : 1’acide palmitique (C16:0, 23%), I’acide oléique
(C18:1, 20.3%), I’acide stéarique (C18:0, 16.9%), 1’acide linoléique (C18:2, 14.5%) et enfin I’acide
arachidonique (C20:4, 9.3%) (Terashi et al., 1999 ; Connor et al., 2000 ; Yoshida et al., 2008). On peut
remarquer que les lipides insaturés sont légerement prédominants par rapport aux lipides saturés
(55.5% contre 44.5%).

I.C.2. Les lipides issus de I’alimentation

Les lipides sont présents dans toutes les matieres premiéres animales (viande, poisson, lait,
ceuf) et végétales (grains de céréales, graines d’oléagineux, fruits et Iégumes oléagineux). Ingérés au
cours des repas, ils devraient représenter 35 a 40% de I’apport énergétique total et en moyenne 20% en
masse de I’ensemble des macronutriments (protéines, glucides, lipides) consommés quotidiennement
(chiffre AFSSA, 2010). Les lipides issus de 1’alimentation vont participer a la structure des aliments et
a leurs qualités sensorielles. Les lipides, lorsqu’ils sont consommés par I’organisme, sont sous forme
d’assemblages supramoléculaires présentant une grande diversité de structure. Dans les aliments, les
lipides peuvent soit conserver leur organisation originelle, soit étre modifiés par divers traitements

(cuisson, préparation alimentaire) (Genot & Michalski, 2010).

Dans le cas ou les aliments ne subissent pas de traitement préalable, les lipides sont organisés
selon leur structure supramoléculaire native. C’est le cas des globules gras du lait, des adipocytes
(tissus adipeux) dans le cas de la viande ou du poisson ou encore des oléosomes (structure
intracellulaire de stockage des lipides) dans le cas de graines oléagineuses. Dans les aliments
transformés, les lipides sont soit sous forme d’une phase lipidique continue contenant éventuellement
des particules solides (cas du chocolat en tablette) ou des gouttelettes d’eau (comme les émulsions eau
dans huile dans le cas du beurre), soit présents sous forme de gouttelettes lipidiques dispersées dans
une phase aqueuse (émulsion huile dans eau dans la mayonnaise ou les sauces), soit dispersés dans une
matrice solide sous forme d’inclusions de taille trés variable (allant d’un dizaine de pm jusqu’au mm)
comme dans le cas des fromages ou de la charcuterie, ou encore encapsulés dans une matrice solide
faiblement hydratée constituée de protéines et polysaccharides (Genot & Michalski, 2010 ; Raynal-
Ljutovac et al., 2011). Cette diversité structurelle des assemblages lipidiques supramoléculaires est
amplifiée par leur diversité de taille. A titre d’exemple, celle-ci est de 500nm a 10um dans le cas des
globules gras du lait, de 1 a 5um dans le cas des globules gras du fromage et de 200 a 500nm dans le
cas des assemblages lipidiques des graines oléagineuses (Sikorski & Kolakowska, 2002). Cependant,

la taille de ces assemblages lipidiques va diminuer sous ’effet de la mastication.
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Figure 1.11 : Exemple de structure adoptée par les lipides alimentaires : les globules gras du lait. D’aprés
Lopez et al., 2008.

A T’échelle moléculaire, les lipides issus de I’alimentation sont principalement des
triglycérides. On note toutefois la présence de phospholipides polaires (1 a 10% des lipides totaux
dans I’alimentation), tels les phospholipides, glycolipides et sphingolipides cellulaires. Ceux-Ci
proviennent essentiellement des ceufs, de la viande, du poisson ainsi que des 1écithines de soja utilisées
dans I’industrie agro-alimentaire pour leur propriété émulsifiante. Dans le cas de structures lipidiques
présentant un fort taux de triglycérides, les lipides s’organisent sous la forme de gouttelettes
composées d’un cceur hydrophobe de triglycérides et d’une surface hydrophile constituée des lipides
polaires. Des lipides plus hydrophobes comme le cholestérol et des protéines peuvent aussi étre
présents a la surface des gouttelettes (figure 1.11). En outre, les lipides polaires peuvent aussi former
des petites micelles dans la phase aqueuse (Genot & Michalski, 2010).

Les acides gras majoritaires dans les aliments sont 1’acide palmitique (C16:0) et 1’acide
oléique (C18:1). D’ autres acides gras sont retrouvés en quantité importante que dans certains aliments,
comme les acides gadoléique (C20:1) et érucique (C22:1) dans les poissons gras (harengs) ou encore
I’acide stéarique (C18:0) dans le beurre de cacao ou la graisse de mouton (Raynal-Ljutovac et al.,
2011). La proportion entre les acides gras saturés et insaturés différe suivant les aliments. Par exemple,
les acides gras saturés sont majoritaires dans le beurre (67% vs. 33%) alors qu’ils sont minoritaires
dans le jaune d’ceuf (38% vs. 62%). Cette composition en acides gras est importante car elle est le

premier facteur conditionnant la qualité nutritionnelle des lipides alimentaires.

1.C.3. Polymorphisme lipidique et modeles membranaires

Les membranes biologiques et les gouttelettes lipidiques sont des systemes complexes tant au
niveau de leurs structures que de leurs compositions. Ainsi, afin de réaliser une analyse approfondie
des propriétés et de la structure de ces objets, il est nécessaire d’utiliser des modéles simples pouvant
étre étudiés par des techniques spectroscopiques comme la RMN mais qui soient néanmoins

représentatifs des systémes lipidiques naturels. Dans cette partie, nous détaillerons le comportement et
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I’organisation des lipides en phase aqueuse avant d’énumérer les principaux modeles lipidiques

utilisés.

I.C.3.a Polymorphisme lipidique

En phase aqueuse, les lipides s’auto-assemblent pour des concentrations supérieures a la
concentration micellaire critique (CMC, de 1’ordre de 10 & 10™"2M). Néanmoins, contrairement aux
tannins, les agrégats lipidiques formés s’organisent en phases structurées et compactes du fait des
propriétés amphiphiles des lipides, telles que les répulsions entre la partie hydrophobe des lipides et
I’eau soient minimisées (Cevc, 1993). Israelachvili et al. ont montré que la morphologie des phases
lipidiques dépend des volumes respectifs des parties hydrophile et hydrophobe des lipides qui les

constituent (Israelachvili et al., 1976, 1980) et est représentée par le paramétre de compactage p :

\'

aolc

p= (1.1)

ou v, représente le volume de la partie hydrophobe, ao, le volume de la partie hydrophile et I, la
longueur de la chaine carbonée du lipide. Il est important de noter que le parametre de compactage
tient aussi compte de certains facteurs propres a chaque systéeme lipidique, telles les charges
éventuelles ou la présence de liaisons hydrogene (Cevc, 1993). Plusieurs types de phases sont obtenus

en fonction de la valeur du paramétre de compactage (figure 1.12) :

- pour p < 1/3, la téte hydrophile est plus grosse que la partie hydrophobe. Les lipides sont
schématisés sous la forme d’un cone ou la téte polaire est située a la base. Les lipides s’auto-
assemblent dans ce cas sous la forme de micelles sphériques ou cylindriques. C’est le cas du
lipide a chaine courte, DCPC.

- pour 1/3 < p < 1/2, le volume de la partie hydrophobe augmente Iégerement. Les lipides
s’inscrivent dans un cOne tronqué et adoptent une phase hexagonale de type H,, issue de
I’association de micelles cylindriques. C’est le cas du digalactosyldiacylglycérol, DGDG.

- pour 1/2 < p < 1, le sommet du cone représentant le lipide est plus évasé. Les lipides
s’organisent en liposomes constitués de plusieurs bicouches, les MLV (Multilamellar Large
Vesicles). Il est a noter que plus le paramétre de compactage augmente, plus le cone tend a
devenir cylindrique ; la courbure devient plus faible et le rayon des liposomes plus important.
La plupart des lipides biologiques, notamment les phosphatidylcholines (PC) et les
phosphatidylglycérols (PG), adoptent ce type de phase. Elle est donc couramment rencontrée.

- pour p = 1, le lipide adopte une forme quasi-cylindrique. Le rayon de courbure tendant vers
I’infini, la phase lipidique obtenue est un empilement de bicouches. Les phosphatidylsérines

(PS) en présence de sels peuvent adopter ce type de phase.
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Figure 1.12 : Morphologie lipidique et phase formée en fonction du paramétre de compactage (image
extraite de Buchoux, 2008)
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Figure 1.13 : Illustration de la transition de phase entre une phase lamellaire gel, L ou Lg, et une phase
lamellaire fluide, L, a la température T,, et de la transition de phase entre une phase lamellaire fluide, L,, et
une phase hexagonale inverse, H, a la température T,
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- pour p > 1, la partie hydrophobe devient plus importante que la partie hydrophile. Les lipides
adoptent une forme conique ou cette fois la téte polaire est située au sommet. Une phase
hexagonale inverse de type H,, est observée. Certains lipides adoptent naturellement ce type de

phase, c’est notamment le cas des phosphoéthanolamines (PE).

Outre le parametre de compactage, d’autres facteurs, comme la température ou la
concentration lipidique, vont avoir une importance sur la nature de la phase observée. Il est & noter,
que, pour un mélange de lipides présentant des morphologies différentes, un mélange de phases ou une
nouvelle phase formée des différents lipides peut étre observé. Par exemple, dans le cas d’un mélange
de deux lipides adoptant respectivement une phase H, et Hy;, une phase lamellaire peut étre obtenue par

association des deux lipides entre eux.

1.C.3.b Effet de la température sur la nature de la phase adoptée

Dans le cas d’une phase lamellaire, les chalnes aliphatiques des lipides ne se structurent pas de
la méme maniere a basse et & haute température (figure 1.13). Cela se traduit par 1’apparition d’une
transition de phase qui correspond a un changement dans 1’organisation et la mobilité des chaines
d’acides gras a I’intérieur de la bicouche. Ce changement organisationnel des chaines va avoir une

influence sur la dynamique du systeme lipidique mais aussi sur I’épaisseur de la bicouche.

A basse température, les chaines adoptent la conformation la plus favorable dite « tout trans »
ou chaque liaison C-C est en conformation trans. De ce fait, les chaines acyles sont alignées les unes
par rapport aux autres et sont soumises a peu de mouvement, la bicouche est ainsi trés rigide. On parle
dans ce cas de phase lamellaire gel, L; si les chaines acyles sont paralleles au plan de la bicouche ou
L si elles sont inclinées. A I’inverse, a haute température, plus de désordre est créé, ce qui entraine
I’apparition de défauts dit « gauche ». 1l y a donc alternance entre les conformations « trans » et
« gauche » au niveau des liaisons C-C. Les chaines acyles adoptent ainsi une conformation dite
« gauche-trans ». La bicouche est alors plus fluide et moins épaisse, les chaines acyles n’étant plus

étendues a leur maximum. On parle dans ce cas de phase lamellaire fluide, L,.

La transition entre les phases lamellaire gel et fluide a lieu a partir d’une certaine température,
notée T, Cette température dépend essentiellement de la longueur de la chaine acyle et de la présence
éventuelle d’une ou de plusieurs insaturations. Ainsi, la phase gel est d’autant plus stabilisée que les
chaines acyles sont longues ; T, augmente donc avec la longueur des chaines. A I’inverse, la présence
d’une ou plusieurs insaturations va créer des défauts de compactage, ce qui va entrainer une

diminution de T,

Une autre transition de phase induite par la température peut également étre observée entre
une phase lamellaire L, et une phase hexagonale inverse H,,. En effet, a basse température, les lipides
présentant une morphologie favorable a une phase hexagonale inverse (p > 1, comme vu plus haut)

s’auto-assemblent en phase lamellaire L, la phase hexagonale H, n’étant obtenue qu’a haute
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température. La transition de phase entre ces deux morphologies a lieu a une certaine température,
notée Ty (figure 1.13). Comme pour la température de transition gel/fluide, la nature des chaines
acyles va avoir un impact sur la valeur de Ty. Ainsi, T, diminue avec le nombre d’insaturations et la
longueur des chaines acyles. En effet, cela s’explique dans les deux cas par une augmentation du
volume de la partie hydrophobe, ce qui favorise la morphologie de type H, selon la théorie

d’Israelachvili.

1.C.3.d Présentation des modeéles lipidiques utilisés au cours de cette these

De nombreux modeéles lipidiques membranaires, en passant des micelles aux extraits naturels
de membranes, peuvent étre utilisés afin de mimer les propriétés physico-chimiques et la structure des
membranes biologiques. De méme, les gouttelettes lipidiques que 1’on retrouve en bouche lors de la
consommation d’aliments peuvent étre aussi mimées par bon nombre de modeles (émulsion eau dans
huile, émulsion huile dans eau, bicelles). Nous présenterons ici les modéles utilisés pour mimer les

membranes buccales et les gouttelettes lipidiques ingérées lors du repas (figure 1.14).

Les vésicules multilamellaires (MLV) sont le modéle le plus couramment utilisé du fait de
leur facilité de préparation (figure 1.14A). Elles peuvent en outre étre dopées facilement permettant
d’obtenir une composition lipidique proche de celle de la membrane naturelle cible (Zhendre et al.,
2011) et possédent une structure en bicouches que 1’on retrouve dans les membranes biologiques.
Elles sont constituées d’un empilement de sphéres concentriques de lipides organisés en bicouches
(environ 4nm d’épaisseur dans le cas du DMPC) séparées par des couches d’eau (environ 6nm
d’épaisseur). La taille des MLV est trés variable, leur diamétre pouvant varier de 500 a 5000nm. Il est
possible de former des liposomes unilamellaires, c’est-a-dire constituées d’une seule bicouche a partir
de MLV soit par sonication (utilisation d’un bain ou sonde a ultrason) soit par extrusion (cf. chapitre
I1). Suivant la taille de I’objet obtenu, on parlera de SUV (Small Unilamellar Vesicles) pour des objets
dont le diamétre est de I’ordre de la dizaine de nanométres ou de LUV (Large Unilamellar Vesicles)

pour des objets dont le diamétre est de 1’ordre de quelques centaines de nanomeétres.

Les bicelles isotropes (figure 1.14B) sont des objets discoidaux d’environ 10-15nm de
diametre qui sont constitués de deux phospholipides, I’un a chaine courte, favorisant la courbure,

I’autre a chaine longue, situé principalement dans la partie plane du modéle membranaire (Arnold et

My20

al., 2002). Ces objets sont caractérisés par un taux d’hydratation (H(%) = —
H20 lipide

) important et

[lipide chaines longues]

un rapport molaire q (g = ) inférieur & 1, de sorte que le lipide & chaine courte

[lipide chaines courtes]
soit présent en quantité plus importante que le lipide a chaine longue (Raffard et al., 2000). Les
bicelles isotropes ont alors une morphologie quasi-sphérique. Pour g > 1, les bicelles sont dites
anisotropes et possédent la propriété de s’orienter dans le champ magnétique B_O). C’est pourquoi elles

sont couramment utilisées comme modele lipidique pour la caractérisation structurale de peptides et de
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Figure 1.14 : Modeles lipidiques utilisés au cours de cette thése pour mimer les membranes buccales et les

gouttelettes lipidiques ingérées lors du repas. (A) Vésicules multilamellaires (MLV); (B) Bicelles isotropes; (C)
Emulsion huile dans eau.
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protéines par RMN en milieu membranaire (Marcotte & Auger, 2004 ; Diller et al., 2009 ; Loudet et
al., 2010).

Une émulsion est une dispersion de deux liquides non miscibles I’un dans ’autre sous forme
de gouttelettes lipidiques (figure 1.14C). Elles peuvent étre de deux types selon la nature de la phase
dispersée, directe dans le cas d’une émulsion eau dans huile ou indirecte pour une dispersion huile
dans eau. Au cours de cette these, le modéle d’émulsion huile dans eau a été utilisé, I’huile constituant
le ceceur hydrophobe des gouttelettes. L’émulsion est stabilisée par un émulsifiant amphiphile qui en se
localisant a I’interface eau/huile, va diminuer la tension interfaciale et 1’énergie du systéme (Genot &
Michalski, 2010). Cet émulsifiant peut étre notamment de nature lipidique (lécithines de soja) ou

protéique (caséines du lait).

I.D Interactions tannin-lipide, état de I’art

Peu étudiée au cours des années 90, 1’étude des interactions entre tannins et lipides a connu un
réel essor au cours des quinze derniéres années (Nakayama et al., 1998 ; Tsuchiya, 2001 ; Tamba et
al., 2007 ; Sirk et al., 2008), non pas dans le but de résoudre des problématiques liées au got comme
dans le cas de cette thése mais plus pour comprendre certaines de leurs propriétés biologiques
bénéfiques pour la santé humaine comme leurs activités antioxydante et antibactérienne (Kumazawa et
al., 2004 ; Scheidt et al., 2004 ; Tamba et al., 2007 ; Sun et al., 2009 ; Abram et al., 2013).

De nombreux modeéles lipidiques ont été utilisés au cours de ces diverses études (bicelles,
monocouches), Toutefois, les liposomes qu’ils soient multilamellaires (Caturla et al., 2003 ; Scheidt et
al., 2004 ; Ulrih et al., 2010 ; Yu et al., 2011) ou unilamellaires (Tamba et al., 2007 ; Sun et al., 2004)
sont les modeles les plus répandus dans la littérature traitant des interactions tannin-membrane. En
effet, le fait que ces modéles, en plus de mimer convenablement la membrane biologique, soient
faciles a préparer peut expliquer cette importante utilisation. Concernant les tannins, les unités
monomériques a la base des tannins condensés (C, EC, EGCG, EGC, ECG, CG, GCG) sont les plus
couramment utilisées (Kajiya et al., 2001 ; Uekusa et al., 2007 ; Sirk et al., 2008 ; Abram et al., 2013).
Ces tannins sont en effet trés répandus dans 1’alimentation, notamment dans les boissons comme le thé
et le vin. Néanmoins, suivant la propriété étudiée, d’autres tannins, présentant des structures plus
complexes, ont pu étre étudiés. C’est le cas des travaux de Yu et al. (2011), qui en voulant déterminer
I’influence de 1’hydrophobicité des tannins sur la fluidit¢ de la membrane, utilisérent le PGG, un
gallotannin plus hydrophobe que les tannins condensés et un trimére de catéchine dont 1’hydrophilie
est plus importante que celles des tannins monomériques. Il est a noter que certaines études ont été
effectuées non pas sur des tannins au sens strict mais, sur des flavonoides (Arora et al., 2000 ; Olila et
al., 2002 ; Ulrih et al., 2010), composés polyphénoliques de structures similaires, présents notamment
dans le vin (Taillandier & Bonnet, 2004).
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De nombreuses techniques analytiques ont été utilisées pour étudier les interactions entre
tannins et membranes. Nous pouvons notamment citer la chromatographie en phase liquide
(Nakayama et al., 1998 ; Kajiya et al., 2001, 2002 ; Uekusa et al., 2008), la résonance paramagnétique
électronique (Ulrih et al., 2010 ; Abram et al., 2013), la calorimétrie différentielle a balayage (Caturla
et al., 2003 ; Abram et al., 2013), la diffusion des rayons X (Tamba et al., 2007 ; Sun et al., 2009), la
méthode par microbalance a cristal de quartz (Kamihira et al., 2008), la spectroscopie infrarouge
(Caturla et al., 2003) ou encore la modélisation (Sirk et al., 2008). Néanmoins, les deux principales
techniques analytiques utilisées dans 1’étude des interactions entre tannins et lipides sont la résonance
magnétique nucléaire (Scheidt et al., 2004 ; Kumazawa et al., 2004 ; Kajiya et al., 2008 ; Uekusa et al.,
2007, 2011 ; Yu et al., 2011) et la spectroscopie de fluorescence (Hashimoto et al., 1999 ; Arora et al.,
2000 ; Tsuchiya., 2001 ; Kajiya et al., 2001 ; Caturla et al., 2003 ; Tamba et al., 2007 ; Tsuchiya et al.,
2008 ; Abram et al., 2013).

Plusieurs informations peuvent étre tirées de I’ensemble de ces travaux. Celles-ci peuvent étre
classées en trois catégories : (i) celle s’intéressant a la localisation des tannins dans la membrane, (ii)
celle s’intéressant a 1’effet des tannins sur la dynamique des modéles membranaires et enfin (iii) celle
s’intéressant a I’interaction tannin-lipide (nature des interactions, échelle d’affinité suivant les tannins,

facteurs influant sur I’interaction).
Localisation des tannins dans la membrane

La majeure partie des études portant sur la localisation des tannins tend & conclure a leur
localisation a la surface des différents modeles membranaires. Ainsi, Kajiya et ses collaborateurs
montrérent qu’un ajout de tannin sur des MLV présentant deux types de sondes fluorescentes
localisées préférentiellement en surface et dans la partie hydrophobe entraine une diminution de
I’intensité de fluorescence de la sonde localisée plut6t a la surface du modéle membranaire (Kajiya et
al., 2001). Des études similaires effectuées par les équipes de Kitano et d’Abram sont parvenus aux
mémes résultats (Kitano et al., 1997 ; Abram et al., 2013). De plus, les travaux de Uekusa et al. mirent
en évidence par RMN des taches de corrélation en NOESY entre le tannin et la téte polaire du lipide,

preuve d’une localisation en surface (Uekusa et al., 2007, 2011).

Néanmoins, les travaux de Caturla et al. montrérent une localisation en surface des tannins
non galloylés (catéchine et épicatéchine) mais une localisation en profondeur pour les deux tannins
galloylés étudiés, ECG et EGCG (Caturla et al., 2003). Un ancrage dans la membrane a aussi été
constaté pour trois tannins, C, EC et EGCG, par Sirk et al. par modélisation moléculaire de
I’interaction entre les tannins et un type de cellule cancéreuse, Heps, (Sirk et al., 2008). Toutefois,
I’ancrage constaté pour EGCG est peu profond. Ces résultats ne confortent donc pas I’idée d’une
localisation en profondeur des tannins galloylés comme proposée par Caturla et al. En revanche, ces
travaux montrérent une localisation pour ECG, CG, EGC et GCG a la surface du modéle

membranaire.
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Par ailleurs, certaines études suggérerent que la profondeur de pénétration des tannins dans la
membrane dépend de leurs hydrophobicité (Scheidt et al., 2004 ; Yu et al., 2011). Par exemple, un
tannin treés hydrophobe comme PGG (annexe 2) se situe au niveau des chaines acyles selon Yu et al.
En conclusion, bien que la majorité des études soient en faveur d’une localisation des tannins a la
surface des membranes, il n’y a pas de lien clairement établi entre leurs localisations et leurs

structures.
Effet des tannins sur la dynamique de la membrane

Contrairement a la localisation du tannin, il n’y a pas de consensus au sein de la communauté

scientifique concernant I’effet des tannins sur la fluidité membranaire. Deux écoles s’affrontent :

Pour la premiére, les tannins ont un effet fluidifiant sur la membrane (Kajiya et al., 2001 ;
Uekusa et al., 2011 ; Yu et al., 2011). Ainsi, Yu et al. (2011) décrivirent, lors d’une étude par RMN du
deutérium sur des MLV de DMPC, une diminution des paramétres d’ordre Scp au niveau des chaines
acyles permettant de conclure a une fluidification du cceur hydrophobe due a 1’ajout d’EGCG. De plus,
différentes études, ont montré par mesure de fuite de calcéine une augmentation de la perméabilité de
plusieurs systémes lipidiques lors de I’ajout de tannin (Kajiya et al., 2001 ; Tamba et al., 2007 ; Sun et
al., 2009). Cet effet a été attribué a une fluidification de la membrane due au tannin. Les travaux de
Iftime et al. (2010) qui ont montré que cet effet n’était pas la conséquence de la formation de pores

sont également en faveur de ce résultat.

A Tinverse, pour la seconde école, les tannins ont un effet rigidifiant sur la membrane
(Tsuchiya et al., 1999, 2001, 2008 ; Caturla et al., 2003 ; Abram et al., 2013). Cet effet a été établi
notamment par des mesures d’anisotropie de fluorescence effectuées par Tsuchiya (1999) qui
montrérent, aprés addition de tannin sur des MLV, une augmentation de la polarisation de
fluorescence d’un fluorophore localisé au niveau du cceur hydrophobe du modéle membranaire,
traduisant une rigidification de cette partie de la membrane. En outre, il a été montré que cet effet est
plus important pour les tannins galloylés (EGCG, ECG) et pour les tannins ayant une conformation cis
au niveau du cycle pyrane comme c’est le cas de 1’épicatéchine (Tsuchiya, 2001). L’impact de la
structure du tannin sur la rigidification de la membrane est aussi retrouvé dans les travaux par
résonance paramagnetique électronique d’Abram et al. (2013). En effet, alors qu’une rigidification de
toute la chaine acyle est constatée pour un ajout d’EGCG, seule la partie proche de la téte polaire est
rigidifiée lors d’ajouts de C, EC et EGC. De plus, les travaux en résonance paramagnétique
électronique effectués par Ulrih et al. (2010) etablirent un lien direct entre 1’effet fluidifiant/rigidifiant
des tannins et la dynamique du modéle membranaire. En effet, en utilisant un modéle membranaire
présentant une composition hétérogéne (POPC/POPE/POPS/CH 4/2/1/3) avec des régions rigides et
d’autres plus fluides, ces auteurs constatérent qu’EGCG avait un effet rigidifiant sur des parties
proches de I’interface des régions rigides et un effet fluidifiant au centre de la bicouche des régions

plus fluides. Ces résultats doivent toutefois étre & prendre avec des réserves, la résonance
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paramagnétique ¢électronique étant une technique invasive du fait de 1’utilisation de marqueurs

exogenes qui peuvent entrainer une perturbation de la membrane.

Ainsi, T’effet des tannins sur la dynamique des lipides membranaires n’est pas encore

clairement établi.
Interactions tannin-lipide

Contrairement a 1’effet des tannins sur la fluidité membranaire, la plupart des publications
scientifiques se rejoignent sur le type d’interactions mise en jeu entre tannin et lipide. Ainsi, la
présence de liaisons hydrogene a été suggérée par plusieurs auteurs (Sirk et al., 2008 ; Abram et al.,
2013). Ces liaisons se feraient principalement entre les fonctions hydroxyles des tannins et le
groupement phosphate dans le cas des tannins localisés a la surface (EGC, CG, ECG, GCG) et de la
fonction carbonyle dans le cas des tannins s’ancrant légérement dans la membrane (C, EC, EGCG).
Dans ces travaux, Sirk et al. (2008) montrérent que dans le cas des tannins galloylés, les liaisons
hydrogéne se forment préférentiellement avec les fonctions hydroxyles du groupement galloyle et du
cycle pyrogalloyle (ou cycle catéchol suivant la nature du substituant en 5°). A I’inverse, dans le cas
des tannins non galloylés, comme la catéchine ou I’épicatéchine, les liaisons hydrogene se formeraient
principalement avec le cycle phloroglucinol. Ainsi, a I’exception notable d’ECG, les tannins galloylés
formeraient généralement plus de liaisons hydrogéne (jusqu’a trois) que les tannins non galloylés
(seulement une ou deux). Outre la présence de liaison hydrogéne, Uekusa et al. (2011) suggéreérent,
notamment dans le cas des lipides présentant une téte choline, la présence d’interactions de type
cation-m entre I’amine quaternaire chargée positivement du groupement choline du lipide et les cycles
aromatiques des tannins. Enfin, dans le cas de tannins tres hydrophobes, Yu et al. (2011) suggérérent

la présence possible d’interactions hydrophobes entre le tannin et les chaines acyles.

Des études ont en outre été effectuées afin de déterminer I’influence de la structure du tannin
sur son affinité avec différents modeles membranaires (Hashimoto et al., 1999 ; Kajiya et al., 2001,
2002 ; Uekusa et al., 2008). Ainsi, la stéréochimie des carbones chiraux (C2 et C3) du cycle pyrane, la
présence d’un groupement galloyle en C3 et la présence d’une fonction hydroxyle en 5” sur le cycle B
semblent influer sur cette affinité. En effet, il a été montré que la conformation cis de la liaison C,-C;
sur le cycle pyrane et la présence d’un groupement galloyle en C3 augmentent I’affinité du tannin pour
le modéle membranaire contrairement a la présence d’une fonction hydroxyle en 5° (Kajiya et al.,
2001 ; Uekusa et al., 2008). La quantification de I’affinité entre tannin et lipide via la mesure de
constante d’association a fait I’objet d’une seule étude (Kamihira et al., 2008). Cette étude, etudiant
I’interaction de quatre tannin (C, EC, ECG, EGCG) sur une monocouche de DMPC montre des
données qui corrobore les résultats précédents et a permis d’établir par des mesures piezoélectriques
1’échelle d’affinité suivante : K, (ECG) = (3.75+0.9).10° M > K, (EGCG) = (2.1£0.8).10° M™* > K,
(EC) = (1.86+0.12).10° M > K, (EGC) = (1.33+0.12).10° M.
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Enfin, I’influence de certains facteurs sur les interactions tannin-lipide a été étudiée (Kajiya et
al., 2002 ; Kaneda et al., 2002). Ainsi, la charge a la surface de la membrane semblerait avoir une
influence sur I’affinité avec le tannin (Kajiya et al., 2002). En effet, il a été montré que les membranes
chargées négativement diminuent ’affinité entre tannin et lipide par rapport a une membrane non
chargée, a I’inverse des membranes chargées positivement. De méme, I’affinité entre les tannins et les
modeles membranaires serait augmentée par la présence de sels ou de peptides dans le milieu (Kajiya
et al., 2002 ; Kaneda et al., 2002). Ces derniers, en s’associant avec les tannins formeraient un
complexe plus hydrophobe qui faciliterait I’interaction avec le modéle membranaire (Kaneda et al.,
2002).

I.E Objectif et plan de these

Les tannins présents dans le vin induisent deux propriétés organoleptiques qui vont étre
ressenties lors de la dégustation, I’astringence et I’amertume. Grace aux différentes études réalisées au
cours des vingt derniéres années, les mécanismes a 1’origine de ses deux sensations commencent a étre
élucider (Charlton et al., 2002 ; Chandrashekar et al., 2006). Dans le cas de I’amertume, 1’origine de
cette sensation proviendrait de I’interaction entre les tannins et les récepteurs du godt amer, tandis que
dans le cas de I’astringence, la sensation est due a des interactions entre les tannins et les protéines
salivaires qui vont entrainer une diminution de la lubrification de la cavité buccale. L’affinité entre les
tannins et des modeles de protéines salivaires a d’ailleurs pu étre quantifiée pour la premiere fois au
sein du laboratoire grace aux travaux réalisés par O. Cala au cours de sa these. Des constantes de

dissociation tannin-protéine de la salive ont pu ainsi étre déterminées (O. Cala et al., 2011).

Cependant, d’autres facteurs sont susceptibles d’influer sur ces interactions, comme des
paramétres physico-chimiques (pH, température, force ionique, etc...) ou la présence d’autres
composés présents en bouche qui pourraient interagir avec les tannins ; c’est le cas notamment des
lipides. En effet, I’interaction entre les tannins et les lipides pourrait perturber les interactions tannin-
protéine de la salive et/ou perturber les récepteurs gustatifs en induisant des variations au niveau de la
dynamique des membranes buccales. L’objectif de cette thése a donc été d’étudier les interactions
tannin-lipide dans les conditions mimant au mieux la dégustation afin de déterminer leur impact

sur le goQt ressenti lors de la consommation de vin.

L’ensemble de cette étude ayant été réalisée essentiellement par résonance magnétique
nucléaire, le chapitre Il présente les bases théoriques de la spectroscopie RMN, les principaux
traitements des spectres effectués ainsi que la préparation de différents échantillons, afin de permettre

une meilleure compréhension des résultats. La partie résultats est divisée en trois chapitres.

Le chapitre 111 analyse par RMN du solide ?H et *'P I’effet des tannins sur la dynamique de
vésicules multilamellaires utilisées comme modéle des membranes buccales. Cette étude a été

effectuée sur des vésicules multilamellaires de DMPC dans un premier temps puis sur des vesicules
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multilamellaires de composition lipidique plus complexe afin de se rapprocher de la composition des
membranes buccales. La question de I’effet des interactions tannin-lipide sur 1’amertume est

considérée dans ce chapitre.

La question de I’effet des interactions tannin-lipide sur I’amertume a été aussi considérée dans
le chapitre 1V. Ce chapitre vise a quantifier les interactions tannin-lipide par la détermination de
constante d’association par RMN du proton. Apres avoir examiné 1’influence de la structure du tannin,
du milieu, de la nature du modele lipidique et du lipide utilisé, les constantes d’association obtenues
ont été comparées avec celles de la littérature (Kamihira et al., 2008) et celles obtenues pour les
interactions tannin-protéine de la salive (Cala et al., 2011). Pour finir, I’impact des interactions tannin-

lipide sur I’astringence est discuté.

Le chapitre V de cette thése s’intéresse a 1’étude par RMN du proton des interactions entre les
tannins et les lipides alimentaires. Les résultats obtenus sur les bicelles isotropes et 1’émulsion huile
dans eau utilisées comme modéle des gouttelettes lipidiques sont présentés dans ce chapitre. La

pertinence de ces deux modeles est également discutée.

Enfin, les principaux résultats obtenus au cours de cette thése sont reliés a la problématique
dans un dernier chapitre de synthése (chapitre VI). Les conclusions portant sur les effets des
interactions tannin-lipide sur I’amertume et sur I’astringence et donc, in fine, sur le goQt du vin, y sont

discutés.
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CHAPITRE 1l

Matériel et méthodes

33



34



Dans le but de faciliter la compréhension des résultats qui seront présentés dans les chapitres
I11, 1V et V de ce manuscrit, les principales techniques physico-chimiques utilisées lors de cette these
sont présentées dans ce chapitre. Aprés avoir d’abord énuméré les produits chimiques utilisés, les
méthodes de préparation des modéles lipidiques sont ensuite présentées. La spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire (RMN), principale technique expérimentale utilisée au cours de cette
thése, est décrite en détail dans une troisiéme partie. Enfin, la diffraction des rayons X aux petits
angles, utilisée comme outil de caractérisation structurale d’une phase lipidique complémentaire de la

RMN, est présentée a la fin de ce chapitre.

I1.A Produits chimiques

Les lipides, 1,2-dicaproyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DCPC), 1,2-dimyristoyl-sn-glycéro-
3-phosphocholine (DMPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DPPC), 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (POPC), 1,2-dicaproyl(d,,)-sn-glycéro-3-phosphocholine (DCPC-
d2), 1-myristoyl(d27)-2-myristoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DMPC-d,;), 1,2-dimyristoyl(dss)-sn-
glycéro-3-phosphocholine  (DMPC-ds;),  1-palmitoyl(ds;)-2-oleoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine
(POPC-ds;), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (POPE), 1,2-dipalmitoleoyl-sn-
glycéro-3-phosphoéthanolamine (DPoOPE), cholestérol (CH), sphingomyéline d’ceuf (SM) et
glucosylcéramides de soja (GSL) ont été achetés chez Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Les
tannins eux, (+)-catéchine (C), (-)-épicatéchine (EC), (-)-Epicatéchine gallate (ECG) et (-)-
Epigallocatéchine gallate (EGCG) proviennent de chez Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA).

Les solvants non deutérés, méthanol (CHs;OH, 99.9%), éthanol (CHs;CH,OH, 99.8%),
chloroforme (CHCl3, 99.5%) ainsi que le tampon Tris (99%) ont été aussi achetés chez Sigma-Aldrich
(St-Louis, MO, USA). Les solvants et produits deutérés, éthanol-ds (99%), eau deutérée (99.9%), acide
actétique-dg (99.5%), chloroforme deutéré CDCl; (99.7% avec 0.03% de TMS), Tris-dy;, sodium-3-
trimethylsilyl-2,2,3,3-d,-propionate (TMSP, 99.9%) ainsi que I’eau déplétée en deutérium sont
obtenus chez Eurisotop (St. Aubin, France). L’eau ultrapure, présentant une résistivité nominale de

18.2 MQ.cm (MilliQ, Millipore, France) est utilisée pour la lyophilisation.

11.B Préparation des échantillons

Pour plus de clarté, les différents modes opératoires visant a la préparation des échantillons sont
classes suivant les chapitres de la thése ou ceux-ci ont été utilisés. Il est important de noter que lipides
et tannins sont préalablement lyophilisés avant la premiére pesée afin d’éliminer 1’eau résiduelle.
L’ensemble des pesées a été réalisé sur une balance Mettler Toledo (Viroflay, France) de £0.01mg de
précision. Les rotors (ZrO,, 4mm de diametre) et les tubes RMN en verre (5mm de diamétre) utilisés

au cours de cette these proviennent de Wilmad LabGlass (Vineland, NJ, USA).
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I1.B.1 Formation des vésicules multilamellaires et insertion des tannins par

cosolubilisation (chapitre I11)

11.11mg dans le cas du DMPC-d,; ou 11.48mg dans le cas du DMPC-ds, sont pesés et
solvatés dans du chloroforme deutéré. Le solvant est ensuite évaporé sous vide poussé dans un
concentrateur SpeedVac (Savant AES 1010, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) pour donner un
film lipidique fin. Le film de lipide est alors hydraté avec une solution tannin/eau ultrapure présentant
une quantité appropriée de tannin afin d’obtenir le rapport molaire tannin/lipide voulu (0.27mg de C
ou d’EC ou 0.38mg d’EGCG pour un rapport molaire de 1/20, 0.63mg de C ou d’EC ou 1mg d’EGCG
pour un rapport molaire 1/8). Le mélange est ensuite lyophilisé pendant 24h (Dura-Dry MP, Bioblock
Scientific, lllkirch, France). Aprés lyophilisation, les mélanges sont hydratés avec 100uL d’eau
déplétée et soumis a une homogénéisation par cing cycles froid-chaud, précédés d’une agitation au
vortex (2000rpm, 45s), correspondant a une congélation (-196°C, azote liquide, 2min) suivi d’un
chauffage pendant 10min au bain-marie a une température de 40°C supérieure a la température de
transition de phase gel/fluide des lipides (21.5 et 20.5°C respectivement pour le DMPC-dy; et le
DMPC-dss) (Aussenac et al., 2003). Cette procédure conduit a 1’obtention d’une phase laiteuse
homogene constituée de vésicules multilamellaires de tailles supérieures a 1um et ayant une
concentration lipidique de 157mM. L’échantillon est alors inséré dans un rotor ayant une contenance
de 100puL.

Les vésicules constituées d’un mélange de plusieurs lipides, DMPC-ds,/CH (82/18) et POPC-
ds/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4), ont été préparés selon le méme protocole. Pour ces
systémes, les lipides sont solubilisés dans du chloroforme (DMPC-ds,, POPC-ds;, POPE, cholestérol)
ou dans un mélange chloroforme/méthanol 90/10 (sphingomyéline d’ceuf, glucosylcéramides de soja),
avant 1’étape d’évaporation. Pour le modé¢le DMPC-ds,/CH, les masses préalablement pesées sont
respectivement de 9.42mg pour le DMPC-ds, et de 1.09mg pour le cholestérol. Tandis que celles de
POPC-d;;, POPE, cholestérol, sphingomyéline d’ceuf et de glucosylcéramides de soja sont
respectivement de 1.92, 2.02, 2.36, 1.34 et 1.73mg. Dans les deux cas, la concentration lipidique finale
est de 157mM.

11.B.2 Obtention des modeles membranaires, MLV et LUV, utilisés lors des

titrations et ajout des tannins par addition (chapitre 1V)

Deux modéles membranaires ont été utilisés lors des expériences décrites lors du chapitre 1V,

les vésicules multilamellaires (MLV) et celles unilamellaires de type LUV.
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11.B.2.a Obtention des solutions tampons

La solution tamponnée a 7.4 ([Tris-dy;] = 25mM) est obtenue en solubilisant 16.52mg de Tris-
dy; dans 4997uL de D,O et 3uL. de TMSP a une concentration finale de 1mM. Le pH est ajusté avec
une solution de HCI 15mM a l’aide d’un pH-metre a électrode de verre (HANNA Instrument,

Tanneries, France).

La solution tamponnée a 3.5 ([Acide Acétique-ds] = 5mM) est obtenue pour ajout de 1.5mg
d’acide acétique deutéré dans 4997uL de D,0 et 3uL de TMSP a une concentration finale de 1mM. Si

besoin, le pH est ajusté a ’aide d’une solution de NaOH.
11.B.2.b Obtention des solutions mixtes tannins-MLV par addition de tannins

Le mode opératoire pour une addition de tannin sur des MLV présentant une concentration

lipidique finale de 4mM est décrit ci-dessous.

Une masse de lipide (2.82 et 3.16mg respectivement de DMPC et de POPC) est pesée puis
solvatée avec 600uL de solution tampon. La solution est ensuite vortexée pendant deux minutes
(1500-2000rpm) puis soumise a cing cycles chaud-froid comme précédemment. Du fait de sa faible
concentration en lipide ([DMPC] = 6.93mM), la solution mére de MLV obtenue présente un aspect
translucide. Les solutions mixtes tannin/MLV aliquotées a différentes concentrations en tannin ont été
réalisées en mélangeant 30uL de la solution mére de MLV a 6.93mM avec un volume donné de
solution mere de tannin a 5mg/mL pour C et EGCG et a 2.5mg/mL pour EC et ECG obtenus en
solubilisant respectivement 2.5 et 1.25mg de tannin dans 500uL de tampon ([T]mere = 17mM). Le
volume de chaque échantillon est ensuite ajusté a 52uL par de la solution tampon. Ceux-ci sont ensuite
insérés dans un rotor de 52uL de contenance. Le tableau 1.1 présente les différentes concentrations et
volumes utilisés pour une titration de catéchine sur des vésicules multilamellaires présentant une

concentration lipidique de 4mM.

Echantilon | i | oy | Sy | ) | | e
1 4 0 1 30 0 22
2 4 05 1 30 1.5 20.5
3 4 1 1 30 3 19
4 4 1.5 1 30 45 17.5
5 4 2 1 30 6 16
6 4 2.5 1 30 7.5 14.5
7 4 3 1 30 9 13
8 4 3.3 1 30 9.96 12.04
9 4 3.7 1 30 11.16 10.84
10 4 4 1 30 12.07 9.93

Tableau 1.1 : Concentration et volume utilisés pour la préparation des solutions mixtes tannins-lipides en vue
des expériences de titration. Cas d’une addition de catéchine sur des MLV de DMPC. [L]mere = 6.93MM ; [T]mere
=17mM.
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11.B.2.c Obtention des solutions mixtes tannins-LUV par addition de tannins

Les vesicules unilamellaires de type LUV que nous avons utilisées ont été obtenues par

extrusion.

27.09mg de DMPC sont pesés et hydratés avec 2mL de solution tampon afin de former des
vésicules multilamellaires ayant une concentration lipidique de 20mM. Celles-ci sont soumises a 5
cycles chaud-froid (méme protocole que précédemment) et conservées au bain-marie a une
température de 40°C, supérieure a la température de transition gel/fluide du DMPC de 23.5°C (Cevc,
1993). La solution lipidique est ensuite extrudée.

L’extrusion a été réalisée a I’aide d’une extrudeuse « Lipex extrudeur » (Northern Lipids Inc.,
Burnaby, Canada) équipée de filtres en polycarbonate de différentes porosités 800, 400 ou 200nm
(VWR, Radnor, PA, USA). Le principe est de faire passer a travers les filtres la suspension de
vésicules multilamellaires sous pression d’azote (0 a 30 bar) et & une température supérieure a la
température de transition de phase du lipide constituant les vésicules. Pour cela, I’extrudeuse est reliée

a un régulateur en température maintenant 1’appareillage a 40°C.

Figure 11.1 : Extrudeuse thermostatée utilisé pour la formation des LUV.

Trois porosités différentes ont été utilisées dans le but d’éviter de boucher les filtres de faible
porosité et de monter trop fortement en pression dans I’extrudeuse. Deux passages & 800nm, deux a
400nm et enfin six passages avec un filtre de porosité de 200nm sont ainsi effectués. La taille des
vésicules et la dispersité de la solution sont ensuite contrdlées par diffusion de la lumiére. Celles-ci
présentent un diamétre moyen de 200nm et un indice de polydispersité inférieure a 0.2 (0.17). Une

solution monodisperse est donc obtenue.

Le principal désavantage de la méthode par extrusion réside dans la perte de matiére a travers
les filtres. La concentration lipidique de la solution va ainsi s’en trouver modifiée. Un test phosphate,
selon le protocole de Rouser et al. (1970) doit donc étre effectué sur SuL de la solution de LUV afin de
quantifier la quantité de lipide dans I’échantillon final. Le protocole du test phosphate est décrit dans

I’annexe 3.

Une fois la concentration déterminée, la solution de LUV est diluée dans une solution tampon

a pH 7.4 afin d’obtenir une concentration lipidique de 6.93mM. Comme pour le cas des titrations sur
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des MLV, les solutions mixtes tannin/LUV aliquotées a différentes concentrations en tannin ont été
réalisées en mélangeant 30uL de la solution mére de LUV avec un volume donné de solution mere de
catéchine a 5mg/mL. Le volume de chaque échantillon est ensuite ajusté a 52uL par addition de la
solution tampon. Les échantillons sont ensuite insérés dans un rotor de 4mm de diameétre et de 52uL

de contenance.

11.B.3 Obtention des modeles de gouttelettes lipidiques (chapitre V)

Deux modéles de gouttelettes lipidiques présentes en bouche apres ingestion et mastication
d’aliments gras ont été utilisés au cours du chapitre V, les bicelles isotropes DMPC/DCPC (q =
[DMPC]/[DCPC] = 0.5) et une émulsion huile dans eau.

11.B.3.a Cas des bicelles isotropes DMPC/DCPC

Les bicelles isotropes ont été obtenues a différentes concentrations (30,50, 60 et 120mM)
selon la méthode décrite par Raffard et al. (2000). Le protocole entrainant la formation de bicelles
isotropes est décrit ici pour une concentration lipidique (DMPC + DCPC) de 120mM et un volume
final de 600uL.

16,7mg de DMPC sont pesés et solubilisés dans 1.08mL de chloroforme contenant le DCPC a
20mg/mL. La masse de DCPC correspondante est de 21.7mg. L’échantillon est ensuite évaporé sous
vide poussé afin d’obtenir un film lipidique fin. Celui-ci est hydraté avec 500ul d’eau milli-Q et
lyophilisé pendant 24h. La poudre blanche obtenue est ensuite hydratée avec 600uL d’eau deutérée et
agitée vigoureusement au vortex (2000rpm, 2min). Cing cycles chaud-froid (2min dans I’azote liquide
a -196°C, 10min au bain-marie a 40°C) sont alors réalisés afin d’homogénéiser 1’échantillon. Une
centrifugation (3000rpm, 10min) suivie d’une agitation au vortex (2000rpm, 2min) sont réalisées entre

chaque cycle. Une suspension transparente, garantissant la formation d’objets isotropes, est alors

obtenue. Le taux d’hydratation de I’échantillon (Lio) est de 94%.

myz0+my,
Les bicelles isotropes marquées au deutérium sont obtenues via le méme protocole. Les lipides

sont dans ce cas hydratés avec de I’eau déplétée. De plus, une fraction (20, 25, ou 100%) de DMPC ou
de DCPC est substituée respectivement par du DMPC-d,; ou du DCPC-dy,.

11.B.3.b Cas de I’émulsion huile dans eau

49 de tween80 sont mélangés a 16g d’eau distillée grace a un agitateur magnétique pendant 20
minutes. 80g d’huile de tournesol oléique sont ensuite ajoutés au mélange. Celui-ci subit alors une
agitation mécanique pendant 15-25 minutes afin d’obtenir une premiére émulsion polydisperse dite

« grossiere ». La préparation est ensuite cisaillée trois fois dans une cellule de Couette (Ademtech,
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Pessac, France) afin d’obtenir une émulsion homogene en taille. La cellule de Couette (figure 11.2) est
composée d’un entrefer de 100um formé par deux cylindres coaxiaux dans lequel est injectée la
solution (capacité = 60g). Le cylindre extérieur (stator) est fixe et le cylindre interne (rotor) est
entrainé par un moteur ayant une vitesse de 700rpm. Le taux de perte moyen aprés les trois
cisaillements est de 25%. L’émulsion cisaillée est récupérée dans la partie supérieure de 1’appareil et

présente une concentration lipidique de 870mM.

Rotor

Emulsion cisaillée

Stator

Pré-mélange
Seringue d'injection

Piston

Figure 11.2 : Schéma d’une cellule de Couette (extrait de la thése de N. Drelon, 2006).

L’émulsion est ensuite analysée en granulométrie afin de connaitre sa taille et sa dispersité.
Deux populations, 1’une possédant un diamétre de 9um, I’autre de Spum, sont obtenues. 1l est & noter

gue cette émulsion est stable sur une durée de 25 jours (L. Berthenoux, 2012).

Les émulsions sont ensuite diluées (2 a 3 dilutions successives) dans une solution tampon de
D,0 + TMSP ([TMSP] = 20mM), afin d’obtenir la concentration lipidique voulue. Pour les systémes
mixtes tannin/émulsion, la derniére dilution est réalisée avec la solution mere de tannin ([T]mere =

2X[TJfinale) afin d’obtenir la concentration en tannin finale voulue.

11.B.3.c Obtention des preécipités dans le cas des bicelles isotropes DMPC/DCPC et des
MLV de DMPC

Les conditions d’obtention des précipités par ajout de tannin sur les bicelles isotropes
DMPC/DCPC et les MLV de DMPC-d,; sont décrites ci-aprés. Dans le cas des bicelles isotropes, le
précipité a été obtenu par un ajout de 600uL de solution tannique ([T] = 100mM dans le cas de la
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catéchine, 170mM dans le cas d’EGCG afin d’obtenir respectivement des rapports T/L de 1/2 et 1/0.7)
a une solution de 600uL de bicelles isotropes ayant une concentration lipidique de 120mM.
L’échantillon présente instantanément un aspect turbide résultant de ’apparition du précipité (jaune

orange dans le cas de la catéchine et blanchatre dans le cas d’EGCG).

Dans le cas des vésicules multilamellaires de DMPC-d,;, le précipité est obtenu en suivant le
méme protocole. Une solution de 300uL. de catéchine ([T] = 100mM, m = 8.7mg) est ajoutée a une
solution de 300uL de MLV de DMPC-d,; ([L] = 120mM, m = 25.3mg). Le précipité jaune-orangé
apparait la encore de fagon instantanée.

11.B.4 Addition de tannin sur la phase lamellaire du DPoPE

13.1mg de DPoPE sont pesés et hydratés avec 100uL ([L] = 196mM) d’eau deutérée ou avec
100uL d’une solution de catéchine dans de 1’eau deutérée. Deux solutions de catéchine, dont les
concentrations sont au-dessus (60mM) et en dessous (6mM) de la CMC du tannin (9+1mM, Pianet et
al., 2008), ont été préalablement préparées afin d’obtenir des rapports molaires tannin/lipide
respectivement de 1/3 et 1/33. La solution est agitée dix minutes a I’aide d’un vortex (1500rpm) afin

de faciliter I’hydratation du lipide.

11.C La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

I1.C.1. Notions théoriques

11.C.1.a Généralités

Les noyaux, comme les électrons, tournent sur eux-mémes. lls possédent ainsi un moment

cinétigue de spin noté I. Pour les noyaux présentant un nombre de masse A pair et une charge Z pairs,
tel le ?C ou le 0O, ce moment cinétique est nul. lls ne sont alors pas détectables par RMN. A

contrario, les noyaux présentant un nombre de masse A impair (*H, *'P) ou une charge Z impaire (*H)
possédent un moment cinétique de spin I non nul auquel est associé un moment magnétique de spin j

colinéaire a I. Ce moment magnétique caractérise les propriétés magnétiques du noyaux et est a la

base des principales interactions détectées par RMN. L’opérateur de spin associé au moment

magnétique, noté /i, est relié a I, I’opérateur associé au moment cinétique, I, suivant la relation :

= yhal (11.1)
ou vy est le rapport gyromagnétique, caractéristique de chaque noyau et h la constante de Planck divisée
par 2m (h = 1.054.10° J.s). 11 est utile de définir 1’opérateur [, associé a la composante du moment

cinétique suivant I’axe z. Cet opérateur posseéde des valeurs propres notées m qui varient de —I a +1 par

pas de 1.
41



—
%
%
%
%

[ [
A B

Figure 11.3 : Niveaux d’énergie et orientation des spins nucléaires en absence et en présence d’un champ
magnétique statique —B; (A) Hors du champ magnétique —B; les spins nucléaires ont une orientation aléatoire et

présentent tous la méme énergie. (B) En présence de By, les spins nucléaires précessent autour de I’axe z du
champ magnétique et leurs niveaux d’énergie subissent une levée de dégénérescence.
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Placée dans un champ magnétique statique §0, une population de spin nucléaire I est soumise
a plusieurs interactions qui peuvent étre classées en deux catégories: les interactions externes
correspondant aux interactions entre le noyau et son environnement extérieur, le champ magnétique
appliquée et les interactions dites internes correspondant aux interactions entre les champs locaux
induits par les noyaux. Pour décrire ces interactions, Abragam et Hebel développent en 1961 le
concept d’hamiltonien de spin nucléaire A (Abragam & Hebel, 1961). Cet hamiltonien peut étre décrit

comme la somme d’un hamiltonien relatif aux interactions externes (H,,) et un hamiltonien relatif

aux interactions internes (H;,,;) :
H= ﬁext + ﬁint (11.2)

L’hamiltonien de couplage externe H,,; correspond a I’effet Zeeman décrit ci-dessous.

L’ hamiltonien de couplage interne H;,,, sera décrit ultérieurement (partie 11.C.1.d).

11.C.1.b Comportement du noyau dans le champ magnétique statique ﬁo . effet Zeeman

et fréquence de Larmor

En I’absence de champ magnétique, les spins nucléaires ont une orientation aléatoire.
L’aimantation nucléaire, correspond a la résultante des moments magnétiques i, est donc nulle et les
spins ont tous la méme énergie (figure 11.3A). En présence du champ magnétique statique (paralléle a
I’axe z), noté By, les spins nucléaires S’orientent par rapport au champ entrainant une levée de
dégénérescence de I’énergie en (21+1) niveaux (figure 11.3B) dont les valeurs sont déterminés par la

relation suivante :
En = yhmB, (11.3)

Le nombre de niveaux d’énergie étant défini par le nombre quantique magnétique m, la

différence entre deux niveaux d’énergie est donnée par la relation :
AE = yhB, (11.4)

Cette levée de dégénérescence est due a l’effet Zeeman (du nom de Peter Zeeman, son
découvreur, prix Nobel de physique en 1902) qui résulte d’un couplage entre le moment magnétique (i
de chaque noyau et le champ magnétique B_O’. Ce couplage est décrit par 1’hamiltonien H, qui, puisque

le champ magnétique Eg est parallele a I’axe z, peut s’écrire :
H, = —uB, = —yl,By = yhl,B, (11.5)
Les valeurs propres de H, correspondent donc aux valeurs des niveaux énergétiques E,.

Soumis au champ magnétique statique By, les spins nucléaires vont entrer dans un mouvement

de précession autour de I’axe directeur du champ magnétique. Celui-ci se fait a une certaine fréquence
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dépendant du champ magnétique mais propre au noyau considéeré. Cette fréquence, appelée fréquence

de Larmor vy, est définie par I’équation suivante :

vy =22 (11.6)

Il est a noter que les transitions entre les différents niveaux d’énergie ne sont observées en
RMN que si le systéme obéit & la loi de Bohr c’est-a-dire si la différence d’énergie entre les niveaux
nucléaire AE est égale a hv ol v est la fréquence de rayonnement électromagnétique auquel sont
soumis les noyaux. L’incorporation de I’équation 11.6 dans I’équation 11.4 montre que c’est le cas si
v = vo. Ainsi, la fréquence nécessaire pour induire la transition entre deux niveaux énergétiques est
similaire a la fréquence de précession du noyau dans le champ magnétique. Enfin, en RMN, on parle

préférentiellement de « pulsation de Larmor » w, reliée a la fréquence de Larmor par la relation :
Wy = 21V, (1.7)
Ainsi, ’hamiltonien A, peut s’écrire :

A, = —yhDBy = —hvol, = —hwol, (11.8)

11.C.1.c Comportement du noyau soumis a un champ radiofréquence B; — Le cas d’une

expérience RMN simple

Une expérience de RMN comprend trois étapes principales : (i) 1’équilibre ou les spins
nucléaires, soumis au seul champ magnétique BT) précessent a la fréquence de Larmor v,. (ii) La
perturbation (ou impulsion) apportée par un champ radiofréquence B_l) qui induit la transition
énergétique entre les différents niveaux d’énergie. (iii) La relaxation, ou le systéme retourne a son état

initial d’équilibre aprés arrét de la perturbation. C’est cette étape qui est détectée lors d’une expérience

RMN.

Chacune de ces trois étapes est présentée ci-aprés. Pour ce faire, nous prendrons 1’exemple

d’une séquence de base présentant une seule impulsion a 90° dans le plan xy (plan perpendiculaire a
I’axe z du champ magnétique By,. De plus, pour faciliter la compréhension, nous allons étudier le cas
d’un systéme oU I’interaction externe (interaction Zeeman) est prédominante.

L’équilibre

A I’équilibre, les spins ne sont soumis qu’au seul champ magnétique B, et précessent autour
de son axe z a la fréquence de Larmor propre au noyau considéré. La répartition des spins sur les (2l

+1) niveaux d’énergie, régie par la distribution statistique de Boltzmann, va entrainer une aimantation

M colinéaire a B, et de norme M, (figure 11.4A).
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Figure 11.4 : Représentation schématique des trois étapes principales d’une expérience RMN. (A) L’équilibre ;

(B) La perturbation ; (C) La relaxation. Les axes (x, y et z) et (x’, y’ et z’) représentent respectivement le
référentiel du laboratoire et le référentiel tournant (image extraite de S. Buchoux, 2008)
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La perturbation

Lors de la perturbation, un champ radiofréquence B, est produit par une bobine (solénoide)
traversée par un courant électrique. Ce champ radiofréquence, oscillant a la fréquence de précession
des noyaux étudiés, apporte 1’énergie nécessaire a la transition entre les différents niveaux
énergétiques E.. Cet apport d’énergie a pour conséquence un changement dans I’orientation de
’aimantation résultante M. A cause de la précession de Larmor, 1’aimantation M ne peut étre décrite
dans le référentiel du laboratoire (X, y ,z). Ainsi, il est obligatoire de définir un référentiel tournant

(x’,y’,z’) dont I’axe z’ est parallele a I’axe z. C’est dans ce référentiel qu’est appliqué le champ
oscillant B; le long de ’axe x” pendant une durée T (7 = y% ) de sorte que M, initialement orienté
suivant z’, bascule d’un angle 6 (90° expérimentalement) en direction de 1’axe y’ (figure 11.4B).

La relaxation

La relaxation est le terme employé pour traduire le retour a I’équilibre du systeéme

correspondant @ M colinéaire & B,. Ce retour se décompose en deux parties: la relaxation

longitudinale selon I’axe z et la relaxation transversale dans le plan (x, y) (figure 11.4C).

L’étude de la relaxation longitudinale est effectuée en suivant 1’évolution de la composante de

M selon I’axe z, M, dont I’intensité suit une exponentielle croissante donnée par I’équation suivante :

M,(t) = My(1— e‘T_tl) (11.9)

ou T,, appelé temps de relaxation longitudinale, est lié aux échanges entre les spins soumis a
I’agitation thermique et leur environnement via les mouvements moléculaires. C’est pourquoi la
relaxation longitudinale porte aussi le nom de relaxation spin-réseau. La relaxation longitudinale étant
liée a la dynamique du systeme, 1’étude du T; va donner des informations sur les mouvements

moléculaires a 1’échelle de la nanoseconde.

La relaxation transversale, traduisant la perte d’aimentation dans le plan (x, y) correspond a
I’évolution de la composante M selon I’axe vy, m Son intensité modulée cette fois-ci par la précession

de Larmor, suit une cosinusoide amortie par une exponentielle décroissante dont I’équation est la

suivante :

M, (t) = Mycos (wot)e_T_tz (11.10)

ou T, est appelé temps de relaxation transversale. Ce terme est lié aux interactions entre les spins des
noyaux et caractérise la relaxation spin-spin. La relaxation transversale donne ainsi des informations
sur la dynamique du systéme aux échelles variant de la microseconde a la seconde. Une valeur de T,
faible est ’expression d’un systéme peu mobile (cas de la RMN des solides). A I’inverse, une valeur
de T, élevée est caractéristique d’un systeme ou les molécules ont une grande liberté de mouvement

(cas de la RMN en solution).
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Figure 11.5: Utilisation de la transformée de Fourier (TF) pour passer du domaine temporel au domaine

fréquentiel. La FID en haut & gauche constituée de cosinusoides est transformée en un spectre constitué de raies
lorentziennes en bas a droite (d’aprés la thése de S. Buchoux, 2008).
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La détection

En RMN, c’est la relaxation transversale qui est détectée a I’aide d’une bobine réceptrice
localisée dans le plan (X, y). Il en résulte un signal appelé « signal de précession libre » (ou FID, pour
Free Induction Decay) qui sera numérisé puis converti analogiquement et numériquement avant d’étre
traité et interprété. Ce traitement se fait a ’aide d’une transformée de Fourier qui permet le passage du
domaine temporel (la FID) au domaine fréquentiel (le spectre RMN). Le spectre RMN résultant est
alors constitué de raies de méme fréquence que celle des cosinusoides dont elles sont la transformée de
Fourier (figure 11.5).

11.C.1.d Les interactions internes — Distinction entre la RMN des liquides et des solides

Nous avons seulement pris en compte, dans le cas précédemment abordé, I’interaction Zeeman
relatif a ’interaction entre les spins des noyaux et les champs magnétiques B, et B;. Nous allons

maintenant nous intéresser aux interactions internes décrites par 1’hamiltonien H;,,, tel que :

L’hamiltonien H, est relatif au blindage électronique résultant d’un couplage entre le moment

magnétique du noyau et un champ magnétique local. Celui-ci, de signe opposé & By, est induit par le

nuage électronique entourant le noyau sous I’effet du champ magnétique statique. Un noyau isolé est
donc partiellement « protégé » de B_O) par son nuage électronique, donc par ses électrons. Le noyau est
alors dit « blindé ». A I’inverse, lorsque ses électrons sont engagés dans des liaisons chimiques, la
densité électronique autour du noyau diminue, celui-ci est alors « découvert » et ressent de maniére
plus importante le champ magnétique global. On dit alors qu’il est « déblindé ». Ce phénomene a été
quantifié en définissant le déplacement chimique & (en parties par million ou ppm) par rapport a la
fréquence de résonance des protons du TétraMéthylSilane (ou TMS) fixée a Oppm et utilisée comme
référence :

§ = Wms=v) o 406 (11.12)

vTMSs

Le blindage électronique dépend de I’intensité du champ magnétique B_O) et, dans le cas d’échantillons

« solides », posséde une dépendance orientationelle, le nuage électronique étant rarement isotrope.

L’hamiltonien ﬁ, décrit le couplage entre les moments magnétiques de deux noyaux d’une
méme molécule par I’intermédiaire des électrons de liaisons. L’interaction est donc purement
intramoléculaire. Ce couplage baptisé couplage scalaire ou encore couplage spin-spin indirect peut

étre homonucléaire ou hétéronucléaire. En outre, il ne dépend pas de I’intensité du champ magnétique

—

B,.
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L’hamiltonien ﬁD exprime I’interaction dipolaire associée au couplage de deux noyaux A et B
voisins dans I’espace a travers leurs moments magnétiques respectifs fi, et jig. Ce couplage dipolaire,

aussi appelé couplage spin-spin direct, dépend de la distance entre les noyaux A et B et décroit
rapidement (en r_3) avec celle-ci. Cette interaction présente une dépendance orientationelle liée a

I’angle entre les deux dipoles A et B. En milieu isotrope, la distance entre les noyaux et leurs
orientation relative varient trop rapidement et de fagon trop importante pour permettre 1’observation
du couplage dipolaire. L’interaction dipolaire est donc moyennée et nulle. Cette interaction n’est donc

visible que dans le cas d’échantillons anisotropes et peut étre homonucléaire ou hétéronucléaire.

L’hamiltonien H, est associ¢ a I'interaction quadrupolaire et ne concerne que les noyaux de
spin supérieur & 1/2 (75% des isotopes observables en RMN dont 2H). En plus du moment magnétique
nucléaire, ces noyaux possédent un moment électrique quadrupolaire (eQ). Celui-ci décrit la forme de
I’ellipsoide de la distribution des charges nucléaires qui n’est plus dans ce cas de symétrie sphérique.
L’interaction quadrupolaire traduit le couplage entre le moment quadrupolaire et le gradient de champ
électrique créé par les charges extérieures au noyau (électrons, ions...). Comme dans le cas de
I’interaction dipolaire, D’interaction quadrupolaire n’est observable que pour des échantillons
anisotropes. En effet, dans le cas d’échantillons isotropes, la réorientation rapide des charges va
réduire I’anisotropie du gradient de champ électrique jusqu’a 1’annuler. L’interaction devient alors

nulle.
Ainsi, I’hamiltonien A développé par Abragam s’écrit
H=H,+H,+H+H,+H, (11.13)

Il est important de noter que les ordres de grandeur de tous ces hamiltoniens ne sont pas
équivalents et vont dépendre de la nature isotrope (RMN en phase liquide) ou anisotrope (RMN en
phase solide) de I’échantillon (tableau 11.2).

P = P

Echantillon H, H, H, Hp Hy
. 6 10* 2 4 10°(1>1)
Solides 10 (anisotrope) 10 10 ou0 (<)
. 8 10* 2
Liquides 10 (isotrope) 10 0 0

Tableau 11.2 : Ordre de grandeur (en Hertz) des hamiltoniens pour des systémes solides et liquides.

Nous pouvons voir que les interactions ne sont pas toutes présentes selon 1’échantillon. Elles
dépendent en effet de ses propriétés physico-chimiques et plus particulierement de sa dynamique.
Ainsi, en termes d’interactions internes, dans le cas de la RMN des liquides, les spectres sont dominés
par le blindage électronique et le couplage spin-spin indirect. A I’inverse, ce sont 1’anisotropie de

déplacement chimique, le couplage dipolaire et le couplage quadrupolaire qui sont prédominant en
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RMN des solides. L’influence de la dynamique du systéme va aussi se ressentir sur les temps de
relaxation observés. Ainsi, dans le cas de la RMN des liquides, les temps de relaxation sont
relativement longs, de 1’ordre de plusieurs secondes. A 1’inverse, les temps de relaxation en RMN des
solides sont courts (atteignant méme la milliseconde dans le cas du deutérium) ce qui contraint
I’expérimentateur a utiliser des séquences spécifiques que nous présenterons brievement dans la suite

de ce chapitre (écho solide, écho de Hahn).

Cette thése s’intéresse notamment a 1’étude des interactions entre les tannins du vin et des
modeles membranaires qui pour la plupart ont une contribution anisotrope. C’est pourquoi, la RMN

des « solides » a été principalement utilisée et sera présentée en détail dans le paragraphe suivant.

11.C.2 La RMN des solides — Applications a I’étude des biomembranes

Le proton, du fait de son abondance naturelle (99.98%) et de sa forte présence dans toutes les
structures organiques, est le noyau le plus couramment utilisé en RMN des liquides. La RMN du
proton est trés utilisée par les chimistes notamment pour la caractérisation de molécules en solution.
Néanmoins, cette forte présence dans les structures organiques, qui est une force pour ’analyse par
RMN des liquides, devient une faiblesse dans 1’étude des biomembranes. En effet, il existe dans les
bicouches lipidiques des milliers de protons non équivalents qui auront des raies individuelles trés
larges, rendant impossible leur identification.

Deux noyaux lui sont donc préférés pour I’étude des membranes par RMN : le phosphore (*'P)

et le deutérium (*H).

I1.C.2.a RMN du Phosphore 3'P

Le phosphore *P est un noyau de choix dans I’étude des biomembranes du fait de son
abondance naturelle (100%) et de sa localisation au niveau des tétes polaires de tous les
phospholipides. La RMN du phosphore est donc couramment utilisée pour étudier la dynamique de la

surface des modeles membranaires.

Le phosphore *P posséde un spin % et ne présente donc pas d’interaction quadrupolaire. Les
interactions prédominantes sont donc, I’effet Zeeman, le blindage électronique (prédominant) et
I’interaction dipolaire phosphore-proton. Cette derniére peut étre éliminée expérimentalement par un
découplage proton (irradiation des noyaux 'H a leur fréquence de résonance afin de supprimer les
couplages existant avec les hétéronoyaux). Nous avons vu précédemment que les électrons circulant

autour du noyau phosphore créent un champ magnétique local opposé a B,. Dans ces conditions, le

champ magnétique percu par les noyaux n’est pas E; mais un champ effectif Iff' s’exprimant selon la

relation :
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P

Befsr = By — 0B, (11.14)

ou o est la constante d’écran qui varie selon I’environnement électronique du noyau. Dans le cas
général, le nuage électronique autour du noyau présente une anisotropie. ¢ s’exprime alors sous la
forme d’un tenseur d’écran (ou tenseur d’anisotropie de déplacement chimique) diagonal lorsqu’il est
exprimé dans son systéme d’axes principal (x’,y’, z’) :

B Oxxr 0 0

c=| 0 opy O (11.15)

0 0 (o J

0U Gxx, Oyy et G, SONt les valeurs propres du tenseur. On peut alors montrer que 1’hamiltonien total
s’écrit (Dufourc et al., 1992) :

3cos?f-1

A= fz+H, = —hwo [T, + o150 + 21,80 (225

+gcos 2asin28)] (11.16)

ou a et 3 sont les angles d’Euler (figure 11.6) permettant le passage des axes principaux du tenseur (x’,
y’,2") vers les axes du référentiel du laboratoire (X, y, z). cis, Ac €t 1 représentent respectivement la
partie isotrope du blindage électronique, I’anisotropie de déplacement chimique et le parametre

d’asymétrie. lls s’écrivent selon les relations suivantes :

1
Ojso = 3 (O-XIXI + Oyryr + lezl) (“17)
A = o, — Catoum) (11.18)
n = 2y (11.19)
Gzlzl

Dans les biomembranes, les phospholipides sont animés d’un mouvement de rotation rapide
sur eux-mémes autour de 1’axe principal du lipide. Ce mouvement induit la présence d’une symétrie
axiale. L’axe z’ étant colinéaire a 1’axe principal du mouvement, les composantes suivant les axes x” et
y’ (perpendiculaire a z’) deviennent identiques. Ainsi, la symétrie axiale permet de simplifier

I’expression du tenseur qui devient :

all

o, 0 O
= [0 o, 0] (11.20)
0 0 o

Dans ce cas, oj5 et Ac prennent les valeurs :

1
Oiso = E(ZGJ_ +0y) (11.21)
Ao = 0,y — 20;"" =0,—0, (1.22)
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D14

Figure I11.6 : Angles d’Euler «, B, y assurant le passage du référentiel du laboratoire (X, Yy, z) aux axes
principaux du tenseur (x’, y’, z’). L’angle a est induit par la rotation autour de z, 3 par celle autour de y; et y par
celle autour de z’. L’image est adaptée de Dufourc, 2008.
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Figure 11.7 : Représentation de la distribution sphérique des axes z associés aux tenseurs d’anisotropie de
déplacement chimique des atomes de phosphore dans le cas d’un liposome.
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Et n = 0 puisque oy, = dy,y, du fait de la symétrie axiale obtenue en phase fluide. Ainsi,

I’hamiltonien se simplifie et devient :

- 20
A=Az +H, = —hwo I, + 0150 + 21,00 (222F2))] (11.23)

Les valeurs propres de cet hamiltonien permettent alors d’exprimer la fréquence de résonance en
fonction de 1’angle P correspondant a I’angle entre le champ magnétique B, et 1’axe principal du
tenseur :

V(B) = Vo [1 = 0150 — 280 (222E1)] (11.24)

Ainsi, la fréquence de résonance du phosphore dépend de son orientation par rapport au

champ magnétique. Le spectre *P résultant présente donc une dépendance orientationelle.

Cette dépendance orientationelle est retrouvée dans le cas des liposomes. Ceux-ci peuvent étre
représentés par une sphére ou les spins sont distribués a sa surface (figure 11.7). Ainsi, I’angle B est
différent pour chaque spin. Les spins n’ayant pas la méme orientation sur la sphére, chacun d’eux
résonnera a une fréquence de résonance spécifique d’aprés 1’équation 11.24. Le spectre final résulte
donc de la superposition de toutes ces fréquences de résonance dont les intensités sont pondérées par
la probabilité d’existence P(B) de chaque orientation :

P(B) = 3/, sinBdp (11.25)

Dans le cas de p=90° (axe du tenseur perpendiculaire a B_O)), cette probabilité d’existence est

représentée par un disque (en bleu sur la figure 11.7) alors que dans le cas de p=0° (axe du tenseur

paralléle a BT,), celle-ci se limite a un point. Ainsi, la probabilité d’existence est supérieure pour =90°
par rapport a =0°. De ce fait, ’orientation la plus favorable correspond a 90° tandis que la moins
favorable correspond & p=0°. Il est a noter que 1’anisotropie de déplacement chimique (ou CSA pour
chemical shift anisotropy), renseignant sur la dynamique du systéme, peut étre mesurée sur les
spectres a partir de 1’équation I1.22 en considérant les positions extrémes des fréquences de résonances

sur le spectre qui correspondent a =0° et f=90° :
Ac = v(90°) — v(0°) (11.26)

Outre I’anisotropie de déplacement chimique, I’allure du spectre RMN *'P renseigne aussi sur
la dynamique du spectre ainsi que sur la phase lipidique adoptée par 1’auto-assemblage des lipides. A
cause de la dépendance orientationelle des interactions en présence, ces spectres sont beaucoup plus
larges que dans le cas de la RMN des liquides, ainsi la fenétre de détection sera plus grande. La figure
1.8 présente quelques spectres RMN du phosphore observés pour différentes morphologies

lipidiques :

- Dans le cas d’un échantillon lipidique sous forme de poudre (figure 11.8A), la dynamique du

systéme est quasi-nulle. Les noyaux *'P dans un tel milieu possédent un tenseur d’écran dont
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Figure 11.8 : Spectres RMN du phosphore en fonction de la phase lipidique (image extraite de S. Buchoux,
2008 et adaptée de E.J. Dufourc, 1986)
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Figure 11.9 : Schématisation de 1’angle B entre le gradient de champ électrique (ovale bleu) d’un noyau
deutérium 2H et le champ magnétique 5,.
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les trois composantes sont différentes. Toutes les orientations étant possibles, un spectre dit de

poudre est observé.

- Dans le cas d’une phase lamellaire gel (figure 11.8B), le groupement phosphate est animé d’un
mouvement de rotation sur lui-méme autour de I’axe principal du lipide. Ce mouvement est
dans le cas de la téte polaire, assez rapide pour induire une symétrie axiale. Ainsi, le tenseur
d’écran ne posséde que deux valeurs différentes : oy = 0,5, €t 0, = Oyx, = 0yy,. L€ SPECtre
est alors plus étroit.

- Dans le cas d’une phase lamellaire fluide (figure 11.8C), la dynamique du systeme augmente
car des mouvements d’oscillation autour de 1’axe de rotation apparaissent. La largeur du
spectre diminue.

- Enfin dans le cas d’objets de petite taille ou trés mobiles (figure 11.8D), la dynamique tres
rapide de I’échantillon va éliminer sa dépendance angulaire. Ainsi le tenseur d’écran

s’exprime juste via sa composante isotrope. Le spectre se réduit & un pic fin dit « isotrope ».

11.C.2.b RMN du deutérium H

Le deutérium est un noyau couramment utilisé pour étudier la morphologie ainsi que la
dynamique du cceur hydrophobe des modéles membranaires. Ce noyau étant trés peu abondant a 1’état
naturel (0.015%), il est nécessaire d’utiliser un lipide deutéré. Le deutérium possédant un spin | = 1,
une nouvelle interaction interne est mise en jeu, I’interaction quadrupolaire. L hamiltonien relatif a

cette interaction s’écrit (Davis, 1983) :

o _ _€dQ 3cos?B-1 7 .
Ho = saip [ —I(1+ 1)] (— + 3 cos 2a smzﬁ) (11.27)

ol 1 est le paramétre d’asymétrie du gradient de champ électrique tandis que le terme e’qQ provient
du moment quadrupolaire (eQ) multiplié par la composante du gradient de champ électrique (V,» =

eq).

Deux interactions prédominent dans le cas du deutérium : I’interaction quadrupolaire et 1’effet
Zeeman, les autres interactions étant d’un ordre de grandeur bien inférieur a celui de ces deux

interactions (tableau 11.2). L’hamiltonien total s’écrit alors :

~ ~ ~ N Q i 3 B-1
H=H,+Hy = —hwel, + 41(27 1)[ —I(I+ 1)] (L + - cos 2a st,B)(II 28)

En phase fluide, n est nul (Symétrie axiale). Ainsi, I’hamiltonien total peut se simplifier et prend la

forme suivante :

= —hwol, + 722531, — 10+ ] (222E2) (11.29)
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Figure 11.10 : Niveaux d’énergie et raies de résonance pour un noyau de spin 1=1 soumis aux interactions
Zeeman et quadrupolaire (image extraite de S. Buchoux, 2008).
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Figure 11.11 : Influence des mouvements moléculaires sur la forme des spectres obtenus en RMN du
deutérium. La colonne de gauche représente les spectres simulés pour un seul noyau deutérium. La colonne de

droite représente les spectres simulés pour un lipide de type DMPC-ds,. Image extraite de S. Buchoux (2008) et
adaptée de Dufourc & Smith (1986)
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avec B I’angle entre le champ magnétique et 1’axe principal du gradient de champ électrique (figure
11.9). Les niveaux d’énergie associés a I’hamiltonien peuvent ainsi étre calculés et sont au nombre de

trois (m = -1, 0 ou 1) pour le cas ou I=1 (figure 11.10) :
En = —hwem + S22 (3m? - 2) (222L1) (11.30)

Il y a donc deux transitions énergétiques qui conduisent a I’obtention de deux raies sur le spectre

centrées sur la fréquence de Larmor, (vo) ayant comme fréquence :

2 2p_

vy = v + 221 (2B (11.31)
2 2p_

vy = vy — SEA (2T (11.32)

L’écart entre les deux raies, Avg, est appelé 1’éclatement quadrupolaire et correspond a :

3e? 3cos?B-1
By = 2292 (2o fl) (11.33)

2
Par commodité, le terme €742 yésignant la constante de couplage quadrupolaire statique est notée Ac.
3 g plage g p q Q

L’équation précédente devient alors :

3 3cos?f-1
Mg = 249 (3222 (11.34)

Dans le cas d’une liaison C-?H dans un groupement méthyléne, cette constante est de 167 kHz
(Burnett & Muller, 1971). L’éclatement quadrupolaire dépend de B, angle entre le champ magnétique
et ’axe principal du gradient de champ électrique, colinéaire a la liaison C-H (figure 11.9). Ainsi,
comme nous 1’avons vu dans le cas d’un noyau phosphore, le signal RMN relatif & une liaison C-*H
résulte d’une superposition des raies de résonance relatives a toutes les valeurs de B. L’intensité des
différentes raies dépend de la probabilité d’avoir une liaison C-’H suivant chaque orientation et
conduit & un signal, en forme de doublet élargi, appelé doublet de Pake (figure 11.12). Le spectre
RMN résulte alors de la superposition des différents doublets de Pake relatifs a chaque liaison C-*H.

EVoEm)

e

S

Figure 11.12 : Représentation d’un doublet de Pake.



Comme dans le cas du noyau phosphore vu précédemment, la forme du spectre et les valeurs
des différents éclatements quadrupolaires renseignent sur la morphologie et la dynamique du modéle
membranaire (figure 11.11). En effet, plus la dynamique du systéme augmente, plus I’interaction
guadrupolaire est moyennée, ce qui se traduit par une diminution des éclatements quadrupolaires et
donc de la largeur des spectres. Ainsi, dans le cas d’un systéme lipidique rigide en phase Lg:, le spectre
est large et peu résolu. A I’inverse, dans le cas d’un systeme lipidique en phase fluide L,, les chaines
acyles sont soumises a plus de mouvements et le spectre est moins large et mieux résolu. Dans le cas
de petites vésicules (type SUV) ou de micelles soumises a de nombreux mouvements dans toutes les

directions de I’espace, I’interaction quadrupolaire est moyennée et un spectre isotrope est observe.

11.C.2.c La rotation a I’angle magique

La plupart des modéles membranaires utilisés lors de cette thése possédent des propriétés
anisotropes. Par conséquent, la RMN du proton en phase liquide va conduire a des spectres peu résolus
aux raies larges, rendant impossible I’exploitation et 1’étude des variations des déplacements
chimiques. On fait alors appel dans ce cas a la technique RMN haute résolution en rotation a 1’angle

magigue (HR-MAS pour High Resolution Magic Angle Spinning)

Il a été vu que la dynamique influe sur la largeur du spectre RMN. Ainsi, dans le cas d’un
échantillon trées mobile comme le sont les bicelles isotropes, la dépendance angulaire est annulée et
une raie fine est obtenue. La technigue RMN HR-MAS suit le méme principe. En effet, 1’échantillon
est soumis mécaniquement & une rotation trés rapide a un angle de 54.7° par rapport au champ
magnétique externe By. En effet, & cet angle, appelé angle magique, le terme de dépendance angulaire

. . " . 3cos?pB-1 .. , .
des interactions magnétiques anisotropes, % s’annule. De ce fait, si la fréquence de rotation de

I’échantillon est supérieure a celle des interactions magnétiques anisotropes considerées, ces derniéres
sont moyennées et s’annulent. On se retrouve alors dans les conditions de la RMN des liquides ou seul
I’effet Zeeman, le blindage électronique isotrope et le couplage indirect spin-spin isotrope subsistent.

On obtient alors un spectre avec une résolution comparable a celle d’un spectre en phase liquide.

Bien que I’interaction dipolaire *H-"H soit importante dans le cas des systémes solides (80
kHz), la dynamique interne des modéles de membranes (MLV, LUV) et de gouttelettes lipidiques
(émulsion huile dans eau) utilisés est telle qu’elle contribue a réduire cette derniére. Ainsi, une vitesse
de rotation de 5 a 8kHz a été suffisante pour obtenir des spectres de résolution suffisante pour 1’étude

des interactions tannin-lipide (Carlotti et al., 2002).
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11.D Acquisition et traitement des spectres RMN

Cette partie présente des paramétres d’acquisition expérimentaux utilisés au cours de cette

these et des différents outils utilisés lors du traitement des acquisitions relatives a la RMN des solides.

11.D.1 Acquisition des données

L’ensemble des données présentées dans cette theése ont été obtenues sur quatre spectrometres.
Les expériences de RMN du phosphore ont été réalisées sur des spectrometres Bruker Avance Biospin
700MHz (sonde BIOSOLIDE triple résonance CP-MAS *H, ?H et *'P), 500MHz (sonde CP-MAS
'H/X trés basse fréquence et PE triple *H/X/Y), 400MHz (sonde QNP *C*F*'P/*H/?H) et 300MHz
(sonde CP-MAS H/X/Y). Les expériences en deutérium ont été réalisées sur des spectrométres Bruker
Avance Biospin 700MHz (sonde BIOSOLIDE triple résonance CP-MAS H, ?H et *'P), 500MHz
(sonde CP-MAS 'H/X trés basse fréquence) et 300MHz (sonde CP-MAS 1H/X/Y). Enfin, les
expériences de RMN du proton ont été effectuées sur des spectrometres Bruker Avance Biospin
500MHz (sonde CP-MAS 'H/X trés basse fréquence et PE triple H/X/Y et HR-MAS *H/™C/*H) et
400MHz (sonde QNP *C/*F/*'P/*H/?H). Cette sous-partic présente les paramétres d’acquisition
utilisés, noyau par noyau. Deux séquences spécifiques a la RMN du solide sont également décrites.

11.D.1.a Une spécificité de la RMN des solides, les séquences d’écho

Comme cela a déja été évoqué, le temps de relaxation transversal, T,, dépend de la dynamique
du systeme étudié. Dans le cas d’un échantillon dit solide, T, est relativement court. Ainsi, toute
I’information est concentrée sur une gamme de temps trés faible. Or, apres une impulsion
radiofréquence, un délai machine, appelé temps mort, est observé. Pendant celui-ci, il est impossible
de faire une acquisition. Si ce temps mort n’est pas problématique dans le cas de la RMN des liquides
ou la relaxation est lente, il pose un probléme majeur dans le cas de la RMN des solides ou bien

souvent il est supérieur au T, de I’échantillon entrainant alors une perte d’information.

Pour remédier a ce probléme, des séquences d’écho ont été mises au point (E.L. Hahn, 1950).
Le but est de déplacer ’origine du signal RMN au-dela du temps mort machine. Pour cela, une
premiere impulsion d’excitation fait basculer les spins de 90°. Aprés un temps 1, une deuxiéme
impulsion est appliquée au systeme afin de refocaliser I’interaction a étudier. Cette refocalisation ne se
fait pas immédiatement aprés la deuxiéme impulsion mais aprés un temps égal a T. Ceci implique que
le maximum des cosinusoides constitutives du signal est décalé d’un temps égal a t par rapport a la
derniére impulsion. L’acquisition est alors décalée de la méme fagon sans perte d’information. 1l est a
signaler que t doit étre plus grand que la durée du temps mort mais suffisamment court pour éviter les

pertes en termes de rapport signal/bruit sous 1’effet de la relaxation.
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Figure 11.13 : Séquences d’impulsions d’écho de Hahn (A) et quadrupolaire (B) utilisées pour I’analyse
d’échantillons anisotropes. Les traits en pointillés représentent le temps mort machine.
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Dans le cas du phosphore *'P (et pour tout noyau de spin 1=1/2), la séquence utilisée est la
séquence de type écho de Hahn (figure 11.13A) permettant de refocaliser les interactions de type spin-
spin directes et de blindage électronique (Rance et Byrd, 1983). Cependant, cette séquence ne permet
pas de refocaliser I’interaction quadrupolaire mise en jeu notamment dans le cas de la RMN du
deutérium. Une autre séquence, la séquence d’écho solide (ou écho quadrupolaire), développée par
Davis et al. (1976), est utilisée pour les études de ce noyau (figure 11.13B). Cette séquence suit le

méme principe que la séquence d’écho de Hahn.

111.D.1.b Parametres d’acquisition

Pour plus de clarté, les parametres d’acquisition sont énumérés par noyau. Il est a noter que

certains paramétres varient légérement suivant le spectrométre utilisé.

RMN du phosphore

Toutes les acquisitions présentées lors de cette thése ont été réalisées avec des séquences
d’écho de Hahn (spectrométre 700, 500 et 300MHz) ou présentant une impulsion a 90° avec

découplage proton (400 MHz). Chaque spectre a été référencé a 1’aide d’HzPO,, fixé a Oppm.

Au 700 MHz: La fenétre spectrale utilisée est de 500kHz. La séquence présente une premiere
impulsion a 90° de 4.85us et un délai entre les deux impulsions de 35us. Le temps mort est de 6.5pus.
Le temps de recyclage est lui de 4s. 512 acquisitions ont été effectuées. Un traitement exponentiel en
e~LB est appliqué avec un LB (« Line Broadening ») de 50Hz avant la transformée de Fourier afin de

diminuer le rapport signal/bruit du spectre.

Au 500 MHz : La fenétre spectrale utilisée varie de 50 a 250kHz. La séquence présente une premiere
impulsion a 90° de 5.75us et un délai entre les deux impulsions de 30us. Le temps mort est de 6s. Le
temps de recyclage est lui de 5s. De 1k a 2k scans ont été effectués. Un LB de 50Hz est appliqué avant

la transformée de Fourier.

Au 400 MHz : La fenétre spectrale utilisée est de 50kHz. La séquence présente une seule impulsion a
90° de 14us sans écho. Le temps mort est de 6.5us. Le temps de recyclage est quand a lui de 5s. 128 a

256 scans ont été effectués. Un LB de 50Hz est appliqué avant la transformée de Fourier.

Au 300 MHz: La fenétre spectrale utilisée est de 50kHz. La séquence présente une premiére
impulsion a 90° de 3.10us et un délai entre les deux impulsions de 40us. Le temps mort est de 4.5us.
Le temps de recyclage est lui de 5s. 1k scans ont été effectués. Le LB de 50Hz est appliqué avant la

transformée de Fourier.

RMN du deutérium

Les spectres RMN du deutérium présentés dans ce manuscrit ont été réalisés a 1’aide de
séquences d’écho solide. Le centre des spectres est arbitrairement fixé a Oppm.
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Au 700 MHz : La fenétre spectrale utilisée est de 1MHz. Cette séquence présente deux impulsions a
90° de Sus et un délai entre ces deux impulsions de 30us. Le temps mort machine est de 6.5us. Le
temps de recyclage est de 1.5s. 10k scans ont été effectués pour chaque spectre. Un LB de 200Hz est

appliqué avant la transformée de Fourier.

Au 500 MHz : La fenétre spectrale utilisée est de 500kHz. Cette séquence présente deux impulsions a
90° de 2.1ps et un délai entre ces deux impulsions de 40ps. Le temps mort machine est de 4.5us. Le
temps de recyclage est de 2s. 12 a 100k scans ont été effectués suivant le spectre. Un LB de 50-300Hz

est appliqué avant la transformée de Fourier.

Au 300 MHz : La fenétre spectrale utilisée est de 500kHz. Cette séquence présente deux impulsions a
90° de 5.4us et un délai entre ces deux impulsions de 50us. Le temps mort machine est de 4.5us. Le
temps de recyclage est de 1.5s. 3 a 16k scans ont été effectués suivant le spectre. Un LB de 100-200Hz
est appliqué avant la transformée de Fourier.

RMN du proton

La séquence utilisée pour les études en RMN du proton est une séquence standard présentant
une seule impulsion a 90°. Il est a noter, qu’au vu des taux d’hydratation élevés des échantillons, une
présaturation a été effectuée sur le signal de 1’eau dans le but d’éviter que celui-ci n’écrase les autres
signaux présents sur les spectres. Les spectres ont été référencés a 1’aide du TMSP (trimethylsilyl-
2,2,3,3-d4-propionate), fixé a Oppm.

Au 500 MHz : La fenétre spectrale est de 10kHz. L’impulsion a 90°, initialement a 4.2us fut
optimisée a 3.13us. Le temps mort est de 6us. Le temps d’échantillonnage, optimisé de tel fagon que
D; > 5T, est de 13s. Une présaturation a été faite sur le signal de I’eau a une puissance de 58 a 65dB.
16 a 32 scans ont été effectués. Aucun traitement n’a été appliqué & la FID avant la transformée de

Fourier.

Au 400 MHz: La fenétre spectrale est de 4kHz. L’impulsion a 90° est de 13ps. Le temps
d’échantillonnage est de 10s. Une présaturation a été faite sur le signal de I’eau a une puissance de
55dB. 16 a 64 scans ont éteé effectués. Aucun traitement n’a été appliqué a la FID avant la transformée

de Fourier.

RMN a 2 dimensions

COSY : La fenétre spectrale est de 6000Hz dans les deux dimensions. La séquence présente deux
impulsions, I’une a 90° de 5.2us (13us au 400MHz), I’autre de 20 a 90° de 5.2us (6.5us au 400MHz).
Aprés chaque impulsion, une impulsion de gradient de champ de 1000us est effectué. Le temps
d’échantillonnage est de 2s. De 16 a 32 scans ont été effectués. Le spectre a été enregistré en utilisant

un domaine de temps de 2048 et un incrément de 256 en t;.

62



A
B
I 1 1 1 1
50 25 0 -25 -50

Frequency (kHz)

Figure 11.14 : Influence de origine de la transformée de Fourier sur la forme du spectre RMN du deutérium
obtenu. (A) Transformée de Fourier effectuée au sommet de 1’écho. (B) Transformée de Fourier effectuée au
début de la FID, AD; = D;(optimal) — D(utilisé) = 18ps.
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NOESY : La fenétre spectrale est de 6000Hz dans les deux dimensions. La séquence présente trois
impulsions a 90° de 5.2us. Le temps d’échantillonnage est de 2s, tandis que le temps de mélange (Ds)
varie de 50 a 350ms. Le spectre a été enregistré en utilisant un domaine de temps de 2048 et un
incrément de 256 en t;. La séquence comprend une présaturation sur le signal de ’eau & une puissance
de 58dB.

ROESY : La fenétre spectrale est de 6000 Hz dans les deux dimensions. La séquence présente une
impulsion a 90° durant 5.2us suivie d’un temps de spin lock (Pys) de 100ms. Le temps de mélange
varie de 30 a 300ms. Le temps d’échantillonnage est de 2s. Le nombre de scans effectué est de 32. Le
spectre a été enregistré en utilisant un domaine de temps de 2048 et un incrément de 256 en t;. La

séquence comprend une présaturation sur le signal de 1’eau a une puissance de 58dB.

11.D.2 Traitement des données en RMN du solide

La RMN des solides est une technique de choix pour I’étude de la dynamique des membranes.
En effet, deux outils peuvent étre utilisés pour exploiter les spectres RMN du deutérium : les moments
spectraux donnant une information globale sur le thermotropisme du systéme et les paramétres
d’ordres Scp donnant une information locale sur 1’ordre du cceur hydrophobe. Néanmoins, 1’obtention
de telles informations nécessite des traitements préalables. Nous verrons donc dans cette partie, les
différents traitements utilisés pour passer de la FID aux informations sur la dynamique du systéeme
lipidique.

11.D.2.a Obtention du spectre — le sommet de 1’écho

Il a été vu précédemment que dans les ségquences de type écho (Hahn et quadrupolaire), le
signal est déplacé hors du temps mort machine. Or, un spectre de bonne qualité n’est obtenu que
lorsque la transformée de Fourier prend comme origine le sommet de 1’écho (figure 11.14A). Dans le
cas contraire, par exemple ou la transformée de Fourier est effectuée au début de la FID, un spectre
présentant d’importantes distorsions est observé (figure 11.14B). Ainsi, pour prendre comme origine le

sommet de 1’écho, I’utilisateur peut procéder de deux fagons :

1/ Soit en calculant un intervalle de temps optimal (D-) entre la premiére impulsion et le début
de I’acquisition afin de démarrer celle-ci au sommet de 1’écho. Cette solution présente 1’avantage de
n’avoir aucun traitement post-acquisition a effectuer (hormis I’application d’un LB) mais est sensible
aux erreurs de calcul. Le spectre obtenu étant inutilisable si I’acquisition démarre aprés le sommet de
I’écho. Le D; optimal est obtenu suivant la relation (valable pour un écho de Hahn et un écho

quadrupolaire) :

D; = D¢+ —D, (11.35)
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Figure 11.15 : Influence de I’origine de la transformée de Fourier et de la digitalisation du sommet de 1’écho
sur la forme du spectre. Les spectres a gauche résultent de la transformée de Fourier de tous les points de la FID
(dans I’encadrée de droite) en partant de la fleche (A) Sommet non digitalisé, origine située légérement apres
I’écho. (B) Sommet non digitalisé, origine située 1égérement avant 1’écho. (C) Sommet digitalisé, origine de la
transformée de Fourier située au sommet de 1’écho. D’aprés la thése de E.J. Dufourc, 1986.
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Avec Dg I’intervalle de temps entre les deux impulsions, D, le temps mort et P;, la durée de la

premiere impulsion & 90°.

2/ Soit en enlevant, par un traitement effectué aprés ’acquisition, les points entre le début de
la FID et le sommet de 1’écho. Avec cette méthode, une attention toute particuliere doit étre portée
d’une part sur le nombre de points a enlever entre le début de la FID et le sommet de 1’écho et d’autre
part sur ’ajustement des délais de la séquence de tel fagon qu’un point d’échantillonnage soit situé au
sommet de 1’écho. Pour ce faire, 1’écart entre les points de la FID doit étre le plus petit possible (0.5-
1us de fagon optimale), ce qui implique une fenétre spectrale assez large. La figure 11.15 montre bien
I’importance de se situer au sommet du signal. Dans les cas relatifs aux figure 11.15A et 11.15B, le
sommet de 1’écho n’est pas digitalisé. Dans le premier cas, I’origine de la transformée de Fourier se
situe 1égeérement apres le sommet de 1’écho ; il en résulte un spectre avec de Iégéres distorsions. Dans
le deuxieme cas, prendre comme origine un point de la FID précedant le sommet de 1’écho va
entrainer 1’apparition de creux en périphérie du spectre. A l’inverse, effectuer la transformée de
Fourier a partir d’un point au sommet de 1’¢cho (figure 11.15C) conduit & un spectre optimal sans

distorsion.

Le fait d’effectuer la transformée de Fourier au sommet de 1’écho prend tout son sens au
niveau de I’étude des moments spectraux, ceux-ci étant dépendants de ’aire sous le spectre (nous
reviendrons sur ces moments dans la partie I1.D.2.b de ce chapitre). En effet, si I’origine de la
transformée de Fourier est prise aprés 1’écho, le spectre présente des points incorrects d’intensité
positive par rapport a la ligne de base, ce qui surévalue la valeur du moment spectral obtenu. A
I’inverse, en prenant comme origine de la transformée de Fourier un point situé avant 1’écho, le spectre

présente des points d’intensité négative, ce qui sous-estime la valeur du moment obtenu.

Dans le cas de la RMN du deutérium, plusieurs acquisitions successives devraient en pratique
étre effectuées pour qu’un point de la FID soit situé sur le sommet de 1’écho. Or, une seule expérience
prenant plusieurs heures, ce paramétrage n’est pas effectué sur 1’échantillon lui-méme mais est
effectué au préalable sur un échantillon de plexiglas totalement deutéré, le temps d’acquisition sur un

tel échantillon étant inférieur a la minute.

11.D.2.b Traitement des données — moments spectraux et parametres d’ordre
Moments spectraux

Un moment est une grandeur spectrale calculée a partir de I’intensité S(w) d’un spectre RMN
par rapport a une fréquence de référence, la fréquence de Larmor wo. Le moment d’ordre n est défini
suivant 1’équation ci-dessous (Davis, 1979) :

P 2(0-w)"S(w)dw

f_+;° S(w)dw

M, (11.36)
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Dans le cas de spectres symétriques, comme c’est le cas des spectres obtenus en RMN du
deutérium, les moments d’ordre impair sont nuls. Dans ce cas, on definit les moments de la fagon
suivante :

f:w(m—mo)"S(m)dm

f;-oo S(w)dw

M, = - % [ (@ = 030)"S(w)dw (11.37)

Dans le cas des bicouches, du fait de la symétrie axiale, les moments peuvent étre reliés a la
distribution des éclatements quadrupolaires (moyennés sur I’ensemble des mouvements) par la

relation :
M, = An(Zn)”(AvQ”) (11.38)

Ou A, est une constante dépendante de n. Elle est égale pour n = 1 et n = 2 respectivement a

% et 1/5 (Davis., 1979). Les moments de premier ordre, M; et de deuxiéme ordre, M,, utilisé dans

cette these sont donc égaux a :

M, = %(AVQ) (11.39)
M, = %(Av(f) (11.40)

La figure 11.16 représente la variation du premier moment spectral M; en fonction de la
température dans le cas d’un systéme lamellaire présentant une transition de phase gel/fluide. Les
moments spectraux étant reliés a I’aire sous le spectre, ceux-ci sont plus importants dans le cas d’une
phase gel que dans le cas d’une phase fluide. La température de transition de phase est alors
déterminée au point d’inflexion de la courbe. Un profil identique est retrouvé dans le cas du second

moment spectral M,, la température de transition de phase étant obtenue de la méme fagon.

Les moments M; et M, obtenus au cours de cette these ont été calculés a 1’aide d’un
programme développé au laboratoire par S. Buchoux qui nécessite I’importation des données RMN
expérimentales. 1l est a noter que la valeur des moments dépend grandement du rapport signal/bruit du
spectre, un bruit de fond important entrainant une erreur de mesure élevée. Les barres d’erreur sont
donc relativement importantes dans le cas des valeurs de M relatives aux spectres en phase gel ainsi

que pour les valeurs de M, proportionnelles aux éclatements quadrupolaires au carré.
Paramétres d’ordre

La notion de paramétre d’ordre fut introduite par Seelig (1977) afin de décrire les mouvements
moléculaires du cceur hydrophobe et ainsi quantifier 1’état d’organisation du systéme. Dans le cas des
bicouches de lipides présentant une symétrie axiale, on définit par 6; les trois angles utilisés pour

passer des axes principaux du gradient de champ électrique aux axes principaux du lipide (x*, y”’,
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Figure 11.16 : Variation du moment spectral M, et paramétre d’ordre moyen des chaines acyles deutérées
(2(S¢p)chaine) €N fonction de la température. Cas d’un systéme lamellaire de DMPC-d,; présentant une transition
de phase gel/fluide. La température de transition de phase, T, est obtenue au point d’inflexion de la courbe.
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Figure 11.17 : Profils des paramétres d’ordre Scp dans le cas de phases lipidiques lamellaire gel L, lamellaire
fluide L,, hexagonale de type H, et hexagonale de type H,,. Le lipide utilisé est le DMPC-d,,;. Ces profils sont

construits a partir des Scp obtenus pour chaque position marquée le long de la chaine sn-2 du lipide, hormis la
position en 2 qui n’est pas prise en compte. Les différentes phases sont présentées a droite des profils.
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z’"). Les fluctuations de la liaison C-°H par rapport & la normale & la bicouche peuvent alors étre
estimées par les paramétres d’ordres Sj; :

_ 3(cos?8;)-1
2

S (11.41)

ol i représente le systéme d’axe (x’,y’,z’) de la liaison C-°H (avec z’ colinéaire a 1’axe principal du
gradient de champ électrique). Le terme (cos28;) décrit la moyenne temporelle des fluctuations par
rapport a 1’axe directeur du lipide, z’’. Du fait de la rotation du lipide sur lui-méme, S,.,» est suffisant
pour rendre compte des fluctuations (S,,» = -2S,.y: = -2S,«). On peut ainsi exprimer 1’éclatement
quadrupolaire (équation I1.34) en fonction de ce paramétre d’ordre :

3cos?Br—1

——| Szrzn (11.42)

Avo(B) = %AQ

[’ est ici I’angle entre 1’axe z’ de la normale a la bicouche et le champ magnétique B_o). Dans le
cas de la liaison C-?H, I’axe principal du gradient de champ électrique est quasiment colinéaire a I’axe
de la liaison. S, peut étre noté Scp. Ainsi, les fluctuations des liaisons C-°H sont reliées a

I’éclatement quadrupolaire suivant la relation :

3cos?fr—

Mvo(B) = 2Aq S sep (11.43)

Pour B =90°, le terme ( est égal a 1/2. Ainsi, une estimation du paramétre d’ordre pour

3coszﬁl—1|)
2

chaque liaison C-?H peut étre obtenue en mesurant les éclatements quadrupolaire visibles sur le

spectre. Les différents Scp sont obtenus par la relation :
3

Dans certains cas, la détermination des Scp peut étre rendue délicate a cause d’un rapport
signal/bruit faible ou dans le cas de spectres asymétriques. Ainsi, une estimation global de 1’ordre des
chaines peut étre obtenue en utilisant le premier moment spectral My, selon la relation suivante (Davis,
1979 ; Beck et al., 2007):

(SCD)Chaine = T[T\EQMI (“-45)

Le parametre 2(S¢p)cnaine €St reporté sur les figures représentant les variations de M; en
fonction de la température sur un second axe en ordonnée (figure 11.16). Le facteur 2 représente le fait
que 1’orientation moyenne des liaisons C-?H par rapport a 1’axe directeur du lipide est de 90°. Cela
n’est pas entiérement vrai pour le CD; terminal et pour les deutérons en position 2’ de la chaine sn-2
ou un facteur géométrique additionnel doit étre utilisée, I’orientation des liaisons C-’H n’étant ici pas

égale & 90°.
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Figure 11.18 : Illustration de la technique de déconvolution spectrale (ou « de-Pake-ing ») sur un spectre de
MLV de DMPC-d,;. (A) Spectre expérimental ; (B) Spectre déconvolué, seules les résonances pour f’=0° sont
ici visibles.

P i —

sphere prolate oblate
c/a= ca>1 ca<l1

Figure 11.19: Illustration du paramétre c/a rendant compte de la déformation du systeme lipidique dans le
champ magnétique.
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Cette approximation permet d’avoir une estimation de 1’ordre de la chaine entre 2(S.p) =1

pour un systeme rigide et 2(Scp) = 0 pour un systeme complétement désordonné

La figure 11.17 donne les profils d’ordre des paramétres Scp obtenus pour un systeme
lipidique en phase lamellaire gel ou fluide et hexagonal de type H, ou Hy,. Plus un systéme est rigide
(cas d’une phase lamellaire gel Lg), plus les valeurs des Scp sont proches de 1. A I’inverse, plus la
fluidité est importante (cas d’une phase Hy)), plus les valeurs tendent vers 0. Les profils d’ordre sont
donc un indicateur de la dynamique du systéme. De ce fait, il n’est pas surprenant de constater que les
Scp relatifs & une phase Hy, sont inférieurs & ceux d’une phase H,. Les liaisons C-°H sont plus mobiles
dans le premier cas puisqu’elles ont plus de libert¢ de mouvement lorsqu’elles pointent vers
I’extérieur. De plus, plus on descend le long de la chaine acyle, plus les Scp sont faibles car la
dynamique de la chaine augmente au centre du cceur hydrophobe de la membrane. Cet effet se traduit

par une allure décroissante du profil d’ordre.

11.D.2.c Obtention des paramétres d’ordre — « de-Pake-ing » et simulation

Du fait de la superposition de tous les signaux relatifs a chaque position marquée au deutérium
le long de la chaine acyle et & chaque orientation des liaisons C-?H, il est difficile de mesurer avec
précision les éclatements quadrupolaires. De plus, pour des spectres de faible résolution ou lors de
coexistence de phases, il est tout simplement impossible d’obtenir I’ensemble des éclatements
quadrupolaires relatifs a toutes les liaisons C-?H. Pour remédier & ce probléme, deux méthodes de
traitements des spectres sont a notre disposition : la déconvolution spectrale appelée aussi « de-Pake-

ing » et la simulation des spectres.
Le de-Pake-ing

Mis au point par Blomm et ses collaborateurs (Blomm et al., 1981), le « de-Pake-ing » est une
procédure mathématique analogue a une déconvolution qui permet de construire un spectre orienté a
un angle B’ donné (0° dans notre cas) a partir du spectre de poudre expérimental (figure 11.18A). On
s’affranchit ainsi de toutes les orientations hormis celle considérée. Le spectre présente alors une
superposition de 2N raies de résonances (avec N le nombre de liaisons C-?H non équivalentes)
centrées sur la fréquence de Larmor fixée dans notre cas a Oppm (figure 11.18B). Les différents
éclatements quadrupolaires peuvent étre alors facilement déterminés sur le spectre déconvolué. On

remonte alors au parameétre d’ordre via 1’équation :
3

Cependant, il peut arriver que la résolution du spectre soit trop faible pour obtenir tous les

éclatements quadrupolaires par la méthode de déconvolution spectrale empéchant le tracé précis du
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Figure 11.20 : Influence de la valeur du paramétre c/a sur I’allure du spectre *P simulé dans le cas de vésicules
multilamellaires de DMPC-d,; en phase fluide. Le spectre expérimental est présenté en noir. Le parametre c/a est
égal respectivement a 0.95 (en vert), 1.10 (en bleu) et 1 (en rouge). La simulation optimale retenue est celle ou
c/la = 1. L’intensité des spectres simulés est référencée par rapport a celle de la position o, du spectre
expérimental.
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Figure 11.21 : Influence de la valeur du parameétre Avy, relatif au groupement méthyle terminal sur I’allure du
spectre “H simulé dans le cas de vésicules multilamellaires de DMPC-d,; en phase fluide. Le spectre
expérimental est présenté en noir. La valeur de Avy;, est égale respectivement & 100 Hz (en bleu) et & 180 Hz (en
rouge). La simulation optimale retenue est celle ou Avy, = 180Hz. Les intensités sont référencées par rapport a
celle du doublet de Pake du méthyle terminal du spectre expérimental et son paramétre c/a est fixé 1.
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profil d’ordre. Dans ces conditions, le spectre deutérium est simulé afin d’obtenir une valeur précise

des différents parameétres d’ordre pour chaque position deutérée de la chaine acyle du lipide.
La simulation d’un spectre RMN

La simulation a été effectuée grace a deux programmes FORTRAN élaborés par E.J. Dufourc
(non publié), «multicsa» pour les spectres RMN du deutérium et « multigelps» pour les
spectresRMN du phosphore. Nous détaillerons dans cette partie la méthode utilisée pour obtenir la
simulation des spectres RMN ?H et *'P dans le cas d’un échantillon contenant un seul lipide marqué
sans coexistence de phase. Dans le cas du spectre deutérium, nous prendrons 1’exemple d’un spectre

de DMPC-d,; deutérée uniquement sur sa chaine sn-1.

Les programmes nécessitent la connaissance de cing parameétres pour chague position marquée
i ; 14 positions dans le cas d’un spectre deutérium du DMPC-d,; et 1 position dans le cas d’un spectre
phosphore, ce qui représente respectivement 70 (14x5) et 5 variables. Bien entendu, le hombre de

variables augmente en cas de coexistence de phase. Ces paramétres sont décrits dans le tableau 11.3.

RMN du deutérium RMN du phosphore

Parametres Descriptif Parametres Descriptif

Eclatements quadrupolaires a 0° Anisotropie de blindage électronique

Ave (0) obtenus a partir du "de-Pake-ing" CSA mesurée sur le spectre
A Largeur & mi-hauteur du doublet de A Largeur a mi-hauteur
iz Pake relatif a la position marquée i V12 pour une population donnée i
Fréquence du signal Fréquence du signal
Viso Viso

correspondant a I'échantillon isotrope correspondant a I'échantillon isotrope

Nombre de deutérons par position
P marquee i : 2 pour les CD, *, 3 pour P Nombre de phosphore par lipide
le méthyl terminal

Déformation globale du systeme o/a Déformation globale du systéme

c/a lipidique (cf. figure 11.19) lipidique (cf. figure 11.19)

Tableau 11.3 : Description des paramétres utilisés pour la simulation des spectres RMN 2H et *!P. * Pour la
position en o, du carbonyl (position 2), ceci n’est vrai que pour la chaine sn-1 du lipide. Pour la chaine sn-2, les
deux deutérons en position 2, 2S et 2R, ne sont pas équivalents. Les liaisons C->H respectives présentent alors
des éclatements quadrupolaires différents. On les différencie donc lors de la simulation et chacune prend un
poids de 1.

D’un point de vue pratique, les paramétres sont initialisés puis affinés de maniére a optimiser
le spectre simulé pour qu’il tende vers le spectre expérimental. La valeur de chacun des paramétres
différe suivant la position marquée et influe sur la forme du spectre simulé obtenue. Les parametres
ayant un fort impact sur la forme du spectre sont le poids de chaque position (fixé dans notre cas), le
rapport c/a et les éclatements quadrupolaires Avy;, comme on peut le voir sur les figures 11.20 et 11.21.

La figure 11.20 présente les simulations du spectre RMN *'P de vésicules multilamellaires de DMPC-
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d,7 obtenues pour trois valeurs de c/a (0.95, 1 et 1.10). La largeur a mi-hauteur Avy,, est optimisée dans
un premier temps pour simuler la position o, (position la plus intense). L’anisotropie de déplacement
chimique CSA est ensuite optimisée pour simuler la position en fréquence de la position o,. Nous
pouvons ainsi constater que le rapport c/a a une grande influence sur ’intensité de la position o, Un
rapport c/a de 1 donne le spectre simulé le plus satisfaisant. C’est cette valeur qui a été retenue pour la
simulation du spectre RMN 2H deutérium du méme échantillon (figure 11.21). La figure 11.21
présente les spectres simulés pour deux valeurs de Avy, (100 et 180Hz) pour le doublet de Pake du
groupement methyle terminal (position 14), I’éclatement quadrupolaire Avg pour cette position ayant
optimisé en premier lieu. Les paramétres Avq et Avy, de cette position sont en effet ceux qui ont le
plus d’impact sur I’allure de la simulation. La simulation obtenue pour Avy,=180Hz a été retenue car
c’est celle qui simule le mieux la largeur et le creux de ce doublet de Pake. Dans un deuxiéme temps,
les paramétres des autres positions sont optimisés de maniere a obtenir la superposition la plus

satisfaisante entre le spectre simulé et le spectre expérimental.

L’optimisation des spectres simulés peut nécessiter beaucoup de temps notamment pour les
spectres RMN 2H en raison du grand nombre de paramétres & optimiser. Lorsque la simulation est
jugée satisfaisante, les éclatements quadrupolaires obtenus in fine sont utilisés pour le calcul des Scp a

partir de I’équation 11.46. Un profil d’ordre peut alors étre tracé avec précision.

I1.E La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

La diffusion des rayons X aux petits angles est une méthode de caractérisation directe et
performante des propriétés structurales des membranes. La position et 1’intensité des maxima de
diffusion renseignent a la fois sur I’homogénéité de 1’échantillon (séparation de phases), la nature des
phases lipidiques (lamellaires, cristallines...) et les caractéristiques spatiales (période de répétition du
motif lamellaire, épaisseur de I’objet...). Des détails sur la structure des bicouches lipidiques
(organisation moléculaire) peuvent aussi étre obtenus car I’intensité diffusée refléte la distribution de
la matiére diffusante. Cette technique permet d’avoir des informations sur des objets dont la taille

varie de quelques A 4 1000 A.

Le principe d’une expérience de diffusion consiste a envoyer un faisceau monochromatique
sur un échantillon et & mesurer ’intensité diffusée par ce dernier (figure 11.22). Dans le cas de la
diffusion des rayons X, l’interaction onde-maticre s’effectue entre les photons du faisceau incident et
les électrons de 1’échantillon ; les fluctuations de densité électronique dans les membranes vont donc

moduler I’intensité diffusée.

La diffusion d’une structure possédant un motif de répétition, comme les bicouches lipidiques,
peut étre définie en termes de réflexions par des plans d’égale densité de diffusion (figure 11.23). Les

ondes réfléchies sont en phase et donc en interférences constructives que si I’angle
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Figure 11.22 : Schéma simplifié¢ d’un montage de diffusion

Figure 11.23 : Schéma illustrant la loi de Bragg. A est la longueur d’onde de I’onde incidente, k—o) le vecteur
d’onde de I’onde incidente, K le vecteur d’onde de I’onde réfléchie, Oy est I’angle entre le plan des bicouches et

k (ou la moitié de I’angle 05 entre I’onde incidente et I’onde diffusée) et d le motif de répétition de la structure
lamellaire (d’aprés Faure, 1996).
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d’incidence et ’angle de réflexion sont égaux et si la différence de marche & entre deux ondes
réfléchies par deux plans adjacents est un multiple de la longueur d’onde A de I’onde incidente. Cette

différence de marche s’exprime de la fagcon suivante :
5§=175 (11.47)

oU7F=00"etS=k— k_(; avec k_o) et k les vecteurs d’onde respectivement de 1’onde incidente et de
I’onde réfléchie.
L’interaction du rayonnement avec la matiére étant de nature élastique (c’est-a-dire qu’elle

s’effectue sans transfert d’énergie), les vecteurs d’onde k et k_o) ont donc le méme module 1/A.
D’aprés I’équation 11.47 et la figure 11.23, on établit la relation de Bragg :

8§ = 2dsin g = hA (11.48)
ou Og est I’angle entre le plan des bicouches et I’onde incidente (ou la moitié de I’angle entre le rayon

diffusé et le rayon incident (64/2), h I’ordre de la diffusion égal a 0, +1, £2... et d la distance entre

deux bicouches.

Par convention, les spectres de diffusion des rayons X expriment I’intensité diffusée | en

fonction du vecteur d’onde de diffraction G, lequel est relié au vecteur S par I’expression
G =2nS (11.49)

D’aprés les équations 11.47, 11.48 et 11.49, le module du vecteur q s’exprime de la fagon suivante :

__ 4msin(Bg) _ 2mh

= 2= : (11.50)

L’unité standard de q est A™.

Dans le cas d’une phase lamellaire, le module du vecteur d’onde de diffusion q est donc
proportionnel a I’inverse de la distance de répétition, d, de la structure lamellaire étudiée. Un spectre
de diffusion d’une phase lamellaire se présente donc sous la forme de x pics réguliérement espacés par
la distance 2w/d (figure 11.24). Le nombre de pics de Bragg sur la courbe de I’intensité diffusée I en
fonction de q renseigne sur 1’état d’organisation d’un échantillon ; plus ce dernier est structuré, plus
I’ordre de la diffusion h est grand et plus le nombre de pics présents sur la courbe est important. La
position en g des pics permet de calculer les distances de répétition d de chaque motif. Dans le cas

d’une phase lamellaire, elle est obtenue selon 1’équation (Kulkarni et al., 2011) :

b~y

Stam = = (11.51)

Dans le cas d’une phase hexagonale, la distance de répétition, notée a (figure 11.25), est

obtenue grace a I’équation (Kulkarni et al., 2011) :
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Figure 11.24 : Exemple de profil d’intensité en fonction du vecteur d’onde de diffusion q obtenu pour une
phase lamellaire L. Cas d’une dispersion de DGDG (d’aprés Bottier et al., 2007).

Figure 11.25 : Schéma représentant la distance de répétition a dans le cas d’une phase hexagonale. dw =
diametre du cylindre aqueux ; dl = épaisseur de la bicouche lipidique (d’aprés Dufourc, 2004).
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2y h*+k*+hk
Shex = "= (11.52)

ou h et k sont les indices de Miller (indice utilisés pour désigner les plans dans un cristal).
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CHAPITRE 111

Les interactions tannin-lipide impliquées dans I’amertume ?
Etude de I’effet des tannins sur la dynamique des

membranes par RMN des solides
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Résumé:

L’amertume est le godt le plus ressenti lors de la dégustation d’un vin. Elle résulte d’interactions
entre certaines molécules du vin, comme les tannins, et les récepteurs du godt situés notamment au niveau
des papilles gustatives de 1’épithélium lingual et des muqueuses buccales (palais mou). Ces récepteurs
gustatifs, de nature transmembranaire, pourraient étre affectés par un changement dans la dynamique de la
membrane lipidique dans laquelle ils sont enchéssés, ce qui pourrait influer sur la sensation d’amertume
ressentie. Ainsi, ce chapitre s’intéresse a I’influence des tannins sur la dynamique de modéles
membranaires mimant les membranes buccales. La RMN des solides des noyaux ?H et *'P a été utilisée
pour cette étude. L’étude réalisée dans un premier temps sur des MLV de DMPC montre que les tannins
fluidifient le systéme lipidique et augmentent la dynamique en surface et au niveau du cceur hydrophobe.
Ces effets, retrouvés pour les trois tannins étudiées (C, EC et EGCG) sont dose-dépendants et varient en
fonction de la structure du tannin. Afin de se rapprocher de la composition des membranes biologiques et
des conditions mimant la dégustation, les MLV ont été dopées avec du cholestérol (18% molaire) en
présence ou non d’éthanol (12% volumique). En présence de cholestérol seul, la catéchine induit une
fluidification et une désorganisation du cceur hydrophobe des MLV plus importante. Ces deux effets sont
atténués en présence d’éthanol Enfin, la catéchine s’est avérée n’avoir aucun effet sur un modéle mimant
la composition lipidique de la muqueuse buccale, POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) en
présence d’éthanol. La nature plus ou moins fluide de la membrane lipidique est donc déterminante sur

I’effet fluidifiant des tannins.
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Le godt est un indicateur de la composition nutritionnelle d’un aliment et peut agir comme un
signal lors de I’ingestion d’une substance potentiellement toxique par 1’organisme. Ainsi, un goit sucré est
I’indicateur d’aliment riche en sucre et donc énergétique. A I’inverse, un golt trop amer peut mettre
I’individu en alerte contre une substance ingérée potentiellement nocive. Le godt contribue aussi au plaisir
ressenti lors de la dégustation d’un mets. La notion de go(t résulte en effet d’une interaction entre un
ligand et les récepteurs localisés au niveau des cellules réceptrices du go(t qui vont moduler leurs
réponses selon le type de molécules interagissant (Chandrashekar et al., 2006). Ces cellules sont localisées
au niveau des bourgeons du golt que 1’on retrouve majoritairement au niveau des papilles gustatives de la

langue (75%) mais aussi au niveau du palai mou, du pharynx et des parties supérieures de 1’cesophage.

Il existe cing types de gout : sucré, salé, acide, amer et umami (lkeda., 2002, Lindemann et al.,
2002). Le golt amer est avec la sensation d’astringence, la propriété organoleptique principale des tannins.
L’amertume est donc ressentie lors de la dégustation d’un vin. Néanmoins, contrairement a 1’astringence
qui posséde un caractére tactile, elle résulte d’une interaction entre les tannins du vin et les récepteurs du
godt. Ceux-ci sont enchéssés dans la membrane des cellules gustatives. Ainsi, on peut supposer qu’un
changement dans la dynamique des lipides proches du récepteur va perturber cette interaction et moduler
I’amertume ressentie. L’objectif de ce chapitre a donc été d’étudier I’effet des tannins sur différents

modéles membranaires du plus simple au plus représentatif des membranes buccales.

Le premier modéle utilisé a été des vésicules multilamellaires de DMPC. Ces liposomes,
constitués de plusieurs bicouches mimant les différentes strates des membranes, sont couramment utilisés
en tant que modeéles des membranes naturelles (Zhendre et al., 2011, Warschawski et al., 2011, Beck et al.,
2007). Le DMPC a en outre été bien étudié dans la littérature (Aussenac et al., 2003, Takaoka et al., 2000,
Douliez et al., 1996). Les vésicules ont ensuite été dopées avec du cholestérol a un pourcentage molaire de
18 %, de maniére a représenter la teneur moyenne en cholestérol des membranes biologiques, teneur
pouvant variant de 0% (membranes des globules rouges) a 40% (membranes buccales). Enfin, le modeéle
POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) a été utilisé. Ce modele mime la composition en lipides et

en acides gras des membranes buccales notamment avec une teneur en cholestérol de 40%.

La sensation d’amertume étant plus ressentie que la sensation d’astringence pour des flavonoides
possédant une masse molaire inférieure a 500g/mol (Noble, 1994), nous avons choisi trois tannins ayant
une masse molaire faible et présents dans le vin, la catéchine (290.27g/mol), 1’épicatéchine (290.27g/mol)
et I"épigallocatéchine gallate (458.37g/mol). La RMN des solides “H et *'P a été utilisée pour cette étude

car ¢’est une technique de choix pour étudier la dynamique des membranes.

Nous examinerons I’effet des tannins sur la dynamique des trois modéles membranaires.
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L’influence de la structure des tannins sur la dynamique sera abordée dans le cas des MLV de DMPC.

Afin de mimer les conditions du vin, I’effet de 1’éthanol sera étudié.

I11.A Etude de P’effet des tannins sur des MLV de DMPC deutéré

Les études réalisées sur la dynamique des MLV de DMPC (deutéré sur une ou deux chaines) en
absence et en présence de tannin seront présentées initialement. Ce travail a été initié par Aurore Castets
sous la direction d’Isabelle Pianet lors d’un stage de Master 2 réalisé au laboratoire en 2008. L’ensemble
de ces données a été a nouveau analysé puis complété par mes soins. Il est rappelé que pour cette étude,
les tannins ont été insérés au systeme lipidique par cosolubilisation pour deux rapports molaires T/L, 1/8
et 1/20.

I11.A.1 Etude du systéme seul

La figure I11.1A présente les spectres deutérium de vésicules multilamellaires de DMPC-dy;
deutéré sur la chaine sn-2 obtenus a trois températures, 15, 20 et 25°C. A 15°C et 20°C, les spectres ne
présentant pas de symétrie axiale sont larges et peu résolus. Aucun doublet de Pake n’est ici visible. La
largeur importante traduit la faible mobilité des chaines acyles soumises au seul mouvement de rotation
autour de I’axe long de la molécule, lorsque le DMPC est en phase lamellaire gel Lg: comme c’est le cas
ici (T < T, =215 % 1°C, Aussenac et al., 2003). A 25°C, le spectre de poudre obtenu moins large et
mieux résolu présente une symétrie axiale et résulte d’une superposition des différents doublets de Pake
relatifs aux liaisons C-D le long de la chaine acyle. L’augmentation de la résolution ainsi que la
diminution de la largeur du signal sont dues a une augmentation importante de la dynamique des chaines
acyles relative au passage de la phase gel a la phase lamellaire fluide L,, dans laquelle les lipides sont
soumis a plus de mouvements (balancement des chaines, isomérisation gauche-trans). 1l est a noter que le
groupement méthyle terminal possede un mouvement supplémentaire (rotation autour de la liaison Cis-
Cu) par rapport aux C-D,, ce qui se traduit par un éclatement quadrupolaire faible (correspondant au

doublet de Pake le plus intense).

Une premiere estimation de la température de transition de phase gel/fluide T, peut étre effectuée
a la seule lecture des spectres. Toutefois, cette information peut étre obtenue de fagon quantitative via
I’étude de la variation du premier moment spectral M; relatif aux chaines acyles en fonction de la
température (figure 111.1B). Le paramétre d’ordre globale 2*<Scp> est présenté sur un double axe y afin

de traduire les M, en termes de fluidité ou de rigidité. Dans le cas d’une phase fluide, les lipides sont
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Figure 111.1: (A) Spectres RMN du deutérium (intensité relative) de vésicules multilamellaires de DMPC-d,; au-
dessus et en-dessous de la température de transition de phase du lipide (21.5°C). Nombre d’acquisition : 6k. (B)
Moments spectraux d’ordre 1 et paramétre d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|Scp | chaine) dU Systéme
correspondant. L’erreur est estimée a + 1-3% pour les moments spectraux et a + 1.5°C pour les températures.
L’erreur pour les parameétres d’ordres moyens est estimée a + 0.025. (C) Profil d’ordre représentant le paramétre
d’ordre local Scp en fonction de la position de la liaison C-D sur la chaine sn-2 du DMPC-d,;. Les paramétres
d’ordre ont été déterminés a partir du spectre « de-Pake-ing » & 0° (cf figure 111-3). T = 30°C. L’erreur estimée est

localisée dans le symbole.

86

chain

D



soumis a plus de mouvements que dans le cas d’une phase gel, leur mobilité est alors plus grande ce qui se
traduit par un rétrécissement du spectre. Ainsi, il n’est pas surprenant de constater que pour le cas d’une
phase lamellaire fluide L, les valeurs du moment spectral M, sont plus basses (55-45 kHz) que pour le cas
d’une phase lamellaire gel L. plus ordonnee (110-90 kHz). La température de transition de phase T, entre
phase gel et phase fluide peut ainsi se mesurer par la détermination du point d’inflexion de la courbe. La
température de transition T, obtenue dans notre cas est de 22.5°C. On retrouve ici la valeur de 21.5° +

1°C obtenue par Aussenac et al. a I’erreur expérimentale prés.

Enfin, la derniere information rapportée par la RMN du deutérium est relative a 1’ordre
orientationnel de la chaine acyle. Dans le cas d’une phase lamellaire fluide, chaque doublet de Pake,
hormis ceux situé en périphérie du spectre, sont bien résolus et identifiables les uns par rapport aux autres.
Les éclatements quadrupolaires Avq correspondants peuvent ainsi étre mesurés. Cette attribution s’effectue
par « de-Pake-ing », simulation spectrale (cf. chapitre 11.D.2.c) et en utilisant la littérature (Douliez et al.
1995). Les parametres d’ordres Scp associés a ces éclatements peuvent étre ainsi reportés sur un profil
d’ordre en fonction de la profondeur membranaire soit en d’autres termes en fonction de la position de la
liaison C-D le long de la chaine acyle. Pour chaque position, les paramétres d’ordres varient entre 0
(systéme liquide désordonneé) et 1 (systeme gel figé). Ainsi, une diminution du profil d’ordre est
synonyme d’une fluidification des chaines acyles au fur et a mesure que 1’on pénétre dans le cceur
hydrophobe. A I’inverse, une augmentation de ce profil est le signe d’une rigidification des chaines acyles

(cf. figure 11.15).

La figure 111.1C présente le profil d’ordre obtenu pour le cas du DMPC-d,; seul. Ce profil,
typiquement observé dans le cas d’une phase lamellaire fluide L, présente deux zones distinctes : une
région plateau relative aux positions 3 a 8 suivis d’une région ou les Scp décroissent brutalement (position
9 a 14). La région plateau relative aux positions proches de la téte polaire du lipide correspond donc a une
zone rigide dans la membrane, correspondant aux épaulements visibles en périphérie du spectre ou les
doublets de Pake sont tres peu distinguables sur le spectre. Cela se traduit par des éclatements
quadrupolaires trés proches (variation des Scp de 0.43 a 0.408) symbolisés par un plateau. Les positions 9
a 14 relatives aux positions proches du cceur de la bicouche correspondent quand a elle a une zone plus
fluide de la membrane et & des doublets de Pake bien résolus sur le spectre “H. Les éclatements

quadrupolaires ont dans ce cas des valeurs bien distinctes.

Les deux deutérons en position 2 sur la chaine sn-2 du lipide (notés 2S et 2R) ne sont pas
équivalents et présentent des Scp plus faibles que pour les positions 3 a 8. Ceci s’explique par la structure
du lipide dans la membrane. En effet, la chaine sn-2, du fait de la géométrie spatiale du glycérol, va

adopter une structure coudée au niveau de la position 2 ce qui entraine une dynamique différente pour
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Figure 111.2 : (A) Spectres de RMN du deutérium (intensité relative) des vésicules multilamellaires de DMPC-d,;
en absence et en présence de tannin (rapport molaire tannin/lipide de 1/8) a trois températures, 15, 20 et 25°C.
Nombre d’acquisition : 3-4k dans le cas du modéle DMPC/EGCG et 6-8k dans les autres cas. Le centre du spectre
est arbitrairement positionné a OHz. (B) Moments spectraux M; et paramétre d’ordre moyen des chaines acyles
deutérées (2|Scp|chaine) calculées a 1’aide des spectres de la figure I11.2A en fonction de la température pour les
systémes DMPC seul (A), C/DMPC (m), EC/DMPC (¢) et EGCG/DMPC (e). L’erreur est estimée a + 1,5°C pour

les températures et a + 1-3,5 % pour les moments M;
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les deux deutérons (Dufourc et al., 1983). En raison d’un rapport signal/bruit faible, leurs éclatements
quadrupolaires n’ont pas pu étre mesurés sur le spectre. Les parametres d’ordre des positions 2S et 2R ne

sont donc pas représentés.

I11.A.2 Effet des tannins sur la dynamique du systeme

I11.A.2.a Effet sur le thermotropisme des lipides

Afin d’étudier I’influence des tannins sur la dynamique globale du modele membranaire, ainsi que
sur les dynamiques des chaines hydrophobes et de la téte polaire, des expériences en température ont été
effectuées. L’étude a été réalisée dans un premier temps pour un rapport molaire T/L de 1/8. Les
concentrations en tannin sont ici supérieures aux CMC. Aucune modification de I’aspect visuel notable
n’a été constatée ; tous les échantillons en présence de tannin ont un aspect visuel laiteux comme dans le

cas des vésicules multilamellaires seules.

La figure 111.2A montre les spectres RMN H obtenus a trois températures, 15, 20 et 25°C pour
les MLV de DMPC-d,; en absence et en présence de tannin. A 15°C, le spectre détecté présente une allure
caractéristique d’une phase lamellaire gel Ly pour chaque échantillon. Ainsi, aucun effet des tannins n’est
détectable sur le spectre a cette température. A 20°C, une différence dans le profil des spectres est
constatée suivant que 1’on est en présence ou non de tannin. Dans le cas du lipide seul, les vésicules
multilamellaires sont encore en phase gel. A ’inverse, en présence de tannin, et indépendamment de la
nature du tannin, on observe un rétrécissement important de la largeur des raies et les spectres sont mieux
résolus. Une symétrie axiale, typiquement observée dans le cas d’un spectre de poudre relatif a une phase
lamellaire fluide L, est par ailleurs visible. Les systtmes T/MLV sont donc en phase L, a cette
température. A 25°C, un rétrécissement peut étre noté pour le cas du lipide seul signifiant que le systéme
est désormais en phase fluide, mais aussi pour les systémes T/MLV dont la dynamique est accrue sous

I’effet de I’augmentation de la température.

Ces résultats montrent que la présence de tannin, galloylé ou non, diminue la température de
transition de phase T, du lipide, ce qui traduit un effet fluidifiant des polyphénols sur le modele
membranaire utilisé. En comparant les systtmes EGCG/MLV, C/MLV et EC/MLV, une diminution plus
importante de la largeur spectrale semble étre constatée pour le systtme EGCG/MLV. D’autres outils
doivent toutefois étre utilisés pour mettre en évidence une différence d’effet entre les tannins. Une étude
sur la variation du moment spectral M; en fonction de la température a donc été effectuée (figure 111.2B)
pour les MLV de DMPC-d,; en présence et en absence de tannin. L’effet fluidifiant conclu précédemment
peut alors étre quantifié. Une diminution de 5°C de la température de transition de phase T, du lipide est
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constatée en présence des tannins. Celle-ci passe en effet de 22.5°C pour le cas du lipide seul a 17.5+1°C

pour les échantillons T/MLV.

Outre la quantification de la Ty, 1’étude de la variation des M; & une température donnée va
permettre de quantifier 1’effet des tannins sur la dynamique des chaines acyles en fonction de la phase, gel
ou fluide du lipide. En phase gel, il n’y a pas d’effet significatif des tannins par rapport au cas sans tannin
ni des tannins entre eux. En effet, les variations des M; (3 kHz) sont englobées dans la barre d’erreur de
chaque mesure (5 kHz). On peut noter que I’erreur sur les M; est plus importante en phase gel qu’en phase
fluide car les spectres larges et peu résolus relatifs a la phase gel présentent un rapport signal/bruit faible.

En phase fluide, pour des températures supérieures a la température de transition de phase, une
diminution notable des valeurs des M; est constatée pour les systemes T/MLV comparés aux MLV seules.
Par ailleurs, cette diminution est significative dans la mesure ou elle est supérieure aux barres d’erreurs (<
1.5kHz). Cette diminution est plus importante dans le cas d’EGCG que dans les cas de C et EC dont les
effets sont comparables. On peut conclure a un effet fluidifiant des tannins sur les chaines acyles en phase
fluide avec un effet plus marqué dans le cas du tannin galloylé. Ce résultat peut étre corrélé avec les
observations effectuées sur les spectres (diminution de la largeur spectrale plus importante dans le cas
d’EGCG).

La RMN du phosphore 31 renseignant sur la dynamique et 1’orientation de la téte polaire peut
aussi étre utilisée pour étudier le thermotropisme du systéme. La figure 111.3A présente 1’allure des
spectres obtenus en phase fluide (L., 25°C) et gel (Lg-, 10°C) pour les MLV de DMPC-d,; en absence et
en présence de tannin (ici la catéchine). Pour les MLV seules, des spectres de poudres a symétrie axiale
caractéristiques d’une phase lamellaire sont observés, aussi bien en phase fluide qu’en phase gel. Cela est
dd a la dynamique de la téte polaire qui est suffisamment importante en phase gel pour induire une
symeétrie axiale. Par ailleurs, un rétrécissement du spectre est constaté sur le spectre de la phase fluide.
Celle-ci s’explique par une augmentation de la dynamique de la téte polaire du lipide lors de la transition
vers la phase fluide. Dans le cas du systtme C/MLV, des spectres de poudre a symétrie axiale
caractéristiques d’une phase lamellaire sont aussi observés, que ce soit a 10°C (phase gel) ou a 25°C
(phase fluide). Ceux-ci sont similaires aux spectres obtenus pour le lipide seul mais possédent une largeur

spectrale Iégérement moins importante, ce qui traduit 1’effet fluidifiant du tannin sur les deux phases.

L’¢étude de I’effet des tannins sur le thermotropisme du systéme a été effectuée dans ce cas par le
suivi des variations du moment spectral d’ordre 2 en fonction de la température (figure 111.3B). En phase
fluide, la téte polaire est plus mobile qu’en phase gel. Comme pour un spectre deutérium, cela se traduit
par un rétrécissement du spectre comme vu précédemment. Ainsi, les valeurs des moments spectraux M,
sont plus basses dans le cas d’une phase fluide que pour une phase gel. De ce fait, le profil obtenu

90



A DMPC C/DMPC
1407
25°C
120
\ Né 1007
EN 80-
10°C -
60 s : ¢ )
M-‘ 40 T T T T T T T
L L L L T T T 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
40 20 0 -20 -40 40 20 0 -20 -40 °
Frequency (ppm)  Frequency (ppm) T(°C)

Figure 111.3 : (A) Spectres RMN du phosphore (intensité absolue) sur des vésicules multilamellaires de DMPC en
absence et en présence de catéchine a deux températures 10 et 25°C. Le rapport molaire tannin/lipide est de 1/8.
Nombre d’acquisition : 1k. (B) Moments spectraux M, du DMPC calculés en fonction de la température pour les
systemes DMPC (A ), C/DMPC (m), EC/DMPC (¢) et EGCG/DMPC (e). Le rapport molaire tannin/lipide est de 1/8.
L’erreur est estimée a + 1.5°C pour les températures et a + 1-5% pour les moments M.

Anisotropie de déplacement chimique (ppm)
T(°C) MLV C/MLV EC/MLV EGCG/MLV
15°C 53.27 48+ 1 47 +£0.5 47+1

Tableau 111.1 : Anisotropie de déplacement chimique du DMPC-d,; en présence et en absence de tannin. Le
rapport molaire tannin/lipide est de 1/8. [L] = 157mM ; T = 15°C. Les CSA sont issus de spectre RMN *'P simulé &
I’aide d’un logiciel FORTRAN (voir chapitre I1.C.4.d pour plus de détail).
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présente une cassure au niveau de la transition de phase. Ainsi, comme pour les My, la température de
transition de phase T, du systéme peut étre déterminée au point d’inflexion de la courbe. Les deux valeurs
obtenues précédemment, 22.5+1°C pour le lipide seul et 17.5+1°C pour les systemes T/MLV, sont

retrouvées ici.

En phase gel, on observe une différence de comportement entre les deux tannins non galloylés, C
et EC, et le tannin galloylé, EGCG. Pour EGCG, les valeurs de M, sont comparables a celles obtenus dans
le cas du systéme seul alors qu’une diminution de 25kHz? est constatée pour C et EC. Cette distinction
entre les deux tannins non galloylés et EGCG n’est pas retrouvée au niveau des anisotropies de
déplacement chimique. En effet, a 15°C, I’anisotropie de déplacement chimique déterminée pour le
systtme EGCG/MLYV est différente de celle obtenue pour les MLV seules (47 vs. 53 ppm) mais est

similaire a celle obtenue pour les deux autres tannins (tableau 111.1).

Or, les moments spectraux de deuxiéme ordre sont aussi influencés par I’orientation du
groupement phosphate. Ainsi, un changement d’orientation de ce groupement di a I’insertion du tannin
peut entrainer une variation de la valeur du M, obtenue. Au vu de la localisation du tannin a la surface du
systeme lipidique (Uekusa et al., 2011), I’hypothése d’une variation de la valeur des M, due & une
réorientation de la téte phosphate par effet du tannin peut-&tre envisagée. Dans ce cas, 1’étude des
moments spectraux de deuxiéme ordre n’est pas un outil adéquat pour étudier la dynamique d’un systéme

lipidigue en phase fluide et en phase gel.

111.A.2.b Effet sur la dynamique locale des chaines

La RMN du deutérium est un outil permettant d’étudier I’effet du tannin sur 1’ordre des chaines.
De plus, une distinction peut étre effectuée par exemple entre la dynamique des liaisons C-D proches de la
téte polaire et celle au centre de la bicouche. Ces deux dynamiques étant différentes, on parle alors de
dynamique locale. Les spectres deutérium obtenus en phase fluide présentent une meilleure résolution
qu’en phase gel et la majeure partie des éclatements quadrupolaires y est visible. C’est pourquoi I’effet des
tannins sur 1’ordre des chaines a été étudié en phase fluide, a une température de 30°C. Les éclatements
quadrupolaires, nécessaires a la construction des profils d’ordre, ont été obtenus par « de-Pake-ing »
(figure 111.4A) pour le modeéle lipidique en absence de tannin et pour les systemes C/MLV et EC/MLV.
Dans le cas du systeme EGCG/MLYV, ils ont été obtenus a partir du spectre simulé car le spectre deutérium
est de résolution trop faible pour les obtenir & partir du spectre « de-Paké ». Les données relatives a cette

simulation sont fournies en annexe (annexe 4).
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Figure 111.4 : (A) Spectres deutérium « de-Paké » du DMPC seul (en rouge) et du systtme C/DMPC (en bleu) pour
un rapport tannin-lipide de 1/8. T = 30°C (B) Profil d’ordre représentant le paramétre d’ordre local Scp en fonction
de la position de la liaison C-D sur la chaine sn-2 du DMPC-dy; pour les systtmes DMPC seul (A), C/DMPC (m),
EC/DMPC (#) et EGCG/DMPC (e). Le rapport tannin/lipide est de 1/8. Les données sont issues de la simulation
pour le cas EGCG/DMPC (annexe 4) et des spectres « de-Pake-ing » pour les autres profils. T = 30°C. L’erreur est
localisée dans le symbole.
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Figure 1115 : (A) Spectres de RMN du deutérium des vésicules multilamellaires de DMPC-d,; en absence et en
présence de catéchine a trois températures, 15, 20 et 25°C. Nombre d’acquisition : 4-6k. Le centre de chacun des
spectres est arbitrairement positionné a 0 Hz. (B) Moments spectraux M; et paramétre d’ordre moyen des chaines
acyles deutérées (2|Scp|chaie) calculés a 1’aide des spectres de la figure A en fonction de la température pour les
systémes DMPC seul (A) et C/DMPC avec un rapport de 1/20 (m) et de 1/8 (#). L’erreur est estimée a + 1,5°C pour
les températures et & £ 1-3,5 % pour les moments M;. L’erreur pour le paramétre d’ordre moyen, représenté sur le
second axe vertical est estimée & + 0.025.
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La figure 111.4B présente le profil d’ordre du modéle en absence et en présence de tannin. Chaque
systéme T/MLV présente un profil typique d’une phase lamellaire fluide L, @ 30°C conformément a ce qui
a été montré précédemment. Au niveau de la région plateau (positions 3 & 7), une diminution des Scp
(0.05-0.07) est constatée pour tous les systémes T/MLV étudiés. Une augmentation du désordre
indépendant de la nature du tannin est donc mise en évidence pour cette région. Un effet similaire est
constaté pour les positions 8 a 13 avec toutefois une intensité qui semble dépendre de la nature du tannin.
En effet, la diminution des Scp relatifs a ces positions est plus importante dans le cas d’EGCG que pour
les deux autres tannins qui présentent eux un effet similaire ce qui traduit un ancrage Iégérement plus
important d’EGCG dans le modéle membranaire. Enfin, le méthyle terminal n’est pas affecté par la
présence du tannin. La dynamique initialement importante de ce groupement situé en profondeur dans la
membrane étant peu affectée par la présence des tannins qui sont préférentiellement situés a la surface ou

au niveau des tétes polaires (cf. chapitre 1V).

I11.A.2.c Influence de la concentration en tannin sur la dynamique de la membrane

L’effet fluidifiant des tannins a été mis en évidence précédemment pour un rapport molaire
tannin/lipide de 1/8. Il est alors intéressant de déterminer si cet effet est ou non dose dépendant. Ainsi, une
étude a eté effectuée avec la catéchine pour une concentration en tannin plus faible correspondant a un
rapport molaire tannin/lipide de 1/20 ([T] = 7.85mM). La figure 111.5A montre les spectres RMN du
deutérium réalisés en absence et en présence de catéchine aux deux rapports molaires, 1/20 et 1/8 pour
trois températures 15, 20 et 25°C proche des transitions de phase déterminées précédemment (17.5£1°C
pour les systéemes T/MLV, 22.5+1°C pour le lipide seul). Les spectres obtenus a 15 et 20°C sont trés
proches pour les deux rapports molaires étudiés. En revenche, le spectre obtenu a 20°C dans le cas du
rapport 1/20 présente une allure similaire a celle d’une phase lamellaire gel Lg alors que celui obtenu pour
le rapport molaire 1/8 présente un spectre relatif a une phase lamellaire fluide L,. Par ailleurs, la
comparaison des spectres a 20°C des MLV seules et en présence de tannins pour le rapport molaire T/L de
1/20 montre un épaulement plus prononcé dans ce dernier cas suggérant 1’émergence de la phase
lamellaire fluide. Ainsi, la température de transition de phase du lipide diminue avec la concentration en

tannin L’effet fluidifiant des tannins est donc dose-dépendant.

Cet effet a été confirmé par 1’étude des variations des moments spectraux d’ordre 1 en fonction de
la température (figure 111.5B). Dans le cas du rapport molaire T/L del/20, on observe une diminution de
T par rapport au cas du lipide seul (-1°C). Cette diminution est plus faible que dans le cas du rapport
molaire T/L de 1/8 (-5°C). En phase gel (T = 10 et 15°C), les valeurs de M, sont similaires pour les deux

rapports. En phase fluide, les valeurs de M, pour le rapport T/L de 1/20 varient trés peu par comparaison
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Figure 111.6 : Profil d’ordre représentant les paramétres d’ordre locaux Scp en fonction de la position de la liaison
C-D sur la chaine sn-2 du DMPC-d,; en absence et en présence de catéchine. Les données ont été obtenues a partir
des spectres « de-Pake-ing ». (A) DMPC seul ; (m) C/DMPC (1/8) ; (¢) C/DMPC (1/20). T = 37°C. L’erreur estimée
est de + 0.005-0.02.
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au systéme sans tannins et sont plus faible que dans le cas du rapport T/L de 1/8. L’effet fluidifiant est

donc bien plus important dans le cas d’un rapport T/L €levé.

L’influence du rapport molaire tannin/lipide sur I’ordre des chaines acyles a été aussi étudi¢e. Le profil
d’ordre est présenté sur la figure 111.6. Le profil d’ordre relatif au rapport molaire 1/20 se superpose
quasiment a celui du lipide seul. Le tannin n’a donc pas d’effet sur 1’organisation des chaines acyles a un

rapport trop faible. L’effet fluidifiant dépend donc fortement de la concentration en tannin mise en jeu.

I11.A.3 Effet des tannins en présence d’éthanol

Nous avons vu que les tannins induisent deux effets sur les MLV de DMPC : une fluidification
globale du systéme et une désorganisation des chaines acyles des lipides a haute température. La
composition du modele utilisé restant simple, il est nécessaire de le complexifier avant de conclure a un
effet des tannins sur la dynamique de la membrane buccale lors de la dégustation. L’objectif de cette étude
a donc été d’étudier I’effet des tannins sur le modéle membranaire en présence d’éthanol, dont le
pourcentage volumique dans le vin est de 12%. C’est ce pourcentage qui a été utilisé pour cette étude. Le
cas d’une insertion de catéchine dans des MLV dans lesquelles du DMPC-ds, a été incorporé pour la
RMN du deutérium est ici traité.

I11.A.3.a Effet de I’éthanol sur la dynamique des MLV de DMPC-ds;.

Les résultats obtenus dans les vésicules multilamellaires seules en présence d’éthanol ont été dans
un premier temps étudiés puis comparés aux résultats obtenus pour ce méme systéme en présence de

catéchine (figure 111.7).

La figure I1L.7A présente les spectres RMN du deutérium relatifs au DMPC-ds; en absence
d’éthanol et de tannin. A des températures inférieures ou égales a 16°C, les spectres obtenus sont
caracteristiques d’une phase lamellaire gel Lg.. A 18°C, la largeur du spectre diminue et les éclatements
guadrupolaires des méthyles terminaux ainsi que les épaulements relatifs aux liaisons C-D proche du
glycérol deviennent visibles. Toutefois, le spectre présente une résolution trop faible et une largeur trop
importante pour étre celui d’une phase lamellaire fluide L, pure. Il existe donc une coexistence de deux
phases a cette température Lg et L,. A 20°C, le spectre présente une symétrie axiale typiquement
observée dans le cas d’une phase lamellaire fluide L,. Il est a noter que la phase L, n’était pas observée a

cette température pour les MLV de DMPC-d,; étudiées précédemment. En effet la température de
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Figure 111.7 : Spectres RMN du deutérium de vésicules multilamellaires de DMPC-ds, en absence et en présence de
catéchine (rapport tannin/lipide de 1/8) et/ou d’éthanol (12% volumique). (A) MLV seul, (B) MLV + EtOH, (C)
C/MLV, (D) C/MLV + EtOH. Nombre d’acquisition : 12-16k. Le centre du spectre est arbitrairement positionné a
OHz.
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transition de phase du DMPC-ds, est inférieure a celle du DMPC-d,; a cause de la deutération plus
importante du lipide (théoriquement, 21.5+1°C vs. 20.5+1°C, Aussenac et al., 2003).

Pour le systéme en présence d’éthanol (figure 111.7B), on remarque que le spectre correspondant
a la coexistence des phases Lg- et L, est obtenue a plus basse température (16°C vs. 18°C). Ainsi, 1’éthanol
a, comme le tannin, un effet fluidifiant sur le modéle membranaire. Ce résultat n’est en soit pas
unesurprise, 1’effet fluidifiant de 1’éthanol sur les systémes lipidiques étant bien connu dans la littérature

(Hill et al., 1991,Chin and Goldstein 1977, Patra et al., 2006).

Cet effet a également été mis en évidence par 1’étude des variations des M; en fonction de la
température (figure 111.8). En effet, la température de transition de phase est diminuée de 2°C en présence
d’éthanol (16+0.5°C vs. 18+0.5°C). En outre, une diminution des moments M; est constatée pour le
systeme en présence d’éthanol sur toute la gamme de température. Ainsi, 1’éthanol désorganise aussi la

phase gel, contrairement au tannin.

Les effets des tannins et de 1’éthanol sur le thermotropisme du systéme étant similaires, il est
intéressant de mettre en présence éthanol et tannin afin de savoir si leurs effets vont s’ajouter ou s’annuler

ou si un effet va étre prédominant par rapport a [’autre.

I11.A.3.b Effet de la catéchine sur la dynamique du modéle membranaire en présence
d’éthanol

Les figures 111.7C et 111.7D présentent les spectres RMN du deutérium obtenus pour le systeme

C/MLV respectivement en absence et en présence d’éthanol aux différentes températures d’étude.

Pour le systtme MLV + EtOH, on constate que le profil des spectres que I’on soit en absence
(figure 111.7B) ou en présence de catéchine (figure 111.7D) correspond a un méme type de phase a 12, 18
et 20°C. A 12°C, les spectres sont ceux d’une phase gel Lg.. Alors que pour des températures égales ou
supérieures a 18°C, on a des spectres relatifs a une phase L,. En revanche, a 14 et 16°C, la nature de la
phase est différente entre les deux systémes. A 14°C, le spectre en absence de tannin est relatif a une phase
gel Ly tandis qu’en présence de catéchine, le spectre correspond & une coexistence de phase Lg- et L,. De
méme, a 16°C, le spectre du systeme MLV + EtOH correspond a une coexistence de phase Lg: et L, tandis
que celui du systeme C/MLV + EtOH est relatif & une phase L, pure. La température de transition de
phase est donc plus faible en présence qu’en absence de catéchine pour le systtme MLV + EtOH. Ce

résultat est en accord avec le caractere fluidifiant du tannin démontré précédemment.
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Figure 111.8 : Moments spectraux M; et paramétre d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|Scp|chaine) du
DMPC-ds, calculés en fonction de la température pour les systtmes DMPCys, seul (A) et DMPC en présence
d’éthanol (12% volumique) (m).L’erreur est estimée a + 1,5°C pour les températures et est inférieure a 1% pour les
moments M. L’erreur pour le paramétre d’ordre moyen, représenté sur le second axe vertical, est estimée & + 0.008
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Figure 111.9 : Moments spectraux M et paramétres d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|Scp|chatne) €N
fonction de la température pour les vésicules multilamellaires de DMPC-ds, en absence et en présence de catéchine
et/ou d’éthanol a 12% volumique. MLV seules (A), MLV + EtOH (m), C/MLV (o) C/MLV + EtOH (¢). Le rapport
tannin/lipide est de 1/8. L’erreur est estimée a + 1,5°C pour les températures et est inférieure a 1% pour les moments
M;j. L’erreur du paramétre d’ordre moyen, représentée sur le second axe vertical, est estimée a + 0.008.
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Si on compare le spectre a 14°C du systeme C/MLV en absence (figure 111.7C) et en présence
d’éthanol (figure 111.7D), on peut voir que ces deux spectres correspondent a une coexistence L. et L,
mais que celui relatif au systtme C/MLV + EtOH est plus étroit et mieux résolu. Par conséquent, la
proportion de phase fluide est plus importante pour le systeme ou catéchine et éthanol coexistent que pour
les systemes sans catéchine avec éthanol ou avec catéchine sans éthanol. Ce résultat laisse supposer que la
température de transition de phase T, la plus basse est obtenue pour le systéme en présence d’éthanol et

de catéchine.

Ceci a ¢té confirmé par 1’étude des moments spectraux M; (figure 111.9). La T, la plus basse,
estimée & 13.7+0.5°C, est obtenue pour le systeme C/MLV + EtOH suivi par la T,, du systtme C/MLV
sans éthanol (15+0.5°C) puis celle du systeme MLV + EtOH sans catéchine (16+0.5°C). Ainsi, la
diminution de la valeur de la température de transition par rapport aux MLV seules due au tannin pour un
rapport molaire T/L de 1/8 est plus importante que celle due a I’alcool. Néanmoins, nous avons vu
précédemment que cet effet fluidifiant du tannin dépend grandement du rapport molaire tannin/lipide mis
en jeu. Ainsi, il serait dangereux de conclure a un effet fluidifiant plus important dans le cas de la
catéchine que dans le cas de 1’éthanol. La diminution dans le cas du systeme C/MLV en présence
d’¢éthanol (4.3£1°C) est similaire a la somme des effets conjugués de la catéchine et de 1’éthanol pris

séparément (2£1°C + 3+1°C = 5+2°C). Il y a donc additivité des deux effets mais pas de synergie.

En phase gel, la catéchine ne semble pas influer sur les valeurs des M; gue ce soit en absence ou
en présence d’éthanol. Son effet est plus notable en phase fluide. Toutefois, a une température donnée, la
diminution des M; due a la catéchine est inférieure a celle due a I’effet de 1’éthanol. Ainsi, en phase fluide,
I’effet fluidifiant de la catéchine sur les chaines acyles, dans le cas d’un rapport molaire tannin/lipide de
1/8, est approximativement deux fois plus faible que celui de I’éthanol. A noter aussi que pour des
températures relatives a la phase fluide, peu de différences au niveau des valeurs des M; sont constatées
pour les deux systemes en présence d’éthanol. Ainsi, la catéchine influe peu sur la dynamique de la phase

fluide en présence de ’alcool.

Pour finir, nous pouvons remarquer que la diminution de la température de transition de phase due
a la catéchine est inférieure a la valeur obtenue lors des études sur le DMPC-d,;. Ceci s’explique par le
nombre de paliers de température utilisés plus important dans cette étude (tous les 2°C) que pour

I’expérience précédente (tous les 5°C). Ainsi I’analyse est plus fine, ce qui diminue I’erreur expérimentale.

En conclusion, trois résultats majeurs ressortent de cette premiére partie du chapitre. (i) Les
tannins fluidifient le modéle membranaire ; ils diminuent la température de transition de phase du lipide.
(i1) Les tannins désorganisent le coeur hydrophobe du modele lipidique en phase fluide, I’intensité de cet
effet étant dépendant de la structure du tannin, le tannin galloylé ayant un effet plus important que les
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tannins non galloylé (iii) L’effet fluidifiant de la catéchine persiste en présence d’éthanol et s’ajoute a

celui-ci.

Le modele membranaire utilisé lors de cette étude est simple et modélise trés grossiérement les
membranes buccales. Ainsi il est nécessaire de la complexifier, notamment par I’ajout de cholestérol,
constituant important des membranes naturelles. La suite de ce chapitre va donc s’intéresser aux effets des
tannins sur le modéle membranaire de MLV de DMPC dans lequel on a ajouté 18% molaire de cholestérol
de maniére a représenter la teneur moyenne en cholestérol des membranes biologiques, en présence ou

non d’éthanol.

111.B/ Etude de I’effet du tannin sur des MLV de DMPC dopées avec du

cholestérol (18% molaire)

Le systeme PC/CH a été couramment étudié dans la littérature (Vist & Davis., 1990 ; Sankaram &
Thompson., 1991). On notera qu’a partir d’un certain pourcentage de cholestérol, pourcentage dépendant
du phospholipide utilisé, les lipides adoptent une nouvelle phase dite liquide ordonnée (L,). Celle-ci peut
étre pure ou en coexistence avec les phases L, et L, dont les proportions dépendent aussi du pourcentage
de cholestérol incorporé dans le modele membranaire. La transition Lg- + L, = L, + L, a lieu aux environs
de la température de transition de phase T, du phospholipide seul. Une version améliorée de ce
diagramme de phase a été proposée par McMullen & McElhaney en 1995. lls y introduisirent notamment
deux nouvelles phases, la phase liquide ordonnée type gel L et la phase liquide ordonnée type fluide L.
Cependant, ces trois phases n’étant pas distinguables en RMN des solides, I’analyse et ’interprétation des
résultats relatifs aux modeéles présentant du cholestérol se baseront sur le diagramme de Sankaram &
Thompson (figure 111.10B). Ce diagramme montre qu’a un pourcentage molaire de 18% en cholesteérol, le

systeme DMPC/CH présente une coexistence de phases entre la phase L, et les phases L,/Lg.

111.B.1 Etude du systeme seul

Comme pour les MLV de DMPC-ds,, il est nécessaire d’étudier le systeme seul avant de regarder
I’effet des tannins sur sa dynamique. La figure 111.10A présente les spectres RMN du deutérium obtenus a
trois températures pour les systemes DMPC-ds,/CH (82/18) et DMPC-ds, seul. A 10°C, le spectre d’un
systéme lipidique seul est caractéristique d’une phase gel L. En présence de cholesterol, le spectre est

trés différents de celui d’une phase gel Ly mais aussi d’une phase fluide L, (comme celui du DMPC seul a
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Figure 111.10 : (A) Spectres RMN du deutérium sur des vésicules multilamellaires de DMPC-ds, en absence et en
présence de cholestérol a trois températures 10, 22 et 34°C. Le rapport molaire DMPC/cholestérol est de 82/18.
Nombre d’acquisition : 12k. Le centre du spectre est arbitrairement positionné a OHz. (B) Diagramme de phase du
systteme DMPC/DC selon Sankaram & Thompson (diagramme tirée de Almeida et al., 1992). (C) Moments
spectraux M; et paramétre d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|S¢p|cnaine) du DMPC-ds, calculés en
fonction de la température pour les systtmes DMPC/CH (A) et DMPC seul (trait pointillé). L’erreur est estimée a +
1.5°C pour les températures et & £ 1-4% pour les moments M;. L’erreur pour le paramétre d’ordre moyen,
représentée sur le second axe vertical, est localisée dans le symbole.
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36°C). En effet, bien que résolu et de symétrie axiale, sa largeur spectrale est beaucoup plus grande et la
région plateau (éclatements vers =~ 52-55kHz) est trés importante. Cette différence trés marqué au niveau
de la région plateau signifie qu’il y a plus de position CD, qui contribuent & cette région. Les doublets de
Pake relatifs aux méthyles terminaux sont aussi moins intenses. Cette allure de spectre est celui résultant
d’une superposition d’une phase L et d’une phase liquide ordonné L, (Beck et al., 2007). A 22°C, le
spectre du systeme contenant du cholestérol garde une allure similaire mais se rétrécit, signe d’un systéme
plus fluide qu’a 10°C. Ceci suggére que la proportion de phase Ly diminue au profit de la phase La. Le
spectre du DMPC seul est quand a lui celui d’une phase L,. A 34°C, la largeur du spectre a encore
diminué. Toutefois, elle est 1.4 fois plus grande que celle du DMPC seule a cette température. Or, dans le
cas d’une phase L, pure, la largeur spectrale est deux fois celle d’une phase L, (Hsueh et al., 2005). Par
conséquent, on n’a pas une phase ordonnée Lo pure mais un mélange L, + L,. L’ensemble de ces résultats

est en accord avec I’effet rigidifiant bien connu du cholestérol.

Précédemment, il a été¢ vu qu’un changement de la nature de la phase lipidique se traduisait par
une cassure au niveau de la courbe représentant les variations du moment spectral M; en fonction de la
température. Ainsi, il est intéressant d’étudier cette variation pour le modéle DMPC-ds,/CH (82/18) et de
le comparer au DMPC-ds, seul (pointillé) (figure 111.10C). Contrairement au cas des MLV de DMPC-dx,,
la courbe relative aux variations des M; pour le systtme DMPC-ds,/CH (82/18) présentent deux cassures,
I’'une entre 10 et 18°C, I’autre aprés 26°C et un plateau entre 18 et 26°C. En outre, il y a une nette
différence entre les valeurs de M, entre les deux systemes a partir de 18°C (la variation des M;, AM,, étant
del2.1kHz a 18°C et 35.4kHz a 22°C par exemple). Ainsi, la dynamique du systéme lipidique est, comme

attendue, différente que 1’on soit en absence ou en présence de cholestérol.

Une étude de la courbe relative aux variations des M; en fonction de la température pour le
systeme DMPC-ds,/CH (82/18) peut étre effectuée en s’appuyant sur les spectres présentés précédemment
(figure 111.10A) et sur le diagramme de Vist & Davis (Vist & Davis., 1990). Celui-ci stipule que pour un
rapport molaire PC/CH de 82/18, les liposomes présentent une coexistence de phase L + L, a de faibles
températures et une coexistence L, + L, aux températures élevées. Il y a donc théoriquement qu’une seule
transition de phase Ly + L, = L, + L, se situant a une température proche de la température de transition
de phase du PC seul (18°C ici). Les travaux de Vist & Davis peuvent donc expliquer les M; obtenus pour
des températures inférieures a 18°C et supérieures a 26°C. De 2 a 14°C, les valeurs obtenues, supérieure a
105 kHz, sont proches de celles relatives a une phase lamellaire gel (110 kHz). Cela traduit la coexistence
entre les phases L, et Lg a ces temperatures. De méme, pour des températures superieures a 26°C, la

décroissance continue des M traduit une augmentation de la fluidité du cceur hydrophobe de la membrane
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Figure 111.11 : Spectres RMN du deutérium de vésicules multilamellaires de DMPC-ds, et de cholestérol en absence
et en présence de catéchine a plusieurs températures. (A) DMPC/CH, (B) C/DMPC/CH (T/L = 1/20), (C)
C/DMPC/CH (T/L = 1/8). Nombre d’acquisitions: 12k pour le systtme DMPC/CH, 14k pour le systéme
C/DMPC/CH (T/L de 1/8), 16 k pour le systeme C/DMPC/CH (T/L de 1/20). Le centre du spectre est arbitrairement
positionné a 0 Hz.
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due a la température. Le systéme présente ici une coexistence de phase L, + L,. Enfin, le plateau entre 18
et 26°C semble relatif a la zone de transition Lg- + L, = L, + L, présentant une coexistence des trois
phases avec une émergence de la phase L, et une disparition progressive de la phase L. Cette transition,

progressive, se fait donc sur un intervalle de plusieurs températures.

111.B.2 Effet de la catéchine sur la dynamique des MLV de DMPC + cholestérol

Afin d’étudier I’effet de la catéchine sur la dynamique du syst¢tme DMPC-ds,/CH (82/18), des
études en température ont été effectuées sur deux échantillons présentant des rapports T/L de 1/20 et 1/8.
En présence de cholestérol, les MLV présentent toujours un aspect laiteux qui persiste en présence de

catéchine.

La figure 111.11 présente les spectres RMN du deutérium obtenus pour les systémes DMPC/CH
en absence et en présence de tannin a différentes températures (6, 14, 22, 30 et 38°C). Nous comparerons
les spectres relatifs au modéle lipidique seul (figure 111.11A) au systétme C/DMPC/CH ayant un rapport
molaire T/L de 1/20 (figure 111.11B) dans un premier temps puis au rapport T/L de 1/8 dans un deuxiéme
temps (figure 111.11C). A 6°C, les spectres obtenus sont sensiblement similaires tant au niveau de leurs
allures générales qu’au niveau des éclatements quadrupolaires obtenus pour les épaulements en périphérie
relatifs a la région plateau (54 + 1kHz) et résultent d’une superposition entre un spectre de poudre relatif a
une phase lamellaire gel Ly et un spectre a symétrie axiale typiquement observé pour une phase liquide
ordonnée L,. En revanche, a 14°C, le spectre en présence de catéchine adopte un profil assez différent.
Bien que le spectre conserve sa symétrie axiale, le spectre est plus étroit (1’éclatement quadrupolaire
relatif a la région plateau diminue de 11kHz en présence de catéchine) et la région plateau est moins
importante (éclatements vers 41-43 kHz) moins intense. Ceci signifierait qu’on est toujours en présence
d’une phase L, mais avec une diminution de la phase Lg et une émergence de la phase L, A cette
température, le systeme est donc dans la zone de transition de phase Ly + L, 2 L, + L, alors que ce n‘est
pas encore le cas du systéme sans tannin (I’éclatement quadrupolaire relatif a la région plateau n’ayant pas
évolué). Ainsi, la catéchine a de nouveau un effet fluidifiant sur ce systéme lipidique. On retrouve cet effet
a 22, 30 et 38°C. A ces températures, les deux systémes présentent des spectres typiquement observés lors
d’une coexistence entre les phases L, et L,. Cependant & une méme température, ceux du systéme avec
catéchine sont plus étroit et I’intensité des éclatements quadrupolaires au niveau de la région plateau est
beaucoup plus faible par rapport au systéme lipidique sans tannins. Ceci est en faveur d’une phase La
majoritaire par rapport a la phase Lo. Le systéme en présence de tannin est donc bien plus fluide. Par
ailleurs, contrairement au spectre obtenu a 14°C, 1’épaulement aux extrémités du spectre est présent a ces

températures mais est moins intense que dans le cas du systeme lipidique sans tannins.
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La figure 111.11C présente les spectres RMN du deutérium aux mémes températures étudiées
pour le systtme C/DMPC/CH a un rapport molaire T/L de 1/8. Par comparaison aux spectres pour le
rapport molaire T/L de 1/20, on constate que 1’allure des spectres est sensiblement la méme. Toutefois, on
peut remarquer qu’a 14°C, il n’y a quasiment plus de région plateau ; le spectre ressemble a celui d’une
phase Ly pure. Et a des temperatures supérieures ou égales a 22°C, la région plateau est beaucoup moins
importante, ce qui laisse supposer que la phase L, n’existe plus ou est trés minoritaire. Comme dans le cas
du rapport molaire T/L de 1/20, I’effet fluidifiant de la catéchine vient contrebalancer I’effet rigidifiant du
cholestérol pour le cas du rapport T/L de 1/8. De plus, cet effet fluidifiant est dose-dépendant comme cela
a été montré pour le systeme modeéle sans cholestérol (cf. partie 111.A.2.c).

Afin de confirmer I’effet nivelant de la catéchine sur ’effet rigidifiant du cholestérol, 1’étude des
moments spectraux M; en fonction de la température a été réalisée pour le systétme C/DMPC/CH au
rapport molaire T/L de 1/20 et de 1/8 (figure 111.12). Par comparaison au systeme DMPC/CH sans tannin,
la différence la plus notable réside dans la disparition du plateau entre 18 et 26°C. Ainsi, la transition de
phase Ly + L, = L, + L, est brutale et non progressive comme c’était le cas sans catéchine. De plus, cette
transition a lieu a des températures plus faibles que pour le systéeme lipidique seul, la température de
transition étant d’autant plus faible que le rapport T/L est élevé, la cassure obtenue & des températures plus

faible dans le cas du rapport T/L de 1/8.

Aucun effet d0 a la catéchine n’est observé au niveau de la dynamique du systéme pour le systéme
lipidique en phase Lg + L, quelque soit le rapport T/L. A I’inverse, une nette diminution des moments
spectraux M; est constatée au niveau de la phase L, + L, en présence de catéchine, cette diminution étant
d’autant plus importante que le rapport T/L est élevé (-13.5kHz pour T/L = 1/20 vs. -27kHz pour T/L =
1/8). La catéchine désorganise donc la membrane du systeme lipidique en phase L, + L, et ce d’autant
plus que sa concentration est élevée. 1l est a noter que cet effet diminue en augmentant la température du
systeme. Ainsi, I’effet fluidifiant de la catéchine est moins significatif sur une membrane plus fluide
comme cela a été montré dans le cas d’un ajout d’éthanol dans le milieu. Enfin, on constate que quelque
soit le rapport T/L étudié, les valeurs des M; restent supérieures a celles relatives au systéme sans
cholestérol. Ainsi, en phase L, + L,, I’effet rigidifiant du cholestérol est certes atténué par I’effet

désorganisant du tannin mais n’est pas totalement compensé.

En conclusion, la catéchine présente les mémes effets sur les MLV de DMPC/CH (82/18) que sur
les MLV de DMPC seules ; (i) fluidification globale de la membrane lipidique (diminution de Ty,), (ii)
désorganisation de la membrane en phase fluide, (iii) effet fluidifiant dépendant de la concentration en

tannin.
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Figure 111.12 : Moments spectraux M; et paramétres d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|Scp|chaine) dU
DMPC-ds, en fonction de la température pour les systtmes DMPC/CH (A), C/DMPC/CH (T/L de 1/8) (m),
C/DMPC/CH (T/L de 1/20) (¢) et DMPC seul (trait pointillé). Le DMPC est deutéré a 100%. Le rapport molaire
DMPC/cholestérol est de 82/18. L’erreur est estimée a + 1,5°C pour les températures et a 1-6 % pour les moments
M;.L’erreur pour le paramétre d’ordre moyen, représentée sur le second axe vertical, est localisée dans les symboles.
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111.B.3 Effet de la catéchine sur le modéle de MLV de DMPC/CH (82/18) en présence
d’éthanol

Comme lors de I’étude réalisée sur le systétme C/MLV de DMPC, I’influence de la catéchine sur
le modéle de MLV DMPC/CH a été étudiee en présence de 12% d’éthanol afin de se rapprocher des
conditions du vin. L’effet de 1’éthanol a été dans un premier temps étudié en absence de tannin. Nous

verrons les résultats obtenus en présence de tannin dans une seconde partie.

111.B.3.a Influence de I’éthanol sur la dynamique du systeme [DMPC/CH] (82/18)

La figure 111.13 présente les spectres RMN du deutérium obtenus lors de 1’étude en température
pour le systtme DMPC/CH (82/18) en absence et en présence d’éthanol. Le cas du modele lipidique sans
éthanol ayant déja été discuté précédemment, seuls les spectres relatifs au systéme en présence d’éthanol
sont présentés dans cette partie. A 6°C, I’allure et les éclatements quadrupolaires relatifs a la région
plateau sont similaires a celles obtenus pour les liposomes en absence d’éthanol et sont donc relatives a
une coexistence de phase L +L,. A 14°C, les épaulements en periphérie du spectre sont plus intenses ce
qui traduit une augmentation de la contribution relative de la phase L, Toutefois, 1’éclatement
guadrupolaire relatif a la région plateau (51.5 kHz) est proche de celui mesurée a 6°C (55kHz) ce qui
montre la présence de la phase lamellaire gel L. Cet échantillon présente donc a cette temperature une
coexistence de phase Lg + L,, cette derniére étant plus importante qu’a 6°C. A 22, 30 et 38°C, les
spectres présentent des allures typiquement observées dans le cas d’une coexistence de phase L, + L.
Toutefois, les épaulements en périphérie des spectres sont moins intenses que pour le systéme en absence
d’éthanol, ce qui traduit une diminution du nombre de deutéron impliqué dans la région plateau. Ce
résultat signifie qu’il y a une diminution de 1’ordre au niveau du cceur hydrophobe de la membrane. Les
éclatements quadrupolaires relatifs a la région plateau sont plus petits pour le systeme avec éthanol que
ceux du systeme sans éthanol (30kHz vs. 36kHz a 30°C). De ce fait, I’effet fluidifiant de 1’éthanol est
donc a nouveau visible a ces températures. Enfin, il est & noter que I’intensité des épaulements en
périphérie du spectre diminue avec I’augmentation en température, ce qui signifie que la proportion de la

phase L, diminue au profit de la phase L,.

L’effet de 1’éthanol sur le systtme DMPC/CH a aussi été étudié a partir de 1’évolution des
moments spectraux M; et des paramétres d’ordres moyens associés en fonction de la température. Ces
variations sont présentées sur la figure 111.14 pour le modéle DMPC/CH (82/18) en absence et en

présence d’éthanol. Le cas des MLV de DMPC-ds, seul obtenu dans les mémes conditions expérimentales
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Figure 111.13 : Spectres RMN du deutérium de vésicules multilamellaires de DMPC/cholestérol en absence et en
présence d’éthanol (12% volumique) a plusieurs températures. (A) DMPC/CH, (B) DMPC/CH + EtOH. Le rapport
molaire DMPC/cholestérol est de 82/18. Nombre d’acquisitions : 12k pour le systéme en absence d’éthanol, 16k
pour le systéme en présence d’éthanol. Le centre du spectre est arbitrairement positionné a 0 Hz.
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Figure 111.14 : Moments spectraux M, et paramétres d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|Scp | chaine) dU
DMPC-ds, calculés en fonction de la température pour les systtmes DMPC/CH (A), DMPC/CH + EtOH (12%
volumique) (m), C/DMPC/CH (rapport T/L = 1/8) (e), DMPC seul (pointillé bleu) et DMPC + EtOH (12%
volumique) (pointillé rouge). Le rapport molaire DMPC/cholestérol est de 82/18. Le DMPC est deutéré a 100%.
L’erreur est estimée a = 1,5°C pour les températures et a 1-4.5 % pour les moments M;. L’erreur pour le paramétre
d’ordre moyen, représentée sur le second axe vertical, est localisée dans les symboles.
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est présent¢ a titre indicatif (pointillé bleu pour le cas du DMPC en absence d’éthanol, pointillé rouge pour

le cas en présence de ’alcool).

Il a été vu précédemment que 1’éthanol diminue la température de transition de phase Lg = L,
dans le cas des MLV de DMPC-ds, seules. Une diminution de T, semble aussi constatée pour la transition
Lg + Lo 2 L, + L, relative au systtme DMPC/CH (82/18). En outre, le plateau (de 18 a 26°C) observé
dans le cas du systéme lipidique sans éthanol, disparait quasiment en présence de I’alcool. Ainsi, la
transition de phase entre Ly + L, et L, + L, est plus rapide dans ce dernier cas. Par ailleurs, les valeurs des
M; diminuent en présence d’éthanol quelque soit la température ou la nature de la phase. Ainsi, comme
cela a été vu pour les vésicules multilamellaires de DMPC-ds,, 1’éthanol va désorganiser la membrane non
seulement en phase fluide (L, +L,) mais en phase gel (Lg: + L,), cet effet étant plus prononcé pour la
phase fluide. Dans la phase L, + L., cet effet semble diminuer Iégerement en augmentant la température
(AM; = 19.3, 18.5 et 13.8kHz respectivement a 30, 34 et 38°C). Enfin, les valeurs de M; obtenues pour le
systeme DMPC/CH restent supérieures & ceux du DMPC seul en présence ou non d’éthanol. Ainsi, on
retrouve I’effet fluidifiant de 1’éthanol sur la membrane lipidique constituée de 18% de cholestérol mais a

cette proportion volumique, I’éthanol ne compense pas 1’effet rigidifiant du cholestérol.

En conclusion, I’éthanol a 12% volumique a un effet fluidifiant trés proche de celui observé pour
la catéchine. En effet, I’éthanol désorganise le ceeur hydrophobe de la membrane lipidique en phase (L, +
L,) comme c’est le cas de la catéchine mais ne compense pas I’effet rigidifiant du cholestérol. En
revanche, I’éthanol désorganise aussi la membrane en phase Lg + L, ce qui n’a pas été constaté pour la
catéchine. Ainsi, il est intéressant d’étudier le modéle C/DMPC/CH en présence d’éthanol afin d’observer

s’il y a, ou non synergie entre les deux effets.

111.B.3.b Effet de la catéchine sur la dynamique du systtme DMPC/CH (82/18) en présence
d’éthanol

La catéchine a été ajoutée au modele lipidique (MLV de DMPC/CH) en présence d’éthanol (12%
volumique) a des rapports molaires T/L de 1/20 et 1/8. La figure 111.15 présente les spectres obtenus a
plusieurs températures (6, 14, 22, 30 et 38°C) pour ce systéme aux deux rapports T/L ainsi que pour le
systtme DMPC/CH seul en présence ou non d’éthanol. Tout d’abord, il est intéressant de noter qu’en
présence d’EtOH, les spectres du systéme C/DMPC/CH sont quasiment similaires, ce qui était moins vrai
en absence d’EtOH. On retrouve une évolution des spectres également trés proche de celle observee entre
le systtme DMPC/CH et le systtme C/DMPC/CH en absence d’éthanol. La catéchine a donc encore un

effet fluidifiant. Toutefois, au rapport molaire 1/20, les épaulements a la périphérie du spectre bien que
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Figure 111.15 : Spectres RMN du deutérium de vésicules multilamellaires de DMPC/cholestérol en absence et en
présence de catéchine et/ou d’éthanol (12% volumique) a différentes températures. (A) DMPC/CH, (B) DMPC/CH +
EtOH, (C) C/DMPC/CH + EtOH a T/L = 1/20, (D) C/DMPC/CH + EtOH & T/L = 1/8. Nombres d’acquisitions : 12k
pour le systtme DMPC/CH et 16k pour les autres systémes. Le centre du spectre est arbitrairement positionné a 0
Hz.
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beaucoup moins intenses que dans le cas sans tannins subsistent contrairement au rapport 1/8.Cela signifie
qu’il subsiste un peu de phase L, aussi faible soit-elle. Ainsi, I’effet fluidifiant de la catéchine est encore
ressentie pour le systéme lipidique DMPC/CH en présence d’éthanol mais son caractére dose-dépendant

est beaucoup moins marqué que dans le cas sans éthanol.

Les variations de M; ont également été tracées (figure 111.16). Les courbes relatives au DMPC-ds,4
seul en présence (pointillé rouge) et absence d’éthanol (pointillé bleu) ainsi qu’au systeme DMPC/CH
(82/18) en présence et en absence d’éthanol sont données a titre de comparaison. Pour le systeme
C/DMPC/CH en présence d’éthanol, les cassures des courbes attribués a la transition de phase Ly + L, =
L, + L, ont lieu & des températures plus faibles que pour le méme systeme en absence de tannin. La
cassure de la courbe est obtenue plus rapidement pour le systeme C/DMPC/CH au rapport tannin/lipide de
1/8 comparé au rapport T/L de 1/20. On retrouve de nouveau I’effet fluidifiant dose-dépendant de la

catéchine.

D’autre part, en phase (Lg + Lo) de 2 a 6°C, aucune variation au niveau des valeurs de M et des
paramétres d’ordres moyen n’est constatée entre les systémes en absence et en présence de catéchine. A
I’inverse, une diminution des valeurs de M; est constatée pour la phase (L, + L,) dans le systeme en
présence de tannin. Toutefois, 1’écart diminue et s’annule avec le syst¢tme DMPC/CH + EtOH sans tannin
avec ’augmentation de la température. L’effet fluidifiant de la catéchine s’estompe donc avec une
augmentation de la fluidité membranaire comme cela a été le cas pour le systtme DMPC/CH sans éthanol.
Toutefois, nous avons vu précédemment que les AM; restent importants entre les systemes DMPC et
C/DMPC/CH +EtOH. De ce fait, ’effet rigidifiant du cholestérol n’est pas compensé par les effets
fluidifiants de la catéchine et de 1’éthanol. D’autres part, pour le rapport T/L de 1/8, la courbe semble
avoir un comportement asymptotique et tendre vers une valeur minimale d’environs 48kHz. Ce
comportement observé également pour le rapport 1/20, permet de mettre en évidence une fluidification
maximale due au tannin du systeme DMPC/CH. Par conséquent, 1’effet rigidifiant du cholestérol sur la
membrane ne pourra pas vraisemblablement étre compensé par les effets simultanés de 1’éthanol et de la

catéchine méme a des concentrations plus élevées

111.B.4 Effet de la catéchine sur la dynamique des chaines acyles du systeme
DMPC/CH (82/18)
Pour le systétme DMPC/CH en absence et en présence d’éthanol et/ou de catéchine, les études des

variations des M; et de leurs paramétres d’ordres moyens associés en fonction de la température ont

montré une diminution de ceux-ci dans chaque cas. Cela a permis de conclure a une désorganisation de la
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Figure 111.16 : Moments spectraux M; et paramétre d’ordre moyen des chaines acyles deutérées (2|Scp | chaine) dU
DMPC-ds, calculés en fonction de la température pour les systtmes DMPC/CH (A), DMPC/CH + EtOH (m),
C/DMPC/CH + EtOH (T/L = 1/8) (), C/DMPC/CH + EtOH (T/L = 1/20) () et DMPC seul en présence (trait
pointillé rouge) et en absence d’éthanol (trait pointillé bleu). Le rapport molaire DMPC/cholestérol est de 82/18. Le
pourcentage volumique d’éthanol est de 12%. Le DMPC est deutéré a 100%. L’erreur est estimée a + 1,5°C pour les
températures et a 1-4.5 % pour les moments M;. L’erreur pour le paramétre d’ordre moyen, représentée sur le
second axe vertical, est localisée dans les symboles.
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membrane due aux molécules en présence, catéchine et/ou éthanol. Toutefois, de telles études ne
permettent pas de préciser quelle partie des chaines acyles est la plus affectée. Cette information peut
toutefois étre apportée par 1’étude des paramétres d’ordres Scp en fonction de la position de la liaison C-D
le long de la chaine acyle. Cependant, le tracé d’un profil d’ordre nécessite des spectres présentant des
doublets de Pake suffisamment bien résolus afin d’obtenir des éclatements quadrupolaires par « de-Pake-
ing » ou simulation (cf. chapitre 11.D.2.c). Malheureusement, c’est ici le cas de tous les spectres obtenus
pour ce systeme.

Afin d’obtenir malgré tout les observations voulues, les éclatements quadrupolaires des doublets
de Pake les mieux résolus ont été mesurés a savoir celui relatif au CH; terminal et ceux correspondant aux
épaulements en périphérie du spectre (région plateau). Les paramétres d’ordres Scp ont pu ainsi étre
obtenus d’apres 1’équation 11.43. Les éclatements quadrupolaires Avqg et leurs paramétres d’ordres associés

sont présentés sur la figure 111.17.
Effet sur la dynamique de la région plateau

La figure 111.17A montre I’évolution en fonction de la température des éclatements
quadrupolaires (axe vertical de gauche) et des parametres d’ordres associés (axe vertical de droite) pour la
région plateau des systemes, DMPC/CH, DMPC/CH en présence ou non d’éthanol et C/DMPC/CH avec
des rapports T/L de 1/20 et 1/8 en présence ou non d’éthanol. Pour le systtme DMPC/CH sans catéchine
en présence d’éthanol, les Avg sont plus faibles que pour le systéme sans éthanol mais le profil est
identique. Ceci est la preuve de I’effet fluidifiant bien connu de I’éthanol. Une diminution des Avq est
aussi constatée dans le cas du systeme C/DMPC/CH avec ou sans éthanol et augmente avec le rapport
T/L, ce qui est en accord avec les résultats précédemment obtenus. Par ailleurs, on constate que les
diminutions par rapport au systéme sans tannins sont moins importantes a températures élevées. Ainsi,
I’influence de la catéchine sur la dynamique du systéme diminue avec I’augmentation en température,
c’est-a-dire que son effet fluidifiant est moins ressenti sur une membrane plus fluide. Comme attendu, la

plus forte diminution est obtenue pour les systéemes C/DMPC/CH en présence d’éthanol.
Effet sur la dynamique du CD; terminal

La figure 111.17B montre I’évolution en fonction de la température des éclatements
quadrupolaires et des paramétres d’ordre pour les systémes étudiés précédemment. Comme
précédemment, une diminution des éclatements quadrupolaires est constatée pour les échantillons en
présence d’éthanol et/ou de catéchine mais ces diminutions sont toutefois moins importantes en valeur
absolue que pour la région plateau. A titre d’exemple, les variations moyennes entre les modeles

DMPC/CH en absence et en présence d’éthanol sont de 5+1kHz pour la région plateau est de 1.3+0.4kHz
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Figure 111.17 : Eclatements quadrupolaires et paramétres d’ordre pour des vésicules multilamellaires de DMPC-
dsy/cholestérol en absence et en présence de catéchine et/ou d’éthanol (12% volumique). (A) Région « plateau », (B)
Groupements méthyles terminaux des chaines acyles. (A) DMPC/CH ; (m) DMPC/CH + EtOH ; (¢) C/DMPC/CH
(T/L = 1/20) ; (¢) C/DMPC/CH (T/L = 1/8); (¥) C/DMPC/CH + EtOH (T/L = 1/20) ; (&) C/DMPC/CH + EtOH
(T/L = 1/8). L’erreur est estimée a + 0.2-2 kHz pour les éclatements quadrupolaires de la région « plateau » et a +
0.1-0.5 kHz pour ceux des groupements méthyles terminaux. L’erreur pour les paramétres d’ordres, représenté sur le
second axe vertical, est incluse dans les symboles.
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pour le méthyle en bout de chaine. Ainsi catéchine et éthanol entrainent moins de désordre au niveau du
ceeur hydrophobe qu’au voisinage des tétes polaires. Il est a noter que les éclatements quadrupolaires
obtenus pour les systemes C/DMPC/CH en absence d’éthanol et DMPC/CH en présence de 1’alcool sont
similaires. Les désordres engendrés au niveau du méthyle en bout de chaine par la catéchine et 1’éthanol
sont donc comparables. Par ailleurs, comme attendu et comme pour la région plateau, la dynamique la

plus importante est obtenue pour les systemes C/DMPC/CH

Pour les deux régions, I’éthanol et le tannin augmentent la dynamique a la surface et au cceur de la
membrane. Toutefois, les effets de ces deux molécules sont plus importants pour une région proche de la

surface hydrophile qu’au centre hydrophobe de la bicouche.

II1.B.5 Conclusion sur D’effet des tannins sur des MLV dopées avec du cholestérol

(18% molaire)

Pour conclure sur le systtme DMPC/CH (82/18), plusieurs résultats relatifs a 1’effet de la
catéchine sur ce modéle membranaire ont pu étre observés. (i) Comme dans le cas des vésicules
multilamellaires de DMPC, une fluidification du modéle DMPC/CH suite a 1’insertion de catéchine a été
constatée. Cet effet semble par ailleurs plus important dans le cas des liposomes contenant du cholestérol.
En outre, la transition de phase Ly + L, > L, + L,, progressive dans le cas du systeme DMPC/CH,
devient rapide en présence du tannin. (ii) De méme, une diminution des moments M, et des paramétres
d’ordres associés est constatée pour le modele C/DMPC/CH. De ce fait, la dynamique du cceur
hydrophobe en phase fluide est fortement perturbée par I’insertion de catéchine. (iii) L’intensité de cette
perturbation n’est pas constante le long de la chaine acyle. En effet, les positions proches du squelette
glycérol sont plus affectées que celles en bout de chaine. Ce résultat fut aussi observable dans 1’étude
précédente. (iv) L’effet fluidifiant bien connu de I’éthanol atténue celui du tannin, surtout a des
températures élevées (30, 34 et 38°C). On peut penser a une compétition entre les deux effets avec une
influence de 1’éthanol prédominante. (v) Le désordre engendré par la catéchine diminue en augmentant la
température. A D’inverse, cette atténuation de 1’effet fluidifiant due a 1’augmentation de la température
n’est pas constatée pour 1’éthanol. (vi) Il est important de noter que ces effets (fluidification globale du
modéle membranaire, désorganisation du coeur hydrophobe) dépendent de la concentration en tannin
insérée. Par ailleurs, ceux-ci sont observés pour une concentration en tannin inférieure a la CMC, donc
pour un état sous forme monomérique, que 1’on retrouve dans le vin. (vii) Enfin, Ieffet rigidifiant du

cholestérol est atténué par la présence de catéchine et d’éthanol, mais n’est pas totalement compensé.
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Nous avons donc vu que la catéchine avait une influence sur la dynamique du ceeur hydrophobe
de deux systémes lipidiques modeles, les MLV de DMPC et le systtme DMPC/CH. Mais est-ce le cas
pour un modéle plus représentatif de la muqueuse buccale dans les conditions proches de la dégustation ?

C’est ce que nous allons voir dans la suite de ce chapitre.

111.C/ Effet de la catéchine sur un modeéle de membrane buccale

L’objectif de cette partic a été d’étudier I’influence de la catéchine, sur un modele mimant la
composition lipidique des membranes buccales dans les conditions du vin; tannin sous forme
monomeérique, 12% d’éthanol, température de 36°C, trouvée en bouche). Comme précédemment, le pH

n’a pas été tamponée.

111.C.1 Présentation et conception du modele

Pour cette étude, nous nous sommes appuyés sur la composition réelle moyenne des membranes
buccales données dans I’introduction (figure 1.10). Au niveau de la composition en acide gras, on peut
voir que I’acide palmitique (C16:0) et ’acide oléique (C18:1, n-9) sont les acides gras majoritaires aux
proportions respectives de 23 et 20.3%. Viennent ensuite, I’acide stéarique (C18:0, 16.9%), I’acide
linoléique (C18:2, n-6 14.5%) et enfin I’acide arachidonique (C20:4, n-6 9.3%). En revanche, 1’acide
myristique (C14:0, 1.2%), choisi dans le modele précedent est peu présent dans 1’épithélium buccal. Ainsi,
le DMPC n’est pas un lipide de choix pour mimer cet épithélium, on lui préférera par exemple le POPC
(une chaine en C16:0, I’autre en C18:1).

Par ailleurs, les principaux lipides constituant 1’épithélium sont en pourcentage massique le
cholestérol (17.6%), les phosphatidyléthanolamines (15.1%), les phosphatidylcholines (13.9%), les
glucosylcéramides (12.7%) et la sphingomyéline (9.8%) (figure 1.10A). Nous avons donc choisi pour la
composition du modele de membrane buccale les lipides suivants qui reprennent les lipides et les acides
gras les plus représentés: le POPC, le POPE, les glucosylcéramides de soja (GSL, composé
majoritairement de chaines grasses en C16:2 et C16:0), la sphingomyéline (composé majoritairement de
deux chaines grasses en C16:0) et le cholestérol. Les proportions massiques obtenues dans la littérature
ont été converties en proportions molaires afin de définir le modéle d’étude suivant:
POPC/POPE/GSL/SM/CH 1.5/1.8/1.5/1.2/4 (figure 111.18). L’objectif étant de regarder I’effet de la
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Figure 1113.18 : (A) Pourcentages massiques (par rapport a la masse de lipides totale présente dans I’épithélium
buccal et ramené & 100% dans le modéle) et molaires des différentes classes de lipides composant le modéle
membranaire utilisé. (B) Composition lipidique (% molaire) du modéle membranaire utilisé. CH : cholestérol ; GSL :
Glucosylcéramides; SM: Sphingomyéline; PC: phosphatidylcholines; PE: phosphatidyléthanolamines ;
POPC :1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine ; POPE : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine.
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catéchine sur la dynamique du systeme lipidique, nous avons choisi le POPC-ds; pour I’étude en RMN du

deutérium.

111.C.2 Influence de la catéchine sur la dynamique du modéle de membrane buccale
POPC-d3,/POPE/GSL/SM/CH  (1.5/1.8/1.5/1.2/4) dans les conditions de Ila

dégustation

Les vésicules multilamellaires de POPC-d3,/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) présentent un
aspect opaqgue laiteux qu’elles soient en présence ou non de tannin comme c’est typiquement observé dans
le cas de vésicules multilamellaires. En outre, aucune séparation de phase au niveau des échantillons n’a
été observée au cours du temps. Les figures 111.19A et 111.19B présentent les spectres RMN du deutérium
obtenus & trois températures & 36°C pour le modéle de membrane buccale en présence d’éthanol et
respectivement en absence et en présence de catéchine au rapport molaire T/L = 1/20. A cette température,
le spectre de RMN du deutérium obtenu pour le systéme sans tannin présente une symétrie axiale et des
éclatements quadrupolaires bien résolus. En se référant au diagramme de Vist & Davis (Vist & Davis.,
1990) a un pourcentage molaire de cholestérol (39%) le systéme serait en phase L,. Toutefois, la
diminution de I’intensité des épaulements en périphérie de spectre du a la présence d’éthanol, déja observé
dans le cas du systtme DMPC/CH (82/18) dans les mémes conditions expérimentales suggere une
coexistence de phase L, + L,. En présence de catéchine, un spectre de profil similaire est observé, les
éclatements quadrupolaires de la région plateau et du méthyle terminal ne variant pas en présence du
tannin. Ainsi, dans ses conditions expérimentales, la catéchine n’a pas d’influence sur la dynamique du

ceeur hydrophobe.

Afin de renforcer cette affirmation, les moments spectraux de premier ordre et les parametres
d’ordres moyens associés ont été reportés en fonction de la température (figure 111.19C). En absence et en
présence de catéchine les courbes sont confondues (AM; inférieures a 1.5kHz) ce qui traduit I’absence
d’effet de la catéchine sur la dynamique du cceur hydrophobe dans ces conditions. D’autres part, on peut
remarquer que les valeurs de M; obtenus pour ce systéme sont supérieures a celles obtenues pour le
systeme DMPC/CH (82/18) dans les mémes conditions expérimentales. Cette différence peut étre

expliquée par le pourcentage de cholestérol plus important dans le nouveau systeme (39% vs. 18%).

L’effet de la catéchine sur le modéle POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) a été aussi
étudié par RMN du phosphore afin d’observer I’influence du tannin sur la dynamique de la téte polaire.

Les figures 111.20.A et 111.20.B présentent les spectres RMN du phosphore obtenus a 36°C respective
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Figure 111.19 : Spectres RMN du deutérium du modele de membrane buccale POPC-d;,/POPE/GSL/SM/CH
(1.5/1.8/1.5/1.2/4) en absence (A) et en présence (B) de catéchine. [L] = 157mM. T = 36°C. Le rapport molaire
tannin/lipide est de 1/20. Nombres d’acquisitions : 10K. Le centre du spectre est arbitrairement positionné a 0Hz. (C)
Moments spectraux M; et paramétres d’ordres moyens de la chaine acyle deutérée (2|Scplchaie) €N fonction de la
température pour les systtmes POPC-d;;/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) en absence (A) et en présence (m)
de catéchine. L’erreur est estimée a £1°C pour les températures et a +0.4 kHz pour les moments M;. L’erreur du
paramétre d’ordre moyen, représentée sur le second axe vertical, est estimée & + 0.002.
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Figure 111.20 : Spectres RMN du phosphore du modéle de membrane buccale POPC-d;,/POPE/GSL/SM/CH
(1.5/1.8/1.5/1.2/4) en absence (A) et en présence (B) de catéchine. [L] = 157mM. T = 36°C. Le rapport molaire
tannin/lipide est de 1/20. Nombres d’acquisitions : 512. (C) Moments spectraux M, en fonction de la température
pour les systemes POPC-d;;/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) en absence (A) et en présence (m) de catéchine.
L’erreur est estimée a £1°C pour les températures et a £5-20 kHz” pour les moments M.
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-ment en absence et en présence de catéchine. A cette température, un spectre de poudre a symétrie axiale,
présentant une anisotropie de déplacement chimique de 38+1 ppm, est observé pour le systéme lipidique
en absence de catéchine. Ce spectre, caractéristique d’une phase lamellaire présente deux pics au niveau
de la partie la plus intense du signal (), I’'un a -12.2 ppm, ’autre a -14.5 ppm. La présence de ces deux
pics peut s’expliquer par I’hétérogénéité en termes de composition du modele membranaire, plusieurs
classes de lipide du modele membranaire étant visibles en RMN du phosphore (POPC-ds;;, POPE,
sphingomy¢éline d’ceuf).En présence de tannin, le spectre obtenu est trés semblable a celui du systéme sans
tannin, 1’allure spectrale et I’anisotropie de déplacement chimique ne présentant aucune variation entre ces
deux systémes. Ainsi, I’ajout de tannin n’implique aucune modification sur la dynamique des tétes

polaires du modéle membranaire.

Cette affirmation a été confortée par I’étude de la variation des moments spectraux de deuxiéme
ordre M, en fonction de la température (figure 111.20C). En effet, les M, pour les systémes avec et sans
tannins présentent des valeurs similaires, autour de 490+15 kHz? et les courbes relatives a ces deux
échantillons sont confondues. Par ailleurs, aucune décroissance des M, n’est constatée pour ces deux
systémes, ainsi, la température n’a pas d’influence sur la dynamique des tétes polaires des échantillons

dans les conditions de I’étude.

En conclusion, aucune variation au niveau des M, et des M, n’est constatée suite a I’insertion de
catéchine dans le modele membranaire POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) dans les conditions
de I’étude (T = 36°C, 12% d’éthanol). Ainsi, dans ces conditions le tannin n’influe pas sur la dynamique

de la membrane buccale que ce soit au niveau du cceur hydrophobe ou de la téte polaire.
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111.D Discussion

Nous discuterons des résultats précédemment obtenus en les reliant avec ceux de la littérature.
Dans un premier temps, nous discuterons de ’effet du tannin sur un modele simple, les MLV de DMPC.
Des explications seront ainsi avancées pour justifier les principaux résultats obtenus, (i) fluidification
globale de la membrane, (ii) désorganisation du cceur hydrophobe dépendant de la structure du tannin.
Afin de se rapprocher des conditions de la dégustation, les MLV de DMPC ont été étudié en présence
d’éthanol et dopées avec du cholestérol. L’effet du tannin en présence d’éthanol et sur un systéme
lipidigue enrichi en cholestérol sera discuté dans une seconde partie. Enfin, nous discuterons des possibles
implications du résultat obtenu sur le modéle POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) le plus

représentatif des muqueuses buccales au niveau de la dégustation d’un vin.

Les tannins fluidifient le modéele membranaire

Une diminution de la température de transition de phase de 3°C entre les systémes T/MLV et
MLV seule a été mise en évidence. Cette diminution traduit donc un effet fluidifiant des tannins sur le
modéle membranaire. Cet effet est indépendant de la structure du tannin mais dépend du rapport molaire
T/L mis en jeu. Une explication possible peut étre établie en raisonnant sur 1’effet du tannin sur 1’aire par
molécule du lipide. Lee et al. (2004) montrérent, par modélisation de I’effet de petites molécules
(méthanol, DMSO, tréhalose) sur des bicouches de DPPC, que I’aire par molécule et le paramétre d’ordre
Scp étaient inversement corrélées. Or les Scp sont directement corrélés au moment spectral M, (Davis,
1979) donc a la fluidité. De ce fait, nous pouvons émettre I’hypothése d’une corrélation entre aire par
molécule et fluidité. Cette hypothése est confortée par les travaux de Lee et al. qui montrerent que le
méthanol, molécule fluidifiante, tend a augmenter ’aire par lipide. A I’inverse, le cholestérol, molécule
rigidifiant les membranes fluides, la diminue (Ipsen et al., 1990). Ainsi, une molécule diminuant 1’aire par
molécule des lipides constituant la bicouche, augmente la rigidité de celle-ci et inversement. En
conséquence, en se référant aux travaux de Simon et al. (1994) qui montrérent que I’acide tannique
augmente 1’aire par molécule des phosphocholines, nous pouvons proposer que 1’effet fluidifiant des
tannins sur une membrane de DMPC pourrait étre du a une augmentation de 1’aire par molécule du

systeme lipidique par interaction des tétes polaires avec le tannin.
Les tannins désorganisent le ceeur hydrophobe du modeéle lipidique

Nous avons vu que E, EC, et EGCG désorganisent le ceeur hydrophobe du modéle membranaire.
Ce désordre, traduit par les variations des différents paramétres d’ordre Scp relatif aux liaisons C-D des

chaines acyles, semble plus prononcé pour des positions proches du squelette glycérol qu’en profondeur.
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Le centre de la bicouche, trés mobile, n’est lui pas affecté par la présence des polyphénols. Ces résultats
suggerent que les tannins s’insérent dans le cceur hydrophobe au niveau du squelette glycérol. Par ailleurs,
I’étude de la structure tridimensionnelle du DMPC (Strenk et al. 1985, Dufourc et al. 1992) montre que le
squelette glycérol est localisé a la surface de la bicouche. Le résultat que nous avons obtenu n’est donc pas
en désaccord avec les travaux issus de la littérature suggérant une localisation en surface des polyphénols
(Uekusa et al. 2007 et 2011, Sirk et al. 2008). En effet, dans notre cas, les tannins sont bien localisés a
I’interface mais au moins une partie de la molécule se situe sous les tétes polaires. Ces travaux concordent
avec les résultats obtenus en RMN des solides par Yu et al. (2011) qui constatérent par RMN *H et *'P sur
un systéme similaire (EGCG/DMPC-ds,, rapport molaire de 1/10 et 1/20) une désorganisation du cceur
hydrophobe et une augmentation de la dynamique a la surface de la membrane par insertion d’EGCG. lls
apportent toutefois un peu plus de précision en montrant que cet effet de désordre n’est pas homogéne le

long de la chaine acyle.

L’étude de Yu et al. établit un lien entre la lipophilie du tannin et sa faculté a désorganiser le cceur
hydrophobe des vésicules multilamellaires. En effet, cette étude, effectuée sur trois tannins (cat;, EGCG,
PGG), montre que plus le caractére lipophile du tannin est marqué, plus celui-ci diminue le paramétre
d’ordre moyen du modéle membranaire. Ce résultat est retrouve ici et tend & apporter une explication a
I’effet fluidifiant sur la phase fluide plus important pour EGCG que pour les deux autres tannins non
galloylés, C et EC. En effet, le logP I’EGCG (12.1) étant plus élevé que ceux de C et d’EC (2.4) selon
Hagerman et al. (1998), celui-ci est plus lipophile, son effet sur ’ordre des chaines acyles est donc plus
important. En outre, ces résultats sont en accord avec les mesures de constante d’association tannins-
lipides par microbalance a cristal de quartz (QCM) par Kamahira et al. (2008) ou ils obtinrent des K, mille
fois plus élevés dans les cas d’EGCG et ECG comparés a ceux obtenus pour C et EC

Effet des tannins sur la fluidité du modele membranaire en présence d’éthanol

Deux résultats sont observés en présence d’éthanol : (i) en phase fluide une diminution de
I’influence de la catéchine sur la désorganisation du cceur hydrophobe en présence d’éthanol est constatée.
(if) Ieffet fluidifiant de la catéchine sur le modele membranaire plus importante en absence qu’en
présence de I’alcool. Ces résultats peuvent étre expliqués en se basant sur la localisation de I’éthanol au
niveau de la membrane. Celle-ci fut abondamment étudiée dans la littérature. Citons notamment les
travaux de Barry & Gawrisch (1994,1995) ou encore ceux de Holte et al. (1997) qui montrérent, en
quantifiant ’intensité des taches de corrélation entre 1’éthanol et le lipide obtenues en RMN & deux
dimensions de type NOESY, une localisation de 1’éthanol au niveau du squelette glycérol du lipide dans le
cas de DMPC-d,;, SOPC-d3s (18:0/18:1) et SDPC-d3s (18:0/22:6). Cette localisation est favorisée par

différentes interactions entre 1’éthanol et la bicouche comme des liaisons hydrogéne entre le groupement
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hydroxyle de ’alcool et les groupements carbonyle et phosphate du lipide ou encore des interactions
hydrophobes entre le groupement éthyle de 1’éthanol et les CH, proche du squelette glycérol du lipide
(Feller et al., 2002). Ainsi, I’éthanol est localisé dans la méme région du lipide que le tannin ce qui peut
entrainer une compétition pour un méme site de fixation entre les deux molécules. De ce fait, les effets

fluidifiant et de désordre induits par le tannin diminue en présence d’éthanol

Effet de la catéchine sur un modele membranaire enrichi en cholestérol

En présence d’un pourcentage molaire de cholestérol généralement supérieur a 5-10%, mais
dépendant notamment de la température, le modéle lipidique présente une hétérogénéité dans son
organisation. Cela se traduit par une coexistence de deux phases, une phase lamellaire gel L ou fluide L,
pour les régions pauvres en cholestérol et une phase liquide ordonnée L, pour les régions enrichies en
stérol. Cette organisation des bicouches lipidiques contenant du cholestérol fut couramment étudiée dans
la littérature au cours de ces trente dernieres années. Citons notamment les travaux en microscopie de
fluorescence de Veatch & Keller (2002) ou encore les diagrammes de phases de Vist & Davis (1990), de
Sankaram & Thompson (1991) et de McMullen & McElhaney (1995) qui ont servi de base a cette étude.

En présence de catéchine, une fluidification globale du systeme ainsi qu’une désorganisation du
cceur hydrophobe sont a nouveau observées. Néanmoins, les intensités de ces deux effets sont plus
importantes que pour le modele lipidique sans cholestérol. Une modification de la nature des phases en
présence est également constatée. En effet, la transition Ly + L, = L, + L, devient rapide et la proportion
de la phase L, diminue en présence de tannin, ce qui se traduit sur le spectre RMN du deutérium par une

baisse en intensité des épaulements en périphérie du spectre.

Comme dans le cas de I’éthanol, une explication peut étre proposée en raisonnant sur la
localisation du cholestérol au niveau de la bicouche lipidique et en comparant celle-ci avec la localisation
du tannin. L’interaction entre le cholestérol et les phospholipides a été longuement étudiées dans la
littérature (Ohvo-Rekild et al., 2002). Il en résulte que le cholestérol s’insére perpendiculairement par
rapport au plan de la bicouche avec son groupement hydroxyle localisé au niveau du squelette glycérol et
sa structure tétracyclique hydrophobe insérée en profondeur & proximité des positions 2 & 10 des chaines
acyles du lipide (Dufourc et al., 1984, Yeagle., 1988, Davies et al., 1990, Finegold., 1993). Or, nos
travaux, concordant avec la littérature (Uekusa et al., 2007 et 2011, Sirk et al., 2008), indiquent que les
tannins sont localisés sous la surface de la membrane au niveau du squelette glycérol. Tannin et
cholestérol sont donc localisés en partie a proximité du glycérol ce qui induit un encombrement stérique

au niveau de cette région du lipide. De ce fait, on peut raisonnablement penser que la présence du tannin
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tend a défavoriser la formation de région riche en cholestérol (organisée en phase L,) et va favoriser la
diffusion de celui-ci vers des régions pauvres en stérol (organisées en phase L,). Ce comportement est par
ailleurs retrouvé pour d’autres molécules, certes de structures différentes de celle du cholestérol, insérées
dans un systeme PC/CH, comme des céramides (Chiantia et al., 2006) ou des intercalants membranaires
tels I’acide parinarique ou le cholestatrienol (annexe 2, Alanko et al., 2005). Il en résulte une
augmentation du pourcentage de lipide organisé en phase L, et une diminution du pourcentage de lipide
organisé en phase L,, ce qui est en accord avec nos résultats..

Ainsi, la catéchine va entrainer une diffusion du cholestérol vers les régions ou celui-ci est peu
abondant ce qui va induire une diminution de la phase L, et donc un changement dans la dynamique du
modéle membranaire. Si on veut relier cette conclusion aux phénomenes présents lors de la dégustation
d’un vin, il est nécessaire d’étre prudent. En effet, le tannin fut inséré par cosolubilisation au modéle
DMPC/CH ce qui tend a favoriser sa présence dans la bicouche et défavoriser la formation des régions
riches en cholestérol organisé en phase L,. Dans des conditions proches de la dégustation, le tannin est
ajouté a la membrane ou ces régions sont présentes initialement. On peut ainsi s’attendre a un effet du
tannin moins important dans ces conditions. Toutefois, il n’est pas aberrant de conclure a la présence de

cet effet en bouche, avec une intensité sans doute moindre.

Implication possible dans le goQt des vins

Les résultats obtenus dans des conditions proches de la dégustation sur le modele le plus
représentatif des membranes buccales, POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4), ne montrent aucune
variation dans la dynamique du modele membranaire en présence de tannin. Ainsi, dans ces conditions, le
tannin n’influe pas sur la dynamique de la membrane buccale que ce soit au niveau du coeur hydrophobe
ou de la téte polaire. Le résultat est a rapprocher de ceux trouvés pour le systtme DMPC/CH (82/18) en
présence d’éthanol. En effet, une forte variation des moments spectraux de premier ordre a été constatée
en phase fluide entre les systemes DMPC/CH et C/DMPC/CH en présence d’éthanol. Cependant, ces
variations ne sont plus significatives pour des températures supérieures a 30°C. Par conséquent, il n’est
pas surprenant d’obtenir aucun effet de la catéchine a 37°C. Par ailleurs, on a montré que 1’effet fluidifiant
de la catéchine est beaucoup moins prononce sur les membranes plus fluides, ce qui est le cas en présence
d’éthanol.

Dans le contexte de la dégustation, I’éthanol et la catéchine sont deux molécules exogénes
possédant un effet fluidifiant reconnu. Toutefois, elles sont présentes dans des proportions bien

différentes, I’éthanol ayant une concentration plus importante que la catéchine (2.5M vs. 680uM). Ainsi,
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I’effet fluidifiant de 1’éthanol va prédominer par rapport a celui de la catéchine. On peut donc supposer
que les récepteurs gustatifs vont étre plus perturbés non pas par le tannin, mais par 1’effet fluidifiant de

I’éthanol.

Toutefois, le vin se dégustant & une température idéale comprise entre 8 a 18°C selon les vins,
I’ingestion de cette boisson peut entrainer localement une diminution de la température en bouche de
quelques degrés pendant un court instant. Or, contrairement au systéme riche en cholestérol
(POPC/POPE/GSL/SM/CH 1.5/1.8/1.5/1.2/4), un effet fluidifiant a été constaté entre 30 et 34°C sur le
systéme présentant une teneur en cholestérol plus faible (DMPC/CH 82/18). Du fait de la répartition
inhomogeéne des stérols au niveau de la membrane, ces résultats suggérent que les tannins pourraient avoir
un effet fluidifiant sur des régions pauvres en cholestérol des membranes buccales au moment de la

dégustation.

I11.E Conclusion et perspectives

L’objectif de ce chapitre était d’étudier I’influence des interactions tannin-lipide sur la dynamique
de plusieurs modeles membranaires, afin de relier ces résultats sur une possible influence de ces
interactions sur I’amertume. Pour ce faire, nous avons étudié 1I’influence de trois tannins, C, EC et EGCG,
sur la dynamique de plusieurs modéles membranaires, un modele trés grossier mais simple, les vésicules
multilamellaires de DMPC, et un modele beaucoup plus représentatif de la composition des muqueuses
buccales, le systeme POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4).

Plusieurs effets notables furent observés sur le premier systéme, en absence et en présence de
cholestérol. Ainsi, il a été constaté que les tannins induisent une fluidification globale des modéles
membranaires et une désorganisation de leur cceur hydrophobe, dont I’intensité dépend de la structure du
tannin mise en jeu. Par ailleurs, une perturbation plus importante de [’organisation du modéle
membranaire fut constatée pour un systéme lipidique contenant du cholestérol. Une diffusion du
cholestérol des régions riches vers les régions pauvres en stérols a ainsi été observée, entrainant une
désorganisation plus importante de la membrane. A I’inverse, 1’éthanol, par son caractére fluidifiant, a
tendance a atténuer les effets du tannin sur la fluidité et I’organisation de la membrane rendue plus fluide
en sa présence. Cette atténuation est retrouvée au niveau de 1’étude des effets du tannin sur le modéle
POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4), ou aucune influence n’est constatée dans les conditions de
la dégustation. Ainsi, I’interaction tannin-lipide ne serait pas le principal facteur influengant I’amertume
ressentie, le changement dans la dynamique de la membrane induisant la perturbation des récepteurs

gustatifs serait principalement du a I’effet fluidifiant de 1’éthanol. Toutefois, les résultats obtenus sur le
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systeme DMPC/CH (82/18) laissent penser que les tannins fluidifieraient Iégerement la membrane pour
des systemes pauvres en cholestérol. Ainsi, les récepteurs au goit amer situés dans de telles régions s’en

trouveraient perturbes.

Ce travail a permis une étude globale de I’influence des tannins sur la dynamique de mode¢les
membranaires mimant les épithéliums buccaux et linguaux. Toutefois, quelques points restent encore a
éclaircir. On peut penser a une étude de I’effet du tannin sur la dynamique du systtme DMPC/CH (82/18)
en faisant interagir le tannin non pas par cosolubilisation mais par addition, ce procédé mimant mieux les
conditions de la dégustation. En outre, il serait intéressant d’étudier I’effet du tannin sur le systéme
POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) en absence d’éthanol afin de confirmer I’hypothése d’un
effet sur la dynamique du modéle membranaire dans ces conditions. De plus, les tannins utilisés restent
basiques, des monomeéres ayant été uniquement utilisés. Ainsi, une perspective d’étude viserait a étudier
I’influence d’un tannin dimérique ou oligomérique, ou bien encore d’un mélange de plusieurs tannins, sur
la dynamique des modeles membranaires. Enfin, des travaux en DSC permettraient de confirmer les

résultats obtenus par RMN en termes de valeur de température de transition de phase.
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CHAPITRE IV

Etude de P’interaction tannin-lipide par RMN des liquides

— Détermination de constantes d’association
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Résumé

L’astringence est une sensation de desséchement en bouche ressentie lors de la dégustation d’un vin
qui résulte d’interactions entre les tannins du vin et les protéines de la salive, entraihant leur
précipitation. L’affinité tannin-protéines salivaires a pu étre quantifiée au laboratoire lors de travaux
antérieurs (Cala et al., 2010). En bouche, les tannins peuvent aussi interagir avec les lipides présents
lors de la dégustation, notamment ceux des membranes buccales. Mais 1’affinité des tannins pour les
lipides est-elle comparable a celle pour les protéines salivaires ? L’objectif de ce chapitre est de
quantifier I’interaction tannin-lipides par la mesure de constantes d’association (K,) par RMN et de la
comparer a l’interaction tannin-protéines salivaires pour permettre de connaitre son impact sur
I’astringence. Les constantes d’association tannin-lipides ont été étudiées pour quatre tannins (C, EC,
ECG, EGCG) en interaction avec des vésicules multilamellaires de DMPC a pH 7.4 et a 37°C. Celles-
ci ont été déterminées a partir de 1’ajustement mathématique de la courbe représentant les variations de
déplacement chimique du groupement N*(CH,); du lipide en fonction de la concentration en tannin
ajouté. L’¢échelle d’affinité tannin-lipides suivante a pu étre établie : K,(EGCG/MLV) = 2217+590M™
> K,(EC/MLV) = 1110+149M™ ~ K,(C/MLV) = 973+116M™. Celle-ci montre que la stéréochimie des
groupements en position 2 et 3 du cycle pyrane des tannins n’a pas d’influence sur 1’association
tannin-lipides et que I’affinité augmente dans le cas des tannins galloylés. L’influence du milieu (pH,
T, présence d’éthanol) sur la constante d’association tannin-lipides a également été étudiée dans le cas
de la catéchine. Les résultats montrent qu’une diminution de la température et du pH tendent a
diminuer Daffinité du tannin pour le systéme lipidique modéle (K,(C/MLV, 31°C) = 669+57M™ et
Ka(C/MLV, pH 3.5) = 696257M™. La présence d’éthanol dans le milieu entraine la diminution la plus
importante avec une constante d’association estimée entre 176 et 258M™. Enfin, I’absence d’influence
de la nature des chaines grasses du lipide sur la constante d’association tannin-lipides a été constatée,
les K, étant sensiblement les mémes pour les systemes C/MLV de DMPC et C/MLV de POPC
(973+116M™ vs. 1066+300M™). Enfin, I’ensemble de ces résultats a permis de montrer que les
constantes d’association relatives aux interactions tannin-lipides étaient du méme ordre de grandeur
que celles relatives aux interactions tannin-protéines salivaires. Il existe donc au moment de la
dégustation une compétition entre les interactions tannin-lipides et tannin- protéines salivaires. Les

lipides vont donc jouer un role sur la sensation d’astringence ressentie.
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L’astringence est une sensation tactile présente lors de la dégustation qui participe a la qualité
globale et au caractere d’un vin. Celle-ci est la conséquence d’une précipitation de certaines protéines
de la salive (Green, 1993) due a de fortes interactions avec les tannins. Il en résulte des sensations de
plissement, de dureté et de sécheresse en bouche (Lee et al., 1991). Des travaux ont été effectueés,
notamment au laboratoire (Cala et al., 2010) permettant de quantifier les interactions responsables de
cette astringence. Des constantes de dissociation, de 1’ordre du milli-molaire a la dizaine de milli-
molaire, ont pu étre établies entre 5 tannins (la catéchine, les dimeres B1, B2, B3 et B4 et le trimére
C2) et trois peptides modeles mimant les protéines de la salive (IB714, IB937, Hiss).

Les tannins peuvent induire des modifications des propriétés gustatives par interaction avec
une autre classe de composes, les lipides présents dans les parois buccales. Une compétition entre les
interactions tannin-lipide et tannin-protéine ayant un effet sur I’astringence est envisageable. Ces
interactions tannin-lipide dans un contexte plus général ont été couramment étudiées dans la
littérature, notamment par RMN (Uekusa et al., 2007 ; Uekusa et al., 2011), modélisation moléculaire
(Sirk et al., 2008), microbalance a cristal de quartz (Kamihara et al., 2008) ou encore par mesure de
coefficient de partition (Uekusa et al., 2008). Mais a notre connaissance, seule une étude a été
effectuée par la technique de microbalance a cristal de quartz QCM (quartz-crystal microbalance) et a
permis de déterminer des constantes d’association tannin-lipide avec des multicouches supportées de
DMPC. L’¢chelle d’affinité suivante a été obtenue : K,(ECG) = (3.75+0.997).10°M™ > K,(EGCG) =
(2.1640.791).10°M™" >> K,(EC) = (1.86+0.128).10°M™ > K,(EGC) = (1.33£0.124).10°M™ (Kamihara
et al., 2008). Toutefois, d’autres études doivent étre menées pour valider ces résultats. Ainsi, I’objectif
de ce chapitre a été de déterminer les constantes d’association entre les tannin et les lipides des
membranes buccales par RMN, technique de choix pour la détermination de telles constantes (Baxter
etal., 1997 ; Charlton et al., 2002, Cala et al., 2010).

Dans le cadre du goQt du vin, les membranes buccales ont été modélisées par des liposomes
multilamellaires (MLV). Deux lipides, le DMPC, utilisé pour les études du chapitre 111 et le POPC,
lipide composé des acides gras les plus représentés dans les membranes buccales (C16:0 et C18:1), ont
été utilisés pour cette étude. De plus, notre choix s’est porté sur quatre tannins, la catéchine (C),
I’épicatéchine (EC), 1’épicatéchine gallate (ECG) et 1’épigallocatéchine gallate (EGCG). En effet, les
deux premiers sont a la base des principaux tannins condensés retrouvés dans le vin (Blouin et al.,
2003). L’EGCG, quant a lui, présente un groupement galloyle qui semblerait augmenter 1’affinité du
tannin pour les membranes (Tsuchiya., 2001 ; Kajiya et al., 2001 ; Uekusa et al., 2008). Enfin,
I’EGCQG a été étudié pour examiner 1’influence du groupement hydroxyle en position 5’ du cycle B sur
1’affinité tannin-lipide

Les principales étapes ayant permis 1’¢laboration du protocole visant a déterminer la constante
d’association entre les tannins et les lipides membranaires sont présentées dans une premiére partie a
travers le systtme C/MLV. Cette constante est obtenue & partir de la courbe des variations de

déplacement chimique du groupement N*(CH;); du lipide en interaction avec le tannin, extraites de
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son spectre RMN H, en fonction de la concentration en tannin ajoutée. L influence du rapport molaire
tannin-lipide et de 1’état d’agrégation du tannin (monomérique ou micellaire) sur ces variations ont été
également examinée. L’influence sur la constante d’association tannin-lipide de la structure du tannin,
du milieu (pH, T, présence d’éthanol) et de la nature du lipide constituant le modele lipidique est
ensuite analysée. Enfin, les résultats que nous avons obtenus sont discutés et comparés avec ceux de la

littérature. Les constantes d’association tannin-lipide et tannin-protéine sont notamment comparées.

IV.A Caractérisation structurale du systéme par RMN 'H

L attribution des spectres proton relatifs aux vésicules multilamellaires de DMPC et aux
différents tannins étudiés sont présentés dans cette partie.

IV.A.1 Caractérisation des vésicules multilamellaires

Les vésicules multilamellaires, du fait de leurs propriétés anisotropes dues a leur taille ne
peuvent pas étre étudiées dans les conditions de la RMN des liquides classique, le spectre RMN du
proton qui en résulte étant tres large et non résolu. La RMN a rotation a 1’angle magique est nécessaire
afin d’obtenir un spectre présentant des pics fins et caractérisables (figure 1V.1). L’attribution des
MLV de DMPC a été effectuée a I’aide de la littérature (Carlotti et al., 2002) et en utilisant une
séquence de RMN a deux dimensions de type COSY. Ce spectre présente trois régions distinctes. La
premiére entre 0.8 et 3ppm est relative aux différents protons des chaines acyles. Il est a noter que les
chaines sn-1 et sn-2 présentent les mémes déplacements chimiques a I’exception du CH; en o du
carbonyle ou deux résonances sont observées, synonymes de déplacements chimiques Iégérement
différents au niveau des deux chaines. Les résonances relatives a la téte choline sont elles retrouvees
entre 3 et 4ppm. Enfin, les groupements relatifs au squelette glycérol ont des déplacements chimiques
compris entre 4 et 5.5ppm. Cette région étant plus rigide, les résonances associées sont plus larges et

moins intenses que celles associées a la téte choline. L attribution est présentée dans le tableau 1V.1.

Un deuxieme lipide a été utilisé au cours de cette étude, le POPC (16:0-18:1 PC) présentant
des longueurs de chaine plus importantes et une insaturation sur sa chaine acyle sn-2. Le spectre RMN
du proton de ce lipide est similaire a celui du DMPC, hormis deux résonances supplémentaires
relatives a la double liaison, une a 5.3 ppm (CH=CH), I’autre a 2.06 ppm (CH,-CH=CH-CH,).
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Figure 1V.1: Spectre RMN HR-MAS du proton de vésicules multilamellaires de DMPC dans de I’eau
deutérée (6yop=4.76 ppm). [L] = 20mM ; T = 37°C ; vitesse de rotation 5kHz. Le spectre est référencé par le
TMSP dont le déplacement chimique est fixé a Oppm.
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Figure 1V.2 : Spectres RMN du proton des tannins utilisés dans de I’eau deutérée D,O (8op = 4.61ppm). (A)
EGCG, (B) ECG, (C) épicatéchine, (D) catéchine. T = 40°C.
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Groupement o (ppm)
CH (92) 5.33
CH; (91) 4.48
CH; (a) 4.33

CH; (93) 4.11-3.98
CH,-N"(CH3)3 (b) 3.72
N*(CHa)3 3.28
CH,-C=0 (2) 2.4
CH,-CH,-C=0 (3) 1.62

chaines acyles (-CH,-) (4-13) 1.3-1.2

CHaterm 0.93

Tableau 1V.1 : Déplacements chimiques (en ppm) des protons pour les différents groupements moléculaires du
lipide (obtenus a partir de la figure 6.1). Milieu : Eau deutérée. T = 37°C. Les déplacements chimiques sont
référencés par rapport au TMSP, fixé a Oppm. L’erreur est estimée a + 0.005-0.01ppm.

IV.A.2 Attribution par RMN *H des résonances du tannin

Les structures et les spectres des quatre tannins utilisés durant ce chapitre sont présentés sur la
figure 1V.2. L’ attribution des MLV de DMPC a été effectuée a ’aide de la littérature (Uekusa et al.,
2007) et en utilisant une séquence de RMN a deux dimensions de type COSY Les spectres présentent,

comme pour les lipides, trois régions distinctes.

Les protons aromatiques des cycles A, B et du groupement galloyle se situe entre 6 et 7.5ppm.
Les résonances sont ici sous la forme de singulet pour H,--, He, H,, Hg et Hg et de doublet pour Hs et
He:. 1l est a noter que dans le cas d’EGCG, le carbone en 5’ porte une fonction hydroxyle, ainsi Hg
n’est pas couplé avec un autre proton, sa résonance est dans ce cas un singulet. De plus, une
diminution de I’intensité des signaux Hg et Hg est constatée. Ces diminutions sont dues a un échange

avec les deutérons du solvant favorisé par les tautoméries céto-énoliques du cycle A.

Les signaux des protons H, et Hz sont retrouvés entre 4 et 6ppm. Le signal relatif a H, est un
doublet tandis que celui relatif a Hz est un multiplet, alors qu’un doublet de doublet aurait été attendu
(couplage avec H, et Hy). Cette multiplicité s’explique par la présence de proton inéquivalent sur le
carbone 4. 1l est a noter que pour EGCG et ECG, le signal relatif au proton H; est fortement déblindé

du fait de la présence du groupement galloyle qui va avoir un effet électro-attracteur.

Enfin, les signaux relatifs aux protons H,, et Hag, retrouvés entre 2 et 3.5ppm ne sont pas
équivalents et présentent donc des déplacements chimiques légérement différents. Cette non-
équivalence est due a la géométrie de la molécule, un des deux protons étant affecté par le courant de
cycle du cycle B. Il est a noter qu’en RMN 'H, les déplacements chimiques des différents groupements
des tannins varient légérement suivant leurs concentrations dans le milieu, cela étant dd a leur
propriété d’auto-association. En effet, en s’auto-associant, les tannins vont induire un changement

dans I’environnement de chaque proton, a cause notamment de la présence des cycles aromatiques.
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Figure 1V.3 : (A) Comparaison des spectres de RMN du proton (intensité relative) obtenus en rotation a
I’angle magique (5kHz) de vésicules multilamellaires de DMPC en absence (en noir) et en présence (en gris) de
catéchine dans D,0 (8wop = 4.76ppm). [L] = 20mM ; T = 37°C. Le rapport molaire tannin/lipide est de 1/2.5. (B)
Agrandissement de la zone de résonance du groupement N*(CHs); de la téte choline (3-3.4ppm) du spectre
figure IV.3A. (C) Variations de déplacement chimique des sighaux du lipide en fonction de la position du
groupement moléculaire portant les protons observés entre le spectre *H des MLV et celui du systtme mixte
tannin/MLV. Le rapport molaire tannin/lipide est de 1/3.5. [L] = 7mM ; T = 37°C.
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IV.B Stratégie d’étude

Les principales étapes ayant conduit a la mise en place du protocole permettant la
détermination des constantes d’association tannin-lipide par RMN sont présentées ci-aprés. Les effets
des tannins sur les déplacements chimiques des signaux du lipide suite a leurs ajouts sur des MLV de
DMPC ont ét¢ dans un premier temps étudiés. Dans un second temps, l’influence de 1’état
d’agrégation du tannin (monomérique ou micellaire) et du rapport molaire tannin/lipide (T/L) sur le

signal du lipide le plus affecté par I’effet des tannins ont été examinées.

IVV.B.1 Mise en évidence du site d’interaction entre les tannins et les lipides

La figure 1V.3A présente les spectres relatifs aux vésicules multilamellaires de DMPC a 37°C
en présence et en absence de catéchine (les spectres avec les trois autres tannins ne sont pas
présentés).En présence de tannin et indépendamment de la nature du tannin, un blindage de la totalité
des signaux du lipide a été constaté. Il y a donc une augmentation de I’effet d’écran pour chaque
proton du lipide due a la présence du tannin. Les enrichissements électroniques provoquant ces
blindages sont dus aux effets de cycle des noyaux aromatiques des tannins, qui sont orientés au-dessus
du groupement considéré (Scheidt et al., 2004). Afin de déterminer quels groupements sont les plus
affectés par la présence du tannin, la variation des déplacements chimiques, Ad, entre le systéme sans
tannin et en présence de tannin a été reportée en fonction de la position des protons sur le lipide
(figure 1V.3C). On peut constater que ces variations difféerent suivant (i) la nature du groupement

lipidique et (ii) la nature du tannin.

La plus forte variation est obtenue pour les résonances relatives aux protons des groupements
N*(CHa); et CH,-N"(CHs); de la téte choline. Les variations de ces résonances sont jusqu’a 13 fois
supérieures dans le cas d’une addition d’EGCG a celles relatives aux protons du squelette glycérol. Il
est a signaler que les protons en alpha et en béta des carbonyles présentent des variations de
déplacement chimique importantes, ce qui peut étre dues a un léger ancrage des tannins. Les faibles
variations de déplacement chimique observées pour les protons du squelette glycérol peuvent alors
s’expliquer dans ce cas par 1’orientation des tannins de telle fagon que les protons du glycérol ne
soient plus dans la zone de blindage des cycles aromatiques. Enfin de trés faibles variations de
déplacements chimiques sont observées pour le reste de la chaine acyle ce qui permet de conclure que
les tannins ne sont pas localisés dans le cceur hydrophobe du mod¢le lipidique mais a 1’interface. On
peut supposer que I’interaction entre les tannins et les lipides est favorisée par la présence (i) de
liaisons hydrogene entre les fonctions hydroxyles des tannins et les doublets non liant des oxygeénes
des carbonyles et du groupement phosphate, (ii) d’interactions de type cation-x entre la téte choline et

les cycles phénoliques des tannins.

I1 est a noter que pour une addition de tannin sur le modele membranaire, I’intensité des

variations de déplacement chimique varie selon la nature du tannin dans 1’ordre décroissant suivant :
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EGCG > ECG > tannins non galloylés (C, EC). De ce fait, nous pouvons constater que la présence
d’un groupement galloyle va considérablement augmenter les variations de déplacement chimique des
signaux du lipide, cela étant dit aux changements d’environnement chimique induit par la présence du
troisiéme cycle aromatique du groupement galloyle dans le cas d’EGCG et d’ECG. De plus, plus le
tannin posséde de fonctions hydroxyles, plus les variations de déplacement chimique induites par sa
présence sont importantes. Ceci peut s’expliquer par la formation possible de liaisons hydrogéne entre
le tannin et la téte polaire du lipide (Sirk et al., 2008) qui pourrait augmenter son affinité pour
I’interface membranaire et donc son influence sur I’environnement chimique des protons du lipide,

notamment ceux de la téte choline, et ceux proches des groupements carbonyles des chaines grasses.

Dans la suite de ce chapitre, les études furent effectuées en suivant les variations de
déplacement chimique de la résonance relative au groupement N*(CH;); de la téte choline, car ce
signal est beaucoup plus intense que le signal du groupement CH, adjacent. Il apparait de plus dans

une « fenétre » de déplacement chimique relativement peu encombrée par d’autres résonances.

IV.B.2 Détermination de la concentration en tannin optimale pour I’étude des

interactions tannin-lipide

IVV.B.2.a Cas d’un rapport molaire tannin-lipide inférieur a 1

La variation de déplacement chimique du groupement N*(CH;); a été dans un premier temps
étudiée pour une addition de catéchine sur des vésicules multilamellaires de DMPC a une
concentration en lipide de 15mM de maniére a faire varier la concentration en catéchine de part et
d’autre de sa CMC de 9+2mM (Pianet et al., 2008) et tel que le rapport molaire T/L soit inférieur a 1.
En premier lieu, une augmentation de quelques hertz de la largeur a mi-hauteur du signal est constatée
sur les spectres RMN *H lors de I’addition de la catéchine (tableau 1V.2).

[T] (mM) vir2 (HZ)
0 14
1 14
4 16
6 17
7 18
8.5 19
10 18
11 20
13 21

Tableau 1V.2 : Variations de la largeur a mi-hauteur du signal N*(CHs); en fonction de la concentration en
tannin ajouté. Cas d’une addition de catéchine sur des vésicules multilamellaires de DMPC. [L] = 15mM;
Milieu : eau deutérée. T = 37°C. La précision est de +1Hz.
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Celle-ci augmente avec la quantité de tannin ajoutée. Une telle variation de la largeur a mi-
hauteur peut étre attribuée soit a une précipitation de I’échantillon, soit a une diminution de la
dynamique de la téte polaire du lipide. Or, I’aire des signaux relatifs au lipide reste constante et ne

diminue pas. Il n’y a donc pas de perte du signal du lipide due a une précipitation. L’augmentation de

la largeur du signal, qui est relie au temps de corrélation transversale T, (vq/, = F)’ résulte donc
2

d’un ralentissement des mouvements dits « lents » (us-ms) de la téte polaire due a la localisation de la

catéchine a la surface de la membrane.

Les variations de déplacement chimique du groupement N*(CHs); du lipide en fonction de la
concentration en tannin ajoutée sont présentées sur la figure 1V.4. Deux tendances sont observées.
Une premiére région entre 0 et 8mM ou les Ad varient de maniére logarithmique suivi d’une région au-
dela de 8mM ou les points croissent de facon quasi linéaire. Ce résultat suggere la présence de deux
types d’interaction entre la catéchine et les vésicules modeles. En effet, on peut remarquer que la
frontiére entre les deux régions a 8mM se situe au niveau de la CMC de la catéchine. 1l semblerait

donc que I’interaction est différente selon que la catéchine est sous forme monomérique ou micellaire.

IV.B.2.b Cas d’un rapport molaire tannin/lipide supérieur a 1

Afin de confirmer le résultat précédent, une deuxiéme expérience a été effectuée pour une
concentration en lipides de 3mM et une concentration en catéchine maximale de 7mM de maniere a
dépasser un rapport T/L de 1. Un élargissement du signal de la téte choline N*(CHs); est de nouveau
constaté lors de 1’addition du tannin. Celui-ci est de I’ordre de 1.5-2 Hz pour une concentration en

catéchine inférieure a la concentration en lipide puis augmente fortement au-dela (tableau 1V.3).

[T](MM) | Rapport TIL | vy, (H2) A
0 0 17 1
05 0.16 18 1
1 0.33 18 1
15 05 17 nd
2 0.66 18 nd
25 0.83 18 0.95
3 1 20 nd
4 133 19 0.8
5 166 22 0.71
6 2 22 0.67
7 2.33 24 0.59

Tableau 1V.3 : Variations de la largeur a mi-hauteur et de I’aire du signal relatif au groupement N*(CHs); en
fonction de la concentration en tannin ajouté. Cas d’une addition de catéchine sur des vésicules multilamellaires
de DMPC. [L] = 3mM. Milieu : eau deutérée. T = 37°C. nd = non déterminé a cause d’un rapport signal/bruit du
spectre RMN faible.
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Figure 1V.4 : Variations de déplacement chimique du signal relatif au groupement N*(CHj;); de vésicules
multilamellaires de DMPC en fonction de la concentration en catéchine. [L] = 15mM ; T=37°C. Le rectangle

gris représente la région ou se situe la CMC du tannin.
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Figure IV.5 : Variations de déplacement chimique du signal relatif au groupement N*(CHj); de vésicules
multilamellaires de DMPC en fonction de la concentration en catéchine. [L] = 3mM ; T=37°C. Le rectangle gris
représente la région ou se situe la CMC du tannin.
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I1 est a noter que, contrairement au cas précédent, une diminution significative de I’aire du signal est
constatée a partir d’un rapport molaire T/L de 1.33/1, soit pour une concentration en catéchine insérée
de 4mM. Cette diminution est le signe d’une précipitation du systeme. En effet, a I’¢tat d’agrégats, les
noyaux etudiés présentent une interaction dipolaire extrémement forte (plusieurs dizaines a une
centaine de kHz) qui ne pourra pas étre annulée par la rotation de 1’échantillon (5kHz dans notre cas,
12kHz au maximum sur la sonde utilisée). Cela se traduit sur le spectre RMN HR-MAS par une chute
de I’aire du signal. Le systeme précipite donc pour un rapport molaire T/L supérieur a 1.

La figure 1V.5 présente les variations de déplacement chimique du groupement N*(CH,); de
la téte choline en fonction de la concentration en catéchine ajoutée. Comme précédemment, deux
tendances se dessinent : une logarithmique de 0 & 3.34mM, et une quasi-linéaire au-dela de 3.34mM.
On peut remarquer que cette fois la frontiére entre les deux régions (a 3.34mM) n’est pas dans la zone
de la CMC de la catéchine. Par conséquent, 1’apparition d’un deuxiéme comportement se produit non
pas lors du changement de 1’état d’agrégation du tannin, mais lorsque le rapport molaire tannin-lipide
devient supérieur a 1. Ainsi, deux comportements distincts semblent étre observés, selon que 1’on est a

un rapport molaire inférieur ou supérieur a 1.

1VV.B.2.c Détermination des conditions d’étude

Les résultats précédents montrent que [’interaction entre les tannins et les lipides
membranaires est dépendante de 1’état d’agrégation des lipides et du rapport molaire tannin/lipide. Or,
dans le vin, les tannins sont la plupart du temps a I’état monomérique. Par conséquent, afin de se
placer dans les conditions de la dégustation, nous nous sommes placés, pour la suite de notre étude, a
une concentration en tannin inférieure a la CMC et a un rapport molaire inférieur a 1 de maniére a
conserver I’intégrité du systéme lipidique (pas de précipitation). Il est en effet important pour
déterminer une constante d’association relative a un équilibre thermodynamique d’étre dans des

conditions ou le systéme que 1’on examine, a I’exception de la concentration en tannin, soit invariant.

Ainsi, les concentrations en lipide et tannin utilisées pour cette étude ont été choisies selon
deux criteres. (i) [T] < CMC, (ii) T/L < 1. Les CMC des différents tannins étudiés dans ce chapitre
étant respectivement dans un milieu 100% D,O de 9+2mM pour C, <5mM pour EC, de 2.8+0.3mM
pour ECG et de 6x2mM pour EGCG (Pianet et al., 2008 ; Fabre et al., 2010), une concentration
lipidique de 4 mM fut donc choisie afin de respecter ces deux criteres et d’étre dans des conditions

identiques pour I’ensemble des tannins.
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IV.C Etude de DPinteraction de la catéchine avec des vésicules

multilamellaires

IVV.C.1 Modélisation des interactions tannins-lipides

Cette partie du chapitre traitera de I’étude de I’interaction catéchine-lipide et de la
détermination de la constante d’association dans le cas de MLV de DMPC comme systéme
membranaire modéle. La figure 1V.6 présente les différents types d’interaction envisageables lors
d’une addition de tannin sur des vésicules multilamellaires de DMPC. Le tannin peut interagir avec le
modeéle lipidique soit a I’état monomérique (figure 1V.6C) soit a 1’état micellaire (figure 1V.6D). Il
peut aussi s’auto-associer pour former des micelles puis des agrégats avec la constante d’auto-
association notée K,, (figure IV.6A et IV.6B). Si cette auto-association se produit, celle-ci va influer
sur la concentration en tannin pouvant interagir avec les lipides du modele membranaire. La
concentration en tannin entrant en jeu dans I’interaction n’est alors pas la concentration totale en
tannin ajoutée [T]o, mais la concentration en tannin [T]; qui tient compte de 1’auto-association d’aprés

la relation suivante :
[T]; = [T] x (1 = Kq [T] (1V.1)

ou [T] peut étre exprimé en fonction de la concentration totale en tannin [T], selon I’équation IV.2

(Baxter et al., 1997) démontrée en annexe (cf. annexe 5) :

2
[T] = [T]o (HHEW) (1V.2)

Avant d’entreprendre la détermination des constantes d’association tannin-lipide, nous avons en
premier lieu cherché a connaitre I’influence qu’aurait, dans les conditions de notre étude ([DMPC] =
4mM, [T] < CMC, T/L <1, D,O, pH 7.4, 37°C), I’auto-association des tannins sur ces constantes.
Pour cela, nous avons déterminé dans un premier temps la constante d’association tannin-lipide pour
le systétme C/MLV en négligeant 1’auto-association des tannins. Dans un deuxieéme temps, nous avons
déterminé la constante d’auto-association des tannins dans les conditions de notre étude et vérifié

qu’elle était négligeable par rapport a la constante d’association tannin-lipide du systeme C/MLV.

La détermination de la constante d’association tannin-lipide est effectuée a partir de la courbe
des variations de déplacements chimique du groupement N*(CH;); du lipide (obtenues a partir des
spectres RMN *H du lipide) en fonction de la concentration en tannin ajoutée. On peut montrer (cf.
annexe 5) que ces variations de déplacement chimique obtenues expérimentalement, Ad, sont reliées a
la constante d’association tannin-lipide Ka par I’équation de Baxter (Baxter et al., 1997) pour un

lipide présentant n sites de fixation de la fagon suivante :

1/2
1 S VT IS L S
A8 = 5 Admax {(1 + Kanl[L] + n[L]) [(1 + Kan[L] + n[L ) 4n[L]] } (IV.3)
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Figure 1V.6 : Coupe schématisée d’une vésicule multilamellaire en présence de tannin et équations chimiques
illustrant le comportement du tannin en présence de vésicules multilamellaires. (A) Auto-association et
formation de micelles de tannin pour une concentration en tannin [T] supérieure a la CMC ; (B) Interaction
monomeére de tannin/lipide si [T] < CMC ; (C) Interaction micelle de tannin/lipide si [T] > CMC. Kaa(M'l)
représente la constante d’auto-association du tannin, Ka, (M™) représente la constante d’association du modéle

tannin/lipide pour une [T] < CMC (forme monomérique) et Ka, (M™) celle pour une [T] > CMC (forme
micellaire).
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ot Adnax €st la variation de déplacement chimique maximale correspondant a la saturation de tous les
sites de fixation du lipide, [T]; la concentration en tannin en tenant compte de 1’auto-association et [L]
la concentration totale en lipide. Si 1’on considére que 1’auto-association est négligeable, alors [T]; est
égale a la concentration totale en tannin ajoutée [T]o, ¢’est-a-dire celle reportée sur I’axe des abscisses
de la courbe AS = f([T]).

L’obtention de K, a été réalisée grace a un ajustement mathématique des points expérimentaux
par 1’équation de Baxter (avec [T]i = [T]o) OU les paramétres Admax, N €t K, sont considérés comme des
variables. Cet ajustement a été obtenu avec le logiciel KGraph (version 4.1.1, Synergy Software,
Reading, PA) par la méthode des moindres carres.

IV.C.1 Etude du systéme C/MLV par RMN *H

Lorsque I’on ajoute des quantités croissantes de catéchine sur une solution de MLV de DMPC
de concentration fixée a 4mM, on observe d’une part un blindage du signal des N*(CH3); comme
attendu et d’autre part, que I’allure du pic n’est pas modifiée ; on a toujours, en présence de tannin,
qu’un seul pic, son intensité et sa largeur a mi-hauteur restant constantes par rapport au cas sans tannin
(figure 1V.7A). Ce dernier point signifie qu’il n’existe qu’une seule population de N*(CHs); dans le
milieu et que toutes les tétes polaires des lipides sont en moyenne en interaction avec les tannins. On
peut donc conclure que les tannins ajoutés aux MLV de DMPC ont franchi par diffusion les différentes
bicouches lipidiques et ce sont répartis uniformément a 1’intérieur des vésicules. Ce résultat implique
donc, que les tannins ne sont pas localisés uniquement a la surface des MLV (comme cela a été montré
jusqu’a maintenant) mais au niveau de toutes les interfaces eau/bicouche dans les vésicules
multilamellaires. Par conséquent, la concentration en lipide, [L], dans I’équation de Baxter, correspond

a la concentration totale en lipide, [L]o, fixée a 4mM.

Cependant, un ajustement des variations de déplacement chimique en fonction de la
concentration en tannin ajouté par 1’équation de Baxter n’a pu étre obtenu (n=0). On a donc été amené
a travailler avec un nouveau systétme membranaire modéle, des LUV de DMPC, avec une
concentration en lipide identique de 4mM et dans les mémes conditions de pH et de température, afin

de réussir a déterminer le nombre de sites de fixation sur le DMPC dans le cas de la catéchine.

IV.C.2 Etude du systtme C/LUV par RMN 'H et comparaison avec le systéme
C/MLV

La figure 1V.7B montre le signal RMN *H pour le groupement N*(CHs); des lipides obtenu

par ajout de catéchine sur des LUV de DMPC a la concentration de 4mM. Les signaux présentent une
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Figure 1V.7 : Signal RMN 'H obtenu en rotation a ’angle magique (5kHz) (intensité relative) de la région
relative a la téte choline (3-3.4 ppm) du DMPC en absence et en présence de quantités croissantes de catéchine
pour une addition de tannin sur des MLV (A) et LUV (B). [L] =4mM ; T = 37°C; pH = 7.4 (tampon Tris-d;
dans D,O, [Tris] = 15mM); dmusp= Oppm. (C) Variations de déplacement chimique en fonction de la
concentration en catéchine ajoutée sur les MLV (#) et sur les LUV (e). L’erreur sur les variations de
déplacements chimiques est estimée & £1-2% dans le cas des MLV et & £1-4.7% pour les LUV. (D) Parametres
n, K,, Admax et coefficient de corrélation R obtenus en ajustant les courbes relatives aux systemes C/LUV et
C/MLV avec I’équation de Baxter (IV.3 dans le texte). L’erreur sur le K, a été estimée a partir du calcul des K,
pour les valeurs de n bornant son intervalle de confiance, soit respectivement 0.30 et 0.33.
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allure similaire a ceux obtenus dans le cas des MLV de DMPC, avec un blindage du pic et la présence
d’un seul pic quelle que soit la quantité en tannin ajoutée. Ce dernier résultat confirme qu’il n’existe
qu’une seule population de N*(CHjs); dans le milieu, comme dans le cas d’une addition de catéchine
sur les MLV. Les variations de déplacement chimique sont représentées sur la figure I1V.7C. On peut
remarquer que les valeurs sont Iégérement plus faibles que celles trouvées dans le cas des MLV.

L’ajustement des points par 1’équation de Baxter a permis d’obtenir une valeur au plateau
ABmax de 0.103+0.008ppm, un nombre de sites de fixation n de 0.33£0.03 et une constante
d’association tannin-lipide K,(C/LUV) de 700£100M™ (figure 1V.7D). L’erreur sur K, a été estimée &
partir du calcul des K, pour les valeurs de n bornant son intervalle de confiance, soit respectivement
0.30 et 0.33. La valeur de n de 0.33 obtenue correspond en moyenne a la fixation de 3 lipides par
tannin. Dans I’hypothése ou le tannin serait a plat a l’interface du modéle membranaire, la
comparaison de I’aire surfacique maximale du tannin (82.0A2) (Chemicalize, 2013) par rapport a la
surface de la téte polaire (65A2) (Lewis & Hagelman, 1983) permet de valider la cohérence d’un tel

résultat.

Le lipide étant le méme pour les systemes LUV et MLV, le nombre de sites de fixation a été
considéré identique dans les deux cas, a savoir n=0.33. Dans ces conditions, la valeur au plateau A8y
et la constante d’association tannin-lipide pour le systtme C/MLV K,(C/MLV) ont été trouvées
respectivement égales & 0.10420.007ppm et 1000+150M™(figure 1V.7D).

La comparaison entre les systemes LUV et MLV permet de mettre en évidence trois points. (i)
Les valeurs au plateau Admax sont similaires. Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou ces
deux systémes sont composés du méme lipide (le DMPC) et sont en interaction avec le méme tannin
(la catéchine) dans des conditions de pH et de température identiques. (ii) Le K, obtenu dans le cas des
LUV est plus faible que celui obtenu dans le cas des MLV. Ce résultat peut étre expliqué par la
différence de taille entre les deux types de vésicules. En effet les LUV, plus petites, ont une tension
superficielle plus importante. Son interface est donc plus rigide, ce qui rendrait les interactions entre
les tétes polaires des lipides et les tannins moins favorables. (iii) Les spectres RMN 'H sont moins
bien résolus dans le cas des LUV que dans le cas des MLV (figure 1V.8). Cette baisse de résolution
est notamment significative au niveau de I’épaulement a 1.6ppm relatif aux protons en § des fonctions
carbonyles. Celui-ci est en effet visible sur le spectre du systtme C/MLV mais pas sur celui du
systéme C/LUV. Cette perte en résolution a aussi été constatée sur le spectre RMN *H des LUV de
DMPC seules et n’est donc pas due a un effet du tannin. Celle-ci a déja été mise en évidence aussi sur
les acquisitions relatives au LUV seules, n’est pas due a un effet du tannin. Déja constatée dans la
littérature (Cruciani et al., 2006, Long et al., 1994) et apparait lorsque le temps de corrélation du
mouvement de rotation de 1’échantillon est du méme ordre de grandeur que la vitesse de rotation de
l'objet colloidal. C’est le cas des LUV alors que les MLV, objets de taille plus grosse, ont une vitesse
de rotation trop faible pour étre du méme ordre de grandeur que la rotation mécanique de 1’échantillon
(5kHz).
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Figure 1V.8 : Comparaison des spectres RMN *H (intensité relative) obtenus en rotation a I’angle magique
(5kHz) de vésicules de DMPC dans de 1’eau deutérée a pH 7.4 (tampon Tris-dy,, [Tris] = 15mM). [L] =4mM. T
= 37°C. Nombre d’acquisitions : 64. D; = 4s pour les LUV, 5s pour les MLV. Les déplacements chimiques sont
référencés par rapport au TMSP, fixé a Oppm. Une présaturation sur le signal de I’eau (8 = 4.7ppm) a été
effectuée. Un agrandissement de la région [0.5-2] ppm est présenté dans les deux cas.
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IV.D Influence de I’auto-association du tannin sur l’interaction tannin-
lipide

L’auto-association du tannin a été supposée négligeable lors de I’étude précédente. Il est
toutefois nécessaire de valider cette hypothese en étudiant son influence sur I’interaction tannin/lipide.
De ce fait, les constantes d’auto-association relatives aux différentes conditions expérimentales
étudiées durant ce chapitre (T = 37°C, pH = 7.4 et 3.5) ont été déterminées et comparées avec la
constante d’association catéchine-lipide obtenue précédemment pour le systeme C/MLV ; le but est de
déterminer si ’auto-association des tannins est ou non négligeable dans 1’é¢tude des interactions

tannin-lipide. Le protocole expérimental utilisé provient des travaux de Pianet et al. (2008) et est

présenté en annexe (annexe 1).

IV.D.1 Détermination des constantes d’auto-association de la catéchine pour T =
37°CapHde7.4et3.5

Les constantes d’auto-association ont été obtenues en étudiant 1’évolution des déplacements
chimiques des protons H,, Hs, Hi, et Hy du cycle pyrane (cycle C) du tannin en fonction de sa
concentration dans le solvant (D,0O) a pH 7.4 et a la température de 37°C (figure 1V.9). Ces protons
ont été choisis car ils présentent les plus grandes variations de déplacements chimiques, les signaux
des protons aromatiques n’étant que peu affectés par I’auto-association. On peut montrer (cf. annexe
1) que les variations des déplacements chimiques A8, déterminées & partir des spectres RMN *H sont

reliées a la constante d’auto-association du tannin, K., selon la relation suivante (Baxter et al., 1996) :

2
A8 = ASmaxKa,[Tlo (Wﬁ) (1V.4)

ol AS = & - dyipre, COrrespond a la différence entre le déplacement chimique du tannin a la concentration
de travail (> CMC) et celui du tannin libre a 1’état monomérique, Ojipre ; AOmax = Omicelle — Olibre
représente la variation de déplacement maximale a saturation, c’est-a-dire la différence entre le
déplacement chimique de 1’agrégat de tannins saturé, Omicene, €t celui du tannin libre a 1’état

monomérique ; [T]o représente la concentration totale en tannin.

L’ajustement des données expérimentales réalisé a partir de 1’équation IV.3 a permis d’obtenir
les constantes d’auto-association relatives a chaque proton, ce qui permet d’obtenir un K,, moyen de
14 + 4M™ pour une température de 37°C. Cette valeur est quatre fois plus faible que celle obtenue &
25°C (53£10 M™) par Pianet et al., (2008). L’auto-association du tannin est défavorisée lorsque la

température croit comme il est attendu pour les réactions exothermiques d’apres la loi de Van’t Hoff.

Les mémes résonances ont également été étudiées & un pH de 3.5 dans les mémes conditions de
solvant et de température (figure 1V.10). La constante d’auto-association moyenne obtenue pour ces

conditions est de 29+0.5 M™. Elle est donc deux fois plus importante que celle obtenue & pH 7.4.
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Figure 1V.9 : Variations de déplacement chimique des signaux H,, Hs, Ha, et Hyp de la catéchine en fonction
de sa concentration. Milieu : D,O ; pH 7.4 (tampon Tris, [Tris] = 156mM) ; T = 37°C. Les constantes d’auto-
association déterminées par I’équation 1V.4 sont notifiées pour chaque proton (en rouge). Les barres d’erreur
sont englobées dans les symboles.
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Figure 1V.10 : Variations de déplacement chimique des signaux Hy, Hs, Ha, et Hyg de la catéchine en fonction
de sa concentration. Milieu : D,O ; pH 3.5 (tampon acide acétique) ; T = 37°C. Les constantes d’auto-association
déterminées par 1’équation I1V.4 sont notifiées pour chaque proton (en rouge). Les barres d’erreur sont englobées

dans les symboles.
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L’auto-association est favorisée lorsque le pH diminue ; les liaisons avec 1’eau environnante sont en

effet affaiblies en milieu acide.

Par ailleurs, Pianet et al. (2008) ont montré d’une part que les constantes d’auto-association
sont plus faibles en présence d’éthanol (10% volumique dans 1’étude menée), 1’éthanol ayant un effet
écran. D’autre part, la conformation cis au niveau du cycle pyrane que 1’on retrouve pour EC, EGCG
et ECG tend a diminuer la valeur de la constante d’auto-association obtenue. Ainsi, on peut supposer
qu’en présence d’éthanol, les constantes d’auto-association des tannins seront inférieures & 29+0.5 M™
(cas de la catéchine, a pH 3.5, 37°C et dans un milieu 100% D,0). La constante d’association tannin-
lipide trouvée dans le cas du systeme C/MLV étant beaucoup plus élevée que les constantes d’auto-
association des tannins (1000+150M™* vs. 29+0.5M™), I’auto-association peut étre négligée par rapport
a l’interaction tannin-lipide. Il est donc justifié de ne pas la prendre en compte pour la suite de cette
étude.

IV.E Paramétres influencant I’interaction tannin-lipide

Cette partie s’intéresse a la détermination des constantes d’association tannin-lipide, K,, a
partir de I’équation de Baxter (équation 1V.3). Cette partie traite pour commencer de I’influence de la
structure du tannin (C, EC, ECG, EGCQG) sur la constante d’association tannin-lipide. Nous verrons
ensuite I’influence du milieu (pH, T, présence d’éthanol) sur cette constante. Enfin, I’influence de la
nature du lipide sur I’interaction avec le tannin est étudiée via une comparaison entre le DMPC et le
POPC, lipide présentant des chaines grasses en C16:0 et C18:1 retrouvées majoritairement dans les

membranes buccales (cf. figure 1.10B).

L’ensemble des études a été effectué¢ sur des MLV pour une concentration en lipide [L] =
4mM et pour des concentrations en tannins ajoutées inférieures a la CMC. L’auto-association des
tannins a par ailleurs été négligée (K,, = 0) ce qui implique dans 1’équation que [T]; est égale a la

concentration totale en tannin ajoutée [T]o.

IV.E.1 Détermination des constantes d’association tannin-lipide en fonction de la

structure du tannin

IV.E.1l.a Cas du systtme EC/MLV

Comme dans le cas d’un ajout de catéchine, I’ajout de quantités croissantes d’épicatéchine sur
les MLV de DMPC entraine un blindage de tous les signaux du lipide. De plus, cet ajout n’entraine
pas de changement au niveau de I’allure du signal relatif au N"(CHs); du lipide, son intensité et sa

largeur a mi-hauteur restant constante par rapport au cas sans tannin. Ainsi, comme pour la catéchine,
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Figure 1V.11 : (A) Variations de déplacement chimique en fonction de la concentration en tannins ajoutés sur
des MLV de DMPC. (#) Catéchine ; (m) Epicatéchine. [L] = 4mM ; 37°C ; pH 7.4 (tampon Tris-d,; dans D,0).
L’erreur pour les variations de déplacement chimique est estimée a + 1-2% pour la catéchine et a £1-5% pour
I’épicatéchine. (B) Parameétres K,, Adn.x €t coefficient de corrélation R obtenus en ajustant les courbes relatives
aux systemes C/MLV et EC/MLV avec I’équation de Baxter (IV.3 dans le texte).
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’épicatéchine parvient a diffuser a travers le modéle membranaire et 1’ensemble des lipides sont en

moyenne en interaction avec les tannins.

La figure IV.11A présente les variations de déplacement chimique du N*(CHs); de la téte
choline en fonction de la concentration en tannin ajoutée pour les systemes EC/MLV et C/MLV
(donné a titre de comparaison). Les variations obtenues pour les deux systemes sont superposables, les
nuages de points étant confondus. De ce fait, la stéréochimie des groupements en position 2 et 3 du
cycle central, trans dans le cas de la catéchine et cis dans le cas de I’épicatéchine, ne semble pas

entrainer de modification de I’affinité du tannin pour le modéle membranaire.

Afin de valider ce résultat, 1’ajustement des points de la courbe Ad = f([T]) par 1’équation de
Baxter a été réalisé. N’ayant pu étre obtenu avec les trois variables (Admax, N et Ky), celui-ci a été
effectué dans un second temps en considérant que le nombre de sites de fixation n pour 1’épicatéchine
était identique a celui de la catéchine. En effet, ces deux tannins ont des structures chimiques trés
proches, un méme nombre de fonctions hydroxyles (5) et des aires surfaciques maximales du méme
ordre de grandeur (82.0A% pour C et 77.1A% pour EC) (Chemicalize, 2013). Pour n = 0.33, pour le
systeme EC/MLV, une valeur au plateau de 0.099+0.006ppm et une constante d’association
K.(EC/MLV) de 1100+150M™ ont été obtenues (figure 1V.11B). Comme attendu, les valeurs au
plateau et les constantes d’association entre les deux systemes C/MLV et EC/MLYV sont sensiblement
les mémes et les nuages de points sur la courbe AS = f([T]) sont confondus. La stéréochimie des
groupements en positions 2 et 3 du cycle pyrane ne semble pas donc étre un facteur déterminant pour

I"affinité du tannin pour le lipide.
IV.E.1.b Cas du systeme EGCG/MLV

Comme pour la catéchine (figure 1V.12A), une addition d’EGCG sur les MLV de DMPC
induit un blindage des signaux du lipide. Néanmoins, contrairement aux deux cas précédents, un léger
épaulement apparait a gauche de la résonance relative au groupement N*(CHs); de la téte choline du
lipide (figure 1V.12B). Ce phénoméne traduit la présence de deux populations de N*(CHs); dans le
systéme ; une population majoritaire en interaction avec les tannins et une autre trés minoritaire ne
I’étant pas. Au vu de la trés faible intensité de cet épaulement, on négligera cette derniere population

pour la détermination de la constante d’association du systeme EGCG/MLV.

De plus, une perte d’intensité au niveau de ce signal et une augmentation de sa largeur a mi-
hauteur sont constatées lors de 1’addition du tannin galloylé. Afin de déterminer si celle-ci est due a
une précipitation du systéme, la variation de I’aire du signal relatif au groupement N*(CHj;); de la téte
choline en fonction de la concentration en tannin ajoutée (inférieure et supérieure a la CMC pour cette
étude) a été étudiée et comparée au cas du systtme C/MLV (figure 1V.12C). Alors que pour le
systtme C/MLYV, I’aire du pic relatif au groupement N*(CHj3); est constante (signe d’une absence de
précipitation), une diminution de celle-ci est constatée pour le systtme EGCG/MLV a partir d’un

rapport molaire EGCG/lipide de 0.3 correspondant a une concentration en tannin ajouté de 1.2mM,

155



A

0 mM

A
A
J
o

34 33 32 31 3 29 28 27 34 33 32 31 3 29 28 27

S (ppm) d (ppm)

1.2

0.6

0.4

Normalized area at 3.2 ppm

0.2

LIS B B B B B B B NN R B BN B B BN N RN R

0|||||||||I||||||||||||||

0.2 0.4 0.6 0.8 1
Tannin/Lipid ratio

(=

Figure 1V.12 : Signal RMN *H (intensité relative) de la région relative a la téte choline (2.7-3.4 ppm) du lipide
en absence et en présence de tannin dans le cas d’une addition de catéchine (A) et ’EGCG (B) sur des MLV de
DMPC. [T] = 4mM ; pH 7.4 (tampon Tris-dy; dans D,0, [Tris] = 15mM) ; T = 37°C. (C) Variations de I’aire du
signal RMN relatif aux protons du groupement N*(CH,); de la téte choline pour des MLV de DMPC en fonction
du rapport molaire tannin/lipide dans le cas d’addition de catéchine (¢) et I’EGCG (v). [L] =4mM ; pH =7.4
(tampon Tris-dy; dans D,O, [Tris] = 15mM); T = 37°C. Les barres d’erreur du rapport tannin/lipide sont
estimées a £2%. L’erreur sur les aires est estimée a +1-8.5 dans le cas de la catéchine, £1-5 dans le cas d’ECG et
+1-15 dans le cas d’EGCG.
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donc inférieure a sa CMC (6+2mM, Fabre et al., 2010). Par conséquent, I’addition d’EGCG a 1’état
monomérique provoque une déstabilisation du systtme membranaire alors que celle-ci est observée

pour les tannins non galloylés qu’a 1’état micellaire (cf partie IV.B.2).

La figure 1V.13A présente la variation de déplacement chimique du groupement N*(CHs); du
lipide en fonction de la concentration en tannin ajoutée pour les systemes EGCG/MLV et C/MLV.
Nous pouvons constater que la présence d’un groupement galloyle et d’une fonction hydroxyle
supplémentaire entraine une forte augmentation de la variation de déplacement chimique du
groupement N*(CHs); par rapport a la catéchine. Cette augmentation peut s’expliquer par la présence
d’un cone d’anisotropie induit par le cycle aromatique du groupement galloyle. On peut en effet
supposer que le groupement N*(CHj); se trouve dans la zone de blindage (riche en électrons), paralléle
au cycle, et donc que la densité électronique autour des protons est augmentée, ce qui se traduit par un

blindage des résonances du lipide plus important dans le cas du tannin galloylé.

Dans le cas du systteme EGCG/MLYV, I’ajustement des points de la courbe Ad = f([T]) par
I’équation de Baxter a pu étre obtenu avec les trois variables (Adnmax, N et Kj). Les résultats trouvés sont
les suivants : Adma = 0.503+0.038ppm, n = 0.59+0.03 et K, (EGCG/MLV) = 2200+600M™ (figure
IV.13B). On constate qu’en moyenne le nombre de lipides par tannin a diminué par rapport a la
catéchine (1.7 vs. 3). Par ailleurs, la constante d’association tannin-lipide obtenue dans le cas ’EGCG
est plus importante que pour les tannins non galloylés, C et EC (2200+600M™ vs. ~1050+150M™).
Ainsi, la présence d’un groupement galloyle et d’une nouvelle fonction hydroxyle en position 5’ du
cycle B augmente 1’affinité du tannin pour le modéle membranaire. Cette effet peut étre expliqué avec
I’apparition d’une interaction de type cation-m pouvant avoir lieu entre le groupement galloyle et le
N*(CH,); du lipide (Uekusa et al., 2008) et la possibilité d’une nouvelle liaison hydrogéne entre le

lipide et la fonction OH supplémentaire sur la structure du tannin.
IV.E.1.c Cas du systéme ECG/MLV

De fagon identique a ce qui a pu étre observé dans le cas d’EGCG, I’ajout d’une quantité
croissante d’ECG sur des MLV de DMPC entraine un blindage des signaux du lipide et 1’apparition
d’un léger épaulement a gauche de la résonance relative au groupement N*(CHj;); de la téte choline du
lipide (figure 1V.14A). Celui-ci étant trés peu intense, la population de N*(CHs); n’interagissant pas
avec le tannin est considérée minoritaire par rapport a celle interagissant avec ECG et ne sera pas prise

en compte lors de la détermination de la constante d’association.

On observe également, suite a I’addition d’ECG sur les MLV, une diminution de I’intensité et
une augmentation de la largeur a mi-hauteur du signal du groupement N*(CHs)s, comme c’est le cas
pour le systeme EGCG/MLV. Afin de mettre en évidence une éventuelle précipitation, la variation de
I’aire du signal relatif au groupement N*(CHj); de la téte choline en fonction de la concentration en

tannin ajouté a été étudiée et comparée au cas des systemes C/MLV et EGCG/MLYV (figure 1V.14C).

157



OH

OH
0.5 -_ A
HO o
\OH 0.4 E !,JV r -
OH | Y
Catéchine L r"'
~ 03
OH - ] p
OH g !
+Z ] ‘ﬁ
HO o o g 02 . K
"o
OH > OH
0
OH ]
OH 0 T T T T T T T T T T T 1
EGCG 0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
[T] (M)
B
n Admax Ka (M™) R
C/MLV 0.33 0.104+0.007 1000+150 0.9997
EGCG/MLV 0.59+0.03 0.503+0.038 2200+600 0.9991
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L’erreur sur les variations de déplacement chimique est estimée a + 1-2% pour la catéchine, a + 1-5% pour ECG
et a £ 0.5-4% pour EGCG. (B) Paramétres n, K,, Ady.x et coefficient de corrélation R obtenus en ajustant les
courbes relatives aux systemes C/MLV et EGCG/MLV avec I’équation de Baxter (IV.3 dans le texte). L’erreur
sur le K, d’EGCG a été estimée & partir du calcul des K, pour les valeurs de n bornant son intervalle de
confiance, soit respectivement 0.56 et 0.62.
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Comme pour le systtme EGCG/MLYV, une diminution de 1’aire du signal est constatée confirmant la
précipitation du systéme. Celle-ci est moins importante et apparait plus tét que dans le cas du systeme
EGCG/MLYV. Toutefois, la précipitation apparait également & une concentration en tannin inférieure a
sa CMC (2.8+£0.3mM, Fabre et al., 2010). On peut donc conclure que, contrairement aux tannins non
galloylés, les deux tannins galloylés étudiés déstabilisent le modéle membranaire a 1’état
monomérique au-dela d’un certain rapport molaire tannin-lipide avec un effet plus marqué pour
EGCG.

Afin de rester dans les conditions de la dégustation, les variations de déplacements chimiques
du pic relatif au N*(CHs); en fonction de la concentration en tannin reportée sur la figure 1V.15A ne le
sont que pour des concentrations en ECG ajoutées inférieures a sa CMC. Nous pouvons constater les
variations de déplacement chimique induites par ECG bien qu’identiques a celles ’EGCG aux faibles
concentrations en tannin sont plus faibles aux fortes concentrations. La fonction hydroxyle en moins

sur ECG est peut-étre a I’origine de cet effet.

Contrairement 8 EGCG, I’ajustement de la courbe Ad = f([T]) par I’équation de Baxter avec
les trois variables (A8max N, Ky) n’a pu étre obtenu. Les structures d’ECG et d’EGCG étant trés
proches et leurs aires surfaciques maximales étant du méme ordre de grandeur (109.5A2 pour ECG et
100.4 A2 pour EGCG) (Chemicalize, 2013), le nombre de sites de fixation n a été supposé identique
pour les deux tannins. Pour n fixé a 0.59, pour le systtme ECG/MLYV, I’ajustement de la courbe a
permis d’obtenir un Aday de 0.497+0.405ppm et un K,(ECG/MLV) de 1300+150M* (figure 1V.15B).
Comme on pouvait s’y attendre au vu de I’allure des courbes Ad = f([T]), la valeur du K, pour le
systeme ECG/MLV est comprise entre celle des tannins non galloylés et celle d’EGCG. Cependant, on
peut remarquer que : (i) la valeur au plateau est a remettre en cause au vu de la barre d’erreur trouvée,
(i) I’ajustement n’est pas optimal et (iii) la valeur du K, pour ECG est trés différente de celle pour

EGCG. Ce resultat sera discuté dans la partie discussion (IV.E) de ce chapitre.

1V.E.2 Influence du milieu sur la constante d’association

Le pH d’un vin est généralement compris entre 3.2 et 3.8 et la température idéale de
dégustation se situe autour de 18°C. On peut donc supposer que 1’ingestion d’un verre de vin va
produire ponctuellement une baisse du pH et de la température en bouche (respectivement comprises
entre 7.1 et 7.4 et 35.5 et 37.5°C). Cette partie s’attache donc a étudier ’influence du pH et de la
température sur la constante d’association tannin-lipide. Par ailleurs, le caractére fluidifiant de
I’éthanol (présent dans le vin a un pourcentage volumique de 12%, Taillandier & Bonnet, 2005) est
susceptible d’affecter I’affinité tannin-lipide. L’effet de la présence de 12% d’éthanol sera donc

également examiné dans cette partie. Le systéme C/MLYV sert de référence pour cette étude.
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Figure 1V.14 : Signal RMN 'H (intensité relative) de la région relative a la téte choline (2.8-3.4 ppm) du
DMPC en absence et en présence d’ajout de quantités croissantes de tannin sur des MLV dans le cas d’une
addition de catéchine (A) et d’ECG (B). [L] = 4mM ; pH 7.4 (tampon Tris-d;; dans D,0, [Tris] = 15mM) ; T =
37°C. (C) Variations de I’aire du signal RMN relatif aux protons du groupement N*(CH3); de la téte choline
pour des MLV de DMPC en fonction du rapport molaire tannin/lipide pour une addition de catéchine (¢), d’ECG
(®) et ’EGCG (v). [L] = 4mM ; pH = 7.4 (tampon Tris-dy; dans D,O, [Tris] = 15mM) ; T = 37°C. L’erreur sur
le rapport tannin/lipide est estimée & +2%. L erreur sur les aires est estimée & +1-8.5% dans le cas de la catéchine
et a £1-5% dans le cas d’ECG. Le rectangle gris représente la région ou se situe la CMC de I’ECG.
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Figure 1V.15 : Variations de déplacement chimique en fonction de la concentration en tannins ajoutés sur des
MLV de DMPC. (#) Catéchine ; (v) EGCG; (o) ECG. [L] =4mM ; T = 37°C; pH 7.4 (tampon Tris-dy; dans
D,0). L’erreur sur les variations de déplacement chimique est estimée a = 1-2% pour la catéchine et a £1-5%
pour ECG. (B) Parameétres n, K,, Ad.x et coefficient de corrélation R obtenus en ajustant les courbes relatives
aux systémes C/MLV, ECG/MLV et EGCG/MLYV avec 1’équation de Baxter (IV.3 dans le texte).

161



IV.E.2.a Impact de la température

Afin de se placer entre la température idéale de dégustation d’un vin et celle de la bouche,
I’étude a été effectuée a une température fixée a 31°C et a pH 7.4. L’ajout de quantités croissantes de
catéchine sur les MLV de DMPC entraine un blindage du signal relatif au groupement N*(CHs); sans
changement de son allure (intensité, largeur & mi-hauteur). Ainsi, comme vu précédemment, toutes les
tétes choline sont en moyenne en interaction avec la catéchine qui diffuse a travers la membrane et

aucune précipitation n’est détectée.

Les variations de déplacement chimique du groupement N*(CHs); du lipide en fonction de la
quantité en tannin ajoutée pour le systeme C/MLV a 37 et 31°C sont présentées sur la figure 1VV.16A.
Pour une concentration en catéchine ajoutée inférieure ou égale a 2mM, les points sont confondus.
Toutefois, pour une concentration supérieure, les variations de déplacements chimiques sont plus

faibles a 31°C. La température semblerait avoir une influence sur 1’affinité tannin-lipide.

L’ajustement des points de la courbe Ad = f([T]) par I’équation de Baxter n’a pu étre obtenu
avec les trois variables (Admax, N et K,). Une augmentation de la température n’affectant pas la
structure du tannin, nous avons considéré que le nombre de sites de fixation n a 31°C et a 37°C était
identique. En fixant n = 0.33, pour le systtme C/MLV a 31°C, la valeur au plateau Ad.x €t la
constante d’association obtenues sont respectivement de 0.126+0.007ppm et de 700+50M™ (figure
IV.16B). Cette derniére est inférieure a celle obtenue & 37°C (1000+150M™). Une diminution de
température semble donc conduire a une baisse de I’affinité de la catéchine pour le modéle
membranaire. Ce résultat peut étre relié a une diminution de la mobilité des molécules de lipides

défavorable a leurs interactions avec les molécules de tannin.

IV.E.2.b Impact du pH

L’étude a ici été effectuée au pH moyen du vin de 3.5. Comme précédemment, I’ajout de
guantités croissantes de catéchine sur les MLV de DMPC entraine un blindage du signal relatif au
groupement N*(CHs); sans changement de son allure. De nouveau, en condition acide, toutes les tétes

choline sont en moyenne en interaction avec le tannin et aucune précipitation n’est détectée.

Les variations de déplacements chimiques du pic relatif au N*(CHs); du lipide en fonction de
la concentration en catéchine ajoutée sont présentées sur la figure 1\VV.17A pour des pH de 7.4 et 3.5.
Une légere diminution de ces variations est observée dans le cas du pH acide. Le pH semblerait

modifier quelque peu I’affinité du tannin pour les lipides.
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Figure 1V.16 : (A) Variations de déplacement chimique en fonction de la concentration en catéchine ajoutée
sur des MLV de DMPC a deux températures (¢) T =37°C ; (o) T =31°C. [L] =4mM ; pH 7.4 (tampon Tris-dy;
dans D,0, [Tris] = 15mM). Les barres d’erreur des variations de déplacement chimique sont estimées a + 1-2%
pour T = 37°C et & + 0.1-6.7% pour T = 31°C. (B) Parametres K,, Adnax €t coefficient de détermination R
obtenus en ajustant les courbes relatives au systéme C/MLV a 31 et 37°C avec 1’équation de Baxter (IV.3 dans le
texte). Le nombre de sites de fixation n est fixé a 0.325 +0.025.
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L’ajustement des points de la courbe Ad = f([T]) par I’équation de Baxter n’a pu étre obtenu
avec les trois variables (Admax, N et K;). Or, & pH 3.5, la charge électrique du tannin et du lipide n’est
pas modifiée par rapport a celle a pH 7.4. En effet, le pK, de la fonction hydroxyle la plus acide de la
catéchine (Muzolf et al., 2008) est de 8.97 (OH en position 4’ du cycle B) et celui du groupement
phosphate du DMPC d’environ 1 (Moncelli, 1994). Le nombre de sites n a pH 3.5 a donc été considéré
comme identique a celui a pH 7.4 (n = 0.33). Dans ces conditions, la valeur au plateau Adn.x et la
constante d’association obtenue pour le systtme C/MLV a pH 3.5 sont respectivement de
0.108+0.008ppm et de 700+50M™ (figure 1V.17B). Cette derniére est (1.4 fois) inférieure a la
constante d’association obtenue pour le méme systéme a un pH de 7.4 (1000£150M™). Ce résultat

suggere que I’affinité tannin-lipide diminue lorsque 1’on passe d’un pH alcalin a un pH acide.

IV.E.2.c Impact de I’éthanol

La catéchine a été additionnée en quantités croissantes sur une solution de MLV de DMPC
dans un milieu D,O/EtOD (88/12). Les mémes observations que dans le cas du systeme C/MLV sans
éthanol sont retrouvées ici. L’addition de tannin entraine un blindage de toutes les résonances du
lipide, ’allure du pic relatif au N*(CHs); du lipide (intensité, largeur a mi-hauteur) n’est pas affectée et
un seul pic est observé. De ce fait, méme en présence d’éthanol, toutes les tétes polaires du lipide sont
en moyenne en interaction avec le tannin et aucune précipitation n’est détectée. Néanmoins, en
comparant les variations de déplacement chimique du N*(CHs); dans les milieux 100% D,O et
D,O/EtOD (88/12) (figure 1V.18A), nous pouvons voir gue ces variations sont tres inférieures dans le

cas du systeme C/MLV en présence d’éthanol.

L’ajustement des points de la courbe AS = f(|T]) par I’équation de Baxter n’ayant pu étre
obtenu avec les trois variables (A8, N et K;), on a donc supposé que le nombre de sites n était
invariant en présence d’éthanol. Ainsi, une valeur au plateau Adnmax €t Une constante d’association pour
le systétme C/MLV en présence d’éthanol ont été trouvées respectivement égales & 0.115+0.011ppm et
a 250+20M™. L’affinité tannin-lipide est donc trés affectée par la présence d’éthanol (K,(C/MLV, sans
éthanol = 1000£150M™) comme on pouvait s’y attendre a cause de sa localisation dans la méme
région que le tannin au niveau de I’interface du modele membranaire (Holte et al., 1997). L ’hypothése

faite sur le nombre de sites sera donc discutée dans la partie discussion ci-apres.

164



0.12

0.1

3)3

ASN'(CH

0 T T T T T T T T T T T 1

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
[C] (M)
B n A max K, (M™) R
CIMLV pH 7.4 0.33 0.104+0.007 1000%150 0.9997
C/MLV pH 3.5 0.33 0.108+0.008 700£50 0.9974

Figure 1V.17 : (A) Variations de déplacement chimique en fonction de la concentration en catéchine ajoutée
sur des MLV de DMPC a différents pH. (¢) pH 7.4 (tampon Tris-dyq, [Tris] = 15mM) ; (m) pH 3.5 (tampon acide
acetique-dg, [C3Dg0O,] = 5SmM). [L] = 4mM ; T = 37°C. L’erreur sur les variations de déplacement chimique est
estimée a £ 1-2% pour le pH 7.4 et + 0.5-3% pour le pH 3.5. (B) Paramétres K,, Ad..x et coefficient de
détermination R obtenus en ajustant les courbes relatives au systtme C/MLV a pH 3.5 et 7.4 avec I’équation de
Baxter (IV.3 dans le texte).
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Figure 1V.18 : (A) Variations de déplacement chimique en fonction de la concentration en catéchine ajoutée
sur des MLV de DMPC en absence et en présence d’éthanol (12% volumique). (¢) Tampon pH 7.4 (Tris-dyy,
[Tris] = 15mM); (V) Tampon pH 7.4 + éthanol. [L] = 4mM ; T = 37°C. L’erreur sur les variations de
déplacement chimique est estimée a + 1-2% en absence d’éthanol et a + 0.1-5% en présence d’éthanol. (B)
Paramétres n, K,, Admax €t coefficient de détermination R obtenus en ajustant les courbes relatives au systéme
C/MLYV en absence et en présence d’éthanol avec 1’équation de Baxter (IV.3 dans le texte).
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IV.E.3 Détermination de la constante d’association du systeme C/MLYV de POPC

Comme cela a été vu dans I’introduction, le DMPC, présentant deux chaines en C14:0, est un
lipide dont les chaines grasses sont peu représentatives des chaines grasses présentes sur les lipides des
membranes buccales. C’est pourquoi, afin de tendre vers la composition biologique des membranes
buccales, nous avons choisi d’analyser I’influence de la nature des chaines acyles du lipide sur son
affinité pour les tannins. Pour cela, nous avons étudié I’interaction de la catéchine avec des MLV de
POPC, lipide comportant une chaine grasse en C16:0 (en position sn-1) et une chaine grasse en C18:1
(en position sn-2), ces deux chaines grasses étant les plus représentées dans les membranes buccales
(figure 1.10). L’étude a été effectuée a un pH de 7.4 et a 37°C.

Comme attendu, I’addition de tannin entraine un blindage des signaux du lipide. Néanmoins,
contrairement au cas observé pour une addition de tannin sur des MLV de DMPC, la présence de deux
pics distincts pour le groupement N*(CH,); est ici constaté (figure 1V.19A). Le premier a 3.275ppm
correspond au pic du POPC n’interagissant pas avec les tannins (figure 1V.19B) tandis que le second a
3.2ppm correspond au pic du POPC en interaction avec les tannins. Toutefois, 1’aire du signal a
3.2ppm est supérieure a celle du signal a 3.275ppm, signifiant que la population de téte choline en
interaction avec les tannins est plus importante que celle qui n’interagit pas. Par conséquent, dans le
cas d’une addition de catéchine sur des MLV de POPC, le tannin ne se répartit pas de fagon homogene
a travers toutes les bicouches lipidiques de la membrane. Le phénoméne peut étre attribué au fait que
le tannin ne diffuse pas a travers les bicouches de POPC ou que sa diffusion est beaucoup plus lente
que dans le cas du DMPC. Ce résultat peut s’expliquer par la nature de la phase lipidique présente lors
de I’addition de la catéchine qui a eu lieu dans les deux cas a température ambiante, entre 20 et 24°C.
Dans le cas du DMPC, cette addition s’effectue a une température proche de la température de
transition de phase gel/fluide de 23.5°C (Cevc. 1993). Ainsi, nous sommes en présence d’une phase de
pré-transition présentant des défauts au niveau de sa surface lipidique (Carlson & Sethna. 1987 ;
Heimburg. 2000) qui vont faciliter la diffusion du tannin. En revanche, dans le cas du POPC dont la
température de transition de phase gel/fluide est de -2°C, 1’addition s’effectue sur sa phase fluide L,,
seule en présence. Or, cette phase présente peu de défauts a sa surface, ce qui défavorise la diffusion

des tannins a travers les bicouches.

La répartition non homogene de la catéchine a travers les bicouches de MLV de POPC se
traduit par la présence de deux populations de N*(CHj3)s, I’une affectée par la présence des tannins et
I’autre non affectée donc n’interagissant pas avec les tannins. Ceci est donc un frein a I’utilisation de
I’équation de Baxter (équation IV.3). En effet, il n’est pas possible dans ces conditions de connaitre la
concentration de lipide en interaction avec les tannins. Afin de contourner ce probléme, le systeme
mixte C/MLV de POPC a été réalisé par la méthode de cosolubilisation de maniére a forcer I’insertion
des tannins dans les différentes bicouches. Le signal RMN *H du groupement N*(CHs); du lipide
obtenu dans ce cas (figure 1VV.20A) présente un seul pic a 3.275ppm correspondant au déplacement
chimique observé sur le spectre du systeme obtenu par addition pour la population en interaction avec
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Figure 1V.19 : Agrandissements (intensité relative) de la région relative au signal N*(CHs); (3-3.5 ppm) de la
téte choline pour le DMPC et le POPC en absence et en présence de catéchine. (A) DMPC/C avec un rapport
molaire T/L de 1/1.15. (B) MLV seule. [L] = 4mM ; pH 7.4 (Tris-dyy, [Tris] = 15mM) ; T = 37°C.
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Figure 1V.20 : Agrandissements (intensité relative) de la région relative au signal N*(CHs); (3-3.5 ppm) de la
téte choline du POPC en absence et en présence de catéchine. (A) C/POPC obtenue par cosolubilisation, (B)
C/POPC obtenue par addition, (C) POPC seul. [L] = 4mM ; [T] = 3.5mM ; pH 7.4 (tampon Tris-dyy, [Tris] =
15mM) ; T =37°C.
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le tannin (figure 1V.20B), signifiant qu’il existe une unique population de tétes cholines. De ce fait,
tous les lipides sont en moyenne en interaction avec la catéchine. Le terme [L] de I’équation de Baxter

et donc connu et correspond a la concentration totale en lipide de 4mM.

Comme pour le DMPC, afin de déterminer quels groupements moléculaires sont les plus
affectés par la présence du tannin, les variations de déplacement chimique ont été reportées en
fonction de la position des protons sur le lipide et sont présentées sur la figure 1V.21. Nous pouvons
voir que les variations de déplacements chimiques des différents groupements du lipide sont similaires
aux variations observées dans le cas du systeme C/MLV de DMPC. Ainsi, les mémes conclusions
s’appliquent sur ce systéme : (i) Les variations les plus importantes sont retrouvées pour les protons
relatifs a la téte choline, ce qui suggere une localisation de la catéchine a I’interface. (ii) Les variations
significatives obtenues pour les protons en a et en  des carbonyles suggérent un léger ancrage du
tannin dans la membrane de POPC. (iii) Des variations de trés faibles intensités sont observées pour
les protons relatifs aux groupements CH, des chaines acyles et a 1’insaturation. Ainsi, la nature des
chaines grasses (longueur de chaine, présence d’insaturations) ne semble pas avoir d’influence sur la
localisation du tannin dans la membrane. Ainsi, comme précédemment, le suivi des variations de

déplacement chimique a été effectué sur le groupement N*(CHj); de la téte choline.

Ces variations en fonction de la concentration en catéchine insérée sont présentées pour les
deux systémes C/MLV de POPC et C/MLV de DMPC sur la figure 1V.22A. Nous pouvons voir que
I’ensemble des points pour les deux systémes sont confondus. Ainsi, la nature de la chaine acyle ne
semble pas avoir d’influence sur les variations de déplacement chimique et donc sur I’affinité tannin-
lipide.

Pour ce systéme, 1’ajustement des points de la courbe AS = f([T]) par I’équation de Baxter a pu
étre obtenu avec les trois variables (Admax, N et K;) avec Admax = 0.099+0.019ppm, n= 0.31+0.08 et K,
= 1050+300M™ (figure 1V.22B). Comme attendu, le nombre de sites de fixation et la constante
d’association sont quasi-identiques & ceux obtenus pour les MLV de DMPC (n = 0.33; K, =
1000+£150M™). Ce résultat est en faveur d’une localisation des tannins a I’interface du modéle
membranaire de POPC ; le nombre de sites de fixation obtenu reste cohérent par rapport au léger
ancrage du tannin suggéré par 1’étude des variations de déplacement chimique des signaux du lipide en

fonction de la position du groupement moléculaire.

IVV.F Discussion

Dans cette partie, les résultats obtenus au cours de ce chapitre seront discutés et reliés a ceux
de la littérature. Nous discuterons dans un premier temps de la localisation du tannin a la surface du

modéle membranaire. L’échelle d’affinité des tannins pour les lipides obtenue dans le cadre de cette

168



0.08 -

B m C/POPC

0.07 4 u C/DMPC

0.06 -

0.05 -

0.04 -

0.03 -

0.02 -

0.01 -

0.00 -

Figure 1V.21 : (A) Structure chimique numérotée du POPC ; (B) Variations de déplacement chimique des
signaux du lipide en fonction de la position du groupement moléculaire portant les protons pour un ajout de
catéchine sur des MLV. Comparaison entre des MLV de POPC et des MLV de DMPC. Le rapport molaire
tannin/lipide est de 1/2.5. [L] = 4mM. T = 37°C. Du fait d’un rapport signal/bruit élevé, les variations de
déplacements chimiques relatives aux groupements CH, g; et g; n’ont pas pu étre déterminées dans le cas du
POPC.
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Figure 1V.22: Variations de déplacement chimique en fonction de la concentration en catéchine ajoutée sur des
MLV de DMPC et de POPC (¢) DMPC ; () POPC, échantillon obtenu par addition de tannin ; (m) POPC,
échantillon obtenu par cosolubilisation. [L] = 4mM ; T = 37°C; pH 7.4 (tampon Tris-dyy, [Tris] = 15mM).
L’erreur sur les variations de déplacement chimique est estimée a + 1-2% pour le DMPC et a + 2.5-10% pour le

POPC.
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étude sera commentée dans un second temps. Des explications seront notamment avancées pour
justifier I’augmentation de I’affinité du tannin pour le systeme lipidique dans le cas d’un tannin
galloylé. Une comparaison entre les valeurs des constantes d’association tannin-lipides obtenues et les
constantes d’association tannin-protéines salivaires sera également établie afin de permettre une
discussion sur I’impact réel ou non de I’interaction tannin-lipide sur la sensation d’astringence. Enfin,
nous discuterons de la pertinence du protocole mis au point pour déterminer des constantes d’affinité

pour ’interaction tannin-lipide par RMN.

IV.F.1 Localisation des tannins sur le modele membranaire

L’étude de la variation de déplacement chimique a la surface du modé¢le membranaire a
démontré une localisation des quatre tannins étudiés (C, EC, ECG, EGCG) a I’interface du modéle
membranaire. Les variations de déplacements chimiques obtenus pour les signaux relatifs a la téte
polaire du lipide sont en effet plus importantes que celles obtenues pour les résonances relatives au
cceur hydrophobe (figure 1V.3). De plus, les variations significatives des déplacements chimiques
obtenues pour les pics relatifs aux protons en a et en p des carbonyles (CH,-C=0 et CH,-CH,-C=0)
suggerent un léger ancrage des tannins dans la membrane. Ces résultats apportent la preuve d’une
localisation des tannins a I’interface du modéle membranaire jusqu’ici suggérée (Kajiya et al., 2001 ;
Uekusa et al., 2007, 2011 ; Sun et al., 2009 ; Sirk et al., 2011) et infirment ceux obtenus par Caturla et
al. (2003) qui conclurent & une localisation en profondeur pour ECG et EGCG. En effet, une telle
localisation induirait une forte variation de déplacement chimique pour le pic relatif aux chaines

acyles, ce qui n’a pas été observé.

Dans le cas d’une addition de tannins non galloylés (C et EC) sur les systémes lipidiques, on
obtient un nombre de sites de fixation de 0.33, ce qui correspond en moyenne a la fixation de trois
lipides par tannin. Si on suppose que le tannin interagit parallélement a la bicouche, I’aire surfacique
maximale du tannin (82.0A2 pour C et 77.1A2 pour EC) étant supérieure a la surface du lipide (65A2),
ce résultat est raisonnable. Dans le cas d’EGCG, I’aire du tannin (100.4A2) augmente, on s’attendrait
donc a ce qu’il interagisse avec plus de lipides donc que la valeur de n soit plus faible. Or, on trouve
Necee = 0.59 > nc. Ce résultat suggere une diminution de 1’aire surfacique du tannin et donc une
pénétration plus en profondeur d’EGCG dans la bicouche lipidique. Ce résultat rejoint le résultat
obtenu par Sirk et al. (2008) par modélisation moléculaire qui constatérent, en étudiant 1’interaction
d’une molécule d’EGCG avec une bicouche POPC/POPE 1/1 (144 lipides par feuillet), un léger

ancrage d’EGCG dans la membrane.

Ainsi, I’étude effectuée montre que les quatre tannins étudiés, C, EC, ECG et EGCG, sont
localisés a I’interface du modeéle membranaire avec une insertion légerement plus importante pour
EGCG. Ce résultat est en accord avec I’effet désorganisant au niveau du cceur hydrophobe plus

important dans le cas de ce tannin, comme observé dans le chapitre Il
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IVV.F.2 Discussion sur la pertinence de la méthode utilisée

Une méthode basée sur I'utilisation de la RMN permettant la détermination quantitative de
constantes d’association tannin-lipide par RMN a été élaborée. Une premiere remarque pourrait étre
faite sur le choix du lipide utilisé pour mimer les chaines grasses, le DMPC étant trés peu présent dans
les membranes naturelles. Toutefois, nous avons montré que les chaines grasses étaient peu influentes
sur I’affinité tannin-lipide. Par conséquent, le modéle lipidique des MLV de DMPC, qui présente
I’avantage d’étre peu colteux, peut étre retenu comme modeéle de référence pour la détermination et la

comparaison relative des constantes d’association tannin-lipide.

Dans les conditions de notre étude (concentration en tannin inférieure a la CMC comme c¢’est
le cas dans le vin), la valeur du K; obtenue pour ECG n’est pas satisfaisante dans la mesure ou elle est
plus proche de celle des tannins non galloylés que celle du tannin galloylé EGCG. Ce résultat peut étre
attribué a la méthode utilisée (ajustement mathématique a partir de 1’équation de Baxter). En effet, de
tous les tannins étudiés, ECG a la CMC du tannin la plus basse, ce qui empéche expérimentalement
d’atteindre le début du plateau de la courbe des variations de déplacement chimique en fonction de la
concentration en tannin. Pour contourner ce probléme, deux solutions peuvent étre envisagées. La
premiére serait de travailler a une concentration en lipide plus basse. La deuxiéme serait de faire appel
a la technique par ITC (isothermal titration calorimetry) qui permettrait de déterminer le nombre de
sites de fixation n sur le lipide. Celui-ci pourrait ensuite étre injecté comme parametre fixe dans

1’équation de Baxter pour déterminer le K, et la valeur au plateau.

Dans le cas du systtme C/MLV en présence d’éthanol (K, = 250+20M™), I’hypothése d’un
nombre de sites de fixation de 0.33 (3 lipides par tannin) identique a celui du méme systéme sans
éthanol est a remettre en cause. En effet, il a été montré que 1’éthanol est localisé dans la méme région
que le tannin a I’interface de la membrane lipidique (Holte et al., 1997). Dans ces conditions, il
existerait une compétition pour un méme site de fixation entre les deux molécules. On peut donc
raisonnablement penser que le nombre de sites de fixation sur le lipide disponibles pour le tannin va
diminuer en présence d’éthanol, ce qui rend caduque notre hypothese. Le recours a la technique par
ITC pourrait 1a encore permettre d’accéder au nombre de sites de fixation n, lequel pourrait étre
ensuite injecté dans 1’équation de Baxter pour déterminer le K, Cependant, pour avoir une estimation
de la valeur de la constante d’association pour le systéme C/MLYV en présence d’éthanol, nous avons
calculé la valeur de K, pour différentes valeurs de n inférieures a 0.33 dans I’équation de Baxter en le

faisant tendre vers O (tableau 1V .4).
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n Nombre de Ii_pides Valeur au plateau K, (M) Coefficiqnt de

par tannin Admax (PPmM) 2 corrélation R
0.33 3 0.115+0.011 250 £ 20 0.9985
0.2 5 0.119+0.01 220+30 0.9986
0.1 10 0.125+0.01 200+20 0.9986
0.05 20 0.127+0.01 180+20 0.9987
0.02 50 0.129+0.01 180+20 0.9987
0.01 100 0.129+0.01 175+20 0.9987
0.005 200 0.130+0.01 175+20 0.9987
0.001 1000 0.130+0.01 175+20 0.9987

Tableau 1V.4 : Valeurs de la constante d’association K, en fonction du nombre de sites n fixé dans 1’équation de
Baxter pour le systtme C/MLV en présence d’éthanol.

Nous pouvons voir que pour des valeurs de n inférieures a 0.33, la constante d’association
diminue et tend vers une valeur limite de 175+20M™. On peut donc supposer que la valeur précise de
la constante d’association pour le systtme C/MLV en présence d’éthanol sera comprise entre
175+20M™ (n = 0.001) et 250+20M™ (n = 0.33).

Nous avons donc vu, a travers les systtmes ECG/MLV et C/MLV en présence d’éthanol, que
des problemes peuvent se poser pour le paramétrage de 1’équation mathématique de Baxter utilisée
pour I’ajustement des points expérimentaux de la courbe A3 = f([T]). En effet, I’absence de plateau sur
la courbe expérimentale ou la difficulté du logiciel KGraph a trouvé un ajustement mathématique
réaliste a partir de 1’équation de Baxter a trois variables constitue la principale limitation de la

méthode utilisée.

IV.F.3 Influence de la structure des tannins sur leur affinité pour le modeéle

membranaire

Les constantes d’associations ont pu étre quantifiées pour les systétmes C/MLV, EC/MLV et
EGCG/MLV ce qui permet d’établir 1’échelle d’affinité suivante : K,(EGCG/MLV) = 2200+600M™ >
KA(EC/MLV) = 1100£150M™ ~ K,(C/MLV) = 1000+150M™. Bien que la valeur du K, pour le systéme
ECG/MLV ne puisse étre validée, en se basant sur les variations de déplacement chimique pour ce
tannin, on peut raisonnablement conclure que D’affinité des tannins est plus importante pour des
tannins galloylés que des tannins non galloylés. De plus, I’isomérie cis/trans des carbones 2 et 3 du

cycle pyrane ne semble pas influer sur I’affinité des tannins non galloylés.

La valeur de K, la plus élevée obtenue pour le tannin galloylé EGCG est en accord avec celle
de la littérature (Hashimoto et al., 1999 ; Kajiya et al., 2001 ; Kamihara et al., 2008 ; Uekusa et al.,
2008). Uekusa et al. (2011) expliquérent ce résultat par la présence d’un nouveau systéme aromatique
induisant des interactions de type cation-n avec la téte choline du lipide, ce qui va augmenter 1’affinité

du tannin pour le lipide. On peut toutefois supposer que la présence de trois nouvelles fonctions
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hydroxyles pouvant étre impliquées dans des liaisons hydrogene peut aussi étre une explication de
I’affinité plus importante dans le cas du tannin galloylé ; les liaisons hydrogéne sont en effet les

interactions qui prédominent entre les tannins et les lipides (Sirk et al., 2008 ; Abram et al., 2013).

Il est & noter que la seule étude montrant des données quantitatives (Kamihara et al., 2008) sur
les constantes d’association entre des tannins et des multicouches de DMPC supportées sur une
microbalance de cristal de quartz conclut aussi & une affinité plus importante des tannins galloylés par
rapport aux tannins non galloylés avec K, (ECG) = (3.75+£0.997).10°M*, K,(EGCG) =
(2.1640.791).10°M™, K,(EC) = (1.8620.128).10°M™ et K,(EGC) = (1.33+0.124).10°M™. Cependant,
alors que ces résultats montrent une affinité des tannins galloylés pour le systeme lipidique 1000 fois
supérieure a celle des tannins non galloylés, elle est seulement deux fois plus élevée dans notre cas.
Les valeurs trés élevées des constantes d’association obtenues dans cette publication (de I’ordre de 10°
a 10°M™) nous améne & nous interroger sur la pertinence de ces résultats obtenus par la technique de
QCM basée sur des mesures de variations de masse. En effet, la constante d’association est obtenue en
ajustant la courbe des variations de masse en fonction de la concentration totale en tannin injecté Am =
f([T]). Or, les tannins doivent d’abord diffuser avant d’interagir avec la couche lipidique fixée sur la
microbalance et déclencher la mesure. Ce phénoméne de diffusion étant trés lent (de plusieurs heures a
plusieurs jours), la concentration en tannins interagissant avec la surface lipidique n’est pas égale a la
concentration totale en tannin injecté, les tannins n’ayant pas tous diffusé au moment de la mesure. La
concentration en tannin interagissant avec la surface lipidique est donc sur-estimée en la considérant
éagle a la concentration totale en tannin injecté. Cela entraine alors une source d’erreur sur la valeur
du K, déterminée a partir de cette technique. La technique de QCM n’est donc peut-étre pas la

technique la plus appropriée pour la mesure de constantes d’association.

D’autre part, les valeurs de K, que nous avons obtenues montrent que la catéchine et
I’épicatéchine ont une affinité comparable pour les MLV. Ce résultat n’est pas pas en accord avec les
données de la littérature qui sont en faveur d’une affinité plus importante dans le cas des tannins de
type cis (cas de EC) par rapport aux tannins de type trans (cas de C) (Hashimoto et al., 1999 ; Kajiya
et al., 2001 ; Uekusa et al., 2008). Cependant, les conclusions établies jusqu’a présent sont basées sur
des données qualitatives ou des mesures effectuées dans des conditions peu représentatives des
conditions de la dégustation d’un vin (mesures de coefficient de partage, utilisation de la technique
HPLC en solvant organique acétonitrile CH;CN/H,O 20/80) tandis que nos résultats sont basés sur la
détermination d’une grandeur thermodynamique dans des conditions mimant celles de la dégustation
(milieu hydroalcoolique 12%, pH 7.4, 37°C).
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IV.F.4 Influence de P’interaction tannin-lipide sur I’astringence et implication

dans le goGt du vin

La mesure de la constante d’association entre un tannin, la catéchine, et un modéle
membranaire mimant les membranes buccales, les MLV de DMPC, a pu étre effectuée dans des
conditions mimant celles de la dégustation (12% d’éthanol, T = 37°C, pH 7.4). Bien que la constante
d’association pour le systétme C/MLV en présence d’éthanol n’ait pu étre déterminée avec précision,

celle a tout de méme été estimée entre 155 et 270M™.

Ce résultat peut étre comparé aux travaux effectués au laboratoire par O. Cala sur les
interactions tannin-protéine (Cala et al., 2010) afin de voir si I’interaction entre les tannins et les
lipides a une influence sur la sensation d’astringence. Pour la catéchine, I’auteur a déterminé une
constante de dissociation Ky entre le tannin et le peptide IB7,, mimant les protéines salivaires de
12.7+0.3mM soit une constante d’association K, de 79+2M™, Ainsi, la constante d’association C/MLV
de DMPC est environ 2 a 3 fois plus importante que celle obtenue pour le systeme C/IB74,.

Néanmoins, les conditions expérimentales varient entre les deux études, celles sur le systeme
C/IB7,4 ayant été effectuée dans des conditions mimant le milieu du vin (pH 3.5, T = 25°C, 12%
d’¢éthanol) tandis que celles relatées dans ce chapitre pour le systeme C/MLV miment les conditions en
bouche lors de la dégustation d’un vin (pH 7.4, T = 37°C, 12% d’éthanol). De ce fait, 1’effet du pH et
de la température sur la constante d’association C/MLV est a prendre en compte lors de la
comparaison avec les résultats sur I’interaction tannin-protéines salivaires. Or, une diminution du pH
et de la température induisent une diminution d’environ 30% de la constante d’association tannin-
lipide. D’autre part, les constantes d’association tannin-lipide obtenues pour les autres tannins (EC,
EGCG) sont supérieures ou du méme ordre de grandeur que les constantes d’association tannin-1B714
obtenues avec les diméres et trimére de tannins (Cala et al., 2010) . Nous pouvons donc supposer que
dans des conditions de T, pH et degré alcoolique identiques, 1’affinité tannin-lipides est supérieure ou
du moins du méme ordre de grandeur que [I’affinité tannin-protéines salivaires a la base de
I’astringence. Au moment de la dégustation, il va donc exister une compétition entre 1’interaction entre
les tannins et les lipides et I’interaction entre les tannins et les protéines salivaires. Dans le cadre de

ces études, les lipides des membranes buccales joueraient donc le réle de modulateur de I’astringence.

IV.G Conclusion et perspectives

L’objectif de ce chapitre était de déterminer les constantes d’association entre des tannins du
vin (C, EC, ECG et EGCG) et un modele des membranes buccales, les MLV de DMPC, afin d’étudier
I’impact de ces interactions entre les tannins et les lipides sur la sensation d’astringence. Cet objectif a
été atteint grace a la mise en place d’un protocole permettant la détermination de ces constantes par

RMN. Celui-ci repose sur le suivi des variations du signal du groupement lipidique le plus affecté par
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le tannin, le N*(CHs)s, en fonction de la concentration en tannin dans le milieu et leur ajustement
mathématique par 1’équation déterminée par Baxter et al. (1996). Des constantes d’association tannin-
lipide ont ainsi pu étre obtenues pour la premiere fois dans le cas du modéle membranaire des MLV de
DMPC, celles-ci variant de 175 a 2200M™.

Nous avons montré que la présence d’un groupement galloyle dans la structure du tannin
augmente son affinité pour le modéle membranaire. Ce résultat est a relier aux nombre d’interactions
décrites comme prédominantes dans la littérature entre les tannins et les lipides, avec une
augmentation du nombre de liaisons hydrogéne et I’apparition d’une interaction de type cation-n. De
méme, 1’effet du pH, de la température ainsi que de la présence d’éthanol ont été mis en évidence. A
I’inverse, il a été montré que la nature des chalnes grasses n’a pas d’influence sur 1’affinité du tannin

pour le modéle membranaire.

Les constantes d’association tannin-lipide obtenues pour le systéme tannin/MLV ont ensuite
été comparées aux constantes d’association relative au systéme tannin-IB7.4, peptide mimant
I’interaction entre les tannins et les protéines salivaires, responsable de la sensation d’astringence. Le
résultat remarquable et inattendu gue nous avons obtenu est que les interactions tannin-lipides sont du
méme ordre de grandeur gue les interactions tannin-protéines salivaires. Ces deux interactions sont
donc en compétition au moment de la dégustation d’un vin, ce qui va induire une modulation de
I’astringence. Les lipides jouent donc un réle sur I’astringence d’un vin et sont a fortiori a prendre en

considération dans le cadre de I’association mets-vin.

Une perspective d’étude vise a rendre plus complexe la composition lipidique du modele
membranaire, notamment en y ajoutant des phosphoéthanolamines qui représentent avec les
phosphocholines la majorité des phospholipides retrouvés dans les membranes buccales ou encore du
cholestérol, deuxiéme lipide le plus représenté apres les phospholipides. Par ailleurs, il serait
intéressant de déterminer des constantes d’association pour des diméres ou des triméres de tannin afin
de voir I'influence du degré de polymérisation du tannin sur son affinité pour le lipide (O. Cala et al.
ont en effet montré que I’affinité entre les tannins et les protéines salivaires augmentait avec le degré
de polymérisation du tannin). La détermination des constantes d’association tannin-lipides et tannin-
protéines salivaires pour le systeme MLV de DMPC en présence du peptide modéle d’un des protéines

salivaires 1B7,, permettrait de mieux cibler les interactions déterminantes pour le goQt d’un vin.
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CHAPITRE V

Effet des tannins sur des gouttelettes lipidiques
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Résumé

L’interaction entre des tannins du vin et les lipides des membranes buccales a été établie au cours des
chapitres précédents. Ce chapitre traite de I’interaction entre les tannins du vin et les lipides provenant
des aliments. L’étude a été réalisée avec la catéchine et EGCG en interaction avec deux modéles de
gouttelettes lipidiques, forme sous laquelle sont retrouvés les lipides dans les aliments ; les bicelles
isotropes pour mimer les gouttelettes de petites taille (~ 10nm) et une émulsion huile dans eau pour
mimer les gouttelettes lipidiques de grande taille (~pum). L’étude par RMN *H sur les bicelles isotropes
a révélé une interaction avec les tétes polaires des lipides a faible concentration en tannin et une
déstabilisation du modéle bicellaire a forte concentration en tannin conduisant a la formation d’un
précipité. L’étude du précipité par RMN des solides P et ?H a mis en évidence la formation d’une
phase lipidique hexagonale inverse H,. Ce résultat rend compte d’une interaction forte entre les
tannins et les lipides alimentaires. Par ailleurs, 1’étude de ’effet de la catéchine sur la transition de
phase lamellaire L./hexagonale H; d’un phosphoéthanolamine a mis en évidence un effet chaotrope
des tannins sur le systéme lipidique, ces derniers stabilisant la phase lamellaire du lipide. Enfin, I’effet
de la catéchine sur une émulsion huile dans eau stabilisée par un émulsifiant alimentaire, le tween 80
(un ester de polysorbitan), a été examiné. Les résultats obtenus par RMN *H montrent que la catéchine
interagit avec le tween 80 localisé a la surface des gouttelettes lipidiques. Bien que I’interaction soit
faible, ce résultat met en évidence une interaction potentielle entre les gouttelettes lipidiques des
aliments et les tannins du vin. Au méme titre que les lipides des membranes buccales, les lipides
alimentaires vont jouer un role dans I’astringence d’un vin, sensation résultant de 1’interaction entre
les tannins et les protéines salivaires. En effet, les tannins en interagissant avec les lipides sont moins

disponibles pour interagir avec les protéines salivaires.
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Le vin est généralement et traditionnellement consommé au cours d’un repas en présence
d’autres aliments qui pour un certain nombre d’entre eux sont constitués de lipides, c’est le cas
notamment de la viande ou du fromage. A 1’échelle microscopique, les lipides se trouvent sous
différentes formes : ils forment soit une phase continue telle les émulsions eau dans huile (beurre,
margarine) soit ils sont présents sous forme de gouttelettes lipidiques dispersées dans une phase
aqueuse dans les émulsions huile dans eau (lait, sauces) ou enchassées dans des matrices glucidiques
(produits sucrés) ou protéiques (viande, fromage). Ces gouttelettes sont constituées d’un ceeur
hydrophobe entouré¢ d’une interface hydrophile (Dalgleish et al., 2006) comprenant protéines et lipides
(phospholipides, sphingolipides, cholestérol) (Lopez et al., 2008 ; Fujimoto et al., 2008). Dés lors que
des lipides d’aliments sont ingérés, ils vont subir une premiére transformation dans la bouche avec la
mastication. Celle-ci va entrainer une destruction des matrices lipidiques et protéiques ce qui va libérer
les gouttelettes lipidiques et réduire la taille des émulsions. Il en résulte une dispersion de gouttelettes

lipidiques de tailles trés variables (figure V.1A).

Durant la dégustation, les tannins du vin sont donc en contact avec ces lipides. Une interaction
entre tannin et lipide va se produire comme nous 1’avons vu dans les chapitres précédents ce qui va
influer sur le goQt du breuvage. Dans cette derniére partie de thése, nous nous sommes intéressés a
I’effet des lipides exogenes, présents sous forme colloidale, sur le goQt du vin. Pour cela, nous avons
étudié I’effet de trois tannins sur deux modeéles de gouttelettes lipidiques de taille différente afin de

mimer ce qui peut intervenir dans la cavité buccale lorsque I’on mange et boit simultanément.

Deux suspensions colloidales ont été utilisées : des bicelles isotropes DMPC/DCPC d’une
dizaine de nanomeétres pour mimer les gouttelettes lipidiques de petite taille (figure V.1C) et une
émulsion de type huile dans eau dont la taille est comprise entre 7 et 10 um (figure V.1B) a été utilisée
pour modéliser les gouttelettes lipidiques de grandes tailles. Deux tannins ont été principalement
étudiés, la catéchine et I’épigallocatéchine gallate. Le premier a été choisi car ¢’est la principale unité
monomérique que 1’on retrouve dans les tannins condensés tandis que le second présente des résultats
notables notamment en termes d’affinité et d’effet fluidifiant sur les membranes. Afin de mimer la
température en bouche, les expériences présentées dans ce chapitre ont été effectuées a une

température de 37°C.

La premiére partie de ce chapitre traite de I’effet des deux tannins sur les bicelles isotropes et
plus particuliérement au précipité qui se forme lors d’un fort ajout de tannin sur ces bicelles, L’analyse
du précipité par RMN des solides (du deutérium et du phosphore) et diffusion des rayons X fait 1’objet
d’une étude détaillée. La seconde partie de ce chapitre présente les premiers résultats obtenus en RMN
du proton sur une émulsion huile dans eau modéle seule et en interaction avec le tannin EGCG. Ces

résultats permettent de conclure sur la pertinence du modele utilise.
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Figure V.1: (A) Cliché de microscopie électronique et composition de gouttelettes lipidiques (Sikorski &
Kolakowska., 2003 ; Fujimoto et al., 2008). (B) Cliché de microscopie optique et structure des composés

majoritaires de I’émulsion utilisée pour mimer les gouttelettes lipidiques de grandes tailles. (C) Schéma et
structure des composés des bicelles isotropes utilisées pour mimer les gouttelettes lipidiques de petites tailles.
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Figure V.2 : (A) Structure et spectre RMN du proton attribué de bicelles isotropes DMPC/DCPC en dispersion
dans de 1’eau deutérée (8op=4.7 ppm) obtenu en HR-MAS. g = [DMPC]/[DCPC] = 0.5. [L] =30mM. T = 37°C.
pH 7.4 (tampon Tris-?Hy,, 15mM) Le spectre est référencé par rapport au TMSP dont le déplacement chimique
est fixé a Oppm. (B) Spectre RMN du phosphore de bicelles isotropes DMPC/DCPC. q = [DMPC]/[DCPC] =
0.5. [L] = 60mM. T = 37°C. Nombre d’acquisitions : 128. (C) Spectre RMN du deutérium du modele lipidique
précédent. Le DMPC est deutéré a 25% via 'utilisation de DMPC-d,;. [L] = 60mM. T = 37°C. Nombre
d’acquisitions : 12k scans. Le centre du spectre est arbitrairement positionné a OHz.
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V.A Effet des tannins sur les bicelles isotropes

V/.A.1 Caractérisation structurale des bicelles

Les bicelles isotropes sont des objets de petite taille (10-15nm) présentant un cceur
hydrophobe (les chaines grasses) et une surface hydrophile (les tétes polaires) qui en font un modele
pouvant étre utilisé pour mimer les gouttelettes lipidiques issues des aliments. Ces objets possédent
des propriétés isotropes du fait de leur dynamique tres importante induite par leur petite taille. De ce
fait, ces bicelles peuvent étre étudiées en RMN du liquide. En effet, une dispersion de bicelles
isotropes donne un spectre proton trés résolu (figure V.2A) avec des résonances identiques a celles
obtenues en rotation a 1’angle magique pour des MLV de DMPC (cf. chapitre 1V). La meilleure
résolution obtenue dans ce cas permet de différencier, pour certains groupements, les résonances du
DMPC et du DCPC. C’est le cas notamment pour le méthyl en bout de chaine acyle présentant deux

résonances, I’une a 0.83 ppm pour le DMPC, 1’autre a 0.87 ppm pour le DCPC.

Les figures V.2B et V.2C présentent respectivement les spectres de bicelles isotropes obtenus
en RMN du phosphore et du deutérium. Nous constatons la présence d’un seul pic fin dans les deux
cas, di a la nature isotrope de I’échantillon. En effet, soumis au mouvement Brownien, le systéme ne
présente pas de dépendance angulaire, ce qui explique la faible largeur du signal. En outre, la
dynamique de 1’échantillon est trop rapide pour entrainer 1’apparition de doublets de Pake en RMN du
deutérium. Enfin, il est a noter que, bien que les déplacements chimiques des deux résonances
relatives aux deux lipides, DMPC et DCPC, soient trés proches, celles-ci devraient étre visibles sur un

spectre RMN *'P hautement résolu, ce qui n’est pas le cas ici.

Il est & noter que pour une concentration lipidique inférieure a 130mM ce qui est le cas pour
notre étude, le DCPC est en échange rapide entre sa forme libre et sa forme bicellaire (Glover et al.,
2001). Au dela de cette concentration, le lipide est entierement englobé dans la bicelle.

V.A.2 Effet de la catéchine sur les bicelles, formation d’un précipité a fortes

concentration

L’effet de I’ajout de quantités croissantes de catéchine sur une solution de bicelles isotropes a
été examiné. Une différence concernant 1’aspect visuel des échantillons a été observé en premier lieu
selon la quantité de catéchine ajoutée. En effet, pour de faibles ajouts de catéchine, la solution de
bicelles initialement transparente le reste tandis qu’un précipité en suspension apparait pour de forts
ajouts (photos, figure V.4). Ces observations corrélent avec les résultats obtenus sur le spectre RMN
du proton des lipides (figure V.3A). Comme on peut le voir pour un rapport molaire T/L de 1/9, le
spectre est peu affecté en termes d’intensité. En revanche, pour un rapport T/L de 1/1, on observe une
diminution drastique de I’intensité de tous les signaux relatifs au lipide. Afin de déterminer le rapport

T/L & partir duquel un précipité se forme suite a I’ajout de tannin, 1’aire du pic de résonance du
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Figure V.3 : (A) Comparaison des spectres RMN du proton de bicelle isotrope DMPC/DCPC en absence et en
présence de catéchine aux rapports molaires T/L 1/8 et 1/1.2. [L] = 50mM ; T=37°C. En cas de précipitation
(T/L = 1/1.2), le spectre est celui du surnageant récupéré aprés centrifugation. Les spectres sont référencés par
rapport au TMSP, fixé a 0 ppm. (B) Variation de 1’aire normalisé du signal RMN relatif au groupement
N*(CHs); des lipides en fonction du rapport molaire T/L. La valeur du rapport T/L au seuil de précipitation est
déterminée a I’intersection des tangentes a la courbe (pointillés en rouge). [L] = 50mM ; T = 37°C.

186



groupement N*(CH5); de la téte choline (3.2 ppm) normalisée par rapport & 1’aire du pic dans le cas
des bicelles seules a été reportée en fonction du rapport T/L. A partir du graphique de la figure V.3B,
le rapport au seuil de précipitation a été déterminé a 1/1.6 (0.62) au-dela duquel on observe une
brusque diminution de 1’aire du signal (diminution de 75% dans le cas d’un rapport T/L de 1/1,
supérieure a 90% dans le cas d’un rapport T/L de 1.4/1). Cette diminution peut s’expliquer par la
présence du précipité qui entraine le passage d’une partie des molécules de lipide de la phase liquide

vers la phase solide, laquelle n’est pas détectée en RMN du liquide.

La formation d’un précipité a également été mise en évidence par la RMN du phosphore. La
figure V.4 montre les spectres phosphore des bicelles isotropes seules et en présence de catéchine
pour un rapport inférieur et supérieur au seuil de précipitation. Avant le seuil de précipitation (figure
V.4B), le spectre phosphore n’est pas modifié et présente une raie isotrope fine caractéristique comme
dans le cas des bicelles isotropes seules (figure V.4A). Aprés le seuil de précipitation (figure V.4C),
la raie isotrope se superpose a un spectre de poudre a symétrie axiale large et moins intense

caractéristique d’une phase solide provenant du précipité et dont 1’anisotropie Ac (o;-6,) est d’environ
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Figure V.4 : Spectres RMN du phosphore (intensité relative) du systéme catéchine/bicelles isotropes pour deux
rapports T/L au-dessus et en dessous du seuil de précipitation. (A) Bicelles isotropes seules, (B) C/Bicelles (1/8),
(C) C/Bicelles (1/1). Dans le cas des systéemes C/Bicelles (1/8) et bicelles isotropes seules, un zoom facteur 10
est représenté. L’aspect visuel des échantillons relatifs aux spectres est présenté sur la droite. T = 37°C. [L] =
50mM. Les systémes sont hydratés en large excés d’eau deutérée (97%). Nombre d’acquisitions : 256 pour les
systemes C/Bicelles et 128 les bicelles seules.
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V.A.2.a Composition du preécipité

La détermination de la composition du précipité a ensuite été entreprise en RMN du proton et
du phosphore. Elle a été déduite de I’analyse de la phase liquide récupérée aprés centrifugation de
I’échantillon (a 5000 rpm) dans le cas d’un rapport T/L de 1.

Les proportions respectives en lipide et tannin ont été déterminées sur le spectre proton de la
phase liquide (figure V.5A) a partir des aires normalisées par rapport a celle du TMSP (utilisé dans ce
cas comme référence externe a une concentration de 4.92mM) des pics a 3.2 ppm pour les lipides et a

2.86 ppm pour la catéchine. Celles-ci sont présentées dans le tableau V.1.

T L T/L
Surnageant 29 42 1/1.44
Précipité 71 68 1/0.82
Systeme avant précipitation 50 50 1

Tableau V.1 : Pourcentages de tannin et de lipide et rapport molaire T/L dans le surnageant et dans le précipité
issus d’une addition de catéchine sur des bicelles isotropes DMPC/DCPC. Rapport molaire T/L = 1. [L] =
30mM ; T = 37°C. L’erreur est estimée a +1.6%. Les pourcentages pour le systéme avant précipitation sont
donnés a titre indicatif.

Contrairement aux spectres obtenus dans le cas des bicelles isotropes, deux raies de
résonances, relatives au DMPC et au DCPC, sont observées sur le spectre *'P du surnageant (figure
V.5B). Les proportions de chaque lipide ont été déterminées sur ce spectre a partir des aires des pics
relatifs a ceux-ci, -0.56 ppm dans le cas du DMPC et -0.69 ppm dans le cas du DCPC. Les résultats

sont présentés dans le tableau V.2.

Précipité |Surnageant| Bicelles isotropes
DMPC 40.7 23 33.3
DCPC 59.3 77 66.7

Tableau V.2 : Pourcentages de DMPC et de DCPC dans le surnageant et dans le précipité issus d’une addition
de catéchine sur des bicelles isotropes DMPC/DCPC. g = 0.5. Rapport molaire T/L = 1. [L] = 30mM. T = 37°C.
Les pourcentages de DMPC et de DCPC dans le cas des bicelles isotropes seules sont donnés a titre indicatif.

L’ensemble des résultats obtenus nous permet de tirer plusieurs informations pour le systéme
tannin/lipide pour un rapport T/L de 1. Tout d’abord, le précipité est composé a la fois de tannin et de
lipide, ces deux composés étant majoritairement présents dans le précipité apres ajout du tannin. Par
ailleurs, le DCPC est le lipide le plus largement représenté dans la phase aqueuse. Par conséquent,
I’ajout d’une forte quantité de tannin provoque une précipitation avec ségrégation des lipides entre la

phase liquide et le précipité.
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Figure V.5: (A) Spectre RMN du proton du surnageant résultant de la précipitation du systéme
catéchine/bicelles isotropes dans de 1’eau deutéré (5 = 4.63ppm) pour un rapport T/L de 1. [L] = 50mM. T =
37°C. Les résonances du tannin sont indiquées par e. L’échantillon présente des traces d’éthanol dues au lavage
identifiées par m. Nombre d’acquisitions : 16. (B) Spectre RMN du phosphore du méme surnageant. Nombre
d’acquisitions : 128. Les conditions expérimentales restent identiques.
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Figure V.6 : (A) Spectre RMN du phosphore des bicelles isotropes seules. [L] = 60mM. T = 37°C. Les lipides
sont hydratés en large excés d’eau deutérée (97%). Nombre d’acquisitions : 128. (B) Spectre RMN du phosphore
du précipité C/Bicelles (1/1.2). [L] = [T] = 60mM. T = 37°C. Nombre d’acquisitions : 2k. (C) Spectre RMN de
vésicules multilamellaires de DMPC fournies a titre de comparaison. [L] = 60mM. T=37°C. Nombres
d’acquisitions : 2k. Les spectres sont référencés par rapport a HsPO,, 85%.
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V.A.2.b Caractérisation du preécipité

Suite a la mise en évidence du précipité, la nature de la phase lipidique composant le précipité a été
caractérisée par RMN du phosphore et du deutérium ainsi que par diffusion des rayons X.

RMN du phosphore

Le spectre *'P du précipité obtenu aprés addition de catéchine pour un rapport molaire T/L de
1/1.2 est représenté sur la figure V.6B. Contrairement au cas des bicelles isotropes seules (figure
V.6A), celui-ci présente une dépendance angulaire se traduisant par un élargissement du signal.
L’allure obtenue est celle d’un spectre de poudre a symétrie axiale présentant des contributions vers
les champs faibles pour o, et vers les champs forts pour ¢;. Par comparaison avec le spectre d’une
phase lamellaire de MLV de DMPC (figure V.6C), le profil du spectre est inversé et I’anisotropie de
déplacement chimique (aussi appelée anisotropie de blindage électronique ou CSA) est en valeur
absolue 2.5 fois plus petite, -17 £ 1ppm vs. 42+ 1ppm. Ces deux caractéristiques sont typiquement
observées dans le cas d’une phase hexagonale. Par conséquent, le spectre du précipité C/Bicelles
(1/1.2) pourrait étre attribué a une telle phase. La diminution de la largeur du spectre peut étre
expliquée par un mouvement de diffusion latérale des lipides autour de 1’axe du cylindre formé dans la
phase hexagonale, mouvement qui n’existe pas dans le cas d’une phase lamellaire. Par ailleurs, on peut
remarquer par comparaison au spectre de la figure V.4C obtenu pour la totalité de 1’échantillon (phase
liquide + précipité), que la contribution isotrope a disparu. Cela signifie qu’une partie de 1’échantillon

isotrope est restée dans la phase liquide et n’a pas précipité sous I’effet de 1’ajout de tannin.

La RMN du phosphore, ne sondant que les tétes polaires (ou se trouve I’atome de P), ne
permet pas de trancher sur le type de phase hexagonale, H, ou H;; (annexe 6). En effet dans les deux
cas, les tétes polaires sont ordonnées selon une maille hexagonale. Les phases H, et H,, donnent donc
un spectre identiqgue en RMN du phosphore. De maniére a pouvoir trancher, le précipité C/Bicelles
(1/1.2) a été étudié en RMN du deutérium ?H qui va permettre de sonder les chaines acyles des lipides.

RMN du deutérium

Le spectre RMN °H relatif au précipité obtenu avec du DMPC-*Hy; et le profil d’ordre de la
chaine acyle deutérée sont présentés sur les figure V.7A et V.7B. Les éclatements quadrupolaires
n’étant pas visibles sur le spectre, le profil d’ordre a été obtenu par simulation du spectre deutérium.
Les parametres de la simulation sont présentés en annexe (annexe 4). Il est a noter que comme pour
les spectres RMN *'P, le mouvement de diffusion latérale du lipide autour de I’axe du cylindre
entraine une diminution d’un facteur 2 des éclatements quadrupolaires relatifs a une phase hexagonale.
Il faut donc en tenir compte dans le calcul des Scp. Les paramétres d’ordre ne sont plus calculés a

partir de 1’équation I1.46 vraie pour une phase lamellaire mais a partir de 1’équation suivante :
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Figure V.7 : (A) Spectre RMN du deutérium (en noir) du précipité C/Bicelles (1/1.2) deutéré a 25% avec du
DMPC-d,;. [L] = 60mM, T = 37°C. Nombre d’acquisitions : 67k. Le centre du spectre est arbitrairement
positionné & 0 Hz. Le spectre simulé est représenté en pointillé rouge. (B) Profil d’ordre des paramétres d’ordre
locaux Scp en fonction de la position du carbone portant la liaison C-D sur la chaine sn-2 du DMPC-d,;.
Précipité C/Bicelles (1/1.2) (e), vésicules multilamellaires de DMPC-d,; (A). Les données sont issues
respectivement de la simulation présentée figure A et de spectre « de-Pake-ing ». T = 37°C. L’erreur estimée est
de £0.5-2.5 %.
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Figure V.8 : Spectres RMN du deutérium (intensité relative) des systémes DMPC-d,;/DCPC et DMPC/DCPC-
d. (A) Bicelles isotropes seules (DMPC-dy; 100% ; DCPC-d,, 100%) ; (B) Précipités C/Bicelles (1/1.2)
(DMPC-dy; 25% ; DCPC-dy, 20%). [L] = 60mM ; [T] = 50mM. T = 37°C. Nombre d’acquisitions : 12k pour les
bicelles seules, 67-100k pour les précipités. Les centres des spectres sont arbitrairement positionnés a OHz.
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Contrairement aux cas observés pour des phases lamellaires (figure 111.1) et hexagonale de
type | (annexe 6), I’allure du spectre “H est de forme triangulaire et le profil d’ordre présente une
décroissance linéaire le long de la chaine acyle. Ces deux caractéristiques, bien étudiées dans la

littérature sont spécifique a une phase hexagonale H,, (Thurmond et al., 1993).

Le spectre “H du précipité obtenu en utilisant du DCPC-?H,, a également été réalisé (figure
V.8B). Dans ce cas, on obtient un spectre de poudre d’une phase solide qui coexiste avec le spectre
d’une phase isotrope de contribution plus importante. Ce résultat indique : (i) la présence de DCPC
dans le précipité ; (ii) la présence de micelles de DCPC en quantité importante-dans 1’eau résiduelle
imbibant le précipité (non séché). Du fait de la FID tronquée lors de 1’acquisition, le signal relatif a la
phase solide est ici faiblement résolu et ne permet pas de discuter sur la nature de cette phase.
Toutefois, la faible largeur spectrale, de 1’ordre de celle obtenue sur cet échantillon en deutérant le

DMPC laisse supposer aussi une phase hexagonale.

Diffusion des rayons X

Afin de conforter les résultats obtenus en RMN sur la caractérisation structurale du précipité,
celui-ci a été analysé par diffusion des rayons X aux petits angles. Ce travail a été effectué en
collaboration avec le Pr. Fréderic Nallet du CRPP (Centre de Recherche Paul Pascal, Pessac). Un
cliché de diffusion a deux dimensions a été obtenu, montrant un cercle de diffusion intense relatif au
pic de Bragg principal et un deuxieme cercle de diffusion peu intense relatif a une raie secondaire
(figure V.9A). L’ obtention de cette raie secondaire nous a permis de déterminer la nature de la phase
lipidique.

Apres intégration du signal (intégration circulaire), le profil d’intensité représentant I’intensité
diffusée | en fonction du vecteur d’onde de diffusion g, a été obtenu (figure V.9B). Trois pics de
Bragg sont visibles sur ce profil & gy = 1.50nm™, g, = 2.59nm™ = v/3 qo et g, = 3.97nm™ = V7 qp (ce
dernier pic trop peu intense n’est pas visible sur le cliché 2D). Les facteurs de structure v/3 et +/7 sont
caractéristiques d’une phase hexagonale (Kulkarni et al., 2011). Les résultats obtenus en diffusion des

rayons confirment la nature hexagonale de la phase lipidique du précipité démontrée par RMN.

Par ailleurs, I’obtention du vecteur d’onde de diffusion qp, Nnous a permis de calculer, a 1’aide
des équations 11.49 et 11.52, la distance de répétition, a, de la structure étudiée. Celle-ci a été trouvée
égale & 48.6A. Dans le cas d’une phase hexagonale, la distance de répétition, a, correspond a la
distance entre les centres de deux tubes adjacents composant la phase hexagonale (figure VV.9C). De
ce fait, connaissant 1’épaisseur de la bicouche, le diameétre de la couche aqueuse, d,, peut étre

déterminé a partir de la relation suivante :
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Figure V.9 : (A) Cliché 2D de diffusion de rayons X aux petits angles du précipité C/Bicelle (1/1.2). [L] =
60mM. (B) Profil d’intensité en fonction du vecteur d’onde de diffusion q de ce méme systeme obtenu apres une
intégration circulaire. (C) Schéma représentant le motif de répétition dans le cas d’une phase hexagonale.
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d, =a-—d, (V.2)

Au vu des pourcentages respectifs de DMPC et de DCPC dans le précipité (40.7% et 59.3%),
nous avons considéré que I’épaisseur de la bicouche lipidique dans le précipité était celle d’une
bicouche de DMPC, lipide présentant la chaine grasse la plus longue, soit 36+2A (Lewis &
Engelman., 1983 ; Cevc, 1993 ; Kucerka et al., 2011). Ainsi, le diametre de la couche aqueuse est
estimé & 12.6+2A.

V.A.3 Influence du tannin, cas de ’EC et de PEGCG

L’ajout d’une forte concentration de tannin sur le modéle des bicelles isotropes a aussi été
étudié avec ’EC et I’EGCG afin de savoir si la nature du tannin a une influence sur la formation et

I’organisation du précipité.

Dans le cas de I’EC, aucune précipitation n’a été constatée. Cette singularité par rapport au cas
de la catéchine peut s’expliquer par la trés faible solubilité observée de I’EC dans le D,O. Par
conséquent, le rapport 1/1.2 n’est jamais atteint en solution et donc le seuil de précipitation non plus.
Dans le cas de '’EGCG, un précipité a été mis en évidence lors de 1’ajout croissant de tannin. Le
spectre phosphore du systeme EGCG/bicelles isotropes pour un rapport T/L de 1/1 (figure V.10)
montre la coexistence d’un spectre de poudre et d’une phase isotrope comme c’était le cas avec la
catéchine. De la méme maniére, la phase liquide et le précipité ont été séparés par centrifugation et
analysés respectivement en RMN du liquide et du solide. Il a été constaté que le surnageant présentait
un aspect plus trouble que dans le cas de la catéchine. Cette turbidité due a la présence d’objets plus
gros dans le milieu a conduit a un spectre proton de la phase liquide de faible résolution rendant
impossible la détermination des proportions de tannin et de lipides. Pour contourner ce probleme, de
I’acétone deutérée (50% volumique) a été ajoutée a la solution pour casser les agrégats colloidaux et
ainsi diminuer leur taille. Un spectre de meilleure résolution a alors pu étre obtenu et exploité. Les
pourcentages d’EGCG présent dans la phase liquide et solide ont été déterminés a partir de ce spectre
et sont présentés dans le tableau V.3.

C C/L EGCG EGCG/L
Surnageant 29 1/1.44 40 1/0.75
Précipité 71 1/0.82 60 1/1.14
Systéme avant précipitation 50 1 50 1

Tableau V.3 : Rapport molaire T/L et pourcentages de C et d’EGCG dans le surnageant et dans le précipité
issus d’une addition de tannin sur des bicelles isotropes de DMPC/DCPC pour un rapport molaire T/L de 1/1.
[L] = 30mM pour C, 50mM pour EGCG; T = 37°C. L’erreur est estimée a £1.5% pour le systtme C/MLV et
+3% pour le systeme EGCG/MLV. Les valeurs pour le systeme avant précipitation sont données a titre indicatif.

La phase solide a été quant & elle analysée par RMN °H et *'P (figure V.11C). Le spectre *'P
du systeme EGCG/Bicelles présente une allure et une largeur spectrale proche de celles observées
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Figure V.10 : Spectres RMN du phosphore (intensité absolue) du précipité pour le systéme tannin/bicelles
isotropes (1/1). (A) C/Bicelles, (B) EGCG/Bicelles. [L] = 50mM. T = 37°C. Taux d’hydratation 97%
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Figure V.11 : Spectres RMN du deutérium et du phosphore de différents systémes lipidiques de DMPC-d,;.
(A) Bicelles isotropes seules, (B) C/Bicelles (1/1.2), (C) EGCG/Bicelles (1/0.7). [L]piceties = [Llvy = 60mM. T =
37°C. Le pourcentage de DMPC deutéré est de 25% dans le cas de C/Bicelles et de 20% dans le cas
d’EGCG/Bicelles. Nombre d’acquisitions en phosphore: 128 dans le cas des bicelles seules, 2k dans les deux
autres cas. Nombre d’acquisitions en deutérium : 12k pour les bicelles seules, 26k pour EGCG/Bicelles et 64k
pour C/Bicelles. Les spectres du phosphore sont référencés par rapport & HsPO,. Pour les spectres du deutérium,
le centre des spectres est arbitrairement positionné a 0 Hz.
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dans le cas du systéeme C/Bicelles (figure V.11B) étudié précédemment. En outre, le spectre deutérium
de ce systéme présente une contribution isotrope importante. Ainsi, ces résultats suggérent une
coexistence entre une phase isotrope et une phase hexagonale pour cet échantillon. Ce résultat laisse
donc supposer que, comme pour la catéchine, I’EGCG déstabilise et réorganise une partie des bicelles
isotropes. Toutefois, cet effet semble moins intense que dans le cas du systeme C/Bicelles, la
réorganisation du mod¢le lipidique n’étant ici pas totale. Malheureusement, le profil d’ordre relatif au
précipité obtenu pour le systtme EGCG/Bicelles n’a pu étre obtenu ni par simulation, ni par « de-

Pake-ing » du fait de la résolution trop faible du spectre RMN °H.

V.A.4 Influence du modele lipidique, effet de la catéchine sur des vésicules
multilamellaires

Afin de voir I’influence du mod¢le lipidique sur le comportement des tannins, une expérience
similaire a été réalisée en ajoutant de la catéchine sur des vésicules multilamellaires de DMPC pour un
méme rapport molaire T/L de 1/1.2. Dans ce cas, I’apparition d’un précipité a été a nouveau observée
(photo, figure V.12B). L’étude de la phase liquide et solide (obtenues aprés centrifugation) a

également été réalisée en RMN du proton et en RMN du phosphore et du deutérium.

Le spectre phosphore du précipité C/MLV (figure V.12B) est caractéristique d’un spectre de
poudre a symétrie axiale typique d’une phase lamellaire fluide L, avec une valeur de CSA de 36 + 1
ppm légérement inférieure a celle trouvée pour la phase lamellaire des MLV de DMPC seules (42 + 1
ppm). La nature lamellaire de la phase lipidique du précipité C/MLV (1/1.2) est confortée par le
spectre obtenu en RMN du deutérium (figure V.12B). En effet, celui-ci est également un spectre de
poudre a symétrie axiale relatif a une phase lamellaire L, avec des éclatements quadrupolaires bien
résolus. Dans ces conditions, il a été possible de simuler le spectre (figure V.13A) et d’établir le profil
des paramétres d’ordre Scp (figure V.13B) correspondant. Les paramétres de la simulation sont
présentés dans I’annexe 4. Le profil d’ordre du précipité a une allure comparable a celle d’une phase
lamellaire avec néanmoins des valeurs inférieures sauf pour le méthyl terminal de la chaine acyle et le
méthyl adjacent, positionnés au centre de la bicouche. L’ensemble de ces résultats montre que le
précipité obtenu dans le cas du systéme C/MLV est une phase lamellaire moins ordonnée que dans le

cas des MLV seules.

V.A.5 Influence de la phase du lipide, cas du DPoPE

Il a été montré dans la partie précédente que 1’addition d’une forte concentration de catéchine
sur des bicelles isotropes engendre la précipitation du systéme et la formation d’une phase hexagonale
Hy. Ainsi, il nous a semblé intéressant d’étudier 1’effet de ce tannin sur le polymorphisme lipidique

d’un lipide dont la structure spatiale favorise la formation d’une phase hexagonale de type Il comme
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Figure V.12 : (A) Spectres RMN du deutérium et du phosphore (intensité relative) du précipité C/Bicelles
isotropes (1/1.2). [L] = 60mM, T = 37°C. Le DMPC est deutéré a 25%. Nombre d’acquisitions : 67k pour le
deutérium, 2k pour le phosphore. (B) Spectres RMN du deutérium et du phosphore (intensité relative) du
précipit¢ C/MLV (1/1.2). [L] = 60mM. T = 37°C. Le DMPC est deutéré a 20%. Nombre d’acquisitions : 12k
pour le deutérium, 2k pour le phosphore. L’aspect visuel de chaque échantillon est présenté sur la droite. Les
centres des spectres sont arbitrairement positionnés a OHz.
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Figure V.13 : (A) Spectre RMN du deutérium (en noir) du précipité C/MLV deutérées a 20% par du DMPC-
dy; (1/1.2). [L] = 60mM. T = 37°C. Nombre d’acquisitions : 12k. Le centre du spectre est arbitrairement
positionné & OHz. Le spectre simulé est représenté en pointillés rouge. (B) Profil d’ordre représentant les
paramétres d’ordre locaux Scp en fonction de la position du carbone de la liaison C-D sur la chaine sn-2 du
DMPC-d,; dans le cas du précipité C/Bicelles (1/1.2) (®), du précipit¢ C/MLV (1/1.2) (m) et de MLV de
DMPC-d,; (A). Les données sont issues de simulations pour les systéemes C/Bicelles et C/MLV et de spectre
« de-Pake-ing » pour le syst¢tme MLV seules. T = 37°C. L’erreur estimée est de +0.5-2.5%.
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Figure V.14 : (A) Spectres RMN du phosphore du DPoPE a trois températures, 24, 32 et 42°C. [L] = 196mM.
Les lipides sont hydratés en large excés d’eau deutérée (88%). Nombres d’acquisitions : 1k. Les spectres sont
référencés par rapport a HsPO,. (B) Moments spectraux M, issus des spectres de la figure A en fonction de la
température (A ). L’erreur est estimée a + 1.5°C pour les températures et a £ 3.5% les moments.
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c’est le cas des phosphatidyléthanolamines insaturés (Isrealachvili et al. 1980). L’étude a donc été

menée avec du DPoOPE (C16:1 ; C16:1).

V.A.5.a Etude de la transition de phase Ty du DPoPE par RMN du phosphore

La figure V.14A présente les spectres phosphore du DPOPE obtenus a trois températures, 24,
32 et 42°C. A 24°C, I’allure du spectre est celui d’un spectre de poudre a symétrie axiale typiquement
observé dans le cas d’une phase lamellaire fluide L,. A 42°C, le spectre est inversé et plus étroit. Ce
spectre est donc caractéristique d’une phase hexagonale de type Hy, avec un CSA (-16 ppm) environ
deux fois plus petit que celui relatif au spectre de la phase lamellaire a 24°C (36 ppm). Le spectre
obtenu a 32°C est un mélange entre ceux obtenus a 24 et 42°C suggeérant ainsi une coexistence entre

les phases L, et H,, a cette température.

La température de transition de phase lamellaire/hexagonale T, est, comme dans le cas d’une
température de transition de phase gel/fluide T, déterminé au point d’inflexion de la courbe
représentant les moments spectraux M, en fonction de la température (figure V.14B). Celle-ci est
estimée a 33 + 1°C. Dans le cas de température inférieure a la Ty, les valeurs de M, obtenues sont
élevées alors que pour des températures supérieures a la Ty, les valeurs de M, sont beaucoup plus
faibles. La différence notable entre les valeurs de M, pour des températures inférieures (290 + 10
MHz2) et supérieures (80-60 MHz2) s’explique par le mouvement supplémentaire de rotation autour

de I’axe du cylindre auquel sont soumis les lipides en phase H,, par rapport au cas d’une phase L,,.

V.A.5.b Effet de la catéchine sur le thermotropisme du DPoPE

Les systemes mixtes catéchine/DPOPE a deux rapports molaires tannin/lipide différents, 1/3.3
et 1/33 ont été étudiés par RMN *'P et comparées aux résultats obtenus sur le systéme lipidique sans
catéchine. Pour les deux rapports étudiés la concentration en lipide restant inchangée, par rapport au
cas du DPoPE seul vu précédemment (196mM), la catéchine se trouve respectivement sous forme
monomérique ([T] = 6mM < CMC) et micellaire ([T] = 60 mM > CMC).

Les spectres phosphores du DPoPE seul et en présence de catéchine sont présentés sur la
figure V.15. Par comparaison au systéme sans tannin, on remarque, dans le cas du systeme C/DPoPE
a un rapport T/L de 1/3.3, que, quelque soit la température, tous les spectres *'P obtenus sont ceux
d’une phase lamellaire fluide L, (figure V.15B). C’est également le cas des spectres obtenus a 24 et
32°C pour le systeme C/DPoPE a un rapport T/L de 1/33 (figure V.15C). En revanche, a 36 et 42°C,
les spectres se déforment et perdent en résolution. Cet effet, observé a 32°C dans le cas du DPoPE

seul, suggére que le systeme entre dans le domaine de la transition lamellaire/hexagonale.

L’¢tude des moments spectraux M, en fonction de la température a été réalisée a des

températures entre 20 et 45°C (figure V.16). A un rapport T/L de 1/1.33, les valeurs de M, varient peu

199



60 40 20 0 -20-40 60 40 20 0 -20-40 60 40 20 0 -20-40
Frequency (ppm) Frequency (ppm) Frequency (ppm)

Ll

Figure V.15 : Spectres RMN du phosphore de DPoPE en absence et en présence de catéchine avant et apres la
température de transition de phase lamellaire-hexagonale Ty, du lipide, 33°C. (A) DPoPE seul. (B) C/DPoPE
(1/33) avec [C] = 6mM. (C) C/DPoPE (1/3.3) avec [C] = 60mM. [L] = 196mM. Nombre d’acquisitions : 1k.
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Figure V.16 : Moments spectraux M, calculés a partir des spectres du phosphore en fonction de la température
pour les systémes DPoPE seul (A ), C/DPoPE (1/33) avec [C] = 6mM (m) et C/DPoPE (1/3.3) avec [C] = 60mM
(#).L’erreur est estimée a = 1.5°C pour les températures et a + 2-6.5 % pour les moments M.
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et fluctuent entre 300 et 280 MHz2. Pour le systeme C/MLV a un rapport T/L de 1/33, on observe une
diminution des valeurs de M, beaucoup moins prononcée que dans le cas du lipide seul. Deux allures
semblent se dessiner sur le profil, une premicre diminution progressive jusqu’a 42°C correspondant a
une diminution des moments spectraux d’environ 50 MHz?, suivie d’une brusque décroissance au dela.
Ce résultat suggere que la transition de phase lamellaire/hexagonale dans le cas du systéme C/DPoPE
a un rapport tannin/lipide de 1/33 va avoir lieu a une température supérieure a 46°C et qu’il pourrait
exister une pré-transition entre 32 et 42°C. En revanche, aucune transition n’a été observée dans le cas
du systeme C/DPoPE a un rapport T/L de 1/3.3 dans la gamme de température étudiée. Ces résultats
suggerent donc que la catéchine va stabiliser la phase lamellaire aux dépens de la phase hexagonale de

facon dose-dépendante.

V.A.6 Discussion

L’étude de I’effet d’un ajout de catéchine sur les bicelles isotropes DMPC/DCPC a pu mettre
en évidence que sous forme micellaire, ’addition de catéchine sur ce systeme induit sa précipitation
au-dela d’un rapport molaire tannin/lipide seuil de 1/1.6. Cette précipitation entraine un changement
au niveau de la phase lipidique avec 1’émergence d’une nouvelle phase, hexagonale de type Il qui a été
caractérisée par RMN 2H et 3'P et par SAXS. Ce phénomeéne de précipitation est aussi observé avec un
autre tannin, I’EGCG, ainsi qu’avec un autre modéle lipidique, les MLV. Néanmoins, dans ce dernier
cas, il a ét¢ montré que la précipitation n’affectait pas la phase du systeme, la phase lamellaire fluide
étant conservée. Enfin, ’effet de la catéchine sur des dispersions de DPOPE présentant une transition
de phase lamellaire/hexagonale a été étudiee. Il a été établi que le tannin retardait 1’apparition de la
phase hexagonale du lipide et que cet effet était dose-dépendant. L’ensemble de ces résultats sont
discutés dans cette partie, en les reliant a la littérature et en essayant de les replacer dans le contexte de

la dégustation du vin.

V.A.6.a Les tannins déstabilisent les bicelles isotropes et entrainent la formation d’une
phase hexagonale de type 1

Il a été montré que les deux modeles lipidiques utilisés, les bicelles isotropes et les MLV
précipitaient par fort ajout de catéchine. Or, contrairement au cas des vésicules multilamellaires ou la
nature de la phase lipidique est conservée, la précipitation du systeme C/Bicelles isotropes engendre
une nouvelle phase, hexagonale de type H,.. Le tableau V.4 obtenu a I’aide des tableaux V.2 et V.3
présente les rapports molaires DMPC/DCPC/C calculés pour le précipité et la phase surnageante dans

le cas du systeme C/Bicelle.
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Figure V.17 : Modele proposé de I’addition de micelle de tannin sur des bicelles isotropes entrainant
I’apparition d’un précipité. L’interaction tannin-lipide engendre le départ du lipide & chaine courte entrainant la
précipitation du systeme (i). Tannins et lipides sont alors séparés en deux phases: une phase surnageant
constitué de micelle dont le rapport molaire DMPC/DCPC/C est de 1/3.3/3.2 (ii) et un précipité adoptant une
phase hexagonale inverse (iii). Le rapport molaire DMPC/DCPC/C de ce dernier est de 1/1.45/3.

Figure V.18 : Schéma expliquant la sédimentation des MLV par interaction avec les micelles de tannins. Pour
une [T]>CMC, les micelles de tannins interagissent avec plusieurs MLV et enclenchent la précipitation du
systéme.
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DMPC DCPC C Nompc Npepe Nc T/L
Surnageant 1 (13%) 3.3 (44%) | 3.2 (43%) 2.8 9.6 8.7 1/1.34
Précipité 1(18.4%) | 1.45 (26.6%) | 3 (55%) 7.2 10.36 21.3 1/0.82
Avant précipitation | 1 (17%) 2 (33%) 3 (50%) 10 20 30 1

Tableau V.4 : Fractions molaires (pourcentages molaires correspondant), nombres de moles (mM) de DMPC, de
DCPC et de catéchine et rapports molaires tannin/lipide dans le surnageant et dans le précipité issus d’une
addition de tannin sur des bicelles isotropes de DMPC/DCPC pour un rapport molaire T/L de 1. [L] =30mM ; T
= 37°C. Les valeurs pour le systéme avant précipitation sont données a titre indicatif.

La comparaison entre la fraction molaire DMPC/DCPC/C obtenue pour le précipité de
1/1.45/3 et celle du systéme avant précipitation de 1/2/3 permet d’envisager un modéle expliquant la
formation d’un précipité accompagné de I’apparition d’un nouvel objet colloidal. En effet, les
pourcentages molaires de DMPC et de DCPC initialement de 33.3% et 66.7% dans les bicelles
isotropes (cf. tableau V.2) évoluent et sont égaux dans le précipité a 40.8% et 59.2%. Ainsi, les
micelles de tannins, en interagissant avec les bicelles isotropes entrainent une perte du petit lipide (qui
se retrouve désormais majoritairement dans le surnageant) au profit du tannin qui devient le composé
majoritaire du précipité. On peut donc supposer que I’enrichissement de la phase lipidique en tannin
provoque la sédimentation du systéme (comme dans le cas des MLV) conduisant a la formation d’un
précipité adoptant une morphologie hexagonale de type H,. Cette derniere est a relier a une
modification du paramétre de compactage p (Israelachvili, 1980) induite par la substitution du DCPC
par du tannin qui entraine une nouvelle répartition entre le volume de la partie polaire, ay, et celui de la
partie hydrophobe dans le précipité, v (cf. 1.C.3.a). En effet, lorsque 1’on passe de bicelles isotropes a
un systéeme lipidique en phase H,;, le volume de la partie hydrophobe devient supérieur a celui de la
partie polaire. Cette inversion suggére que le tannin vient grossir le volume hydrophobe des chaines
carbonées des lipides (DMPC et DCPC) et serait donc localisé pour ce systéme au niveau du cceur

hydrophobe comme c’est proposé sur le modele de la figure V.17.

Dans le cas des vésicules multilamellaires, le non changement de phase du précipité par ajout
de catéchine peut s’expliquer par la courbure de ce systéme. En effet, dans le cas des bicelles
isotropes, la courbure importante induit une élasticité faible, favorable a la déstructuration du modéle
par 1’ajout de tannin. Dans le cas des vésicules multilamellaires, la courbure est faible, le systéme
lipidique présente alors une élasticité importante qui lui permet de s’adapter a des changements
provoqués par I’interaction avec le tannin au niveau de sa surface empéchant ainsi sa déstructuration.
Cette précipitation, laisse plutdt penser a une agrégation des MLV entre elles. L’expérience ayant été
réalisée a une concentration en tannins supérieure a la CMC, on peut supposer que les micelles de
tannins vont interagir en surface avec plusieurs vésicules ce qui va induire un rapprochement des

MLYV entre elles et provoquer leur sédimentation (figure V.18).

11 est par ailleurs intéressant de constater qu’outre la nature du modéle lipidique, la nature du

tannin, et plus particulieérement la présence d’un groupement galloylé, influe sur la précipitation. En
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effet, pour le cas d’un ajout d’une concentration en tannin supérieure a la CMC, une précipitation du
complexe tannin-lipide est constatée dans tous les cas. A I’inverse, les études réalisées sur des MLV
de DMPC dans le chapitre IV ont montré que lors d’un ajout d’une concentration en tannin inférieure
a la CMC, les tannins galloylés (ECG, EGCG) entrainent la précipitation des vésicules
multilamellaires (figure 1V.14C et 1V.16C) tandis que les tannins ne possédant pas de groupement
galloylé (C et EC) n’induisent pas leur précipitation (figure 1V.14C). Cette observation peut étre
reliée a I’effet de désordre plus important observé au niveau du cceur hydrophobe des MLV de DMPC
pour EGCG comparé a celui obtenu pour C et EC(cf. chapitre 111.A.2, figure 111.2B et 111.4A).

Il est & noter que les déstabilisations des modeles lipidiques observées notamment pour EGCG
durant ce chapitre et lors du chapitre IV concordent avec les effets détergents décrits dans la
littérature. En effet, des observations similaires furent constatées par Tamba et al. (2007) qui
montreérent par microscopie de fluorescence par contraste de phase qu’un ajout de 30 uM d’EGCG sur
des GUV (Giant Unilamellar Vesicles) de phosphatidylcholines d’ceuf entraine un éclatement des
vésicules lipidiques, une diminution de leur diametre et la formation d’objets de petites tailles. Sun et
al. (2009) constatérent également un léger effet détergent pour une concentration en tannins ajoutés de
10 pM.

V.A.6.b Les tannins stabilisent la phase lamellaire des phosphoéthanolamines en
induisant une augmentation de la température de transition de phase

lamellaire/héxagonale

Les résultats obtenus avec le DPOPE montrent que la catéchine augmente la température de
transition de phase lamellaire L,/hexagonale H,, du lipide, pour des additions a des concentrations de 6
et 60mM. La phase lamellaire et ainsi favorisée aux dépens de la phase hexagonale. Une molécule est
dite chaotrope lorsqu’elle déstabilise les structures de macromolécules dans 1’eau telles que les
protéines en interférant avec les interactions intramoléculaires faible (liaison hydrogéne, forces de Van
der Waals, effet hydrophobe) et en augmentant 1’aire a I’interface (Takahashi et al., 2000). A 1’inverse,
une substance est dite cosmotrope lorsqu’elle stabilise ces structures. Ces deux effets peuvent étre
transposés aux cas d’auto-assemblages lipidiques. Koynova et al. (1997) montrérent dans le cas
d’étude de calorimétrie sur des phosphoéthanolamines (DHPE, DSPE, DPPE) que les molécules
présentant un effet chaotrope ou cosmotrope influent sur 1’organisation des lipides. Des molécules
cosmotropes, tel le saccharose, stabilisent la phase hexagonale en diminuant la température de
transition de phase L, = H,. A I’inverse, les molécules dites chaotropes, tel le thiocyanate de sodium
ou I’urée, vont favoriser la phase lamellaire fluide en augmentant la température de transition de phase
lamellaire/hexagonale. Ce comportement suggere un effet chaotrope de la catéchine. Les travaux de

Cray et al. (2013) ont permis d’établir une échelle de chaotropicité qui met en évidence un effet
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chaotropique important pour les alcools et plus particuliérement dans le cas des phénols. Il n’est donc

pas surprenant de voir que la catéchine, en tant que polyphénol, posséde le méme effet.

De plus, la stabilisation de la phase lamellaire par addition de catéchine peut étre reliée a la
localisation du tannin au niveau des dispersions de DPoPE. En effet, d’aprés la théorie d’Israelachvili
(Israelachvili., 1980), le paramétre de compactage des lipides, p, indicateur de la géométrie des lipides,
influence la nature de la phase lipidique. Ce paramétre est donné par la relation suivante :

%4
aglc

p= (V.3)

ou v, représente le volume de la partie hydrophobe, ao, le volume de la partie hydrophile et I, la
longueur de la chaine carbonée du lipide. Ainsi, dans le cas des PE, le volume de la partie hydrophobe
étant supérieure a celui de la téte polaire, la phase hexagonale H,, est favorisée. Or en présence de
catéchine, la phase lamellaire est stabilisée, ce qui suggere une localisation de la catéchine au niveau
de la téte polaire des PE comme le montre la figure V.19. Dans ces conditions, la catéchine induit une
augmentation du volume de la partie hydrophile ; le paramétre de compactage diminue. On est alors

dans une géométrie favorable a la formation d’une phase lamellaire
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Figure V.19 : Modéle représentant la localisation du tannin sur des dispersions de DPoPE. La localisation du
tannin au niveau de la téte polaire entraine une augmentation du volume de la partie hydrophile en contact avec
I’eau.

D’autre part, I’étude des M, calculés a partir des spectres phosphore montre une diminution
des M, d’environ 50kHz? entre 32 et 42°C pour le syst¢tme C/DPOPE a un rapport T/L de 1/33 qui
pourrait étre attribuée & une pré-transition. Celle-ci peut avoir deux origines: I’émergence d’une
nouvelle phase ou la modification de la dynamique de la téte polaire due a I’augmentation de la
température. Comme vu dans la littérature (Kirk et al. 1988 ; Erbes et al. 1994 ; Lindblom et al.,
1989), une phase cubique peut apparaitre sous certaines conditions d’hydratation et de température,
lors de la transition entre la phase lamellaire fluide L, et la phase hexagonale inverse H,,. Cependant,
le spectre phosphore obtenu dans notre cas n’est pas celui d’une phase cubique dont le signal, présenté

sur la figure V.20, est isotrope et large (5ppm), (Lindblom et al., 1989).

Par conséquent, la diminution des M, dans la zone de pré transition peut-étre expliquée une

augmentation de la mobilité de la téte polaire des lipides due a I’augmentation de la température.

205



p

ATty
-— -* —
5 ppm B,

Figure V.20 : Exemple de Spectre RMN *P de phase cubique (cas d’un échantillon de PaLPC a 25°C). La
figure est extraite des travaux de Lindblom et al. (1989).

V.A.6.c Implications possibles dans la dégustation d’un vin

Comme il a été dit précédemment, la sensation d’asséchement en bouche, aussi appelé
astringence résulte d’interactions entre les tannins du vin et les protéines de la salive. Il a été vu, dans
une étude récente, que, lors d’un ajout de tannin sous forme micellaire, il y a formation et précipitation
d’un complexe tannin/protéines (Cala et al., 2010). Les protéines nécessaires a la lubrification du
palais emprisonnées dans le complexe ne peuvent plus jouer leurs roles d’ou la sensation
d’astringence. Les travaux présentés dans cette partie montrent qu’une précipitation est possible entre
les tannins et les lipides colloidaux des aliments. Cependant, bien que les bicelles isotropes
reproduisent I’amphiphilie globale des gouttelettes lipidiques avec une surface hydrophile et un ceeur
hydrophobe, elles restent néanmoins un modele grossier qu’il sera nécessaire d’améliorer pour
conclure avec certitude que les tannins engendrent la précipitation des gouttelettes lipidiques lorsque
vin et aliments sont consommés en méme temps. Néanmoins, ce résultat met en évidence la forte
interaction entre les tannins et notre modéle de gouttelettes lipidiques. Ainsi, lors de la dégustation
d’un vin pendant le repas, les tannins peuvent interagir avec les protéines de la salive (K4 = 12mM,
Cala et al., 2010), les lipides des membranes buccales (K4 ~ 3.6-6.4mM) (cf. chapitre 1V) et les lipides
des aliments. L’hypothése d’une compétition entre ces trois interactions peut raisonnablement étre
envisageée. Ainsi, le fait de manger durant la dégustation d’un vin réduit la disponibilité des tannins

pour les protéines salivaires et in fine module la sensation d’astringence.

206



V.B/ Effet de PEGCG sur un modele d’émulsion lipidique directe

Une limitation des bicelles isotropes en tant que modéle de gouttelettes du bol alimentaire
réside dans la taille de ces objets lipidiques (quelques nanomeétres). De plus, la faible stabilité des
bicelles isotropes pour des concentrations en lipides inférieures a 130 mM (Glover et al., 2001) rend ce
modeéle inadéquat pour des études a faibles concentrations. Notre choix s’est porté dans un deuxieéme
temps sur un autre modeéle : les émulsions huile dans eau, dites directes dont la taille est plus
représentative de ces gouttelettes et qui sont stables a de faibles concentrations. Celles-ci sont
constituées d’un cceur hydrophobe composé par I’huile et d’un tensio-actif amphiphile qui en
s’adsorbant a I’interface eau-huile va former une couche plus hydrophile en surface et ainsi stabiliser
I’émulsion (Genot et al., 2010). Les émulsions furent préparées a partir d’huile de tournesol oléique
stabilisées par un tensio-actif, le tween80 (ou polysorbate 80). Cette huile est actuellement trés utilisée
par I’industrie agro-alimentaire et est donc trés répandue dans les aliments. En effet, I’huile de
tournesol oléique est une huile de tournesol dont la composition en acide gras a été modifiée pour
obtenir un taux d’acide oléique (C18 :1, n-9) proche de celle de I’huile d’olive. C’est donc une huile
monoinsaturée aux effets neutres sur la santé mais donc le got moins prononcé est plus apprécié des
consommateurs. Celle utilisée est composée a 82% de 1,2,3-trioléyl-sn-glycérol (C18:1, n-9) les 18%
restant étant un mélange de triglycérides présentant des chaines acyles palmitique (C16:0; 4%),
stéarique (C18:0 ; 3%) et linoléique (C18:2, n-6 ; 11%).

L’émulsion sera dans un premier temps étudiée seule puis en interaction avec le tannin,
EGCG. Ce tannin a été utilisé dans cette partie car c’est celui qui induit la plus grande variation de
déplacement chimique au niveau des signaux du lipide lors des études sur les constantes d’association
(chapitre IV). L’émulsion huile dans eau possédant des propriétés anisotropes du fait de sa taille. Les
signaux obtenus en RMN du proton en condition statique sont trop larges, rendant impossible le suivi
des variations de déplacement chimique induites par ajout de tannin. C’est pourquoi 1’ensemble de
cette étude a été réalisée par RMN en rotation a ’angle magique. Celle-ci permettant, en moyennant
les interactions anisotropes, de s’affranchir de la dépendance angulaire des objets et ainsi d’obtenir des
spectres RMN dont la résolution est similaire a celle obtenue en RMN des liquides (cf. chapitre
11.C.2.c)

V.B.1 Caractérisation structurale des constituants de I’émulsion

La caractérisation des constituants de 1’émulsion fut dans un premier temps effectuée par

RMN du proton (dans du chloroforme deutéré, CDCIs) afin de faciliter son attribution.
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Figure V.21 : Structure numérotée du principal triglycéride (1,2,3-trioléyl-sn-glycérol) constituant 1’huile
utilisée pour I’émulsion et son spectre de RMN du proton attribuée dans du chloroforme deutéré CDCls. Le
rapport volumique CDCls/huile est de 90/10. T = 37°C. Le triglycéride étant homogene, seule la chaine sn-1 a
été numeérotée. Le spectre est référencé par rapport au TMSP, fixé a Oppm.
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V.B.1.a Attribution par RMN *H de I’huile de tournesol oléique

Le spectre proton de cette huile dans le chloroforme deutéré (figure V.21) est un spectre tres résolu ou
chaque résonance a pu étre attribuée soit au proton du squelette glycérol, soit a ceux des chaines acyles
(tableau V.5).

Groups o (ppm)
CH=CH (9-10) 5.34
CH (b) 5.25
CH-CH, (a-c) 4.22
CH=(_3H-C_:H2-,(_3H=CH 277
(acide linoléique)

CH,-C=0 (2) 2.3
CH,-CH=CH-CH, 2.02
CH,-CH,-C=0 (3) 1.61

chaines acyles 1.3-1.27

CHaterm 0.88

Tableau V.5 : Déplacements chimiques (en ppm) des protons présents sur les triglycérides constituant I’huile
utilisée pour 1’émulsion modéle, solubilisée dans CDCl;. T = 37°C. Le rapport volumique CDClz/huile est de
90/10. Les déplacements chimiques sont référencés par rapport au TMSP, fixé & Oppm.

V.B.1.b Attribution par RMN du tween 80

Le tween 80 est un tensioactif non ionique utilisé en agroalimentaire. C’est un sorbitan
polyéthoxylé dont un groupement éthoxy a été estérifié par I’acide oléique. Il est ainsi soluble dans
I’eau et permet la stabilisation des émulsions huile dans eau en interagissant avec 1’huile via la chaine
oléique hydrophobe et avec la phase aqueuse via le polyéther hydrophile. Le spectre de ce composé
dans du chloroforme deutéré et son attribution sont présentés sur la figure V.22 et le tableau V.6. Les
résonances relatives a la chaine oléique sont retrouveées comme vu précédemment a 5.34, 2.3, 2.02,
1.61, 1.3 et 0.88ppm. Deux résonances a 3.64 et 4.21ppm appartiennent au groupement polyéther. Le
massif a 3.64ppm correspond a une superposition de plusieurs résonances. Le déplacement chimique
théorique d’une fonction éther se situe entre 3.5 et 4ppm, ainsi ce massif a été attribué comme étant la
somme de plusieurs résonances relatives au groupement polyether. Ces résonances étant superposées,
I’attribution individuelle de chaque proton du polyéther n’est pas réalisable. Toutefois, 1a résonance a
4.21ppm a pu étre attribuée. En effet, celle-ci présente un déplacement chimique typiquement observé
dans le cas d’un CH; en alpha d’une fonction ester. De plus, 1’aire de ce signal est identique a celui du
CHj; en position 2 de la chaine oléique. Ainsi, ce signal correspond a la résonance des deux protons en
alpha du groupement ester du tween (noté a sur le spectre). Les taches de corrélation retrouvées en
utilisant une séquence de RMN a deux dimensions de type COSY entre les protons a 3.64 et 4.21ppm
viennent conforter cette hypothése. Enfin, la résonance a 2.84ppm particulierement large et intense
présente une allure caractéristique d’une fonction hydroxyle. Cette résonance a donc été attribuée aux

fonctions hydroxyles du groupement polyéther du tween 80.
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Figure V.22 : Spectre RMN 'H du tween 80 dans du chloroforme deutéré, CDCls. Le rapport volumique entre

le chloroforme et le tween est de 90/10. T = 37°C. Les signaux identifiés par ¢ sur le spectre sont relatifs a la téte
polaire des composés. Le spectre est référencé par rapport au TMSP, fixé a Oppm.
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Les résonances visibles a 6.26, 5.92, 5.64, 4.61, 4.50ppm n’ont pu étre attribuées aux protons

du tween 80 et sont, au vu de leurs tres faible intensité, probablement dues a des impuretés.

Groups 6 (ppm)
CH=CH (9-10) 5.34
CH,-OCOR (a) 4.21

Téte polaire 3.72-3.58

CH,-OH 2.84

CH,-C=0 (2) 2.3
CH,-CH=CH-CH, 2.02
CH,-CH,-C=0 (3) 1.61

chaines acyles 1.3-1.2

CHaterm 0.88

Tableau V.6 : Déplacements chimiques (en ppm) des protons du tween 80 solubilisé dans du chloroforme
deutéré, CDClz. T = 37°C. Le rapport volumique CDCls/tween est de 90/10. Les déplacements chimiques sont
référencés par rapport au TMSP, fixé a Oppm.

V.B.2 Etude de I’émulsion lipidique par RMN

L’effet d’un ajout croissant d’EGCG sur 1I’émulsion huile dans eau a été examiné. Le spectre
RMN du proton de I’émulsion seule sera présenté dans une premiere partie. Les variations de
déplacements chimiques dues a I’ajout de tannin et les résultats induits par celui-Ci seront ensuite

analysées.
V.B.2.a Emulsion seule

Le spectre proton de 1’émulsion obtenu pour un rapport molaire huile/tween 80 de 30/1 est
présenté sur la figure V.23. Seule la résonance a 3.64ppm relative au tween 80 est visible sur le
spectre. En effet, dans ces proportions, le tween 80 est trés minoritaire, ainsi les autres résonances
relatives sont masquees par celles de I’huile. L’attribution de 1’émulsion est présentée dans le tableau
V.7.

Groups o (ppm)
CH=CH (9-10) 5.33
CH (b) 5.25
CH-CH, (a-c) 4.22
Téte polaire du
e er 3.72-3.66
CH,-C=0 (2) 2.25
CH,-CH=CH-CH, 2.02
CH,-CH,-C=0 (3) 1.61
chaines acyles 1.3-1.2
CHzterm 0.90

Tableau V.7 : Déplacements chimiques (en ppm) des protons de I’émulsion dans I’eau deutérée. T = 37°C. [L]
= 43.5mM. Les déplacements chimiques sont référencés par rapport au TMSP, fixé a Oppm.
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Figure V.23 : Spectre RMN du proton de I’émulsion modéle dans 1’eau deutérée D,O. T = 37°C. [L] =
43.5mM. Le rapport molaire huile/tween est de 30/1. Le signal de la téte polaire du tween est identifié par ¢. Les
structures des composés majoritaires sont rappelées en haut du spectre. Les valeurs des déplacements chimiques
sont présentées dans le tableau V-6. Ceux-ci sont référencés par rapport au TMSP, fixé a Oppm.
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V.B.2.b Effet du tannin sur I’émulsion lipidique

L’objectif de cette étude a été d’étudier I’effet de ’EGCG sur I’émulsion et notamment de
mettre en évidence ’interaction du tannin avec les gouttelettes lipidiques. Dans un premier temps, une
comparaison a été effectuée entre le spectre de 1’émulsion seule et celui de I’émulsion en présence de
tannin a un rapport molaire EGCG/lipide de 1/11, pour une température de 37°C. Tout d’abord, sur le
spectre du systeme EGCG/émulsion (figure V.24B), aucun recouvrement entre les signaux de
I’émulsion et du tannin n’est constaté. L’ensemble des résonances relatives a 1’émulsion et au tannin
sont ainsi visibles. La différence notable observée entre les deux spectres se situe au niveau du signal
a 3.7ppm relatif & la téte polaire du tween 80. Un élargissement du signal avec une diminution de
I’intensité est constaté, de méme qu’un déplacement du pic a 3.71ppm vers les hauts champs. A
I’inverse, aucun changement n’est & noter sur les signaux relatifs a I’huile. Ce résultat laisse sous-
entendre que I’EGCG interagirait seulement avec le tween 80 localisé a la surface des gouttelettes

lipidigues et ne pénétrerait pas dans le cceur hydrophobe.
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Figure V.24 : Spectres RMN du proton de I’émulsion réalisée dans de ’eau deutérée en absence et en présence
d’EGCG. (A) Emulsion seule, [L] = 43.5mM, (B) Emulsion en présence d’EGCG, [L] = 43.5mM, [T] = 4mM.
Le rapport molaire EGCG/lipide est de 1/11. T = 37°C. Les résonances du tween 80 et du tannin sont identifiées
respectivement par ¢ et par e. Un agrandissement de la région relative & la téte polaire polyéther du tween 80 est
présenté en haut & gauche (intensité relative). Les déplacements chimiques sont référencés par rapport au TMSP,
fixé & Oppm.
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Dans un deuxieme temps, afin d’aller plus loin dans 1’étude de la localisation du tannin au
niveau des gouttelettes lipidiques de I’émulsion, une étude en RMN a deux dimensions a été réalisée
avec des sequences de type NOESY et ROESY. Au rapport molaire T/L de 1/11, aucune corrélation
intermoléculaire n’a été identifiée malgré les différences observées sur le spectre 'H. Dans ’espoir de
mettre en évidence une corrélation, plusieurs expériences ont été réalisées : (i) en variant le temps de
mélange de maniére a optimiser le transfert d’aimantation entre les spins du tannin et ceux du lipide et
(if) en augmentant le rapport tannin/lipide pour favoriser I’interaction. L’EGCG étant sous forme
monomérique comme dans les conditions du vin (Quideau et al., 2011), la concentration en lipides a
été diminuée afin de garder une concentration en EGCG inférieure a la CMC du tannin (6x2mM,

Pianet et al., 2008). L’ensemble des conditions expérimentales sont présentées dans le tableau V.7.

Test [Lipides] [EGCG] Rapport T/L tm
1 43.5 0 0
2 43.5 4 1/11 50 ; 100 ; 150
3 8.7 3 1/3 40; 100 ; 200 ;
4 4.35 4 1/1 100 : 200
5 2 4 2/1 250

Tableau V.7 : Rapports tannin/lipide et temps de mélange utilisés pour les séquences NOESY et ROESY

Quelque soit le rapport T/L mis en jeu, aucune tache de corrélation n’est observée pour des
temps de mélange courts (50, 100ms). De plus, seule de la diffusion de spin est observée pour des
temps de mélange supérieurs a 150ms. Ainsi, aucune corrélation intramoléculaire n’a été observée
quelque soit les conditions expérimentales utilisées. Ce résultat vient renforcer 1’affirmation comme
quoi le tannin ne pénétrerait pas dans le cceur hydrophobe. Une absence de tache de corrélation est
aussi constatée entre les signaux du tannin et celui du tween 80. Ce résultat serait apparemment en
contradiction avec 1’observation sur 1’¢largissement et le shift du signal du tween 80 observé en
comparant les spectres proton de I’émulsion en absence et en présence d’EGCG. Cette absence de
corrélation pourrait étre expliquée par un échange chimique de type intermédiaire entre les formes
libre et liée d’EGCG qui aurait pour effet d’augmenter la largeur des signaux NOE qui ne seraient

ainsi plus visibles sur le spectre.

Enfin, dans un troisieme temps, afin de mieux caractériser I’interaction entre le modéle de
gouttelettes lipidiques utilisé¢ et I’EGCG, nous avons étudié les variations de déplacements chimiques
de chaque groupement constituant 1’émulsion provoquées par 1’addition de tannin pour les rapports
T/L de 1/1 et 2/1 (figure V.25). Deux constats peuvent étre effectués : (1) La téte polaire du tween 80
présente la variation de déplacement chimique la plus importante comparée a celles des groupements
des triglycérides qui restent faibles (0.05 vs. 0.03ppm). Par conséquent, nous pouvons confirmer
I’hypothése d’une localisation du tannin en surface des gouttelettes lipidiques de 1’émulsion. (2) Les
déplacements chimiques des groupements du coeur hydrophobe varient de fagon homogéne quelque

soit le rapport T/L. L’absence d’inhomogénéité et les faibles variations de déplacement chimique

214



0,07 A
0,06 A
0,05 A
=R ]
s 00 mT/L=1/1
= s L I I
0,03 A I = I =
2 T/L=2/1
0,02 -
O,Ol | I I I
O - T T T T T T T T
Q N ) > QO 42 Q) o &
R S SN AN N AU
& F &Sy
R & & S &
) &

Figure V.25 : Variations de déplacement chimique des différents groupements de 1’émulsion aprés addition
d’EGCG aux rapports tannins/lipide 1/1 et 2/1. T = 37°C.
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Figure V.26 : Courbe représentant la variation de déplacements chimiques en fonction du rapport molaire
EGCG/lipide sur différents systémes. (¢) N*(CHs); du systéme EGCG/MLYV, (¥) CH, des chaines acyles du
systétme EGCG/MLYV, (o) Téte polaire du tween 80 du systtme EGCG/émulsion. T = 37°C. L’erreur au niveau
des variations de déplacement chimique est estimée a + 0.5-4% pour le N*(CHs)s, = 0.5-15% pour les chaines
acyles et + 10-14% pour la téte polaire du tween.
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des groupements issus du cceur hydrophobe des gouttelettes méme pour un rapport T/L élevé rendent
peu probable une diffusion de ’EGCG a I’intérieur de celles-ci et donc in fine une interaction avec le
cceur hydrophobe. Cette absence d’interaction avec le cceur hydrophobe des gouttelettes peut étre
expliquée par I’existence de contraintes stériques dues a la téte polaire du tween 80 qui empéche le
tannin de pénétrer. Les variations homogeénes restent explicables par un réarrangement des lipides du

ceeur hydrophobe induit par I’interaction entre I’EGCG et le tween 80.

Une étude des variations des déplacements chimiques en fonction du rapport molaire
tannin/lipide du groupement le plus affecté dans le cas du systtme EGCG/émulsion a également été
effectuée (figure V.26). Cette variation a ensuite été comparée a celle obtenue dans le cas du modele
EGCG/MLYV (cf. chapitre 1V) pour le groupement le plus affecté par le tannin, le N*(CHs); de la téte
choline, et pour un type de groupements non affectés par la présence du polyphénol, les CH, des
chaines acyles. Le but est de comparer la variation de déplacement chimique obtenu pour le signal du
tween 80 avec celle relative a un groupement présentant une forte interaction avec le tannin
(N*(CHa)3) et avec celle relative a un groupement présentant une faible interaction avec celui-ci (les

CH, des chaines acyles).

On constate que les variations de déplacement chimique de la téte polaire du tween 80 du
systtme EGCG/émulsion sont quinze fois plus faibles que celles du N'(CHj3); du systeme
EGCG/MLYV. De plus, elles sont de méme ordre de grandeur que celles des CH, des chaines acyles des
MLV, groupements au cceur de la bicouche lipidique interagissant faiblement avec le tannin. Ces

observations suggérent que le tannin interagit faiblement avec les gouttelettes lipidiques de 1’émulsion.

V.B.2.c Discussion sur la pertinence du modéle utilisé

Nous avons vu précédemment que ’interaction entre ’EGCG et 1’émulsion modéle était
localisée en surface, au niveau de la téte polaire du tween 80, mais que cette interaction était faible.
Ainsi, la nature de la surface des gouttelettes lipidiques de 1’émulsion va jouer un réle important dans
la pertinence du modeéle. Le tween 80 est un émulsifiant couramment utilisé dans 1’agro-alimentaire
(pour la stabilisation des cremes glacées notamment) et peu codteux, ce qui le rend intéressant pour
des études préliminaires. Néanmoins, malgré sa chaine grasse oléique bien représentée dans les
phospholipides, sphingolipides et monoglycérides recouvrant la surface des goutelettes lipidiques
présentes dans les aliments (Dalgleish., 2006 ; Lopez., 2008), la nature polyéther de sa téte polaire
n’est pas un modele optimal pour mimer la surface des gouttelettes lipidiques. A ce titre, le modele des
bicelles isotropes constituées de phospholipides utilisé dans la premiére partie de ce chapitre mime

mieux la nature chimique de la surface des gouttelettes.

Les résultats obtenus avec ces deux modeles en termes d’affinité entre le tannin et le modele
lipidique semblent corroborer cette conclusion. En effet, tandis que dans le cas des bicelles isotropes,

une forte interaction entre le tannin et les phospholipides est mise en évidence (précipitation du
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systéme), celle-ci s’est avérée trés faible pour le systéme EGCG/émulsion. Cette différence d’affinité
peut s’expliquer par la nature des interactions entre EGCG et les lipides qui varie selon la téte polaire
des lipides mis en jeu. En effet, dans le cas des bicelles isotropes, les liaisons hydrogéne et les
interactions de type cation-x (entre le groupement N+(CH3)3 des tétes polaires des lipides et les cycles
aromatiques des tannins) favorisent I’interaction entre le tannin et les phospholipides. A ’inverse,
I’absence de liaisons hydrogene (les éthers ne pouvant pas en former) et la contrainte stérique induite
par le volume du groupement polyéther du tween 80 peut étre un frein a I’interaction. Ainsi, bien que
le modeéle utilisé reste pertinent, celui-ci, du fait de la grande dépendance des interactions entre les
tannins et les lipides alimentaires vis-a-vis de la surface du modeéle lipidique, doit &tre amélioré pour

étudier ces interactions.

V.C Conclusion et perspectives

L’objectif de ce chapitre a été de proposer un modele pertinent pour 1’étude par résonance
magnétique nucléaire des interactions entre les tannins et les gouttelettes lipidiques. Pour ce faire, le
choix s’est porté sur deux types de modeles, les bicelles isotropes DMPC/DCPC et une émulsion huile
dans eau stabilisée par un émulsifiant, le tween 80. Les bicelles isotropes présentent I’avantage de bien
mimer le cceur hydrophobe des gouttelettes lipidiques, mais aussi la composition lipidique de leurs
surfaces. A contrario, la taille de ces objets est trop petite pour en faire un modele optimal des
gouttelettes lipidiques (10-15 nm vs. 10-20 um). Toutefois, la précipitation des bicelles isotropes en
présence de tannin est une preuve de l’interaction entre les tannins et la téte polaire des

phospholipides.

Les gouttelettes lipidiques alimentaires sont mieux mimées en utilisant un systéme d’émulsion
huile dans la taille est plus représentative (5-9 pm vs. 10-20 um). De plus, le cceur hydrophobe est ici
typiquement celui que 1’on retrouve dans les gouttelettes du bol alimentaire (triglycérides).
Néanmoins, la différence de nature chimique de la surface, qui est ici défavorable a I’interaction avec
le tannin, fait de I’émulsion stabilisée par le tween 80 un modele qui n’est pas le plus représentatif des

gouttelettes lipidiques alimentaires.

Ainsi, afin d’utiliser un modele encore plus représentatif des gouttelettes lipidiques
alimentaires, une perspective d’étude vise a modifier la nature de I’émulsifiant utilisé afin de mieux
mimer la surface des gouttelettes. Les lécithines d’ceuf ou de soja peuvent par exemple étre utilisées.
Cet assemblage de phospholipides comprenant notamment des PC et des PE présente des résonances
au niveau des tétes polaires (N*(CHs); des PC, NH;" des PE) situées entre 3 et 4 ppm qui ne seront pas
recouvertes par celles des triglycérides. Une étude d’affinité a partir de la variation des déplacements

chimiques de ces signaux peut donc étre envisagée par RMN.
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CHAPITRE VI

Conclusion et perspectives
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VI1.A Conclusion générale

Les tannins présents dans le vin induisent deux propriétés organoleptiques qui vont étre
ressenties lors de la dégustation, 1’astringence et I’amertume. Grace aux différentes études réalisées
lors de vingt derniéres années, les mécanismes a 1’origine de ces deux sensations commencent & étre
élucidés (Charlton et al., 2002 ; Chandrashekar et al., 2006 ; Cala et al., 2010). Dans le cas de
I’amertume, 1’origine de cette sensation proviendrait de I’interaction entre les tannins et les récepteurs
du goit amer, tandis que dans le cas de 1’astringence, la sensation est due a des interactions entre les
tannins et les protéines salivaires qui vont entrainer une diminution de la lubrification de la cavité
buccale. L’affinité entre cinq tannins (C, B1, B2, B3, B4 et C2) et trois peptides mimant les protéines
salivaires (IB714, 1B937, Hiss) a pu étre quantifiée au sein de laboratoire pour la premiére fois via la
détermination de constantes de dissociation tannin-protéine de 1’ordre du milli-molaire a la dizaine de

milli-molaire (Cala et al., 2010).

Cependant, d’autres facteurs comme le pH ou la température peuvent influer sur ces propriétés
organoleptiques. Les interactions tannin-protéine et tannin-récepteur peuvent aussi étre influencées
par la présence de molécules externes comme les sucres (Carvalho et al., 2006) 1’éthanol (Fontoin et
al., 2008)) ou les lipides (He et al., 2006) présents en bouche au niveau des membranes buccales mais
aussi apportés par les aliments lors d’un repas. En effet, ceux-ci, en interagissant avec les tannins,
pourraient influer sur le gott ressenti en perturbant les récepteurs gustatifs (effet sur ’amertume) et/ou
les interactions entre les tannins et les protéines de la salive (effet sur 1’astringence). Ainsi, Au cours
de cette thése, nous nous sommes intéressés aux interactions entre les tannins et les lipides afin

d’étudier I’impact de celles-ci sur le goit ressenti lors de la consommation d’un vin.

Pour ce faire, la RMN a été la technique préférentiellement utilisée. C’est en effet une
technique non invasive, qui ne nécessite pas 1’utilisation, comme dans le cas de la fluorescence ou de
la résonance paramagnétique électronique, de sondes pouvant potentiellement perturber les systémes
lipidiques. Elle est donc particulierement adaptée pour 1’étude de tels systemes. Deux types de

résonance magnétigue nucléaire ont été particulierement utilisés durant ce travail :

- La RMN des solides nous a permis d’étudier la perturbation induite par la présence de
tannins sur la dynamique et 1’ordre de différents modeles membranaires tels que I’on peut
les mesurer du point de vue des lipides.

- La RMN haute résolution en rotation a 1’angle magique nous a permis d’obtenir les
constantes d’association pour nos systemes lipidiques modeles en interaction avec les

tannins. L’affinité entre les tannins et les lipides a ainsi pu étre quantifiée.

Nous rappellerons dans ce chapitre de conclusion les trois points ayant été abordés au cours
de cette thése. Dans une premiere partie, nous avons déterminé I’influence des tannins sur la fluidité

des membranes afin d’évaluer I’influence de I’interaction tannin-lipide sur la perturbation des
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récepteurs gustatifs, et donc sur la sensation d’amertume, due a un changement dans la dynamique
membranaire. Dans une seconde partie, nous avons réussi a quantifier, par la mesure de constantes
d’association, I’affinité de trois tannins (C, EC et EGCG) pour un modé¢le mimant les membranes
buccales, ce qui nous a permis de conclure a une modulation de ’astringence due a aux interactions
tannin-lipide. Enfin, dans une troisieme partie, nous nous sommes intéressés aux interactions entre les
tannins et deux modéles mimant les gouttelettes lipidiques issues de 1’alimentation. Bien que ce
chapitre présente les résultats les moins aboutis, des premiers résultats prometteurs ont pu étre mis en

évidence.

VI1.A.1 Effet des tannins sur la fluidité membranaire (chapitre 111)

Les études antérieures effectuées sur I’effet des tannins sur la fluidit¢é des membranes
s’accordent a dire que ceux-ci ont bien un effet sur la fluidité. Toutefois, deux écoles s’affrontent ;
pour I'une (Kajiya et al., 2001 ; Uekusa et al., 2011 ; Yu et al., 2011), les tannins ont un effet
fluidifiant sur la membrane alors que pour ’autre (Tsuchiya et al., 1999, 2001, 2008 ; Caturla et al.,
2003 ; Abram et al., 2013), les tannins ont un effet rigidifiant. Ainsi, notre étude s’ancre dans un

contexte qui est peu clair.

Notre étude, effectuée sur trois modéles membranaires, du plus grossier au plus représentatif
de la membrane buccale, montre quatre résultats d’importance. (i) les tannins induisent une
fluidification globale des modéeles membranaires et une désorganisation de leur cceur hydrophobe,
dont I’intensité, dose-dépendante, dépend de la structure du tannin mise en jeu. (ii) une perturbation
plus importante de I’organisation du modéle membranaire a été observée pour un systeme lipidique
enrichi en cholestérol (18% molaire). Une diffusion du cholestérol des régions riches vers les régions
pauvres en stérols a ainsi €té observée, entrainant une désorganisation plus importante de la
membrane. (iii) A I’inverse, 1’éthanol, connu pour son caractere fluidifiant, a tendance a atténuer les
effets du tannin sur la fluidité et I’organisation de la membrane rendue plus fluide en sa présence.
Ainsi, Ieffet fluidifiant du tannin semble &tre atténué sur des membranes présentant une fluidité
importante (iv) De méme, aucun effet fluidifiant n’a été observeé sur le modele membranaire présentant
une teneur en cholestérol importante (39% molaire), ce qui pourrait suggérer que les tannins n’auraient

pas d’effet sur la dynamique de membranes trop rigides qui empécherait leur pénétration.

Ainsi, lors de la dégustation d’un vin, I’effet fluidifiant de 1’éthanol va prédominer par rapport
a ceux des tannins. L’interaction tannin-lipide ne serait donc pas le principal facteur modulant la
sensation d’amertume. Le changement dans la dynamique de la membrane induisant la
perturbation des récepteurs gustatifs serait principalement di a I’effet fluidifiant de I’éthanol.
Toutefois, les résultats obtenus sur le systtme DMPC/CH (82/18) laissent penser que les tannins

fluidifieraient légerement la membrane pour des systémes pauvres en cholestérol. Ainsi, les
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récepteurs du goiit amer situés dans de telles régions s’en trouveraient perturbés. A ’inverse, les

tannins n’auraient aucun effet sur des régions riches en stérols.

VI1.A.2 Effet des interactions tannins-lipides sur I’astringence — Détermination de

constantes d’affinité tannin-lipide (chapitre 1V)

L’affinité de certains tannins pour les lipides a été étudiée dans la littérature. Toutefois, la
plupart de ces études reste qualitative et utilise parfois des conditions peu représentatives des
conditions physiologiques (utilisation de solvants polaires (acétonitrile) en tant que phase mobile en
HPLC, Uekusa et al., 2008). Une seule étude, effectuée par Kamihara et al. (2008) a permis d’obtenir
des constantes d’associations entre quatre tannins (C, EC, ECG et EGCG) et des multicouches
supportées de DMPC. L’échelle d’affinité suivante a été obtenue : K,(ECG) = (3.75+£0.997).10°M™ >
KL(EGCG) = (2.16+0.791).10°M™ >> K,(EC) = (1.86+0.128).10°M™ > K,(EGC) = (1.33+0.124).10°M"
', Cependant, du fait de la forte influence de la masse du ligand interagissant avec le support lipidique
sur la constante d’association ligand-support mesurée, le QCM est une technique peu appropriée pour
mesurer des constantes d’association. Les résultats présentés dans cette publication sont donc a
prendre avec des réserves. Ainsi, aucune donnée quantitative fiable n’a pu étre obtenue sur les
interactions tannins-lipides avant cette étude. De méme, aucune étude sur ’affinité entre les tannins et

les lipides n’a été menée en utilisant une teneur en alcool proche de celle rencontrée dans le vin.

L’objectif de cette partiec a donc été de déterminer les constantes d’associations entre les
tannins du vin (C, EC, ECG, EGCG) et un modele de membrane buccale, les MLV de DMPC, afin
d’étudier I’'impact des interactions tannin-lipide sur la sensation d’astringence. Cet objectif a été atteint
via la mise en place d’un protocole permettant d’obtenir ces constantes par RMN. Celui-ci repose sur
le suivi des variations du signal d’un des groupements du lipide le plus affecté par le tannin, le
N*(CHs); de la téte choline, en fonction de la concentration en tannin dans le milieu et leur ajustement
mathématique par I’équation déterminée par Baxter et al. (1996). Des constantes d’association variant
de 179 & 2233M™ selon le tannin et les conditions du milieu (pH, éthanol, température) utilisées ont pu

étre obtenues.

Ces résultats nous ont permis d’étudier I’influence de la structure du tannin et des conditions
du milieu sur I’interaction tannin-lipide. Plusieurs conclusions peuvent étre apportées. (i) La nature
des chaines grasses des lipides et ’isomérie cis/trans des carbones 2 et 3 du cycle pyrane des tannins
ne semblent par influer sur 1’affinité des tannins pour les lipides. (ii) la présence d’un groupement
galloyle dans la structure du tannin augmente considérablement son affinité pour le modeéle
membranaire, ce résultat étant a relier d’une part a I’augmentation du caractére hydrophobe du tannin
dd a ce groupement (KoW(EGCG) = 12.1 > K, (EC) = 2.4, Hagerman et al., 1998) et d’autre part au

nombre d’interactions décrites comme prédominantes dans la littérature entre les tannins et les lipides
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(liaisons hydrogene entre les fonctions hydroxyles des tannins et les doublets non liant des oxygeénes
des carbonyles et du groupement phosphate du lipide, interaction de type cation-n entre I’ammonium
quaternaire de la téte choline du lipide et les cycles aromatiques des tannins). (iii) A I’inverse, une
diminution du pH et de la température ainsi que la présence d’éthanol entrainerait une importante

diminution de la constante d’association tannin-lipide.

L’ensemble de ces résultats a permis d’étudier ’influence de I’interaction tannin-lipide sur la
sensation d’astringence en les comparant, dans le cas de la catéchine en présence d’éthanol, aux
travaux effectués au laboratoire par O. Cala sur les interactions tannins-protéine (Cala et al., 2010).
Nous avons ainsi montré que les constantes d’association pour les interactions tannin-lipides et tannin-
protéines de la salive étaient du méme ordre de grandeur. Ainsi, ces deux interactions sont en
compétition lors de la dégustation d’un vin, ce qui va induire une modulation de I’astringence. De ce

fait, les lipides jouent un réle sur I’astringence d’un vin.

Enfin, nous avons aussi montré, par 1’étude des variations de déplacements chimiques des
signaux du lipide induites par la présence du tannin, que le tannin était localisé préférentiellement a
I’interface du modéle membranaire. De plus, un ancrage plus important dans le cas des tannins

galloylés a été montré.

VI.A.3 Etude des interactions entre les tannins et des modeles de gouttelettes

lipidiques (chapitre V)

L’étude de I’interaction entre les tannins et les lipides issus de 1’alimentation n’ayant, a notre
connaissance, jamais été effectuée précédemment, 1’objectif de cette partie a donc été de proposer un
mode¢le pertinent pour 1’étude par résonance magnétique nucléaire des interactions entre les tannins et
les gouttelettes lipidiques. Pour ce faire, le choix s’est porté sur deux types de modéles, les bicelles
isotropes DMPC/DCPC et une émulsion huile dans eau stabilisée par un émulsifiant alimentaire, le

tween 80.

Les bicelles isotropes présentent I’avantage de bien mimer le coeur hydrophobe des
gouttelettes lipidiques, mais aussi la composition lipidique de leurs surfaces. A contrario, la taille de
ces objets est trop petite pour en faire un modele optimal des gouttelettes lipidiques (10-15 nm vs. 10-
20 um). Toutefois, la précipitation des bicelles isotropes en présence de tannin constatée et analysée
par RMN 2H, *P et par diffusion des rayons X aux petits angles met bien en évidence la forte

interaction entre les tannins et ce modéle de gouttelettes lipidiques

Les gouttelettes lipidiques alimentaires sont mieux mimées en utilisant un systéme d’émulsion
huile dans eau dont la taille est plus représentative (5-9 um vs. 10-20 um). De plus, le cceur
hydrophobe est ici typiquement celui que 1’on retrouve dans les gouttelettes du bol alimentaire
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(triglycérides). Néanmoins, la différence de nature chimique de la surface, qui est ici défavorable a
I’interaction avec le tannin, fait de I’émulsion stabilisée par le tween 80 un modéle inadéquat des
gouttelettes lipidiques alimentaires. Le point positif de cette étude est que nous sommes parvenus a
obtenir des spectres RMN 'H de I’émulsion présentant une bonne résolution, ce qui est nécessaire au
suivi des variations chimiques permettant la détermination de constantes d’association. De ce fait,
I’étude de telles constantes reste possible en choisissant un émulsifiant plus adapté, comme la lécithine
de soja, laquelle composée d’un mélange de phospholipides pourrait mimer convenablement la surface
des gouttelettes. Ainsi cette étude ouvre la voie & des perspectives intéressantes quant a la
détermination de constantes d’association par résonance magnétique nucléaire entre les tannins
et un modéle mimant de facon quasiment optimal les gouttelettes lipidiques issues de

I’alimentation : I’émulsion huile dans eau.

V1.B Perspectives

L’effet des interactions tannin-lipide sur I’amertume a été étudié en profondeur au cours de
cette thése, toutefois quelques points restent encore a éclaircir. Il peut étre dans un premier temps
intéressant d’étudier I’effet du tannin sur un modéle DMPC/CH fortement enrichi en cholestérol (39%
molaire) ou sur le systtme POPC/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4) en absence d’éthanol afin de
déterminer si le tannin posséde un effet sur la dynamique du modéle membranaire dans ces conditions.
Ainsi, ce résultat permettrait de conclure si, de maniére générale, les tannins fluidifient ou non les
régions riches en cholestérol. Une autre étude intéressante @ mener sur I’impact des tannins sur la
fluidité membranaires serait d’étudier 1’influence d’autres tannins, notamment des dimeres et des
triméres, sur la dynamique de nos modéles membranaires les plus représentatifs de la membrane
buccales. De plus, en les comparant avec des mesures de constantes d’association qui pourraient étre
envisagées pour ces tannins, un paralléle pourrait étre effectué entre I’effet des tannins sur la
dynamique membranaire et leur affinité pour les lipides. Enfin, afin de tendre vers des conditions de
plus en plus proches de celles de la dégustation, 1’influence d’un mélange de tannins sur la dynamique

membranaire pourrait étre envisagee.

En termes de localisation des tannins dans la membrane, des expériences de modélisation se
basant sur nos résultats obtenus au cours du chapitre 1V (nombre de sites de fixation, variation de
déplacement chimique) pourraient étre envisagées afin de modéliser I’interaction tannin-lipide et donc

valider nos résultats obtenus en RMN.

De méme, nos travaux ouvrent la voie a un grand nombre d’études possibles dans 1’objectif
d’étudier I’effet des interactions tannin-lipide sur I’astringence. Ainsi, comme pour la dynamique
membranaire, il peut étre intéressant de déterminer des constantes d’association pour des dimeéres et

des triméres afin de voir I’influence du degré de polymérisation du tannin sur son affinité pour les
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lipides et ainsi agrandir 1’échelle d’affinité que nous avons établie. De méme, 1’étude du systéme
ECG/MLV doit étre a nouveau effectuée en prenant une concentration lipidique plus faible afin de
tendre vers un rapport T/L de 1 permettant 1’obtention de la valeur plateau afin de déterminer la
constante d’association pour ce systéme. Enfin, la détermination des constantes d’association tannin-
lipides et tannin-protéines salivaires pour le systtme MLV de DMPC en présence du peptide modéle
IB7,4 des protéines salivaires permettrait de mieux cibler les interactions déterminantes pour le godt

d’un vin.

Enfin, des constantes d’association entre les tannins et les émulsions huile dans eau mimant
les gouttelettes lipidiques pourraient étre obtenues en changeant la nature de 1’émulsifiant utilisé dans
cette étude. Comme dit précédemment, les lécithines de soja ou d’ceuf constituent de bonnes
alternatives. En effet, en plus de mimer convenablement la surface lipidique des émulsions, ces
assemblages de phospholipides (comprenant notamment des PC et des PE) présentent des résonances
au niveau des tétes polaires (N*(CH3); des PC, NH;" des PE) situées entre 3 et 4 ppm qui ne seront pas
recouvertes par celles des triglycérides, rendant ainsi la détermination de la constante d’association
possible. Une vision globale des effets des lipides sur I’astringence pourrait alors étre effectuée en
comparant les constantes d’association obtenues pour les interactions tannins-lipides membranaires et
tannin-protéines salivaires avec celles qui seraient obtenues pour I’interaction tannins-gouttelettes

lipidiques alimentaires.
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Annexe 1 : Détermination des constantes d’auto-association des tannins K.. d’aprés un

modéle d’empilement isodesmique (d’aprés Pianet, HDR)

Mesure de Ka, d’aprés un modeéle d’empilement isodesmique :

Le modele isodesmique d’auto-association des tannins est basé sur I’hypothése que les tannins peuvent
s’associer par empilement (deux tannins s’auto-associant formant des diméres T, trois des triméres

Ts,..., et n, des n-meres T,,) ou la constante d’équilibre Ka, pour chaque étape est la méme :
K
T+T 3T,

Ka,
T, +T <3 T,

Kag
Ko Tn1 +T <3 T,

Ka, s’écrit donc :

_ 1] — [T5] = [Th]
Kao = 172 = rim [Tp_11[T] (A1)

On peut déduire d’aprés ces relations que :

[T1+ [T2] + (T3] + -+ [T] = Z[Tn] =T+ K, [TI(T] + [T2] + [T3] + - + [T])

Et donc :
2GHI=T+ Kaa [T]1X[T,]
Soit :
STl = e (A2)

D’autre part, si on appelle [T]o la concentration totale de tannins capables de s’auto-associer, on peut

écrire :
[Tlo = [T] + 2[T,] + 3[Ts] + 4[T,] + -+ n[T,] = ¥ n[T,] (A.3)
Des équations (A.1) et (A.3), on peut écrire :
[Tlo = [T1(1 + 2K, [To] + 3Ka, *[T31? + 4K, P[Tu]® + -+ + nK, “HTI™ )
[Tlo = [T]+ Ko, [T1Q2[T] + 3[T2] + 4[T3] + - + n[Tp—1 ]
[Tlo = [T]+ Ko, [TII([T] + [T2] + [T3] + -+ + [TDAT] + 2[T] + 3[T2] + 4[T3] + -+ + n[T, D]
Soit :
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[Tlo = [T]+ [T1Ke, E[T,] + [T1o) (A.4)

Donc, en insérant 1’équation (A.2) dans 1’équation (A.4), on trouve :

[T]o = (I—K[+3[T])2 (A.5)

Ou encore :

2
[T] = [T]o (Wﬁ) (A.6)

D’autre part, si on fait I’hypothése que la variation de déplacement chimique observée pour une tannin
fixé a une extrémité de I’empilement est égale a la moitié de la variation de déplacement chimique
d’un tannin se trouvant au milieu de I’empilement, on peut écrire la relation suivante, pour un n

donné :

26

micelle
(n = 2)8micerre + =5 + Slivre

t
n n

Ou encore :

(Tl - 1)é‘micelle + 6libre
n

6tn =

OuU Jjipre représente le déplacement chimique du tannin T non associé, et Smicele, 16 déplacement

chimique quand tous les tannins sont associés.

Ainsi, la contribution de :

Test: livre (%)

. (8micelle + Sibre) % (z[[TT]ﬁ])
T,: (28micelte + Slibre) % (3[[:12])

T - [(n — D)8 micelte + Stibrel % (n[[TT]Z])

Et donc le déplacement chimique & observé sera :

[T]1+ [T2] + (T3] + -+ [Tn]> + 8 <[T2] +2[T3] +3[Ty] + -+ (n — 1)[Tn])
micelle

0= ‘3”m< o Tl

Z[Tn] Z n[Tn] - Z[Tn]
8 = Glibre <W) Omicelle ( [T]O )

5 8 = (5micell[’er]_0 5ubre) ([T]o - Z[Tn])
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_ 5micelle B 6libre [T] 2 [T]
0~ Olire = ( [TTo ) [(1 —Ka, [T]) 11— K [T]

8 — Slibre = (Omicette — 6libre)Kaa [T]

Et si on remplace [T] par I’équation (A.6), on trouve :

2
2

libre micelle — Zlibre/aq " 10 1+\/m

ou & représente le déplacement chimique observé, e, le déplacement chimique du tannin non

(A7)

associé et dmicele, I€ déplacement chimique de I’agrégat de tannin saturé.
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Annexe 2 : Structures chimigues

s PGG: 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-p-Dglucopyranose

HO OH

OH

HO OH
C

o

HO O

o 0
,‘\/() )
0 o7 4 0
ol
HO
HO / \
HO “on
HO oH
OH

‘ N N o T

OH

«» Acide parinarique

HO

¢+ Cholestatrienol : Cholesta-5,7,9(11)-trien-3p-ol
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Annexe 3 : Test phosphate

D’apreés Rouser, G., Fleisher, S., Yamamoto, A. (1970). Lipids, 5(5), 494-496.

Principe :

La détermination du phosphore inorganique s’effectue en deux étapes. La premicre consiste en une
hydrolyse acide des phosphates présents dans 1’échantillon. Dans la seconde étape, 1’ion
orthophosphate réagit avec 1’ion molybdate pour former un complexe phosphomolybdate. Ce dernier
est réduit avec I’acide ascorbique en milieu acide pour provoquer I’apparition du bleu de molybdéne,
dont I’absorbance a 660 nm est proportionnelle a la concentration de I’ion orthophosphate présent dans
I’échantillon.

Produits chimiques :

- Dihydrogénophosphate de sodium NaH,PO, a 20 mM (au frigo, étagére du bas, portoir jaune)
- Molybdate d’ammonium (NH4)sM0;0,4, 4H,0 a 2.5% (au frigo sur le méme portoir que
NaH,PO,)
= 1.259g+ 50 mL d’H,O (si préparation a faire)
- Acide perchlorique HCIO4 a 70% (armoire ventilée, ref n°93, étagére E)
- Acide ascorbique (vitamine C) C¢H;,0¢ (grande armoire blanche, tiroir du haut, n°33)
- H,O Milli-Q (dans salle des armoires ventilées)

Protocole :

1/ Utiliser tubes en borosilicate jetables 16*125
- 2tubes pour chaque échantillon
- 7 tubes pour la gamme étalon (a refaire a chaque test).
Placer les 9 tubes sur le portoir.
2/ Préchauffez le bain a sec a 180°C pendant 30 min.
3/ Préparation de la gamme étalon
- Préparer 400 pL de solution de NaH,PO,4 a 1 mM.
= 20 pL de solution de NaH,PO4 a 20 mM + 380 uL d’H,0.
- Mettre dans 7 tubes différents 0, 5, 10, 20, 40, 80 et 160 uL de solution NaH,PO, 1 mM
correspondant a 0, 5, 10, 20, 40, 80 et 160 nmol.

Gamme étalon en phosphate

Tubes 0 1 2 3 4 5 6

NaH PO, ImM | o | 5 | 10 | 20 | 40 | 80 | 160
(ML)

n(PO)(nmol) | 0 | 5 | 10 | 20 | 40 | 80 | 160

4/ Préparation des échantillons de lipides
Le nombre de mole doit étre compris dans la gamme, soit entre 0 et 160 nmol. Pour le dosage de LUV
de phospholipides, se placer autour de 50nmol.
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Echantillons
Tubes 7 8
n(PO,*) (nmol) ~50 | ~50

4/ Séchez les tubes au bain a sec pendant 15-20 minutes.
5/ Refroidir ensuite les échantillons sous hotte a température ambiante (5-10 min).
6/ Hydrolyse a I’acide perchlorique sous hotte
- Verser environ 2-3 mL dans un petit bécher
- Verser 300 pL dans chaque tube et fermer le tube avec une bille.
- Vortexer quelques secondes
7/ Placer les tubes au bain a sec a 180°C pendant 30min (& mesurer au timer).
8/ Préparation de la vitamine C a 10% (pendant les 30min de bain a sec)
- 0.5 g d’acide ascorbique + 5 mL d’H,0. La pesée est effectuée dans un tube & hémolyse.
- Mettre le tube a I’appareil rotatif afin de mélanger le tout.
9/ Préparer le bain-marie a 100°C
10/ Sortir les tubes du bain a sec et laissez refroidir a température ambiante
11/ Ajouter 1.4 mL d’eau Milli-Q sous hote et vortexer. Garder la bille jusqu’a 1’étape finale.

NB : Les étapes suivantes (12 et 13) doivent étre effectuées tres rapidement.

12/ Ajouter 200 pL de molybdate d’ammonium a 2.5% et vortexer.
13/ Ajouter 200 pL de vitamine C & 10% et vortexer. Placer ensuite les tubes dans le portoir circulaire.
14/ Plonger le portoir circulaire dans le bain-marie et attendre 5 minutes précisément (a mesurer au
timer).
15/ Refroidir dans la glace puis transvaser les échantillons dans les cuves spectrophotométriques.
16/ Mesurer 1’absorbance a 797 nm pour tous les échantillons contre le blanc.

- Choisir « Mode basique » : appuyer sur 1

- Choisir « Absorbance » : appuyer sur 1

- Entrer la valeur d’absorbance de travail : 797 nm.
Vérifier qu’il n’y a pas de bulles au niveau du trajet optique. Sécher les parois pour éviter une
éventuelle condensation

Réactifs Blanc (tube 0)
Acide perchlorigue 70% 300 pL
H,O 1.4 mL
Molybdate d’ammonium 2.5% 200 pL
Vitamine C 10% 200 pL
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Annexe 4 : Parametres des simulations (Avo, v1/> et P) utilisés pour simuler les spectres de
RMN du deutérium relatifs aux systemes EGCG/MLV (chapitre 111) et aux précipités des
systemes C/MLV et C/Bicelle (chapitre V) a ’aide d’un programme FORTRAN (Dufourc,

non publié)

MLV/EGCG
Positiondu | Avg Avg Avyp Poids
carbone | (kHz) | (kHz) (Hz)
exp simulation

2S/2R nd nd nd 1/1
"""" 3 2260 2426 | 700 | 2 |
"""" 4 | 2269 | 2334 | 700 | 2 |
"""" 5 | 2269 | 2294 | 700 | 2 ]
"""" 6 | 2269 | 2221 | 600 | 2 |
"""" 7 2132 2161 | 600 | 2 ]
"""" 8 | 2011| 2041 | s00 | 2 |
"""" 9  |[1753] 1782 | 500 | 2 ]
"""" 10 [ 1620 | 1634 | 450 | 2 |
"""" 11 | 1390 | 1422 | 450 | 2 ]
"""" 12 1172 1192 | 400 | 2
"""" 13 | 880 | 896 | 400 | 2 |
"""" 14 | 264 | 270 | 125 | 3 ]

C/MLYV : phase L, C/Bicelle : phase H,
Position du Avg Avg Avyp Avg Avg Avy Poids
carbone (kHz) | (kHz) (Hz) (kHz) | (kHz) (Hz)
exp simulation exp simulation
25* nd 12.18 1200 nd 2.76 1200 1
2R* nd 19.05 1200 nd 6.81 1200 1
3 20.20 20.66 400 nd 9.48 1000 2
4 20.20 20.60 400 nd 8.9 900 2
5 20.20 20.55 400 nd 8.34 800 2
6 20.20 20.40 400 nd 7.80 800 2
7 18.58 18.66 400 nd 7.18 700 2
8 17.82 17.90 400 nd 6.60 700 2
9 15.87 16.17 400 nd 5.83 700 2
10 14.71 14.97 350 nd 5.36 700 2
11 12.85 13.04 350 nd 4.21 700 2
12 11.19 11.23 350 3.71 3.76 400 2
13 8.25 8.42 350 2.60 2.70 250 2
14 2.25 25 180 0.61 0.72 80 3

nd = non déterminé
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Annexe 5 : Détermination de la constante d’association tannin-lipide par ’équation de
Baxter (d’apreés Pianet, HDR, tirée de Baxter et al. 1996, 1997)

Lorsqu’une interaction s’effectue entre un ligand (ici le tannin) et son hote (ici le lipide),
I’environnement chimique de certains protons de celui-ci va s’en trouver modifié. On observera alors
un changement dans la valeur des déplacements chimiques de ces protons. On peut ainsi suivre les
variations de déplacement chimique des protons du lipide en fonction de la concentration en tannin
ajouté. Ceci nous permet de mesurer la constante d’association relative a I’interaction tannin-lipide
dans le cas d’un fixation spécifique, ¢’est-a-dire lorsque 1’on a 1’équilibre suivant :

Kq
L+T o LT
[T
Avec K, = G|
[L] = [L]o — [LT]
et [T] = [T]; — [LT]

Dans le cas d’un échange rapide, a I’échelle de temps de la RMN, un seul déplacement chimique est

observé, 845, qui correspond a :
(L] [LT]
Sobs = <m o, + o Oir

Si on note AS,,,x = 8, — 6,7, On peut écrire la variation de déplacement chimique Ad a une
concentration en tannin et en lipide fixées de la fagon suivante :
AS = 6, — bops

[L] [LT]
A5 = 6L - [(m) 5L + (m) 5LT]

_ (L] —[L] [LT]
e () (12,

[
A = <[LT ) 1) <[LT] )
[Llo) ™ \[Llo) ™
Soit :
_ LLT]
AS = A8y, ([L]O) (A7)
De I’ensemble de ces équations, on peut écrire la relation suivante :
. _ [LT]
“ 7 (ILlo — [LTDHAT]; — [LT])
Soit :
1
[LT1? = (L7 (ITTLo + =) + [L1o[T]; = 0
a
Donc:

L _tfy e, 1 <1+[T]i+ ! )2—4[“" "
[L], 2 [L]o  [LloK, [L]o  [LloK, [L]o

Si on intégre cette derniére équation dans 1’équation (A.7), on obtient :
1/2
_1 i , 1\ _ [Tl | 1 \* _ 47l
A8 = 5 A0max {(1 + (Lo * [L]oKa) [(1 + (Lo + [L]oKa) [L]o] } (A8)
Cette équation peut étre étendue a la fixation indépendante de n tannins sur le lipide a condition que
chaque site de fixation ait la méme affinité pour le tannin et s’écrit donc :
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1 Tl; 1 T]; 1 \2  4[1); 1/2
A0'= 3 80max {(1 * n[[L]]o * n[L]oKa) B [(1 * n[[L]]o * n[L]oKa) - n{L]]o] } (A9)
ou n représente le nombre de tannins fixés par lipide, [L]o, la concentration totale de lipide et [T]; la
guantité de tannin disponible compte tenu de sa capacité a s’auto-associer :
M=
(1—-K,,[T])
Et

- (1+ 2K, [T]o) + (1 + 4K, [T]o)"”
- 2[To]Kq,”
ou [To] représente la concentration totale en tannin et K, la constante d’association décrite dans

I’annexe 1.
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Annexe 6 : Spectres RMN du deutérium et du phosphore de différentes phases lipidiques
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Annexe 7 : Moments spectraux en fonction de la température (chapitre 111)

1/ MLV de DMPC-dy,

T DMPC C/DMPC EC/DMPC EGCG/DMPC
°C) M, Erreur M, Erreur M, Erreur M, Erreur
(kHz) (+/-) (kH2) (+/-) (kHz) (+/-) (kH2) (+/-)
10 112 4 109.5 1 109 4 110 2
15 104 1 102 1 99.3 15 102 0.5
20 92.5 15 54 0.5 53 0.5 48 1
25 55 1 47 1 47.2 0.2 44
30 50 0.5 44.5 0.5 44.4 0.3 41.5 15
35 46.5 1 41.5 1 41 0.2 39.4 0.2
40 44 0.6 40 0.25 38.7 0.3 36.5 0.2
T DMPC C/DMPC EC/DMPC EGCG/DMPC
(°C) M, Erreur M, Erreur M, Erreur M, Erreur
(kHz?) (+/-) (kHz?) (+/-) (kHz?) (+/-) (kHz?) (+/-)
10 135 5 105 5 102 4 135 15
15 125 5 105 3 99 3 122 5
20 110 1 60 3 60 3 72 5
25 66 2 61 1 55 2 69 2
30 64 3 59 1 51 2 61 2
40 63 1 52 2 55 5 59 1
T DMPC C/DMPC 1/20 C/DMPC 1/8
°C) M, Erreur M, Erreur M, Erreur
(kHz2) (+/-) (kH2z) (+/-) (kHz) (+/-)
10 113 0.5 110 0.3 109.7 0.3
15 107 0.7 104.7 0.3 104.1 0.9
20 95.3 1.5 84.5 15 55 0.4
25 55.1 0.2 54.2 0.1 47.5 0.2
30 50.5 0.1 48.3 0.2 455 0.2
35 46.5 0.2 447 0.2 42 0.2
40 43.5 0.1 42.1 0.2 39.8 0.1
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1/ MLV de DMPC-ds,

C/DMPC DMPC C/DMPC 1/8
PG 1/8 + EtOH + EtOH
T M; | Erreur T M; | Erreur T M; | Erreur T M; Erreur
(°C) | (kH2) | (/) (°C) | (kHz) | (+/-) (°C) | (KHz) | (+/-) (°C) | (KHz) | (+/-)
10 | 1104 | 05 8 108.5 0.5 8 110 0.5 8 112.6 0.2
12 | 109 1 10 104.3 0.1 10 106.3 0.5 10 110.7 0.1
14 | 103.8 0.6 12 103.7 0.3 12 101.6 0.6 12 107.5 0.1
16 99 1 14 |91.251| 04 14 97.8 0.4 14 7.7 0.1
18 | 80.4 04 16 63 1 16 73.1 0.4 16 49.2 0.2
20 60 0.5 18 58.5 2.5 18 51.9 0.2 18 47.7 0.1
22 | 54.6 0.1 20 nd nd 20 49.1 0.2 20 45.6 0.2
24 | 51.9 0.2 22 51 0.2 22 47.9 0.1 22 nd nd
26 | 51.7 0.2 24 48.7 0.25 24 45.2 0.2 24 42.8 0.1
28 | 50.6 0.3 26 48 2 26 44 .4 0.2 26 42.5 0.2
30 | 49.6 0.2 30 47 3 30 42.1 0.3 30 40.3 0.1
34 | 47.7 0.2 34 46.2 0.1 34 39.3 0.3 34 38.4 0.1
38 | 45.8 0.2 38 41.5 04 38 37.2 0.2 38 36.6 0.1
nd = non déterminé
3/ Modéle DMPC/CH (82/18)
DMPC/CH C/DMPC/CH | C/DMPC/CH | DMPC/CH | C/DMPC/CH | C/DMPC/CH
T 1/8 1/20 1/8+ EtOH 1/8 + EtOH | 1/20 + EtOH
°C) M; |[Erreur| M; |Erreur| M; |Erreur| M; |[Erreur| M; |Erreur| M; |Erreur
(kHz) | (#/-) |[(kH2)| (+/-) |(kHZ)| (+/-) |[(kHZ)| (+/-) |(kH2)| (#/-) |[(kHZ2)| (+/-)
2 115 5 115 0.5 115 2 113 0.2 |1147| 0.2 |1131| 0.2
6 115 1 115 3.5 115 2 112 1 113 0.2 |(1108| 0.7
10 | 114 0.5 91 5 107.3| 0.2 |1085| 0.2 95.8 0.3 107 0.1
14 | 107.7| 0.2 74 5 85.2 0.1 96.5 3.5 66 3 76.5 0.1
18 | 925 68.5 15 78.6 0.3 81.5 15 59 67.8 0.3
22 90 61.5 0.2 75 0.5 77.2 1 56 63.8 0.1
26 | 89.7 0.5 58.8 0.5 71.6 0.2 69.5 0.3 54.5 0.5 58 1
30 | 81.3 13 54 1 67.7 0.5 62 1 52.9 0.2 55.5 0.3
34 74 1 50.7 0.7 62.3 0.1 55.5 2 51.9 0.2 52.6 0.6
38 | 65.3 0.5 49.2 0.1 59 0.2 51.5 2.5 49.4 0.2 50.8 0.1
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4/ Modele POPC-d3,/POPE/GSL/SM/CH (1.5/1.8/1.5/1.2/4)

T MLV C/MLV MLV C/ MLV
(°C) M, Erreur M, Erreur M, Erreur M, Erreur
(kHz) (+/-) (kHz) (+/-) (kHz) (+/-) (kHz) (+/-)

30 77 0.3 75.8 0.3 496 10 492 2
32 76.3 0.4 76 0.3 490 7 483 5
34 74.6 0.4 74.1 0.2 520 20 475 10
36 73.8 0.3 74.3 0.2 490 5 487 5
38 73.5 0.4 72.6 0.4 510 10 510 5
40 72.4 0.3 72.4 0.1 490 15 483 10
42 72.2 0.3 71 0.1 483 10 500 15
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Annexe 8 : Déplacements chimiques en fonction de la concentration en tannin inséré

(chapitre 111)
1/ Systémes C/MLV et C/LUV

C/MLV C/LUV
[T] Ad Erreur [T] Ad Erreur
M) | (ppm) | (+/) M) | (ppm) | (/)
0 0 0 0 0 0
0.0005 | 0.0237 | 0.0003 | 0.0005 | 0.0167 0.001
0.001 | 0.0383 | 0.0002 | 0.001 | 0.03085 | 0.001
0.0015 | 0.0473 | 0.0003 | 0.0015 | 0.04165 | 0.0005
0.002 | 0.0577 | 0.0002 | 0.002 | 0.04925 | 0.00165
0.0025 | 0.06135 | 0.0008 | 0.0025 | 0.05695 | 0.00255
0.003 | 0.0681 | 0.0015 | 0.003 0.062 | 0.00245
0.0033 | 0.07185 | 0.001 | 0.0033 | 0.06565 | 0.00315
0.0037 | 0.0779 | 0.0013 | 0.0037 | 0.0677 | 0.0028
0.004 | 0.0788 | 0.0003 | 0.004 nd nd

nd = non déterminé

2/ Variations de déplacement chimique en fonction de la structure du tannin

C/MLV

EC/LMLV

EGCG/MLV

ECG/MLV

[T]
(M)

A0
(Ppm)

Erreur| [T]
() | (M)

A0
(Ppm)

Erreur

(+-)

[T]
(M)

Ad Erreur | [T]

(Ppm)

() | (M)

A0
(Ppm)

Erreur

(+/)

0

0 0

0

0

0

0

0 0

0

0

0.0005

0.0237

0.0003 |0.0005

0.0231

0.0001

0.0005

0.09775 | 0.00365 | 0.00025

0.0453

0.00095

0.001

0.0383

0.0002 | 0.001

0.03865

0.00095

0.001

0.1617 | 0.0027 | 0.0005

0.0867

0.0042

0.0015

0.0473

0.0003 |0.0015

0.04595

0.00135

0.0015

0.22625 | 0.00035 | 0.00075

0.12735

0.00615

0.002

0.0577

0.0002 | 0.002

0.05725

0.00075

0.002

0.30085|0.00375| 0.001

0.15455

0.00785

0.0025

0.06135

0.0008 | 0.0023

0.06005

0.00315

0.0026

0.3457 | 0.0001 | 0.0013

0.18345

0.00095

0.003

0.0681

0.0015 |0.0026

0.0643

0.0009

0.0029

0.35935|0.00625 | 0.0016

0.2136

0.0088

0.0033

0.07185

0.001 |0.0032

0.0684

0.0001

0.0032

0.3868 | 0.0058 | 0.0019

0.23755

0.00955

0.0037

0.0779

0.0013 | 0.0035

0.07365

0.00195

0.0035

0.3918 | 0.00475| 0.0022

0.2585

0.005

0.004

0.0788

0.0003 | 0.004

0.078

0.0003

0.0038

0.40685 | 0.0007 | 0.0025

0.2815

0.009

0.004

0.41235| 0.0052
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3/ Variations de déplacement chimique en fonction des conditions du milieu

T=31°C pH =35 12% d'éthanol
[T] Ad |Erreur| [T] Ad Erreur | [T] Ad Erreur
(M) |(epm) | (+/-) | (M) | (ppm) | (+/-) | (M) | (ppm) | (*/)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.0005| 0.024 | 0.0007 |{0.0005 |0.02075 | 0.00055 | 0.0005 | 0.0115 | 0.0004
0.001 [0.0377| 0.0007 | 0.001 [0.03455|0.00115| 0.001 |0.02115|0.00105
0.0015|0.0487 | 0.0022 [0.0015| 0.043 | 0.0001 |0.0015 |0.02655 | 0.00035
0.002 {0.0596| 0.004 | 0.002 [0.05125|0.00045| 0.002 |0.03275|0.00015
0.0025 | 0.0679 | 0.0019 [0.0025 | 0.05765 | 0.00015 | 0.0025 | 0.03885 | 0.00015
0.003 [0.0745| 0.0013 | 0.003 | 0.0635 | 0.0005 | 0.003 | 0.0447 | 0.0021
0.0033|0.0777| 0.0021 {0.0033| nd nd |0.0033|0.04805 |0.00075
0.0037{0.0825 | 0.0025 [0.0037 | 0.0723 | 0.0009 |0.0037|0.05075 |0.00155
0.004 | 0.0869| 0.0043 | 0.004 | 0.0756 | 0.0014 | 0.004 |0.05465 | 0.00205
nd = non déterminé
4/ Systeme C/MLYV de POPC
C/MLYV de POPC
[T] Ad Erreur
(M) (ppm) (+1)
0 0 0
0.0005 0.022 0.0006
0.001 | 0.03635 |0.00115
0.0015 | 0.0445 | 0.0022
0.002 0.0608 | 0.0068
0.003 | 0.06845 |0.00165
0.0035 | 0.07265 |0.00225
0.004 | 0.07535 |0.00365
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Annexe 9 : Parameétres d’ordre 2|Scp|

1/ Figure l11.4 ; T =30°C

Position du | v\ v/ | c/MLV | EC/MLYV | EGCGIMLY
carbone
3 043 | 0.39 0.384 0.37
4 043 | 0374 0.38 0.37
5 043 | 0374 | 0376 0.37
6 043 | 0.374 0.37 0.37
7 0408 | 0.36 0.352 0.346
8 0408 | 0.36 0.344 0.326
9 0376 | 0.322 0.31 0.284
10 035 | 0302 | 0288 0.26
11 0.306 | 0.26 0.25 0.226
12 026 | 0224 | 0212 0.19
13 019 | 0.166 0.16 0.144
14 0.058 | 0048 | 0048 0.043
2/ Figure 111.6 ; T=37°C
” MLV CIMLV 8/1 EC/MLV 20/1
Position du
e [PTS | 2l | EUAT | 2iseel | ST
3 039 | 001 | 0366 | 0008 | 0394 | 0.01
4 0396 | 001 | 0366 | 0008 | 039 | 001
5 039 | 001 | 0366 | 0008 | 0394 | 0.01
6 0396 | 001 | 0354 | 002 | 03% | 001
7 0368 | 0012 | 034 | 0008 | 037 | 0012
8 0368 | 0012 | 033 | 0017 | 0356 | 0.016
9 0328 | 0012 | 0.29 001 | 0322 | 0012
10 0302 | 0014 | 027 0.01 03 0.012
11 0264 | 0008 | 0.23 001 | 0256 | 0.012
12 0224 | 001 | 0198 | 0008 | 0218 | o0.01
13 0166 | 0.006 | 0.146 | 0006 | 016 | 0.008
14 005 | 0004 | 0044 | 0002 | 0048 0
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3/ Figure V.7 et V.13 : précipité C/MLV et C/Bicelle, T =37°C

C/Bicelle (phase
Positiondu | S/MLV (phase L) Hu)(p

carbone 2Seo| E(r-ll:/e_l)Jr 2/Sco E(r:/e_L)Jr
3 0.328 0.004 0.3 0.004

4 0.328 0.004 0.284 0.004

5 0.328 0.004 0.264 0.004

6 0.326 0.004 0.248 0.004

7 0.298 0.004 0.228 0.004

8 0.286 0.004 0.212 0.004

9 0.258 0.004 0.184 0.004

10 0.24 0.004 0.172 0.004

11 0.208 0.004 0.132 0.004

12 0.18 0.004 0.12 0.004

13 0.134 0.004 0.084 0.004

14 0.04 0.004 0.028 0.004
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