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Avant-Propos

Avant-Propos

Cette these a été réalisée dans le prolongement du programme de recherche CISAVEUR, financé par
les régions Pays de la Loire et Bretagne et soutenu par le Pole Agronomique Ouest. Les
professionnels de la filiere cidricole ont également porté ce projet par I'intermédiaire du Collectif

Ouest Recherche Cidricole (COREC).

Ce travail est le fruit d’une collaboration entre I'INRA, UR1268 BIA- Polyphenols, Reactivity, Processes
et I'lFPC (Institut Francais des Productions Cidricoles) réunis dans 'UMT NovaCidre , le laboratoire de
mathématiques appliquées d’AgroCampusOuest et l'unité de recherche GRAPPE de I’Ecole
Supérieure d’Agriculture d’Angers. Au début du projet, la société Val de Vire Bioactives était

également impliquée dans la fourniture de polyphénols de qualité alimentaire.

Ce projet a débuté en 2008, avec un thésard qui a choisi de mettre fin a son contrat apres quelques
mois. Les financeurs ont permis de faire appel a des ingénieurs d’études (Cécile Bavay, Catherine
Ouvrard, Corinne Patron) pour finaliser le projet. Aussi, a la fin officielle du programme CISAVEUR, la
majorité des données étaient acquises mais sans avoir eu le temps de valoriser scientifiguement les
travaux. La direction du Groupe ESA a alors accepté d’autofinancer ma these dans le cadre d’une

stratégie de qualification interne de son personnel cohérent avec mes motivations personnelles.

C'est dans ce contexte que j’'ai soumis cing publications scientifiques dont quatre sont acceptées a ce

jour et qui constituent par conséquent le coceur de ce manuscrit.
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Publications

Symoneaux, R., Baron, A., Marnet, N., Bauduin, R., & Chollet, S. (2014). Impact of apple procyanidins
on sensory perception in model cider (part 1): Polymerisation degree and concentration. LWT -
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Technology, 61(1), 63-69. doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.11.030

Guyot, S., Symoneaux, R., Le Quéré, J. M., & Bauduin, R. (2014). Les Polyphénols de la Pomme aux
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couleurs Innovations Agronomiques, 42, 105-123.
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interaction with the matrix components on sensory perception in model cider . LWT - Food
Science and Technology, (Accepté avec modifications majeures)

Symoneaux R., Guichard H., Le Quéré J.M., Baron A., Chollet S. (2015).Could cider aroma modify cider
mouthfeel properties ? Food Quality and Preference, (Under Review)

Présentation dans une conférence internationale

Symoneaux, R., Baron, A., Marnet, N., Bauduin, R.,, & Chollet, S. (2012). Sensory impact of
polymerisation degree and concentration of procyanidins in an apple cider model solution.
International Conference on Polyphenols, Firenze, Italy.

Conférences avec des professionnels cidricoles et communication orale

Symoneaux, R. (2011). Impact des procyanidines sur I'amertume et I'astringence. Journée technique
« Les composés phénoliques : Intéréts organoleptiques et maitrise au cours de I'élaboration
des cidres », Le Rheu, France.

Symoneaux, R. (2013). Réle des procyanidines en interaction avec la matrice sur la perception
sensorielle du cidre. Journée technique « Saveurs et Polyphénols » Rennes, France.

Symoneaux, R., Chollet, S., Patron, C., Bauduin, R., Le Quéré, J. M., & Baron, A. (2014). Les
polyphénols de pommes au cceur de la qualité gustative des cidres. Conférence PHI, Avignon,
France.
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tu m’as offert d’animer avec moi, pour la musique, pour le plaisir de chanter et ton humour si pointu.
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Introduction

Introduction

Surtout implantée dans I'ouest de la France, la filiere cidricole a un chiffre d’affaires d’environ
200 millions d’euros (FranceAgriMer, 2014) et le marché du cidre représente environ 1 000 000
d’hectolitres par an dont un peu moins de 10% sont exportés. Cette filiere emploie 800 salariés dans
le cadre de la transformation du produit. A ce chiffre, il faut ajouter de nombreux emplois induits en
amont (artisans et agriculteurs fournisseurs de pommes) et en aval (créperies, cavistes, magasins

d’alimentation).

Le marché du cidre est a la fois fortement saisonnalisé, avec un pic de consommation au début de
I'année et un en été, et régionalisé (40% de la consommation situés en Haute et Basse-Normandie,
Bretagne, Pays de la Loire). Ce marché connait depuis quelques années une érosion en volume qui
mobilise les professionnels a travers des actions de communication (FranceAgriMer, 2012) et
plusieurs projets pour travailler sur la maitrise de la qualité des produits et sur I'identification des

attentes des consommateurs (Didier et al., 2012, MAIPROCI, 2011).

Si une politique de soutien de la communication des produits cidricoles est engagée pour soutenir la
consommation et chercher de nouveaux consommateurs, les cidriers restent persuadés que la
maitrise de la qualité des produits et particulierement de leur golt est également un enjeu
important. Il leur faut mieux piloter I’élaboration de leurs produits pour pouvoir mettre demain sur le
marché des cidres qui plaisent a leurs consommateurs, tous différents (Didier, 2011). Cette maitrise
passe par la compréhension des conséquences de I'ensemble des choix variétaux et technologiques
que le cidrier doit faire lors de production du produit. Les travaux de recherche, notamment de

I'Institut Francais des Productions Cidricoles et de I'équipe de recherche Polyphénols, Réactivité,
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Procédés (PRP) de 'UMR BIA (anciennement Unité Recherche Cidricole de I'INRA) ont permis de
beaucoup progresser vers cette maitrise. Cependant, la production cidricole fait toujours preuve d’un
certain empirisme qui est ancré dans une production agricole traditionnelle et des pratiques parfois

ancestrales.

Il n’est pas question ici de refaire un historique du cidre de I'origine des temps a aujourd’hui. Il n’est
pas question non plus de chercher qui furent les premiers, des Bretons ou des Normands, a produire
ce breuvage, méme s’il est probable que ces derniers soient gagnants (Duval, 1896). Mais rappelons
cependant que I'on mentionne des boissons a base de pommes fermentées sous différentes
appellations (sicera, pomacium, vinum ex malis...) dés I'antiquité notamment avec Pline en I'an 80.
Les romains en consommaient aussi et certains auteurs supposent qu’ils ont participé a la diffusion
de celui-ci a travers I'Europe et en France notamment. Tres tot des auteurs mentionnent comment
doit étre fabriqué un bon cidre (Palladius lléeme siécle cité par Boutteville et al., 1875, Duval, 1896).
Des traités y sont méme consacrés faisant état des bonnes pratiques, listant les variétés a utiliser et
vantant les propriétés « médicinales » du cidre qui est souvent mis en paralléle avec le vin et le poiré

(Boutteville et al., 1875, Le Paulmier de Grantemesnil, 1589 ).

Dans ces ouvrages anciens s’intéressant au cidre, a sa production et a sa consommation, le go(t est

un point commun qui revient sans cesse.

Le go(t intervient dés le choix des variétés de pommes pour lesquels selon Boutteville et al. (1875),

Les qualités requises résultent de la recherche d’une harmonie des proportions dans lesquels
se trouvent associés plus particuliérement ses principaux éléments constitutifs (NDR : le sucre,

I'acidité, 'amertume, le tanin, le parfum)

Le golt du cidre s’exprime quant a lui pleinement par la recherche d’équilibres organoleptiques

particuliers et ce, depuis trés longtemps :

Le godt du cidre est de plus grande importance pour faire jugement de sa bonté et vigueur.
(...) . Tout bon cidre récent est doux ou amer {(...) les mauvais cidres sont surs ou aigres. {...).
Tout cidre doux est excellent et de bon visage (...) s’il est fin, délicat et en parfaite maturité.
(..) Tout cidre amer est encore cru et loin de sa perfection , 'amertume le tourne avec le

temps en force et vigueur... (Le Paulmier de Grantemesnil, 1589 )
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A la fin du XIXéme siécle, on peut constater, a la lecture d’un périodique intitulé Le Cidre et le Poiré,
revue mensuelle pratique et commerciale de la pomologie et des industries agricoles entre 1890 et
1906, I'importance du sucré, de I'acidité, de I'amertume et de I'astringence qui reviennent sans cesse
pour décrire notamment les caractéristiques positives et négatives dans les essais variétaux de

I’époque.

Beaucoup, plus proche de nous, une étude réalisée pour la filiere cidricole a montré combien ces
quatre caractéristiques sensorielles sont importantes, méme si la dimension aromatique, la couleur
et I'effervescence ne peuvent étre occultées. Nous concluions au terme de cette étude (Symoneaux,

2012 - article complet mis en annexe | pour information) qu’

Il apparait une tendance dans le type de cidre que les consommateurs apprécient en fonction
de leur connaissance du produit et de leur fréquence de consommation. Cela conduit le
nouveau consommateur a préférer des produits plus fruités et sucrés. Il vaut mieux donc
favoriser un premier contact avec le cidre par des produits doux, demi-secs avec des notes

fruitées, compotées. {(...)

Par I’habitude, par une consommation plus importante, il apparait que I'appréciation des
produits plus bruts (NDR : plus amers et astringents) et présentant des notes aromatiques
moins fruitées allant éventuellement vers des notes de cuirs et d’évolution, augmente. La
cible des consommateurs « traditionnels » revendique une moindre appréciation des produits
trés sucrés ; mais comme les autres consommateurs, ils rejettent les produits trop secs et trés

amers (...)

Le go(t sucré, I'acidité, I'amertume et, méme si elle n’est pas toujours citée, |'astringence sont donc
au ceeur de la qualité des cidres. Ces caractéristiques sont certes apportées par le choix des variétés
mais, ensuite, c’est 'ensemble des itinéraires techniques qui va les moduler (Bauduin and Le Quéré,

2012) pour donner le « go(t » du cidre.

D’ailleurs, les professionnels ont clairement identifié que le contréle des procédés en lien avec ces
caractéristiques est un enjeu important pour la filiere. L’amélioration et la maitrise de la qualité
organoleptique des produits sont des objectifs importants pour toutes les filieres de transformation.

La demande professionnelle est donc de parvenir a maitriser les procédés de fabrication, afin de
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garantir la qualité des cidres et autres produits cidricoles, et d’en renforcer la diversité. Les
transformateurs ont conscience de cet enjeu qu’ils mentionnaient d’ailleurs en introduction d’un

programme interrégional MAIPROCI (2008-2010)

Afin de parvenir a la maitrise des procédés pour garantir la qualité et la régularité des
productions, plusieurs aspects en lien avec les polyphénols sont a prendre en compte. Au
niveau gustatif, la recherche de I’équilibre entre les saveurs implique, en particulier, le

contréle de I'amertume et de I’astringence.

Mais si aujourd’hui, les travaux de ce programme MAIPROCI (Bauduin and Le Quéré, 2012) ont
permis de progresser fortement dans la compréhension de la modulation des polyphénols par les
principales opérations technologiques (vitesse de pressage, clarification pré ou post-fermentaire) et
par le type de pommes utilisées, le lien entre les composés chimiques présents dans le cidre et les

caractéristiques sensorielles n'a été que tres peu exploré.

Certes, comme nous le montrerons dans la partie bibliographique commencant ce manuscrit, les
effets principaux du fructose sur la sucrosité, de I'acidité totale et du pH sur I'acidité pergue, de la
concentration en polyphénols sur 'amertume et I'astringence sont bien décrits dans la littérature.
Cependant, les interactions entre ces composés, auxquels il faut rajouter également l'alcool, les
arémes et le CO, sont plus ou moins bien décrits dans des matrices complexes et, dans tous les cas,

trés rarement dans une matrice cidricole.

L'objectif général de cette these est donc d’étudier comment le fructose, I'acide malique, les
procyanidines, 'alcool, le gaz carbonique et les molécules volatiles interagissent entre eux pour
construire la flaveur du cidre en se focalisant sur les trois saveurs (sucrée, acide et amere) et
I'astringence. Aprés une revue de la littérature mentionnant le cidre, son golt et sa composition
chimique, puis les interactions, la premiére partie, un peu plus développée, s’intéresse plus
particulierement au réle des procyanidines sur les quatre caractéristiques sensorielles mentionnées
précédemment. Elle intégre I'impact de leur concentration, du degré de polymérisation, et enfin des
interactions entre fructose, acidité, éthanol et composition polyphénolique. Cette approche a été
réalisée en solution modele. La deuxiéme partie étudie également en solution modele I'influence du
CO, sur les sensations précédemment mentionnées. La troisieme partie étudie I'impact de la
composante aromatique sur les saveurs et l'astringence dans des cidres commerciaux. Enfin,

I’ensemble de ces résultats sera discuté dans la derniére partie de ce manuscrit.
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Chapitre 1. Le cidre, des pommes, du golt

D’un point de vue réglementaire (E.N.C.C.R.F, 1953), /e cidre est une boisson issue de la fermentation
de modt de pommes ou d’un mélange de molts de pommes (...) fraiches, extraits avec ou sans
addition d’eau. Les molits utilisés peuvent étre partiellement issus de modts concentrés sous réserve
que la proportion de ces derniers n’excéde pas 50 % du volume total des modts mis en ceuvre ; le
volume du molit concentré est calculé apres reconstitution. L'adjonction de gaz carbonique (CO,)

exogene est possible.

Apres avoir introduit les caractéristiques sensorielles générales des cidres en résumant I’'ensemble
des attributs sensoriels utilisés dans la littérature, une présentation de leur composition chimique est
réalisée par I'analyse notamment d’une base de données contenant 137 cidres. Enfin, cette diversité

chimique et sensorielle est mise en perspective avec les différentes étapes de production du cidre.

1.1. Les propriétés organoleptiques du cidre

Les travaux de recherche intégrant les caractéristiques organoleptiques du cidre ne sont pas trés
nombreux. Seules quelques équipes de recherche ont mené ou ménent encore des projets intégrant
I'analyse sensorielle de maniére plus ou moins rigoureuse. L'ensemble des attributs sensoriels
utilisés dans ces travaux a été listé (Table 1) en ne gardant que les 15 publications dans lesquelles

I’évaluation sensorielle a été faite par un panel entrainé et en occultant les attributs hédoniques.

Les principales caractéristiques sensorielles qui ressortent sont I'acidité, I’astringence, I'amertume et

le golt sucré ce qui souligne I'importance de ces trois saveurs et de cette sensation tactile en bouche
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dans I'évaluation des cidres. Au niveau aromatique, plusieurs attributs ressortent de maniéere plus

récurrente : pomme, fruitée, floral, animal, des notes médicamenteuses et levures.

Table 1 : Liste des attributs sensoriels utilisés dans la littérature. Par simplification, les odeurs
et aromes ont été regroupés.

Nombre
Attributs sensoriels Références de

références
Acide (Antdn et al., 2014, Riekstina-Dolge et al., 2013, Riekstina-Dolge et al., 10

2012, Le Quéré et al., 2006, Yulianti et al., 2005, Husson et al., 2004,
Boylston et al., 2003, Lea, 1978, Lea, 1990, Symoneaux, 2012)

Astringent (Antdn et al., 2014, Riekstina-Dolge et al., 2013, Riekstina-Dolge et al., 9
2012, Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004, Boylston et al., 2003,
Lea, 1978, Lea, 1990, Symoneaux, 2012)

Pomme (Riekstina-Dolge et al., 2013, Riekstina-Dolge et al., 2012, Le Quéré et 8
al., 2006, Yulianti et al., 2005, Husson et al., 2004, Williams, 1975,
Boylston et al., 2003, Symoneaux, 2012)

Amer (Anton et al., 2014, Riekstina-Dolge et al., 2013, Riekstina-Dolge et al., 8
2012, Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004, Lea, 1978, Lea, 1990,
Symoneaux, 2012)

Sucré (Anton et al., 2014, Le Quéré et al., 2006, Yulianti et al., 2005, Husson 8
et al., 2004, Boylston et al., 2003, Lea, 1978, Lea, 1990, Symoneaux,
2012)

Fruit (Sanchez et al., 2014, Antodn et al., 2014, Riekstina-Dolge et al., 2013, 8

Riekstina-Dolge et al., 2012, Le Quéré et al., 2006, Williams, 1975,
Symoneaux, 2012, Buron et al., 2011)

Animal (Sanchez et al., 2014, Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004, 5
Symoneaux, 2012, Buron et al., 2011)

Floral (rose...) (Sanchez et al., 2014, Antdn et al., 2014, Le Quéré et al., 2006, Husson 5
et al., 2004, Williams, 1975)

Pharmaceutique/ Chimique (Sanchez et al., 2014, Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004, 5
Williams, 1975, Buron et al., 2011)

Levure (Riekstina-Dolge et al., 2013, Riekstina-Dolge et al., 2012, Le Quéré et 5
al., 2006, Husson et al., 2004, Williams, 1975)

Vinaigre (Anton et al., 2014, Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004, Williams, 4
1975)

Caramel (Le Quéré et al., 2006, Yulianti et al., 2005, Williams, 1975) 3

Pomme Cuite (Le Quéré et al., 2006, Boylston et al., 2003, Symoneaux, 2012) 3

Champignon (Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004, Williams, 1975) 3

Moisi (Yulianti et al., 2005, Husson et al., 2004, Williams, 1975) 3

Epicé (Sanchez et al., 2014, Antén et al., 2014, Williams, 1975) 3

Sulfure (Choux...) (Sanchez et al., 2014, Husson et al., 2004, Williams, 1975) 3

Alcool (Sanchez et al., 2014, Williams, 1975, Symoneaux, 2012) 2

Beurre/Créme (Sanchez et al., 2014, Le Quéré et al., 2006) 2

Fromage (Sanchez et al., 2014, Husson et al., 2004) 2

Pomme a cidre (Le Quéré et al., 2006, Husson et al., 2004) 2

Clareté (Riekstina-Dolge et al., 2013, Riekstina-Dolge et al., 2012) 2

Terreux (Williams, 1975, Symoneaux, 2012) 2
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Attributs sensoriels

Références

Nombre
de
références

Gras
Caractéristique de la mousse
Lies

Cheval

Phenolé

Végétal
Acetaldehyde*
Amyl alcohol*
Equilibré

Banane

Calvados

Carton

Agrumes

Ethyl Acetate*
Ethyl Gaiacol*
Fruits exotiques
Pomme verte
Persistence aromatique
Miel

Lacté

Intensité odorante
Poir

Ananas

Rhubarbe

Pomme Mure
Caoutchouc

Yo

Savon

Solvent

Foin / Paille

Sucré

Intensité Aromatique
Texture

Sous-Bois

Vanille

Boisé

(Husson et al., 2004, Williams, 1975)

(Sudrez Valles et al., 2008, Picinelli Lobo et al., 2005)
(Antén et al., 2014, Le Quéré et al., 2006)

(Williams, 1975, Buron et al., 2011)
(Williams, 1975, Buron et al., 2011)
(Le Quéré et al., 2006, Williams, 1975)
(Williams, 1975)

(Williams, 1975)

(Husson et al., 2004)

(Williams, 1975)

(Le Quéré et al., 2006)

(Boylston et al., 2003)
(Symoneaux, 2012, Buron et al., 2011)
(Williams, 1975)

(Williams, 1975)

(Le Quéré et al., 2006)

(Husson et al., 2004)

(Husson et al., 2004)

(Husson et al., 2004)

(Antén et al., 2014)

(Sudrez Valles et al., 2008)
(Williams, 1975)

(Williams, 1975)

(Williams, 1975)

(Husson et al., 2004)

(Williams, 1975)

(Williams, 1975)

(Williams, 1975)

(Le Quéré et al., 2006)

(Le Quéré et al., 2006)

(Sanchez et al., 2014)

(Sudrez Valles et al., 2008)

(Le Quéré et al., 2006)

(Le Quéré et al., 2006)

(Le Quéré et al., 2006)

(Le Quéré et al., 2006)

R R R R R R R R R R R R R R R R RB R R R R R R NR R R R R RNNNNNDNDN

*Les auteurs ont utilisé le nom de la molecule comme attribut sensoriel

Méme si certains des attributs aromatiques mentionnés dans la Table 1 pouvaient étre regroupés

étant donnée leur proximité sémantique et/ou sensorielle, il faut noter la diversité des attributs

générés pour caractériser les cidres. Cette diversité témoigne d’'une complexité aromatique dans

I'univers sensoriel des cidres.
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Peu mentionnée dans les publications scientifiques cidricoles, la couleur est un élément important
des cidres. Si la majorité d’entre eux présente des couleurs dans les teintes orangées et jaunes paille,
des cidres aux couleurs tres pales ou a l'inverse trés saturées existent. Ces derniéres années, des

cidres rosés ou le Guillevic, un cidre « blanc » sont entrés sur le marché.

La limpidité est également un attribut rarement cité dans la description des cidres dans les articles
scientifiques. La réalité du marché comporte cependant de nombreux produits qui présentent un

trouble naturel.

Enfin, seuls quelques travaux abordent I'effervescence des cidres mais en se focalisant sur la partie
visuelle : les bulles et la mousse (Suarez Valles et al., 2008, Picinelli Lobo et al., 2005). La perception

de I'effervescence en bouche n’est pas prise en compte dans ces travaux.

1.2. La composition chimique du cidre

Les expressions organoleptiques précédemment décrites sont la résultante de la présence de
composés chimiques que nous allons détailler maintenant. Si le cidre est avant tout composé d’eau,
ses composés principaux sont les sucres (fructose et glucose), I’éthanol, des acides, des polyphénols,

des composés aromatiques volatils et du gaz carbonique.

Dans les paragraphes suivants, la composition chimique des cidres francais est présentée a travers
I’exploitation de bases de données disponibles dans la filiere cidricole. La concaténation des données
provenant des travaux de Le Quéré, Husson, Renard & Primault (2006) contenant 90 cidres
commerciaux et de celles provenant de 'analyse de 47 cidres dans le projet Casdar « Le cidre, d’une
logique de I'offre vers une démarche marketing de la demande » réalisé entre 2008 et 2011 permet

d’avoir une approche relativement exhaustive de la composition chimique des cidres.

1.2.1 Du Sucre a I’éthanol

Le cidre contient majoritairement du fructose 80-90 % mais également du glucose et trés peu de
saccharose (le plus souvent pas du tout). La quantité de sucres résiduels qui se trouvent dans le cidre
est liée au choix technologique fait par le cidrier de la densité d’arrét de la fermentation alcoolique

ainsi que de la densité du cidre de base au moment de I’'embouteillage lors d’une prise de mousse en
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bouteille. Par ce choix, il détermine si son produit sera « Brut » avec une teneur en sucres résiduels
inférieure a 28 g/L, « Demi-Sec » ou « Doux ». La réglementation autorise la dénomination « Doux »
uniqguement pour les cidres dont le degré alcoolique est inférieur a 3% Vol. et dont la teneur en
sucres résiduels est supérieure a 42 g/L pour un cidre « bouché » (supérieure a 35 g/L pour les autres
cidres). Cette dénomination relative au « Bouché » est réservée aux produits ayant une teneur en
anhydride carbonique au moins égale a 3 g/L pour les cidres obtenus par fermentation naturelle en

bouteille et a 4 grammes par litre pour les autres cidres (E.N.C.C.R.F, 1953).

Du fait de la fermentation alcoolique, la quantité d’éthanol et la quantité de sucres résiduels sont
dépendantes. En effet, les levures en condition anaérobie vont utiliser le sucre et produire de
I’éthanol et du CO,. Aussi, le sucre initialement présent dans le mo(t est transformé (tout ou partie)

en éthanol. Le taux d’alcool est donc inversement proportionnel a la teneur en sucres résiduels.

Distribution cumulée pour Sucres Totaux (n=137) Distribution cumulée pour Alcool (n=137)
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Figure 1 : Distribution cumulée de la teneur en sucres totaux et en alcool dans la sélection de
137 cidres frangais.

Le marché francais du cidre se partageant entre les cidres bruts et les cidres doux, on constate que la

guantité de sucres résiduels s’étend de pres de 0 g/L a 80 g/L (Figure 1). 80% de I'échantillon étudié
(apres avoir enlevé les 10% de cidres présentant les teneurs les plus faibles et 10% de ceux aux
concentrations en sucre les plus fortes) présentent une teneur en sucre allant de 20 a 60 g/L. La

teneur en alcool quant a elle s’étend de 1,76 pour le cidre le moins alcoolisé a 7,20% Vol. pour le plus
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alcoolisé. Si 10% des cidres les moins alcoolisés et 10 % des plus alcoolisés sont retirés de

I’échantillon, la concentration en alcool va de 2,7 a 5,7% Vol.

1.2.2 Acide malique ou lactique ?

L'acidité des cidres provient des pommes utilisées pour faire le modlt et notamment de I'utilisation
des variétés aigres ou acidulées. L’acide principal de la pomme est I'acide malique. De ce fait, cet
acide se retrouve en grande proportion dans les cidres. Cependant au cours de I'élaboration du cidre
I'acidité évolue naturellement. D’ailleurs I'acide malique peut étre modifié dans certaines conditions
en acide lactique par les bactéries du méme nom par le processus de transformation malolactique
(TML). Ce processus conduit a une diminution de I'acidité totale et a une augmentation de 0,2 2 0,4

unité pH.

Le plus souvent, dans le cidre, la TML n’est pas désirée car elle a des incidences technologiques
(fragilisation du produit, instabilisation de la couleur, baisse de la fermentescibilité...) liées a
I'augmentation du pH et a la consommation de nutriments par les bactéries lactiques. Cependant
certains cidriers la maitrisent car elle a des incidences organoleptiques a travers |I'évolution de

I'acidité et la synthese de composés volatils secondaires.

Distribution cumulée pourle pH (n=137)
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Figure 2 : Distribution cumulée du pH des 137 cidres étudiés

Dans les 137 cidres des bases de données mentionnées précédemment, I'acidité totale du cidre le

moins acide est de 1,11 g/L eq. H,SO,, ce qui correspond a 1,52 g/L d’acide malique. L’acidité
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exprimée en équivalent acide malique va de 1,52 a 7,47 g/L . En raison de la présence des acides
mentionnés préalablement, le pH des cidres est acide, il évolue entre 3,1 pour les plus acides a 4,2

pour les moins. Les 80 % des cidres de I'échantillon étudié se situent entre 3,48 et 3,94 (Figure 2)

1.2.3 Les polyphénols

Comme nous l'avons vu précédemment, une trés forte spécificité des cidres francais réside dans
I'utilisation de pommes a cidre riches en polyphénols et notamment en procyanidines (Sanoner et al.,
1999). Cette spécificité donne aux cidres finis des caractéristiques chimiques particulieres dont la

richesse en polyphénols n’est pas la moindre.

Cing classes de polyphénols sont présentes dans les pommes a cidre (Guyot et al., 1998, Alonso-
Salces et al.,, 2001, Nogueira et al., 2008a), puis dans les cidres. On distingue ainsi les
dihydrochalcones, les flavonols, les anthocyanes qui se trouvent en faible quantité dans les cidres.
Les acides hydroxycinnamiques et les flavan-3-ols sont présents en plus grande quantité. La catégorie
des flavanols contient les monomeéres représentés majoritairement par I'(-)-épicatéchine dont la
structure chimique est présentée dans la Figure 3a. et les formes oligomeéres et polymeéres appelées
procyanidines ou tanins (Nogueira et al., 2008a). Ces tanins condensés résultent de la polymérisation
d’unités monomeres de flavan-3-ols. Dans le cidre, les unités d’extensions des procyanidines sont
exclusivement constituées de (-)-épicatechine. Les unités terminales des procyanidines sont

essentiellement du (-)-épicatechine mais on trouve également un peu de (+)-catéchine.

Figure 3 : Structure chimique de a) (-)-épicatechine et b) du procyanidine C1
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La taille des polyméres ainsi formés est souvent décrite par le degré de polymérisation (DP). Ce DP
représente le nombre de molécules de flavan3ols impliqué dans le polymere. La Figure 3b réprésente

la structure chimique du procyanidine C1 composé de 3 (-)-épicatéchine et qui a donc un DP de 3.

Il est important de noter que les procyanidines du cidre ont des spécificités par rapport a ceux du vin
notamment, qui sont probablement les plus étudiés dans les boissons fermentées. En effet, Les
tanins du cidre sont beaucoup plus simples que ceux du vin. Ces derniers sont constitués de (+)-
catéchine et de (-)-épicatéchine mais avec également une possible galloylation de certaines
extensions qui génére au final des structures beaucoup plus variées (Scollary, 2010). De ce fait, ces
arrangements structuraux plus complexes doivent conduire a des propriétés chimiques différentes

qui pourront peut-étre expliquer des différences de perception organoleptique.

Dans un produit, les procyanidines n’ont pas tous le méme DP. Or ce degré de polymérisation a, nous
le verrons plus loin, des répercussions sur les caractéristiques organoleptiques des produits. Il est
possible de quantifier la quantité de procyanidines par thyolise (Guyot et al., 1998). Cette approche
permet également d’accéder au degré de polymérisation moyen (aDP) qui rend compte du profil
moyen des procyanidines présents dans le milieu. Celui-ci est également accessible par
phloroglucinolyse (Kennedy and Jones, 2001). Pour connaitre la dispersion par masse de chaque
oligomeére, la méthode développée sur du cacao par Kelm, Johnson, Robbins, Hammerstone, &

Schmitz (2006) a été utilisée.

Distribution cumulée pour les procyanidins (n=137)
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Figure 4 : Distribution cumulée de la concentration en procyanidines pour les 137 cidres étudiés
dans les bases de données
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La concentration en polyphénols dans les cidres des deux bases de données mentionnées plus haut
varie entre 0,76 g/L et 4 g/L mais si on s’intéresse plus particulierement aux procyanidines, la
concentration varie entre 12,6 mg/L et 1450 mg/L (Figure 4). Au-dela de ces 750 mg/L, dans la
sélection des 137 cidres, il y a peu de produits mais dans la réalité des cidres fermiers et artisanauy, il
est un peu plus courant d’en rencontrer. Parallelement dans ces bases de données, les degrés de
polymérisation moyens rencontrés vont de 1,61 a 3,69 mais peuvent parfois aller au-dela de 4
(Alonso-Salces et al., 2004). Le DP,oyen du cidre est donc plus faible que ceux rencontrés dans le vin
entre 1,8 et 13 (Chira et al., 2011, Kassara and Kennedy, 2011, Monagas et al., 2003) car les

procyanidines sont plus petits.

1.2.4 Les composés aromatiques

Le cidre, comme toutes les boissons fermentées, dispose d’une variété de composés volatils qui vont

participer a la construction de la composante olfactive et aromatique de celui-ci.

Les alcools supérieurs sont en concentration inférieure a celle du vin a part pour le phényléthanol qui
se trouve a des teneurs proches de celui-ci. Pour les autres alcools supérieurs, les concentrations

sont relativement faibles et probablement inférieures aux seuils de détection (Bauduin et al., 2012).

La famille des esters en revanche est présente dans des quantités plus significatives par rapport aux
seuils de détection. Elle apporte généralement des notes fruitées aux cidres. Des molécules comme
I’éthyl-2-méthylbutanoate, I'acétate de penthyle, I'acétate d’hexyle peuvent, par exemple, étre
responsables d’odeurs de pomme, de poire, de banane. Ces esters sont d’autant plus importants

gu’ils participent a la meilleure acceptabilité des cidres (Yulianti et al., 2004).

Une autre famille de molécules se distingue nettement par son origine. Il s’agit des phénols volatils
(vinyl, ethylphenol, ethylgaiacol et ethylcatechol notamment) qui sont produits par les levures
Brettanomyces, souvent présentes dans la flore naturelle du cidre. Ces molécules sont responsables
de notes souvent jugées peu qualitatives en quantité importante et dans tous les cas venant

diminuer la composante fruitée des cidres (Bauduin et al., 2012).

Enfin, une famille aromatique regroupe les composés soufrés volatils parmi lesquels on distingue en

fonction de leur volatilité des composés soufrés « légers » comme le sulfure d’hydrogéne, le
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dymethylsulfure, le methanethiol,etc... et des composés « lourds » comme le methionol et son

acétate ainsi que I'acide-3-methylpropanoique et son ester.

Ces composés aromatiques interagissent pour construire les ardmes du cidre.

1.2.5 Des bulles, de la mousse, du CO,

L'effervescence et la mousse du cidre sont la conséquence de la présence de CO, dissous dans le
produit. A 'ouverture de la bouteille, le retour a la pression atmosphérique permet au gaz de revenir
progressivement a I'état gazeux. Outre les caractéristiques organoleptiques apportées directement
par les bulles, I'effervescence se comporte comme un révélateur d’arémes car ces bulles comportent
certes du CO,, mais également des composés volatils (Ribéreau-Gayon et al., 2004). De nombreux
facteurs physico-chimiques entrent en jeu sur I'apparition des bulles et de la mousse : la nature
physique de la surface solide qui sert de sites pour la création des bulles, la viscosité et la
composition chimique du liquide avec un réle important notamment des protéines et des
polysaccharides (Ribéreau-Gayon et al., 2004, Blanco-Gomis et al., 2010, Picinelli Lobo et al., 2005,
Gallart et al., 2004).

Plusieurs techniques sont utilisées pour apporter ce CO, : la prise de mousse en bouteille et la prise
de mousse en cuve close suivie de la mise en bouteilles consistent a maitriser une seconde
fermentation par des levures qui, en consommant un peu de sucre, produisent de I’alcool et du CO,
qui va se dissoudre dans le liquide. La troisieme technique consiste a gazéifier le produit lors de la
mise en bouteilles par un apport de CO, extérieur. Une pression normale se situe entre 2,5 et 3,5

bars (CRAN, 2011).

La réglementation ne se prononce pas sur la pression que I'on doit obtenir pour tous les cidres. Elle
mentionne uniquement la teneur minimale pour les cidres bouchés a 4 g de CO,/L et 3 g/L en cas de

prise de mousse naturelle dans la bouteille.

1.3. La modulation de la composition chimique des cidres

Si 'univers sensoriel des cidres présente une grande diversité (sensorielle et chimique), cela est d{

aux étapes qui conduisent a son élaboration. Le cidrier est amené a faire des choix, a en subir
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d’autres qui vont, les uns apres les autres, moduler la composition chimique des cidres et leur

conférer des caractéristiques organoleptiques propres.

1.3.1 La matiére premiére : des pommes a cidre

Les caractéristiques de la matiére premiere, donc des pommes, est le premier élément que le cidrier

peut chercher a maitriser.

1.3.1.1 L’impact de la qualité des fruits

Le cidre est le résultat de la fermentation d’un mo(t issu du broyage de plusieurs variétés de
pommes a cidre. Selon les régions et les producteurs, les profils gustatifs recherchés peuvent étre
tres différents et conduisent a I'utilisation de variétés tres différentes. Depuis longtemps, celles-ci
sont regroupées selon leur acidité et leur teneur en polyphénols. C'est ainsi que se distinguent les
pommes ameres, les pommes douces-ameéres, les pommes douces, les pommes acidulées, les

pommes aigres, et les aigres-ameres (Table 2).

Table 2 : Classification des variétés cidricoles en fonction de leurs teneurs en polyphénols et
acidité (Bore & & Fleckinger, 1997)

Polyphenols

(g/L ac. tannique) Acidité (meq.I-1)

< 60meq/L Entre 60 et 90meq/L > 90meq/L
>3g/L Ameére Aigre Amere
Entre 2 et < 3g/L Douce Amere
<2g/L Douce Acidulée Aigre

La composition chimique moyenne de ces variétés a de l'importance sur les caractéristiques des
mo(ts et par conséquent des cidres qui en découlent (Riekstina-Dolge et al., 2012). Certes, les
guantités de polyphénols et d’acide peuvent étre trés différentes (Riekstina-Dolge et al., 2014,
Sanoner et al., 1999) mais le choix des variétés peut également impacter le profil aromatique des

cidres obtenus (Riekstina-Dolge et al., 2012).

D’autres facteurs interviennent également sur les caractéristiques de ces jus : la conduite du verger
comme la maitrise de charge, la composition du sol, les facteurs climatiques (Primault and Piffard,

2008) et la maturité des fruits (Guillermin et al., 2006).
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1.3.1.2 Larécolte et le stockage des fruits avant la transformation

La récolte et le stockage des fruits avant la transformation sont deux étapes importantes pour la
qualité de la matiere premiere qui va étre ensuite broyée et pressée. Une généralisation de la
mécanisation de la récolte au sol avec ou sans lavage des fruits aux vergers est observée dans la
filiere cidricole. Cependant, certains producteurs poursuivent la récolte manuelle. Les fruits subissent
ensuite une période de maturation post-récolte qui se termine par une plus ou moins longue attente
a méme le sol dans les parcs a pommes a l'entrée des cidreries. Ces différents itinéraires et leur
durée impactent grandement la qualité sanitaire des fruits avant transformation. Cette dégradation
de I'état sanitaire est beaucoup plus favorable aux flores d’altérations qu’aux flores “positives”, avec
des risques de teneurs trés importantes en bactéries lactiques et acétiques. Cependant, les
caractéristiques organoleptiques de cidres semblent n’étre que peu influencées par ces différences
d’état sanitaire. Le risque de la non-maitrise et de |'apparition de déviations organoleptiques subsiste

tout de méme (Bauduin, 2011).

1.3.2 Des pratiques cidricoles influengant fortement la composition
chimique finale des cidres

La production des cidres a partir des pommes mentionnées précédemment voit un certain nombre
d’opérations techniques (Figure 5) qui impacteront plus ou moins la composition chimique et, de ce

fait, les caractéristiques organoleptiques des produits obtenus.

1.3.2.1 Le broyage et le pressage

A I'entrée dans l'atelier, les fruits peuvent étre triés et lavés avant le broyage puis le pressage. Les
concentrations de sucrose, d’éthanol, acide malique peuvent étre modulées par les conditions de
pressage utilisées comme la vitesse de pressage et le type de broyeur (Mangas et al., 1994). Par
ailleurs, la température lors du pressage et les conditions d’oxydation ont un impact significatif sur la

concentration en polyphénol et plus particulierement sur les procyanidines (Renard et al., 2011).

1.3.2.2 La clarification pré et post-fermentaire

L’'objectif de la clarification est double : le premier est de rendre le cidre limpide et le second permet

un ralentissement de la fermentation et par conséquent une amélioration de sa qualité olfactive
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(Lequéré and Bauduin, 2014). La clarification pré-fermentaire impacte significativement Ia
composition du mo(t de pomme et par conséquent les caractéristiques des cidres obtenus apres
fermentation (Hubert et al., 2007). La clarification par gélification des pectines (autrement appelée
clarification haute) réduit le plus fortement la concentration en flavanols ainsi que le degré de
polymérisation moyen des procyanidines présents dans le mo(t. Mais plus largement, le type de
clarification utilisé — clarification haute et flottation, dépectinisation enzymatique suivie d’une
sédimentation, d’'une microfiltration ou d’un collage a la gélatine — affecte non seulement la
concentration en procyanidines mais également la distribution en taille de ceux-ci (Hubert et al.,
2007). Par ailleurs, il semble que la clarification pré-fermentaire s’accompagne de la présence de

levures apiculées responsables de I'apparition de notes fruitées.

1.3.2.3 La fermentation

La fermentation va évidemment modifier les caractéristiques chimiques des jus notamment par la
transformation des sucres en alcool. Mais le profil des polyphénols peut également changer avec une
diminution de la quantité de polyphénols et du degré de polymérisation des procyanidines dans les
cidres apres fermentation (Nogueira et al., 2008a). La réduction de biomasse en cours de
fermentation va modifier la vitesse de fermentation avec in fine des répercussions sur les saveurs et
le profil aromatique des cidres puisque des notes plus fruitées sont attendues avec des
fermentations plus longues (Nogueira et al., 2008b). Le profil aromatique va, de ce fait, étre

fortement modifié au cours de la fermentation en fonction de nombreux parametres.

Dans la suite de la fermentation alcoolique, la transformation malolactique (TML) va, si elle a lieu,
modifier I'acidité du cidre par une augmentation du pH et une apparition de I’acide lactique a la
place de l'acide malique. En parallele, si elle est maitrisée, notamment avec une inoculation
contrblée, les cidres ayant subi une TML peuvent développer des arébmes plus complexes avec

notamment des notes fruitées plus intenses (Sanchez et al., 2014).

1.3.2.4 L’assemblage

Pour différentes raisons (décalage dans la maturité des fruits, maitrise des fermentations avec des
lots de pommes plus homogeénes...), les cidriers réalisent souvent des fermentations séparées qui
seront assemblées a la fin de la fermentation avant la prise de mousse ou I'ajout de CO, a la mise en

bouteilles. Ces assemblages de produits aux caractéristiques sensorielles tres différentes permettent
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aux cidriers de maitriser le profil organoleptique des produits finis en jouant avec la composition des
différentes cuvées. Des assemblages variétaux peuvent également étre réalisés avant la

transformation et donner de trés bonnes performances (Riekstina-Dolge et al., 2013)

1.3.2.5 La stabilisation du produit

Peu de travaux scientifiques abordent I'impact de la stabilisation des cidres et I'impact de Ia
pasteurisation. Le screening réalisé par Le Queré et al. (2006) met, cependant, en évidence une
possible relation entre la pasteurisation et I'apparition de notes aromatiques de « pommes cuites »
ou de « caramel ». Dans des jus de pommes, le traitement thermique peut modifier, dans une
certaine mesure, les caractéristiques aromatiques des produits (Yulianti et al., 2005, Boylston et al.,
2003) et cela se traduit par des molécules volatiles aux concentrations différentes (Rye and Mercer,

2003).

1.3.2.6 Les techniques pour obtenir I'effervescence

Enfin, certains cidres vont subir une seconde fermentation dans le cas des prises de mousse en
bouteille ou en cuve close conduisant a une augmentation de la quantité d’alcool et une diminution
de la teneur en sucres résiduels. Le profil organoleptique est donc modifié en conséquence. La
difficulté de maitrise de la quantité de CO, conduit a plus de variabilité avec ce type d’effervescence.
D’autres cidres sont gazéifiés ce qui permet I'apparition d’'une effervescence sans fermentation par
I'introduction de CO, exogéne et donc moins d’évolution de la composition chimique du cidre. Dans

les deux cas cependant, I'apparition du CO, modifie le pH par une acidification de la solution.
1.3.2.7 Le vieillissement
Il a été montré que le vieillissement influence grandement le profil aromatique des cidres (Madrera

et al., 2008). Cependant, il existe peu de travaux sur I'impact du vieillissement du cidre sur les autres

caractéristiques chimiques et sensorielles.
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En résumé

La littérature compte peu de travaux intégrant les caractéristiques organoleptiques des cidres.
Cependant, ces quelques articles soulignent I'importance des descripteurs gustatifs : sucré, acide,

amer et astringence qui sont les plus utilisés pour décrire les cidres.

Le cidrier peut moduler ces caractéristiques par les choix variétaux, par la qualité des fruits a la
récolte et lors du stockage, et par plusieurs décisions technologiques lors de la cidrification.
L'ensemble de ces choix conduisent a des expressions organoleptiques variées, résultante d’une
composition chimique en sucre, éthanol, acide organique, polyphénols, composés aromatiques et

CO, présentant une certaine diversité.

Si 'impact des différentes techniques sur la composition chimique des cidres est assez bien connu, la
conséquence des actions de cidrification sur les caractéristiques organoleptiques est moins détaillée

ou ne porte que sur une ou deux sensations en particulier.

Le cidrier ne dispose pas d’information permettant de prédire les caractéristiques organoleptiques
des produits a partir de la composition chimique, pas plus que de travaux permettant d’anticiper

I'impact de ces choix techniques sur I’'ensemble des caractéristiques sensorielles.
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Chapitre 2. La perception sensorielle

Pour mieux intégrer les caractéristiques sensorielles d’un produit comme le cidre, pour comprendre
comment les composés chimiques interagissent lors d’une dégustation, pour prédire ce que les
consommateurs vont ressentir lors de la consommation de cidre, il est important de connaitre les
mécanismes qui entrent en ceuvre lors de la dégustation. Cela commence par définir ce qu’est « la

perception ».

La perception est la projection sur le champ de la conscience d’une partie des sensations auxquelles
un individu est confronté pendant un laps de temps donné. Elle résulte du traitement que les centres
nerveux spécialisés du systéme sensoriel font subir a I'information brute qu’ils regcoivent des organes
récepteurs (Mc Leod et al., 2009 ). Elle est le résultat d’un processus a trois niveaux qui débute par la
stimulation de récepteurs sensoriels qui vont générer des influx nerveux qui vont remonter jusqu’au
systeme nerveux central. Cette phase correspond a la transduction. Puis le cerveau va classer et
organiser cette information en qualité et en intensité, c’est le codage. Enfin, I'information arrive au
niveau des centres supérieurs pour la phase finale d’intégration et converge vers un systéeme
intégrateur thalamo-cortical unique. A ce stade, la mémoire et la conscience sont rassemblées avec
I'information en un message global qui est alors sensoriel et affectif : la réponse sensorielle (Mc Leod
I’

et al., 2009 ). C'est dans cette derniére étape que le contexte, I'état physiologique et psychologique

de l'individu et les expériences antérieures (dont la familiarité avec le produit) sont intégrés.

Ainsi, quand un cidre est consommé, I'ensemble des molécules qui le compose interagit avec les
récepteurs sensoriels, ceux de la vision, de l'olfaction, de la gustation et des récepteurs

somesthésiques. Nous verrons plus loin quelques éléments relatifs a cette transduction. Puis les

signaux transitent via les différentes voies neuronales pour aller jusqu’au cerveau dans lequel
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I'information multisensorielle est traitée puis confrontée a la mémoire et notamment aux

précédentes dégustations de cidres pour construire finalement la perception du go(t du cidre.

Mais la perception d’un produit quel qu’il soit, d’un cidre en particulier, est un systéme complexe car
il implique des interactions entre des processus physico-chimiques et des phénomenes chimiques,
physiologiques et comportementaux (Buettner and Beauchamp, 2010). Quand on s’intéresse aux
interactions, ces trois niveaux doivent étre considérés: interactions chimiques, interactions

physiologiques et interactions cognitives (Keast and Breslin, 2003).

Ce manuscrit de these s’intéresse prioritairement aux trois saveurs: sucré, acide et amer, et a
I'astringence dans le cidre. La revue bibliographique a donc été orientée sur les mécanismes propres
a ces sensations et n’abordera pas les composantes visuelle ni olfactive. Aprés des éléments sur la
physiologie du go(t et de I'astringence, les interactions seront abordées en montrant spécifiqguement
comment les quatre sensations étudiées peuvent étre modulées par le biais d’interaction avec

I’ensemble des éléments composant une matrice alimentaire.

2.1. La physiologie de la gustation et de I'astringence

Le go(t, dans son acception la plus large, integre aussi bien les caractéristiques olfactives, gustatives
et trigéminales. Souvent associées, car pour un consommateur lambda, le go(t est un tout qui
combine I'ensemble de ces sensations. Cependant il convient de les distinguer clairement quand on

s’intéresse au fonctionnement a proprement parler de nos sens.

La gustation et ses signaux gustatifs prennent leur source dans les bourgeons du go(t qui sont
stimulés par des molécules solubles dans I'eau lors de leur contact avec I'extrémité des cellules
apicales de ces bourgeons gustatifs. Les sensations olfactives, odeurs et ardmes, sont le résultat de
I’excitation de neurones dans une zone spécialisée de I’épithélium nasal issu de la réaction avec des
composés volatils. Des sensations somesthésiques peuvent également prendre place dans la cavité
buccale lors de la dégustation du cidre. Ainsi, I'astringence est une sensation somesthésique (Brondel

et al., 2013) qui participe également a la construction des caractéristiques organoleptiques du cidre.
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2.1.1 La gustation

2.1.1.1 Les bourgeons du goit

Les récepteurs gustatifs se trouvent localisés sur la langue mais également dans une moindre mesure
sur le palais, le pharynx et I'épiglotte. Au niveau de la langue, ils se trouvent dans les papilles
caliciformes, foliées et fongiformes (Figure 6). Les premiéeres se trouvent en arriére de la langue et
comptent jusqu’a 1 000 bourgeons du go(t. Les papilles foliées se situent également sur l'arriere
mais aussi sur les cotés de la langue. Elles contiennent entre une douzaine et une centaine de
bourgeons du go(t. Enfin, les papilles fongiformes contiennent d’un a quelques bourgeons du go(t et
se répartissent sur les deux tiers avant de la langue (Chandrashekar et al., 2006). Au total, un individu

normal compte environ 5 000 papilles gustatives.

Caliciformes

Pore gustatif

e

Foliées

Fongiformes

Figure 6 : Cellules gustatives, bourgeons gustatifs et papilles (Adapté de Chandrashekar et al.,
2006)

Ces bourgeons du go(t contiennent 50 a 150 cellules gustatives neuro-épithéliales polarisées de
formes allongées. Leurs extrémités (microvillosités) sont en contact direct avec I'environnement
extérieur de la cavité buccale (Chaudhari and Roper, 2010) facilitant par ce moyen l'interaction avec
les composés sapides. On distingue quatre types (Type | a Type IV) de cellules gustatives épithéliales

(TRC).
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Les cellules de Type | sont les cellules les plus nombreuses dans les bourgeons du go(t avec des
extensions cytoplasmiques qui enveloppent les autres cellules. Elles ont les caractéristiques de
cellules gliales. Méme si ce sont les cellules les plus abondantes, elles sont les moins connues en
termes de fonctionnement (Chaudhari and Roper, 2010). Elles sont, a ce jour, associées a la

transduction du go(t salé mais sans certitude (Roper, 2013).

Les cellules de Type Il ont été renommeées « receptors cells» (DeFazio et al., 2006) a cause de leur
association aux saveurs sucrées, ameres et umami. Chaque cellule exprime des protéines G
(G proteins coupled receptors, GPCRs) spécifique d’'une seule saveur. Chaque cellule est donc
spécifiguement sensible a une seule de ces saveurs. Par ailleurs, elles ne semblent pas répondre aux
stimuli acides et salés. Ces cellules ne possedent pas de synapse identifiable. De ce fait, le processus
de communication entre les cellules réceptrices et les fibres nerveuses afférentes n’est pas encore
connu. Cependant, de I’ATP pourrait participer a ce processus puisqu’une production d’ATP a été

identifiée quand ces cellules sont activées par une stimulation gustative (Roper, 2013).

Les cellules de Type lll sont des cellules présynaptiques spécifiquement sensibles aux stimulations
acides mais qui réagissent également a la présence de CO, en solution (Chandrashekar et al., 2009).
Ces cellules ont en outre la particularité de réagir a I’'ATP produit par les cellules réceptrices quand
elles sont activées. Ainsi, les cellules de type Ill sont indirectement excitées par les composés sucrés,

amers et umami (Roper, 2013).

Le dernier type de cellules (type 1V) correspond a des cellules basales de forme ovoide ou sphérique

peu différenciées qui semblent étre les précurseurs des cellules précédentes (Brondel et al., 2013).

2.1.1.2 Transduction des stimuli gustatifs dans les cellules réceptrices

La détection des substances sucrées, améres et umami dans les cellules de types Il est dle a la
présence de récepteurs métabotropiques. lls se composent des récepteurs du go(t (taste receptors,
TRs) couplés aux protéines G (GPRCs). L'activation des récepteurs conduit a une augmentation du
Ca®* dans le milieu intracellulaire, a l'origine de la production d’ATP dans le milieu interstitiel.
Parallelement, on observe une modification de la perméabilité de certains canaux ioniques,

entrainant la dépolarisation de la cellule (Brondel et al., 2013).
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Sucré . Les composés sucrés sont détectés par une petite famille (T1R) de trois GPRCs. Comme toutes
GPCRs, ces récepteurs possedent sept hélices transmembranaires: ils se caractérisent par la
présence de domaines amino-terminal extra-cellulaires de grande taille appelés Venus Fly Trap (VFT)
qui correspondent aux domaines de liaison des agonistes. Spécifiquement, les sucres se lient avec
des GPCRs hétérodiméres T1R2/T1R3. (Chandrashekar et al., 2006, Chaudhari and Roper, 2010,
Roper, 2013).

Amer. Les composés amers interagissent avec environ 25 types de protéines T2R. Ces protéines
montrent une grande variabilité ce qui correspond bien a leur capacité d’interagir avec la diversité
chimique des ligands associés aux golts amers (plus de 1 000 composés). Il a été montré qu’une
cellule réceptrice peut exprimer plusieurs génes T2r et peut-étre méme tous. Par conséquent, il se
pourrait qu’il ne soit pas possible de distinguer I'amertume de différents composés amers

(Montmayeur and Matsunami, 2002).

L'étude des interactions récepteur-ligand montre que les composés amers ont des affinités
différentes vis-a-vis des membres de la famille T2R (Montmayeur and Matsunami, 2002).
Aujourd’hui, il est démontré que I'activité combinée des trois récepteurs TAS2R10, TAS2R14 et
TAS2R45 peut suffire pour détecter pres de la moitié des composés amers détectés par les individus.
Il existe par ailleurs des récepteurs trés spécifiques pour lesquels seuls quelques agonistes ont été

identifiés et parmi les 25 récepteurs, cing sont encore orphelins (Behrens and Meyerhof, 2013).

Revenons quelques instants aux polyphénols que nous décrivions précédemment dans les cidres.
Trois équipes de recherche ont étudié les récepteurs activés par les polyphénols et notamment les
flavanols (Soares et al., 2013, Roland et al., 2013, Yamazaki et al., 2013). La (+)-catéchine activerait
les récepteurs TAS2R14 & TAS2R39 (Roland et al.,, 2013) alors que l'un de ces isomeres I'(-)-
épicatechine activerait les récepteurs TAS2R4, TAS2R5, TAS2R14 & TAS2R39 (Soares et al., 2013,
Roland et al., 2013). La présence de groupes galloylés sur I'épicatechine modifie I'activation des
récepteurs puisque seuls les TAS2R14 & TAS2R39 ont été activés par ECg et EGCg (Yamazaki et al.,
2013). Enfin, le seul oligomere testé fut un procyanidine trimere C3 composés de trois unités (+)-
catéchine et ce composé n’a activé que les récepteurs TAS2R5 (Soares et al., 2013). Ces résultats
montrent que la conformation et la taille des molécules de procyanidines jouent un réle dans
I'activation des récepteurs a I'amertume. Malheureusement, a ce jour aucun projet n’a étudié

I'activation des récepteurs T2R par des oligomeres et polymeéres d’épicatéchine qui sont présents en
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grande quantité dans le cidre. Plus largement, I'analyse des composés amers s’intéresse a ce jour le

plus souvent a des molécules ameéres simples et de petites tailles.

Acide. Les stimuli acides activent les cellules présynaptiques de Type Ill. Le processus de transduction
et les récepteurs restent a éclaircir. De nombreuses études ont suggéré que les composés acides
activent ces cellules par une entrée directe d’ions H* a travers des canaux membranaires présents sur
I'extrémité apicale des cellules. Mais si a ce jour ceux-ci ne sont pas identifiés avec certitude
(Chaudhari and Roper, 2010), il semble que ce sont les cellules qui expriment le canal ionique PKD2L1

qui sont sensibles a I'acidité.

Ce sont également des cellules avec PKD2L1 qui sont activées par le CO,. Le récepteur qui est en jeu
dans ce cas a été identifié clairement. Il s’agit d’une enzyme anhydrase carbonique 4. Cette enzyme
libére des protons H' et ceux-ci interagissent avec les cellules sensibles a I'acidité (Chandrashekar et
al., 2009). L'origine chimique de la perception du CO, ne fait donc plus de doute (Dessirier et al.,

2000, Carstens et al., 2002, Simons et al., 1999)

2.1.2 L’astringence : une sensibilité somesthésique trigéminale

L'astringence est une sensation avant tout tactile pergue en bouche produisant une impression de
sécheresse et de resserrement des muqueuses (Breslin et al., 1993 ). Méme s’il est largement
accepté que les interactions entre les proanthocyanidines et les protéines salivaires jouent un réle
déterminant dans la perception de |'astringence, les mécanismes physiologiques et physico-
chimiques ne sont pas encore totalement élucidés (Ma et al., 2014). Charlton et al. (2002) ont mis en
avant que linteraction protéines-tanins repose sur trois phases. Au début, des associations
hydrophobiques ont lieu entre les surfaces planes des noyaux aromatiques des tanins et les sites
hydrophobiques des protéines. Au méme moment, |'effet de liaisons hydrogenes permet de stabiliser
les complexes ainsi formés. Ces complexes tanins-protéines peuvent s’auto-associer par
I'intermédiaire de nouvelles liaisons hydrogéne générant ainsi des plus larges complexes tanins-
protéines solubles et puis des agrégats. Enfin ces agrégats peuvent avoir une taille suffisante pour
former des sédiments insolubles qui précipitent (Ma et al., 2014). Gibbins & Carpenter (Gibbins and
Carpenter, 2013) ainsi que Ma et al. (2014) résument dans leurs revues respectives les différentes

voies d’activation de I'astringence.
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Polyphénol : ca,

Polyphénols
Protéines : @ Cg) cﬂ)
Recepteurs : Y %) %) %%
a) Interaction Protéines & polyphénols ——>  Agrégats Protéines-Polyphénols

b) Interruption du film d) Exposition directe

salivaire et altération de 8 ng aux récepteurs

la pellicule mugqueuse

Film salivaire mobile

Pellicule muqueuse riche
en mucine

' ! | Epithélium buccal e) ]

Figure 7 : Mécanisme de I’astringence pouvant apparaitre dans la cavité buccale (adapté de
Gibbins and Carpenter, 2013).

Une sensation de friction peut intervenir par la présence des agrégats (Figure 7a). Une interaction
physique due a la perte du pouvoir de lubrification de la salive semble en revanche étre I'un des
facteurs majeurs. Plusieurs études montrent que la pellicule muqueuse riche en mucine a également
un role a jouer. Les agrégats de tanins/protéines, éventuellement également des polyphénols libres
peuvent provoquer une rupture du film salivaire conduisant a une perte de lubrification (Figure 7b et
c). Enfin, une voie d’activation directe par des récepteurs chimiques (Figure 7d et e) vient d’étre
identifiée en plus des mécanorécepteurs mais pour des phénols comportant des fractions galloylées

(Schobel et al., 2014).
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2.2. Lesinteractions

2.2.1 Trois niveaux d’interactions

Comme nous I'avons mentionné précédemment, trois types d’interactions doivent étre considérés
guand on observe l'influence de composés chimiques sur la perception d’un produit : les interactions

chimiques, les interactions physiologiques et les interactions cognitives (Keast and Breslin, 2003).

Les interactions chimiques peuvent apparaitre dans le produit évalué par des réactions entre les
composés eux-mémes conduisant a I'apparition de nouvelles molécules ou la rétention d’autres. Ce
phénoméne peut, par conséquent, générer de nouvelles caractéristiques sensorielles ou modifier les
intensités percues (Keast and Breslin, 2003). Il a été, par exemple, montré que les polyphénols
peuvent modifier le comportement de certaines molécules volatiles dans le vin. L’ajout de catéchine
ou d’une fraction de tanins conduit a la rétention de certaines molécules aromatiques modifiant par
conséquent le profil sensoriel des produits (Dufour and Bayonove, 1999). Les polyphénols ont des
impacts variables sur la volatilité des composés aromatiques. La polarité des composés ainsi que leur

conformation semblent influencer la force de ces interactions chimiques (Lorrain et al., 2013).

Les interactions physiologiques ont lieu quand un composé interfére avec un autre au niveau des
cellules réceptrices (Keast and Breslin, 2003). Cette interaction est notamment observée dans le cas
de la suppression de 'amertume de certaines molécules ameres par le sel de sodium (Keast et al.,
2001) ou de I'atténuation des saveurs par la présence de la capséicine (Simons et al., 2003). En plus
de ces interactions au niveau des récepteurs, il faut également intégrer de possibles interactions
neurophysiologiques qui apparaissent lors du mécanisme de transduction et lors de la convergence
des signaux afférents vers le noyau du tractus solitaire, situé dans le systéme nerveux central

(Frijters, 1987).

Enfin, le traitement de I'information dans les différentes parties du systeme nerveux central peut
conduire a des interactions cognitives (Keast and Breslin, 2003). L’'intégration de la mémoire au
niveau du systeme lymbique, le regroupement des informations multi sensoriels au niveau de
I’hypothalamus, puis finalement l'origine de la perception consciente dans le thalamus et le
néocortex sont I'occasion de I'apparition de ces interactions. Celles-ci sont fortement modulées par
I’attention, I’habitude, la fatigue ou I'état émotionnel mais aussi les connaissances, la culture et le

langage (Guichard and Voilley, 2012).
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Parmi ces interactions cognitives, il faut mentionner une interaction particuliéere appelée la
congruence. Méme si la gustation et l'olfaction sont deux entités anatomiquement et
physiologiqguement différentes, de nombreuses évidences témoignent que les deux composantes
interagissent trés fortement au niveau perceptuel (Delwiche, 2004, Lim et al., 2014). Comme nous le
verrons plus loin, une saveur (i.e. sucré) peut ainsi étre percue plus intense en présence d’'un aréme
congruent avec celle-ci (i.e caramel) qui renforce par conséquent cette caractéristique (Prescott et

al., 1996).

Les travaux sur la congruence (Schifferstein and Verlegh, 1996, Frank et al., 1993b) ont par ailleurs
révélé une autre interaction cognitive : I'effet de halo-dumping (Prescott, 1999). Il nait d’un artefact
di a la tache d’évaluation demandée aux dégustateurs (Valentin et al., 2006). Cet effet de halo-
dumping peut apparaitre quand un sujet n’a pas a sa disposition tous les attributs sensoriels
nécessaires pour décrire un produit. Il reporte alors dans l'intensité des attributs qui lui sont
proposés, l'intensité des stimuli pour lesquels il ne dispose pas d’échelles de notation (Prescott,
1999). Ainsi dans I'expérimentation de Frank et al. (1993), la caractéristique sucrée d’une solution de
sucrose a augmenté avec I'addition d’'une odeur de framboise quand seule l'intensité sucrée était
évaluée. En revanche, cette augmentation disparaissait quand les sujets évaluaient simultanément

I'intensité sucrée et un attribut « fruité ».

2.2.2 Sucré, acide, amer, astringent et interactions

Les interactions mentionnées précédemment font I'objet de nombreuses publications et revues qui
rassemblent de nombreux essais sur les interactions entre saveurs, mais également entre les arobmes
et les saveurs, ou encore la couleur et la flaveur, sans oublier les sensations somesthésiques (Charles
et al., 2013, Poinot et al., 2013, Keast and Breslin, 2003, Delwiche, 2004, Buettner and Beauchamp,
2010, Lim et al., 2014, Tournier et al., 2009, Auvray and Spence, 2008).

Keast et Breslin (2002) indiquent que la plupart des études sur les interactions saveurs-saveurs se
font sur des solutions binaires et que les solutions plus complexes sont peu étudiées. L'effet de la
matrice cependant ne doit pas étre négligé. Il montre également combien la concentration des
stimuli analysés peut moduler la sensibilité des interactions. En effet, la position de la concentration
étudiée sur les phases expansives, linéaires ou compressives des fonctions sigmoides
psychophysiques faisant le lien entre la concentration d’un stimulus et l'intensité percue peut

conduire a des interactions différentes. La Figure 8 indique les possibles évolutions de la courbe de
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perception de l'intensité d’un stimulus en fonction de sa concentration quand une interaction
sensorielle est présente. Ainsi, la courbe A correspond a une condition sans interaction. Les courbes
B et B’ indique simule la présence d’une interaction sensorielle provoquant un effet suppresseur qui
dans le cas de B ne s’exprime que dans la phase linéaire mais qui est présent également au niveau du
seuil de saturation dans le cas de B’. A l'inverse, les courbes C et C' présentent deux situations ou
I'interaction sensorielle provoque une synergie, une augmentation de l'intensité percue du stimulus.
Ici encore, I'interaction peut étre limitée a la phase linéaire (courbe C) ou se poursuivre dans la phase
compressive. Dans ce cas, 'intensité est globalement percue plus forte. On peut d’ailleurs noter que
dans ces cas, la saturation arrive pour une concentration du stimulus plus petite. Ces modulations de

la courbe psychophysique dépendent des stimuli étudiés et de leurs concentrations.

Synergy

Intensity

Suppression

Concentration

Figure 8 : Visualisation d’interactions sur la courbe psychophysique (d'aprés Keast and Breslin,
2003)

A partir de ces conclusions montrant que les interactions dépendent des matrices étudiées et des
concentrations mises en ceuvre, il convient, dans le cadre de ce manuscrit, de focaliser notre
attentionsur les travaux dédiés au cidre. La littérature sur les interactions saveurs-saveurs dans cette
matrice est peu abondante. Seuls Lea et Arnold (1978) ont publié une recherche sur ce sujet. Mais
ces auteurs n‘ont étudié que I'effet de quelques interactions sur I'amertume et I'astringence. Une
matrice proche (solution hydroalcoolique contenant des polyphénols, du sucre et de I'acide) est
beaucoup plus étudiée : le vin. Nous nous intéresserons donc aux travaux mentionnant I'impact des
différents composés chimiques (sucres, acide, polyphénols, alcool, CO, et composés volatils

aromatiques) sur le go(t sucré, I'acide, 'amer et I'astringence prioritairement dans le cidre et le vin
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mais avec également des références aux interactions en solutions aqueuse ou hydroalcoolique. En
effet, le comportement des composés chimiques en solution aqueuse permet de comprendre les

interactions dans des milieux plus complexes (Keast and Breslin, 2003).

2.2.2.1 La modulation du sucré

Logiquement, les composés sucrés (sucrose, fructose...) sont a I'origine du go(t sucré (Zamora et al.,
2006, Calvifio et al., 1993, Le Calvé et al., 2008). De ce fait, une augmentation par exemple du
sucrose dans une matrice hydroalcoolique comme du vermouth (16% Vol) améne une augmentation

de la saveur sucrée (Burns and Noble, 1985) mais cela est une évidence.

La perception du go(t sucré est par ailleurs modulée par la présence d’autres composés chimiques.
De nombreux travaux identifient le role des composés acides et amers dans la diminution de
I'intensité sucrée (Keast and Breslin, 2003). Le go(t sucré diminue donc avec I'augmentation de
I'acidité (Pelletier et al., 2004, Zamora et al., 2006, Le Calvé et al., 2008) et de I'amertume (Calvifio et
al., 1993). Par contre, il est la caractéristique sensorielle la moins sensible aux effets de suppression
en présence d’autres composés chimiques, notamment dans des solutions aqueuses avec du sucrose
et des composés amers (hydrochlorure de quinine, caféine) ou acides (acide citrique) (Green et al.,
2010b, Calvifo et al., 1993). Il faut ajouter une assez forte concentration de composés amers et

acides pour diminuer le go(t sucré.

Cet effet suppresseur est d’autant plus complexe a analyser qu’il est fonction de la concentration des
différents composés. Dans leur revue, Keast et Breslin (2003) indiquent qu’a faibles concentrations
en sucre et en acide ou composés amers, I'impact de ces derniers sur le go(t sucré est variable. En
revanche, pour des concentrations intermédiaires, si I'effet de I'acidité sur le go(t sucré n’est pas
toujours présent, 'amertume a un impact suppresseur significatif. La perception sucrée peut
également dépendre de I'acidité initiale du milieu. En effet, dans des solutions dominées par I'acidité
(pH =3) avec un taux de fructose peu élevé (de 2 et 7 g/L), I'acidité masque le caractére sucré. Le
golt sucré des échantillons est percu peu intense et les dégustateurs ne percoivent pas cette

différence de 5 g/L de fructose (Zamora et al., 2006).

Dans les composés amers et astringents, I'impact des polyphénols sur la saveur sucrée est trés peu
étudié. La plupart des auteurs se concentrent essentiellement sur I'impact des polyphénols sur la

perception de 'amertume et de I'astringence, oubliant de ce fait leur possible influence sur les autres
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sensations. Contrairement a Lyman et Green (1990) qui montrent une réduction du sucré (160 g/L de
sucrose en présence d’ 1 g/L acide tannique), Ishikawa et Noble (1995) n’ont pas observé d’impact
significatif des polyphénols sur le go(t sucré de solutions modeles de vin. Mais ces auteurs attribuent
cette absence de diminution du sucré a une concentration de polyphénols pas assez importante pour

observer un effet de suppression.

L'éthanol peut également augmenter la perception sucrée. Il comporte intrinsequement une
composante sucrée qui renforce cette caractéristique dans les solutions (Scinska et al., 2000). Par
contre, il apparait que cette augmentation n’est significative que pour des taux d’alcool peu élevés et
gu’elle dépend de la concentration en sucre et en acide du milieu étudié. Ainsi Martin et Pangborn
(1970) ont observé cette augmentation du goQt sucré pour des concentrations de 4 et 8%Vol. mais
pas au-dela. Par ailleurs, le go(t sucré de solutions contenant de 0.1 g/L d’hydrochlorure de quinine,
100 et 180 g/L de sucrose n’a pas évolué en présence d’éthanol de 8 a 32%Vol. (Panovska et al.,
2008). Zamora et al. (2006) ont, pour leur part, identifié des augmentations du sucré par I'éthanol
pour les échantillons a pH = 3,8, mais pas a pH=3, et cet effet était plus sensible pour les échantillons

contenant 7 g/L de fructose par rapport a ceux contenant seulement 2 g/L.

Au-dela des interactions saveurs-saveurs qui peuvent modifier le goQt sucré, la littérature présente
des interactions arébmes-saveurs. Le profil des composés volatils peut influencer la perception des
saveurs. L'exemple qui a été le plus étudié est celui de la congruence entre les notes « fruitées » et le
go(t sucré, le plus souvent en milieu modeéle. Ainsi, la présence des telles notes aromatiques qui sont
associées par les consommateurs a des produits plus sucrés, conduit a une augmentation de la
saveur sucrée (Labbe et al., 2006, Murphy and Cain, 1980, Frank and Byram, 1988, Lavin and Lawless,
1998, Stevenson et al., 1999, Djordjevic et al., 2004, Le Calvé et al., 2008, Prescott, 1999). Les notes
de « caramel » ont également un impact positif sur la perception du sucré (Stevenson et al., 1999). A
I'inverse, certaines odeurs identifiées comme ne véhiculant pas une impression sucrée (huile
essentielle d’angélique et la damascone), ont conduit a une diminution de la perception sucrée des

solutions de sucrose (Stevenson et al., 1999).

Enfin, la présence de CO, dans les produits peut également modifier la perception du sucré. Pour la
plupart des auteurs, la carbonatation conduit a une diminution du sucré dans les solutions (Cowart,
1998, Passe et al.,, 1997, Hewson et al., 2009, Saint-Eve et al., 2010, Le Calvé et al., 2008, Thuillier,
2007, Clark et al., 2011). Mais cela peut dépendre de la concentration en sucre dans le milieu étudié.

Par exemple, Thuillier (2007) observe un impact du CO, sur le go(t sucré uniquement pour 18 g/L de
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saccharose, mais pas pour 9 ni a 36 g/L. De méme, Cometto-Muniz et al. (1987) observent des

résultats contradictoires en fonction des concentrations en CO, et en sucrose.

2.2.2.2 La modulation de I’acide

La perception de I'acidité se construit en lien avec la présence d’ions H" & proximité des bourgeons
du go(t. Aussi une diminution du pH ou I'augmentation de la quantité d’acide organique conduisent
a une augmentation de I'acidité percue (Zamora et al., 2006, Fischer and Noble, 1994, Sowalsky and

Noble, 1998).

La présence de CO, dissout dans les boissons et I'intervention de I'anhydrase carbonique produit de
I’acide carbonique et des protons H*. Cela conduit a une augmentation de I'acidité percue en lien de
la diminution du pH provoqué par cette réaction chimique (Cowart, 1998, Hewson et al., 2009, Saint-
Eve et al.,, 2010, Le Calvé et al., 2008, Thuillier, 2007, Cometto-Muniz et al., 1987). D’ailleurs, la
présence de CO, dans la solution, mais en maintenant le pH au niveau initial, n’entraine pas
I'augmentation de l'acidité percue (Saint-Eve et al., 2010). Cependant, cette augmentation semble
n’étre significative qu’au-dela d’un certain volume de CO, dissous ( > 2 Vol.) puisque les travaux avec
des concentrations plus faibles ne conduisent pas aux mémes conclusions (Lederer et al., 1991). Par
ailleurs, il apparait qu’a forte concentration d’acide organique, I'impact du CO, sur I'acidité pergue
est moins marqué (Thuillier, 2007). Cet auteur mentionne que le CO, semblerait rapprocher les vins

extrémes sur la quantité d’acidité pergue.

L'acidité est toujours diminuée par la présence de sucre (Pelletier et al., 2004, Zamora et al., 2006,
Hewson et al., 2009, Le Calvé et al., 2008). D’ailleurs, Green et al. (2010) ont montré que la présence
de sucre est I'’élément le plus suppresseur des autres sensations dont 'acidité. Par contre, cette
diminution peut étre plus ou moins forte en fonction de I'acidité de la solution étudiée. Des solutions
aqueuses a pH = 3 n‘ont pas vu leur acidité modifiée lors de I'ajout de 2 g/L a 7 g/L de fructose. Alors
gue les mémes concentrations de fructose ont conduit a une diminution de I'acidité percue a un pH

de 3.8 (Zamora et al., 2006).

L’éthanol semble également modifier la perception acide des solutions. Des diminutions de I’acidité
percue ont été observées dans des solutions contenants de I'acide citrique et de I’éthanol. Cette
diminution était trées marquée pour les fortes concentrations d’alcool (12 et 24 %Vol.) et moins

importante a 4%Vol. (Martin and Pangborn, 1970). Mais d’autres auteurs (Fischer and Noble, 1994,
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Zamora et al., 2006) n’ont pas observé de modification de I'acidité par I'ajout d’alcool, voire méme,
ils ont observé un renforcement de celle-ci quand dans une solution a pH= 3.8 avec 2 g/L de fructose,

la quantité d’éthanol passait de 4% a 12% (Zamora et al., 2006).

L’augmentation de I'amertume donne des résultats contradictoires pour I'acidité. Une concentration
intermédiaire de composés amers augmenterait I'acidité quand des concentrations plus importantes
auraient tendance a la diminuer (Keast and Breslin, 2003). Mais pour Green et al. (2010) et Fischer et
al. (1994), la présence de sulfate de quinine pour les premiers et I'addition de 100mg a 1500 mg/L de

catéchine n’a pas eu d’'impact sur I'acidité des solutions dégustées.

La composante aromatique peut également modifier la perception de I'acidité. Les notes de
« caramel » mentionnées précédemment ont certes modifié la perception du sucré mais également
diminué la perception acide dans des solutions aqueuses d’acide citrique a 1,44 g/L (Stevenson et al.,
1999). Une note « citronnée » peut renforcer |'acidité percue (Valentin et al., 2006, Le Calvé et al.,

2008).

2.2.2.3 La modulation de 'amertume

Comme nous I'avons mentionné dans la partie sur la composition chimique du cidre, les composés
principalement responsables de I'amertume du cidre sont les polyphénols et parmi ceux-ci, les
procyanidines. Les travaux de Lea & Arnold (1978) sur le cidre montrent que I'amertume dépend a la
fois de la concentration en procyanidines mais également du profil de ceux-ci. lls ont observé que les
procyanidines tétrameres du cidre présentaient une amertume plus forte que les autres
procyanidines. Ce résultat n’a jamais été confirmé depuis, malgré les limites expérimentales de

I’extraction et de la purification utilisées a cette époque.

Dans le vin, la concentration en polyphénols (et plus précisément en proanthocyanidines) a de
nombreuses fois été mise en avant comme source d’amertume (Robichaud and Noble, 1990, Vidal et
al., 2004b, Vidal et al., 2004a). Mais I'impact du degré de polymérisation ne semble pas en accord
avec les résultats de Lea et al. (1978). En effet, les monomeres ont été percus plus amers que les
diméres composés d’unités (+)-catéchine, eux-mémes plus amers que les triméres. Les degrés de
polymérisations supérieures n’ont pas été testés (Peleg et al., 1999, Lesschaeve and Noble, 2005). Il
apparait qu’au-dela de la taille des oligoméres de procyanidine, la conformation des molécules

module également la perception de I'amertume. Cela se confirme d’ailleurs au niveau des
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monomeres pour lesquels la comparaison entre les énantiomeres (+)-catéchine et (-)-épicatechine en
solution modéle montre une amertume plus forte aux mémes concentrations pour I’(-)-épicatechine

(Thorngate and Noble, 1995, Kallithraka et al., 1997a).

Le seuil de perception et de différenciation des procyanidines doit étre également pris en compte
pour pouvoir observer des différences d’amertume. Aussi dans les travaux d’Arnold et Noble (1978a)
I"'absence de différence d’amertume entre plusieurs concentrations de polyphénols s’explique par la
plage de concentration étudiée qui allait seulement de 25 a 135 mg/L. De la méme maniére,
Robichaud et al. (1990) ne voient pas de différence d’amertume entre des extraits de procyanidines

ajoutés dans des solutions entre 10mg et 150 mg/L .

Concernant les interactions des composés amers avec d’autres molécules chimiques, il est

intéressant de regarder le comportement des molécules autres que les polyphénols.

De nombreux travaux montrent que lI'amertume est significativement réduite par la présence de
sucrose en solution aqueuse (Keast and Breslin, 2003, Calvifio et al., 1993, Lyman and Green, 1990,
Keast, 2008, Hewson et al., 2009) ou hydroalcoolique (Burns and Noble, 1985, Panovska et al., 2008).
Dans le cidre, Lea et Arnold (1978) ont observé une diminution de 'amertume lors du passage de 16

a 26 g/L de sucre dans une solution contenant 4g de tanins de cidre, 5%Vol. d’éthanol.

En revanche le role de I'acidité sur 'amertume est moins clair. Dans certains cas, il aurait un effet
inhibiteur (Keast and Breslin, 2003, Sun-Waterhouse and Wadhwa, 2013), dans d’autres, I’acidité n’a
pas d’impact sur 'amertume (Green et al., 2010a). Breslin (1996) conclut d’ailleurs sa revue en
indiquant que cela dépend des stimuli, des concentrations et des conditions expérimentales. Dans les
solutions modeles testées par Lea et al. (1978) contenant des tanins, du sucre, de l'alcool,
I'augmentation du pH de 3,5 a 4 n’a conduit a aucune différence d’amertume. De méme, dans des
solutions modeéles proches du vin, des augmentations du pH entre 3,2 et 3,8 (Fischer and Noble,
1994) et entre 2,5 et 4,0 (Fontoin et al., 2008) n’ont pas eu d’impact sur 'amertume. Enfin, le type
d’acide organique utilisé (acide malique ou lactique) n’a pas eu d’'impact sur la perception de
I'amertume (Kallithraka et al., 1997c). Aussi, dans le contexte d’'une matrice hydroalcoolique proche

du cidre, il semble que I'impact de I’acidité sur I'amertume soit mineur.

L'éthanol quant a lui renforce I'amertume des composés amers (Martin and Pangborn, 1970,
Panovska et al., 2008, Fischer and Noble, 1994, Noble, 1998, Vidal et al., 2004a) et notamment dans

le cidre (Lea and Arnold, 1978). Cela peut s’expliquer par le fait que I'alcool est un composé amer en
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soi (Scinska et al., 2000, Mattes and DiMeglio, 2001). Cependant, il semble qu’a nouveau I'impact de
I’éthanol est fonction des concentrations des différentes molécules dans les solutions. En effet, dans
une solution modeéle contenant des procyanidines oligoméres issus de pépins de raisin (2 g/L) et un
pH de 3,5, 'amertume n’a augmenté en présence d’éthanol qu’a partir de 11%Vol. (Fontoin et al.,
2008). Mais a l'inverse, la présence d’une forte concentration d’alcool peut masquer des nuances

d’amertume apportées par les polyphénols (Vidal et al., 2004b).

Les arébmes peuvent moduler la perception de 'amertume mais peu de travaux se sont penchés sur
ce sujet (Gaudette and Pickering, 2013). Les ardbmes de cacao, de café augmentent la perception de
I'amertume (Labbe et al., 2006, Keast, 2008) mais cela est bien loin de nos cidres. Par contre I'ajout
d’un extrait de composés volatils issus d’un vin blanc « fruités » dans des vins rouges a conduit a une
légere diminution de I'amertume (Saenz-Navajas et al., 2012). Mais cette diminution d’amertume par
des notes aromatiques congruentes avec le go(t sucré ne fonctionne pas dans tous les cas. En effet,
Labbe et al (2006) n’ont pas observé de diminution du golt amer dans une boisson chocolatée, ni
dans une matrice contenant du lait et de la caféine induite par la présence d’une note aromatique de

vanille qui est pourtant associée a une composante « sucrée ».

Le CO, semble enfin avoir un role partagé dans la perception de I'amertume. Pour certains auteurs, la
présence de gaz carbonique n’a pas d’impact sur 'amertume apportée par le sulfate de quinine
(Cowart, 1998). Cependant, Hewson et al (2009) ont identifié un arriere-got amer véhiculé
uniquement par le CO, dans des solutions contenant du fructose (ou glucose), de I'acide citrique mais
pas de composés amers. Thuillier (2007) a observé une diminution de I'amertume due au sulfate de
quinine par la présence de CO, mais pas d’'impact significatif quand I'amertume était apportée par
des tanins. Clark et al (2011) ont, pour leur part, identifié une diminution de I'amertume d’acides de
houblon par le CO, mais seulement pour des quantités supérieures a 300 pL/L. Finalement, dans ce
cas encore, il semble que I'impact du CO, dépend des concentrations a la fois de CO, et de composés
amers mis en oceuvre. A faible concentration de sulfate de quinine, 'amertume est renforcée par le
CO,, alors que, a concentration élevée, elle est réduite par la présence dioxyde de carbone (Cometto-

Muniz et al., 1987).

2.2.2.4 La modulation de I’astringence

Ce sont les polyphénols qui contribuent principalement a I'apparition de I'astringence dans les

produits comme le cidre, de méme que le vin et le thé (Ishikawa and Noble, 1995, Lyman and Green,
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1990, Valentova et al.,, 2002). L’astringence augmente donc a mesure que la concentration en
procyandines augmente (Lea and Arnold, 1978, Breslin, 1996, Vidal et al., 2004a, Robichaud and
Noble, 1990) mais aussi en fonction du degré de polymérisation de ces molécules (Brossaud et al.,
2001, Arnold et al., 1980, Robichaud and Noble, 1990) (Sun et al., 2013). Ainsi, les polyméres sont
plus astringents que les oligomeéres et I'astringence est fonction du degré moyen de polymérisation

des procyanidines (Lea and Arnold, 1978, Lesschaeve and Noble, 2005).

Mais en plus des composés phénoliques, les acides organiques comme |'acide lactique et I'acide
malique ont été également décrits avec une composante astringente (Kallithraka et al., 1997c, Lee
and Lawless, 1991). Aussi, I'augmentation de la concentration en acide organique peut conduire a

une augmentation de I'astringence.

L'astringence peut étre renforcée par une diminution du pH (Francois et al., 2006, Fontoin et al.,
2008) mais cela dépend du pH des solutions ; ainsi Lea et al. (1978) n’observent pas d’augmentation
de I'astringence en diminuant le pH de 4 a 3,5 dans une solution contenant 4 g/L de polyphénols. De
méme, Fontoin et al. (2008), qui globalement observent une augmentation de I’astringence avec la
diminution du pH, reconnaissent que celle-ci n’est pas significative pour les pH de 3,5 a 4. Il semble
finalement que c’est prioritairement le pH qui module I'astringence et pas la concentration en acide
organique. En effet, plusieurs auteurs ont montré que I'ajout d’acide malique, lactique ou tartrique
ne modifie pas I'astringence si le pH est maintenu constant (Fontoin et al., 2008, Kallithraka et al.,

1997c).

En lien avec le pH, la carbonatation des solutions conduit a une augmentation de I’astringence
percue lorsque le produit est en bouche mais également aprés déglutition (Hewson et al., 2009,

Thuillier, 2007).

Mais cette sensation peut étre également modulée par la présence d’autres composés. Ainsi, les
sucres peuvent avoir un réle suppresseur de l'astringence attribuée a une augmentation de la
viscosité du milieu (Lyman and Green, 1990, Ishikawa and Noble, 1995, Valentova et al., 2002).
Cependant dans la matrice cidre simulée par Lea et al. (1978), 'augmentation de 10 g de sucre n’a
pas modifié I'astringence percue apportée par les 4 g/L d’extraits de tanins de cidre. On peut noter
que la concentration en tanins mise en solution était particulierement élevée ce qui a peut-étre
généré une saturation des dégustateurs qui ont trouvé les deux échantillons extrémement

astringents.
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Par contre, le role de I'éthanol sur la perception de I'astringence n’est pas trés bien défini. Anne
Noble (1998) et Valentova et al. (2002) ont observé un impact tres modéré de I'éthanol sur
I'astringence. En revanche, Fontoin et al (2008) et Vidal et al (2004a) ont observé une diminution

assez marquée de I'astringence a mesure que la concentration en alcool augmente.

La composante aromatique peut encore intervenir dans |'expression de I'astringence. Des récents
travaux ont montré que la présence de certains composés volatils, responsables de notes fruitées,
cuir et fumées dans une solution de flavanols augmentait les caractéristiques en lien avec
I"astringence (Ferrer-Gallego et al., 2014). A I‘inverse, une fraction aromatique « fruitée » ajouté a

des vins reconstitués a montré une diminution de I'astringence (Sdenz-Navajas et al., 2012).
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En résumé

La perception du sucré, de I'acide, de I'amer et de I'astringence dans les produits alimentaires et plus
particulierement dans le cidre est le résultat de I'action des molécules composant la matrice sur
différents récepteurs sensoriels situés dans la bouche. La revue de la littérature montre que les
principaux mécanismes de la physiologie du go(t sont connus mais que de nombreuses questions
demeurent posées. C'est notamment le cas de I'amertume pour laquelle une famille de récepteurs
comptant 25 protéines T2R est identifiée. Cependant, les connaissances sur les affinités récepteur-
ligand sont, a ce jour, limitées a des molécules de petites tailles et I'on ne dispose pas d’informations
sur le comportement de molécules plus grandes comme les oligomeéres et polymeéres de procyanidine

qui sont présents dans le cidre.

La littérature montre également combien les interactions sensorielles sont déterminantes dans la
perception sensorielle d’un produit. Ces interactions jouent au niveau chimique et physiologique
mais aussi au niveau cognitif avec le role des arbmes sur la perception des saveurs. Il apparait que
chaque caractéristique sensorielle (go(t sucré, acide, amer, astringence) se construit logiquement en
lien avec des composés principaux (respectivement les sucres, les acides, les composés amers et
astringents) mais que de fortes interactions prennent place dans la matrice entre tous les composés.
Aussi, la prédiction des caractéristiques organoleptiques d’un produit doit intégrer I'ensemble des

principales molécules présentes dans la matrice.

Ces interactions sont fortement dépendantes des concentrations de chaque composé chimique. De
ce fait, la généralisation des résultats d’'une matrice a une autre matrice est difficile. L’'étude des

interactions doit se faire dans les bornes de I'espace produit étudié.

Enfin, il ressort de cette revue de la littérature que le cidre est un produit tres peu étudié et que les
travaux de 1978, menés par Lea et Arnold, dans les conditions expérimentales de I'époque, méritent
d’étre revisités et approfondis pour avoir une meilleure connaissance de la construction des

caractéristiques organoleptiques des cidres.
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Partie Il.Problématique
et démarche

expérimentale
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1.1. Problématique et hypotheéses de travail

Le cidre est donc une matrice hydroalcoolique dont les concentrations en sucres, acide, éthanol,
polyphénols et composés volatils varient par le choix des variétés, par les itinéraires techniques et les

conditions de cidrification, par les assemblages de cuves, par les choix de prise de mousse...

Certes, les cidriers maitrisent empiriquement l'influence de leurs pratiques sur les caractéristiques
organoleptiques des produits, mais ils ne disposent pas d’outils permettant de maniére plus
rigoureuse et objective de faire le lien entre la composition chimique des cidres et leurs
caractéristiques organoleptiques, et de comprendre I'ensemble des interactions qui se produisent au

cceur de cette matrice.

Les travaux scientifiques faisant état des impacts des différentes opérations cidricoles sur les
caractéristiques sensorielles sont peu nombreux. Le plus souvent, ils étudient les modifications des
caractéristiques chimiques, sans intégrer la composante organoleptique. Qui plus est, dans les
travaux qui se concentrent sur la composition des cidres, seules 'amertume et I’astringence sont
évaluées alors que la qualité organoleptique des cidres repose sur I'équilibre des saveurs sucrées,

acides, ameres et de I'astringence.

La littérature montre combien la perception sensorielle est un processus complexe qui débute par la
stimulation de différents récepteurs sensoriels et de voies de transduction spécifiques de chaque
composé ; ces derniers générent des influx nerveux qui vont remonter dans le cerveau pour étre
intégrés et produire les perceptions sensorielles. La construction des sensations en bouche est le
résultat de la présence de chaque composé chimique individuellement mais également de
I'interaction avec les autres composées et de la structure des assemblages moléculaires formés dans
le milieu. Elle est également la conséquence d’interactions cognitives qui modulent la perception

sensorielle.

Certes, la littérature regorge d’articles scientifiques relatifs a ces interactions chimiques,
physiologiques et cognitives. Mais la grande variabilité des effets mesurés due a la complexité des

matrices étudiées, aux stimuli et aux concentrations mises en ceuvre limite la possibilité de
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généraliser les conclusions. Les interactions doivent alors étre analysées en tenant compte des

spécificités (types de molécules et concentrations) de chaque matrice.

Aussi, les verrous scientifiques identifiés se situent au niveau du réle de la matrice cidricole sur la
perception sensorielle du cidre et sur les interactions qui se jouent au sein de cette matrice lors de la

consommation du cidre.

La problématique de cette these cherche a identifier : Dans quelle mesure les principaux composés
chimiques du cidre (procyanidine, sucre, acide, éthanol, arome et CO,) influencent (directement ou

via des interactions) les caractéristiques organoleptiques des cidres ?

Pour y répondre, nous avons choisi de vérifier les hypotheses ci-apres.

1°) La composition en procyanidines est connue pour étre un des facteurs modulant de maniére
importante I'amertume et |'astringence des cidres. La présence d’interactions saveurs-saveurs au
sein de la matrice conduit également a un effet de ces procyanidines sur le go(t sucré et sur I'acidité

pergue. (Partie Il — Chapitre 1)

2°) Au-dela de leur concentration, la taille des procyanidines, a savoir leur degré de polymérisation,
modifie les caractéristiques organoleptiques des cidres. Lea et al (1978) ont identifié de maniére
informelle une amertume plus marquée pour les tétraméres de procyanidines issus de pommes, une
astringence plus forte pour les DP élevés. Notre hypothese est que ces spécificités se confirment en
dégustant plusieurs concentrations de procyanidines purifiés permettant d’étudier I'influence sur les
caractéristiques organoleptiques de chaque DP pris séparément dans une solution modele peu
concentrée en acide, sucre et alcool, mais également lorsque I'on complexifie la matrice en faisant

varier les concentrations de ces trois parametres.(Partie lll — Chapitre 1).

3°) Plus largement, chaque composé (procyanidines, fructose, acide et éthanol) participe a des
niveaux plus ou moins important aux caractéristiques sensorielles des cidres. Il est possible de
pondérer l'influence de chacun de ces composés et de leurs interactions sur le goQt sucré, 'acidité

percue, 'amertume et I'astringence (Partie Ill — Chapitre 1).

4°) ’ajout de dioxyde de carbone modifie sensiblement les caractéristiques sensorielles des solutions

modeles étudiées mais sans pour autant modifier I'influence de I'alcool, du sucre, de I'acide et des
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procyanidines sur les caractéristiques organoleptiques observées précédemment. (Partie Il —

Chapitre 2)

5°) Enfin, la composante aromatique des cidres ne peut étre négligée. La perception des saveurs et
de l'astringence peut étre modifiée en fonction du profil aromatique des cidres. (Partie Il —

Chapitre 3)

Les trois premieres hypothéses ont été testées dans des solutions modéles contenant des
procyanidines purifiés, du fructose, de I'acide malique et de I’éthanol sans gaz car nous craignions
que celui-ci ne masque la perception de certaines nuances sensorielles. Puis nous avons testé,
I'impact du CO2 sur la perception des caractéristiques organoleptiques de ces solutions modéles.

Enfin, le role des ar6mes sur les saveurs et I'astringence a été étudié dans des cidres commerciaux.

1.2. Démarche expérimentale

Avant de présenter la démarche expérimentale mise en ceuvre, il est important de souligner, d’une
part, I'utilisation de procyanidines purifiées et, d’autre part, le recours a un panel entrainé a

I’évaluation sensorielle.

1.2.1 Des procyanidines purifiés

Une partie des travaux de recherche étant basée sur l'impact du degré de polymérisation des
procyanidines sur la perception sensorielle, I'obtention de procyanidines purifiés a fait I'objet d’un
travail de 'unité INRA BIA — équipe PRP et de I'IFPC en amont de la these. La dégustation de ces
fractions polyphénoliques a, en effet, contraint a la recherche d’un moyen de purification conforme
aux normes d’alimentarité du Codex Alimentarius et des directives européennes quant a l'utilisation

de solvant (Pottering and Necas, 2009).

La solution technique retenue (présentée plus loin Partie Il — 1.1.2.1) permet de garantir cette
alimentarité mais présente I'inconvénient d’un rendement peu élevé. Aussi, au début des travaux
avec le panel entrainé, seuls 1 500 mg de chaque fraction des DP 2 a 10-11 étaient disponibles. Cette

contrainte a été intégrée dans la démarche expérimentale.
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1.2.2 Un panel entrainé a I’évaluation sensorielle

L'objectif du projet était d’étudier les interactions entre les composés chimiques sur les
caractéristiques sensorielles du cidre. Nous avons par conséquent décidé d’utiliser le profil
conventionnel réalisé par un panel entrainé comme outil de mesure de ces propriétés

organoleptiques.

Le panel comptait 18 sujets qui ont été recrutés et sélectionnés au début du projet. lls ont suivi un
entrainement intensif pour la reconnaissance des quatre sensations étudiées dans le projet : sucré,
acidité, amertume et astringence. Pour cela, I'entrailnement se composait d’une alternance entre
travail collectif et travail individuel. Il contenait la dégustation de solutions modeéles (polyphénols
Pommactiv, Val de Vire) et de produits du commerce (Cidre, Campari, Schweppes, Jus de

Cranberry...) avec des ajouts dosés de fructose, acide malique, éthanol et polyphénols.

Les performances sensorielles du panel (discrimination, répétabilité et accord) ont été évaluées
plusieurs fois au cours de la formation du panel avec des solutions modeles présentées dans des
concentrations similaires aux échantillons évalués dans les plans d’expériences du projet. Des pools
polyphénoliques commerciaux ont été alors utilisés étant donné la faible quantité disponible de
procyanidines purifiés. Ces performances ont été jugées satisfaisantes. De ce fait, nous nous sommes
autorisés a ne pas réaliser de répétition dans les plans d’expériences du projet, ce qui aurait été

rendu difficile du fait de la faible quantité de procyanidines.

1.2.3 Une démarche pas a pas basée sur I'utilisation de plans
d’expériences

La planification expérimentale permet d’étudier les effets directs et les interactions entre les
différents facteurs étudiés. Nous avons choisi de réaliser plusieurs plans d’expériences permettant de
répondre a nos différentes hypothéses de travail. En fonction des quantités de procyanidines et du
nombre de séances de dégustations disponibles, nous avons sélectionné les types de plan

d’expériences les plus adaptés.

Pour commencer, nous avons étudié I'impact du degré de polymérisation (DP) et de la concentration
en procyanidines sur les quatre variables sensorielles en utilisant un plan complet a trois niveaux de
concentration en procyanidines et quatre fractions de procyanidines purifiés correspondant a quatre

DP différents. Craignant que la composition de la solution modele puisse masquer les effets des

44



Problématique et démarche expérimentale

procyanidines notamment par un go(t sucré trop marqué, nous avons choisi de travailler dans une
solution modele hydroalcoolique avec des concentrations « minimales », aux bornes inférieures de

I’espace chimique des cidres. (Partie Ill — 1.1)

Puis, nous avons étudié, par un plan d’expériences demi-fractionnaire, I'impact du degré de
polymérisation en interaction avec le fructose, I’acide malique (le pH) et I’éthanol. Le choix de ce plan
d’expériences a été dicté par les contraintes déja mentionnées de la quantité de procyanidines
disponible. Ce plan a été construit pour analyser correctement I'impact du DP (quatre niveaux) et les
interactions avec les trois autres composés chimiques mis en solution a deux concentrations. (Partie

M=1.2)

Les deux plans d’expériences précédents permettaient d’étudier prioritairement I'impact du degré de
polymérisation des procyanidines sur les quatre variables sensorielles évaluées. Ces plans ne
permettaient pas d’étudier, de maniére compléte et simultanée, I'impact de la concentration en
procyanidines, du fructose, de I'acide malique (du pH), de I’éthanol ainsi que les effets quadratiques
et les interactions entre ces composés sur la perception du goQt sucré, de I'acidité, de I'amertume et
de 'astringence. Un troisieme plan d’expériences constitué de deux plans composites centrés a donc
été construit pour cela. Ces deux sous-plans, qui étaient évalués simultanément, différaient par le
profil de procyanidines mis en solution. Ceci permettait d’introduire lI'impact du degré de

polymérisation moyen des procyanidine dans cette étude. (Partie Ill —1.3).

Les trois plans d’expériences précédents ont été construits dans des solutions modeles sans ajout de
CO, . Un quatrieme plan d’expériences demi-fractionnaire a été élaboré pour étudier l'interaction
« CO2-saveur » : impact du dioxyde de carbone (absence vs présence) dans des solutions modeles
contenant deux niveaux de fructose, d’acide malique (pH) et d’éthanol et quatre concentrations de
polyphénols commerciaux. La construction du plan a été réfléchie pour étudier précisément I'impact
du CO2 et ses interactions avec les quatre autres facteurs. Ces résultats sont présentés dans le

chapitre 2 de la partie Ill.

Finalement, pour étudier I'impact des ar6mes sur le goQt sucré, I'acidité percue, I'amertume et
I'astringence, une sélection de 16 cidres chimiguement et sensoriellement trés différents a été
réalisée sur dire d’experts. Ces cidres ont été dégustés suivant trois conditions expérimentales pour
évaluer |'existence d’interactions « aromes-saveurs » d’origine cognitive. D’'une part, les quatre

attributs (sucré, acide, amer et astringent) ont été évalués dans les 16 cidres dégustés avec et sans
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pince-nez pour identifier la possible présence d’un effet de congruence. Puis, les dégustateurs ont
évalué, sans pince-nez, ces quatre attributs complétés d’une liste de sept descripteurs aromatiques
pour s’assurer que I'évaluation de seulement quatre attributs gustatifs ne souffrait pas d’un effet de
« halo-dumping » généré par I'absence d’attributs aromatiques. Ces résultats font l'objet du

chapitre 3 de la partie Ill.
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Partie lll. Résultats et

discussions

les cidres’bretons

B -
- .“
L'ABUS D°ALCOOL EST DANGEREUX POUR LA BANTE, A CONSOMMER AVEC MODERATION
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Chapitre 1. Sur I'impact des procyanidines
en relation avec les autres
composés sapides

(sucres, acide et alcool)

Les procyanidines sont les principaux composés polyphénoliques présents dans les cidres. Les
travaux de Lea et Arnold (1978) se sont concentrés sur leur role sur 'amertume et I’astringence sans
intégrer le go(t sucré et I'acidité qui, pourtant, de par la composition chimique des cidres, sont des
caractéristiques organoleptiques tres importantes pour la qualité des produits. Lea et Arnold (1978)
ont identifié un comportement particulier des tétrameres qui lors d’une dégustation informelle
d’une fraction purifiée ont montré une plus forte amertume, résultat qui n’a jamais été observé

depuis malgré les progres analytiques et en purification.

Par ailleurs, nous avons vu dans la littérature combien la composition chimique de la matrice importe
dans la construction des interactions. Or, trés peu de travaux ont étudié les interactions entre les

composés sapides dans le cidre en intégrant le sucre, I'acide, I'éthanol et les polyphénols.

Ce premier chapitre des résultats s’intéresse a I'ensemble de ces interactions avec un focus plus
particulier sur le réle du degré de polymérisation des procyanidines. Pour cela, des fractions purifiées
de procyanidines ont été obtenues et permettent d’étudier précisément I'impact de procyanidines

avec des degrés de polymérisation maitrisés.
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1.1. Impact du degré de polymérisation et de la concentration en

procyanidines sur les caractéristiques sensorielles

L'objectif de cette premiere étude est d’évaluer I'influence de la concentration et du degré de
polymérisation d’extraits purifiés de procyanidines avec un degré de polymérisation contrélée. Une
solution aqueuse contenant, en faibles quantités, de I’éthanol, du sucre (fructose), de I'acide (acide
malique tamponné avec de la potasse) a été élaborée. Les caractéristiques de cette matrice doivent
permettre a la fois d’étudier I'impact des procyanidines sur le go(t sucré, I'acidité I'amertume et
I'astringence mais en évitant de masquer certaines sensations par la présence, par exemple, d'une

quantité trop importante de sucre.
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1.1.1 Introduction

French cider is a slightly alcoholic and sweet drink obtained by slow and partial fermentation of the
juice of specific apple varieties. Its main constituents are water, sugar (mainly fructose), organic
acids, phenolic compounds and volatiles (Lea and Drilleau, 2003). Given this composition, bitterness
and astringency have been important attributes to define French cider quality for a long time
(Boutteville et al., 1875, Brugirard and Tavernier, 1952, Le Paulmier de Grantemesnil, 1589 ). In
French ciders, apples used are well known for their high polyphenolic content being these
compounds the main responsible for the two aforementioned sensory characteristics. In addition,
processes (fermentation, fining...) modulate the composition of polyphenols compounds in cider

impacting both on the global concentration and on the polyphenol profile (Guyot et al., 2003).

Procyanidins (or tanins) have been intensively described (Brossaud et al., 2001, Lea and Arnold, 1978,
Noble, 1994, Peleg et al., 1999) as the polyphenols responsible both for astringency and bitterness in
wine and cider. The main differences between the phenolic compounds in wines and ciders are the
chain length and the nature of the constituent monomers of tanins. Generally, they are less
polymerized in cider. The average degree of polymerisation (aDP) of the procyanidins in a selection
of 90 ciders was found to be between 1.61 to 3.69 (Le Quéré et al., 2006), demonstrating that
procyanidins in cider are smaller and in a shorter range than those of wine where aDP could range
from 1.8 to 13 (Kassara and Kennedy, 2011, Monagas et al.,, 2003, Chira et al., 2011). These
difference could be given by the fact that apple procyanidins are polymers of epicatechin with a few
catechin as terminal units (Sanoner et al.,, 1999) whereas procyanidins from grape contain these

monomers but some residues are galloyllated from 13 to 29 % (Ricardo-da-Silva et al., 1991).

In wine, numerous works (Haslam, 1980, Maury et al., 2001, Peleg et al., 1999, Brossaud et al., 2001,
Gawel, 1998, Kallithraka et al., 1997b, Vidal et al., 2004a, Vidal et al., 2003) present the impact of
procyanidins concentration or composition on the two mentioned mouth sensations using wine
model solutions or wines added with chemical monomers or polyphenol extracts from wines, grape
seeds, or grape skin fractions. They showed that the higher the tanins concentration, the more bitter
and astringent wines were. In addition, it was revealed that aDP has an impact on bitterness and
astringency of wine: the higher the aDP, the more astringent the wine. On the contrary, it was shown
(Peleg et al., 1999) that purified monomers of epicatechin and catechin were bitterer than their
purified dimer and trimer without taking into account higher polymerisation degree. These results

were mainly obtained in a wine model solution with alcohol content (from 11% Vol. to 15%) close to
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those of wine’s concentration. These results should not be generalized and applied to a product as

cider with low alcoholic concentration since ethanol can interfere with astringency and bitterness.

It is to be noted that research reference on polyphenols in cider are scarce. Lea and Arnold (1978)
worked on sensory perception of phenolics in cider finding that bitterness was associated with low
aDP and they also observed that tetrameric flavan-3-ol was bitterer than others. The same authors
found that astringency was well linked with polymeric procyanidins and increased with aDP. However
they were not able to conclude if it was a bias due to the concentration of procyanidins since tasted
ciders with higher aDP contained more procyanidins. Moreover, the separate influence of
procyanidins composition and of their concentration on bitterness and astringency was not
evaluated. Finally, no references could be found concerning the impact of procyanidins on the

perceived sweetness and sourness of ciders in ciders.

The aim of the present work was to analyse the influence of the concentration and of the
polymerisation degree of purified apples procyanidins extract with controlled degree of
polymerisation in a cider-like model solution on four sensory characteristics: astringency, bitterness,

sourness and sweetness.

1.1.2 Materials and Methods

1.1.2.1 Obtention of purified polyphenols

All procyanidins extracts used in this project had to be food grade quality in order to be tasted by
consumers. For this reasons, the procedure developed for preparing purified polyphenols was
selected using solvents allowed in Codex Alimentarius and by the European law (Pottering and Necas,

2009).

Fifty kilograms of Binet Rouge cultivars apples were peeled and cut in small slices and placed ina 2 %
formic acid bath to reduce polyphenoloxidase activity. Apple slices were then drained, stored at -
25°C. They were then freeze-dried and were afterwards transformed into a fine powder used for
polyphenol extraction. This process was done in two stages: 1) solvent extraction and 2) purification

by liquid chromatography in order to separate oligomers with different polymerisation degrees.

51



Résultats et Discussion
Les procyanidines en relation avec les autres composés sapides

1) For the solvent extraction 300 g apple powder was first mixed with 1.5 L of hexane to extract
carotenoids. The obtained suspension was filtered and hexane was removed. The residual was mixed
three times with 1.5 L of ethanol acidified with 0.5 % acetic acid. Each time, the residual was
recovered and organic phases were collected. Then three extractions from the residual with 1.5 L of
acidified water (2.5 % of acetic acid) and acetone (60/40 vol/vol) led to a fraction with a high amount

of procyanidins oligomers. This fraction was concentrated under vacuum and then frozen at -20°C.

2) To purify this acetonic fraction, a reverse-phase C18 preparative column (Colonne prep C18
dimension 200 mm x 50 mm diametre ; phase : Lichrospher RP-18 (12 uM) Merk, Darmstadt,
Germany) was used with a 40 mL/min flow. Adsorption on the inverse phase was done with acidified
water (2.5 % acetic acid) followed by a 20min rinse at 40 mL/min with the same phase. Desorption
was carried out by a 50 % Ethanol / 50 % Water acetic acid 2.5 %. Eluted components were collected,

mixed, concentrated and freeze dried.

The purification of oligomers was done using a Diol preparative normal-phase column (Kelm et al.,
2006). The flow was fixed at 40 mL / min and a gradient of two solvents was used : ethyl acetate with
2 % acetic acid (A) and ethanol 95 %, water 3 % and acetic acid 2 % (B). The gradient was 0 min 20 %
B, 110 min 60 % B, 125 min 90 % B, 130 min 90 % B, 140 min 20 % A, 160 min 20 % A. Detection was
provided by a fluorimeter (Aex 276 NM Aem 350 Nm 0-65 min , Aem 316 Nm 65-140 min). With this
conditions and detection, eleven chromatographic peaks were clearly observed corresponding to the
different oligomers from 2 to 12. Once identified, each purified fraction was collected separately,
concentrated under reduced pressure at 30°C to remove the volatile eluents and freeze-dried. The
fractions of polymerization degree selected for this experiment were: 3, 5, 7 (hamed F_DP3, F_DP5

and F_DP7) and a mix of 10, 11 and 12 since they were more difficult to separate. (named F_DP11).

1.1.2.2 Quality evaluation of obtained purified fractions

Each procyanidin fraction was analyzed in terms of polyphenol content and aDP. The first was done
by the HPLC method described by Guyot, Marnet, Sanoner and Drilleau (1998) and the second was

estimated by phloroglucinolyse (Kennedy and Jones, 2001).

Also, to check the dispersion by mass of the procyanidins, the lyophilized fractions (approximately 4
mg) were dissolved in 1 mL of acetonitrile 98 %, acetic acid 2 % and they were analyzed by HPLC

according to Kelm et al. (2006). Chromatograms observed at 280 nm were integrated and
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guantification was possible thanks to previously obtained calibration curves from high purified

procyanidin dimer B2, the most abundant isomer in apple.

1.1.2.3 Cider Model Solution and Experimental Design

To evaluate the sensory impact of the degree of polymerisation and concentration of procyanidins a
cider model solution done with a water solution of ethanol, fructose and malic acid (being these the
main sugar and acid in cider). The concentrations were selected aiming to obtain a low sweetness,
low sourness and low alcohol model solution of cider. A large database on cider composition (90
ciders) was used as reference (Le Quéré et al., 2006) to define each component concentration. The
obtained model solution composition was 1.76%Vol. of ethanol, 8.3g/L of fructose and 1.52 g/L of
malic acid. The highest pH in this database was 4.12, so KOH was used as a buffer to obtain this pH

since potassium is an important mineral component in cider.

In the mentioned database (Le Quéré et al., 2006), the maximum content of procyanidins was 1434
mg/L, nevertheless only few ciders presented such amount of procyanidins. Therefore, a maximum
concentration of 750mg/L was selected for the present experiment being this the maximum

procyanidin concentration after removing the 10% ciders with highest values.

Three different concentrations of the four purified fractions of procyanidins called F_DP3, F_DPS5,
F_DP7 and F_DP11 were tested at three concentration levels 250, 500 and 750 mg/L. A complete
factorial design was established to analyse the impact of aDP and concentration on the sensory
perception. The model solution without procyanidins was also tasted. In total 13 samples were

tested.

1.1.2.4 Sensory evaluation by a trained panel

1.1.2.4.1 Panel composition and training

Sensory panel included 15 paid assessors from Ecole Supérieure d’Agriculture (4 males-11 females
aged from 19 to 67 years old). Panelists were informed about the products (purified procyanidins in
model solution) they had to evaluate and they have given an informed consent. They were trained on

sourness, sweetness, bitter taste and astringency attributes.
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Panelists received a 21 hours training (14 individual and group 1H30 sessions) on the sensory
characterization of polyphenols in water and in the model solution. First, they familiarized
themselves with the three studied tastes and astringency using recognition test and ranking test
using caffeine, potassium alum, fructose, malic acid and a commercial apple polyphenol powder (PA
230 Val de Vire BioActives, France containing 38% of procyanidins used up to a maximum
concentration of 2 g/L to have finally a maximum concentration of 750mg/L of procyanidins in the
samples used for training) in water at several concentrations. Then, after assuring that assessors did
not confuse between the different sensory characteristics, alcohol was introduced in the matrix and
they worked on scaling tasks using a continuous non-structured scale from low intensity to high

intensity. References were proposed for each attributes (Table 3).

Table 3 : References used during training

Low sweetness Model solution + 2 g/L PA 230
Low sourness Model solution

Low bitterness Model solution

Low astringency Model solution

High sweetness Model solution + 2 gL fructose
High sourness Model solution + 0.5 gL malic acid
High bitterness Model solution + 2 g/L PA 230
High astringency Model solution + 2 g/L PA 230

Before the final evaluation, a performance tasting was organised using the model solution added
with the commercial polyphenol extract (PA 230 Val de Vire BioActives, France) used during all
training steps at different concentrations and fructose, caffeine or malic acid. Despite a judge effect
meaning that tasters didn’t used the scale in the same way, panel was discriminant, repeatable and

in agreement for each attributes (data not shown).

1.1.2.4.2 Tasting conditions and samples presentation

Tasting took place in individual computerized booths according to NF ISO 8589 norms, in a sensory
room at 21°C +/1°C under red light. Rinsing between samples was done with mineral water and with
low salt biscuit. The 13 samples were presented in a sequential monadic way and their order based
on a William Latin-square arrangement. Scores were collected by FIZZ (version 2.10; Biosystems,

Courtenon, France).
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1.1.2.5 Data analysis

Three ways variance analysis was used to analyse data for each attribute. The model used was:
Attribute ~ Concentration + DP + Concentration x DP + Judge + Residual. When ANOVA was
significant, the mean intensities were then compared by SNK multiple comparison test. All analyses

were done using Statgraphics Centurion XVI (Version 16.1.18, Warrenton, USA).

1.1.3 Results

1.1.3.1 Quality of purified fractions

The Table 4 shows that purified fractions of procyanidins contained from 70 to 94% of procyanidins.
In all samples, the quantity of monomeric and dimeric procyanidins is negligible. The fraction of DP3
(F_DP3) had 90% of procyanidins in which 87% were DP3 procyanidins and no procyanidins with DP
over 6 and presented an aDP of 3.1. The fraction F_DP5 had 67 % DP5 and 12% DP4 with an aDP of
5.1. The F_DP7 contained around 85% procyanidins with 68% DP7 and 18% DP 6. Finally, the HPLC
analysis showed that F_DP11 was less pure with around 70% of procyanidins but the content was

composed by higher DP with a total of 79 % for DP 10 to 12.

Table 4 : Composition of purified procyanidin fractions

F_DP3 F_DP5 F_DP7 F_DP11

mg of procyanidins/100 mg of purified 90.01 9377 8468 70.03
procyanidin fractions

mg of each DP/100 mg Procyanidins DP1  — — 0.72 0.74

DP2 5.46 1.59 057 117

DP3  86.81 265 064 101

DP4 518 11.55 0.96 1.02

DP5 2,54 67.06 2,60 1.56

pr6 - 6.89 18.24 1.10
bpr7 - 520 68.29 1.61
prs - 5.06 6.50 3.28
DP9 — 1.28 9.46
DP10 - - 27.10
DP11 027 3925
DP12 - - - 12.69
Calculated aDP of each fraction 3.20 5.10 690 11.10

DP: Degree of polymerization.

aDP: Average degree of polymerization.

F_DP3, F_DP5, F_DP7 and F_DP11 are the name of the four purified fractions (F_)
with a number corresponding to the aDP.
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1.1.3.2 Impact of polymerisation degree and concentration on perception

The Table 5 shows, globally, a huge impact of procyanidins’ concentration on each taste (p <0.004).
The DP factor was also significant for astringency (p=0.0118). Interaction between DP and
concentration was observed for astringency (p< 0.0001) and a non-significant but a tendency

interaction for bitterness (p=0.1057).

Table 5 : Impact of Degree of Polymerization (DP) and concentration on perception

P value Average per concentration of fraction Average per fraction

Concentration DP DP*Conc. Judge 0 250 mg(L 500 mg/L 750 mg/L F_DP3 F_DP5 F_DP7 F_DP11
Bitterness 0.0003 0.3774 0.1057 <0.0001 0.95 a 1.09 a 1.73 a 325D 1.52 - 2,04 - 1.92 - 1.55 -
Astringency 0.0007 0.0118 <0.0001 <0.0001 0.63 a 273b 3.96 bc 513 ¢ 148 a 283 ab 3.74 be 439c
Sweetness 0.0034 0.1751 0.8807 <0.0001 421c 3.98 bc 3.52ab 297 a 3.89 - 3.40 - 3.51 - 3.89 -
Sourness 0.0025 0.3070 0.8901 <0.0001 2.26 a 283b 3.03 be 353 ¢ 2.84 - 317 - 273 - 291 -

Presented values are:

» ANOVA p-values for factors and interaction.

« Mean values per concentration and per DP fraction. Different lower case letters represent significant differences (p < 0.05) among samples averages according to Student
Neuman-Keuls (SNK).

1.1.3.2.1 Bitterness

ANOVA results on sensory data (Table 5 and Figure 9) show that concentration of procyanidins had a
positive significant impact on perceived bitterness. The higher the polyphenols concentration, the
more bitter the solutions. Nevertheless, samples with 250mg/L of purified polyphenols were not
different from the model solution without procyanidins and even if those with 500mg/L were more

bitter, only products with 750mg/L are significantly different from the model solution.

The effect of the DP factor on bitterness was not significant (p = 0.3774). Any purified fraction was
significantly bitterer for all concentrations. Nevertheless, p-value for the interaction between DP and
concentration was 0.1057. Thus, the bitterness was slightly modified by the DP. A closer look to the
evolution of this taste for each DP with the same concentration allows explaining this result. For
concentrations 250mg/L and 500mg/L, the bitterness is similar between each DP whereas for the
concentration 750mg/L F_DP 5 is significantly bitterer than fraction F_DP 3 and the F_DP11. F_DP 7

at 750 mg/L is intermediate in bitterness (Figure 9).
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Figure 9 : Mean scores for bitterness as a function of the concentration of each procyanidin
fraction ( %250 mg/L, — € — 500mg/L, - - -+ - 750 mg/L). Control sample without
procyanidins ( — =) is represented for each fraction. Different lower case letters represent
significant differences (p<0.05) among samples averages according to Student Neuman-Keuls
(SNK).

1.1.3.2.2  Astringency

Concentration and DP factors were significant (respectively p = 0.0007 and p = 0.0118, Table 5 and
Figure 10) with an interaction between both also significant (p <0.0001). For each DP value, the
perceived astringency increased as the concentration increased. Also, for a same concentration, as
the DP value increased, the perceived astringency also increased. However, the p-value of
concentration showed that it was more influent on astringency perception than the DP and the
impact of concentration was more important for higher DP values. The differences in astringency
between the three concentrations of F_DP3 were small while for F_DP11 the differences between

the low and high concentration was larger.
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Figure 10 : Mean scores for astringency as a function of the concentration for each DP fraction
( % 250 mgf/L, — © — 500mg/L, ---+ - 750 mg/L). Different lower case letters
represent significant differences (p<0.05) among samples averages according to Student
Neuman-Keuls (SNK).
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1.1.3.2.3 Sweetness

Although sugar composition was the same in all samples, the perceived sweetness changed
according to procyanidins concentration (p= 0.0034, Table 5 and Figure 11). Products with higher
concentrations of procyanidins (500 and 750 mg/L) were less sweet than the control solution without
polyphenols and the solutions with 250mg/L of procyanidins concentration were significantly
sweeter than the sample with 750mg/L .The DP had no impact on the sweetness perception (p=

0.1751).
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Figure 11 : Mean scores for sweetness as a function of the concentration for each procyanidin
fraction. ( X 250 mg/L, — © — 500mg/L, - -+ - 750 mg/L). Different lower case
letters represent significant differences (p<0.05) among samples averages according to Student
Neuman-Keuls (SNK).

1.1.3.2.4 Sourness

Finally, Figure 12 shows, as for sweetness, an effect of the concentration (p= 0.0025) on the sourness
despite the fact that acid content and pH were the same in all samples (Table 5). Control solution and
the 250mg/L samples were less sour than samples with 750mg/L of procyanidins fractions. The DP

had no impact on the sourness evaluation (p= 0.3070).
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Figure 12 : Mean scores for sourness as a function of the concentration for each degree of
polymerization fraction ( % 250 mg/L, — © = 500mg/L, - - + - 750 mg/L). Different
lower case letters represent significant differences (p<0.05) among samples averages according
to Student Neuman-Keuls (SNK).

1.1.4 Discussion

The quality of the food grade extract was a critical point in this experiment since high concentration
of procyanidins with specific polymerisation degrees were expected in each fraction. The use of
specific solvents (hexan, ethanol, ethyl acetate) to obtain fractions with a food grade had
consequences on the quality of the final extract composition. Indeed, with traditional solvents as
methanol (Shoji et al., 2006) a better purity should have been observed. Nevertheless with more
than 70 % of procyanidins in each samples and a large majority of the expected DP, this procedure
was pertinent to have food grade procyanidins and allowed a precise study of the impact of

procyanidins concentration and aDP on bitterness, astringency, sweetness and sourness.

From a sensory point of view, the concentration of procyanidins had a high impact on all attributes.
The here found positive impact of procyanidins’ concentration on astringency and bitterness had
been previously observed. Maury, Sarni-Manchado, Lefebvre, Cheynier and Moutounet (2001)
showed that a decrease in astringency sensation in red wines was in relation with decrease of
procyanidins’ concentration after fining. Vidal (2004a) et al. demonstrated that from a 0.25g/L up to
0.75g/L of grape seed procyanidins extract the astringency was reinforced. As for bitterness, in the

present work the 250mg/L of apple procyanidins was not different from the control without
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procyanidins. Then 500mg/L was slightly bitterer and 750mg/L was significantly bitterer for all DPs.
Vidal et al. (2004a) observed any difference for bitterness of procyanidins concentration between
0.25g/L and 0.75g/L proposing that a high level of alcohol (from 11% vol to 15%) masks bitterness
differences due to procyanidins. In cider, it would be possible for the low level of alcohol to highlight
the impact of procyanidins’ concentration. To stress this hypothesis, our results are in agreement
with those of Kallikathra, Bakker and Clifford (1997b) who worked with other polyphenols in a wine
like model solution with 10° alcohol. They showed a clear impact of 750 mg/L of catechin and

350mg/ml epicatechin on bitterness.

The present work also confirmed that the polymerisation degree is also an important factor when
studying astringency and bitterness in cider. The higher aDP the more astringent products are, which
was observed in several works in cider and wine (Arnold et al., 1980, Lea and Arnold, 1978, Maury et
al., 2001, Peleg et al., 1999, Robichaud and Noble, 1990, Vidal et al., 20044, Vidal et al., 2003, Lea,
1990). Nevertheless, our work highlights an interaction between concentration and the degree of
polymerisation for these two sensations, effect which had not been previously reported neither in

cider nor in wine.

The difference of astringency between low and high concentrations for small DP is smaller than that
observed for high and low concentrations of high DP. This could be explained by the same
mechanism of astringency perception found in the red wine (Gawel, 1998) which results from
combining at the same time the effect of procyanidins size and the effect of concentration. In the
present work, some astringency is observed for small DP when compared to the control model
solution. This was in accordance with Peleg, Gacon, Schlich and Noble (1999) who found astringency
in monoric, dimeric but also trimeric flavonoids evaluated at 900mg/L and mentionned an hypothesis
from McManus Davis, Lilley and Haslam (1981) that this is due to the presence of 1,2 hydroxy or

1,2,3 trihydroxy groups, generating precipitation of proteins or strong binding with them.

Concerning bitterness, our results are in accordance with Lea and Arnold (1978), indicating that in
cider medium procyanidins’ DP, (tretameric for Lea and Arnold, 1978 and pentameric in our case)
was bitterer than high DP. Nevertheless it is important to note that this higher bitterness for DP 5 is
only observable with a 750mg/L and not for lower concentration, results not observed by Lea and
Arnold (1978). Other from the already mentioned, no authors had compared the bitterness of
different purified fraction over a aDP of 3. Peleg, Gacon, Schlich and Noble (1999) indicated in

aqueous ethanol (1 % vol/vol) that monomers at 0.9g/L were bitterer than dimer and trimer but did
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not explore higher DP . In addition, Robichaud and Noble (1990) had tested catechin and a grape
seed tanin extract (GST) composed mainly of tetrameric to octameric polymers of epicatechin and
catechin. They observed at 1.2g/L in a white wine that catechin was bitterer than the GST with higher
DP. This result is not contradictory with the present ones since they did not analyse a fraction with

mainly tetrameric and pentameric polymers.

The originality of the present study was also to evaluate the impact of the procyanidins on the
perceived sweetness and sourness. Sweetness decreased and sourness increased depending on the
polyphenol concentration despite the fact that fructose, malic acid and pH were the same in all
samples. The concentration of procyanidins influenced the perception of both tastes whereas the
degree of polymerisation had no impact. Bitterness suppressing effect on sweet perception could be
responsible of this result. The increase of procyanidins concentration increased the perceived
bitterness and therefore, assessors perceived these samples as less sweet. This suppression effect of
sweetness by bitter compounds is well known (Walters, 1996, Keast and Breslin, 2003) but had not
been reported in cider before. Our hypothesis is that procyanidins do not affect sweetness
perception directly but due to a cognitive interaction as a side effect of their effect on bitterness.
Moreover, the enhanced perception of sourness in samples with higher concentration of
procyanidins could be explained by bitter-sour interactions. This kind of interactions has been
previously reported in a work on water model solution (Kamen et al., 1961) where sourness
perception of citric acid was increased by the presence of caffeine. In the present work, bitter
compounds as procyanidins could be having the same effect. Moreover, this phenomenon could also
be explained by a sour-sweetness interaction as well. Sourness perception increased only with an
increase in procyanidins concentration, at the same time that sweetness perception decreased. The
suppression of sourness by sweetness is well documented (Keast and Breslin, 2003) and often tested
by adding sweeteners in solution to observe this diminution of sourness. For cognitive reasons, if
consumers perceive a sample as less sweet, they can perceive it more acidic. In this case, the
increase of sourness would not be due directly to the procyanidins concentration but due to a dual
cognitive interaction. Products with higher procyanidins concentration were bitterer so tasters
perceived them less sweet and this weak sweetness perception would lead to an increase of

sourness.
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1.1.5 Conclusion

Our work highlights that procyanidins concentration plays a main role in bitterness and astringency
perception. Moreover, the degree of polymerisation is also an important factor. The increase in the
DP conducted to more astringent products and the effect was reinforced by concentration. For
bitterness, the DP seemed to be less important but a higher sensation was observed with the
pentamer at high concentration of procyanidins. Polyphenols also influenced the perceived

sweetness and sourness confirming their importance in the balance of taste in cider.

It is to be noted that these results were obtained in a cider like model solution with low fructose, acid
and alcohol contents and results should be confirmed in real ciders or by increasing alcohol
concentration to be sure that same results are obtained with higher alcohol content. Further
research goes in this direction aiming also to evaluate the interaction between DP and procyanidins

concentrations with other cider matrix elements.

Synthese de cette étude

Cette premiere étude confirme I'importance des procyanidines dans la perception des
caractéristiques sensorielles en bouche du cidre. La concentration en procyanidines influence les
quatre attributs sensoriels évalués. L'impact positif sur 'amertume et I'astringence était attendu.
Mais on peut noter que pour I'amertume, il faut passer au-dela de 250mg/L de l'extrait de
procyanidines pour que le panel le distingue du contrdle sans polyphénols. La particularité des
procyanidines issues des pommes face a 'amertume est confirmée. La fraction avec une forte teneur
en procyanidines pentameéres est plus amere que celle contenant majoritairement des trimeres et
que les fractions contenant des DP supérieurs ou égale a 7. Mais cet effet n’est observé que lorsque
la concentration en polyphénols est de 750mg/L. Concernant |'astringence, il est intéressant de noter
I'interaction entre le degré de polymérisation et la concentration. Certes, chacun des facteurs
indépendamment modifie positivement I’astringence mais il apparait une synergie qui conduit a une
augmentation plus forte de I'astringence pour les hauts DP quand la concentration augmente. Enfin,
on doit retenir que dans les conditions étudiées (une solution modéle avec des concentrations faibles
en sucre, acide et éthanol), la concentration en polyphénol a eu un impact négatif sur le got sucré
et a légerement augmenté la perception de I'acidité. En revanche, le degré de polymérisation n’a pas

modifié la perception de ces deux saveurs.
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1.2. Impact du degré de polymérisation et interactions avec les

autres composés principaux de la matrice cidricole

La premiere expérimentation a confirmé I'impact du degré de polymérisation sur I'amertume et
I'astringence. Mais qu’advient-il de cet effet lorsque les procyanidines sont mis en solution dans des

concentrations plus conformes avec celles du cidre ?

Un deuxieme plan d’expériences a été mis en place pour évaluer I'impact du DP et ses interactions
avec les principaux composés chimiques du cidre : fructose, acide malique et éthanol. Ces composés
ont, cette fois-ci, été ajoutés aux concentrations rencontrées dans le cidre. Le plan d’expériences a
été construit avec les extraits de procyanidines complémentaires de ceux de la premiére
expérimentation a savoir des fractions majoritairement composées de dimeres, tétrameres,
hexameres et une fraction dont le degré de polymérisation des procyanidines présents était

supérieur a sept.
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1.2.1 Introduction

French cider is a slightly alcoholic, fermented apple beverage composed of water, alcohol, volatiles,
sugar (mainly fructose), organic acids and polyphenols (Lea & Drilleau, 2003). Its flavor balance
(sourness, sweetness, bitterness and astringency) is a major characteristic related to its composition.
Cider producers select apple cultivars, choose processes and blend batches to obtain specific sensory
characteristics. They need to understand better the link between cider composition and taste in

order to control better cider quality and reproducibility.

Lea and Arnold (1978) were the first to work on cider sensory characteristics, focusing on the impact
of phenolics and of the degree of polymerization (DP) of apple procyanidins on bitterness and
astringency. They used procyanidins extracted from two different ciders and dissolved in water.
Astringency was related to higher levels of polymeric procyanidins. The contribution of tetrameric
procyanidins to bitterness was shown in one sample of the two studied. Nevertheless, they
mentioned some limitations of their study in relation to the high concentration of polymeric
procyanidins compared to other oligomers in their cider extracts, which could create artefacts. For
this reason, they carried out an informal tasting of purified fractions of procyanidins which identified
the peak of bitterness at 2 g/L of tetramers in water. Recently, Symoneaux, Baron, Marnet, Bauduin,
and Chollet (2013) confirmed Lea and Arnold’s results when working with purified apple procyanidins
in a model cider solution. They identified a peak of bitterness for the pentamer but only at a
concentration of 750 mg/L. They also highlighted that the effect of procyanidin concentration was
greater than the effect of the DP on the perception of bitterness and astringency. Moreover,

procyanidin concentration played a role in sweetness and sourness perception.

Lea and Arnold (1978) tested the impact of sugar content (s.g. 1005 vs. 1010), ethanol (water vs. 5%
Vol. EtOH) and pH (3.5 vs. 4.0) on the bitterness and astringency perception of cider enriched with a
high concentration of procyanidins (4 g/L). They observed a significant positive impact of sugar and
ethanol on bitterness whereas astringency was reduced by ethanol. In addition, sugar had no impact
on this latter sensation while pH had no impact on astringency or bitterness. This work was limited to
a few comparisons and only bitterness and astringency. To the best of our knowledge, no other study

has been carried out on ciders in order to study the impact of the matrix components.

Nevertheless, some research has been done on wine and beer, two alcoholic beverages close to cider
in terms of composition and containing polyphenols. Several studies have investigated the impact on

sensory attributes of the interactions between different compounds and procyanidins from grape or
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hops. Like for cider, usually when polyphenols were involved, only bitterness and astringency were
evaluated (Arnold, Noble, & Singleton, 1980; Brossaud, Cheynier, & Noble, 2001; Robichaud & Noble,
1990; Vidal et al., 2004). Vidal et al. (2004) indicated that bitterness was not modified by changing
tanin concentrations but they hypothesized that ethanol (from 11 to 15% Vol.) could hide the
difference in bitterness due to procyanidins. All astringency attributes were mainly determined by
the concentration of condensed tanins. Thus, astringency was reduced by acidic polysaccharides and
by ethanol. Nevertheless, they observed a significant positive effect of ethanol on bitterness, and a
reduction in the presence of proteoglycans. Fontoin, Saucier, Teissedre, & Glories (2008) studied the
effect of ethanol and acidity on astringency and bitterness in a model wine solution with added grape
seed oligomers. They found that pH impacted only astringency while ethanol reduced perceived

astringency and enhanced bitterness.

No authors have studied the role of procyanidins on sourness and sweetness in wine. Nevertheless,
some have looked at the impact of wine components on these two characteristics. Zamora, Goldner,
and Galmarini (2006) investigated the interactions between sourness and sweetness but the
significant effect of ethanol occurred between 4% and 12% Vol., out of the range for cider. They also
studied the fructose effect between 2 g/L and 7 g/L, which is lower than the concentration in French
ciders. Ishikawa and Noble (1995) also examined the perception of sweetness and astringency in

wine but again in concentrations (from 0 g/L to 200 g/L) which are not comparable to ciders.

Despite some interesting results on how components interact in wine or beer, these are not easily
generalized to cider. Understanding the relationships and interactions between components in a
more complex model solution with concentrations close to those encountered in real products has
become essential and needs to be adapted for each product. The aim of the present work was to
investigate the impact of the DP of purified apple procyanidin extracts taking into account the role of
the matrix components, such as fructose, acidity and ethanol, at concentrations encountered in
French cider. A factorial experimental design was carried out in order to evaluate simultaneously the
impact of the DP of procyanidins and of sugar, ethanol and acidity as the main effects on astringency,

bitterness, sweetness and sourness in a model cider-like solution.
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1.2.2 Materials and Methods

1.2.2.1 Purified procyanidins

All procyanidins used in this project were obtained using a food-grade quality process described in
Symoneaux et al. (2013). An acetonic fraction rich in procyanidins was obtained from fifty kilograms
of Binet Rouge apple cultivar. This fraction was purified on a reverse-phase C18 preparative column.
Then, the oligomers were fractionated by chromatography on a Diol preparative normal-phase

column (Kelm, Johnson, Robbins, Hammerstone, & Schmitz, 2006).

Eleven chromatographic peaks were clearly observed corresponding to the different oligomers from
2 to 12. Each purified fraction corresponding to each degree of polymerization was collected
separately, concentrated under vacuum then freeze-dried. For the present experiments, fractions
corresponded to the degrees of polymerization 2, 4, 6 (later called F_DP2, F_DP4, F_DP6) and a mix
of 7, 8 and 9, less easily separated (called F_DP8).

The quality of these four fractions was tested as explained in Symoneaux et al. (2013) following the
protocol defined by Guyot, Marnet, Laraba, Sanoner and Drilleau (1998) for the mass of procyanidins
in each fraction and using phloroglucinolysis (Kennedy & Jones, 2001) in order to determine the

average degree of polymerization (aDP).

Table 6 : Procyanidin composition of the different fractions studied

F_DpP2 F_DP4 F_DP6 F_DP8

Mg of procyanidins/100 95 72 83 82
mg of purified
procyanidin fraction

Mg of each DP/100 mg DP1 0.5 1.0
procyanidins DP2 69.5 2.5 1.2 3.0
DP3 8.6 5.9 11 2.6
DP4 14.9 72.9 2.7 33
DP5 7.0 8.7 139 4.1
DPG 5.9 69.1 6.7
DP7 19 7.0 13.4
DP8 21 19 299
DP9 13 19.7
DP10 13 7.7
DP11 5.0
DP12 3.7
Calculated aDP of each 259 4.23 5.90 7.75
fraction

DP: degree of polymerization; aDP: average degree of polymerization. F_DP2,
F_DP4, F_DP6 and F_DPS8 are the names of the four purified fractions (F_) with the
number corresponding to the aDP.

Table 6 presents the four fractions, the concentration of total procyanidins and the concentration of

each oligomer. The obtained powder contained from 72 to 95% of procyanidins. In all samples,
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monomeric procyanidins were negligible. Fractions F_DP2, F_DP4 and F_DP6 contained around 70%
of the expected oligomer, 2, 4 and 6, respectively. Fraction F_DP8 was more dispersed but contained
more than 79% of procyanidins with a DP greater than 7 (aDP of 7.75). It was considered

representative of the high DP fraction.

1.2.2.2 Model cider solution and experimental design

The aim of the experimental design was to study the effect of the degree of polymerization and the
interactions with each main component of cider on bitter, astringent, sweet and acidic
characteristics. For this reason, it was decided to build a model cider using a water solution of
ethanol, fructose and malic acid at a range of concentrations encountered in commercial French
ciders. A large database of 90 products (Le Quéré, Husson, Renard, & Primault, 2006) was used to
determine the low and high levels of fructose, malic acid and ethanol. Fructose was fixed at two
levels: 20 g/l and 60 g/l, and ethanol at 2.7% Vol. and 5.7% Vol. For the acidic compounds, it was
decided to combine malic acid composition and pH. The low level of acidity was fixed at 3.30 g/L of
malic acid with a pH of 3.94 and the high level was 5.04 g/L with a pH of 3.48. The pH was obtained
by buffering with a KOH solution since potassium is an important mineral in cider. Procyanidin
concentration was fixed at 750 mg/L for each fraction since Symoneaux et al. (2013) observed a

significant effect of procyanidin DP only at this level of procyanidins.

A half fractional factorial design (Table 7) was established with four factors. The first (named A) was
the DP of procyanidins with four levels corresponding to the four fractions. The other three, fructose
(B), ethanol (C) and acidity (D), had two levels each. The experimental design consisted of 16 samples
which enabled the main effect of the DP (A), its quadratic effects (AA), and interactions between the
DP and the other components (AB, AC, AD) to be studied (Table 7). The three other main effects were

aliased with interactions; fructose (B) with CD, the ethanol factor (C) with BD and acidity (D) with BC.

1.2.2.3 Sensory evaluation by a trained panel

1.2.2.3.1 Panel composition and training

The sensory panel was composed of 13 paid assessors from the Ecole Supérieure d’Agriculture (4
males and 9 females aged from 20 to 68 years-old). They were recruited specifically for a previous
experiment about sensory characterization of procyanidins in a model cider (Symoneaux et al., 2013).

Panelists were informed about the products they had to evaluate (purified procyanidins in a model
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solution) and they gave their informed consent. They were trained only on sourness, sweetness,
bitter taste and astringency. Before the characterization of the 16 samples, panelists had around 50
hours of training on the sensory evaluation of polyphenols in water and in model solutions. The
concentrations of fructose, malic acid and ethanol used for training were the same as those used in

the experimental design samples.

1.2.2.3.2 Tasting conditions and presentation of samples

Tasting took place in individual computerized booths according to NF ISO 8589 norms, in a sensory
room at 21°C +/- 1°C under red light. Rinsing between samples was done with mineral water and a
low-salt biscuit. The 16 samples were presented in a sequential monadic way based on a William
Latin-square arrangement. Scores were collected by FIZZ (version 2.10; Biosystems, Courtenon,

France).

1.2.2.4 Data analysis

All data analyses were carried out using Statgraphics Centurion XVI (Version 16.1.18, Warrenton,
USA). First a two-way ANOVA with “Sample” and “Judge” as factors was applied to validate the ability
of the panel to distinguish between the 16 samples. The mean intensities were compared by an SNK
multiple comparison test. Then, the mixed factorial experimental design was analyzed. A variance
analysis for each attribute was carried out in order to determine which main effect and interactions
were significant. Standardized Pareto diagrams were analyzed for each attribute and some graphs
were obtained using regression coefficients from the experimental design and predicting astringency

and bitterness for specific matrix conditions.

1.2.3 Results

Panelists were able to distinguish significantly between the 16 samples. Despite a significant “Judge
effect” in the two-way ANOVA, the “Sample effect” was also highly significant for all attributes (p

<0.0001) (data not shown). Samples were clearly differentiated (Table 7).
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Table 7 : Experimental design and sensory results

Sample A:DP  B: Fructose C: Ethanol D: Acidity DP aDP  Fructose Ethanol Malicacid pH Mean values per attribute

(glL) (®vol)  (gfL) Sweetness Sourness Bitterness  Astringency
S 01 1 -1 o | -1 F.DP2 259 20 2.7 3.30 3.94 1.20° 2.88%0¢ 1.72° 1.65
5_02 x1 1 1 1 F.DP2 259 20 5.7 5.04 348 1.37° 6.03 4,359 4324
S 03 <1 1 -1 1 FDP2Z 259 60 2.7 5.04 348 5.60% 5.62¢¢ 1.97° 275
S_04 %1 1 1 | FDP2 259 60 5.7 3.30 3.94 6.42° 251 2.78%%¢ 1.64°
S_05 x2 -1 -1 =] F.DP4 423 20 2.7 3.30 394 1.19° 264  558° 404
$_06 x2 -1 1 1 F.DP4 423 20 5.7 5.04 348 1.78% 5.220f 5.80° 4824
5 07 %2 1 1 1 FDP4 423 60 27 5.04 348 5.04° 4,73%f 2.723%¢ 414
S_08 x2 1 1 -1 F.DP4 423 60 5.7 3.30 3.94 6.44° 2.88%¢ 3,920 2.85%¢
$_09 x3 -1 | = FDP6 590 20 27 3.30 3.94 1.67% 379" 255 5.05%
5_10 x3 1 1 1 FDP6 590 20 5.7 5.04 348 148" 4.90%f 4,255 572¢
S_11 x3 1 -1 1 F.DP6 590 60 27 5.04 3.48 475" 4,22¢9 2.37% 5.89°
S_12 x3 1 1 —1 F_DP6 590 60 5.7 3.30 394 B.6I° 2.05° 3.05% 3.93%d
5.13 x4 -1 -1 -1 F.DP8 775 20 2.7 3.30 394 1.07* 312 243 7318
S_14 x4 —1 1 1 F_DP8 775 20 5.7 5.04 348 1.30° 5.274¢f 30024 7.82¢
5_15 x4 1 1 1 F.DP8 775 60 2.7 5.04 348 478" 4.7g0%f 1.85° 6.80%
S_16 x4 1 1 -1 F.DP8 775 60 5.7 3.30 3.94 6.69° 2.00° 3.202bcd 591

DP: degree of polymerization. aDP: average degree of polymerization. F_DP2, F_DP4, F_DP6 and F_DP8 are the names of the four purified fractions (F_) with the number
corresponding to the aDP. Different lower case letters represent significant differences (p < 0.05) between sample averages according to the Student Neuman-Keuls (SNK) test.

Table 8 presents the probability value for each effect and interaction of the experimental design. A
significant impact of fructose was observed for each attribute but with a p-value of only 0.0657 for
sourness. The amount of acid in the model solution significantly modified the perception of sourness,
and also sweetness and astringency, but had no impact on bitterness. The quantity of alcohol
influenced both bitterness and sweetness. Finally, the impact of the DP of procyanidins was limited
to astringency with a direct effect and to bitterness with a quadratic effect. It is noticeable that no
interaction between the degree of polymerization and the three other components (fructose, acidity

and ethanol) was significant.

Table 8 : Probability levels of significance of the main effects and interactions

Factors Bitterness Astringency Sweetness Sourness
A:DP 02515 =0.0001 0.6076 0.3218
B:Fructose 0.0035 0.0026 <0.0001 0.0657
C:Ethanol 0.0007 0.7854 0.0005 0.7344
D:Acidity 0.6825 <0.0001 0.0070 =0.0001
AA 0.0009 0.4263 0.7810 0.5137
AB 0.2956 0.7427 0.7498 0.4513
AC 0.5395 0.1854 0.4614 0.5349
AD 03278 0.1895 0.3126 0.4033

DP: degree of polymerization.
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1.2.3.1 Astringency

Figure 13a is the standardized Pareto diagram for astringency. It summarizes several statistics on

histograms where each bar is proportional to the absolute value of its standardized effect. The

degree of polymerization significantly modified the perceived astringency of the samples. The higher

the aDP was, the more astringent the samples were. The non-significance of the quadratic effect (AA)

indicated that the effect was linear. Astringency was also significantly increased by acid content;

products with a higher concentration of malic acid (and lower pH) were more astringent. Fructose

also had a significant impact on the perceived astringency. As its concentration increased, the

perception of astringency decreased. All interactions between the DP and fructose, acidity and

ethanol were not significant. These results indicated that the observed impact of the degree of

polymerization on astringency were not dependent on the level of the other three factors.
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Figure 13 : Pareto charts showing the standardized effects of the DP (degree of polymerization)
of procyanidins, fructose, acidity, ethanol content and interactions on (a) astringency, (b)
bitterness, (c) sweetness, (d) sourness. The color of the bar shows whether the effect is positive
(gray) or negative (white) on the studied attribute. The vertical line indicates the lower limit of
significance of the effects at a level of 5%.
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Figure 14 presents predicted astringency as a function of the degree of polymerization calculated
with the regression coefficient of the significant factors (Table 9) for two contrasted conditions of
acid and sugar contents. This representation clearly shows the linear change in astringency
depending on the DP value and how much the condition with low sugar and high acidity is more

astringent than the opposite condition with a high sugar content and less acidity.

2 3 4 5 6 7 8

Degree of Polymeriation

Predicted Astringency
o = N w i (9] [e)] ~ [ole] (e}

Figure 14 : Effect of degree of polymerization on astringency for [llfructose = 20 g/L, malic acid
=5.04 g/L, pH= 3.48 (dry cider) and for  fructose = 60 g/L, malic acid = 3.30 g/L and pH= 3.94
(sweet cider)

1.2.3.2 Bitterness

The impact of the different factors on bitterness is summarized on the standardized Pareto diagram
in Figure 13b. Ethanol was the first component impacting positively on bitterness. Samples with 5.7%

Vol. were more bitter than products with 2.7% Vol. Then the quadratic effect of the DP was
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significant with a negative signh meaning that bitterness reached a maximum between F_DP2 and

F_DPS.

Predicted Bitterness

[EEY
I

4 -

3

2

O' T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8

Degree of Polymerization

Figure 15 : Effect of degree of polymerization on bitterness for [l fructose = 20 g/L and ethanol
=5.7% Vol. (dry cider) and for fructose = 60 g/L, ethanol = 2.7% Vol. (sweet cider).

Figure 15 represents the predicted bitterness calculated from the coefficients of regression of the

model (Table 9) in conditions found in average sweet or dry French cider (with 2.7% Vol. alcohol and

60 g/L fructose or 5.7% Vol. alcohol and 20 g/L fructose, respectively). This confirmed the effects of

ethanol and sweetness on bitterness. It also showed the quadratic effect of the degree of

polymerization. Intermediate DPs were more bitter than low and high DPs. This result was confirmed

when the mean values of the 16 samples were studied (Table 7). The sample containing fractions

with a high concentration of tetrameric procyanidins was more bitter than samples containing the

other fractions in the same conditions of fructose, acidity and alcohol.

Table 9 : Coefficients of the general linear model for the four attributes

Factors Bitterness Astringency Sweetness Sourness
Constant 0,2299 —-1,0188 —0,4548 —1,7423
A:DP 1,3103 0,7143

B:Fructose 0,0244 00212 0,1102

C:Ethanol 0,3817 0,2830

D:Acidity 0,7101 -0,3730 1,3567
AA -0,1395

AB

AC

AD

DP: degree of polymerization.
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1.2.3.3 Sweetness and sourness

Despite the main aim of the experimental design being to study the perception of bitterness and
astringency, the other characteristics of sourness and sweetness were also observed for their main
effects. Figure 13c and 13d represent the standardized Pareto diagrams for sweetness and sourness,
respectively. The degree of polymerization of procyanidins with a concentration of 750 mg/L had no
impact on these two attributes. Not surprisingly, fructose had a very positive impact on sweetness
perception. To a lesser extent, a positive effect of ethanol and a negative effect of acidity were
observed. Sourness was also impacted positively by acidity whereas a small decrease was observed

with fructose (p = 0.0657). Ethanol had no impact on sourness perception.

1.2.4 Discussion

1.2.4.1 What s the impact of the DP of procyanidins on astringency and

what are its interactions with sucrose, acidity and ethanol?

The degree of polymerization of procyanidins has an impact on astringency. The higher the degree of
polymerization, the more astringent the products are. This impact has previously been described in
wine (Arnold et al., 1980; Peleg, Gacon, Schlich, & Noble, 1999; Robichaud & Noble, 1990; Vidal et
al., 2004; Vidal et al., 2003) but only twice in cider by Lea and Arnold (1978) and Symoneaux et al.
(2013). Astringency results from hydrogen bonding between o-diphenolic groups and salivary
proteins causing them to precipitate. The greater the procyanidins, the greater their ability to form
these bonds and to precipitate the proteins (Zanchi et al., 2008) and thus the more astringent the

products are.

Astringency was also modified in relation to the sugar and acidity composition of the model solution.
Acidity enhances the perceived astringency. The literature indicates that only pH has a significant
impact on astringency. In wines, several studies found that low pH wines increased tanin oligomer
astringency (Guinard, Pangborn, & Lewis, 1986; Noble, 1998). Sowalsky and Noble (1998) found that
the astringency elicited by acids is only a function of pH and not of the acid concentration.
Nevertheless, for a pH between 3.5 and 4.0 in a model wine solution with 11% Vol. of ethanol,
Fontoin et al. (2008) did not observe a significant effect. In the present study on cider with a pH
between 3.5 and 4, our results are significant. This could be due to the fact that, in our study, pH and

acidity were linked whereas for Fontoin et al. (2008), the different pHs were evaluated as an
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independent factor. Panelists may also be more sensitive when working between two
concentrations, as in the present study, than working on these two concentrations among two others
with lower pH (2 and 3.5). Another explanation results from an interaction between ethanol content
and the acidity effect. In fact, the use of 11% Vol. of ethanol to reduce the astringency could hide the

impact of pH, which does not occur when the ethanol content is between 2.7 and 5.7 % Vol.

The decrease in astringency with sucrose was observed previously by Ishikawa and Noble (1995). The
“astringency time parameters” of solutions with grape seed tanins, 13.9% Vol. ethanol and a pH of
3.78, are significantly decreased by addition of 50 g/L of sucrose or more. This phenomenon is
probably due to an increase in the viscosity of the solution since Smith, June and Noble (1996) found
that astringency is reduced by increasing viscosity and not by the perceived sweetness of aspartame.
In two model ciders with 4 g/L of procyanidin extract (Lea & Arnold, 1978), the difference of
approximately 11 g/L of sugar was not sufficient to modify the astringency. In the present study,
working with real cider concentrations, 40 g/L of fructose was efficient to reduce significantly the
astringency given by 750 mg/L of procyanidins, probably due to an increase in viscosity caused by
fructose. Ethanol could also modify astringency by changing the viscosity of the solution (Fontoin et
al., 2008) but, in the present model solution with a difference of 3% Vol., the gap is not large enough

to modify the perceived astringency.

1.2.4.2 What is the impact of the DP on bitterness?

The greater bitterness of a medium DP, as first reported by Lea & Arnold (1978) for tetramers and
confirmed by Symoneaux et al. (2013), was observed again in the present study but with pentameric
procyanidins. At 750 mg/L of procyanidins, the presence of increasing concentrations of sugar, acid
and ethanol did not hide this particular property of procyanidins although the bitterness was
enhanced by ethanol and reduced by sucrose. This impact of alcohol on the molecules responsible
for bitterness, and more precisely due to polyphenols, has often been described (Chialva & Dada,
1990; Fischer & Noble, 1994; Lea & Arnold, 1978; Martin & Pangborn, 1970; Noble, 1994; Panovska,
Sediva, Jedelska, & Pokorny, 2008; Pyle, 1986; Thorngate, 1992). Moreover, ethanol itself can elicit
bitterness as mentioned by Noble (1994) and Scinska et al. (2000). Nevertheless, the difference of 3%
Vol. observed in cider could have been non-significant since Fontoin et al. (1997) found no
differences between two different concentrations of alcohol (0 and 7% Vol.) using solutions with 2
g/L of tanins, 4 g/L of tartaric acid and pH 3.5. A significant effect was observed only for ethanol

concentrations over 16% Vol. in vermouth solutions (Panovska et al., 2008). In the context of the

74



Résultats et Discussion
Les procyanidines en relation avec les autres composés sapides

present experiment with the concentrations of procyanidins observed in cider, the difference of 3%
Vol. is significant to modify bitterness. Samples with higher ethanol concentrations are significantly
more bitter than products with 2.7% Vol. Concerning sucrose, numerous authors have reported this
reductive effect in model wine solutions (Burns & Noble, 1985; Green, Lim, Osterhoff, Blacher, &
Nachtigal, 2010; Keast & Breslin, 2003; Noble, 1994). Our results are in agreement with those of Lea
and Arnold (1978) who observed this decrease in bitterness for a difference of 10 g/L in model cider
solutions. Finally, acidity had no impact on bitterness, which is in accordance with results obtained in

wine (Fischer & Noble, 1994; Fontoin et al., 2008) and in cider (Lea & Arnold, 1978).

1.2.4.3 Can the DP modify perceptions of sweetness and acidity?

Whatever the different degrees of polymerization, neither sweetness nor sourness perception was
modified at a concentration of 750 mg/L of procyanidins. These results are in accordance with the
work done by Symoneaux et al. (2013) who observed that both attributes were modified only by
procyanidin concentration and not by the degree of polymerization itself. In numerous works,
sweetness is found to be reduced by bitter compounds (Calvino, Garcia-Medina, & Cometto-Muniz,
1990; Keast & Breslin, 2003; Walters, 1996). Nevertheless, in the case of the tetrameric fraction at
750 mg/L in a model cider solution, the bitterness was not strong enough to reduce the perceived
sweetness. The sweetness was thus increased by sucrose and also ethanol addition. The latter
enhanced the sweetness slightly due to a sweet contribution of ethanol itself (Scinska et al., 2000)
and has been observed in model solutions (Zamora et al., 2006) but never in cider. The observed
effect of malic acid and pH was expected. The reduction in sweetness by acid is well described in the
literature (Bartoshuk, 1975; Green et al.,, 2010; Keast and Breslin, 2003). Finally, sourness was
modified by acidity itself (malic acid and pH). The expected decrease in sourness by sucrose, as noted
in the literature (Bartoshuk, 1975; Martin & Pangborn, 1970; Pelletier, Lawless, & Horne, 2004;
Zamora et al., 2006), was observed but with a p-value just over 0.05. The impact of ethanol on the
suppression of sourness as mentioned by Martin and Pangborn (1970) was not observed here,
probably due to the low range of ethanol studied. Zamora et al. (2006) also noted no impact of
ethanol on sourness unless when comparing solutions with 4% Vol. vs. 12% Vol. ethanol

concentrations but this range of concentrations was not tested in the present study.
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1.2.5 Conclusion

The present work indicates how cider components impact sweetness, sourness, bitterness and
astringency. A fractional factorial design was used to study the impact of the degree of
polymerization of procyanidins and interactions with fructose, ethanol and acidity on these four
attributes. The main highlight is that, for a concentration of 750 mg/L of procyanidins, the fraction
composed of mainly tetramers or pentamers of procyanidins was the most bitter. The degree of
polymerization also impacted astringency, which increased as the DP increased. Moreover, the DP

had no impact on sweetness and sourness.

The specificity of each constituent in the beverage (sugar, procyanidin type, acid, ethanol) and their
concentrations explain the differences between the results in the literature. Authors have often
studied the impact of one or two constituents on sensory attributes over a large range from 0 to the
concentration observed in a particular drink. Thus, they obtain controversial results with sometimes
no significant effect when the data are thoroughly analyzed to compare the different concentrations
studied. The use of a factorial design in order to study the impact of several components on
perceived sweetness, sourness, bitterness and astringency enables the impact of each component
and some interactions in the range observed in real products to be obtained simultaneously. This
approach is more informative and can be the basis for developing predictive models integrating

several designs.

The focus on cider concentration provides some special features of the impact of each component
and will give indications for producers to adapt the sensory characteristics of their products based on
their composition. Notably, modifications in the procyanidin profile independently of the
concentration could modify the perception of both astringency and bitterness. These results should
be confirmed by a study on the additivity between DPs. Although purified DP fractions give clear

results, nothing is yet known about the way in which the different DPs could interact in real cider.
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Synthese de cette étude

L'impact des procyanidines sur 'amertume et I'astringence est, a nouveau, confirmé par cette étude.
Plus le degré de polymérisation augmente, plus la solution est astringente. Par ailleurs, comme
I’avaient montré Lea et Arnold (1978), les procyanidines tétraméres issus des pommes surexpriment
I'amertume méme quand la solution est plus complexe. Il faut cependant noter que la concentration
en procyanidines étudiée ici a délibérément été fixée a 750 mg/L puisque dans le premier plan
d’expériences, I'effet du DP sur I'amertume n’était pas observé pour les concentrations inférieures. A
nouveau, il apparait que le degré de polymérisation ne modifie pas le go(t sucré, ni I'acidité de la
solution modele. Il faut enfin souligner qu’aucune interaction entre le degré de polymérisation et les

autres composés (fructose, acide malique et éthanol) n’est significative.

En complément de ces effets du DP, ce plan d’expériences permet d’observer certaines interactions
liées a la composition de la matrice. Ainsi, I'astringence est réduite par le fructose et augmentée par
I'acidité mais n’est pas modifiée par I’éthanol. L'amertume est renforcée par I'éthanol et diminuée
par I'augmentation du fructose. Le goQt sucré est principalement lié a la concentration en fructose
mais I'éthanol impacte positivement cette sensation et la présence d’acide malique vient
logiquement diminuer le goQt sucré. Enfin, I'acidité percue est modulée par la concentration en acide

et le pH avec une légére diminution quand la concentration en fructose est augmentée.
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1.3. Prédiction des caractéristiques organoleptiques des cidres en

fonction de leur composition chimique.

Les deux plans d’expériences précédemment présentés étaient construits sciemment pour explorer
précisément I'impact des procyanidines sur le go(t sucré, I'acidité, 'amertume et I'astringence. Ces
plans ne permettaient que partiellement I'étude simultanée des effets de tous les composés
chimiques et leurs interactions. Le deuxiéme plan d’expériences qui était demi-fractionnaire
contenait, en effet, des alias entre les effets principaux de fructose, de I'acide et de I'éthanol et les

interactions entre ses composés.

Afin d’approfondir I'ensemble des relations entre les composés du cidre et les quatre attributs
sensoriels étudiés, un troisieme plan d’expériences a été construit pour étudier les effets directs et
qguadratiques du fructose, de I'acidité, de I’éthanol et de la concentration en procyanidines ainsi que
I’ensemble des interactions entre ces composés. Il n’était pas possible techniqguement de travailler
avec des procyanidines de la pureté de ceux étudiés précédemment. Aussi, nous avons choisi
d’intégrer I'impact du degré de polymérisation par I'’étude de deux fractions présentant des degrés
de polymérisation moyens différents donc ayant une distribution d’oligomeres et polymeres

sensiblement différente.
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1.3.1 Introduction

Cider is a slightly alcoholic beverage resulting from the fermentation of apple juice. Originally
processed in several countries in Europe (France, Ireland, Great Britain, Poland, Latvia and Spain), it is
now also produced in Argentina, Australia, and South Africa. The main chemical constituents are
water, sugar (principally fructose), organic acids, ethanol and polyphenols (Lea and Drilleau, 2003).
Mastering the quality and the regularity of production needs a better understanding of the way cider
components, notably procyanidins, interact to construct the final flavor of cider (MAIPROCI, 2011).
Although the aromatic dimension should not be forgotten, the cider mouthfeel perception results
from interactions between these constituents and their effect on sweetness, sourness, bitterness

and astringency.

In cider research, very few works have studied the link between chemical composition and mouthfeel
perception. Only Lea & Arnold (1978), Symoneaux, Baron, Marnet, Bauduin, Le Quéré & Chollet
(2014a) and Symoneaux, Chollet, Bauduin, Le Quéré & Baron (2014b) have evaluated cider with a
focus on the effects of procyanidins on these characteristics, working with model solutions. They
identified that small procyanidins, notably tetramers and pentamers, were more bitter. They also
noticed that the higher the average degree of polymerization (aDP) was, the more astringent the
solutions were. Symoneaux et al. (2014a) also studied the role of procyanidins in sweetness and
sourness, demonstrating that only the concentration of procyanidins (not their aDP) impacts these
two characteristics, but in a cider-like model solution with a low acid and sugar content. The effect of
the average degree of polymerization (aDP) and its interactions with fructose, malic acid and ethanol
content in a range of commercial ciders was the main focus of the work done by Symoneaux et al.
(2014b). They confirmed the positive impact of aDP on astringency and the role of apple procyanidin
pentamers in enhancing bitterness in cider without any significant interactions between the
polymerization degree and the other constituents. Nevertheless, these two works were carried out
using a half fractional design due to the amount of purified procyanidins available. Thus, although
the way procyanidins (concentration and aDP) impacted mouthfeel characteristics could be
identified, it was not possible to access all interactions satisfactorily, notably those between other
constituents (fructose, ethanol and acid), and to generate generic models adapted for predicting the

mouthfeel perception of ciders.

In wine, research on the effects of chemical compounds on organoleptic characteristics is extensive

(Arnold et al., 1980, Brossaud et al., 2001, Robichaud and Noble, 1990, Vidal et al., 2004a, Fontoin et
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al., 2008). However, the composition of wine is quite from cider with more alcohol, different acid
characteristics and different types of procyanidins. For these reasons, it is not possible to generalize

results from wine to cider.

Moreover, the influences of constituents are most often studied independently and no study has
focused on the effects of the interaction of cider components in mixture formulations through

experimental designs and modeling.

Besides, in experimental designs, models are generally validated internally by the calculation of R? or
by evaluating the lack of fit using a variance analysis approach integrating the replicate central points
(Myers et al., 2009, Droesbeke et al., 1997). Nevertheless, in sensory science, the results could be
panel-dependent. In an inter-laboratory comparison, Pagés and Husson (2001) indicated that
contradictory conclusions could occasionally be observed between several panels performing
descriptive tasks. This point relates to the reproducibility of results discussed in the guidelines for
monitoring and assessing the overall performance of a quantitative descriptive panel (ISO, 2012). A
good way to assess reproducibility is to ask a second panel to evaluate products coming from the
same experimental domain and to check if the predicted values are in accordance with the observed

data from the second panel.

The aim of this study was to build predictive models for cider-like model solutions integrating the
effects of fructose, acid, ethanol and polyphenol content on bitterness, astringency, sweetness and
sourness using a central composite design including interactions and quadratic effects. This design
enabled the results from the two previous works done with a half fractional design (Symoneaux et al.
2014a,b) to be challenged and the study of the main effects and interactions not investigated
previously with the range of concentrations encountered in French commercial ciders to be
completed. The predictive models were validated externally using a different panel composed of
cider makers tasting another set of experimental products. The use of professionals for this

validation should allow a better generalization of the conclusions.
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1.3.2 Materials and methods

1.3.2.1 Procyanidin extracts

In order to evaluate the impact of procyanidin profile on mouthfeel perception, two fractions of
procyanidins were obtained using the following procedure. Five hundred liters of a very bitter and
astringent cider containing a high concentration of procyanidins was used for this purpose. Fraction
A was directly extracted from 200 L of this cider and Fraction B was extracted from 300 L of this cider
previously treated to reduce the high DP procyanidin concentration of the original cider : for this
treatment the 300 L cider sample was left for 2 hours at 0°C in contact with apple mash (previously

washed with water) using a method derived from previous works (Le Bourvellec et al., 2007).

Table 10 : Procyanidin content of the two polyphenol fractions after dilution in order to have
the same procyanidin content. Procyanidin content and aDP was calculated from the method
described by Guyot et al. (2008). The concentration of each DP was calculated using the
proportion of each DP obtained by the method developed in Kelm et al. (2006). SD: pooled
standard deviation calculated according to Box et al. (1978).

Mother solution used

DP Fraction A Fraction B SD

Concentration of each DP (mg/L) 2 7.59 9.25 0.04

3 5.80 6.24 0.03

4 5.01 4.86 0.04

5 4,02 3.82 0.04

6 290 2.55 0.02

7 2.16 1.71 0.05

8 1.41 0.89 0.03

9 0.80 0.50 0.04

10 0.31 0.18 0.02
Procyanidin content (mg/L) 30.00 30.00
abpP 322 299

DP: degree of polymerization; aDP: average degree of polymerization.

Then, the polyphenols were extracted from these two samples by adsorption on a food grade column
(Amberlite FPX66 / Rohm and Haas). After rinsing, the polyphenols were eluted by ethanol 96% vol
and the resulting fractions were then concentrated to remove ethanol and freeze-dried for storage.
These extracts were diluted to prepare two mother solutions adjusted to the same procyanidin
content. An analysis of the DP profile was done using a method described by Kelm, Johnson, Robbins,
Hammerstone, & Schmitz (2006) on a diol stationary phase columns and an UV detector. This
method gives a good evaluation of the proportion of each DP but not of the average DP nor the total
procyanidins content because of the bad resolution on the higher DP. Total procyanidins and aDP

were then quantified following the method described by Guyot, Marnet, Laraba, Sanoner, & Drilleau
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(1998). As expected the procyanidin profiles of the two fractions obtained were different (Table 10)
and the aDP of Fraction A coming from the original cider was significantly higher than that of B due

to a higher proportion of procyanidins with a polymerization degree greater than 4.

1.3.2.2 Experimental design and model solutions

An experimental design with 5 factors (procyanidin fraction, procyanidin concentration, fructose,
malic acid (and pH) and ethanol content) was built. The first factor had 2 levels corresponding to the
two fractions obtained, A (coded 1) and B (coded -1). The effect of the four other quantitative
factors, with five levels each (-2, -1, 0, 1, 2), was arranged following a central composite design. It
resulted in seventy-two samples including twelve replicates of the central point for each fraction as
recommended by Cliquet, Durier & Kobilinski (1993) in order to evaluate the direct effects of the five
factors and the interactions between them and the quadratic effects of the quantitative ones. These
replicates enabled the isovariant by rotation and the orthogonal properties of the design to be

conserved.

The concentration ranges were chosen to include the compositions of French commercial ciders
(database studied in Le Quéré et al., 2006) and were previously studied by Symoneaux, Chollet,
Bauduin, Le Quéré, & Baron (2014b): polyphenols (0, 375, 750, 1125, 1500 mg/L), fructose (0, 20, 40,
60, 80 g/L), malic acid (2.43, 3.3, 4.17, 5.04, 5.91 g/L) being linked to pH by adjusting respectively pH
to 4.17,3.94, 3.71, 3.48 and 3.25, and ethanol (1.2, 2.7,4.2, 5, 7.2 % vol.).

For the external validation by the second panel, thirty model solutions were prepared with a 50/50%
blend of fractions A and B. They were selected to cover the main variations in bitterness, sweetness
and astringency. This validation was performed simultaneously with a training course about

mouthfeel modulation in cider.

1.3.2.3 Sensory evaluation by a trained panel and a panel of cider

professionals

The trained panel of eighteen panelists was trained for 30 hours on the sensory evaluation of a

model cider solution (Symoneaux et al., 2014b). During the training sessions, they worked with
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references for each attribute containing a blend of the two fractions A and B with the concentrations

presented in Table 11.

Table 11 : References used during training

Fructose Malicacid pH Ethanol Procyanidin

(g/L) (g/L) (% vol) concentration (mg/L)
Low sweetness 0 417 42 42 750
Low sourness 40 2.43 417 4.2 750
Low bitterness 40 4.17 42 42 0
Low astringency 40 4.17 42 42 1500
High sweetness 80 417 42 42 750
High sourness 40 5.91 325 42 750
High bitterness 40 4.17 42 42 1500
High astringency 20 5.04 348 27 1125

They evaluated the 72 samples from the experimental design during eight sessions under standard
sensory conditions (AFNOR, 1994). Samples were presented in a sequential monadic way and their
order was based on a Williams Latin-square arrangement. Scores for the four attributes (sour, sweet,
bitter and astringent) were collected on a 14-cm linear scale by FIZZ (version 2.10; Biosystems,

Courtenon, France).

The performance of the panel (discrimination, repeatability and agreement) was checked using the
results of the present experiment. The panel was able to differentiate highly the products
(p<0.0001), the results were repeatable with a standard deviation for the 2 x 12 replicates of around

0.45 (Table 12) and the agreement between panelists was correct (data not shown).

Table 12 : Standard deviation for the 12 replicates of the central point for both fractions.

Sweetness Sourness Bitterness Astringency
Fraction A 0.456 0.444 0.511 0481
Fraction B 0.380 0.468 0.425 0.518

For the external validation of the predictive models obtained from the experimental design, a panel
independent of the previous one was used. It was composed of 34 cider professionals who had
worked from 5 to 30 years in this field as producers, oenologists, and technicians. They were trained
for one hour at the beginning of the session in basic taste and astringency recognition in water using

the same molecules and concentrations as the sensory panel (Symoneaux et al., 2014a,b) and they
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were presented with the eight references corresponding to the scale extremities of the four

attributes (Table 11).

Thirty samples were evaluated different from those used in the experimental design and varying
mainly in ethanol, fructose and polyphenol concentration. Professionals were asked to score the four

|II

sensory attributes on 11-point structured scales anchored by “not at all” to “very intense” and

transformed into marks from 0 to 10.

In both panels, the panelists were informed about the products (procyanidins in a model solution)

they had to evaluate and they gave their informed consent.
1.3.2.4 Statistical analysis

The data were analyzed using Statgraphics Centurion XVI (Version 16.1.18, StatPoint Technologies,

Inc.). The polynomial used to fit the model is given in Eq. (1).

Eq. (1)

5

5 5
y=Bo+ z Bixi + Z Bixt + Z Bijxix; + €
i=1 i=1 ]

5
i=2 i=1 j=1

where y represents the response variables (sweetness, sourness, bitterness and astringency), x4 is
the fraction of procyanidins used in the model solution (A or B), X, is the concentration of fructose,
X3 is the concentration of malic acid, x4 is the concentration of ethanol and x5 is the concentration of
procyanidins, By is a constant, 3; represents the linear terms, ;; are the quadratic terms, {3
represents the interaction terms and ¢ is the random error. The significance of all the terms in the
polynomial equation and the goodness of fit of the model evaluated by the coefficient determination
(R?) were judged statistically by using the analysis of variance (ANOVA) approach. A significance level

of 5% was adopted in the standard error analysis.

For the external validation of the models, predicted values of the sensory scores were calculated
from the model for the thirty evaluated samples and they were crossed with the observed average
data of the professional panel. Correlation coefficients and root mean square errors of prediction

(RMSEP) were calculated as validation values of the predictive models.
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1.3.3 Results and discussion

1.3.3.1

Impact of each component on the studied sensory characteristics

Figure 16 represents the Pareto diagrams obtained from the experimental design. It shows the

standardized weight and the direction of each factor and interaction on each evaluated sensory

attribute.
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Figure 16 : Pareto charts showing the standardized effects of procyanidin fraction and

concentration, fructose, acidity, ethanol content and interactions on (a) bitterness, (b)
astringency, (c) sweetness, and (d) sourness. The color of the bar shows whether the effect is
positive (gray) or negative (white) on the studied attribute. The vertical line indicates the lower
limit of significance of the effects at a level of 5%.

First, procyanidins (fraction and/or concentration) greatly impacted bitterness, astringency,
sweetness and sourness. The Pareto diagrams (Figure 16a and b) indicated a significant negative
fraction effect x; on bitterness and a positive one in the case of astringency. Fraction A, which had a

higher average degree of polymerization, was significantly less bitter and more astringent than the
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products formulated with Fraction B. This increase in astringency depending on the DP has been
observed in cider and wine (Lea and Arnold, 1978, Peleg et al., 1999). The higher proportion of
dimers and trimers in Fraction B could be the source of bitterness as observed in wine. Nevertheless,
Symoneaux et al. (2014a,b) showed that a higher bitterness was obtained for tetramers and
pentamers in solutions using apple procyanidins. As Fraction B was obtained by a process leading to a
greater oxidation of procyanidins, it may contain a higher proportion of oxidized procyanidins that
are not detectable by the HPLC procedure used. This would lead to an underestimation of the small

DP in this fraction, which could impact the bitterness of samples.

In the present study, the type of fraction used had a slight impact on sweetness (Figure 16c) with
Fraction B being less sweet than Fraction A. This result contradicts the conclusions of Symoneaux et
al. (2014a,b) that DP does not influence this characteristic. In fact, working in the range of
concentration encountered in cider modifies the way the sweetness-bitterness interaction occurs in
cider. The modulation of sweetness by bitterness due to the profile of procyanidins is more efficient
with more fructose and a high concentration of procyanidins in the solution. In the samples studied
by Symoneaux et al. (2014a), the fructose content was low (8.3 g/L) and in both studies, the
maximum procyanidin concentration tested was 750 mg/L. At these concentrations, it appeared that
the influence of the procyanidin profile was not high enough to modify the sweetness perception.
The procyanidin profile impacts the perceived sweetness at high procyanidin concentrations above

750 mg/L.

Independently of the type of procyanidins, the concentration of procyanidins x5 impacted the four
attributes. The increase in bitterness and astringency (Figure 16a and b) has been observed many
times (Arnold and Noble, 1978b, Lea and Arnold, 1978, Robichaud and Noble, 1990) but the increase
in procyanidin concentration, as shown in Figure 16 c and d, also decreased sweetness and slightly
increased sourness perception. At the same time, it is interesting to note an interaction between the
fraction and procyanidin concentration for astringency and sourness. This interaction was observed
for the first time by Symoneaux et al. (2014a) in model solutions with purified procyanidins. The
present result confirms that the difference in astringency between low and high concentrations of

small DP is smaller than that observed for low and high concentrations of high DP.

In addition to the primary effect of procyanidin concentration, the presence of ethanol X,
significantly increased the perception of bitterness while the presence of acid x3 and fructose x,

decreased it (Figure 16a). Although these effects appear statistically as main effects, they are likely to
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be explained largely by the interaction between these factors and procyanidins: alcohol is known to
promote the access of procyanidins to bitterness receptors (Chialva and Dada, 1990) while sugar and
acid reduce bitterness, as observed in a model water solution by Brannan et al. (Brannan et al.,
2001). Moreover, the impact of acid content was higher for high procyanidin concentrations.

Nevertheless, procyanidin concentration was mainly responsible for the bitter sensations.

The astringency sensation was mainly due to procyanidins (x; and X5 ), concentration and fraction
(Figure 16b), but fructose and acidity also interacted to a lesser extent. Procyanidin concentration
presented quadratic effects. When the model cider solution had a high procyanidin content, the
increase was smaller than for a low concentration. This phenomenon is probably due to a
psychophysical effect, by which tasters were close to saturation and perceived samples as very
astringent but they found fewer differences between samples of high concentration. Acid content
slightly increased astringency while fructose reduced it. In contrast to the wine literature (Fontoin et
al., 2008), in the present study, ethanol had no impact on astringency, probably due to the low level

of alcohol compared to that found in wine.

Sweetness (Figure 16c) was logically dependent on fructose content, and decreased when
acidity x3 and procyanidin content x, increased. Ethanol also increased the sweet sensation. The
procyanidin profile of the two fractions, modified sweetness to a lesser extent. The quadratic effects
observed for fructose, acid and ethanol were the results of a nonlinear evolution depending on their

respective concentrations.

The perceived sourness (Figure 16d) was dependent not only on acid content but also on fructose,
ethanol and procyanidin concentrations. Fructose decreased sourness but with a significant
interaction between fructose and acid content (x,X3): the decrease in sourness due to fructose was
larger for the highest acidity (5.04 g/L and pH = 3.43). Ethanol presented a slight increasing effect on
sourness, which was only significant at low acidity. This result is in accordance with Zamora, Goldner,
& Galmarini (2006) who observed the same behavior in wine for a low acidic solution but only when
ethanol content rose from 4 to 14%. The present study indicates that, in cider, the smaller

modulation of ethanol could modify the sourness of ciders with a low acid content and higher pH.

As mentioned previously, procyanidin concentrations modified sourness by reinforcement when
polyphenol concentration increased. However, the procyanidin fraction characteristics appeared to

modify slightly the impact of procyanidin concentration and of fructose on sourness. The decrease in
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sourness due to fructose was greater for Fraction B generating a significant interaction x;X».
Simultaneously, the increase in the perceived sourness by polyphenol concentration was only
observed for this fraction (data not shown) creating a second significant interaction x;xs. Symoneaux
et al. (2014a) observed this impact of procyanidin concentration and fructose on sourness but
without a significant interaction with the DP fractions studied. Nevertheless, the bitterest fraction
was the sourest for high concentration of procyanidin but in a model solution with a low level of
acidity, ethanol and fructose. In the present work, the impact of the variation of fructose and
procyanidin concentration on sourness was greater for the bitterest fraction. This could be due to
bitter-sour interactions as observed in water in which citric acid perception was increased by the
presence of caffeine (Kamen et al.,, 1961) . In cider, the perception of acidity is a complex
combination led by acid content but modulated by fructose, ethanol and procyanidin content in
interaction with the amount of bitterness, thus depending on the procyanidin content and DP profile

of the cider.

1.3.3.2 Calculation of predictive models

From this experiment, four models were built in order to predict the sweetness, sourness, bitterness
and astringency of a solution based on the real value of each component concentration (Table 13). x;
being a qualitative factor remains coded A: 1 and B: -1. Only coefficients that were significant are
presented. The R? coefficient is close to 1 for each predictive model, indicating that the model

explained a large part of the variability of the experimental data.

1.3.3.3 External validation by a panel of professionals

Scores of the thirty-four professionals for each attribute were averaged per sample and then
compared to the theoretical values obtained from the predictive model. Figure 17 presents the four
graphs linking the predicted values from the models as a function of the average data obtained by
the professional panel. R? and Root Mean Square Error of Prediction (RMSEP) are presented on each

graph.
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Coefficients of the predictive models for bitterness, astringency,

sweetness and sourness and calculated R2.
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Figure 17 : Predicted values from models as a function of the averaged observed data from the
professional panel for (a) bitterness, (b) astringency, (c) sweetness, and (d) sourness.

For bitterness, sweetness and astringency, the R? coefficient of the predicted data provided by the
model and the average value from the professional panel was very high and significant (P-value <
0.0001). This result indicates a good correlation of the three predictive models. Nevertheless, these
results should be relativized a little since the RMSEP is close to 1 for sweetness and bitterness. The
results are better for astringency. This could be explained by the greater simplicity of the model, with
only a direct effect and a quadratic effect for the main component, while for sweetness and
bitterness, there are some interactions between the components and/or several quadratic effects at

the same time, making the perception mechanism more complex.

The correlation coefficient R? for sourness was lower but significant (P-value = 0.0017) and the
RMSEP was 0.97. It can be seen that the range of variation for the theoretical values is smaller than
for the majority of the tasted samples (with a predicted sourness between 2.5 and 3.5), which could
explain the lack of fit for this attributes. In fact, it was decided to present a large variation in terms of
fructose, alcohol and polyphenol content, which meant that 2/3 of the tasted samples had the same
acid content (3.3 g/L malic acid and pH of 3.94). Therefore, the variation in acidity was not large

enough to validate the predictive model definitively.
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1.3.4 Conclusion

The use of an experimental design enabled models to be built integrating the main components of
cider (fructose, malic acid, ethanol, type and quantity of procyanidins) in cider-like model solutions.
These models indicate how much each component impacts the main sensory characteristics
(bitterness, sweetness, sourness and astringency) and can predict the organoleptic properties of

ciders based on their compositions.

The external validation confirmed the models in terms of astringency, sweetness and bitterness.
Complementary samples need to be tested to validate the model for sourness. The use of a second
panel composed of professionals is an interesting strategy to validate a statistical model objectively.
Being based on model solutions, these predictive models now have to be validated using commercial
cider. The experimental domain focused on the chemical ranges encountered in French ciders. The
results could be extended to ciders from other countries but with some precautions when chemical
contents exceed the ranges studied in the present experiment, notably for cider with a high ethanol
content. Besides, these models would have to be improved by integrating other parameters, such as

the role of CO2, aromatic profile or acid composition.
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Synthese de cette étude

La génération du plan d’expériences permet d’étudier simultanément les effets directs et
guadratiques des composés principaux du cidre (fructose, acide malique, éthanol, concentration en
procyanidines et profil de ces procyanidines) sur le go(t sucré, I'acidité, I'amertume et I'astringence.
Ce plan, plus complet que les deux précédents, met en exergue I'ensemble des interactions entre ces

composés, qui se joue lors de la dégustation.

Il apparait que chacun des composés mis en solution, aux concentrations observées dans le cidre,
module fortement les quatre sensations étudiées. Le fructose renforce le go(t sucré mais vient
diminuer I'acidité, 'amertume et, dans une moindre mesure, I’astringence. La quantité d’acide (pH et
acide malique) dirige I'acidité percue mais vient également renforcer I'astringence et diminuer le
golt sucré. L'amertume est également modifiée en fonction de la concentration en acide mais
seulement pour les concentrations plus fortes en procyanidines. L'éthanol intervient également dans
la perception de sensations étudiées. Il apporte de I'amertume et une sensation sucrée. Il est
également responsable d’'une légere augmentation de I'acidité percue pour les solutions a faible
concentration d’acide malique et pH plus élevé. Finalement, comme le montre la littérature, une
augmentation de la concentration en procyanidines renforce significativement I'amertume et
I'astringence des solutions. Elle conduit simultanément a une forte diminution de la perception
sucrée et une légére augmentation de l'acidité en bouche. Le profil des polyphénols, quant a lui,
intervient fortement dans I'astringence des cidres. Un degré de polymérisation moyen un peu plus
fort conduit a une astringence plus marquée. Il est intéressant de noter que I'interaction entre le DP
et la concentration en procyanidines se retrouve ici a nouveau. L'augmentation de I'astringence est
beaucoup plus marquée pour une méme augmentation de la concentration de la fraction présentant
un DPpoyen plus fort. Par ailleurs, un DPyoyen plus faible peut conduire a une amertume un peu plus
marquée et une légere diminution du go(t sucré. Le DPy,en intervient également dans la perception
de I'acidité mais a travers des interactions avec le sucre et la concentration en procyanidines. En
effet, seul I'acidité de la fraction présentant une amertume élevée a été modifiée par le fructose et la

concentration en procyanidines.

Il est possible de faire une lecture de ces résultats en regardant quels composés modifient chaque

sensation prise indépendamment. Ainsi, par exemple, le cidrier qui cherche a réduire son astringence
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sait qu’il peut utiliser des techniques de cidrification qui diminuent la concentration en procyanidines
ou réduisent le DPpoen. Cependant, il devra intégrer que ses choix impacteront également
I'amertume. Il peut également jouer sur les équilibres sucre/acide, en gardant suffisamment de
sucres résiduels dans le cidre ou en choisissant des variétés ou un assemblage réduisant I'acidité.
Dans tous les cas, les résultats de ce plan d’expériences, montre qu’agir sur un composé chimique

pour moduler une saveur a dans la plupart des cas des répercussions sur les autres saveurs.

La validation des modeles prédictifs issus de ce plan d’expériences a été réalisée avec des
professionnels de la filiere cidricole. Cette dégustation a été également I'occasion de sensibiliser une
qguarantaine de professionnels sur le réle des différents composés chimiques sur la perception et les
équilibres gustatifs dans le cidre. L'utilisation des modeles a permis de construire un plan de
formation original a cette occasion. En effet, grace aux valeurs théoriques sortant des modeéles, nous
leur avons montré que des compositions chimiques tres différentes peuvent conduire au méme
niveau d’intensité de perception d’un attribut sensoriel donné (la perception des autres attributs

bougeant par ailleurs).
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Chapitre 2. Sur I'impact du dioxyde de
carbone (CO,) en relation avec

les autres composés sapides

(sucres, acide, alcool et procyanidines)

Les résultats du chapitre | ont été développés, pour des raisons pratiques, dans des solutions sans
effervescence. L’hypothese était faite que I'impact du CO, sur les quatre sensations étudiées serait
négligeable, ou du moins ne remettrait pas en cause les résultats observés dans les solutions sans

gaz.

Nous avons construit une expérimentation pour valider cette hypothése et étudier I'impact du CO,
sur la perception gustative dans les solutions modeles. Pour ce faire, nous avons construit un plan
d’expériences mettant en ceuvre huit solutions modeéles avec du fructose, de I'acide malique, de

I’éthanol et des procyanidines présentées avec et sans ajout de dioxyde de carbone.
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Impact of CO, and its interaction with the matrix components on sensory

perception in model cider
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Abstract

The impact of carbon dioxide and its interactions with fructose, acidity, polyphenol content and ethanol in
model solutions of cider were investigated. Eight samples, with and without CO, addition, were presented
to a trained panel. Four sensory characteristics (bitterness, astringency, sweetness and sourness) were
studied. Bitterness was not modified in the presence of CO, while astringency increased. Sweetness
decreased but only for samples with a higher sugar content. Finally, when samples contained gas, the
difference in sourness was smaller between the two levels of acidity tested. The results also gave some
indication of the way fructose, acid, polyphenols and ethanol contribute to the sensory characteristics of

cider.
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Introduction

French cider is a sparkling alcoholic beverage resulting from the fermentation of apple must. The
quality of cider flavor, and particularly taste (sweetness, sourness, bitterness) and astringency, is a
major issue for producers, who are looking for a better understanding of the role of each chemical
constituent in these sensory mouthfeel perceptions. Recently, several works have been devoted to
this topic (Symoneaux et al., 2014a, Symoneaux et al., 2014b, Symoneaux et al., 2015a) completing
the study of Lea & Arnold (1978) focusing on the bitterness and astringency of model cider solutions.
These four works identified the effect of sugar, ethanol, acidity and polyphenols (in concentration
and depending on the type of procyanidins) on the sensory mouthfeel perception. Nevertheless,
these authors worked on model solutions without including the sparkling components of cider due to
the presence of CO,. In cider, the studies concerning CO, relate to the visual properties of foam and
bubbles (Suarez Valles et al., 2008, Picinelli Lobo et al., 2005). None mentions the interaction
between CO, and cider chemical components although there is much evidence indicating that carbon
dioxide could modulate taste and astringency in different matrices (Saint-Eve et al., 2010, Saint-Eve

et al., 2009).

Several studies have shown that carbonation leads to a decrease in sweetness (Cowart, 1998, Passe
et al., 1997, Hewson et al., 2009, Saint-Eve et al., 2010, Le Calvé et al., 2008, Thuillier, 2007, Clark et
al., 2011) but this decrease is concentration-dependent. For example, Thuiller (2007) observed a
significant effect of CO, on this attribute but only at 18 g/L and not at 9 g/L or 36 g/L. Cometto-
Muniz, Garcia-Medina, Calvino, & Noriega (1987) obtained contradictory results depending on the

sucrose and CO, concentrations used.

Concerning acidity, carbon dioxide generates an increase in perceived sourness. This is due to the
presence of carbonic acid, formed by the dissociation of CO, in solution (Cowart, 1998, Hewson et al.,
2009, Saint-Eve et al.,, 2010, Le Calvé et al., 2008, Thuillier, 2007, Cometto-Muniz et al., 1987).
However, here again, the modulation of taste by CO, appears to be concentration-dependent. Firstly,
it depends on the concentration of CO,. Lederer, Bodyfelt, & McDaniel (1991) reported a significant
increase in acidity only when the carbon dioxide concentration was over 2 Vol. Secondly, the acid
concentration seems to impact the role of CO, in sourness; at high acidity content, the presence of

CO, did not lead to a significant increase in sourness (Thuillier, 2007).
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The impact of CO, on bitterness also appears to be concentration-dependent. Some authors found a
decrease in bitterness with CO, in beer but only over 300 uL/L of hop acid with an increased
bitterness up to 150 pL/L (Clark et al., 2011). Cometto-Muniz et al. (1987) observed a similar effect
on quinine sulfate solution with an increase in bitterness for low concentrations and a decrease for
high concentrations. Thuillier (2007) reported a decrease in the bitterness of quinine sulfate due to
CO, in a model wine solution but no effect on the bitterness of tanins in wine. For other authors,
such as Cowart (Cowart, 1998) with quinine sulfate, CO, had no impact on bitterness. Thus, it seems

that the effect of CO, on bitterness is also dependent on the bitter compounds.

Finally, the carbonation of a solution leads to an increase in astringency (Hewson et al., 2009,
Thuillier, 2007), probably generated by the fall in pH (Francois et al., 2006, Fontoin et al., 2008).
However, this increase appears to be dependent on polyphenol concentration. An increase in
astringency was observed for a low concentration of hop acid but a decrease in its perception was

obtained at 600 pL/L of hop acid (Clark et al., 2011).

From the literature, it is clear that CO, impacts taste and astringency. However, this phenomenon is
dependent on the type and concentration of the different chemical compounds in the product thus it
is not possible to generalize the results. An understanding of the CO, effect in a specific matrix needs
a specific focus to include the range of concentration observed in this product and the specificity of

the chemical compounds within it.

The aim of the present work was to evaluate the role of carbon dioxide in the perception of
sweetness, sourness, bitterness and astringency in a model cider solution containing the main

constituents of cider: fructose, malic acid, ethanol, and apple polyphenols.

2.1.1 Materials and Methods

2.1.1.1 Model cider solution and experimental design

A water solution was used with added ethanol, fructose and malic acid (the main sugar and acid in
cider) and polyphenol. A half-fractional factorial design was established with the CO, factor (called A)

with two levels (absence or presence), three factors (B: Fructose, C: Acidity (malic acid and pH) and
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D: Ethanol) with two levels (low and high) and one factor (called E) with four levels corresponding to
four concentrations of polyphenols. Since the main subject of this work was the CO, impact and its
interactions with sugar, acid, ethanol and procyanidin concentrations, the CO, factor was crossed
with a combination of the four other factors as presented in Table 14. The experimental design thus
comprised sixteen samples. This enabled the main effect of CO, (A) and its interaction with the other
components AB, AC, AD and AE to be studied. The other four main effects were aliased with other

interactions.

Table 14 : Experimental design and sensory results

Sample C(;‘; : Frlllac:tose Ac(i:(;ity Et}llja: ol Pollijphenol CO, FIE;(/}E))SC M;?gifLa)Cid pH (1;:}\1;18(]11) e[::t)rlzgth(egn/(])_l) Sweetness Sourness  Bitterness Astringency
s o1 -l -1 -1 -1 x1 Without 20 33 3.94 27 0 2224 183 % 058 ¢ 047 ¢
S 02 -l -1 1 -1 X2 Without 20 504 348 27 0.83 128 ¢ 476 ° 269 4 243 b
S 03 -1 -1 -1 1 X3 Without 20 3.3 3.94 57 1.67 155 ¢ 189 % 545 @ 205 cf
S04 -1 -1 1 1 x4 Without 20 504 348 57 25 134 ¢ 355 ® 528 ® 378
S 05 -1 1 -1 -1 x4 Without 60 3.3 3.94 27 25 532 ® 091 ¢ 3.63 258 b
S 06 -1 1 1 -1 X3 Without 60 504 348 27 1.67 6.46 * 248 T 905 e 198 cdf
S 07 -1 1 -1 1 X2 Without 60 3.3 394 57 0.83 678 * 155 % 275 4 1eg ok
S 08 -1 1 1 1 x1 Without 60 504 348 57 0 6.17 ® 339 wede jg5 d 75 f
S 09 1 -1 -1 -1 x1 With 20 33 3.94 2.7 0 133 ¢ 197 *B 161 % 1.3 °®
S10 1 -1 1 -1 X2 With 20 504 348 27 0.83 154 4 437 ® 299 < 191 cf
S 11 1 -1 -1 1 X3 With 20 33 394 57 1.67 1.64 ¢ 285 b 501 @ 307 b
S 12 1 -1 1 1 x4 With 20 504 348 57 2.5 119 ¢ 348 ™4 632 @ 436 °
S 13 1 1 -1 -1 x4 With 60 3.3 3.94 27 25 465 * 165 ' 325 <4 gy b
S 14 1 1 1 -1 X3 With 60 504 348 27 1.67 456 ¢ 213 e 945 4 2o cdef
S 15 1 1 -1 1 X2 With 60 3.3 3.94 57 0.83 562 ® 181 227 @ 209 «f
S 16 1 1 1 1 x1 With 60 504 348 5.7 0 555 ¢ ] e 70 d 15y dofe

Different lower case letters represent significant differences (p<0.05) between sample averages according to the Student Neuman-Keuls (SNK) test

The concentrations of each compound were selected to fall within the range found in commercial
French ciders. A large database of 90 products (Le Quéré et al., 2006) was used to determine the low
and high levels of fructose, malic acid and ethanol. Fructose was fixed at two levels: 20 g/l and 80 g/I,
while ethanol was added at 2.7 %Vol and 5.7 %Vol. For the acid compounds, it was decided to
combine malic acid concentration and pH. The low level of acidity was fixed at 3.3 g/L malic acid and
a pH of 3.94 while the high level was 5.04 g/L and a pH of 3.48. The pH was obtained by buffering
with a KOH solution since potassium is the main mineral in cider. Finally, the procyanidin level was
obtained using a commercial apple polyphenol extract from the Val-de-Vire BioActives Company.

This extract contained 33% of procyanidins with an average degree of polymerization of 2.4. Four
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levels were studied: the highest level was 2.5 g/L of polyphenol extract corresponding to 750 mg/L of
procyanidins as used by Symoneaux et al. (2014b) and the three other levels were 0 g/L, 0.83 g/L and
1.67 g/L.

2.1.1.2 Carbonation of samples

The model cider solutions were carbonated in a 20-L device including a Millipore tank, a pump
(rotating gears Micropump®) and a venturi, the depression pipe of which was connected with the
atmosphere of the tank. The solutions (15 L) were carbonated by pumping CO, through the venturi
for 20 min at 10 °C under a pressure of 2.2 bar of carbon dioxide, dissolving 5 g/L of CO, in the

solution.

2.1.1.3 Sensory evaluation by a trained panel

2.1.1.3.1 Panel composition and training

The sensory panel was composed of thirteen paid assessors from the Ecole Supérieure d’Agriculture
(four men and nine women aged from 20 to 68 years old). They were recruited specifically for
previous experiments on the sensory characterization of procyanidins in a model cider (Symoneaux
et al., 2014a, Symoneaux et al., 2014b, Symoneaux et al., 2015a). The sensory attributes on which
panelists were trained were sourness, sweetness, bitter tastes and astringency. For the training
period, the quantity of the final polyphenol extract was limited. For this reason, the training was
adapted and developed with the use of another apple polyphenol extract with a similar composition
(PA 230 Val-de-Vire BioActives, France). This extract containing 38% of procyanidins was used up to a
maximum concentration of 2 g/L to give a maximum concentration of 750 mg/L of procyanidins in

the samples used for training.

Before the characterization of the sixteen samples, panelists had around 50 h of training on the
sensory characterization of polyphenols in water and in model solutions without CO,. Concentrations
of fructose, malic acid, ethanol and commercial polyphenol extract used for training were those
specified in the experimental design samples. They also evaluated some commercial ciders in order

to assess some products with CO, before the experiments. Nevertheless, they were not informed
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about the aim of the study and CO, perception was not included so that the focus was only on the

four studied attributes.

2.1.1.3.2 Tasting conditions and sample presentation

Tasting took place in individual computerized booths according to NF ISO 8589 norms, in a sensory
room at 21 °C +/- 1 °C under red light to limit the perception of color. Cleansing between samples

was done with mineral water (Evian) and a low-salt biscuit (Les Crackers Nature, Heudebert).

Bottles were opened at the beginning of the session and were closed between each glass service. 4 cl
was carefully served in an 8 cl glass, limiting shaking. The sixteen samples were divided into two
subsets corresponding to the series of samples with and without CO2. Half of the tasters began with
the products with CO2 and ended with the samples without while the other half received the
samples in the opposite order. Inside each subset, the eight samples were presented in a sequential
monadic way and their order was based on a William Latin-square arrangement. Scores were
collected by FIZZ (version 2.10; Biosystems, Courtenon, France). Tasters were informed that some
samples had bubbles but without further explanation so as not to focus their attention on this

particular point.

2.1.1.4 Data analysis

All data analyses were carried out using Statgraphics Centurion XVI. First, a two-way ANOVA was
performed, with Sample as the fixed effect and Judge as the random one, to validate the ability of
the panel to distinguish the sixteen samples. Then, the mixed factorial experimental design was
analyzed. A variance analysis per attribute was done in order to determine which main effects and
interactions were significant. Then, standardized Pareto diagrams were drawn for each attribute.
These display several statistics as histograms where each bar is proportional to the absolute value of

its standardized effect.
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2.1.2 Results and Discussion

The Judge and Sample factors studied by variance analysis were significant for the four attributes.
Despite a significant Judge effect (data not shown), the sixteen samples were significantly

differentiated. The post-hoc analysis in Table 14 confirmed differences between the samples.

Table 15 presents the p-values for each main factor of the experimental design and the interactions
between CO, and other constituents. Bitterness was significantly modified by fructose, ethanol and
polyphenol concentration. Apart from acid content (p = 0.065), the other four factors influenced the
perception of astringency. Sweetness perception was modified by fructose concentration, the
presence of CO, in the solution and polyphenol content. An interaction between fructose and CO,
was also observed on sweetness. Finally, only acid content and fructose modified sourness

perception with an interaction between CO, and acid content.

Table 15 : Probability levels of significance for the main effects and interactions

Factors Bitterness Astringency Sweetness Sourness

A: CO, 0.387 0.047 0.006 0.955
B: Fructose 0.000 0.023 0.000 0.000
C: Acidity 0.845 0.065 0.570 0.000
D: Ethanol 0.000 0.017 0.173 0.758
E: Polyphenol 0.000 0.000 0.023 0.567
AB 0.204 0.904 0.046 0.566
AC 0.345 0.392 0.906 0.044
AD 0.617 0.155 0.456 0.930
AE 0.832 0.853 0.769 0.190

2.1.2.1 Bitterness

Figure 18a is the standardized Pareto diagram for bitterness. The polyphenol concentration was the
main factor positively modifying bitterness perception. The more polyphenols there were in the

solution, the bitterer the sample was. In addition, ethanol enhanced the bitterness whereas fructose
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reduced it. This impact of polyphenol, and more precisely procyanidin, concentration has been
clearly identified in cider as well as the enhancement by ethanol (Lea and Arnold, 1978, Symoneaux
et al., 2014b, Symoneaux et al., 2015a). Moreover, the suppressive effect of sugar, which leads to a
decrease in bitterness in the presence of fructose, has been reported in numerous matrices (Keast
and Breslin, 2003, Calvifio et al., 1993, Lyman and Green, 1990, Keast, 2008, Hewson et al., 2009,
Burns and Noble, 1985, Panovska et al., 2008).

Bitterness Sweetness
E:Polyphenol C° | | =+ BFructose | [N e
D:Ethanol | | I - Aco2 |[ 1] -
B:Fructose | | | E:PolyphenolC® | [_|]
AB |[ ] AB | [
AC | [ D:Ethanol | [
Acoz | [T AD |
ﬁ DD CAcidity | [J
AE |
C:Acidity | [ a) Ac | ©
0 2 ] 6 8 10 0 4 8 12 16 20
Astringency Sourness
E:-Polyphenol C° | | ‘ : ' ' CiAcidity | | ]
O+ /=
D:Ethanol | [0 - B:Fructose | | I *
B:Fructose |[ ] AC | ]
ACO2 AE |
C:Acidity | [ AB | [
AD | [ E:Polyphenol C° | [ |
AC |[] D:Ethanol | [
AE [ AD | [
AB | [ b} ACO2 || d)
0 2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5 6

Figure 18 :Pareto charts showing the standardized effects of the CO,, fructose, acidity, ethanol
content, polyphenol content and interactions on (a) bitterness, (b) astringency, (c) sweetness,
(d) sourness. The color of the bar shows whether the effect is positive (gray) or negative (white)
on the studied attribute. The vertical line indicates the lower limit of significance of the effects at
a level of 5%.

At the tested concentration, CO, had no impact on this bitterness due to polyphenols and enhanced
by ethanol. The interaction observed by Clark et al. (2011) and Cometto-Muniz et al. (1987) between
CO, and bitter compounds, such as hop acids and quinine sulfate, did not occur in the present

experiment in the wide range of polyphenol and ethanol concentrations studied.

2.1.2.2 Astringency

Figure 18b is the Pareto diagram for astringency. This characteristic was highly related to the

concentration of procyanidins as previously reported by numerous authors (Lea and Arnold, 1978,
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Breslin, 1996, Vidal et al., 2004a, Robichaud and Noble, 1990). Thus, in the present conditions,
ethanol content increased the astringency, whereas fructose reduced it. The decrease in astringency
by fructose has been described by several authors as a consequence of the increase in viscosity
(Lyman and Green, 1990, Ishikawa and Noble, 1995, Valentova et al., 2002). However, the increase
due to ethanol is more surprising since no authors have observed this result. In fact, a decrease in
astringency by ethanol (Fontoin et al., 2008, Vidal et al., 2004a) or no impact (Noble, 1998, Valentova
et al., 2002) are generally reported, notably in cider. Since such an effect was not observed in the last
two works on cider interactions with similar chemical compositions (Symoneaux et al., 2014b,
Symoneaux et al., 2015a), we hypothesize that this particular result is due to the statistical alias

between Ethanol and the interaction Fructose x Procyanidins in the experimental design.
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Fructose (g/l) 20 60 20 60 20 60 20 60
Ethanol (%Vol.) 2.7 57 27 537 57 27 5.7 27
Malic Acid (g/L) 3.30 5.04 5.04 3.30 3.30 5.04 5.04 3.30
Polyphelon Content (g/L) 0 0 0.83 0.83 1.67 1.67 2.5 27
Figure 19 :Astringency measured for each sample without . or with CO2 . Error bars

correspond to SD values.

Finally, CO, increased astringency to a lesser extent. Figure 19 shows the averaged data for each
product with and without CO,. The presence of CO, increased the perceived astringency to a varying
degree. The decrease in pH due to the dissociation of CO, leads to this increase in astringency
(Hewson et al., 2009, Thuillier, 2007). The two samples without polyphenols presented a very low
astringency, which was reinforced by CO,. This slight increase in astringency observed for samples
without polyphenols could be due to a reinforcement of the astringent component of malic acid
since organic acids vehicle astringency by themselves (Kallithraka et al., 1997c, Lee and Lawless,

1991).
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2.1.2.3 Sweetness

As shown on the Pareto diagram (Figure 18c), fructose was logically the main factor modifying
sweetness. Nevertheless, CO, influenced significantly and negatively the perceived sweetness with
an interaction between CO, and fructose factors that was also significant. This interaction can be
observed on the interaction plot for sweetness (Figure 20a). It presents the average value with and
without CO, for products with a low level of fructose (20 g/L) and those with a high level (60 g/L).
When samples had a low sugar content, the perceived sweetness was not significantly modified by
gas and samples were perceived slightly sweet. In contrast, for samples with 60 g/L, even if they
were perceived significantly sweeter, those with CO, were significantly less sweet than their homolog
without gas. The decrease in sweetness by CO, generally observed in several matrices (Cowart, 1998,
Passe et al., 1997, Hewson et al., 2009, Saint-Eve et al., 2010, Le Calvé et al., 2008, Clark et al., 2011)
is, in the present experiment, concentration-dependent. This result is in accordance with Thuillier
(2007) who noticed this interaction but, in his study, the decrease was only significant for 18 g/L of
saccharose and not for 36 g/L. Here, we observed a significant decrease at 60 g/L of fructose,
probably due to the more complex composition of the matrix with ethanol, polyphenols and acid,

which also modulate the perceived sweetness and other sensations.

In addition, in the present conditions, the samples with more procyanidins were a little bit less sweet
than samples with low polyphenol contents (data not shown) as commonly reported in works on
cider and wine (Lyman and Green, 1990, Symoneaux et al., 2014a, Symoneaux et al., 2015a) . Finally,
acidity surprisingly had no impact on the perceived sweetness, despite the well-known suppressive
effect of acid on sweetness (Pelletier et al., 2004, Zamora et al., 2006, Le Calvé et al., 2008). The use
of a half-fractional experimental design could be the explanation of this particular result, since the

acid content effect was aliased with two interactions.

2.1.2.4 Sourness

As shown on the Pareto diagram (Figure 18d), acid content and fructose influenced the perceived
sourness positively and negatively, respectively. The CO, effect on sourness was not significant unlike
the interaction between CO, and acid content. Figure 20b represents this interaction. Although the
samples with a high acidity content were always perceived sourer than low acidity samples, the
difference in acidity was largely greater between samples without gas than with gas. Besides, it

appeared that for low acidity, the presence of CO, slightly increased the perceived sourness while at
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high acidity it decreased slightly with CO,. Thuillier (2007) indicated that the impact of CO, on

perceived sourness was less significant at high acid content. This author, working on the sourness of

wines, noted that CO, seemed to bring closer those wines that had very different acid compositions.

The increase in sourness is explained in the literature by the presence of H;O" ions due to CO,

dissociation in solution. This could account for the present increase in sourness for low acidity

samples. Concerning the high level of acidity, no suppressive effect of sourness by CO, was expected.

Sweetness

I

Without

With
Cco2

Sourness

Acidity
—— Low
-<- High
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COo2

With

Figure 20 : Interaction plot between a) CO2 and sugar content on sweetness and b) CO2 and
acidity content on sourness. Error bars correspond to LSD values.
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2.1.3 Conclusion

The study of the impact of carbon dioxide on bitterness, astringency, sweetness and sourness in a
model cider solution was the aim of the present work. A half-fractional design was used for this

purpose.

The addition of CO, to the model solution modified three of the four perception attributes studied.
Sweetness decreased but more at high sugar concentration (60 g/L). Sourness increased but only at
low acidity (pH=3.94), whereas it decreased at high acidity (pH=3.48). Astringency increased overall
with the presence of CO, but bitterness was not modified. Despite the presence of CO,, tasters were

able to perceive sensory differences between the samples.

The concentration of CO, and the foam and bubble properties were not the topic of this work.
Nevertheless, these can vary in cider from one product to another depending on the fermentation
process and cider composition (Ribéreau-Gayon et al., 2004, Blanco-Gomis et al., 2010, Picinelli Lobo
et al., 2005, Gallart et al., 2004). Further work will be needed to understand better the role of CO, in
cider perception taking into account different levels of carbonation, the origin of the CO,
(gasification, secondary fermentation in the bottle, etc.) and its interaction with chemical

composition.
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Synthese de cette étude

L'objectif de ce plan d’expériences était de mesurer I'impact du CO, sur les caractéristiques
gustatives de solutions modéles composées de sucre, d’acide malique, d’éthanol et de procyanidines

mis en solution dans des concentrations proches du cidre.

Il apparait que la présence de CO, n’a pas d’impact sur I'amertume mais augmente légerement
I'astringence des solutions par une acidification de la solution. Le go(t sucré diminue en présence de
CO2 mais seulement pour les échantillons avec une concentration plus forte de fructose (60 g/L).
Enfin, par l'ajout de CO, l'augmentation de I'acide carbonique aurait di conduire a une
augmentation de I'acidité percue dans les échantillons. Celle-ci se vérifie pour les solutions avec un
niveau d’acide malique bas et un pH initial de 3,94. En revanche, les échantillons ayant un pH initial
de 3,48 avant ajout de CO, voient leur acidité diminuer. Il semble que les dégustateurs aient plus de

difficulté a percevoir I'acidité en présence de gaz.

De ces résultats, il est possible de conclure que les résultats obtenus dans le chapitre | avec des
solutions modeles sans CO, ne seront fondamentalement pas remis en cause par le dioxyde de
carbone présent dans le cidre. L'amertume n’est pas modifiée et I'astringence augmente
globalement. Par contre, pour le goQt sucré et I'acidité, on constate que la présence du CO, réduit les
écarts perceptibles entre les échantillons. Cependant, si les dégustateurs font moins de différences

cela ne contredit les résultats en matiére de classement.
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Chapitre 3. Sur les interactions aromes-

saveurs dans le cidre

Les expérimentations précédentes sur I'impact des procyanidines, du fructose, de l'acidité, de
I’éthanol et du CO2 sur le go(t sucré, I'acidité, 'amertume et I'astringence ont été menées dans des
solutions modeles. Ce choix permettait de mieux maitriser les parametres étudiés et de pouvoir les
analyser de maniére indépendante. En effet, dans des cidres commerciaux, les composés chimiques
sont souvent dépendants les uns des autres pour des raisons technologiques (i.e. le sucre et I’alcool)
ou d’équilibre gustatif (i.e. une forte acidité compensée par du sucre). Cette colinéarité entre

certaines variables complique I'étude des interactions dans un espace produit réel.

L'étude de lI'impact des ar6mes sur la saveur du cidre aurait pu se faire également dans des
conditions modeéles par ajouts dosés de molécules aromatiques. Cependant, nous avons décidé de
travailler a partir de cidres commerciaux choisis pour présenter une diversité organoleptique de
saveurs et d’ardmes. En effet, il nous a semblé intéressant de travailler sur des produits réels pour
intégrer des stimuli aromatiques plus naturels que ceux apportés par une molécule ou un pool de

molécules.
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Could cider aroma modify cider mouthfeel properties?
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Abstract

The objective of this work was to evaluate whether aroma-taste interactions could occur in
cider due to cognitive interactions such as a dumping effect or a congruency phenomenon.
Sixteen French ciders were selected with different organoleptic characteristics. Three
different tasting conditions were compared in order to evaluate the presence of aroma
interactions with taste. A trained panel was first asked to assess ciders, with and without a
nose clip, on four attributes: sweetness, sourness, bitterness and astringency. Secondly,
they had to score the same four attributes with seven aroma attributes added. It was shown
that the perception of sweetness and astringency was modified in the presence of aroma.
Ciders with fruity and caramel aromatic notes were perceived sweeter contrary to ciders with
hay, animal and earthy notes, which were perceived less sweet. Moreover, the aroma
interaction with sweetness was sugar concentration-dependent. It occurred only in cider
containing around 40 g/L of sugar. Finally, ciders were perceived more astringent when
tasted without wearing a nose clip.

Keywords: Flavor interaction; Congruency; Cognitive interaction; Trained panel; Beverage
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3.1.1 Introduction

Cider is a slightly alcoholic beverage resulting from the fermentation of apple must. The main
chemical constituents are water, ethanol, sugars (principally fructose), organic acids (principally malic
acid), polyphenols and aromatic compounds (Lea and Drilleau, 2003). Mastering the quality and the
regularity of production needs a better understanding of the way cider components interact to
construct the final sensory characteristics of cider flavor. Although the interactions in this matrix
between sugars, acids, ethanol and procyanidins impacting sweetness, sourness, bitterness and
astringency are documented (Symoneaux et al., 2014a, Symoneaux et al., 2014b, Lea and Arnold,

1978), the impact of the aromatic fraction on cider taste has not been reported in the literature.

Interactions between taste and aroma are mainly investigated in model solutions, as reviewed by
Poinot, Arvisenet, Ledauphin, Gaillard, & Prost (2013). Fewer works are dedicated to this topic in real
food products and beverages. Model solutions are preferred because they are easier to parameter,
even though some authors have concluded that these interactions are matrix- and concentration-
dependent. This means that if producers want to understand the consumer perception of their
products better, they need to study their own sensory product space to confirm whether such

interactions occur.

There is some evidence that aroma can modify taste by physicochemical and cognitive interactions,
including the dumping effect and congruency (Valentin et al., 2006, Keast and Breslin, 2003).
Although gustation and olfaction are two anatomically and physiologically different entities,
numerous examples indicate strong interactions between both inputs at the perceptual level
(Delwiche, 2004, Lim et al., 2014). Therefore, a taste could be perceived more intense if presented

simultaneously with a congruent aroma.

For example, many studies report the enhancement of sweetness by “fruity” notes, which are
associated with a sweet component by consumers (Boakes and Hemberger, 2012, Burseg et al., 2010,
Labbe et al., 2006, Tournier et al., 2009, Murphy and Cain, 1980, Frank and Byram, 1988, Lavin and
Lawless, 1998, Prescott, 1999, Stevenson et al., 1999, Djordjevic et al., 2004, Le Calvé et al., 2008).
“Caramel” aroma also impacts the sweet taste positively (Stevenson et al., 1999). In contrast, some
odors not associated with sweetness (angelica oil and damascone) led to a decrease in the perceived
sweetness of sucrose in a water solution (Stevenson et al.,, 1999). Aroma can also modify the

perception of sourness. “Caramel” notes decreased the perception of sourness of a solution
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containing 1.44 g.L™ citric acid (Stevenson et al., 1999). In addition, a “lemon” aroma can enhance

perceived acidity (Valentin et al., 2006, Le Calvé et al., 2008).

Concerning bitterness modulation by aromas, only a few works have been dedicated to this topic
(Gaudette and Pickering, 2013). Cocoa and coffee aromas increase bitterness (Labbe et al., 2006,
Keast, 2008). However, addition of an aromatic extract from a “fruity” white wine to a red wine
slightly reduced the bitterness (Sdenz-Navajas et al., 2012) although the decrease in bitterness by
sweet congruent aromas does not work in all contexts (Labbe et al., 2006). These authors observed

an insignificant effect of vanilla aroma on the bitterness of cocoa beverages.

Finally, aroma can modulate astringency. A recent work indicated that the presence of aromatic
compounds, with fruity, leather and smoked notes, in solutions with phenolic compounds (catechin
or epicathecin) increased their astringency (Ferrer-Gallego et al., 2014). However, a decrease in
astringency was observed by adding a “fruity” aromatic fraction to reconstituted wines (Saenz-

Navajas et al., 2012).

The study of aroma-taste interactions in real food products needs specific conditions in order to
demonstrate whether psychological interactions occur. Among cognitive interactions, the dumping
effect, observed by Franck and Van de Klaav (1992) and confirmed by Clark and Lawless (1994),
generates an overestimation of some attributes when the list of attributes is incomplete and lacks
appropriate response categories. This can be assessed by comparing answers of panelists when they
are asked to score a short list of attributes and a longer list containing adapted aromatic notes (Clark
and Lawless, 1994, Frank et al., 1993a). This procedure is used to report the possible overestimation
of an attribute score (i.e. sweetness) when the appropriate attributes are lacking (i.e. strawberry).
Another interesting aroma taste interaction is called congruency. Even if taste and olfaction are two
anatomically and physiologically distinct entities, there is a lot of evidences that gustation and
retronasal olfaction interact closely with one another (Delwiche, 2004, Lim et al., 2014). Thus, a taste
(i.e. sweetness) can be perceived more intense when it is evaluated with a congruent aroma (i.e.
caramel note)(Prescott et al., 1996). A way to reveal this psychological origin of aroma-taste
interaction is to use a strategy with sensory input blockers (Poinot et al., 2011, Sdenz-Navajas et al.,
2012). It can be assessed by comparing the scores for taste attributes obtained with and without the

use of a nose clip.
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In cider, no works have described aroma-taste interactions. Nevertheless, “Apples, Cooked Apples,

III

Fruity, and Caramel” odors and aromas can be present in ciders (Piggott and Watson, 1992, Le Quéré
et al., 2006). Therefore, based on the literature, we hypothesized that these notes could modulate
cider taste and astringency. The aim of the present work was to investigate the interactions between
aromas and four sensory characteristics: sweetness, sourness, bitterness and astringency in
commercial ciders. Three different conditions were compared. The first two consisted of scoring the
four sensory attributes with and without wearing a nose clip. The third one was the evaluation of the
same list of four attributes without a nose clip but completed by seven other aromatic attributes.
Comparing the results for the four attributes in the conditions without a nose clip should reveal the

presence of a dumping effect while comparing the conditions with and without a nose clip when

evaluating only four attributes should indicate whether there is a congruency effect in cider.

3.1.2 Materials and methods

3.1.2.1 Commercial ciders

Sixteen ciders with different sensory profiles were selected based on the professional expertise of
four experts working for at least five years in cider production as an oenologist, technical adviser or
quality manager. They were asked to provide samples of ciders from their area of production with
very different tastes and aromas. A selection of sixteen ciders was made after an informal tasting

organized with a small team of the sensory laboratory.

Ciders were first characterized by their pH and titratable acidity expressed in g.L" eq malic acid.
Sugar content (fructose, sucrose, glucose) was measured by an enzymatic methodology (Megazyme
Sucrose/Fructose/D-Glucose Assay Kit - K-SUFRG) and expressed according to the equation: Total
sugar = sucrose + (0.95 x (glucose + fructose)). Total procyanidins and their average degree of
polymerization (aDP) were quantified following the method described by Guyot, Marnet, Laraba,

Sanoner, & Drilleau (1998).

Products were tasted at 11°C +/- 1°C in INAO normalized glasses. Bottles of cider were opened at the

beginning of the session and were capped between each service.
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3.1.2.2 Sensory evaluation by a trained panel

Fifteen panelists took part in this experiment. They were occasional cider consumers (a minimum of
10 times a year). They had previously been involved in a sensory project for the evaluation of odor
and aroma in apples (Charles, 2013) and were trained in the flavor evaluation of cider in this context.
Then, they were trained for about 60 hours in the taste evaluation of model cider solutions
(Symoneaux et al., 2014b). At the beginning of the present experiment, they were familiarized with

cider aroma recognition using seven references presented on sniff paper stickers (Table 16).

Table 16 :Reference molecules for training on cider aroma

Attributes Selected references

Citrus fruit limonene 10% ethanol

Caramel / Apple purée ethyl acetoacetate 1% ethanol + ethyl maltol 1% ethanol
Animal para-cresol 1% ethanol

Hay hay absolute 10%

cis-3-hexenyl acetate 1% ethanol

Fruity hexyl acetate 1% ethanol
Floral / Honey phenyl ethyl acetate 10% ethanol
Earthy geosmin 0.01% ethanol

In order to assess the impact of aroma on taste perception, a nose clip was used but this requires
some training to perform the sensory task in a comfortable way for a sparkling product. For this
reason, without explaining the aim of the experiment, two sessions were devoted to evaluating the

cider taste with a nose clip, performing ranking and scoring tasks on several commercial ciders.

3.1.2.3 Design of the sensory experiment

Three conditions were used during the test: i) the evaluation of sweetness, sourness, bitterness and
astringency without a nose clip (Wout.NC condition), ii) the evaluation of the same attributes with a
nose clip (W.NC condition) and iii) the evaluation of the seven aroma attributes in addition to the
four previous attributes (Arom condition) without a nose clip. All attributes were evaluated on a
unlabeled 14-cm linear scale using FIZZ acquisition software (version 2.10; Biosystems, Courtenon,

France). The left end of the scale corresponded to the lowest intensity (value 0) and the right end to
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the highest intensity (value 10). Products were tasted under red-light illumination. Each assessor
rinsed his/her mouth with mineral water and ate unsalted crackers between sample evaluations.

They were asked to wait at least 2 minutes between each sample.

In order to avoid a learning or an order effect in the experiment, the first two conditions (W.NC and
Wout.NC) were balanced between panelists. Half of the panel began with the W.NC condition
followed by the Wout.NC one, while the other half worked in the reverse order. The aroma condition
test was carried out by all tasters after the two previous conditions. During this third test, tasters had
to evaluate the seven attributes, the three tastes, and astringency presented simultaneously on the

same page (Arom condition).

For each condition, the sixteen products were presented in duplicate, in a sequential monadic way,
and their order was based on a Williams Latin-square arrangement. Twelve sessions of one hour

(eight products per session) were spread over four weeks.

3.1.2.4 Data analysis

All analyses were performed with the R software package (version 3.1.2, R Core Team). First, a two-
way ANOVA (Product as fixed factor and Judge as random factor) was carried out for the aromatic
attributes, in order to confirm that the sixteen ciders were significantly different in terms of aroma,
and a Principal Component Analysis was carried out using the FactoMineR package (Husson et al.,

2013) on the average scores of the aromatic attributes.

Then, two series of three-way ANOVAs (Product and Condition as fixed effects, Judge as random
effect) were performed on the three tastes and astringency: first, to compare Wout.NC and W.NC
conditions and secondly, to compare the results for the condition with aroma and the Wout.NC
conditions. All ANOVAs were perfomed using Statgraphics Centurion XVI (Version 16.1.18, StatPoint

Technologies, Inc).

The contribution of each product to the interaction Product x Condition was calculated using the

function interact in the SensoMineR package (Le and Husson, 2008).
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3.1.3 Results

3.1.3.1 Chemical composition and aromatic characteristics of the sixteen

ciders

The sixteen products were selected to provide a large overview of cider characteristics. The chemical
analysis confirmed this diversity (Table 17). Eight products (C21, C23, C31, C10, C17, C02, C11 and
C07) contained more than 30 g.L" of sugar. C10 presented the highest concentration of sugar with
52.1 g.L'". Logically, due to the fermentation process, the ethanol content was inversely linked to the
sugar content. CO5 was the cider with the highest acid content (4.16 g.L'") and lowest pH (3.44) and
differed from the others concerning these characteristics. The concentration of procyanidins ranged
from 0.3 g.L”" to 1.66 g.L™". The highest concentration was found in ciders C02, C07, C31, C21, and C03
(over 1 g.L'") and the lowest in C11, C10 and C17. Finally, aDP ranged from 1.8 to a maximum of 4.6.
From the works of Symoneaux et al. (2015b, 2014b, 2014a), differences in mouth sensory
characteristics (sweetness, sourness, bitterness and astringency) could be expected from these

chemical compositions.

Table 17 : Chemical composition of ciders

Cider Sugar Ethanol Titratable acidity Procyanidins

g/L % vol. pH g/L eq malic acid abp g/L
Co1 24.5 44 3.88 1.95 2.8 0.59
C02 44.2 45 3.72 2.49 24 1.66
Cco3 215 51 3.85 2.05 2.6 1.06
Co05 25.0 5.7 3.44 4.16 3.6 0.46
co7 33.1 4.7 3.75 2.25 2.5 1.34
C10 52.1 3.4 3.54 1.83 2.2 0.31
C11 30.1 4.3 3.6 2.52 21 0.30
C15 16.9 6.3 3.96 2.62 1.9 0.60
Cc17 37.0 4.3 3.8 2.52 1.8 0.37
Cc18 26.7 5.8 3.8 242 2.3 0.52
C19 26.7 4.8 3.53 3.09 4.6 0.48
C21 36.3 4.4 41 1.91 2.8 1.15
C22 27.4 5.4 3.48 3.77 2.7 0.32
C23 38.1 3.6 3.83 1.79 3.3 0.71
cz7 12.7 4.6 3.8 1.91 4.1 0.39
C31 43.3 4.3 3.65 2.96 2.8 1.29

Concerning aroma perception, the ANOVAs performed on the aroma evaluations of the sixteen

products in the Arom condition (when tasters evaluated the aroma without a nose clip) were
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significant for all attributes (p<0.001). Figure 21 presents the results of the Principal Component

Analysis on the aroma average table.

o ] H |
—~ 1 i . c21 | c10
X o 7 I X ! C02
R ' R C31 |
5 | 5 oo oG93 .
8 5 8 C15.C22  C19
~ o | - N C07 C18
c o i C '
3 : 2 !
8 i o o - !
Q 1 Q 1
IS I € |
Q © 1 s} !
O 9 7 E (@] E
! ¥ 4 ' cos
o | E Eitrus Fruit E
o T T T T T T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -4 -2 0 2 4
Component 1 (55.09%) Component 1 (55.09%)

Figure 21 : Principal Component Analysis on the average scores related to aromatic notes

The first component opposed products with earthy, animal and hay notes to the products with
caramel, floral and fruity notes. It thus opposed C21, C31 and C23 to C10, C17, C11 and C02. On the

second component on the PCA, CO5 was characterized by citrus fruit notes.

In conclusion, the product selection made by the cider professionals was pertinent since it provided

ciders with very different chemical and aromatic characteristics.

3.1.3.2 Impact of the condition on tastes and astringency

Table 18 presents the ANOVA p-values for each studied factor and interaction of each sensory
attribute. Despite the long training of the panel, a significant “Judge effect” was observed for all
attributes whatever the condition tested. “Judge x Product” interactions were also significant but a
performance analysis (data not shown) indicated that this interaction was due more to a “scaling
effect” generated by the high discrimination of the panel than to “a pure disagreement” (Bavay et al.,
2014). The “product effect” was highly significant for all attributes, showing that the selection of the
16 ciders with different chemical parameters provided ciders with very different organoleptic

characteristics, as anticipated.
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Table 18 : Results of the variance analyses in the Wout.NC and W.NC conditions and in the
Arom and Wout.NC conditions

Product Judge Product Judge Condition:Judge Condition Condition: Product
Attributes F p-value F alue F p-value F value F p-value F p-value
Sweetness 27.83 <0.0001 11.54 <0.0001 1.88 <0.0001 9.82 =0.0001 0.30 0.55908 226 00041
WONG us W Sourness 1240 =0.0001 14 62 =0.0001 1.58 =0.0001 300 000035 1.66 02196 098 045915
Bittemess 14.71 <0.0001 11.34 «<0.0001 238 <0.0001 288 0.0005 0.06 0.8150 1.40 0.1401
Astringency 2957 <0.0001 1265 <0.0001 1.67 <0.0001 369 <0.0001 G.68 0.0226 0.97 0.4514
Sweetness 24,96 <0.0001 14.98 <0.0001 1.70 <0.0001 6.10 <0.0001 2.04 0.1765 1.19 02742
WLt HE v S0oUrmess 11.10 <0.0001 11.07 <0.0001 217 <0.0001 3.04 0.0002 1.69 0.2164 0.24 05223
Bittemess 14.23 <0.0001 10.78 <0.0001 2.24 <0.0001 245 0.0030 2.3 0.1525 0.aa 05853
Astringency 29 .82 <0.0001 523 0.0003 137 <0.0001 5.04 <0.0001 1.87 023528 075 07290

When the two conditions without a nose clip (Wout.NC vs. Arom) were compared, no significant
difference was observed for the “condition effect” in the Anova and the interaction between
condition and products for any attributes (Table 18). This means that the panel notation was not
significantly different both for the four attributes alone and when this short list was completed by

seven aromatic notes.

Finally, the results indicated some modifications of perception when tasters worked on the short list
of sensorial attributes with and without a nose clip. The “condition effect” was significant in the case
of astringency (Table 18). When tasters wore the nose clip, the astringency was perceived
significantly lower (M=4.19; M=4.76, respectively). In addition, interactions between Condition and
Product were studied. Sweetness was the only attribute with a significant interaction when the two
conditions W.NC and Wout.NC were compared. This means that the perceived sweetness of ciders
was modified for some products depending on the condition, so depending on the possibility to

perceive the aroma or not.

This interaction can be visualized on Figure 22 that presents, on the left axis, mean sweetness values
of each product in the two conditions (W.NC and Wout.NC) with a standard deviation (SD) error. On
the right axis, the percentage of contribution of each product to the Product x Condition interaction
is represented. Five products, in decreasing order of contribution C11, C21, C23, CO2 and C17, had a
contribution higher than 5% and all together concentrated about 75% of the contribution to the
interaction. These products were responsible for the interaction with sweetness depending on the
condition. This can be observed by looking at the differences between product means: significant
differences in sweetness between both conditions were observed only for these five ciders when

they were tested with or without a nose clip. C11, C17 and CO2 were perceived sweeter without a
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nose clip compared to the same product evaluated with a nose clip. As presented previously, these
three ciders had fruity and caramel aromatic notes. Inversely, C21 and C23, which had hay, earthy
and animal aromatic notes, were perceived less sweet when tested without a nose clip. The

perceived sweetness of these five ciders was influenced by their aroma.
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Figure 22 : On the left axis, mean values of sweetness for each product depending on the
condition tested (in dark gray, Without Nose Clip and in light gray, With Nose Clip). On the right
axis, contribution to the Product x Condition interaction in black.

The product with a fruity note (C10) did not lead to an over-notation of sweetness in the Wout.NC
condition. This product was the sweetest with 52.1 g.L™ of sugar. In this case, the fruity note did not
reinforce this sweetness, as it was already highly perceived by the panel. Besides, some products
such as C07 and C15, which presented animal, hay and earthy notes but with a lower concentration
of sugar (33.1 and 16.9 g.L', respectively), were both evaluated with the same sweetness with or
without a nose clip. Finally, C31, which had the same aromatic characteristics as C21 and C23, was

evaluated with a similar sweet perception in both conditions. This product had a sugar content close
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to the two other ciders but a higher acid content, leading to a lower perception of the sweetness of

this cider.

3.1.4 Discussion

In the present work, a sensory experiment was designed in order to evaluate whether the aroma
could modify cider mouthfeel characteristics by psychological interactions. The selection of ciders
with different aromatic profiles and chemical compositions was made for this purpose. The scoring of
a short list of attributes without aromatic notes and the same list with seven aromas was compared
to evaluate whether the dumping effect could occur in cider. Then, the results obtained for the short
list of attributes with or without a nose clip were compared in order to validate the possible presence

of a congruency phenomenon in real ciders.

The “dumping effect” can be ruled out in the present experiment. Working with only four mouthfeel
attributes in the Wout.NC condition could have been the source of such an effect. However, the
comparison between both conditions without a nose clip, one with this short list of four mouthfeel
attributes (Wout.NC) and the other with the same attributes completed by aroma ones (Arom),
indicated there was no condition effect and no product x condition interaction. This meant that the
perception of sweetness, bitterness, sourness and astringency was not significantly modified, either
overall or just for some products, by the lack of aromatic attributes. This confirmed that the
comparison of both conditions with the short list (Wout.NC and Arom) did not suffer from this

dumping effect.

Then, the use of a nose clip was chosen as a strategy for evaluating the impact of the aromatic
fraction on taste. The use of the nose clip modified only the perception of astringency and
sweetness. The aromas of cider modified the sweetness of some products. Neither sourness nor
bitterness was influenced by the aromatic profile of the sixteen ciders. The use of a nose clip enabled
the physicochemical interaction between volatile compounds and tastants to be excluded as an
explanation of this aroma-taste interaction. Thus, the psychological source of the interaction
between aroma and taste could be observed (Poinot et al., 2013). Since the dumping effect has been
excluded as an explanation of a psychological interaction in the present work, the modification of
sweetness intensity for some products may be associated with a congruent effect between taste and
aroma. The enhancement of sweetness by the “fruity” and “caramel” aromas of ciders is in

accordance with the literature (Boakes and Hemberger, 2012, Burseg et al., 2010, Labbe et al., 2006,
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Tournier et al.,, 2009, Murphy and Cain, 1980, Frank and Byram, 1988, Lavin and Lawless, 1998,
Prescott, 1999, Stevenson et al., 1999, Djordjevic et al., 2004, Le Calvé et al., 2008). As congruency is
generally studied in model solutions with simple molecules, its extension in a complex product would
be a powerful association between aromatic profile and taste characteristics within the product
space. Characterizing a large set of commercial ciders, Le Quéré et al. (2006) distinguished a strong
polarization between ciders presenting “fruity”, “apple/fruit”, “exotic fruits”, “vanilla”, “flowery”,

|H

“cooked apple” and “caramel” notes in opposition to other ciders with “animal”, “vat dregs”,
“underwood” and “woody” aromas. A taste opposition was associated with this polarization.
Sweetness was located with the first pole containing “fruity notes” and bitterness (and, by
opposition, products with a low level of sweetness) was linked to the second pole. Thus, consumers
of French ciders are exposed to this segmentation when they drink this beverage. Odor-taste
interactions may be the result of associations experienced through food exposure without any
explicit attention (Labbe et al., 2006). Therefore, the modification of sweetness for some products in

the present study could be the consequence of panelists’ previous exposure to French ciders and

their memorization of associations between specific aromas and tastes in cider.

Simultaneously, a decrease in perceived sweetness was observed for some ciders presenting hay,
earthy and animal aroma notes when products were evaluated without a nose clip. Although the
perceptual factor responsible for an enhancement of sweetness by fruity aromas is well
documented, there are no works in the literature mentioning a decrease in sweetness for hay, earthy
and animal notes. Only Prescott (Prescott, 1999) and Stevenson et al. (1999) reported a decrease in
sweetness for low sweetness odors (oolong tea, peanut butter, angelica oil and damascone). In the

n u

vat dregs”, “underwood”)

case of cider, the familiarity of tasters with aromatic profiles (“animal”, “
associated with low sweet ciders, as mentioned by Le Quéré et al. (2006), could have generated the

present perceived decrease in sweetness.

The aroma-taste interaction observed for sweetness appears to be sugar concentration-dependent.
Only products with a medium level (around 35-40 g.L'!) of sugar content were impacted. In fact, it is
more the level of sweetness perception that is involved than the precise amount of sugar. Only
products with a sweetness intensity ranging from 4 to 5 had their sweet perception modified by
aromas. C31, which contained 43.3 g.L"! of sugar, had a lower perceived sweetness compared to
other products with a similar amount of sugar because its acid content decreased the sweet
perception by a mixture suppression effect. The sweetness intensity of this product was under 3 and

it was not modified depending on whether a nose clip was used. Thus, the congruency phenomenon
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occurs in cider only for a medium sugar intensity. In their study of taste-taste interactions, Keast and
Breslin (2003) suggested that the position of the individual taste stimuli on the concentration-
intensity psychophysical curve (expansive, linear, or compressive phase of the curve) predicts large
interactions when reporting the enhancement or suppression of taste mixtures. The aroma-
sweetness interaction appears to follow the same behavior. It occurs only when the sugar
concentration falls within a specific range, probably corresponding to the linear phase of the
concentration-intensity psychophysical curve but also possibly depending on the taste-taste
interaction. This hypothesis could explain why contradictory results are observed in the literature.

Aroma could modify taste but it depends on the initial intensity of the sensation studied.

Astringency was lower when tasters wore the nose clip. Ferrer-Gallego et al. (2014) observed that
the addition of volatile compounds increased the intensity of the astringent perception of flavanol
solution without proposing hypothesis to explain this result. In the present experiment on cider, this
global decrease of astringency could be due to an artefact produced by the way tasters evaluated
ciders with and without nose clip. Astringency is an oral tactile sensation produced by the interaction
of polyphenols (mainly polymeric flavanols) with salivary proteins (Gawel, 1998). Procyanidins
precipitate proteins of saliva by chemical binding (hydrophobic interaction and hydrogen bonding)
and lead to a loss of lubricating effect of the mouth. Therefore, an astringent sensation appears.
Astringency is known to be additive and to increase in the case of several successive exposures
(Green, 1993, Guinard et al., 1986, Ross et al., 2007). In this study with cider, a sparkling product, the
use of nose clip is not easy for tasters. Despite some training to use it, it was observed that tasters
kept samples a little bit less time in mouth than in the conditions without nose clip for which it was
easier to breathe and taste normally. The bubbles and the foam produced in the mouth without the
possibility to evacuate the CO2 by the nose make the subjects to spit the product quicker. For this
reason in the Wout.NC condition, the time the cider stayed in mouth being superior, the perceived
astringency was globally higher. Another explanation could be that when tasters did not wear nose
clip, they kept products a longer time in mouth or they stirred it more to access to aromatic
composition. By this action, they increased mechanically the astringent perception. These two

hypotheses for the increase of astringency should be verified by other experiments.

Finally, the product C05, which was the sourest and had the highest acid content, was evaluated with
a higher aromatic note of citrus fruits. The experimental design was not developed to identify
whether this observation was the result of a taste-aroma interaction. Nevertheless, several authors

have reported that acid content can modify aroma perception. Concerning sourness and lemon or
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citrus fruit interactions, some works identified that an increase in acid content led to a higher
evaluation of citrus fruit aroma in the product. In wine, Zamora & Guirao (2004) observed a
significant negative correlation between lemon aroma and pH, and sour and lemon were positively
linked. In tomatoes, the lemon aroma was positively correlated to the titratable acidity (Causse et al.,
2002). The same interaction was analyzed in a citrus-flavored model beverage system. The citrus
flavor intensity was significantly enhanced by citric and lactic acid addition. From these works, we
could hypothesize that the aromatic note of citrus fruit observed in the product C05 could be due to
its high acidity content. Nevertheless, only an aromatic volatile profile would have confirmed the

presence or not of aromatic compounds responsible for such an aroma note.

3.1.5 Conclusion

Aroma- taste interactions occur in cider. The perceived sweetness of some ciders was modified by
aroma. Fruity and caramel aromatic notes enhanced perceived sweetness while hay, animal and
earthy notes decreased it. However, these interactions between aromatic notes and sweetness were
sugar concentration-dependent. They occurred only for a sugar content of around 35-40 g.L-1.
Sourness and bitterness perceptions were not modified by aroma. In cider, sugar, acid, ethanol and
polyphenol composition determine cider sweetness (Symoneaux et al., 2015) but in some cases, due
to cultivar selection, processes or blending, the aromatic profile could also modify the sweetness.
Cider producers need to be aware of this particular point when they try to predict cider organoleptic

properties from chemical composition.
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Synthese de cette étude

Les conditions de dégustation de cette étude ont été choisies pour révéler la possible existence
d’interactions cognitives liées a la présence des arémes lors de I'évaluation du go(t sucré, de

I'acidité, de 'amertume et de I'astringence de cidres.

Sans pince-nez, les résultats des quatre attributs gustatifs, présentés seuls ou accompagnés de
quelques attributs aromatiques, montre que le panel ne souffre pas d’un effet de « halo-dumping »

qui aurait conduit a une surestimation des attributs évalués en I’absence des attributs aromatiques.

En revanche, l'utilisation des pince-nez a permis de mettre en évidence un phénomene de
congruence dans |'espace produit des cidres. En effet, le go(t sucré de certains cidres est modifié en
présence des arbmes. Ainsi, une augmentation de la caractéristique sucrée en lien avec la présence
de notes aromatiques fruitée et caramel est observée et pouvait étre attendue au regard de la
bibliographie. Par contre, la diminution, par les notes de terreux et foin, du sucré percu n’a jamais
été observé dans la littérature. Ainsi deux cidres présentant des caractéristiques physico-chimiques
similaires peuvent présenter une perception du sucré sensiblement différente en fonction du profil
aromatique de ceux — ci. Il est intéressant de noter que ces effets de congruence ne sont observés
que dans des cidres ou la perception sucrée est moyenne correspondant a un niveau de sucres

autour de 35-40 g/L.

Au-dela des cidres, ce résultat laisse penser que les effets de congruence sont concentrations
dépendant ce qui expliquerait pourquoi des conclusions contradictoires sont observées dans la
littérature. L'interaction de I'ar6me sur la saveur nécessite donc une conjonction de plusieurs
éléments. Elle n’interviendrait que quand la saveur est dans une plage bien particuliere de
concentration, correspondant probablement a une partie de la phase linéaire de la courbe
psychophysique mettant en relation l'intensité percue et la concentration. Elle ne prendrait place
que pour des arébmes qui sont régulierement associés a des caractéristiques sensorielles données
dans l'espace produit étudié et qui, par expositions successives, généreraient cette interaction

cognitive. Mais des travaux complémentaires seraient nécessaires pour valider cette hypothése.
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L'objectif de cette these est de comprendre le role de plusieurs composés chimiques: les
procyanidines, le fructose, I'acide malique, I'alcool, le dioxyde de carbone et les arébmes sur la
perception de quatre sensations en bouche du cidre: le go(t sucré, I'acidité, I'amertume et
I'astringence. Les interactions qui ont lieu lors de la dégustation de solutions sont tres dépendantes
des molécules présentes et de leur concentration. Aussi, la compréhension des interactions entre les
différents composés chimiques du cidre mérite une approche spécifique intégrant les spécificités de
cette matrice. Pour répondre a cette problématique, plusieurs plans d’expériences ont donc été
construits pour 1°) étudier le réle des procyanidines en interaction avec la matrice dans des solutions
modeles sans CO,, 2°) étudier 'ensemble des interactions entre les procyanidines, le fructose, I'acide
et I'alcool, 3°) étudier I'impact de la présence du dioxyde de carbone sur le go(t sucré, I'acidité,
I'amertume et l'astringence et, finalement, 4°) observer si des interactions cognitives liées a la

présence de notes aromatiques spécifiques prennent place lors de la dégustation de cidres.

Les résultats de nos travaux ont confirmé des spécificités dans la construction des caractéristiques
sensorielles des cidres en lien avec les concentrations des différents composés chimiques présents,
avec la particularité des procyanidines issus des pommes et avec les notes aromatiques rencontrées

dans les cidres.

1.1. Ll’'importance des procyanidines dans la construction gustative
des cidres

L’analyse des résultats a confirmé un réle déterminant des procyanidines qui modulent fortement les
quatre attributs sensoriels étudiés. Nous avons ainsi montré que la concentration en procyanidines
joue un role majeur sur ces quatre sensations et plus particulierement encore sur 'amertume et
I'astringence. Il faut retenir que la composition en procyanidines intervient également dans la

perception du golt sucré et de I'acidité.

1.1.1 L’impact des procyandines sur 'amertume

De plus, nous avons confirmé le role du degré de polymérisation sur la perception de I'amertume en

retrouvant notamment I'observation faite par Lea et Arnold en 1978 d’une plus forte amertume des
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procyanidines tétraméres. Dans notre cas, nous avons observé cette surexpression de I'amertume
pour les fractions riches en tétrameéres et pentameres. Malheureusement, pour des raisons
pratiques, nous n’avons pas pu comparer ces deux fractions puisqu’elles ont été analysées dans deux
matrices différentes, dans deux plans d’expériences différents. Il est, par ailleurs, important de
mentionner que cet effet du DP sur I'amertume n’est observé que pour des concentrations fortes en

procyanidines, au-dela de 500 mg/L.

Il est difficile avec les connaissances actuelles des mécanismes physiologiques régissant |’apparition
de I'amertume de comprendre ce qui explique cette particularité des procyanidines tétrameéres et
pentaméres de pommes au regard des autres procyanidines. Comme nous lI'avons vu dans la
bibliographie, I'affinité des récepteurs de la famille T2R avec les molécules de grandes tailles comme
les oligoméres de procyanidines n’est pas étudiée pour le moment. Le fait que les procyanidines de
pommes présentent cette particularité pour les DP4 & 5 par rapport a des procyanidines du vin
pourrait étre un sujet intéressant a approfondir pour comprendre les interactions entre les
procyanidines de différentes tailles, conformations et compositions et les récepteurs spécifiques a
I'amertume. Est-ce que la conformation particuliére en forme d’haltére observée pour les tétrameres
de procyanidines de pommes (Zanchi et al., 2009) conduit a une meilleure affinité avec les récepteurs
T2R et produit cette surexpression de 'amertume ? Est-ce que la composition majoritaire en (-)-
épicatechine est a I'origine des spécificités des procyanidines du cidre quant a I'amertume par
rapport aux procyanidines issus des raisins et du vin? Des travaux supplémentaires seront

nécessaires pour le savoir.

1.1.2 L’impact des procyandines sur I’astringence

L'astringence, quant a elle, est également fortement déterminée par le degré de polymérisation des
procyanidines en solution ce qui était décrit dans la littérature. Par contre, nous montrons, ici, une
interaction entre le DP et la concentration. En effet, 'augmentation de I'astringence due a une
augmentation de la concentration en procyanidines est beaucoup plus forte pour les procyanidines
de grandes tailles par rapport a ceux de petites tailles qui voient leur astringence augmenter de
maniere beaucoup moins marquée en fonction de la concentration. Dans le vin, cette interaction
n‘est pas mentionnée en tant que telle mais des travaux récents montrent une interaction de ce
type, in vitro (Sun et al., 2013). Ces auteurs travaillent avec une fraction d’oligoméres de DPnoyen 7,2

et une fraction de polymeére de DPoyen 25,2.
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Figure 23 : Reactivité des procyanidines oligoméres et polymerés vis-a-vis des protéines
salivaires évaluées par la méthode Folin-Ciocalteau (Sun et al., 2013).

La Figure 23, issue de leurs travaux, montre que la quantité de procyanidines précipitée est plus forte
pour la fraction composée de polymeres de procyanidine mais que cette différence s’accentue a
mesure que la concentration en procyanidines initiales augmente. Ils concluent a une plus grande
réactivité des fractions de haut DP. La capacité de précipitation des protéines salivaires est plus
grande pour les fractions de procyanidines polyméres que celles des fractions oligomeres. En
revanche, quand ces deux fractions sont mises en solution aqueuse a 250 mg/L, 500 mg/L et
1 000mg/L, ils n'observent pas d’interaction entre le DP .., €t la concentration sur I'astringence
(Figure 24). En effet, les polymeéres sont plus astringents que les oligomeres et I'astringence est plus
intense a mesure que la concentration en procyandines augmente. Mais, |'écart d’astringence entre

les deux fractions étudiées reste sensiblement le méme quand la concentration varie.
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Figure 24 : Astringence de fraction de procyanidines oligomeéres et polyméres en solution
aqueuse (Sun et al., 2013)
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Dans ces travaux, la comparaison est faite entre deux fractions a des DPoyen beaucoup plus élevés
que ceux observés dans le cidre, dans une solution aqueuse, et avec un écart trés important entre les
fractions. C’'est ce qui peut expliquer la non-observation d’interaction entre DP et concentration sur

I'astringence percue.

Des travaux encore plus récents sur des procyanidines de plus petites tailles, de triméres a octameéres
(Harbertson et al., 2014) montrent également, in vitro et sans dégustation a suivre, une interaction
entre la concentration en procyanidines et le degré de polymérisation. Ainsi, la quantité de protéines
précipitées par les procyanidines augmente plus vite en fonction de la concentration pour les tanins
de grandes tailles que ceux de petites tailles. L'interaction entre le degré de polymérisation et la
concentration en procyanidines que nous observons pour I'astringence des cidres doit donc étre le
résultat de cette plus forte réactivité des procyanidines de grandes tailles face aux protéines

salivaires

1.1.3 Les spécificités propres aux procyanidines étudiés

Plusieurs points sont encore a mentionner concernant les polyphénols que nous avons utilisés dans
nos plans d’expériences : 'utilisation de fractions purifiées, puis d’'un pool de polyphénols obtenus

par collage sur un marc de pommes et le focus sur les oligomeres et polyméres de procyanidines.

Pour étudier I'impact du degré de polymérisation sur les quatre attributs sensoriels, nous avons
travaillé avec des fractions de procyanidines purifiés permettant d’étudier I'impact de chaque DP pris
séparément. Cette stratégie était pertinente pour valider I'impact du DP sur la perception en bouche
mais elle n’a pas permis d’étudier I'additivité entre différentes molécules de degré de polymérisation
différent. Ainsi, par manque de matiere premiere, nous n’avons pas pu reconstituer des mélanges
avec des ajouts dosés de plusieurs procyanidines de tailles différentes. Cette approche serait
d’autant plus intéressante que de récents travaux identifient des synergies entre différents types de
polyphénols sur leur capacité a précipiter des protéines et sur I'astringence pergue (Harbertson et al.,

2014, Ferrer-Gallego et al., 2014).

Par ailleurs, en complément des procyanidines purifiés, nous avons utilisé des extraits de
polyphénols dont I'un était obtenu apres collage sur un marc de pommes. Dans ce cas, mais plus
largement lors de 'obtention des fractions polyphénoliques du projet, les techniques préparatives
pouvaient conduire a une oxydation assez marquée des polyphénols initialement présents dans les

extraits. Les outils de quantification des procyanidines qui ont été mis en ceuvre lors de la these
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permettaient d’accéder aux procyanidines natifs mais pas aux procyanidines oxydés. La non-
intégration de ces procyanidines oxydés dans nos expériences ne remet pas en cause, d’apres nous,
la pertinence de celles-ci, mais il serait intéressant dans le futur d’étudier le réle de ces procyanidines
oxydés sur la perception sensorielle. En effet, la littérature ne mentionne que peu de choses sur
I'impact des procyanidines oxydés sur les caractéristiques organoleptiques. Or, le cidre est un produit
qui subit une forte oxydation au cours de son process. Aussi, serait-il pertinent d’approfondir ce

sujet.

Enfin, nous avons fait le choix au début de ce projet, de nous concentrer sur les oligomeéres et
polyméres de procyanidines, sans intégrer les monomeéres de flavanols, ni les autres familles de
polyphénols. Nous avons fait I’'hypothese, au regard de leurs concentrations moins importantes dans
les cidres et de la littérature relative a leurs impacts sensoriels, que leurs contributions aux quatre
sensations étudiées seraient moins marquées que celles des tanins. Il ne reste pas moins que des
travaux complémentaires pourraient étre menés pour mesurer I'impact de ces autres composés

phénoliques présent dans les cidres sur les caracatéristiques organoleptiques.

1.2. Vers la construction de modeles prédictifs des caractéristiques
sensorielles en fonction des composés chimiques du cidre

Nos travaux confirment des spécificités de la matrice cidre quant aux comportements des
procyanidines mais également aux interactions entre I'ensemble des composés chimiques. Ces
spécificités proviennent notamment des plages de concentrations observées dans le cidre qui sont
différentes de celles du vin et de celles étudiées généralement en solution aqueuse ou
hydroalcoolique dans la littérature. Des effets non significatifs dans le vin le sont dans le cidre, et
I'inverse est vrai également. Ces particularités, propres a chaque matrice, confirment la nécessité
d’étudier celle-ci spécifiguement en intégrant les principales molécules et les concentrations

rencontrées dans |'univers produit en question.

Notre stratégie de recherche nous a permis d’identifier le role des différents composés sur et le godt
sucré, I'acidité percue, 'amertume et I'astringence. Mais, les différents choix que nous avons faits
rendent difficile I'obtention directe de modeéles prédictifs exploitables a partir de vrais cidres
commerciaux. En effet, les deux premiers plans d’expériences réalisés avec les procyanidines purifiés
a DP contr6lés montrent le réle du degré de polymérisation sur les quatre attributs sensoriels

étudiés. Mais ils ne permettent pas une prise en compte du DP pour la construction de modéles

128



Discussion générale et perspectives

prédictifs. Le plan d’expériences avec deux fractions de DPp,.e, diffférent serait certes plus
satisfaisant mais il ne balaie pas la gamme des DP ., Observés dans les cidres commerciaux. Par
ailleurs, nous avons étudié I'impact de la présence de CO,. Cela a permis de valider que les résultats
observés dans les solutions modeéles ne seraient pas remis en cause en solution gazeuse, mais cela ne
permet pas d’intégrer directement une mesure du gaz dans les modeles prédictifs. Enfin, si nous
avons observé une modification du go(t sucré de certains cidres par la présence de certaines notes
aromatiques, nous n’avons pas mesuré les molécules volatiles responsables de ces notes

aromatiques pour les intégrer dans les modeles.

Malgré ces réserves, nous avons jugé possible de nous servir de ces résultats pour poser les bases de
la construction de modeles prédictifs des quatre attributs sensoriels en fonction de la quantité de
sucres totaux, de l'acidité totale, de la concentration en procyanidines et du degré moyen de
polymérisation. Pour des questions de simplification, nous avons fait le choix de ne pas intégrer les

variables en lien avec le CO2 et les arébmes dans ce premier essai de modélisation.

Plusieurs jeux de données étaient disponibles pour construire puis valider des modeles prédictifs. Les
deux bases de données mentionnées au début de ce manuscrit, 'une de 47 cidres issus du projet
Casdar Cidre (dont deux cidres devaient étre enlevés pour cause de données manquantes) et l'autre
de 90 cidres provenant des travaux de Le Quéré et al (2006). Nous avons choisi de ne pas concaténer
ces deux bases de données car les panels entrainés n’était pas les mémes. Nous avions également la
possibilité d’utiliser les 16 cidres de I'expérimentation sur I'impact des arémes (BDD Aréme) sur la
perception mais I'utilisation de plusieurs protocoles (avec ou sans pince-nez) pouvait étre une source

de variabilité génante non souhaitée.

Finalement, nous avons choisi de construire les quatre modeles prédictifs a partir de la base de
données de 45 cidres (47 initialement) du projet CASDAR. Cette base de données contenait les
concentrations en sucres totaux (g/L), I'acidité totale (g/L eq H,SO, ), le pH, la quantité d’alcool (%
Vol.), la concentration en procyanidines (mg/L) et le DP,., de cidres sélectionnés pour étre
représentatif d’'une large gamme de cidres commerciaux. Nous avons sélectionné aléatoirement 28
cidres parmi les 45 pour le set de construction des modeéles et les 17 restants étaient utilisés pour la
validation des modeles. Les trois autres jeux de données (issus de Le Quéré et al. (2006) et les deux
base de données (avec et sans pince nez) de 16 cidres du protocole sur I'impact des arémes) ont
également été utilisées pour la validation. Nous avons réalisé, avec le logiciel Statgraphics XVI, une
régression multiple pour chaque attribut sensoriel en intégrant délibérément a chaque fois

uniquement les facteurs directs et quadratiques ainsi que les interactions significatives dans les plans
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d’expériences précédents. Pour la composition en acide, nous avons choisi d’intégrer soit le pH, soit

I'acidité totale et de conserver le facteur qui donnait les meilleurs résultats.

Table 19 : Coefficients des regressions multiples pour chaque attribut sensoriel

Y Equation de regression multiple P-Value R? ajusté
q g p (n=28)
Y =8,5839 +0,7395 DP + 0,1424 Sucres - 6,6018 pH - 0,00213 Procyanidines
Sucre <0,0001 91,395
- 0,00053 Sucres? - 0,3933 Alcool +1,1939 pH? +0,0406 Alcool?
Y =5,0243 + 00,5523 AT + 0,0523 Sucres - 0,0114 Procyanidines - 0,0583 DP x Sucres
Acide +0,0051 DP x Procyanidines + 0,0068 AT x Sucres + 0,00037 AT x Procyanidines <0,0001 57,790
+0,00000129 Procyanidines?
Y= -28,8041 + 0,0948 Alcool - 0,0119 Procyanidines + 0,5550 DP - 0,0425 Sucres
Amer o <0,0001 70,251
+16,3753 pH - 2,0871 pH”2 + 0,00383 pHxProcyanidines
Y =11,1916 + 0,00185 Procyanidines - 0,3460 DP - 0,0607 Sucres - 1,5297 pH
Astringent yanicl Y P <0,0001 61,289

+0,000768 DP x Procyanidines + 7,489E-7 Procyanidines?

La Table 19 présente les équations des régressions multiples, la significativité des modeéles et le R2

ajusté pour les quatre attributs en fonction des facteurs qui ont été entrés dans les modeles a partir

des résultats précédents. Les P-Values des quatre modeles sont significatives. Cependant, on doit

noter que seuls, le go(t sucré et I'amertume présentent des R? ajustés supérieurs a 70.

La validation de ces quatre modeéles a été réalisée par la confrontation a tous les jeux de données

. 3 s s s . . 2
mentionnées précédemment. La Table 20 présente, pour chaque attribut sensoriel, le R® et I'erreur

de prédiction (RMSE) sachant que les échelles de notation des attributs sont dans tous les cas des

échelles de 0 3 10.

Les résultats de ces différents sets de validations montrent que le modele prédictif pour

I'acidité est peu performant. Il présente des R? faibles et une erreur de prédictions

relativement élevée dans un jeu de données. Cette moindre performance du modele pour

I'acidité percue renvoie d’'une part a notre choix d’étudier simultanément la quantité d’acide

et le pH alors que l'un et I'autre ne sont pas strictement corrélés. |l conviendrait d’envisager
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une étude plus approfondie des interactions entre le pH et les acides organiques (malique et

lactique principalement) pour améliorer la prédiction de I'acidité percue. D’autre part, il faut

également reconnaitre que les dégustateurs ont avoué une plus grande difficulté a évaluer

cette dimension sensorielle dans une solution gazeuse ce qui peut générer également des

biais.

Table 20 : Coefficients de corrélation et RMSE obtenus lors de la validation des modéles
prédictifs pour chaque attribut sensoriel

BDD BDD
BDD BDD
. Lo X L, Arome Arome
Attributs prédits Casdar Cidre Le Quéré (2006) . .
avec pince -nez Sans pince -nez
n=47 n=90
n=16 n=16
R? RMSE R? RMSE R? RMSE R? RMSE
Sucre 0,722 1,026 0,623 0,430 0,780 0,532 0,597 0,774
Acide 0,068 1,642 0,160 0,402 0,629 0,549 0,695 0,711
Amer 0,880 0,625 0,687 0,334 0,671 0,804 0,644 0,849
Astringent 0,805 0,805 0,684 0,470 0,482 1,339 0,557 1,269

Le go(t sucré est prédit de maniere satisfaisante dans les trois jeux de donnée étudiés. On note en
revanche que le modele perd de sa performance quand on compare les résultats issus de la
validation avec les 16 cidres avec et sans pince-nez. Avec pince-nez, donc sans intervention des
ardbmes, le R? est de 0,78 et le RMSE de 0,53. lls passent respectivement a 0,60 et 0,77 quand les
dégustateurs n’ont pas de pince-nez et subissent donc l'impact de I'arbme sur leur perception
gustative. Ce résultat confirme I'importance des arGmes sur la perception du go(t sucré. Quand les
sujets pergoivent les arbmes, nous avons montré que le go(t sucré de certains cidres était modifié ce
qui explique la diminution de la qualité du modele car cette dimension n’est pas prise en compte. De
I3, il conviendra de trouver un moyen d’intégrer la perception de notes aromatiques spécifiques ou
de composés aromatiques quantifiés dans les modeles prédictifs pour les améliorer. Il faudrait plus
précisément intégrer la particularité que nous avons observée dans les cidres d’'une interaction
arébme-go(t sucré n’intervenant que dans une plage restreinte de concentrations en sucres totaux

autour de 35-40 g/L.
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La qualité des modeles obtenus pour I'amertume et |'astringence est correcte. L'intégration du
DPmoyen parmi les facteurs, sans passer par la composition précise en chaque DP, suffit a bien
rendre compte de I'amertume et de I'astringence des cidres. On peut cependant s’interroger sur la
moindre qualité de prédiction des cidres issus de I'expérimentation sur les ardmes. Doit-on imputer
cela a des particularités des 16 cidres retenus, a des artefacts liés a la difficulté de travailler avec les
pince-nez, ou simplement a une moindre performance du panel qui a beaucoup plus longtemps
travaillé sur des solutions modeéles sans gaz et qui a, malgré plusieurs séances d’entrainement, été un
peu moins cohérent sur I'amertume et I'astringence que les panels expérimentés des deux autres

jeux de données ?

1.3. D’autres variables a intégrer

Finalement, si nos travaux ont permis d’avancer sur le role de plusieurs composés chimiques dans la
perception des sensations en bouche, nous n’avons sans doute pas fait le tour de la question et
d’autres variables mériteraient d’étre étudiées pour mieux comprendre, pour mieux maitriser les

caractéristiques gustatives des cidres.

L’objectivation de I'impact de la transformation malolactique sur les propriétés organoleptiques des
cidres et donc la comparaison entre les caractéristiques sensorielles de cidres composés
majoritairement d’acide malique ou d’acide lactique seraient intéressante. Plus largement, comme
nous l'avons dit précédemment, |'acidité doit encore étre approfondie pour mieux comprendre
comment elle se construit dans la matrice cidre. D’ailleurs, le réle du CO, avec plusieurs
concentrations pourrait également faire I'objet d’études particulieres. En effet, le dioxyde de
carbone module la perception de I'acidité. Mais au-dela, il n’existe aucun travail faisant le lien entre

les caractéristiques sensorielles et physico-chimiques des cidres et la perception de I'effervescence.

Par ailleurs, on peut également s’interroger sur I'impact de la présence de polysaccharide dans le
cidre, sachant que Vidal et al. (2004a) ont montré que ceux-ci peuvent modifier la perception de
I'amertume et de I'astringence dans le vin. Enfin, la couleur, qui est connue pour pouvoir modifier la
perception sensorielle (Maga, 1974, Strugnell, 1997, Johnson et al., 1982), mériterait également un

focus particulier.

L'étude de ces différentes variables en complément de celles que nous avons analysées dans ce

manuscrit permettrait de rendre les modeles prédictifs plus robustes.
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A l'issue de ce manuscrit, nous confirmons que les procyanidines sont bien des composés chimiques
influant de fagon déterminante sur 'amertume et |'astringence mais également sur le go(t sucré et
I'acidité des cidres. La concentration en procyanidines est primordiale pour ces quatre
caractéristiques sensorielles mais le profil des procyanidines dans la matrice va également les
moduler. Chaque composé (fructose, acide malique, éthanol et procyanidines) intervient a des
niveaux différents dans la construction des quatre sensations étudiées. Par ailleurs, le dioxyde de
carbone modifie sensiblement la perception des saveurs et particulierement celle de I'acidité. Enfin,

les ardbmes peuvent modifier légérement le go(it sucré de certains cidres.

Sur le plan pratique, I'utilisation de ces résultats peut se faire dans deux directions. Tout d’abord, il
est possible d’étudier I'impact de chaque composé sur les caractéristiques sensorielles. Mais on peut
également regarder ce qui permet de moduler une saveur en particulier. Ainsi, celui qui souhaite
connaitre la conséquence d’'une modification de la composition chimique du cidre par une technique
de cidrification peut anticiper l'impact possible sur les caractéristiques organoleptiques.
Parallelement, celui qui cherche a moduler les caractéristiques sensorielles de ses cidres peut
identifier des voies de modulations différentes par la composition chimique. Il lui sera alors
nécessaire de chercher les opérations techniques, choix variétaux et assemblages permettant

d’obtenir la composition chimique désirée et de |3, les caractéristiques sensorielles souhaitées.

Le sujet de cette thése nous a emmenés a un niveau de détail assez poussé dans les cidres, nous
obligeant a déshabiller ceux-ci pour étudier leurs procyanidines (purifiés) dans des solutions modeéles
avec et sans ajout de gaz, a les déguster avec et sans pince-nez, bien loin de la dégustation
hédonique d’un cidre Brut fermier avec une galette-saucisse, un Vendredi soir, comme a la maison.
Mais, c’est a ce prix que nous apportons un peu de connaissance pour la maitrise des caractéristiques
organoleptiques de ce produit. Il reste encore de nombreux sujets a explorer de I'additivité des
procyanidines de différentes tailles a I'influence de la couleur sur la perception en passant par la
maitrise de la composante aromatique des cidres. Mais n’oublions pas que, avant tout, le cidre est un
produit qui doit plaire; mieux maitriser ses caractéristiques organoleptiques, c’est garantir une

meilleure satisfaction des consommateurs...

Alors, au plaisir de déguster un verre de cidre avec vous qui aurez lu ce manuscrit...

Et comme disait mon Grand-pére : Yec’hed mat !
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étude filieres-

Annexe |

Le cidre, d’'une logique de I'offre
vers une démarche marketing de la demande

Résultats de I'étude sur
la perception des cidres
par les consommateurs

Présentation du projet:
construction, partenariats

La Chambre régionale d'agriculture de Nor-
mandie a mené,entre 2008 et 2011, un pro-
jetambitieux, construit avec de nombreux
partenaires techniques et professionnels
de lafiliére cidricole francaise, mais égale-
ment avec des partenariats scientifiques
extérieurs reconnus. Le but essentiel en
était de mieux comprendre les préférences
des consommateurs en matiére de cidres,
mais également de déterminer les leviers
technologiques permettant de mieux pi-
loter les caractéristiques des cidres, en liai-
son avec la demande.

Le choix des partenaires scientifiques as-
sociés au projet était déterminant pour as-
surer la qualité et la pertinence des futurs
résultats.Les nombreux échanges menés
au sein du comité de pilotage, réunissant
ces partenaires scientifiques et techniques
et les professionnels,a ainsi permis de dé-
terminer les méthodologie et modes de
restitution des résultats les plus adaptées
possibles, que nous vous présentons ici.

Les partenaires scientifiques

et techniques

- Ecole Supérieure d'Agriculture (ESA) d’An-
gers (Laboratoire GRAPPE) : I'équipe ani-
mée par Ronan SYMONEAUX fait partie de
I'Unité Mixte de Technologie (UMR) VINI-
TERA (ESA Angers, UVV INRA Angers, ITV
Val de Loire, Cellule terroirs viticoles 49).
L'un des objectifs de cette UMT est d'aider
ala construction d'une segmentation des
vins et a un meilleur positionnement sur le
marché grace a une meilleure prise en
compte de l'attente des consommateurs et
aune communication adaptée au produit.
L'expérience acquise par I'ESA sur cette
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thématique et son ambition de développer
des compétences sur d'autres produits jus-
tifiaient pleinement son implication dans
ce projet.

- L'ADRIA Normandie et I'Unité Mixte de
Recherche (UMR) FLAVIC de I'NRA de Di-
jon étaient impliqués en 2007 dans le dé-
pot d'un projet de Réseau Mixte
Technologique (RMT) “Evaluation senso-
rielle] porté par I''TFF-Maisons du go(it.Les
actions de ce réseau sont particuliérement
axées autour de la mise en place de pro-
grammes de recherche innovants sur le
plan des méthodologies et I'exploration
de domaines connexes a I'évaluation sen-
sorielle, dans le but d'approfondir la
connaissance des consommateurs et la
compréhension de leur comportement.
Leur expertise en la matiére les rendait in-
contournables pour mener a bien notre
projet.En retour, les missions de ces deux
organismes dans le cadre du présent pro-
jet cidricole contribuent a alimenter les
compétences du RMT “Evaluation senso-
rielle”

- L'Unité Mixte de Technologie cidricole
(regroupant I'Institut Francais des Pro-
ductions Cidricoles et 'lNRA-Unité de Re-
cherche Cidricole au Rheu) a été créée en
2006. L'objectif des travaux qui y sont
conduits est de développer des outils ro-
bustes permettant aux professionnels de
choisir les technologies les plus a méme
de les conduire a la maitrise de leur pro-
duction.

Pour y parvenir, les grandes étapes de la
recherche sont entre autres fixées sur
I'étude du réle des polyphénols dans les
caractéristiques organoleptiques du pro-
duit, la maitrise de la qualité des fermen-
tations cidricoles par des levains mixtes,
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I'identification des qualités du fruit pour
la transformation afin de pouvoir construire
la matiére premiére en termes de variétés,
maturités, techniques culturales, condi-
tions de récolte...

Notre étude a ainsi intégré les résultats
techniques et scientifiques acquis sur ces
trois axes par cette UMT.

- LARAC (Association de Recherche Ap-
pliquée a la transformation Cidricole) a
pour objet de mener,en partenariat étroit
avec I'lFPC, des expérimentations sur des
produits cidricoles. Son expérience et ses
équipements technologiques ont été in-
dispensables a la conduite de certaines
modalités du volet technologique de
I'étude.

- Le Laboratoire Frank Duncombe (Conseil
Général du Calvados) posséde des com-
pétences analytiques pointues dans le do-
maine des produits cidricoles, acquises
depuis de nombreuses années dans le
cadre des programmes d’expérimentation
menés par 'ARAC et I'lFPC.1l a apporté une
aide précieuse pour I'indispensable ca-
ractérisation analytique des cidres de cette
étude.

-Les techniciens de lafiliére cidricole (res-
ponsables qualité d'entreprises, conseillers
cidricoles des Chambres d'agriculture de
Normandie et des Cotes d'Armor,
conseillers et animateurs du SPCFHN et du
CIDREF) : leur connaissance précise des
produits a été un élément central dans la
sélection et la caractérisation des cidres,
mais également pour le pilotage technique
du projet et le retour des résultats vers la
profession.

L'ambition et la qualité des partenaires de
ce projet a nécessité une réelle implica-



tion de chacun de ses acteurs. Cette pu-
blication est une nouvelle occasion de les
remercier pour tout le travail accompli et
les apports qu'ils ont permis a la filiére.

Contexte, objectifs

La consommation du cidre en France est
étale depuis une vingtaine d'années, avec
une tendance a une meilleure valorisation
des produits :la part de marché des cidres
dontle segment de prix est le plus élevé a
presque doublé en cing ans. Ces cidres
haut de gamme sont essentiellement des
produits sous Signe d'ldentification de la
Qualité et de I'Origine (SIQO) ou des cidres
fermiers et artisanaux.

Le cidre étant une boisson fermentée fra-
gile par nature (faible taux d'alcool, sucres
résiduels, faible acidité, présence éven-
tuelle de levures), les premiers efforts de la
filiere ont donc été portés principalement
sur l'amélioration de la qualité et de la sta-
bilité des produits.Les professionnels sou-
haitent aujourd'huirenforcer leurs efforts
surlalisibilité de I'offre cidricole et I'adap-
tation au marché permettant de séduire
et fidéliser de nouveaux consommateurs.
Dans un premier temps, le projet a donc
eu pour ambition d'identifier les différences
de perception de la qualité et de I'identité
des cidres par les consommateurs, pro-
ducteurs, transformateurs et techniciens
et de comprendre comment se construit
l'image du cidre chez ces différents acteurs,
grace a l'utilisation de méthodes inno-
vantes de l'analyse sensorielle. Cette
connaissance plus pertinente de la de-

En résumeé

ne progressivité dans la consomma-

tion des cidres et dans l'appréciation
des différents types de cidres est observée.
Si,globalement, on note un tropisme mar-
qué vers le fruité, le sucré, certains consom-
mateurs, notamment lorsque
d'occasionnels ils deviennent plus réguliers,
apprécient également les notes aroma-
tiques plus évoluées. Cette réalité conduita
préconiser de faire découvrir le cidre aux
nouveaux consommateurs en commen-
cant par le cidre doux ou demi-sec avant
d’aller vers les bruts. Les consommateurs
percoivent bien les différences sensorielles
entre les différents cidres ; il faut les édu-
quer, les informer, pour éviter les décep-
tions lors de la consommation d'un produit
qui pourrait s'avérer éloigné de ce que l'on
en attend.

mande permet aux professionnels d'affiner
leurs futures stratégies d’élaboration des
gammes ainsi que de communication et
de promotion.

Aujourd'hui, la filiére peut profiter collec-
tivement de ces éléments essentiels pour
mettre en place une offre toujours plus ef-
ficace.

Le projet a apporté, dans une seconde
phase, les éléments techniques nécessaires
al'élaboration des caractéristiques jugées
d'intérét du point de vue des consomma-
teurs. Il a abouti ainsi concretement a la
conception de fiches techniques. Il per-
met, de plus,d'apporter des éléments ob-
jectifs pour orienter les choix variétaux que
les professionnels doivent faire dans un
contexte de renouvellement important
des vergers du grand ouest.

Il s'agit d'un projet a dimension nationale.
L'adaptation de I'offre cidricole aux
consommateurs doit permettre la multi-
plication de la diversité des occasions de
consommation, véritable levier de déve-
loppement de nouveaux débouchés pour
une pérennisation de la filiere.

Rendus et retombées
En amont de la présentation synthétique
fournie dans cette publication, le projet a
fait I'objet,en mars 2011,d’un colloque or-
ganisé a Caen.Cette journée de restitution
et d'échanges a permis une premiére pré-
sentation des résultats sur les préférences
et usages de consommateurs.Les présen-
tations scientifiques, précises et étayées
quiont été proposées a cette occasion ont

Lors des entretiens et enquétes avec les
consommateurs, il estapparu que le marché
des cidres d'amateurs n'est pas a négliger
dans les régions de production.ll faut donc
veiller a ce que celui-ci ne ternisse pas
I'image sensorielle du cidre en général.

Une cible plus jeune, faible consommatrice
de cidre actuellement, est ressortie a plu-
sieurs moments lors du projet.Ces consom-
mateurs ont, semble-t-il, une perception et
une attente différentes des autres consom-
mateurs. Cette cible mériterait d'étre pré-
cisée pour ensuite développer des actions
spécifiques.

L'image du cidre reste un peu paradoxale.
C'est, par ailleurs, un produit auquel le
consommateur ne pense pas. Il faut pour-
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ainsi validé des constats parfois déja pres-
sentis par la filiére, mais ont également ap-
porté des données nouvelles ouvrant des
perspectives, notamment a destination
des nouveaux consommateurs a conqué-
rir.

Une présentation intermédiaire avait éga-
lement eu lieu lors des entretiens cidri-
coles du SIVAL 2010.

Le volet technologique du projet a abouti
ala conception de fiches techniques a des-
tination des élaborateurs. Ces fiches, dif-
fusées a toute la profession (et disponibles
sur le site internet de la Chambre régio-
nale d’agriculture de Normandie
http://www.normandie.chambagri.fr/cidre-
fiches.asp) sont une compilation des le-
viers technologiques aujourd’hui a notre
disposition pour moduler les différentes
caractéristiques organoleptiques des
cidres.

Enfin, des présentations ont été réalisées
auprés de différentes associations régio-
nales et il est prévu d’en faire dans les
autres régions.

Cette publication a pour vocation de
mettre a disposition de tous,de facon syn-
thétique, claire et objective, les enseigne-
ments apportés par cette étude qui reste
une premiére pour notre filiére. Chacun
pourra y puiser les informations néces-
saires a une démarche de réflexion sur le
positionnement de ses produits en ré-
ponse aux attentes des ses consomma-
teurs actuels ou futurs.

ARNAUD DIDIER - CHAMBRE REGIONALE D’ AGRICULTURE DE NORMANDIE

SERVICE VERGERS ET PRODUITS CIDRICOLES

suivre |'effort de communication et I'ani-
mation des linéaires pour augmenter la pré-
sence a l'esprit, sans négliger de travailler
un peu I'image pour la moderniser toujours
pour conquérir de nouveaux consomma-
teurs.

Enfin, la force, mais peut-étre aussi la fai-
blesse, du cidre est d'étre ancré dans des
moments spécifiques de consommation.
Ces moments privilégiés garantissent cer-
tainement au cidre un volume de vente,
mais il faudrait également amener les
consommateurs vers d'autres occasions,
d’autres moments de consommation,
d’autres associations mets / cidres, qui per-
mettront d'élargir la consommation de cidre
et potentiellement d’augmenter les ventes
desdiverstypesdecidres.  RonanSymoneaux
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Les consommateurs face a la
diversité sensorielle des cidres

Faire réagir les consommateurs face a la diversité sensorielle des cidres francais et de quelques
cidres étrangers était I'ambition du projet “Le cidre, d'une logique de I'offre vers une démarche
marketing de la demande” menée par la Chambre régionale d'agriculture de Normandie,

dans le cadre d'un appel a projets CASDAR.

Demander aux consommateurs d'ap-
précier des cidres variés permet de
faire ressortir les caractéristiques senso-
rielles qu'ils aiment et celles qui sont moins
recherchées. Cette démarche autorise la
recherche des attentes différentes entre
les consommateurs de segments particu-
liers. Elle peut donner des pistes d’orien-
tation pour la conquéte de nouveaux
consommateurs et pour 'augmentation
de la satisfaction des actuels consomma-
teurs de cidre.

La cartographie
des préférences pour identifier
les déterminants
sensoriels

La méthodologie mise en place dans ce
cadre suit une procédure classique sou-
vent utilisée en agro-alimentaire, mais éga-
lement depuis plusieurs années dans le
monde du vin. Celle-ci consiste tout
d’abord a confronter une cible de consom-
mateurs a un univers de produits défini,
en lui demandant de ne se prononcer
qu'en termes d'appréciation. Parallelement,
les différents produits sont décrits senso-
riellement et objectivement par des dé-
gustateurs entrainés a I'analyse sensorielle

et formés a cet exercice ; dans notre cas,
on peutainsi obtenir une description pré-
cise de chaque cidre.ll reste alors a mettre
en relation les données de préférence avec
les descriptions sensorielles de chaque
produit pour identifier les caractéristiques
sensorielles appréciées ou rejetées.En fonc-
tion de leurs avis,les consommateurs vont
également étre regroupés en sous-groupes
ayant des appréciations similaires et des
attentes spécifiques, ce qui permet ainsi
d'affiner les résultats. Il est alors possible de
croiser lacomposition de ces groupes avec
leurs caractéristiques sociodémogra-
phiques, leurs fréquences de consomma-
tion, leur perception du cidre, etc. afin de
préciser les segments ainsi obtenus.

Le choix des 19 cidres dégustés
et des 341consommateurs
interrogés
Enamont de la mise en ceuvre pratique de
I'expérimentation, de nombreux points
ont été discutés avec le comité de pilotage
du projet pour en définir le périmetre, la
cible des consommateurs interrogés et

I'univers sensoriel exploré.
La vocation du projet étant de faire un état
des lieux de la perception des cidres en

France, la définition de I'espace produit
s'est rapidement orientée sur le souhait
d’une représentativité large des cidres
francais, avec néanmoins l'intégration de
5 produits d'origine étrangere (ciders an-
glo-saxons, Apfelwein allemand). Le
nombre de cidres dégustés par les consom-
mateurs (en deux séances) a été fixé a 19
a partir de I'expérience des différentes
équipes travaillant en analyse sensorielle.
Pour arriver a cette sélection de 19 pro-
duits, une méthodologie impliquant plu-
sieurs professionnels et conseillers
cidricoles a été mise en place.Dans un pre-
mier temps, ceux-ci ont proposé plus de
80 produits offrant des caractéristiques
sensorielles variées. Chaque cidre ayant
été décrit par ces professionnels, une pre-
miére sélection a été réalisée pour réduire
cette liste a 52 produits. Ceux-ci ont alors
été analysés par le panel entrainé de
I’ADRIA Normandie suivant 47 attributs
sensoriels (visuels, olfactifs, gustatifs, aro-
matiques...) permettant ainsi de caracté-
riser chaque produit et de les regrouper
en fonction de leur proximité sensorielle.
Globalement, I'espace produit de ces
52 cidres (figure 1) oppose des produits su-
crés avec des notes de compoté,des notes

Figure 1- Carte sensorielles des 52 cidres évalués par le panel entrainé
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de pomme fraiche et de fruité a des pro-
duits plus amers et astringents. Certains
produits font apparaitre un caractére acide
un peu plus marqué, avec présence de note
d’agrumes et une sensation d‘alcool plus
forte. D’autres produits présentent des
notes de cuir et des notes un peu terreuses.
Chacun des cidres ainsi dégustés a pu étre
décrit précisément sur I'ensemble des ca-
ractéristiques sensorielles permettant
d'identifier des grandes familles, mais éga-
lement d’observer les nuances entre les
produits. Cet exercice a ainsi permis la sé-
lection des 19 produits finaux, tout en
conservant des produits représentatifs de
cette large diversité sensorielle. Au final
16 cidres francais et 3 étrangers ont été sé-
lectionnés pour étre présentés aux
consommateurs.

En complément de cette dégustation par
le panel entrainé, les 52 cidres du départ
ont également été dégustés par une ving-
taine de professionnels de lafiliere ;les ré-
sultats de ces deux dégustations ont été
rapprochés, montrant globalement un ac-
cord entre les deux groupes de dégusta-
teurs sur les caractéristiques des cidres.
Un autre pointimportant,lors d'une étude
sensorielle avec des consommateurs, est
la définition de la cible de consommateurs
interrogés.Dés la construction du projet, il
avait été souligné I'intérét de conquérir de
nouvelles parts de marchés,de trouver de
nouveaux consommateurs. Pour ce faire,
le comité de pilotage a fait le choix de ne
pas étudier prioritairement les consom-
mateurs réguliers de cidre, mais d'interro-
ger surtout des occasionnels (50 %) et des
non-consommateurs (30 %).341 consom-
mateurs ont donc été recrutés, avec au-
tant d’hommes que de femmes, tous
adultes, mais avec une surreprésentation
des plus jeunes (25 % de 18-25 ans,30 % de
26-40 ans) et, enfin, des consommateurs
provenant des bassins de production (Nor-
mandie, Bretagne), mais également de Pa-
ris et de régions de faible consommation
(Strasbourg, Lille, Avignon) (figure 2).

Les conditions de dégustation
La réalisation d'un test consommateurs
comme celui de cette étude nécessite éga-
lement une réflexion importante quantau
protocole et aux conditions de dégusta-
tion. Méme si d'autres approches sont
envisageables (a la maison, dans un ma-
gasin...), la dégustation en cabine nor-
malisée a été choisie pour harmoniser les
conditions de dégustation, car I'évaluation
de 19 cidres entraine de nombreuses

Figure 2 - Les six villes retenues
pour le test consommateurs

P Swasbourg

contraintes sil'on opte pour d'autres types
de dégustation.

Les consommateurs étaient conviés a une
dégustation de cidres, sans aucune autre
précision.lls venaient ainsi deux fois pour
déguster ces 19 cidres, qui étaient répartis
entre les consommateurs selon un ordre
spécifique afin de limiter les effets d'ordre
et de report.Chaque cidre (présenté dans
une bouteille masquée) était servia 12 °
+/-2°C,dans des verres ballons,devant les
dégustateurs pour qu'ils puissent intégrer
la perception de la mousse et des bulles
au service. lls devaient, pour chacun des
cidres (servis les uns aprés les autres),don-
ner une note d'appréciation de 0 (je n'aime
pas du tout) a 10 (j'aime énormément),
puis ils pouvaient librement indiquer par
écrit ce qu'ils avaient aimé ou pas aimé
dans le cidre dégusté.

Ces conditions de dégustation sont cou-
ramment utilisées en analyse sensorielle.
Les trois équipes spécialisées sur les thé-
matiques d’analyse sensorielle (Adria Nor-
mandie, CSGA, ESA-GRAPPE) utilisent ces
méthodes régulierement et participent
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d‘ailleurs a des travaux scientifiques sur
les développements méthodologiques en
lien avec ces techniques. Au cours de ce
projet sur le cidre, il a été fait appel égale-
ment a plusieurs laboratoires d'analyses
sensorielles (issues des Maison du Gout,
PEIFL Avignon, ISA Lille) réalisant quoti-
diennement des études sensorielles avec
des consommateurs.

Ces tests hédoniques permettent de tester
la performance des produits et d’identi-
fier les caractéristiques sensorielles ap-
préciées. Une dégustation en contexte de
repas (crépes, galette, autres) aurait éga-
lement pu étre testée, mais tres difficile-
ment avec autant de produits.En analyse
sensorielle, les dégustations sont généra-
lement réalisées hors contexte de repas
comme dans ce projet. Elles permettent
de tester la performance intrinseque des
produits sans l'interaction avec les mets
associés.Dans une premiére approche, le
choix du comité de pilotage s’est donc
porté sur cette méthodologie.

De tres fortes différences
d’appréciation entre les 19 cidres
Le premier niveau d’analyse, lorsque I'on
étudie l'avis de 341 consommateurs face a
des produits, est de calculer la note
moyenne pour chaque produit (figure 3).
Cette note calculée sur I'ensemble des dé-
gustateurs traduit le niveau global de sa-
tisfaction pour chaque produit, mais sans
tenir compte des divergences d’opinion
entre les consommateurs. Avec un produit
ayant une note moyenne proche de 2 et
d’autres avec des notes moyennes supé-
rieures a 6, il apparait que les cidres ont
vraiment été appréciés de maniéres tres
différentes. Ainsi,certains ont visiblement

Figure 3 - Notes moyennes des 341 consommateurs pour les 19 cidres
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été appréciés et d’autres rejetés par un
grand nombre de consommateurs. Une
telle dispersion des notes moyennes in-
dique que certaines caractéristiques ont
été appréciées par beaucoup (cidre P51) et
d’autres (cidre P27) ont été visiblement
mal ressenties par une majorité de
consommateurs.

La cartographie des préférences est une
technique qui permet de représenter la di-
versité des avis des consommateurs et les
caractéristiques sensorielles qu'ils ont ap-
préciées ou pas.Sur la figure 4,chaque trait
gris représente la direction d'appréciation
d’'un consommateur ; plus il y a de traits
dans une direction, plus les produits dans
cette direction ont été appréciés par un
grand nombre de consommateurs;a l'in-
verse, les produits vers lesquels peu de
traits se dirigent sont peu estimés. La forte
concentration de traits sur la partie droite
du graphique témoigne d’'un consensus
élevé pour une meilleure appréciation des
caractéristiques sucre, note compotée,
pomme et fruité,comme l'indiquent les at-
tributs sensoriels reportés en violet sur le
graphique.Par exemple, le produit P51 (qui
est le plus apprécié tous dégustateurs
confondus) a été évalué par le panel en-
trainé avec attaque sucrée accompagnée
d’un arbme pomme d couteau, relayée par
le fruité avec une finale a nouveau sucrée.
A l'opposé, I'absence de trait dans la par-
tie gauche du graphique indique une
moindre appréciation quand les produits
sont plus amers ou astringents. C'est
d‘ailleurs le principal critére qui caracté-
rise le produit le moins apprécié (P27),qui
présente une attaque et une nette domi-
nance améres avec des arébmes moisi et
animal en fin de bouche.

Cependant, si on note que les consom-
mateurs se répartissent majoritairement
sur la moitié droite de la figure, on re-
marque certains traits qui se dirigent vers

Figure 4 - Cartographie interne

des préférences avec projection
des variables sensorielles
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Figure 5 - Notes moyennes du groupe au comportement “moyen” en vert
et de tous les consommateurs en bleu.
Les fléches précisent les produits pergus différemment entre les deux groupes
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le haut de la figure ; ceci indique une cer-
taine diversité dans les opinions, et donc
que tous les consommateurs n‘ont pas ap-
précié les mémes cidres de maniéere équi-
valente. Celajustifie donc une analyse par
sous-groupe de consommateurs.

Trois groupes de consommateurs
aux appréciations différentes
Les outils statistiques utilisés permettent
de regrouper des consommateurs ayant
des avis assez proches sur les cidres dé-
gustés. Cette analyse a permis d'identifier
trois sous-groupes de consommateurs.
Chaque groupe se distingue de la
moyenne générale par une meilleure ap-
préciation de certains cidres et une moins
bonne d'autres produits. Une fois ces cidres
identifiés, il est possible de faire le lien avec
les résultats des profils sensoriels réalisés
par le panel entrainé et ainsi expliquer les
motivations des consommateurs.ll est éga-
lement possible de croiser chaque groupe
avec les réponses individuelles aux ques-
tions posées dans les questionnaires so-
ciodémographiques et usages et attitudes
pour essayer de caractériser chacune de

ces cibles.

Un groupe proche
du comportement moyen (n=105)
Quand les notes moyennes des consom-
mateurs de ce groupe sont confrontées a
celles des notes moyennes sur I'ensemble
des 341 consommateurs (figure 5), on
constate que ce sous-groupe a un com-
portement proche de la moyenne. Ces
consommateurs ont mieux apprécié les
produits plus sucrés avec des notes com-
potées, fruitées. lls ont peu aimé les pro-
duits plus secs et amers. Ils aiment moins
que les autres dégustateurs les produits
avec des notes d’autres fruits (caractéris-
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tique qui n'a pas été plus précisée lors de
I'évaluation sensorielle mais qui est pré-
sente dans les produits P49 et P41).

Par ailleurs, la mousse peut étre un critére
valorisant pour ces consommateurs ; en
effet les produits avec une mousse assez
présente et un pétillant plus marqué ont
été un peu mieux notés, notamment le
produit 26.

Ce sous-groupe de consommateurs ne pré-
sente pas de caractéristique propre du
point de vue sociodémographique. Les
consommateurs qui le composent sont
trés variés, venant des différentes villes
étudiées, en région de production ou non,
avec différentes fréquences de consom-
mation, catégories d'ages ou de sexe.

Les connaisseurs,
les consommateurs plus fréquents
des bassins de production

L'analyse des notes d’appréciation (figure 6)
fait apparaitre un groupe de consomma-
teurs qui rejettent les cidres les plus sucrés
avec des notes compotées, caramel au lait.
Pour ces consommateurs, les produits dans
un équilibre sucré /amer / astringent sont
mieux valorisés. Cependant, le produit le
plus amer et sec reste moyennement ap-
précié. Pour ce groupe, I'effervescence des
produits semble a nouveau importante.
Par contre, le caracteére trouble ou limpide
ne semble pas un critére majeur pour ces
consommateurs qui apprécient indiffé-
remment des produits des deux catégo-
ries. Il est également notable que ces
consommateurs apprécient moins que les
autres les produits P4,P16 et P41, qui sont
tous les trois des produits étrangers. |l en
est de méme du P49, un produit plus clair,
plus acidulé que les autres cidres.lls ont vi-
siblement moins bien apprécié les cidres
sortant de I'ordinaire.



Figure 6 - Notes moyennes du groupe des “connaisseurs” en rose
et de tous les consommateurs en bleu
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Enfin, ce sous-groupe présente une surre-
présentations des consommateurs un peu
plus agés,issus des catégories“traditionnel”
et “habitués’ originaires de Bretagne et
Normandie,avec une consommation plus
importante.

Les nouveaux consommateurs,
occasionnels (n=169)
Enfin,un dernier sous-groupe montre une
plus grande satisfaction que la moyenne
pour les produits sucrés et une moindre
appréciation des produits secs (figure 7).
Les consommateurs de ce sous-groupe se
distinguent des autres consommateurs
par I'évaluation plus positive des produits
type ciders ou Apple Frost.lIs apprécient les
caractéristiques fruité, sucré, acidulé et al-
cooleux. lls aiment également les couleurs
sortant de I'ordinaire,appréciant a la fois le
cidre tres pdle et le cidre rosé. Ce sous-
groupe sanctionne 'amertume, I'absence
de fruité,|'exces d'effervescence et le trouble.
En proportion, ce sous-groupe comporte
plus de “- de 25ans” et moins de “+ de
55 ans”que les deux autres sous-groupes.
Il compte une proportion importante de
consommateurs occasionnels et de
consommateurs d’Avignon. Il apparait

donc que c’est une cible de “nouveaux
consommateurs”

Conclusion

Au terme de cette étude, il apparait une
tendance dans le type de cidre que les
consommateurs apprécient, en fonction
de leur connaissance du produit et de leur
fréquence de consommation.Cela conduit
le nouveau consommateur a préférer des
produits plus fruités et sucrés.|l vaut mieux
donc favoriser un premier contact avec le
cidre par des produits doux, demi-sec avec
des notes fruitées, compotées.La conquéte
de nouveaux consommateurs ou la fidéli-
sation de consommateurs occasionnels
sera plus efficace avec ce type de cidre.
Par I'habitude, par une consommation plus
importante, il apparait que I'appréciation
des produits plus bruts et présentant des
notes aromatiques moins fruitées, allant
éventuellement vers des notes de cuirs,
d’évolution augmente. La cible des
consommateurs“traditionnels”revendique
une moindre appréciation des produits
trés sucrés ; mais, comme les autres
consommateurs, ils rejettent globalement
les produits trop secs et trés amers.
Finalement, les consommateurs ayant des

Figure 7 - Notes moyennes du groupe des nouveaux consommateurs et occasionnels
en rouge et de tous les consommateurs en bleu
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avis différents, il conviendrait de les infor-
mer un peu plus sur les différences et les ca-
ractéristiques propres a chaque cidre ;cela
permettrait a chacun de pouvoir dégus-
terle cidre qu'il attend.Reste cependant a
gérer le fait que certains consommateurs
déclarent acheter préférentiellement du
brut mais que dans les faits, ils préfére-
raient des produits plus sucrés. Ce para-
doxe est présent et sera compliqué a
contourner.

Les résultats de ce projet montrent égale-
ment que, dans l'univers sensoriel des
cidres, il existe des caractéristiques discri-
minantes. Ce sont des caractéristiques que
certains valorisent ou recherchent, mais
que d'autres détestent. Ainsi, les ciders, les
cidres plus acidulés, les cidres tres clairs,
les couleurs différentes partagent forte-
ment les consommateurs. De méme, la
mousse, |'effervescence ou encore le
trouble sont facteurs de segmentation.
L'un des objectifs du projet était de regar-
der le comportement des consommateurs
plus jeunes, faibles voire non consomma-
teurs. Il ressort qu’une partie des jeunes a
une consommation et une perception un
peu en marge des autres segments. Ce
constat ouvre des perspectives pour ten-
ter de préciser les attentes de cette cible et
pour développer des actions spécifiques
envers elle.

Enfin, parallelement a la dégustation faite
par les consommateurs, 101 profession-
nels de la filiere ont également dégusté
ces 19 cidres et donné leurs appréciations
hédoniques. Il en ressort que I'apprécia-
tion des professionnels converge avec les
consommateurs pour le rejet des produits
trés secs et amers.En revanche, il apparait
que les professionnels ont une meilleure
appréciation des produits demi-secs
proche de celles des consommateurs ré-
guliers. Par contre, ils apprécient moins les
produits sucrés et fruités ainsi que les pro-
duits“originaux”et les produits étrangers,
s'éloignant ainsi des attentes des nouveaux
consommateurs et de la cible plus jeunes.

* PomME A CIDRE - DECEMBRE 2012 - N° 32
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Différents groupes
de consommateurs aux usages

différents

Le test consommateurs était également I'occasion d’interroger un grand nombre

de consommateurs sur leur consommation du cidre et sur I'image qu’ils en ont.

Les 341 consommateurs ont donc tous rempli un questionnaire sur la perception du cidre
et sur son usage. Chaque question a ensuite été analysée séparément, puis nous avons
recherché des typologies de consommateurs, des groupes avec des comportements

et/ou des perceptions proches.

n premier regroupement des consom-

mateurs a été fait sur les questions
relatives aux usages du cidre : fréquence
de consommation, lieu et moment de
consommation, lieux d'achat, types de cidre
acheté.Cette analyse fait ressortir quatre ty-
pologies de consommateurs.

Les consommateurs “Basiques”

Ce sont des consommateurs qui boivent le
cidre plus volontiers a I'occasion d'événe-
ments spéciaux ou encore avec les crépes
ouau dessert.lls privilégient un cidre plu-
tot doux, de préférence “non fermier” et
généralement jamais le méme. lls ache-
tent tous en supermarché et trés peu chez
un producteur.Ce sont pour la plupart des
consommateurs hors des régions de pro-
duction, avec une faible fréquence de
consommation.

Les consommateurs “Tradition”

Ces consommateurs boivent plutét du
cidre al'occasion des repas,avec des plats
au cidre, pour des soirées crépes, mais ra-
rement pour accompagner le dessert et
peu en soirée.lls apprécient les cidres bruts
et recherchent volontiers des cidres fer-
miers. lls n'achétent jamais en petit condi-
tionnement. Ces consommateurs viennent
des régions de production.lls connaissent
plus que les autres des producteurs“ama-
teurs”

Les consommateurs “Plaisir”

Ces consommateurs déclarent plus que
les autres consommer du cidre a l'occa-
sion de moment de détente, a I'apéritif,
lors des vacances, des soirées crépes, des
rassemblements amicaux et pendant la
saison estivale. Tous les consommateurs

* PomME A CIDRE - DECEMBRE 2012 - N° 32

déclarant consommer du cidre dans les
bars figurent dans cette catégorie. lls ai-
ment la nouveauté et leurs achats dépen-
dent plus que les autres de leur envie du
moment.Ce sont les seuls consommateurs
qui se déclarent préts a acheter en petit
conditionnement. Ces consommateurs
viennent proportionnellement plus de Pa-
ris et de I'est de la France.

Les consommateurs “Rebelles ou Festifs”
Ces consommateurs déclarent ne pas boire
de cidre avec les crépes. Ainsi, 22 des
27 consommateurs qui n‘accompagnent
pas leurs crépes avec du cidre et 44 des 59
qui ne revendiquent pas les soirées crépes
comme occasion de boire du cidre font
partie de ce groupe.lls consomment plus
souvent lors de rassemblements amicaux,
chez des amis ou parents. Ce groupe est
plus jeune que la moyenne. Ils achétent
souvent le méme cidre.

Des différences de perceptions
entre les consommateurs
Le questionnaire distribué lors des tests
hédoniques a également permis d'étudier
a nouveau I'image du cidre vue par les
consommateurs. |l apparait que les
consommateurs sont,dans I'ensemble, as-
sez en accord sur la perception du cidre.
Voici ce qui ressort de cet exercice.
Le cidre est un produit convivial qui peut
se boire a toute saison.C'est une boisson
festive, rafraichissante. Fabriquée unique-
ment avec des pommes, c’est une boisson
naturelle.C'est un produit fermier,artisanal,
bon marché et intéressant car peu alcoo-
lisé. Il passe bien en mangeant.ll n'est pas
mauvais pour la santé et se digére conve-
nablement. Il ne donne pas mal ala téte.Les
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consommateurs ne le consommeraient
pas facilement dans un bar et ne I'asso-
cient pas facilement avec tous les plats. |l
n‘est pas percu comme un produit haut
de gamme, sans pour autant étre taxé de
ringardise.

Afin de préciser les différents avis entre les
consommateurs,une nouvelle segmenta-
tion a été réalisée pour identifier des
nuances de perception entre eux. Trois
classes de consommateurs ont été identi-
fiées, qui se sont avérées étre liées a la fré-
quence de consommation et a I'age.

Les “habitués du cidre”

[Is ont une image plus positive que les
autres du cidre.Une majorité des consom-
mateurs de ce groupe déclare apprécier
le « goUit fermier » du produit, ne recherche
pas le sucre et préfere le brut.lls disent ai-
mer le caractére artisanal et trouble de cer-
tains cidres. Pour eux, le cidre est une
boisson naturelle a base de pommes, qui
peut se boire avec tous les repas.

C'est un groupe plus agé,avec un peu plus
de consommateurs réguliers et dans tous
les cas avec peu de non-consommateurs.
[Is ont un trés bon souvenir de leur pre-
miéere consommation de cidre.Ce sont des
consommateurs plus expérimentés, plus
connaisseurs.lls déclarent acheter un peu
plus aux producteurs,du brut,de marque
connue.lls sont moins indifférents au mode
de fabrication et consomment plus avec
des plats au cidre.

Des plus jeunes avec une appréciation
spécifique

Ce deuxiéme groupe est un groupe plus
jeune que la moyenne. Ses consomma-
teurs considérent que la boisson est adap-



Figure 1- Les raisons de la non consommation
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raison de non consommation éguligre pour les consommateurs occasionnels

tée aux jeunes car peu alcoolisée,que c'est
une boisson peu adaptée aux repas, éven-
tuellement aux crépes,notamment car ¢a
passe mal en mangeant. lls se déclarent
plus sensible au pétillant.C’'est un groupe
de non spécialistes :indifférents au mode
de fabrication, ils n'achétent pas de marque
connue et n‘achétent pas au producteur.

Les consommateurs plus occasionnels
Le troisiéme groupe est plus neutre que
les autres sur les aspects santé, convivialité
ou image.Ces consommateurs disent qu'ils
n‘aiment pas les cidres au “goCt fermier”.
lIs ont apparemment une image un peu
moins positive que les autres. Pour eux, le
cidre est un produit peu adapté pour les
jeunes, peu adapté pour les repas.lls ont la
perception d’un produit moins naturel,
moins artisanal ou fermier. Ils apprécient
plus les critéres doux et sucré. Ce groupe
rassemble plus de non-consommateurs
ayant un moins bon souvenir de la pre-
miere expérience (plus neutre) que dans les
autres groupes. Pour eux, le cidre est une
boisson non typée, bon quand il est doux
etsucré.

Les raisons
de la non consommation

Lors de I'enquéte, les personnes ont été
interrogées sur la raison de leur non-
consommation ou faible consommation
de cidre.ll est intéressant de noter les dif-
férences de réponses entre les non-
consommateurs et les consommateurs
occasionnels (figure 1).

Dans les deux situations, il apparait claire-
ment que l'association du cidre avec les
crépes ou sa consommation a des mo-
ments spécifiques “festif, familiaux”est une
explication pour la faible consommation.
Pour les non-consommateurs, il semble

que I'exposition au produit ne soit pas suf-
fisante et que ceux-ci ne pensent tout sim-
plement pas a acheter ou a consommer
ducidre.

91 % des consommateurs répondent par
non a la question “seriez-vous préts a
consommer du cidre a tous les repas ?"lls
s'expliquent par la présence d'alcool (35 %
d’entre eux), puis a nouveau par le fait qu'ils
associent le cidre a certaines occasions
spécifiques (25 %).Enfin, sont mis en avant
la concurrence avec I'eau et le vin et le fait
que les consommateurs n'associent pas le
cidre avec tous les plats.

Il apparait donc que le cidre souffre d'un
déficit de notoriété,d’'un manque de com-
munication, qui font que les consomma-
teurs ne pensent pas a lui.C’est un produit
trés (trop) régionalisé,avec un ancrage trés
fort a des plats ou a certaines occasions.
Les consommateurs déclarent également
souvent choisir la biere, le champagne et
d’autres effervescents, le vin, voire 'eau.
Ces boissons font ainsi une trés forte
concurrence aux cidres. Il faut également
avoir conscience que certains consom-
mateurs n‘aiment pas le got du cidre, ses
bulles, son “got fermier” Enfin, il faut no-
ter que son degré d'alcool, plus faible que
la majorité des autres boissons alcoolisées,
peut également étre source d'un autre pa-
radoxe :pour certains, le plus faible niveau
d’alcool est une force, pour d'autres
consommateurs,il n'y en a pas assez!

En conclusion:
les paradoxes du cidre
Il apparait, a la fin de cette étude, que les
consommateurs peuvent avoir une per-
ception paradoxale et des comportements
contrastés.Le cidre est a la fois trop alcoo-
lisé pour certains, pas assez pour d'autres.
Il évoque de nombreuses impressions po-

sitives, une image festive et conviviale, un
produit de tradition mais en méme temps
peut étre jugé démodé pour certains. Les
consommateurs mentionnent les cidres
fermiers comme étant un gage de qualité
alors que certains |'évitent par peur des
arémes “rustiques’ C'est aussi un produit
apprécié tantot pour sa nature “fruitée,
douce’ tant6t pour son “caractére” et son
coté“terroir”
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The impact of the degree of polymerization and of the concentration of procyanidins in a model solution
of French cider was investigated. Four purified fractions of procyanidins at three concentrations were
added in a solution containing water, ethanol, fructose and malic acid. The four studied sensory char-
acteristics (bitterness, astringency, sweetness and sourness) were modified according to the concen-
tration of procyanidins. The degree of polymerization (DP) of procyanidins influenced only bitterness and
astringency but this impact was not the same for all concentrations. Despite the fact that pH, fructose and
malic acid concentrations were the same in all samples, the perception of sweetness and sourness were
modified according to the concentration of procyanidins.
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1. Introduction

French cider is a slightly alcoholic and sweet drink obtained by
slow and partial fermentation of the juice of specific apple varieties.
Its main constituents are water, sugar (mainly fructose), organic
acids, phenolic compounds and volatiles (Lea & Drilleau, 2003).
Given this composition, bitterness and astringency have been
important attributes to define French cider quality for a long time
(Boutteville & Hauchecorne, 1875; Brugirard & Tavernier, 1952; Le
Paulmier de Grantemesnil, 1589). In French ciders, apples used
are well known for their high polyphenolic content being these
compounds the main responsible for the two aforementioned
sensory characteristics. In addition, processes (fermentation, fin-
ing...) modulate the composition of polyphenols compounds in
cider impacting both on the global concentration and on the
polyphenol profile (Guyot, Marnet, Sanoner, & Drilleau, 2003).

Procyanidins (or tannins) have been intensively described
(Brossaud, Cheynier, & Noble, 2001; Lea & Arnold, 1978; Noble,
1994; Peleg, Gacon, Schlich, & Noble, 1999) as the polyphenols
responsible both for astringency and bitterness in wine and cider.
The main differences between the phenolic compounds in wines
and ciders are the chain length and the nature of the constituent
monomers of tannins. Generally, they are less polymerized in cider.

DOI of original article: http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.01.007.
* Corresponding author. Tel.: +33 2 41 23 55 55; fax: +33 2 41 23 55 00.
E-mail address: r.symoneaux@groupe-esa.com (R. Symoneaux).

0023-6438/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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The average degree of polymerization (aDP) of the procyanidins in a
selection of 90 ciders was found to be between 1.61 and 3.69 (Le
Quéré, Husson, Renard, & Primault, 2006), demonstrating that
procyanidins in cider are smaller and in a shorter range than those
of wine where aDP could range from 1.8 to 13 (Chira, Pacella,
Jourdes, & Teissedre, 2011; Kassara & Kennedy, 2011; Monagas,
Gomez-Cordovés, Bartolomé, Laureano, & Ricardo da Silva, 2003).
These difference could be given by the fact that apple procyanidins
are polymers of epicatechin with a few catechin as terminal units
(Sanoner, Guyot, Marnet, Molle, & Drilleau, 1999) whereas pro-
cyanidins from grape contain these monomers but some residues
are galloyllated from 13 to 29% (Ricardo-da-Silva, Bourzeix,
Cheynier, & Moutounet, 1991).

In wine, numerous works (Brossaud et al., 2001; Gawel, 1998;
Haslam, 1980; Kallithraka, Bakker, & Clifford, 1997; Maury, Sarni-
Manchado, Lefebvre, Cheynier, & Moutounet, 2001; Peleg et al.,
1999; Vidal et al., 2004, 2003) present the impact of procyanidins
concentration or composition on the two mentioned mouth sensa-
tions using wine model solutions or wines added with chemical
monomers or polyphenol extracts from wines, grape seeds, or grape
skin fractions. They showed that the higher the tannins concentra-
tion, the more bitter and astringent wines were. In addition, it was
revealed that aDP has an impact on bitterness and astringency of
wine: the higher the aDP, the more astringent the wine. On the
contrary, it was shown (Peleg et al., 1999) that purified monomers of
epicatechin and catechin were bitterer than their purified dimer and
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trimer without taking into account higher polymerization degree.
These results were mainly obtained in a wine model solution with
alcohol content (from 11% vol. to 15%) close to those of wine’s con-
centration. These results should not be generalized and applied to a
product as cider with low alcoholic concentration since ethanol can
interfere with astringency and bitterness.

It is to be noted that research reference on polyphenols in cider
are scarce. Lea and Arnold (1978) worked on sensory perception of
phenolics in cider finding that bitterness was associated with low
aDP and they also observed that tetrameric flavan-3-ol was bitterer
than others. The same authors found that astringency was well
linked with polymeric procyanidins and increased with aDP.
However they were not able to conclude if it was a bias due to the
concentration of procyanidins since tasted ciders with higher aDP
contained more procyanidins. Moreover, the separate influence of
procyanidins composition and of their concentration on bitterness
and astringency was not evaluated. Finally, no references could be
found concerning the impact of procyanidins on the perceived
sweetness and sourness of ciders in ciders.

The aim of the present work was to analyse the influence of the
concentration and of the polymerization degree of purified apples
procyanidins extract with controlled degree of polymerization in a
cider-like model solution on four sensory characteristics: astrin-
gency, bitterness, sourness and sweetness.

2. Materials and methods
2.1. Obtention of purified polyphenols

All procyanidins extracts used in this project had to be food
grade quality in order to be tasted by consumers. For this reasons,
the procedure developed for preparing purified polyphenols was
selected using solvents allowed in Codex Alimentarius and by the
European law (Pottering & Necas, 2009).

Fifty kilograms of Binet Rouge cultivars apples were peeled and
cut in small slices and placed in a 2% formic acid bath to reduce
polyphenoloxidase activity. Apple slices were then drained, stored
at —25 °C. They were then freeze-dried and were afterwards
transformed into a fine powder used for polyphenol extraction.
This process was done in two stages: 1) solvent extraction and 2)
purification by liquid chromatography in order to separate oligo-
mers with different polymerization degrees.

1) For the solvent extraction 300 g apple powder was first mixed
with 1.5 L of hexane to extract carotenoids. The obtained sus-
pension was filtered and hexane was removed. The residual was
mixed three times with 1.5 L of ethanol acidified with 0.5% acetic
acid. Each time, the residual was recovered and organic phases
were collected. Then three extractions from the residual with
1.5 L of acidified water (2.5% of acetic acid) and acetone (60/40
vol/vol) led to a fraction with a high amount of procyanidins
oligomers. This fraction was concentrated under vacuum and
then frozen at —20 °C.

2) To purify this acetonic fraction, a reverse-phase C18 preparative
column (Colonne prep C18 dimension 200 mm x 50 mm dia-
metre; phase: Lichrospher RP-18 (12 pM) Merk, Darmstadt,
Germany) was used with a 40 mL/min flow. Adsorption on the
inverse phase was done with acidified water (2.5% acetic acid)
followed by a 20 min rinse at 40 mL/min with the same phase.
Desorption was carried out by a 50% Ethanol/50% Water acetic
acid 2.5%. Eluted components were collected, mixed, concen-
trated and freeze dried.

The purification of oligomers was done using a Diol preparative
normal-phase column (Kelm, Johnson, Robbins, Hammerstone, &

Schmitz, 2006). The flow was fixed at 40 mL/min and a gradient
of two solvents was used : ethyl acetate with 2% acetic acid (A) and
ethanol 95%, water 3% and acetic acid 2% (B). The gradient was
0 min 20% B, 110 min 60% B, 125 min 90% B, 130 min 90% B, 140 min
20% A, 160 min 20% A. Detection was provided by a fluorimeter (Aex
276 nm Aem 350 nm 0—65 min, Aey 316 nm 65—140 min). With this
conditions and detection, eleven chromatographic peaks were
clearly observed corresponding to the different oligomers from 2 to
12. Once identified, each purified fraction was collected separately,
concentrated under reduced pressure at 30 °C to remove the vol-
atile eluents and freeze-dried. The fractions of polymerization de-
gree selected for this experiment were: 3, 5, 7 (named F_DP3,
F_DP5 and F_DP7) and a mix of 10, 11 and 12 since they were more
difficult to separate (named F_DP11).

2.2. Quality evaluation of obtained purified fractions

Each procyanidin fraction was analyzed in terms of polyphenol
content and aDP. The first was done by the HPLC method described
by Guyot, Marnet, Sanoner, and Drilleau (1998) and the second was
estimated by phloroglucinolyse (Kennedy & Jones, 2001).

Also, to check the dispersion by mass of the procyanidins, the
lyophilized fractions (approximately 4 mg) were dissolved in 1 mL
of acetonitrile 98%, acetic acid 2% and they were analyzed by HPLC
according to Kelm et al. (2006). Chromatograms observed at
280 nm were integrated and quantification was possible thanks to
previously obtained calibration curves from high purified procya-
nidin dimer B2, the most abundant isomer in apple.

2.3. Cider model solution and experimental design

To evaluate the sensory impact of the degree of polymerization
and concentration of procyanidins a cider model solution done
with a water solution of ethanol, fructose and malic acid (being
these the main sugar and acid in cider). The concentrations were
selected aiming to obtain a low sweetness, low sourness and low
alcohol model solution of cider. A large database on cider compo-
sition (90 ciders) was used as reference (Le Quéré et al., 2006) to
define each component concentration. The obtained model solu-
tion composition was 1.76%Vol of ethanol, 8.3 g/L of fructose and
1.52 g/L of malic acid. The highest pH in this database was 4.12, so
KOH was used as a buffer to obtain this pH since potassium is an
important mineral component in cider.

In the mentioned database (Le Quéré et al., 2006), the maximum
content of procyanidins was 1434 mg/L, nevertheless only few ci-
ders presented such amount of procyanidins. Therefore, a
maximum concentration of 750 mg/L was selected for the present
experiment being this the maximum procyanidin concentration
after removing the 10% ciders with highest values.

Three different concentrations of the four purified fractions of
procyanidins called F_DP3, F_DP5, F_DP7 and F_DP11 were tested at
three concentration levels 250, 500 and 750 mg/L. A complete
factorial design was established to analyse the impact of aDP and
concentration on the sensory perception. The model solution
without procyanidins was also tasted. In total 13 samples were
tested.

2.4. Sensory evaluation by a trained panel

2.4.1. Panel composition and training

Sensory panel included 15 paid assessors from Ecole Supérieure
d’Agriculture (4 males-11 females aged from 19 to 67 years old).
Panelists were informed about the products (purified procyanidins
in model solution) they had to evaluate and they have given an
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informed consent. They were trained on sourness, sweetness, bitter
taste and astringency attributes.

Panelists received a 21 h training (14 individual and group 1H30
sessions) on the sensory characterization of polyphenols in water
and in the model solution. First, they familiarized themselves with
the three studied tastes and astringency using recognition test and
ranking test using caffeine, potassium alum, fructose, malic acid
and a commercial apple polyphenol powder (PA 230 Val de Vire
BioActives, France containing 38% of procyanidins used up to a
maximum concentration of 2 g/L to have finally a maximum con-
centration of 750 mg/L of procyanidins in the samples used for
training) in water at several concentrations. Then, after assuring
that assessors did not confuse between the different sensory
characteristics, alcohol was introduced in the matrix and they
worked on scaling tasks using a continuous non-structured scale
from low intensity to high intensity. References were proposed for
each attributes (Table 1).

Before the final evaluation, a performance tasting was organized
using the model solution added with the commercial polyphenol
extract (PA 230 Val de Vire BioActives, France) used during all
training steps at different concentrations and fructose, caffeine or
malic acid. Despite a judge effect meaning that tasters did not use
the scale in the same way, panel was discriminant, repeatable and
in agreement for each attributes (data not shown).

2.4.2. Tasting conditions and samples presentation

Tasting took place in individual computerized booths according
to NF ISO 8589 norms, in a sensory room at 21 °C +/1 °C under red
light. Rinsing between samples was done with mineral water and
with low salt biscuit. The 13 samples were presented in a sequential
monadic way and their order based on a William Latin-square
arrangement. Scores were collected by FIZZ (version 2.10; Bio-
systems, Courtenon, France).

2.5. Data analysis

Three ways variance analysis was used to analyse data for each
attribute. The model used was: Attribute ~ Concentration + DP +
Concentration x DP + Judge + Residual. When ANOVA was sig-
nificant, the mean intensities were then compared by SNK multiple
comparison test. All analyses were done using Statgraphics
Centurion XVI (Version 16.1.18, Warrenton, USA).

3. Results
3.1. Quality of purified fractions

Table 2 shows that purified fractions of procyanidins contained
from 70 to 94% of procyanidins. In all samples, the quantity of
monomeric and dimeric procyanidins is negligible. The fraction of
DP3 (F_DP3) had 90% of procyanidins in which 87% were DP3
procyanidins and no procyanidins with DP over 6 and presented an
aDP of 3.1. The fraction F_DP5 had 67% DP5 and 12% DP4 with an
aDP of 5.1. The F_DP7 contained around 85% procyanidins with 68%

Table 1
References used during training.

Low sweetness
Low sourness
Low bitterness
Low astringency
High sweetness
High sourness
High bitterness
High astringency

Model solution + 2 g/L PA 230
Model solution

Model solution

Model solution

Model solution + 2 g/L fructose
Model solution + 0.5 g/L malic acid
Model solution + 2 g/L PA 230
Model solution + 2 g/L PA 230

Table 2
Composition of purified procyanidin fractions.

F_DP3 F_DP5 F_DP7 F_DP11

mg of procyanidins/100 mg of purified 90.01 93.77 84.68 70.03
procyanidin fractions

mg of each DP/100 mg Procyanidins DP1  — — 0.72 0.74

DP2 5.46 1.59 0.57 1.17

DP3  86.81 265 0.64 1.01

DP4 518 1155 096 1.02

DP5 254 67.06 2.60 1.56

DP6 — 6.89 18.24 1.10
DP7 — 520 68.29 1.61
DP8 — 506 650 3.28
DP9 — - 128 946
DP10 — — — 27.10
DP11 — - 027 39.25
DP12 — - - 12.69
Calculated aDP of each fraction 3.20 5.10 6.90 11.10

DP: Degree of polymerization.

aDP: Average degree of polymerization.

F_DP3, F_DP5, F_DP7 and F_DP11 are the name of the four purified fractions (F_)
with a number corresponding to the aDP.

DP7 and 18% DP 6. Finally, the HPLC analysis showed that F_DP11
was less pure with around 70% of procyanidins but the content was
composed by higher DP with a total of 79% for DP 10 to 12.

3.2. Impact of polymerization degree and concentration on
perception

Table 3 shows, globally, a huge impact of procyanidins’ con-
centration on each taste (p < 0.004). The DP factor was also sig-
nificant for astringency (p = 0.0118). Interaction between DP and
concentration was observed for astringency (p < 0.0001) and a
non-significant but a tendency interaction for bitterness
(p = 0.1057).

3.2.1. Bitterness

ANOVA results on sensory data (Table 3 and Fig. 1) show that
concentration of procyanidins had a positive significant impact on
perceived bitterness. The higher the polyphenols concentration,
the more bitter the solutions. Nevertheless, samples with 250 mg/L
of purified polyphenols were not different from the model solution
without procyanidins and even if those with 500 mg/L were bit-
terer, only products with 750 mg/L are significantly different from
the model solution.

The effect of the DP factor on bitterness was not significant
(p = 0.3774). Any purified fraction was significantly bitterer for all
concentrations. Nevertheless, p-value for the interaction between
DP and concentration was 0.1057. Thus, the bitterness was slightly
modified by the DP. A closer look to the evolution of this taste for
each DP with the same concentration allows explaining this result.
For concentrations 250 mg/L and 500 mg/L, the bitterness is similar
between each DP whereas for the concentration 750 mg/L F_DP5 is
significantly bitterer than fraction F_DP3 and the F_DP11. F_DP7 at
750 mg/L is intermediate in bitterness (Fig. 1).

3.2.2. Astringency

Concentration and DP factors were significant (respectively
p = 0.0007 and p = 0.0118, Table 3 and Fig. 2) with an interaction
between both also significant (p < 0.0001). For each DP value, the
perceived astringency increased as the concentration increased.
Also, for a same concentration, as the DP value increased, the
perceived astringency also increased. However, the p-value of
concentration showed that it was more influent on astringency
perception than the DP and the impact of concentration was more



R. Symoneaux et al. /| LWT - Food Science and Technology 57 (2014) 22—27 25

Table 3
Impact of Degree of Polymerization (DP) and concentration on perception.

P value Average per concentration of fraction Average per fraction

Concentration DP DP*Conc. Judge 0 250 mg/L 500 mg/L 750 mg/L F_DP3 F_DP5 F_DP7 F_DP11
Bitterness 0.0003 0.3774 0.1057 <0.0001 0.95 a 1.09 a 1.73 a 325b 1.52 - 2.04 - 1.92 - 1.55 -
Astringency 0.0007 0.0118 <0.0001 <0.0001 0.63 a 2.73b 3.96 bc 513 ¢ 148 a 2.83 ab 3.74 bc 439 c
Sweetness 0.0034 0.1751 0.8807 <0.0001 421c 3.98 bc 3.52 ab 297 a 3.89 - 3.40 - 3.51 - 3.89 -
Sourness 0.0025 0.3070 0.8901 <0.0001 226a 2.83b 3.03 bc 353 ¢ 2.84 - 3.17 - 2.73 - 291 -

Presented values are:
o ANOVA p-values for factors and interaction.

e Mean values per concentration and per DP fraction. Different lower case letters represent significant differences (p < 0.05) among samples averages according to Student

Neuman-Keuls (SNK).

important for higher DP values. The differences in astringency be-
tween the three concentrations of F_DP3 were small while for
F_DP11 the differences between the low and high concentration
was larger.

3.2.3. Sweetness

Although sugar composition was the same in all samples, the
perceived sweetness changed according to procyanidins concen-
tration (p = 0.0034, Table 3 and Fig. 3). Products with higher con-
centrations of procyanidins (500 and 750 mg/L) were less sweet
than the control solution without polyphenols and the solutions
with 250 mg/L of procyanidins concentration were significantly
sweeter than the sample with 750 mg/L .The DP had no impact on
the sweetness perception (p = 0.1751).

3.2.4. Sourness

Finally, Fig. 4 shows, as for sweetness, an effect of the concen-
tration (p = 0.0025) on the sourness despite the fact that acid
content and pH were the same in all samples (Table 3). Control
solution and the 250 mg/L samples were less sour than samples
with 750 mg/L of procyanidins fractions. The DP had no impact on
the sourness evaluation (p = 0.3070).

4. Discussion
The quality of the food grade extract was a critical point in this

experiment since high concentration of procyanidins with specific
polymerization degrees were expected in each fraction. The use of
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Fig. 1. Mean scores for bitterness as a function of the concentration of each procya-
nidin fraction (--=- 250 mg/L, --e-- 500 mg/L, --+- 750 mg/L). Control sample without
procyanidins (——) is represented for each fraction. Different lower case letters
represent significant differences (p < 0.05) among samples averages according to
Student Neuman-Keuls (SNK).

specific solvents (hexan, ethanol, ethyl acetate) to obtain fractions
with a food grade had consequences on the quality of the final
extract composition. Indeed, with traditional solvents as methanol
(Shoji, Masumoto, Moriichi, Kanda, & Ohtake, 2006) a better purity
should have been observed. Nevertheless with more than 70% of
procyanidins in each samples and a large majority of the expected
DP, this procedure was pertinent to have food grade procyanidins
and allowed a precise study of the impact of procyanidins con-
centration and aDP on bitterness, astringency, sweetness and
sourness.

From a sensory point of view, the concentration of procyanidins
had a high impact on all attributes. The here found positive impact
of procyanidins’ concentration on astringency and bitterness had
been previously observed. Maury et al. (2001) showed that a
decrease in astringency sensation in red wines was in relation with
decrease of procyanidins’ concentration after fining. Vidal et al.
(2004) demonstrated that from a 0.25 g/L up to 0.75 g/L of grape
seed procyanidins extract the astringency was reinforced. As for
bitterness, in the present work the 250 mg/L of apple procyanidins
was not different from the control without procyanidins. Then
500 mg/L was slightly bitterer and 750 mg/L was significantly bit-
terer for all DPs. Vidal et al. (2004) observed any difference for
bitterness of procyanidins concentration between 0.25 g/L and
0.75 g/L proposing that a high level of alcohol (from 11% vol to 15%)
masks bitterness differences due to procyanidins. In cider, it would
be possible for the low level of alcohol to highlight the impact of
procyanidins’ concentration. To stress this hypothesis, our results
are in agreement with those of Kallithraka et al. (1997) who worked
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Fig. 2. Mean scores for astringency as a function of the concentration for each DP
fraction (-~ 250 mg/L, --=-- 500 mg/L, --~- 750 mg/L). Different lower case letters
represent significant differences (p < 0.05) among samples averages according to
Student Neuman-Keuls (SNK).
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DP

Fig. 3. Mean scores for sweetness as a function of the concentration for each pro-
cyanidin fraction (- 250 mg/L, --=-- 500 mg/L, --+- 750 mg/L). Different lower case
letters represent significant differences (p < 0.05) among samples averages according
to Student Neuman-Keuls (SNK).

with other polyphenols in a wine like model solution with 10°
alcohol. They showed a clear impact of 750 mg/L of catechin and
350 mg/ml epicatechin on bitterness.

The present work also confirmed that the polymerization de-
gree is also an important factor when studying astringency and
bitterness in cider. The higher aDP the more astringent products
are, which was observed in several works in cider and wine
(Arnold, Noble, & Singleton, 1980; Lea, 1990; Lea & Arnold, 1978;
Maury et al,, 2001; Peleg et al., 1999; Robichaud & Noble, 1990;
Vidal et al., 2004, 2003). Nevertheless, our work highlights an
interaction between concentration and the degree of polymeriza-
tion for these two sensations, effect which had not been previously
reported neither in cider nor in wine.

The difference of astringency between low and high concen-
trations for small DP is smaller than that observed for high and low
concentrations of high DP. This could be explained by the same
mechanism of astringency perception found in the red wine
(Gawel, 1998) which results from combining at the same time the
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Fig. 4. Mean scores for sourness as a function of the concentration for each degree of
polymerization fraction (- 250 mg/L, --=-- 500 mg/L, --+- 750 mg/L). Different lower
case letters represent significant differences (p < 0.05) among samples averages ac-
cording to Student Neuman-Keuls (SNK).

effect of procyanidins size and the effect of concentration. In the
present work, some astringency is observed for small DP when
compared to the control model solution. This was in accordance
with Peleg et al. (1999) who found astringency in monoric, dimeric
but also trimeric flavonoids evaluated at 900 mg/L and mentioned
a hypothesis from McManus Davis, Lilley, and Haslam (1981) that
this is due to the presence of 1,2 hydroxy or 1,2,3 trihydroxy groups,
generating precipitation of proteins or strong binding with them.

Concerning bitterness, our results are in accordance with Lea
and Arnold (1978), indicating that in cider medium procyanidins’
DP, (tetrameric for Lea & Arnold, 1978 and pentameric in our case)
was bitterer than high DP. Nevertheless it is important to note that
this higher bitterness for DP 5 is only observable with a 750 mg/L
and not for lower concentration, results not observed by Lea and
Arnold (1978). Other from the already mentioned, no authors had
compared the bitterness of different purified fraction over an aDP of
3. Peleg et al. (1999) indicated in aqueous ethanol (1% vol/vol) that
monomers at 0.9 g/L were bitterer than dimer and trimer but did
not explore higher DP. In addition, Robichaud and Noble (1990) had
tested catechin and a grape seed tannin extract (GST) composed
mainly of tetrameric to octameric polymers of epicatechin and
catechin. They observed at 1.2 g/L in a white wine that catechin was
bitterer than the GST with higher DP. This result is not contradictory
with the present ones since they did not analyse a fraction with
mainly tetrameric and pentameric polymers.

The originality of the present study was also to evaluate the
impact of the procyanidins on the perceived sweetness and sour-
ness. Sweetness decreased and sourness increased depending on the
polyphenol concentration despite the fact that fructose, malic acid
and pH were the same in all samples. The concentration of procya-
nidins influenced the perception of both tastes whereas the degree
of polymerization had no impact. Bitterness suppressing effect on
sweet perception could be responsible of this result. The increase of
procyanidins concentration increased the perceived bitterness and
therefore, assessors perceived these samples as less sweet. This
suppression effect of sweetness by bitter compounds is well known
(Keast & Breslin, 2003; Walters, 1996) but had not been reported in
cider before. Our hypothesis is that procyanidins do not affect
sweetness perception directly but due to a cognitive interaction as a
side effect of their effect on bitterness. Moreover, the enhanced
perception of sourness in samples with higher concentration of
procyanidins could be explained by bitter—sour interactions. This
kind of interactions has been previously reported in a work on water
model solution (Kamen, Pilgrim, Gutman, & Kroll, 1961) where
sourness perception of citric acid was increased by the presence of
caffeine. In the present work, bitter compounds as procyanidins
could be having the same effect. Moreover, this phenomenon could
also be explained by a sour—sweetness interaction as well. Sourness
perception increased only with an increase in procyanidins con-
centration, at the same time that sweetness perception decreased.
The suppression of sourness by sweetness is well documented
(Keast & Breslin, 2003) and often tested by adding sweeteners in
solution to observe this diminution of sourness. For cognitive rea-
sons, if consumers perceive a sample as less sweet, they can perceive
it more acidic. In this case, the increase of sourness would not be due
directly to the procyanidins concentration but due to a dual cogni-
tive interaction. Products with higher procyanidins concentration
were bitterer so tasters perceived them less sweet and this weak
sweetness perception would lead to an increase of sourness.

5. Conclusion
Our work highlights that procyanidins concentration plays a

main role in bitterness and astringency perception. Moreover, the
degree of polymerization is also an important factor. The increase in
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the DP conducted to more astringent products and the effect was
reinforced by concentration. For bitterness, the DP seemed to be
less important but a higher sensation was observed with the pen-
tamer at high concentration of procyanidins. Polyphenols also
influenced the perceived sweetness and sourness confirming their
importance in the balance of taste in cider.

It is to be noted that these results were obtained in a cider like
model solution with low fructose, acid and alcohol contents and
results should be confirmed in real ciders or by increasing alcohol
concentration to be sure that same results are obtained with higher
alcohol content. Further research goes in this direction aiming also
to evaluate the interaction between DP and procyanidins concen-
trations with other cider matrix elements.
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degree and procyanidins concentration has not been yet investigated in cider.

found for cider. Only Lea & Arnold (1978) mentioned the role of tﬁe degree of polymerisation (DP) of procyanidins in the
balance of cider organoleptic perception. These authors showed that a higher DP led to a more astringent cider while a
lower DP led to a more bitter cider. In addition, to the best of our knowledge, the interaction between polymerisation

Objective

The aim of this work was to study the sensory
characteristics  (sweet, sour, bitter and
astringency) of procyanidins purified from
cider apple, with different DP (from 3 to 11)
and at three different concentrations in a
cider-like model solution.

Material and Methg
L

Procyanidins extracts
Four fractions of procya
11) were extracted fro| )
food grade solvent according to the Codex Alimentarius (Table 1).

Model solution

The procyanidins were mixed at three different concentrations (250, 500, 750 mg/L) in a model
solution of cider consisting of alcohol (1.76%), fructose (8.3g/L) and malic acid (1.52g/L) with a
pH of 4.12.

Descriptive sensory analysis

Sensory characteristics such as bitterness, astringency, sweetness and sourness were analyzed
by a panel composed with 15 tasters trained during 20H on the evaluation of these 4 sensory
sensations in water and cider model solutions. Panelists were asked to rate a total of twelve
products and the cider model solution without procyanidins as a control on a 14 cm
Qnstructured anchored with “0” and”10 “

~

| | | F_ops| Fops | FDP7 | FDPI|
9001 9377 8468  70.03
- - 0.72 0.74
5.46 1.59 0.57 117
86.81 2.65 0.,64 1.01
5.18 11.55 0.96 1.02
ACTGD 2.54 67.06 2.60 1.56
/ Total = 6.89 18.24 1.10
pcaA - 5.20 68.29 1.61
- 5.06 6.50 3.28
- - 1,28 9.46
- - - 27.10
- - 0.27 39.25
- - - 12.69
) 3.05 5.11 6.74 10.02
fraction
Table 1 : Procyanidins composition of each extract

/

Fig 1 : Astringency

Fig 2 : Bitterness

~

of

Results

» Bitterness and
procyanidins.

astringency increased with the concentration

» Interactions for astringency (p < 0.001) and bitterness (p< 0.1) between DP
and concentration meaning that impact of the DP varied with
concentration.

» F_DP 5 was significantly bitterer only at the highest concentration.

F_DP3 F_DP5 FDP7  F_DP11 » Concerning astringency : the lowest concentration of F_DP3 was more
DP X . R .
astringent than the control solution without procyanidins but less
10 F 10 . E . ;
5 E Fig 3 :Sourness ; Fig 4 : Sweetness E astringent than F_DP11 at the same concentration.
s 8 E ) ) ) i
7 E o entration. 7. E » The differences in astringency between the three concentrations of low
6 (mg/L) 6 3 F_DP3 was small while for F_DP11 the differences between the low and
E -0 E - :
5 £ 250 5 . . E high concentration was larger
4 e <+ 500 4 F oot 5
3B Fow . R 3 i i ignifi i
EE = B E » The high concentrations were significantly more astringent
2E ¢ 2 3
1E 1 E . .
3 o E » The perceived sweetness and sourness changed according to
F_DP3 FDP5  FDP?7 F.DPi1 F DP3 FDP5  FDP? F.DPH concentration of procyanidins .
bpP DP
k Figures 1 to 4 : Average scores for each sample according to the concentration for each DP /
/
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The impact of the degree of polymerization (DP) of procyanidins and its interactions with fructose,
acidity and alcohol in a model solution of cider was investigated. Four sensory characteristics (bitterness,
astringency, sweetness and sourness) were studied. At 750 mg/L of procyanidins, the DP impacted
astringency and bitterness but not sweetness or sourness. The medium DP (tetramer) of apple procya-
nidins was the most bitter and astringency increased with the DP. The impact of ethanol, fructose and
acidity on the four sensory attributes was also examined. These results provide insights into how the
components interact to produce the taste of cider.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

French cider is a slightly alcoholic, fermented apple beverage
composed of water, alcohol, volatiles, sugar (mainly fructose),
organic acids and polyphenols (Lea & Drilleau, 2003). Its flavor
balance (sourness, sweetness, bitterness and astringency) is a ma-
jor characteristic related to its composition. Cider producers select
apple cultivars, choose processes and blend batches to obtain
specific sensory characteristics. They need to understand better the
link between cider composition and taste in order to control better
cider quality and reproducibility.

Lea and Arnold (1978) were the first to work on cider sensory
characteristics, focusing on the impact of phenolics and of the de-
gree of polymerization (DP) of apple procyanidins on bitterness and
astringency. They used procyanidins extracted from two different
ciders and dissolved in water. Astringency was related to higher
levels of polymeric procyanidins. The contribution of tetrameric
procyanidins to bitterness was shown in one sample of the two
studied. Nevertheless, they mentioned some limitations of their

DOI of original article: http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2013.11.016.
* Corresponding author. Tel.: +33 2 41 23 55 55; fax: +33 2 41 23 55 00.
E-mail address: r.symoneaux@groupe-esa.com (R. Symoneaux).

0023-6438/$ — see front matter © 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.01.007

study in relation to the high concentration of polymeric procyani-
dins compared to other oligomers in their cider extracts, which
could create artefacts. For this reason, they carried out an informal
tasting of purified fractions of procyanidins which identified the
peak of bitterness at 2 g/L of tetramers in water. Recently,
Symoneaux, Baron, Marnet, Bauduin, and Chollet (2013) confirmed
Lea and Arnold’s results when working with purified apple pro-
cyanidins in a model cider solution. They identified a peak of
bitterness for the pentamer but only at a concentration of 750 mg/L.
They also highlighted that the effect of procyanidin concentration
was greater than the effect of the DP on the perception of bitterness
and astringency. Moreover, procyanidin concentration played a role
in sweetness and sourness perception.

Lea and Arnold (1978) tested the impact of sugar content (s.g.
1005 vs. 1010), ethanol (water vs. 5% Vol. EtOH) and pH (3.5 vs. 4.0)
on the bitterness and astringency perception of cider enriched with
a high concentration of procyanidins (4 g/L). They observed a sig-
nificant positive impact of sugar and ethanol on bitterness whereas
astringency was reduced by ethanol. In addition, sugar had no
impact on this latter sensation while pH had no impact on astrin-
gency or bitterness. This work was limited to a few comparisons
and only bitterness and astringency. To the best of our knowledge,
no other study has been carried out on ciders in order to study the
impact of the matrix components.
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Nevertheless, some research has been done on wine and beer,
two alcoholic beverages close to cider in terms of composition and
containing polyphenols. Several studies have investigated the
impact on sensory attributes of the interactions between different
compounds and procyanidins from grape or hops. Like for cider,
usually when polyphenols were involved, only bitterness and
astringency were evaluated (Arnold, Noble, & Singleton, 1980;
Brossaud, Cheynier, & Noble, 2001; Robichaud & Noble, 1990;
Vidal et al,, 2004). Vidal et al. (2004) indicated that bitterness
was not modified by changing tannin concentrations but they hy-
pothesized that ethanol (from 11 to 15% Vol.) could hide the dif-
ference in bitterness due to procyanidins. All astringency attributes
were mainly determined by the concentration of condensed tan-
nins. Thus, astringency was reduced by acidic polysaccharides and
by ethanol. Nevertheless, they observed a significant positive effect
of ethanol on bitterness, and a reduction in the presence of pro-
teoglycans. Fontoin, Saucier, Teissedre, and Glories (2008) studied
the effect of ethanol and acidity on astringency and bitterness in a
model wine solution with added grape seed oligomers. They found
that pH impacted only astringency while ethanol reduced
perceived astringency and enhanced bitterness.

No authors have studied the role of procyanidins on sourness
and sweetness in wine. Nevertheless, some have looked at the
impact of wine components on these two characteristics. Zamora,
Goldner, and Galmarini (2006) investigated the interactions be-
tween sourness and sweetness but the significant effect of ethanol
occurred between 4% and 12% Vol., out of the range for cider. They
also studied the fructose effect between 2 g/L and 7 g/L, which is
lower than the concentration in French ciders. Ishikawa and Noble
(1995) also examined the perception of sweetness and astringency
in wine but again in concentrations (from 0 g/L to 200 g/L) which
are not comparable to ciders.

Despite some interesting results on how components interact in
wine or beer, these are not easily generalized to cider. Under-
standing the relationships and interactions between components
in a more complex model solution with concentrations close to
those encountered in real products has become essential and needs
to be adapted for each product. The aim of the present work was to
investigate the impact of the DP of purified apple procyanidin ex-
tracts taking into account the role of the matrix components, such
as fructose, acidity and ethanol, at concentrations encountered in
French cider. A factorial experimental design was carried out in
order to evaluate simultaneously the impact of the DP of procya-
nidins and of sugar, ethanol and acidity as the main effects on
astringency, bitterness, sweetness and sourness in a model cider-
like solution.

2. Materials and methods
2.1. Purified procyanidins

All procyanidins used in this project were obtained using a food-
grade quality process described in Symoneaux et al. (2014). An
acetonic fraction rich in procyanidins was obtained from 50 kg of
Binet Rouge apple cultivar. This fraction was purified on a reverse-
phase C18 preparative column. Then, the oligomers were frac-
tionated by chromatography on a Diol preparative normal-phase
column (Kelm, Johnson, Robbins, Hammerstone, & Schmitz, 2006).

Eleven chromatographic peaks were clearly observed corre-
sponding to the different oligomers from 2 to 12. Each purified
fraction corresponding to each degree of polymerization was
collected separately, concentrated under vacuum then freeze-dried.
For the present experiments, fractions corresponded to the degrees
of polymerization 2, 4, 6 (later called F_DP2, F_DP4, F_DP6) and a
mix of 7, 8 and 9, less easily separated (called F_DP8).

The quality of these four fractions was tested as explained in
Symoneaux et al. (2014) following the protocol defined by Guyot,
Marnet, Laraba, Sanoner, and Drilleau (1998) for the mass of pro-
cyanidins in each fraction and using phloroglucinolysis (Kennedy &
Jones, 2001) in order to determine the average degree of poly-
merization (aDP).

Table 1 presents the four fractions, the concentration of total
procyanidins and the concentration of each oligomer. The obtained
powder contained from 72 to 95% of procyanidins. In all samples,
monomeric procyanidins were negligible. Fractions F_DP2, F_DP4
and F_DP6 contained around 70% of the expected oligomer, 2, 4 and
6, respectively. Fraction F_DP8 was more dispersed but contained
more than 79% of procyanidins with a DP greater than 7 (aDP of
7.75). It was considered representative of the high DP fraction.

2.2. Model cider solution and experimental design

The aim of the experimental design was to study the effect of the
degree of polymerization and the interactions with each main
component of cider on bitter, astringent, sweet and acidic charac-
teristics. For this reason, it was decided to build a model cider using
a water solution of ethanol, fructose and malic acid at a range of
concentrations encountered in commercial French ciders. A large
database of 90 products (Le Quéré, Husson, Renard, & Primault,
2006) was used to determine the low and high levels of fructose,
malic acid and ethanol. Fructose was fixed at two levels: 20 g/L and
60 g/L, and ethanol at 2.7% Vol. and 5.7% Vol. For the acidic com-
pounds, it was decided to combine malic acid composition and pH.
The low level of acidity was fixed at 3.30 g/L of malic acid with a pH
of 3.94 and the high level was 5.04 g/L with a pH of 3.48. The pH
was obtained by buffering with a KOH solution since potassium is
an important mineral in cider. Procyanidin concentration was fixed
at 750 mg/L for each fraction since Symoneaux et al. (2014)
observed a significant effect of procyanidin DP only at this level
of procyanidins.

A half fractional factorial design (Table 2) was established with
four factors. The first (named A) was the DP of procyanidins with
four levels corresponding to the four fractions. The other three,
fructose (B), ethanol (C) and acidity (D), had two levels each. The
experimental design consisted of 16 samples which enabled the
main effect of the DP (A), its quadratic effects (AA), and interactions
between the DP and the other components (AB, AC, AD) to be
studied (Table 2). The three other main effects were aliased with

Table 1
Procyanidin composition of the different fractions studied.
F_DP2 F_DP4 F_DP6 F_DP8
Mg of procyanidins/100 95 72 83 82
mg of purified
procyanidin fraction
Mg of each DP/100 mg DP1 0.5 1.0
procyanidins DP2 69.5 25 1.2 3.0
DP3 8.6 5.9 1.1 2.6
DP4 14.9 729 2.7 33
DP5 7.0 8.7 13.9 4.1
DP6 5.9 69.1 6.7
DP7 1.9 7.0 134
DP8 2.1 1.9 29.9
DP9 13 19.7
DP10 1.3 7.7
DP11 5.0
DP12 3.7
Calculated aDP of each 2.59 423 5.90 7.75

fraction

DP: degree of polymerization; aDP: average degree of polymerization. F_DP2,
F_DP4, F_DP6 and F_DP8 are the names of the four purified fractions (F_) with the
number corresponding to the aDP.



30 R. Symoneaux et al. / LWT - Food Science and Technology 57 (2014) 28—34

Table 2
Experimental design and sensory results.

Sample A:DP B: Fructose C: Ethanol D: Acidity DP aDP  Fructose Ethanol Malic acid pH Mean values per attribute
(&/L) (%Vol.) (&/b) Sweetness Sourness Bitterness Astringency

S_01 x1 -1 -1 -1 FDP2 259 20 2.7 3.30 394 1207 2.883b¢ 1.722 1.65?
S_02 x1 -1 1 1 FDP2 259 20 5.7 5.04 348 1377 6.03f 4,359 4324
S_03 x1 1 -1 1 F.DP2 259 60 2.7 5.04 348 5.60™ 5.62¢f 1.972 2.75%
S_04 x1 1 1 -1 FDP2 259 60 5.7 3.30 394 6.42° 2.51% 2.78%b¢ 1.64°
S_05 x2 -1 -1 -1 FDP4 423 20 2.7 3.30 394 1.19° 2.64%¢  558° 4,044
S_06 x2 -1 1 1 F.DP4 423 20 5.7 5.04 348 1.78° 5.220ef 5.80° 4.824¢
S_07 x2 1 -1 1 F.DP4 423 60 2.7 5.04 348 5.04° 4.73def 2.723b¢ 4149
S_08 x2 1 1 -1 F.DP4 423 60 5.7 3.30 394 6.44° 2.883b¢ 3,920« 2.85%b¢
S_09 x3 -1 -1 -1 F.DP6 590 20 2.7 3.30 394 1677 3.79P<d 2.55% 5.05%
S_10 x3 -1 1 1 F_.DP6 590 20 5.7 5.04 348 148 4.90%f 4.25¢d 5.72¢f
S_11 x3 1 -1 1 FDP6 590 60 2.7 5.04 348 475 422de 37 5.89¢f
S_12 x3 1 1 -1 FDP6 590 60 5.7 3.30 394 6.61° 2.057 3,0530cd 3,93bcd
S_13 x4 -1 -1 -1 F.DP8 7.75 20 2.7 3.30 394 1.07° 3.123b¢ 2.43% 7.318
S_14 x4 -1 1 1 FDP8 7.75 20 5.7 5.04 348 1.30° 5.274f 3.003b<d 7.828
S_15 x4 1 -1 1 FDP8 7.75 60 2.7 5.04 348 4.78° 4.784¢f 1.85° 6.80%
S_16 x4 1 1 -1 F.DP8 7.75 60 5.7 3.30 394 6.69° 2.00° 3.20%0cd 5.91¢

DP: degree of polymerization. aDP: average degree of polymerization. F_DP2, F_DP4, F_DP6 and F_DP8 are the names of the four purified fractions (F_) with the number
corresponding to the aDP. Different lower case letters represent significant differences (p < 0.05) between sample averages according to the Student Neuman-Keuls (SNK) test.

interactions; fructose (B) with CD, the ethanol factor (C) with BD
and acidity (D) with BC.

2.3. Sensory evaluation by a trained panel

2.3.1. Panel composition and training

The sensory panel was composed of 13 paid assessors from the
Ecole Supérieure d’Agriculture (4 males and 9 females aged from 20
to 68 years-old). They were recruited specifically for a previous
experiment about sensory characterization of procyanidins in a
model cider (Symoneaux et al., 2014). Panelists were informed
about the products they had to evaluate (purified procyanidins in a
model solution) and they gave their informed consent. They were
trained only on sourness, sweetness, bitter taste and astringency.
Before the characterization of the 16 samples, panelists had around
50 h of training on the sensory evaluation of polyphenols in water
and in model solutions. The concentrations of fructose, malic acid
and ethanol used for training were the same as those used in the
experimental design samples.

2.3.2. Tasting conditions and presentation of samples

Tasting took place in individual computerized booths according
to NF ISO 8589 norms, in a sensory room at 21 °C 4+ 1 °C under red
light. Rinsing between samples was done with mineral water and a
low-salt biscuit. The 16 samples were presented in a sequential
monadic way based on a William Latin-square arrangement. Scores
were collected by FIZZ (version 2.10; Biosystems, Courtenon,
France).

2.4. Data analysis

All data analyses were carried out using Statgraphics Centurion
XVI (Version 16.1.18, Warrenton, USA). First a two-way ANOVA with
“Sample” and “Judge” as factors was applied to validate the ability
of the panel to distinguish between the 16 samples. The mean in-
tensities were compared by an SNK multiple comparison test. Then,
the mixed factorial experimental design was analyzed. A variance
analysis for each attribute was carried out in order to determine
which main effect and interactions were significant. Standardized
Pareto diagrams were analyzed for each attribute and some graphs
were obtained using regression coefficients from the experimental
design and predicting astringency and bitterness for specific matrix
conditions.

3. Results

Panelists were able to distinguish significantly between the 16
samples. Despite a significant “Judge effect” in the two-way
ANOVA, the “Sample effect” was also highly significant for all at-
tributes (p < 0.0001) (data not shown). Samples were clearly
differentiated (Table 2). Table 3 presents the probability value for
each effect and interaction of the experimental design. A significant
impact of fructose was observed for each attribute but with a p-
value of only 0.0657 for sourness. The amount of acid in the model
solution significantly modified the perception of sourness, and also
sweetness and astringency, but had no impact on bitterness. The
quantity of alcohol influenced both bitterness and sweetness.
Finally, the impact of the DP of procyanidins was limited to
astringency with a direct effect and to bitterness with a quadratic
effect. It is noticeable that no interaction between the degree of
polymerization and the three other components (fructose, acidity
and ethanol) was significant.

3.1. Astringency

Fig. 1a is the standardized Pareto diagram for astringency. It
summarizes several statistics on histograms where each bar is
proportional to the absolute value of its standardized effect. The
degree of polymerization significantly modified the perceived
astringency of the samples. The higher the aDP was, the more
astringent the samples were. The non-significance of the quadratic
effect (AA) indicated that the effect was linear. Astringency was also
significantly increased by acid content; products with a higher
concentration of malic acid (and lower pH) were more astringent.

Table 3

Probability levels of significance of the main effects and interactions.
Factors Bitterness Astringency Sweetness Sourness
A:DP 0.2515 <0.0001 0.6076 0.3218
B:Fructose 0.0035 0.0026 <0.0001 0.0657
C:Ethanol 0.0007 0.7854 0.0005 0.7344
D:Acidity 0.6825 <0.0001 0.0070 <0.0001
AA 0.0009 0.4263 0.7810 0.5137
AB 0.2956 0.7427 0.7498 0.4513
AC 0.5395 0.1854 0.4614 0.5349
AD 0.3278 0.1895 0.3126 0.4033

DP: degree of polymerization.
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Fig. 1. Pareto charts showing the standardized effects of the DP (degree of polymerization) of procyanidins, fructose, acidity, ethanol content and interactions on (a) astringency, (b)
bitterness, (c) sweetness, (d) sourness. The color of the bar shows whether the effect is positive (gray) or negative (white) on the studied attribute. The vertical line indicates the

lower limit of significance of the effects at a level of 5%.

Fructose also had a significant impact on the perceived astringency.
As its concentration increased, the perception of astringency
decreased. All interactions between the DP and fructose, acidity and
ethanol were not significant. These results indicated that the
observed impact of the degree of polymerization on astringency
were not dependent on the level of the other three factors.

Fig. 2 presents predicted astringency as a function of the degree
of polymerization calculated with the regression coefficient of the
significant factors (Table 4) for two contrasted conditions of acid
and sugar contents. This representation clearly shows the linear
change in astringency depending on the DP value and how much
the condition with low sugar and high acidity is more astringent
than the opposite condition with a high sugar content and less
acidity.

3.2. Bitterness
The impact of the different factors on bitterness is summarized
on the standardized Pareto diagram in Fig. 1b. Ethanol was the first

component impacting positively on bitterness. Samples with 5.7%
Vol. were more bitter than products with 2.7% Vol. Then the

2 3 4 5 6 7 8

Degree of Polymeriation

Predicted Astringency

o - N w » wv (o)} ~ 0o o
L

Fig. 2. Effect of degree of polymerization on astringency for | fructose = 20 g/L, malic
acid = 5.04 g/L, pH = 3.48 (dry cider) and for  fructose = 60 g/L, malic acid = 3.30 g/L
and pH = 3.94 (sweet cider).

quadratic effect of the DP was significant with a negative sign
meaning that bitterness reached a maximum between F_DP2 and
F_DP8. Fig. 3 represents the predicted bitterness calculated from
the coefficients of regression of the model (Table 4) in conditions
found in average sweet or dry French cider (with 2.7% Vol. alcohol
and 60 g/L fructose or 5.7% Vol. alcohol and 20 g/L fructose,
respectively). This confirmed the effects of ethanol and sweetness
on bitterness. It also showed the quadratic effect of the degree of
polymerization. Intermediate DPs were more bitter than low and
high DPs. This result was confirmed when the mean values of the 16
samples were studied (Table 2). The sample containing fractions
with a high concentration of tetrameric procyanidins was more
bitter than samples containing the other fractions in the same
conditions of fructose, acidity and alcohol.

3.3. Sweetness and sourness

Despite the main aim of the experimental design being to study
the perception of bitterness and astringency, the other character-
istics of sourness and sweetness were also observed for their main
effects. Fig. 1c and d represent the standardized Pareto diagrams for
sweetness and sourness, respectively. The degree of polymerization
of procyanidins with a concentration of 750 mg/L had no impact on
these two attributes. Not surprisingly, fructose had a very positive
impact on sweetness perception. To a lesser extent, a positive effect
of ethanol and a negative effect of acidity were observed. Sourness
was also impacted positively by acidity whereas a small decrease

Table 4
Coefficients of the general linear model for the four attributes.
Factors Bitterness Astringency Sweetness Sourness
Constant 0,2299 -1,0188 —0,4548 —1,7423
A:DP 1,3103 0,7143
B:Fructose —0,0244 —0,0212 0,1102
C:Ethanol 0,3817 0,2830
D:Acidity 0,7101 -0,3730 1,3567
AA —0,1395
AB
AC
AD

DP: degree of polymerization.
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Fig. 3. Effect of degree of polymerization on bitterness for | fructose = 20 g/L and
ethanol = 5.7% Vol. (dry cider) and for  fructose = 60 g/L, ethanol = 2.7% Vol. (sweet
cider).

was observed with fructose (p = 0.0657). Ethanol had no impact on
sourness perception.

4. Discussion

4.1. What is the impact of the DP of procyanidins on astringency
and what are its interactions with sucrose, acidity and ethanol?

The degree of polymerization of procyanidins has an impact on
astringency. The higher the degree of polymerization, the more
astringent the products are. This impact has previously been
described in wine (Arnold et al., 1980; Peleg, Gacon, Schlich, &
Noble, 1999; Robichaud & Noble, 1990; Vidal et al., 2004, 2003)
but only twice in cider by Lea and Arnold (1978) and Symoneaux
et al. (2014). Astringency results from hydrogen bonding between
o-diphenolic groups and salivary proteins causing them to precip-
itate. The greater the procyanidins, the greater their ability to form
these bonds and to precipitate the proteins (Zanchi et al., 2008) and
thus the more astringent the products are.

Astringency was also modified in relation to the sugar and
acidity composition of the model solution. Acidity enhances the
perceived astringency. The literature indicates that only pH has a
significant impact on astringency. In wines, several studies found
that low pH wines increased tannin oligomer astringency (Guinard,
Pangborn, & Lewis, 1986; Noble, 1998). Sowalsky and Noble (1998)
found that the astringency elicited by acids is only a function of pH
and not of the acid concentration. Nevertheless, for a pH between
3.5 and 4.0 in a model wine solution with 11% Vol. of ethanol,
Fontoin et al. (2008) did not observe a significant effect. In the
present study on cider with a pH between 3.5 and 4, our results are
significant. This could be due to the fact that, in our study, pH and
acidity were linked whereas for Fontoin et al. (2008), the different
pHs were evaluated as an independent factor. Panelists may also be
more sensitive when working between two concentrations, as in
the present study, than working on these two concentrations
among two others with lower pH (2 and 3.5). Another explanation
results from an interaction between ethanol content and the acidity
effect. In fact, the use of 11% Vol. of ethanol to reduce the astrin-
gency could hide the impact of pH, which does not occur when the
ethanol content is between 2.7 and 5.7% Vol.

The decrease in astringency with sucrose was observed previ-
ously by Ishikawa and Noble (1995). The “astringency time pa-
rameters” of solutions with grape seed tannins, 13.9% Vol. ethanol
and a pH of 3.78, are significantly decreased by addition of 50 g/L of
sucrose or more. This phenomenon is probably due to an increase
in the viscosity of the solution since Smith, June, and Noble (1996)

found that astringency is reduced by increasing viscosity and not by
the perceived sweetness of aspartame. In two model ciders with
4 g/L of procyanidin extract (Lea & Arnold, 1978), the difference of
approximately 11 g/L of sugar was not sufficient to modify the
astringency. In the present study, working with real cider concen-
trations, 40 g/L of fructose was efficient to reduce significantly the
astringency given by 750 mg/L of procyanidins, probably due to an
increase in viscosity caused by fructose. Ethanol could also modify
astringency by changing the viscosity of the solution (Fontoin et al.,
2008) but, in the present model solution with a difference of 3%
vol,, the gap is not large enough to modify the perceived
astringency.

4.2. What is the impact of the DP on bitterness?

The greater bitterness of a medium DP, as first reported by Lea
and Arnold (1978) for tetramers and confirmed by Symoneaux
et al. (2014), was observed again in the present study but with
pentameric procyanidins. At 750 mg/L of procyanidins, the pres-
ence of increasing concentrations of sugar, acid and ethanol did not
hide this particular property of procyanidins although the bitter-
ness was enhanced by ethanol and reduced by sucrose. This impact
of alcohol on the molecules responsible for bitterness, and more
precisely due to polyphenols, has often been described (Chialva &
Dada, 1990; Fischer & Noble, 1994; Lea & Arnold, 1978; Martin &
Pangborn, 1970; Noble, 1994; Panovska, Sediva, Jedelska, &
Pokorny, 2008; Pyle, 1986; Thorngate, 1992). Moreover, ethanol
itself can elicit bitterness as mentioned by Noble (1994) and Scinska
et al. (2000). Nevertheless, the difference of 3% Vol. observed in
cider could have been non-significant since Fontoin et al. (2008)
found no differences between two different concentrations of
alcohol (0 and 7% Vol.) using solutions with 2 g/L of tannins, 4 g/L of
tartaric acid and pH 3.5. A significant effect was observed only for
ethanol concentrations over 16% Vol. in vermouth solutions
(Panovska et al., 2008). In the context of the present experiment
with the concentrations of procyanidins observed in cider, the
difference of 3% Vol. is significant to modify bitterness. Samples
with higher ethanol concentrations are significantly more bitter
than products with 2.7% Vol. Concerning sucrose, numerous au-
thors have reported this reductive effect in model wine solutions
(Burns & Noble, 1985; Green, Lim, Osterhoff, Blacher, & Nachtigal,
2010; Keast & Breslin, 2003; Noble, 1994). Our results are in
agreement with those of Lea and Arnold (1978) who observed this
decrease in bitterness for a difference of 10 g/L in model cider so-
lutions. Finally, acidity had no impact on bitterness, which is in
accordance with results obtained in wine (Fischer & Noble, 1994;
Fontoin et al., 2008) and in cider (Lea & Arnold, 1978).

4.3. Can the DP modify perceptions of sweetness and acidity?

Whatever the different degrees of polymerization, neither
sweetness nor sourness perception was modified at a concentration
of 750 mg/L of procyanidins. These results are in accordance with
the work done by Symoneaux et al. (2014) who observed that both
attributes were modified only by procyanidin concentration and
not by the degree of polymerization itself. In numerous works,
sweetness is found to be reduced by bitter compounds (Calvino,
Garcia-Medina, & Cometto-Muniz, 1990; Keast & Breslin, 2003;
Walters, 1996). Nevertheless, in the case of the tetrameric fraction
at 750 mg/L in a model cider solution, the bitterness was not strong
enough to reduce the perceived sweetness. The sweetness was thus
increased by sucrose and also ethanol addition. The latter enhanced
the sweetness slightly due to a sweet contribution of ethanol itself
(Scinska et al., 2000) and has been observed in model solutions
(Zamora et al., 2006) but never in cider. The observed effect of malic
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acid and pH was expected. The reduction in sweetness by acid is
well described in the literature (Bartoshuk, 1975; Green et al., 2010;
Keast & Breslin, 2003). Finally, sourness was not modified by acidity
itself (malic acid and pH). The expected decrease in sourness by
sucrose, as noted in the literature (Bartoshuk, 1975; Martin &
Pangborn, 1970; Pelletier, Lawless, & Horne, 2004; Zamora et al.,
2006), was observed but with a p-value just over 0.05. The impact
of ethanol on the suppression of sourness as mentioned by Martin
and Pangborn (1970) was not observed here, probably due to the
low range of ethanol studied. Zamora et al. (2006) also noted no
impact of ethanol on sourness unless when comparing solutions
with 4% Vol. vs. 12% Vol. ethanol concentrations but this range of
concentrations was not tested in the present study.

5. Conclusion

The present work indicates how cider components impact
sweetness, sourness, bitterness and astringency. A fractional
factorial design was used to study the impact of the degree of
polymerization of procyanidins and interactions with fructose,
ethanol and acidity on these four attributes. The main highlight is
that, for a concentration of 750 mg/L of procyanidins, the fraction
composed of mainly tetramers or pentamers of procyanidins was
the most bitter. The degree of polymerization also impacted
astringency, which increased as the DP increased. Moreover, the DP
had no impact on sweetness and sourness.

The specificity of each constituent in the beverage (sugar, pro-
cyanidin type, acid, ethanol) and their concentrations explain the
differences between the results in the literature. Authors have often
studied the impact of one or two constituents on sensory attributes
over a large range from O to the concentration observed in a
particular drink. Thus, they obtain controversial results with
sometimes no significant effect when the data are thoroughly
analyzed to compare the different concentrations studied. The use
of a factorial design in order to study the impact of several com-
ponents on perceived sweetness, sourness, bitterness and astrin-
gency enables the impact of each component and some interactions
in the range observed in real products to be obtained simulta-
neously. This approach is more informative and can be the basis for
developing predictive models integrating several designs.

The focus on cider concentration provides some special features
of the impact of each component and will give indications for
producers to adapt the sensory characteristics of their products
based on their composition. Notably, modifications in the procya-
nidin profile independently of the concentration could modify the
perception of both astringency and bitterness. These results should
be confirmed by a study on the additivity between DPs. Although
purified DP fractions give clear results, nothing is yet known about
the way in which the different DPs could interact in real cider.
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A large experimental design containing 72 cider-like model solutions was developed in order to evaluate
the impact of apple procyanidins, fructose, acid content and ethanol on four sensory attributes: bitter-
ness, astringency, sweetness and sourness. Based on cider composition, this work investigated the linear
and quadratic effects of these four quantitative factors and the interactions between them. The results
underline the role of procyanidin content (procyanidin profile and concentration) in cider, which highly

impacts bitterness and astringency but also affects sweetness and sourness. Using an external validation
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proposed.

based on a sensory evaluation by cider professionals, one predictive model for each sensory attribute is

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Cider is a slightly alcoholic beverage resulting from the
fermentation of apple juice. Originally processed in several coun-
tries in Europe (France, Ireland, Great Britain, Poland, Latvia and
Spain), it is now also produced in Argentina, Australia, and South
Africa. The main chemical constituents are water, sugar (principally
fructose), organic acids, ethanol and polyphenols (Lea & Drilleau,
2003). Mastering the quality and the regularity of production
needs a better understanding of the way cider components, notably
procyanidins, interact to construct the final flavor of cider
(MAIPROCI, 2011). Although the aromatic dimension should not be
forgotten, the cider mouthfeel perception results from interactions
between these constituents and their effect on sweetness, sourness,
bitterness and astringency.

In cider research, very few works have studied the link between
chemical composition and mouthfeel perception. Only Lea and

* Corresponding author. Tel.: +33 2 41 23 55 55.
E-mail address: r.symoneaux@groupe-esa.com (R. Symoneaux).

http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.11.030
0023-6438/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Arnold (1978), Symoneaux, Baron, Marnet, Bauduin, & Chollet
(2014) and Symoneaux, Chollet, Bauduin, Le Quéré, and Baron
(2014) have evaluated cider with a focus on the effects of procya-
nidins on these characteristics, working with model solutions. They
identified that small procyanidins, notably tetramers and pen-
tamers, were more bitter. They also noticed that the higher the
average degree of polymerization (aDP) was, the more astringent
the solutions were. Symoneaux, Baron, et al. (2014) also studied the
role of procyanidins in sweetness and sourness, demonstrating that
only the concentration of procyanidins (not their aDP) impacts
these two characteristics, but in a cider-like model solution with a
low acid and sugar content. The effect of the average degree of
polymerization (aDP) and its interactions with fructose, malic acid
and ethanol content in a range of commercial ciders was the main
focus of the work done by Symoneaux, Chollet, et al. (2014). They
confirmed the positive impact of aDP on astringency and the role of
apple procyanidin pentamers in enhancing bitterness in cider
without any significant interactions between the polymerization
degree and the other constituents. Nevertheless, these two works
were carried out using a half fractional design due to the amount
of purified procyanidins available. Thus, although the way
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procyanidins (concentration and aDP) impacted mouthfeel char-
acteristics could be identified, it was not possible to access all in-
teractions satisfactorily, notably those between other constituents
(fructose, ethanol and acid), and to generate generic models
adapted for predicting the mouthfeel perception of ciders.

In wine, research on the effects of chemical compounds on
organoleptic characteristics is extensive (Arnold, Noble, &
Singleton, 1980; Brossaud, Cheynier, & Noble, 2001; Fontoin,
Saucier, Teissedre, & Glories, 2008; Robichaud & Noble, 1990;
Vidal et al., 2004). However, the composition of wine is quite
from cider with more alcohol, different acid characteristics and
different types of procyanidins. For these reasons, it is not possible
to generalize results from wine to cider.

Moreover, the influences of constituents are most often studied
independently and no study has focused on the effects of the
interaction of cider components in mixture formulations through
experimental designs and modeling.

Besides, in experimental designs, models are generally validated
internally by the calculation of R? or by evaluating the lack of fit
using a variance analysis approach integrating the replicate central
points (Droesbeke, Saporta, & Fine, 1997; Myers, Montgomery, &
Anderson-Cook, 2009). Nevertheless, in sensory science, the re-
sults could be panel-dependent. In an inter-laboratory comparison,
Pages and Husson (2001) indicated that contradictory conclusions
could occasionally be observed between several panels performing
descriptive tasks. This point relates to the reproducibility of results
discussed in the guidelines for monitoring and assessing the overall
performance of a quantitative descriptive panel (ISO, 2012). A good
way to assess reproducibility is to ask a second panel to evaluate
products coming from the same experimental domain and to check
if the predicted values are in accordance with the observed data
from the second panel.

The aim of this study was to build predictive models for cider-
like model solutions integrating the effects of fructose, acid,
ethanol and polyphenol content on bitterness, astringency,
sweetness and sourness using a central composite design including
interactions and quadratic effects. This design enabled the results
from the two previous works done with a half fractional design
(Symoneaux, Baron, et al., 2014; Symoneaux, Chollet, et al., 2014) to
be challenged and the study of the main effects and interactions not
investigated previously with the range of concentrations encoun-
tered in French commercial ciders to be completed. The predictive
models were validated externally using a different panel composed
of cider makers tasting another set of experimental products. The
use of professionals for this validation should allow a better
generalization of the conclusions.

2. Materials and methods
2.1. Procyanidin extracts

In order to evaluate the impact of procyanidin profile on
mouthfeel perception, two fractions of procyanidins were obtained
using the following procedure. Five hundred liters of a very bitter
and astringent cider containing a high concentration of procyani-
dins was used for this purpose. Fraction A was directly extracted
from 200 L of this cider and Fraction B was extracted from 300 L of
this cider previously treated to reduce the high DP procyanidin
concentration of the original cider: for this treatment the 300 L
cider sample was left for 2 h at 0 °C in contact with apple mash
(previously washed with water) using a method derived from
previous works (Le Bourvellec, Le Quere, & Renard, 2007).

Then, the polyphenols were extracted from these two samples by
adsorption on a food grade column (Amberlite FPX66/Rohm and
Haas). After rinsing, the polyphenols were eluted by ethanol 96% vol

and the resulting fractions were then concentrated to remove
ethanol and freeze-dried for storage. These extracts were diluted to
prepare two mother solutions adjusted to the same procyanidin
content. An analysis of the DP profile was done using a method
described by Kelm, Johnson, Robbins, Hammerstone, and Schmitz
(2006) on a diol stationary phase columns and an UV detector.
This method gives a good evaluation of the proportion of each DP
but not of the average DP nor the total procyanidins content because
of the bad resolution on the higher DP. Total procyanidins and aDP
were then quantified following the method described by Guyot,
Marnet, Laraba, Sanoner, and Drilleau (1998). As expected the pro-
cyanidin profiles of the two fractions obtained were different
(Table 1) and the aDP of Fraction A coming from the original cider
was significantly higher than that of B due to a higher proportion of
procyanidins with a polymerization degree greater than 4.

2.2. Experimental design and model solutions

An experimental design with 5 factors (procyanidin fraction,
procyanidin concentration, fructose, malic acid (and pH) and
ethanol content) was built. The first factor had 2 levels corre-
sponding to the two fractions obtained, A (coded 1) and B
(coded —1). The effect of the four other quantitative factors, with
five levels each (-2, —1, 0, 1, 2), was arranged following a central
composite design. It resulted in seventy-two samples including
twelve replicates of the central point for each fraction as recom-
mended by Cliquet, Durier, and Kobilinski (1993) in order to eval-
uate the direct effects of the five factors and the interactions
between them and the quadratic effects of the quantitative ones.
These replicates enabled the isovariant by rotation and the
orthogonal properties of the design to be conserved.

The concentration ranges were chosen to include the compo-
sitions of French commercial ciders (database studied in Le Quéré,
Husson, Renard, & Primault, 2006) and were previously studied
by Symoneaux, Chollet, et al. (2014): polyphenols (0, 375, 750, 1125,
1500 mg/L), fructose (0, 20, 40, 60, 80 g/L), malic acid (2.43, 3.3, 4.17,
5.04, 5.91 g/L) being linked to pH by adjusting respectively pH to
4.17,3.94, 3.71, 3.48 and 3.25, and ethanol (1.2, 2.7, 4.2, 5, 7.2% vol.).

For the external validation by the second panel, thirty model
solutions were prepared with a 50/50% blend of fractions A and B.
They were selected to cover the main variations in bitterness,
sweetness and astringency. This validation was performed simul-
taneously with a training course about mouthfeel modulation in
cider.

Table 1

Procyanidin content of the two polyphenol fractions after dilution in order to have
the same procyanidin content. Procyanidin content and aDP was calculated from the
method described by Guyot et al. (1998). The concentration of each DP was calcu-
lated using the proportion of each DP obtained by the method developed in Kelm
et al. (2006). SD: pooled standard deviation calculated according to Box, Hunter,
and Hunter (1978).

Mother solution used

DP Fraction A Fraction B SD

Concentration of each DP (mg/L) 2 7.59 9.25 0.04

3 5.80 6.24 0.03

4 5.01 4.86 0.04

5 4.02 3.82 0.04

6 2.90 2.55 0.02

7 2.16 1.71 0.05

8 141 0.89 0.03

9 0.80 0.50 0.04

10 0.31 0.18 0.02
Procyanidin content (mg/L) 30.00 30.00
aDP 3.22 2.99

DP: degree of polymerization; aDP: average degree of polymerization.
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Table 2
References used during training.

Fructose Malicacid pH Ethanol Procyanidin

(g/L) (g/L) (% vol) concentration (mg/L)
Low sweetness 0 417 42 42 750
Low sourness 40 243 417 4.2 750
Low bitterness 40 417 42 42 0
Low astringency 40 417 42 4.2 1500
High sweetness 80 417 42 42 750
High sourness 40 5.91 3.25 4.2 750
High bitterness 40 4.17 42 42 1500
High astringency 20 5.04 348 2.7 1125

2.3. Sensory evaluation by a trained panel and a panel of cider
professionals

The trained panel of eighteen panelists was trained for 30 h on
the sensory evaluation of a model cider solution (Symoneaux,
Chollet, et al., 2014). During the training sessions, they worked
with references for each attribute containing a blend of the two
fractions A and B with the concentrations presented in Table 2.

They evaluated the 72 samples from the experimental design
during eight sessions under standard sensory conditions (AFNOR,
1994). Samples were presented in a sequential monadic way and
their order was based on a Williams Latin-square arrangement.
Scores for the four attributes (sour, sweet, bitter and astringent)
were collected on a 14-cm linear scale by FIZZ (version 2.10; Bio-
systems, Courtenon, France).

The performance of the panel (discrimination, repeatability and
agreement) was checked using the results of the present experi-
ment. The panel was able to differentiate highly the products
(p < 0.0001), the results were repeatable with a standard deviation
for the 2 x 12 replicates of around 0.45 (Table 3) and the agreement
between panelists was correct (data not shown).

For the external validation of the predictive models obtained
from the experimental design, a panel independent of the previous
one was used. It was composed of 34 cider professionals who had
worked from 5 to 30 years in this field as producers, enologists, and
technicians. They were trained for 1 h at the beginning of the
session in basic taste and astringency recognition in water using the
same molecules and concentrations as the sensory panel
(Symoneaux, Baron, et al., 2014a; Symoneaux, Chollet, et al., 2014)
and they were presented with the eight references corresponding
to the scale extremities of the four attributes (Table 2).

Thirty samples were evaluated different from those used in the
experimental design and varying mainly in ethanol, fructose and
polyphenol concentration. Professionals were asked to score the
four sensory attributes on 11-point structured scales anchored by
“not at all” to “very intense” and transformed into marks from O to
10.

In both panels, the panelists were informed about the products
(procyanidins in a model solution) they had to evaluate and they
gave their informed consent.

2.4. Statistical analysis

The data were analyzed using Statgraphics Centurion XVI
(Version 16.1.18, StatPoint Technologies, Inc.). The polynomial used
to fit the model is given in Eq. (1).

Table 3
Standard deviation for the 12 replicates of the central point for both fractions.

Sweetness Sourness Bitterness Astringency
Fraction A 0.456 0.444 0.511 0.481
Fraction B 0.380 0.468 0.425 0.518

5 5 5 5
y=80+>_ Bixi+ Y Bixi + > > Bixixj+e (1)
iz i—2 iz =1

where y represents the response variables (sweetness, sourness,
bitterness and astringency),x; is the fraction of procyanidins used
in the model solution (A or B), x, is the concentration of fructose, x3
is the concentration of malic acid, x4 is the concentration of ethanol
and xs is the concentration of procyanidins, 8¢ is a constant, g;
represents the linear terms, 8; are the quadratic terms, g;; repre-
sents the interaction terms and ¢ is the random error. The signifi-
cance of all the terms in the polynomial equation and the goodness
of fit of the model evaluated by the coefficient determination (R?)
were judged statistically by using the analysis of variance (ANOVA)
approach. A significance level of 5% was adopted in the standard
error analysis.

For the external validation of the models, predicted values of the
sensory scores were calculated from the model for the thirty
evaluated samples and they were crossed with the observed
average data of the professional panel. Correlation coefficients and
root mean square errors of prediction (RMSEP) were calculated as
validation values of the predictive models.

3. Results and discussion

3.1. Impact of each component on the studied sensory
characteristics

Fig. 1 represents the Pareto diagrams obtained from the exper-
imental design. It shows the standardized weight and the direction
of each factor and interaction on each evaluated sensory attribute.

First, procyanidins (fraction and/or concentration) greatly
impacted bitterness, astringency, sweetness and sourness. The
Pareto diagrams (Fig. 1a and b) indicated a significant negative
fraction effect x; on bitterness and a positive one in the case of
astringency. Fraction A, which had a higher average degree of
polymerization, was significantly less bitter and more astringent
than the products formulated with Fraction B. This increase in
astringency depending on the DP has been observed in cider and
wine (Lea & Arnold, 1978; Peleg, Gacon, Schlich, & Noble, 1999). The
higher proportion of dimers and trimers in Fraction B could be the
source of bitterness as observed in wine. Nevertheless, Symoneaux,
Baron, et al. (2014) and Symoneaux, Chollet, et al. (2014) showed
that a higher bitterness was obtained for tetramers and pentamers
in solutions using apple procyanidins. As Fraction B was obtained
by a process leading to a greater oxidation of procyanidins, it may
contain a higher proportion of oxidized procyanidins that are not
detectable by the HPLC procedure used. This would lead to an
underestimation of the small DP in this fraction, which could
impact the bitterness of samples.

In the present study, the type of fraction used had a slight
impact on sweetness (Fig. 1¢c) with Fraction B being less sweet than
Fraction A. This result contradicts the conclusions of Symoneaux,
Baron, et al. (2014) and Symoneaux, Chollet, et al. (2014) that DP
does not influence this characteristic. In fact, working in the range
of concentration encountered in cider modifies the way the
sweetness—bitterness interaction occurs in cider. The modulation
of sweetness by bitterness due to the profile of procyanidins is
more efficient with more fructose and a high concentration of
procyanidins in the solution. In the samples studied by Symoneaux,
Baron, et al. (2014), the fructose content was low (8.3 g/L) and in
both studies, the maximum procyanidin concentration tested was
750 mg/L. At these concentrations, it appeared that the influence of
the procyanidin profile was not high enough to modify the
sweetness perception. The procyanidin profile impacts the
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Fig. 1. Pareto charts showing the standardized effects of procyanidin fraction and concentration, fructose, acidity, ethanol content and interactions on (a) bitterness, (b) astringency,
(c) sweetness, and (d) sourness. The color of the bar shows whether the effect is positive (gray) or negative (white) on the studied attribute. The vertical line indicates the lower

limit of significance of the effects at a level of 5%.

perceived sweetness at high procyanidin concentrations above
750 mg/L.

Independently of the type of procyanidins, the concentration of
procyanidins x5 impacted the four attributes. The increase in
bitterness and astringency (Fig. 1a and b) has been observed many
times (Arnold & Noble, 1978; Lea & Arnold, 1978; Robichaud &
Noble, 1990) but the increase in procyanidin concentration, as
shown in Fig. 1c and d, also decreased sweetness and slightly
increased sourness perception. At the same time, it is interesting to
note an interaction between the fraction and procyanidin concen-
tration for astringency and sourness. This interaction was observed
for the first time by Symoneaux, Baron, et al. (2014) in model so-
lutions with purified procyanidins. The present result confirms that
the difference in astringency between low and high concentrations
of small DP is smaller than that observed for low and high con-
centrations of high DP.

In addition to the primary effect of procyanidin concentration,
the presence of ethanol x4 significantly increased the perception of
bitterness while the presence of acid x3 and fructosey, decreased
it (Fig. 1a). Although these effects appear statistically as main ef-
fects, they are likely to be explained largely by the interaction be-
tween these factors and procyanidins: alcohol is known to promote
the access of procyanidins to bitterness receptors (Chialva & Dada,
1990) while sugar and acid reduce bitterness, as observed in a
model water solution by Brannan et al. (Brannan, Setser, & Kemp,
2001). Moreover, the impact of acid content was higher for high
procyanidin concentrations. Nevertheless, procyanidin concentra-
tion was mainly responsible for the bitter sensations.

The astringency sensation was mainly due to procyanidins (x
and xs), concentration and fraction (Fig. 1b), but fructose and
acidity also interacted to a lesser extent. Procyanidin concentration
presented quadratic effects. When the model cider solution had a
high procyanidin content, the increase was smaller than for a low
concentration. This phenomenon is probably due to a psycho-
physical effect, by which tasters were close to saturation and
perceived samples as very astringent but they found fewer differ-
ences between samples of high concentration. Acid content slightly
increased astringency while fructose reduced it. In contrast to the
wine literature (Fontoin et al., 2008), in the present study, ethanol
had no impact on astringency, probably due to the low level of
alcohol compared to that found in wine.

Sweetness (Fig. 1c) was logically dependent on fructose con-
tenty, and decreased when acidityys and procyanidin content x4
increased. Ethanol also increased the sweet sensation. The pro-
cyanidin profile of the two fractions, modified sweetness to a lesser
extent. The quadratic effects observed for fructose, acid and ethanol
were the results of a nonlinear evolution depending on their
respective concentrations.

The perceived sourness (Fig. 1d) was dependent not only on acid
content but also on fructose, ethanol and procyanidin concentra-
tions. Fructose decreased sourness but with a significant interac-
tion between fructose and acid content (x,x3): the decrease in
sourness due to fructose was larger for the highest acidity (5.04 g/L
and pH = 3.43). Ethanol presented a slight increasing effect on
sourness, which was only significant at low acidity. This result is in
accordance with Zamora, Goldner, and Galmarini (2006) who



Table 4

Coefficients of the predictive models for bitterness, astringency, sweetness and sourness and calculated R%.

2
X2X3 X3X3 X3X4 X3X5 X4Xa X5X5 R

X2X2

X1X5

X1X2

X2 X3 X4 X5

X1

Constant

Fructose Malic Ethanol Procyanidin
(g/L)

Fraction

conc. (mg/L)

(% vol)
0.5738

acid (g/L)
—1.4808

0.947

—0.0005

0.1835

0.0066
0.0065
—-0.0019
0.0019

—0.0349
-0.0125

3.2412 -0.2139
-0.6371

—4.8052
—6.5051

Bitterness

0.935

-1.41E-06

0.0007

0.3515
1.8674
2.6459

0.1244
0.1483
—0.0933

Astringency
Sweetness
Sourness
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0.945

—-0.0779

-0.2613

—0.0006

0.8620
0.7149

0.1738
0.0422

—-0.0170 —0.1477 —9.45E-07 0.889

0.0004

—0.0073

observed the same behavior in wine for a low acidic solution but
only when ethanol content rose from 4 to 14%. The present study
indicates that, in cider, the smaller modulation of ethanol could
modify the sourness of ciders with a low acid content and higher
pH.

As mentioned previously, procyanidin concentrations modified
sourness by reinforcement when polyphenol concentration
increased. However, the procyanidin fraction characteristics
appeared to modify slightly the impact of procyanidin concentra-
tion and of fructose on sourness. The decrease in sourness due to
fructose was greater for Fraction B generating a significant inter-
action xx,. Simultaneously, the increase in the perceived sourness
by polyphenol concentration was only observed for this fraction
(data not shown) creating a second significant interaction y{xs.
Symoneaux, Baron, et al. (2014) observed this impact of procyani-
din concentration and fructose on sourness but without a signifi-
cant interaction with the DP fractions studied. Nevertheless, the
bitterest fraction was the sourest for high concentration of pro-
cyanidin but in a model solution with a low level of acidity, ethanol
and fructose. In the present work, the impact of the variation of
fructose and procyanidin concentration on sourness was greater for
the bitterest fraction. This could be due to bitter—sour interactions
as observed in water in which citric acid perception was increased
by the presence of caffeine (Kamen, Pilgrim, Gutman, & Kroll, 1961).
In cider, the perception of acidity is a complex combination led by
acid content but modulated by fructose, ethanol and procyanidin
content in interaction with the amount of bitterness, thus
depending on the procyanidin content and DP profile of the cider.

3.2. Calculation of predictive models

From this experiment, four models were built in order to predict
the sweetness, sourness, bitterness and astringency of a solution
based on the real value of each component concentration (Table 4).
x1 beeing a qualitative factor remains coded A: 1 and B: —1. Only
coefficients that were significant are presented. The R? coefficient is
close to 1 for each predictive model, indicating that the model
explained a large part of the variability of the experimental data.

3.3. External validation by a panel of professionals

Scores of the thirty-four professionals for each attribute were
averaged per sample and then compared to the theoretical values
obtained from the predictive model. Fig. 2 presents the four graphs
linking the predicted values from the models as a function of the
average data obtained by the professional panel. R? and Root Mean
Square Error of Prediction (RMSEP) are presented on each graph.

For bitterness, sweetness and astringency, the R? coefficient of
the predicted data provided by the model and the average value
from the professional panel was very high and significant (P-
value < 0.0001). This result indicates a good correlation of the three
predictive models. Nevertheless, these results should be relativized
a little since the RMSEP is close to 1 for sweetness and bitterness.
The results are better for astringency. This could be explained by
the greater simplicity of the model, with only a direct effect and a
quadratic effect for the main component, while for sweetness and
bitterness, there are some interactions between the components
and/or several quadratic effects at the same time, making the
perception mechanism more complex.

The correlation coefficient R? for sourness was lower but sig-
nificant (P-value = 0.0017) and the RMSEP was 0.97. It can be seen
that the range of variation for the theoretical values is smaller than
for the majority of the tasted samples (with a predicted sourness
between 2.5 and 3.5), which could explain the lack of fit for this
attributes. In fact, it was decided to present a large variation in
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Fig. 2. Predicted values from models as a function of the averaged observed data from the professional panel for (a) bitterness, (b) astringency, (c) sweetness, and (d) sourness.

terms of fructose, alcohol and polyphenol content, which meant
that 2/3 of the tasted samples had the same acid content (3.3 g/L
malic acid and pH of 3.94). Therefore, the variation in acidity was
not large enough to validate the predictive model definitively.

4. Conclusion

The use of an experimental design enabled models to be built
integrating the main components of cider (fructose, malic acid,
ethanol, type and quantity of procyanidins) in cider-like model
solutions. These models indicate how much each component im-
pacts the main sensory characteristics (bitterness, sweetness,
sourness and astringency) and can predict the organoleptic prop-
erties of ciders based on their compositions.

The external validation confirmed the models in terms of
astringency, sweetness and bitterness. Complementary samples
need to be tested to validate the model for sourness. The use of a
second panel composed of professionals is an interesting strategy
to validate a statistical model objectively. Being based on model
solutions, these predictive models now have to be validated using
commercial cider. The experimental domain focused on the
chemical ranges encountered in French ciders. The results could be
extended to ciders from other countries but with some precautions
when chemical contents exceed the ranges studied in the present
experiment, notably for cider with a high ethanol content. Besides,
these models would have to be improved by integrating other pa-
rameters, such as the role of CO,, aromatic profile or acid
composition.
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Résumé

Le cidre frangais est élaboré a partir variétés de pommes qui se distinguent notamment des pommes de
table par leur richesse en composés phénoliques répartis en plusieurs catégories en proportions
variables et avec des propriétés bien spécifiques. En étant concrétement impliqués dans les saveurs, la
couleur et la stabilité colloidale, ces polyphénols et leur diversité variétale sont un atout incontestable
que les producteurs de cidre peuvent utiliser pour diversifier la gamme des produits qu'ils proposent et
améliorer leur attractivité en lien avec les préférences actuelles des consommateurs. Le cidre rosé
élaboré a partir de variétés de pomme a chair rouge est un exemple de produit qui plait actuellement.
Les producteurs disposent aussi de moyens technologiques efficaces pour moduler de fagon sélective
les teneurs en telles ou telles catégories de polyphénols responsables des saveurs et des couleurs.
Variabilité génétique, diversité structurale, réactivité biochimique et chimique vis-a-vis de 'oxydation,
capacité d’association avec protéines et polysaccharides, perceptions de 'amertume et de I'astringence
et impact des procédés cidricoles sont autant d’éléments impliquant les composés phénoliques qui sont
discutés dans cet article de fagon synthétique.

Mots-clés: composés phénoliques, tanins, oxydation, polysaccharides, qualités organoleptiques.

Abstract: Apple polyphenols: varietal diversity and processing as key factors to modulate
flavors and colors of French ciders

The French cider is made from apple varieties that are clearly distinguished from dessert apples on the
basis of their high concentration in phenolic compounds which are distributed into several classes with
varying proportions and with very specific properties. Being concretely involved in the flavours, colour
and colloidal stability, these polyphenols and their varietal diversity are an undeniable asset that cider
producers can use to diversify the range of products they offer and improve their attractiveness in
relation to the current consumer preferences. The Rosé cider made from red-fleshed apple varieties is
an example of a product that now appeals to the consumers. Producers can also use effective
technologies to selectively modulate the levels of such and such classes of polyphenols responsible for
flavours and colours. Genetic variability, structural diversity, biochemical and chemical reactivity related
to the oxidation capacity and association with proteins and polysaccharides, perceptions of bitterness
and astringency and impact of cider processes are all issues involving the phenolic compounds which
are discussed in this review article.

Keywords: phenolic compounds, tannins, oxidation, polysaccharides, organoleptic properties
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Introduction

Le cidre frangais est produit par une filiere modeste mais dynamique qui élabore également, a partir des
mémes matieres premiéres, d’autres boissons alcoolisées issues du cidre comme les eaux de vie et
pommeaux ainsi que des jus de pommes et des concentrés de jus de pommes. La production de cidre,
stabilisée aux environs d’'un million d’hectolitres par an depuis de nombreuses années, tend a
augmenter légerement actuellement mais surtout a se diversifier vers des produits mieux valorisés avec
une baisse des produits bas de gamme en faveur des produits de qualité. Depuis quelques années, la
production de produits nouveaux comme le cidre rosé contribue a dynamiser les ventes et a renouveler
limage du cidre. Dans un contexte ou I'ensemble des boissons alcoolisées baissent de fagon
conséquente, cette progression en volume et surtout en chiffre d’affaire est a considérer avec
optimisme. Les raisons de ce maintien relatif du cidre sont probablement tres diverses : on peut
proposer des raisons sociétales, d'image, de composition.

Tout d’'abord, le niveau de la consommation frangaise de cidre est bas en moyenne et les régions
cidricoles représentent une large part de la consommation, part qui est sans doute plus stable car
moins sujette aux modes. Mais, surtout, on peut considérer qu’aujourd’hui le cidre dispose de réels
atouts pour se développer. Le contexte |égislatif actuel qui cherche a réduire fortement la
consommation d'alcool par des interdictions diverses, pourrait bénéficier au cidre car les produits
concurrents comme la biére sont moins présents dans la publicité mais aussi parce que sa plus faible
teneur en alcool pourrait faire préférer le cidre au vin dans certaines circonstances ou une alcoolémie
élevée est inacceptable. Conjointement, la présence de sucre résiduel contribuerait également a faire
apprécier le cidre par les jeunes générations habituées a la consommation de sodas.

De plus, le cidre a gardé une image de produit authentique, « naturel » qui est appréciée par beaucoup
de consommateurs. La réalité est d’ailleurs relativement conforme a cette image puisque la matiére
premiere, produite spécifiquement pour la transformation, est rustique et nécessite peu d'intrants :
contrairement aux pommes de table qui sont conservées aprées récolte et doivent étre exemptes de
défauts « esthétiques », les fruits a transformer peuvent supporter une pression de ravageurs plus
élevée. En conséquence, méme en agriculture conventionnelle, le nombre de traitements
phytosanitaires est nettement plus faible qu'en arboriculture classique. La transformation est, elle-
méme, faible consommatrice en intrants car aucun conservateur, colorant ou adjuvant de fabrication
n'est vraiment indispensable. Seuls le SO et, parfois I'acide ascorbique (vitamine C) sont utilisés
couramment, principalement pour réduire I'oxydation, mais a des concentrations plus faibles qu’'en
cenologie. Des protéines comme la gélatine peuvent également étre utilisées comme adjuvant de
clarification et parfois du caramel ou des anthocyanes pour accentuer la couleur mais ces traitements
restent peu impactants sur I'image des produits.

Une des particularités fortes du cidre frangais est, sans conteste, sa richesse en polyphénols. Cette
caractéristique peut étre considérée comme un atout pour le cidre car ces composés font partie des
constituants végétaux auxquels il a été attribué des propriétés vis-a-vis de la santé. Ainsi, 'apport des
polyphénols dans I'alimentation constitue une des hypothéses pour expliquer le « French paradox » (de
Lorgeril et al., 2002 ; Cooper et al., 2004) par un effet de prévention contre les maladies
cardiovasculaires. De méme, leur effet antioxydant au sens large fait supposer également un role
préventif d’'une alimentation plus riche en polyphénols vis-a-vis du développement de certains cancers
(Bagchi et al., 2014). Si la réalité de ces effets et leurs mécanismes ne sont pas définitivement établis
actuellement, on peut dire que les cidres contribuent, comme les vins, a I'apport de nutriments non
essentiels d'origine végétale (dont les polyphénols mais aussi le potassium) pour une alimentation
diversifiée.

Outre leurs possibles «bénéfices santé», les composés phénoliques sont d’abord et de longue date
particuliérement importants pour la filiere car ils interviennent directement et fortement sur les
caractéristiques sensorielles des produits. Leurs effets sensoriels directs sont principalement
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I'amertume, I'astringence et la couleur mais il faut aussi signaler leur role tres probable sur la formation
de trouble post-clarification lors de la conservation en bouteille. Les polyphénols sont en réalité une
famille de composés de structures diverses dont dépendent leurs propriétés et la grande diversité des
variétés de pommes a cidre peut étre mise a profit pour élaborer des produits typés. On peut citer en
exemple, les cidres Guillevic de couleur jaune pale, les cidres amertumés plus riches en tanins, et plus
récemment les cidres rosés élaborés en partie avec des variétés de pommes a chair rouge. Cependant
les conditions d’extraction ainsi que les opérations de traitement des molts et des cidres peuvent
modifier sensiblement ce potentiel polyphénolique apporté par la matiére premiere.

Dans cet article, nous décrirons d’abord les différentes classes de polyphénols présentes dans les
pommes ainsi que leurs structures en précisant le niveau de variabilité des pommes a cidre vis-a-vis de
ces composeés. Puis, nous détaillerons leurs propriétés parmi lesquelles leur propension a s’oxyder sous
I'action de la polyphenoloxydase (PPO) et la capacité de certains a précipiter les protéines et a interagir
avec les polysaccharides pariétaux. De leurs propriétés bien particuliéres découle également I'impact
des procédés sur le devenir des polyphénols au cours de I'élaboration des cidres. Enfin, les propriétés
optiques et gustatives de certains composés sont essentielles pour le cidrier car elles constituent une
partie importante des caractéristiques sensorielles des cidres.

1. Les polyphénols de la pomme, une multiplicité de structures (catégories de
polyphénols) portée par la diversité variétale

1.1. Le lien «historique» entre catégories de saveurs et polyphénols des
pommes a cidre

La contribution essentielle des polyphénols de la pomme a la qualité des cidres n'est pas chose
nouvellement connue. Déja au 16%me siécle, Julien Le Paulmier dans son ouvrage « De Vino et
Pomaceo » soulignait I'importance de mélanger des variétés douces et des variétés améres pour
obtenir un «bon cidre » sans savoir a I'époque que les composants du fruit responsables de
'amertume étaient en fait les polyphénols (Travers, 1896). Ce n’est qu'en 1959 qu’un véritable
classement des variétés de pommes a cidre francaises a été réalisé sur la base de deux critéres
biochimiques des modts : I'acidité totale exprimée en milliéquivalent par litre et la teneur en « tanins
totaux » exprimée en gramme par litre de modts (Tavernier et Jacquin, 1949). Le terme de « tanins
totaux » est alors imparfaitement utilisé pour désigner la totalité des polyphénols. On lui préférera le
terme de « polyphénols totaux » ou « composés phénoliques totaux ». Sur ces bases, on distingue ainsi
les pommes aigres et acidulées donnant des modts peu concentrés en polyphénols et des pommes
douces-ameres ou ameres, ces derniéres étant parfois trés riches en polyphénols (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des principales variétés de pommes a cidres sur critéres biochimiques des molts

Catégories de saveurs Acidité (meq.I") Tanins* (g.I"")
Douce A<60 T<2
Douce-amére A<60 2<T<3
Amére A<60 T>3
Acidulée 60 <A <90 T<2
Aigre A>90 T<2

* Le terme « tanin » correspond ici (improprement) a 'ensemble des composés phénoliques dosés par la méthode de Folin-
Ciocalteu sans distinction des différentes catégories de polyphénols.

Ce classement est toujours utilisé mais la connaissance fine et détaillée des polyphénols des pommes
a cidre s'est beaucoup enrichie ces vingt derniéres années notamment par le développement des
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méthodes de chimie séparatives telles que la HPLC, et plus récemment TUHPLC couplées a des
techniques de détection performantes comme la spectrométrie UV-visible et la spectrométrie de masse.
Ainsi, le terme polyphénols se décline en plusieurs sous-classes de composés phénoliques ayant des
structures moléculaires tres variées avec, en conséquence, des contributions franchement différentes a
la qualité des cidres. Et nous verrons que les nombreuses variétés de pommes a cidre présentent une
large diversité pour leur composition polyphénolique (voir paragraphe 1.3).

1.2. Les différentes catégories de polyphénols de la pomme.

On distingue six catégories de composés phénoliques dans la pomme (Figure 1). Trois d’entre-elles, les
acides hydroxycinnamiques, les catéchines et les procyanidines (dénommées « tanins condensés »
dans leurs formes polymérisées) représentent en moyenne plus de 90 % des polyphénols du fruit et
sont présentes dans tous les tissus (peau, pulpe et pépins) (Guyot, et al., 1998). Les trois autres
catégories, dihydrochalcones, flavonols et anthocyanes, sont le plus souvent en quantités mineures
dans le fruit mais se révélent parfois essentielles en contribuant a certaines caractéristiques
organoleptiques de cidres particuliers ou peuvent faire I'objet de valorisation par leur présence plus
concentrée dans les marcs de pomme. Sans faire une revue exhaustive des structures moléculaires
phénoliques de la pomme a cidre, soulignons simplement leur grande diversité structurale. Ainsi, la
masse moléculaire varie de quelques centaines de daltons pour les acides hydroxycinnamiques et les
flavonoides jusqu'a plusieurs dizaines de milliers de daltons pour certaines formes de tanins trés
polymérisées (Guyot, et al., 2001a). Les structures varient également par le nombre de fonctions
phénols et par I'absence ou la présence de substituants non phénoliques. Ainsi, contrairement aux
catéchines et procyanidines qui sont des molécules purement phénoliques, flavonols, dihydrochalcones
et anthocyanes sont toujours glycosylés tandis que les acides hydroxycinnamiques sont substitués par
I'acide quinique. Tous ces critéres structuraux ont leur importance pour rendre compte de leurs
propriétés. En particulier, le degré de polymérisation des tanins (nombre d'unités catéchines
constitutives de la molécule de tanin) est déterminant dans leur capacité d’association avec
polysaccharides et protéines avec des conséquences directes sur les critéres organoleptiques des
produits finis. Ces aspects seront évoqués plus en détail aux paragraphes 3 et 5.

OH R =H : quercétine
Catéchines oH Procyanidines et tanins condensés Flavonols ©H R = rutinosyl : rutine
Z | H R= galactosyl : hyperoside
T

HO. O. . . -
2 . N HO O = :
Dimére B2 Dimére B1 i R = glucosyl lsoquer_utrlne
IR, OH = OH R = xylosyl : reynoutrine
H Ry ©/°H @/OH I R R = arabinosyl: avicularine

HO, O R =rhamosyl: quercitrine
R1=OH, R2 = H : (-)}-épicatéchine @1) vi-q
-

4
. HO O
. L+
R1=H, R2=0H : (+)-catéchine H OH OH oH
(+) W A ©/ e \éfj\ Anthocyanes on
OH

\j,, : OH o HO O+
o @,ou OH " m R =H : cyanidine
. . . ; o OR R = galactose: idéaine
Acides hydroxycinnamiques HO\E O o OH
o Polymeres OH on _OH
R é ) HO OH
Y0 .acide quinique HO@ HY OJ‘ on Dihydrochalcones ‘ =
o e, WOH =
HO . @,OH T
R = OH : acide caféoylquinique Ho ‘ \\OJ“‘ R = glucose : phloridzine R
R = H : acide p-coumaroylquinique o v OH R = xyloglucose : xyloglucoside de phlorétine

Figure 1: Les différentes catégories de polyphénols de la pomme

1.3 La diversité variétale de la pomme a cidre

Le verger cidricole frangais compte plusieurs centaines voire quelques milliers de variétés recensées
comme « pommes a cidre » (Boré et Fleckinger, 1997). Sans évidemment explorer cette diversité de
fagon exhaustive, nos travaux de ces quinze derniéres années ont permis de mettre en évidence la
grande diversité des profils polyphénoliques des principales variétés cidriéres, notamment parmi celles
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recommandées et inscrites au catalogue CTPS (IFPC, Site Web). La Figure 2 met en évidence cette
diversité polyphénolique variétale des pommes a cidre tant sur les aspects qualitatifs que quantitatifs
(Sanoner et al., 1999). Les variétés de table apparaissent nettement plus pauvres en composés
phénoliques que les variétés a cidre et ceci méme comparées aux variétés a cidre classées « douces »
ou « acidulées » pourtant plutot considérées comme pauvres en polyphénols (Tableau 1).

Braeburn

. |
B | Golden delicious

| Gala :Z';_‘:t‘:: O Catéchin.e's . '
B | Granny Smith @ Procyanidines et tanins condensés
] | Belchard O Acides hydroxycinnamiques
I | Petitiaune . Dihydrochalcones
] ] Binet Rouge
] 1 Clozette
I § Avolles Pommes
] ] Dous Moen a Cidre
I I Antoinette
I | Bedan
I W Dabinett
] J Dous Coet Ligné
] I ChevalierJaune
| B Kermerrien
N B Jeanne Renard
1 2 3 4 5 6 7 8

Concentration en polyphénols (g/kg poids frais)

Figure 2 : Profils polyphénoliques de variétés de pommes a cidre et de pommes de table (d’aprés Sanoner et al.,
1999 et Guyot et al., 2002)

L'utilisation de la thiolyse couplée a la HPLC en phase inverse (Guyot et al., 2001b), une méthode
analytique particuliérement bien adaptée au dosage précis de la catégorie des procyanidines et tanins
condensés méme dans leurs formes trés polymérisées, a véritablement permis de mesurer la juste
contribution de ces catégories de composés aux profils polyphénoliques des fruits : quelle que soit la
variété et cela se vérifie aussi pour les pommes de table (Guyot et al., 2002), la catégorie des tanins
(procyanidines oligoméres et tanins condensés) correspond bien a la classe majoritaire des polyphénols
de la pomme (Figure 2). Leur concentration dans le fruit est cependant trés variable selon les variétés
de méme que leur structure et en particulier leur degré moyen de polymérisation (DPn). A ce propos, on
soulignera le cas trés particulier de variétés comme Avrolles (Figure 2) ou Guillevic (non représenté) qui
contiennent des teneurs importantes en tanins exceptionnellement polymérisés avec des DPn de I'ordre
de 30 a70.

Comme le montre aussi la Figure 2, catéchines, acides hydroxycinnamiques et dihydrochalcones sont
aussi des catégories dont les concentrations varient en fonction de la variété. On comprend de ce fait
que la seule « teneur en polyphénols totaux » dans un fruit ou dans un mo(t est a I'évidence largement
insuffisante pour rendre compte de la diversité polyphénolique des variétés de pommes a cidre.
Comparons pour exemple les variétés Avrolles et Dous Moen. Bien que leurs fruits présentent des
teneurs en polyphénols sensiblement équivalentes, on s’apercoit que leur répartition dans les
catégories est drastiquement différente. On souligne méme 'absence de catéchines dans la variété
Avrolles avec des tanins hautement polymérisés représentant prés de 90% des polyphénols. De fait,
ces deux variétés ont des comportements technologiques excessivement contrastés avec des
conséquences marquées sur les qualités organoleptiques des produits finis utilisant ces variétés en
proportions significativement différentes. Plus récemment, la variabilité génétique des polyphénols de la
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pomme a cidre a été précisée par I'analyse fine des profils polyphénoliques des fruits de plusieurs
centaines d'individus correspondant a une descendance issue d'un croisement entre une pomme a
cidre et une pomme de table (Verdu et al., 2014a) et certains QTLs impliqués dans le contréle de la
biosynthése des procyanidines et de leur degré de polymérisation ont pu étre identifiés (Verdu et al.,
2014b).

Notons aussi que I'état de maturité des fruits peut avoir des conséquences sur les teneurs en
polyphénols. Ainsi, lors de la période de maturation pré-récolte qui correspond a la phase régression de
I'amidon et de sa conversion en sucres, nous avons observé, pour plusieurs variétés a cidre, une légére
diminution des teneurs en différentes catégories de composés phénoliques dans les fruits (Guyot et al .,
2003). Dans le cas général, cela avait peu de conséquences sur les teneurs observées dans les modts,
a 'exception de la variété Avrolles qui a montré une trés faible extraction de ses tanins polymérisés
pour les fruits mdrs alors que I'extraction s'est avérée massive lorsque réalisée a partir de fruits
immatures. En revanche, une maturation post-récolte des fruits, bien que n’affectant pas la teneur des
composés phénoliques dans les fruits, se traduit par une augmentation des teneurs en polyphénols
dans les modts obtenus (travaux non publiés).

2. Des polyphénols aux propriétés spécifiques liées a leur diversité structurale.

En technologie cidricole, la phase d’extraction du modt, qui correspond au répage et au pressurage des
fruits, est une étape essentielle au cours de laquelle les polyphénols sont particuliérement concernés
par des phénomenes de partitions physicochimiques et/ou des réactions biochimiques et chimiques
avec des conséquences notoires sur les qualités sensorielles des produits finis: (i) certains polyphénols
s'oxydent par voie enzymatique en présence d’oxygeéne, (i) certains polyphénols s'adsorbent sur les
structures polysaccharidiques pariétales insolubles des fruits, (i) ces deux phénoménes sont
concomitants, et c'est ce dernier point qui rend particuliérement complexe leur étude et leur
compréhension. Signalons aussi que 'oxydation entraine une consommation d’oxygene qui, dans le cas
des modts les plus riches en polyphenoloxydase (PPO), est suffisamment rapide pour entrer en
compétition avec les micro-organismes et intervenir dans la succession des flores lors de la
fermentation. Par ailleurs, les polyphénols et en particulier les procyanidines possédent la propriété de
se complexer et de s'associer aux protéines avec des conséquences sensorielles notoires lorsqu'il
s'agit de protéines salivaires. Enfin, ces propriétés sont a mettre directement en relation avec certaines
déstabilisations colloidales conduisant & I'apparition de troubles et de précipités lors du stockage des
cidres en bouteille. Ainsi, en s'appuyant largement sur les résultats de nos travaux, les paragraphes
suivants visent a décrire de fagon synthétique ces mécanismes d’oxydation et d’adsorption dans le
contexte cidricole. Nous y développons aussi quelques éléments de discussions issus de travaux
récents sur le role des polyphénols, et en particulier des procyanidines et tanins condensés, dans la
perception de 'amertume et I'astringence des cidres.

2.1 Oxydation enzymatique des polyphénols en contexte cidricole

Polyphénols, polyphénoloxydase (PPO) et oxygéne moléculaire sont, sans conteste, les trois acteurs
majeurs impliqués dans un scénario qui aboutit & I'oxydation d’'une partie des polyphénols du fruit
(Nicolas et al., 1994) et a la formation de produits d’oxydation polyphénoliques dans le modt.

110 Innovations Agronomiques 42 (2014), 105-123



Les polyphénols : de la pomme aux cidres

Catalyse enzymatique par la PPO Oxydoréduction couplée
O OH
crésolase /OH catécholase 0
— .= ) —OH
: . -Q
novau 120 H,0 12 02 H.0 . 0-Quinone primaire
monophénol R noyau 2 o-quinone
(ex: phloridzin) ) o-dlp’heno.l o (quinone primaire) G:
’ (ex: ac. caféoylquinique) Ry~ ; / \ OH
0-Quinone secondaire

Figure 3: Formation des o-quinones par voies enzymatiques (PPO) et oxydoréductions couplées

Dans les tissus intégres du fruit, ces trois acteurs sont différemment compartimentés: les polyphénols
sont dans les vacuoles des cellules, la polyphénoloxydase se trouve localisée dans les plastes tandis
que l'oxygéne est significativement présent dans les méats intercellulaires. Lors du répage et du
pressage, la déstructuration cellulaire aboutit & la mise en contact des polyphénols et de la PPO en
présence d'oxygeéne. Le principal substrat de I'activité catécholase de la PPO dans la pomme, a savoir
l'acide caféoylquinique (Figure 1), est alors converti en son o-quinone. Les dihydrochalcones
(phloridzine et xyloglucoside de phlorétine) sont aussi potentiellement concernées par cette oxydation
enzymatique du fait de I'activité crésolase de la PPO (Figure 3).

Soulignons que certaines catégories de polyphénols et c'est le cas des procyanidines et des tanins
condensés, bien que non substrats des PPO, sont en partie convertis en o-quinones par un mécanisme
d’oxydoréduction couplée (Figure 3). On parle alors de quinones secondaires. La (-)-épicatéchine est
également oxydée en grande partie par ce mécanisme bien qu'aussi substrat de la PPO.

2.1.1 Revisitons I'idée précongue de la polymérisation des quinones et de la formation
systématique de produits colorés par oxydation.

L’idée court encore souvent que ces o-quinones, qu'elles soient primaires ou secondaires, évoluent
vers des formes polymérisées complexes souvent désignées par le terme imprécis de «mélanoidines »
ou « pigments bruns ». Par ailleurs, on considére encore souvent injustement que l'oxydation des
polyphénols aboutit surtout a des produits colorés en se focalisant sur le terme de « brunissement
enzymatique ». Beaucoup de résultats de nos travaux sur la formation et la caractérisation structurale
des produits d’oxydation en modéle « pomme, jus et cidre » ne vont pas dans ce sens (Guyot et al.,
1996 ; Bernillon et al., 2004 ; Guyot et al., 2008 ; Poupard et al., 2011). Certes, les o-quinones sont des
espéces fortement réactives et instables pouvant conduire a la formation d’autres especes phénoliques
instables tels que des radicaux semi-quinones. Mais le plus souvent, au final, ces espéces semblent se
stabiliser par des mécanismes de dimérisation et/ou de réarrangements intramoléculaires. Ce
mécanisme est par exemple illustré par 'oxydation de la procyanidine dimére B2 dans un milieu mimant
les conditions du jus de pomme (Poupard et al., 2011).

HO o.&

oxydationx2 4

—_— HO \ 0 /\
wo-L ) )/OH
HO

Procyanidine B2 Procyanidine A2 Procyanidine « B2+20X »

Figure 4 : Oxydation de la procyanidine B2 en modele « jus de pomme » (d’apres Poupard et al., 2011)
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On a ainsi pu montrer que, méme si ce n'est pas la seule réaction observée, 'oxydation en modéle jus
de pomme permet la conversion des structures de procyanidines de type B vers des structures de type
A, et méme vers des structures encore plus oxydées et stabilisées par la formation de deux liaisons
interflavaniques supplémentaires (Figure 4). L’outil HPLC couplé a la spectrométrie de masse nous a
permis de confirmer ce type de mécanisme d’oxydation et d’'additions intramoléculaires pour des
procyanidines plus polymérisées telles que des formes triméres, tétrameres et pentaméres (résultats
non publiés). On souligne que ces produits d’oxydation des tanins mais aussi beaucoup parmi ceux
issus de I'oxydation d’autres molécules phénoliques de la pomme (acides caféoylquinique, catéchines)
se révelent étre des molécules incolores qui, tout en étant pourtant dans des états d’oxydation
relativement élevés, ne contribuent donc pas a la couleur des jus et des cidres. En d’autres termes,
retenons que I'absence de « brunissement » d’un jus de pomme ne signifie pas forcément qu’il n’y a
pas eu oxydation des polyphénoals.

2.1.2 Cas particulier de quelques produits d’oxydation colorés : le POP (produit d’oxydation de
la phloridzine) et les déhydrodicatéchines de type A.

Nos travaux sur I'oxydation des polyphénols de la pomme nous ont cependant permis de mettre en
évidence des cas particuliers conduisant a la formation de molécules colorées. L'exemple du POP,
produit d’oxydation de la phloridzine, est sans conteste le plus marquant. Comme mentionné en
paragraphe 1.2, la phloridzine est une molécule phénolique assez spécifique de la pomme et
particulierement concentrée dans les pépins. En outre, c’est un substrat de I'activité crésolase de la
PPO (Figure 3). Cette molécule présente un comportement a I'oxydation tres différent du cas le plus
frequemment rencontré pour les autres catégories de polyphénols de la pomme pour lesquelles
l'oxydation enzymatique d’'une molécule conduit & une multiplicité de produits correspondant a de
nombreuses formes isoméres issues de dimérisation et/ou de réarrangements intramoléculaires (Le
Guerneve et al., 2004 ; Guyot et al., 2007). Ainsi, I'oxydation de la phloridzine par la PPO de pomme
s'exerce de fagon franchement monodirectionnelle en mettant en ceuvre deux étapes d’oxydation
successives et deux étapes de réarrangements par addition intramoléculaire ainsi que I'addition d'une
molécule d’eau (Figure 5). Au final, la molécule qui s'accumule, le POPj, présente un chromophore
jaune et une fonction carboxyle lui conférant une tres forte solubilité dans I'eau (Figure 5).
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Figure 5 : Schéma réactionnel de formation du POP;j et quelques illustrations d’applications
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La molécule, pouvant étre produite a partir d’extrait enrichi en phloridzine issu de marc de pomme et en
utilisant un extrait PPO de pomme, a fait 'objet d’'un brevet (Sanoner et al., 2005). Elle se positionne
comme un substituant potentiel de la tartrazine (E102).

La catégorie des catéchines peut aussi conduire par oxydation a la formation de produits colorés jaunes
nommées déhydrodicatéchines A. Ces molécules résultent de mécanismes combinant oxydation
enzymatique en o-quinone, dimérisation, ré-oxydation et réarrangement intramoléculaire (Guyot et al.,
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1996). Ces molécules, facilement formées en solutions modéles, sont cependant difficilement détectées
dans les molits et les cidres.

2.2. Les procyanidines et tanins condensés sont trés hydrosolubles et
interagissent fortement avec polysaccharides et protéines

Parmi les différentes catégories de polyphénols constitutives des fruits a cidres et contrairement a l'idée
regue, les procyanidines, et ceci méme sous leurs formes hautement polymérisées (tanins condensés),
demeurent trés fortement solubles en milieu aqueux (Zanchi et al., 2009). Elles présentent, par ailleurs,
une tres forte affinité pour les structures protéiques en s’y associant et en formant des complexes et
des agrégats pouvant précipiter (Le Bourvellec et Renard, 2012). Le terme « tanin » est d’ailleurs
directement lié a cette propriété d'interaction avec les protéines (Bate-Smith et Swain, 1962). De la
méme fagon, les procyanidines ont la capacité de s'adsorber fortement sur les structures
polysaccharidiques composant les parois cellulaires des tissus de pomme (Renard et al., 2001). Les
associations tanins-protéines sont essentiellement gouvernées par des interactions hydrophobes et par
la formation de liaisons hydrogénes impliquant la fonction phénol par son caractére acide (donneur de
proton). L'adsorption des tanins sur les polysaccharides de la paroi végétale semble régie par les
mémes types d'interactions (Renard et al., 2001 ; Le Bourvellec et al., 2004b). Plusieurs facteurs
influent sur la capacité d’'association entre tanins et protéines ou polysaccharides (Le Bourvellec et
Renard, 2012). Parmi ceux-ci, on peut citer la structure des tanins, celle des protéines ou
polysaccharides, les concentrations relatives des différentes espéces, les conditions du milieu (nature
du solvant, force ionique, température, pH,...). Sans faire ici une revue exhaustive des interactions
entre tanins et macromolécules, on peut souligner que la taille des tanins, en relation directe avec le
degré de polymérisation (Zanchi et al., 2009), est un critere majeur influengant leur capacité
d’interaction (Le Bourvellec et Renard, 2012). De fagon générale, les tanins les plus polymérisés ont
davantage de capacité a précipiter les protéines ou a s'adsorber sur les structures pariétales. La
structure des protéines est aussi un critére important. Ainsi, les protéines riches en proline, du fait d’'une
structure souvent moins compacte, sont aussi celles qui ont le plus d’aptitude a se complexer avec les
tanins. Ce point explique par exemple la capacité de la gélatine a éliminer efficacement la fraction la
plus polymérisée des tanins dans des opérations de clarification post fermentaire telles que le collage
protéique. La proline est aussi fortement présente dans la structure des protéines salivaires qui se
trouvent en partie précipitées dans la cavité buccale au contact des tanins. La perte de lubrification qui
s’en suit est responsable de la sensation d’astringence. De méme, la nature du polysaccharide est
essentielle. Ainsi, I'affinité des procyanidines de pomme pour plusieurs types de polysaccharides décroit
dans l'ordre suivant : pectine >> xyloglucane > amidon > cellulose (Le Bourvellec et al., 2005b).

On comprend donc que ces propriétés auront des conséquences directes tant dans certaines étapes
unitaires de I'élaboration des cidres et jus de pomme (rapage, pressage, clarification, collage...) que
dans les qualités gustatives des cidres et leur aptitude a la conservation sans perte de leur stabilité
colloidale. Ces aspects sont davantage développés dans les paragraphes suivants.

3. Polyphénols et impact des procédés.

Les polyphénols du cidre sont avant tout impactés par le choix variétal mais la teneur finale, dans les
modts et les cidres, est souvent bien inférieure a celle des fruits (Guyot et al., 2003). De plus, la
comparaison systématique de la composition phénolique des fruits a celle de leurs jus montre que les
différentes classes de polyphénols ne se répartissent pas d'une fagon identique entre les molts et les
marcs, les taux de transfert du fruit vers le modt étant nettement plus bas pour les procyanidines. Au-
dela de cette observation liée a I'étape d’extraction du modt, des opérations unitaires comme le collage
ou des phénoménes comme I'oxydation, vont aussi impacter quantitativement et qualitativement la
composition du cidre en polyphénols et, plus particuliérement, en procyanidines. Les perceptions
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d’amertume et d’'astringence étant principalement dues a la teneur et au degré de polymérisation des
procyanidines, le choix des conditions de traitement ne seront pas neutres sur le plan sensoriel méme
par rapport au choix variétal. A noter toutefois que les interactions avec les autres saveurs comme le
sucre et l'acidité doivent également étre prises en compte pour une bonne compréhension de ces
perceptions.

Cette partie a pour objectif i) de montrer I'impact biochimique des opérations présentant un effet
significatif sur les polyphénols et ii) de hiérarchiser les effets des différentes opérations unitaires par
comparaison a |'effet variétal sur le plan de la perception de 'amertume et de I'astringence du cidre.

3.1 Modulation du contenu polyphénolique lors de I'extraction

L’existence d’'une forte adsorption des procyanidines sur les parois de pomme a été clairement
démontrée par 'INRA URC-BFL en utilisant des parois isolées et des extraits polyphénoliques contenant
uniquement des composés phénoliques natifs (Renard et al., 2001 ; Le Bourvellec et al., 2004a ;
Le Bourvellec et al., 2004b ; Le Bourvellec et al., 2005a ; Le Bourvellec et al., 2005b, Le Bourvellec et al.,
2009). L’impact des conditions (I'acidité, la force ionique, la teneur en procyanidines et leur DPn, la
quantité de paroi et la température) sur I'équilibre d’adsorption a été quantifié et modélisé et permet
d’expliquer en grande partie la perte de polyphénols lors de I'extraction. Néanmoins, I'étape d’extraction,
en déstructurant les tissus, correspond également a la mise en contact des polyphénols avec la PPO et
oxygeéne. La présence simultanée de ces trois éléments permet 'oxydation des polyphénols et la
formation de polyphénols néoformés qui n’étaient pas pris en compte dans le modele. Par la suite, les
effets de différents facteurs identifiés comme étant les plus significatifs sur le transfert des polyphénols
du fruit vers le modt (la température, I'oxydation et la durée de macération de la répure) ont été évalués
de fagon plus globale, en conditions pilote, sur un choix contrasté de variétés cidricoles (Renard et al.,
2011).

Au cours de l'extraction, la répure est parfois conservée en cuve entre le rapage de la pomme et le
pressage pendant une durée variable. Cette étape, appelée cuvage en cidrerie, provoque une
macération qui permet la diffusion et la mise en contact nécessaires a I'adsorption des polyphénols sur
les parois cellulaires. L'impact de cette étape de macération sur les polyphénols est a la fois quantitatif
(réduction de la concentration de polyphénols) et qualitatif (modification du profil des polyphénols en
général et des procyanidines en particulier). L’effet qualitatif est dd a la forte affinité des procyanidines de
haut DP pour la paroi. L’adsorption sélective qui en résulte entraine une augmentation relative des petits
DP. La température, sur la plage de 4 a 25°C, modifie significativement le rendement de transfert des
procyanidines du fruit vers le moQt (Figure 6A) au cours du cuvage.

Cet effet de la température s’explique par le fait que les liaisons de faible énergie qui sont mises en
ceuvre dans ces adsorptions sont nettement favorisées par les températures basses : la rétention est
donc maximale lors d’un cuvage froid. Pour les autres polyphénols, le taux de transfert est variable : il est
tres élevé pour les acides hydroxycinnamiques (acides caféoylquinique et p-coumaroylquinique) ; il est
en revanche plus faible pour les dihydrochalcones (phloridzine et xyloglucoside de phlorétine). Pour ces
composeés, le taux de transfert n'est pas affecté par I'adsorption sur les parois mais par d'autres
mécanismes : les dihydrochalcones diffusent au cours de la macération et la température est plutot
favorable au transfert tandis que les acides hydroxycinnamiques peuvent étre oxydés au cours de la
méme opération et diminuer avec la température.

Comme discuté précédemment, l'oxydation des polyphénols produit des composés phénoliques
néoformés qui ont des propriétés différentes des composés natifs dont ils dérivent. L'impact le plus
perceptible est I'apparition de la couleur qui, dans les cidres, est due a des polyphénols néoformés
absorbant certaines radiations dans le visible (entre 400 et 700 nm). Les catéchines et l'acide
chlorogénique sont trés impliqués dans cette coloration. Mais I'oxydation peut aussi modifier la structure
des procyanidines et ainsi modifier leur affinité pour la paroi. Aprés oxydation, les procyanidines ont
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davantage d’affinité pour les parois (Le Bourvellec et al., 2009) et inhibent d’avantage la PPO (Le
Bourvellec et al., 2004), ce qui suggére une plus forte réactivité vis-a-vis des protéines (Poupard, 2008).
Par ailleurs, dans le cas d’'une oxydation en présence de parois, plusieurs observations ont amené a
faire I'hypothese d'une possible addition directe des quinones sur les composés pariétaux. Les résidus
polyphénoliques seraient alors liés aux parois par des liaisons covalentes non réversibles et non
affectées par les températures élevées. Ainsi, quels que soient les mécanismes, I'oxydation de la rapure
modifie a la fois la teneur des modts en composés phénoliques natifs et leur couleur. Ce traitement peut
conduire, en cas d’hyper-oxydation, jusqu'a I'absence de passage de composés phénoliques natifs dans
le modt (Figure 6B).
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Figure 6 : Transfert de procyanidines du fruit vers le modt pour différentes variétés (Douce Moen (losange),
Guillevic (carré) et Kermerien (triangle)). Concentration en procyanidines (symboles pleins) et leur degré de
polymérisation (symboles blancs) dans les modts obtenus a différentes températures (A) et pour différentes
modalités d’oxydation de la rapure (B). OX0 : sans oxydation, OX1 : macération 20 min a I'air sans agitation,
OX2 : macération 20 min a l'air avec agitation, OX3 : macération 4 h a I'air avec agitation. Température 11-15°C.
(d'aprés Renard, Le Quéré et al. 2011)

La Figure 7 résume bien les effets biochimiques des conditions d’extraction en illustrant les modifications
quantitatives et qualitatives de la fraction « procyanidines » dans une expérimentation ou sont comparés
deux itinéraires technologiques extrémes : d’'une part un pressage lent (250 kg/h) d’'une rapure a 2°C
précédé d’un cuvage d’une heure a cette méme température et, d’autre part un pressage rapide (500
kg/h) d’'une rapure a 15 °C sans cuvage. L'ensemble des conditions qui favorisent 'adsorption élimine
pres de 50 % des procyanidines tout en réduisant le degré de polymérisation moyen des procyanidines
restantes.
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3.2 Modulation du contenu polyphénolique par les clarifications

L'impact des différents modes de clarification préfermentaire sur la composition en polyphénols des
modts a été mesuré pour différentes variétés cidricoles contrastées (Hubert et al., 2007). Si la teneur en
acides hydroxycinnamiques n’est pas modifiée de fagon significative, celle des flavan-3-ols, peut au
contraire étre influencée par la clarification. La dépectinisation enzymatique suivie d'un collage a la
gélatine diminue fortement les procyanidines (-30 %) et en réduit nettement le degré de polymérisation
moyen (de 2.2 & 1.5). En revanche, aprés une dépectinisation suivie d'une simple décantation ou d’'une
microfiltration, la perte de procyanidines reste faible (-10 % a -14% par rapport au modt brut). La
clarification pré-fermentaire par gélification des pectines ne modifie pas significativement la teneur en
polyphénols dans les conditions expérimentales bien qu'une réduction significative ait pu étre observée
dans la pratique.

La clarification post-fermentaire par collage a la gélatine fait également diminuer significativement la
teneur en polyphénols (Figure 8). Pour la plupart des cidres, cette diminution est exclusivement liée a la
diminution des procyanidines (de 6 a 35 %). Pour les produits plus riches en polyphénols, on observe
également une diminution de la teneur en acides hydroxycinnamiques. En revanche, les flavan-3-ols
monomeres et les dihydrochalcones ne sont pas modifiés. L'élimination partielle des procyanidines
s'accompagne également d'une diminution de leur degré de polymérisation moyen : le collage a la
gélatine favorise également I'élimination des composés phénoliques les plus polymérisés.
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3.3 Impact des conditions de transformation sur 'amertume et l'astringence

Durant I'expérimentation sur la macération de la rapure déja décrite plus haut (Renard et al., 2011), il a
été montré que I'oxydation de la répure au cours du cuvage peut modifier tres fortement les perceptions
sensorielles d’amertume et d’astringence et dans une moindre mesure les saveurs sucrée et acide.
Cependant, les oxydations maximales de cette expérimentation sont des conditions extrémes, peu
fréquentes dans la réalité. Une expérimentation globale sur la production de cidre a été réalisée, dans
des conditions proches de la production classique, pour évaluer et hiérarchiser I'impact des différents
procédés sur les perceptions par rapport a 'impact variétal.

La Figure 9 représente sous forme d’histogramme les coefficients du modéle statistique reliant les deux
perceptions aux conditions de production ayant un effet significatif (chaque condition étant codée -1 et
+1). Ainsi, il est possible de hiérarchiser les effets principaux et les effets d'interaction de ces conditions.
Pour l'astringence, les facteurs ayant le plus d'impact sont le type d’extraction (+ 0,52) et la variété (+
0,45). La réalisation d’'un cuvage froid en amont du pressage peut donc « compenser » en partie le choix
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variétal. La réalisation d’une clarification par collage soit pré ou post-fermentaire a aussi un effet
significatif mais plus faible (=<t 0,23). Les impacts organoleptiques observés vont dans le sens d’une
diminution de l'astringence avec la réalisation d’'un cuvage et d'une clarification par collage. Pour
I'amertume, c’est le choix variétal qui a le plus d'influence (x 0,48) et le type d’extraction avec ou sans
cuvage a un effet bien moins important (< £ 0,2).

A B
Extraction avec cuvage froid |-0.52 Mélange variétal acidulé | -0.48 I:
Mélange variétal acidulé -0.45 Extraction avec cuvage froid -0.20 Ij]
Avec collage post-fermentaire Avec collage post-fermentaire -0.12 d

Avec collage pré-fermentaire Avec collage pré-fermentaire

Sans collage pré-fermentaire Sans collage pré-fermentaire

Sans collage post-fermentaire Sans collage post-fermentaire [J0.12
Mélange variétal amer 0.45 Extraction sans cuvage A:] 0.20
Extraction sans cuvage 0.52 Mélange varietal amer [ o048
08 -06 04 -02 0 02 04 06 08 08 06 04 02 0 02 04 06 08

Figure 9 : Effets des differentes modalités sur les notes dastringence (A) et damertume (B).
(gamme de notation de 1 & 5)

Deux types de conséquences peuvent étre déduites de ces observations : i) le choix variétal module de
fagon équivalente I'amertume et I'astringence et ii) les procédés technologiques (type d’extraction,
collage pré-fermentaire et collage post-fermentaire) diminuent plus I'astringence que I'amertume.
Autrement dit, bien que 'amertume et I'astringence soient liées @ une méme famille de polyphénals, les
procédés technologiques permettent un découplage partiel des deux perceptions alors que le simple
assemblage variétal modifie simultanément les deux. Par ailleurs, I'efficacité des collages pré- ou post-
fermentaire dans ce but est moindre que celle des conditions d’extraction.

4. Saveurs et sensations somesthésiques des polyphénols

Pourquoi intituler ce paragraphe «saveur et sensations somesthésiques» et non pas plus simplement
«amertume et astringence»? En fait, il s'avére qu’une trés grande partie de la littérature sur les
polyphénols dans les matrices alimentaires se concentre sur le rble de polyphénols et plus
particuliérement des proanthocyanidines sur 'amertume et I'astringence (Kallithraka et al., 1997; Peleg
etal., 1999 ; Vidal et al., 2003 ; Vidal et al., 2004 ; Lesschaeve et Noble, 2005). Si 'amertume est bien
une saveur, l'astringence est une sensation avant tout tactile pergue en bouche produisant une
impression de sécheresse et de resserrement des muqueuses (Breslin et al., 1993). C'est donc une
sensation somesthésique!. Méme s'il est largement accepté que les interactions entre les
proanthocyanidines et les protéines salivaires ont un réle déterminant dans la perception de
l'astringence par la formation de complexes tanins-protéines, qui précipitent diminuant la capacité
lubrifiante de la salive, les mécanismes physiologiques et physicochimiques ne sont pas encore
totalement élucidés (Ma et al., 2014). L'amertume, pour sa part, résulte de l'interaction des composés
amers avec des récepteurs protéiques situés au sein des bourgeons gustatifs dans des cellules
sensorielles. Les récepteurs a 'amertume de certains composés comme la catéchine sont aujourd’hui
identifiés. Mais ce n’est pas le cas pour les molécules de plus grande taille comme les oligomeres et les
polymeres d’épicatéchine qui composent les produits cidricoles.

" Une sensation somesthésique est une perception consciente via des organes comme la peau, les viscéres, le systéme
musculaire et ostéo-articulaire.
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Mais limiter I'impact des polyphénols a leur action sur ces deux sensations est réducteur. En effet,
l'acidité et le sucré, qui sont deux attributs importants dans les caractéristiques organoleptiques des
cidres, sont également modifiés en présence de polyphénols par le jeu d'interactions chimiques,
physiologiques ou cognitives.

4.1 La concentration et le degré de polymérisation des procyanidines
régissent I'amertume et I'astringence

Les procyanidines de pommes a cidre sont, comme nous l'avons vu précédemment, constitué
majoritairement d’unités épicatéchines. lls peuvent par conséquent avoir un impact différent des
proanthocyanidines du vin qui présentent une forte proportion de prodelphinidine (d’unité catéchine) et
peuvent étre également galloylés. Seuls, les travaux de Lea et Arnold (1978) et plus récemment ceux
de Symoneaux et al. (2014a) et Symoneaux et al. (2014b) étudient la particularité des procyanidines de
pommes dans la matrice cidricole, notamment en travaillant avec des extraits purifiés de procyanidines
de pommes permettant d’étudier I'impact du degré de polymérisation sur la perception indépendamment
de la concentration.

La concentration en procyanidines et le degré de polymérisation sont déterminants dans 'amertume et
l'astringence pergues de solutions modeles hydroalcooliques contenant du sucre et de 'acide malique.
Pour l'astringence, il est observé (Figure 10 A) qu’elle augmente avec la concentration et le degré de
polymérisation. De plus, cette augmentation est plus forte lors du passage de 250 mg/L a 750 mg/L
pour les échantillons avec un degré de polymérisation élevée que ceux avec des procyanidines de
petites tailles. Ce méme résultat est observé dans des solutions plus complexes contenant des pools de
procyanidines variant au niveau du degré moyen de polymérisation pour lesquels I'augmentation
d’astringence était plus forte & mesure que la concentration augmentait pour les échantillons présentant
un degré moyen de polymérisation plus élevé.

10 ©  Concentration E 10 3 Concentration _§
9 F —— omglL A 3 s B —— OmglL =

8 E - 250 mg/L E 8 b w260 mgll =

E -+ 500 mg/L . 3 2 —o- §00mglL :

7 F  ---- 750 mg/L 3 o F --=- 750 mg/L =

86 E - = €6 F E
et e = 38 E
55 F e E g5 3
£ = i ’_/" 3 E F - 2
‘:;,-' 4 = .~ Pl * = 4 E . =
< F o P g = E 3
3 ;_ /’/ ./_/' P * —; 3 E v F|
2 ol 3 2, ° pAR—— .

) ;— 4 _z 1B < _;
0 :_ _: 0 F |

DP3 DP5 DP7 DP11 DP3 DP5 DP7 DP11
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Figure 10 : Effets du degré de polymérisation (DP) des procyanidines sur les notes d’astringence (A) et
d’amertume (B) (d’aprés Symoneaux et al., 2014a).

Concernant I'amertume, Symoneaux et al. (2014a,b) ont identifié (Figure 10 B), comme [l'avaient
observé Lea et al (1978) une plus forte amertume pour les procyanidines tétrameres et pentameres.
Cependant, il faut noter que cet effet n’est rencontré que pour les échantillons contenant 750 mg/L. En
dessous, le degré de polymérisation influence peu 'amertume et c’est alors la concentration qui modifie
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globalement cette sensation. A 250 mg/L, quel que soit le DP, les dégustateurs font peu de différence
avec une solution sans procyanidines.

4.2 Les procyanidines peuvent interagir sur le sucré et 'acidité

La présence de procyanidines en plus ou moins grande quantité dans les produits cidricoles a
également un impact sur le sucré et l'acidité. Les effets suppresseurs entre les composés amers et
sucrés sont bien décrits dans la littérature mais le plus souvent avec d’autres molécules que les
procyanidines. De la méme maniére que la caféine ou le sulfate de quinine (Lyman et Green, 1990 ;
Keast et Breslin, 2003 ; Keast, 2008), les procyanidines peuvent diminuer la perception sucrée. Aussi,
la concentration en procyanidines mais également le degré de polymérisation de celles-ci modulent le
sucré. Plus le produit contient de procyanidines, moins I'échantillon sera pergu sucré. Dans une matrice
cidricole, les variations de fructose qui est le sucre majoritaire, sont beaucoup plus impactant sur la
perception sucrée que celles des polyphénols. Mais, a8 méme concentration de sucre, la concentration
en procyanidines peut moduler assez fortement le sucré. De méme, si I'échantillon contient une fraction
polyphénolique avec des procyanidines plus améres, il sera per¢cu moins sucré que d’autres
échantillons avec les mémes concentrations des autres composés (sucre, alcool, acide et polyphénols
totaux).

Enfin, lacidité percue semble étre augmentée en présence d'une plus forte concentration en
procyanidines. Quoique significative, cette augmentation est peu importante et est observée lors
d’augmentations trés fortes de la teneur en procyanidines. Dans la mesure ou ce phénomeéne est plus
marqué pour les échantillons dont les procyanidines sont plus améres, on peut supposer que cette
augmentation de l'acidité est la résultante collatérale de la diminution du sucré mentionnée
précédemment, dans une double interaction. Ainsi, dans un cidre qui contient du sucre, de l'acide et
des polyphénols, 'augmentation en polyphénols conduit a une diminution du sucré qui elle-méme
modifie la perception de I'acidité pergue.

4.3 Les procyanidines au cceur des interactions dans le cidre

Ainsi, il apparait que la concentration en procyanidines et leurs caractéristiques, a savoir la distribution
en oligoméres et polymeres (degré de polymérisation) interviennent dans la modulation des
caractéristiques organoleptiques des cidres, 'amertume et I'astringence mais également le sucré et
I'acidité. Aussi, les opérations techniques, décrites ci-avant pour leurs impacts sur la teneur et sur les
profils des polyphénols, vont modifier de fagon significative la perception gustative du cidre. La
construction des caractéristiques sensorielles est bien la résultante d’interactions complexes entre tous
les composés du cidre parmi lesquels les procyanidines ont un réle important a jouer.

5. Vers une meilleure compréhension des molécules de la couleur des cidres,
de leur formation et de leur stabilité.

Parmi nos travaux en cours relatifs aux polyphénols, a leur réactivité et a leur implication dans la qualité
des jus de pomme et des cidres, une part importante porte aujourd’hui sur I'élucidation des structures,
des mécanismes de formation et de la stabilité des molécules responsables de la couleur. Celle-ci se
décline en teintes allant du jaune péle a nuance de vert pour des produits telles que les cidres Guillevic?
jusqu’a l'orange profond voire I'acajou notamment pour certain cidres du sud Finistere tres riches en
polyphénols. On souligne 'engouement actuellement pour les cidres rosés fabriqués pour la plupart en
incorporant une fraction de pomme a chair rouge. Le programme interrégional Bretagne & Pays de

2 e cidre « Guillevic » bénéficie d'un Label Rouge et est fabriqué uniquement avec la variété Guillevic donnant des cidres
peu colorés
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Loire CICHROM (2013-2016) porte ces recherches dans un partenariat entre 'équipe PRP-BIA de
'INRA a Rennes-Le Rheu, le laboratoire Grappe de 'ESA d’Angers, le laboratoire PNSCM de
I'Université de Rennes 1 et I'Institut Frangais des Productions Cidricoles.

On sait déja que la couleur des cidres est essentiellement une question d’oxydation des polyphénols
mais étonnamment, les molécules véritablement responsables demeurent encore non identifiées. Les
premiers résultats montrent que celles-ci semblent se répartir en trois catégories: (i) de petites
molécules polaires probablement proches de la structure du POP discutée ci-avant, (ii) des molécules
moins polaires dont le chromophore se rapprocherait des structures des déhydrodicatéchines de type A
(Guyot et al., 1996) et (iii) un pool de molécules « colorées et tannantes » correspondant & une fraction
des tanins oxydés. On montre aussi que la fermentation d’'un moGt de pommes a cidre se traduit par
une perte de couleur dont nous explorerons les mécanismes. Par ailleurs, le pH, l'oxygéne, les ions
métalliques, et les co-pigments sont autant de facteurs qui méritent d’étre étudiés pour mieux
apprehender et hiérarchiser leur impact sur la couleur des cidres et sa stabilité.

Conclusion et perspectives

Le verger cidricole frangais constitue un vrai patrimoine qui se définit notamment par I'existence de
nombreuses variétés rustiques dont la richesse en polyphénols des fruits est 'une des caractéristiques
essentielles. Soulignons que la plupart des autres pays producteurs de boissons fermentées a base de
pommes ne disposent pas de cette matiére premiére et utilisent principalement des pommes de table
souvent sous la forme de concentrés de jus de pomme dont la teneur en polyphénols est nettement
plus faible. Pourtant, ces composés sont désormais considérés comme des phytomicronutriments
d’intérét qui font 'objet d’'une argumentation «santé». Ainsi, les cidriers de ces pays cherchent
aujourd’hui a accroitre la teneur en polyphénols dans leurs produits. En France, les cidriers disposent
donc d’'une matiére premiére de qualité qu'ils devraient mieux valoriser dans les années a venir.
Cependant, I'utilisation commerciale du « bénéfice santé » des polyphénols dans un produit comme le
cidre apparait limitée en France et en Europe car, d'une part les mécanismes sont encore mal connus
et, d’autre part la présence d'alcool rend toute allégation santé impossible a utiliser. Ainsi, I'utilisation de
ces fruits a cidre riches en composés phénoliques pour la production de jus de pommes serait moins
problématique pour une argumentation «santé». Dans tous les cas, il est clair que l'utilisation de
variétés de pommes a haut potentiel « polyphénols » est une solution plus efficace que la préservation
des polyphénols dans des fruits trés pauvres en ces composes.

Notons que I'acceptation par le consommateur des perceptions amére et surtout astringente générées
par la présence de polyphénols en plus fortes concentrations est probablement le principal frein actuel
au développement de jus de pomme plus riches en polyphénols. En effet, les jeunes générations ont
I'habitude de saveurs acidulées et sucrées retrouvées dans les sodas. Comme nous l'avons vu, les
technologies de production et de traitement des moQts permettent, de nuancer le résultat sensoriel en
découplant partiellement 'amertume et I'astringence. Par ailleurs, les fortes interactions entre ces
perceptions et le sucre autorisent une marge de manceuvre qu'utilise dailleurs déja le cidre frangais : la
présence de sucres résiduels est actuellement systématique dans les cidres commercialisés qu'ils
soient doux ou bruts. Les travaux restent a affiner et a compléter par des techniques plus innovantes
comme les champs électriques pulsés pour atteindre une meilleure maitrise des procédés a I'échelle
industrielle.

Parmi les divers critéres organoleptiques qui définissent la qualité et la diversité des cidres, la couleur
est une conséquence de la présence de polyphénols qui n'a pratiquement pas été mise a profit pour la
segmentation des cidres frangais jusqu'a aujourd’hui. Les cidres sont commercialisés dans des
bouteilles vertes qui masquent la couleur des produits. L’arrivée sur le marché des cidres rosés tend a
changer légérement les habitudes mais I'utilisation des bouteilles transparentes reste I'exception. La
connaissance des molécules de la couleur et une meilleure compréhension de la formation et de la
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stabilité de ces pigments devrait permettre de mieux contréler la couleur des produits finis sans devoir
apporter d'intrants. Cependant, une vraie valorisation de la couleur n’est possible que pour des produits
parfaitement limpides, brillants et stables. Ces questions liées a la stabilité colloidale des jus et des
cidres doivent donc étre aussi mieux comprises.

Dans les années a venir, une recherche amont est plus que jamais nécessaire pour mieux comprendre
les mécanismes physiques, physico-chimiques et biochimiques impliquant les polyphénols dans les
matrices cidricoles et la qualité des produits finis. Ces travaux doivent soutenir la filiére dans sa
démarche actuelle qui vise a valoriser 'image d’une boisson saine, authentique, et naturelle tout en
proposant des innovations concrétes basées sur le visuel, la diversité et I'équilibre des saveurs. |l
s'agira d’élaborer des produits nouveaux de qualité apportant une touche de fraicheur et de modernité
aux cidres francais de demain.
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Résumé

L’'objectif de cette thése est d'étudier [linfluence des
procyanidines, du sucre, de 'acide, de I'éthanol, des arémes et
du CO; sur le go(t sucré, 'acidité, 'amertume et I'astringence
du cidre. Des plans d’expériences ont été réalisés en solutions
modeéles et avec des cidres commerciaux afin d’étudier les
effets directs des composés chimiques mais également les
interactions entre eux sur la perception de ces quatre attributs
sensoriels.

Les résultats confirment le réle déterminant des procyanidines,
du sucre, de l'acide, de I'éthanol sur les quatre caractéristiques
organoleptiques étudiées. Il faut souligner l'influence de la
concentration et du degré de polymérisation des procyanidines
qui modifient les perceptions sucrées et acides. Ces travaux
montrent également une surexpression de I'amertume pour les
procyanidines tétrameéres et pentameéres mais seulement pour
des concentrations de 750 mg/L, et une interaction entre la
concentration et le degré de polymérisation pour I'astringence.

Excepté pour I'amertume, la présence de gaz carbonique
modifie la perception sensorielle des échantillons testés :
lastringence augmente, le golt sucré diminue pour les
solutions les plus sucrées et finalement, il semble que les
dégustateurs aient plus de mal percevoir les différences
d’acidité entre les échantillons.

Enfin, les arémes peuvent modifier la perception du golt sucré
de certains cidres par un effet de congruence. En effet, la
présence de notes aromatiques « fruitées » est accompagnée
d’'une surévaluation du goQt sucré et des notes « terreux-foin »
conduisent a une diminution du godt sucré percu. Cependant,
ce phénoméne de congruence semble étre concentration-
dépendante.

Mots clés :

Cidre, Procyanidines de pommes, Interactions chimiques,
Interactions cognitives, Panel entrainé, CO

Abstract

The aim of this thesis is to study the influence of
procyanidins, sugar, acid, ethanol, CO, and aroma on
the perception of sweetness, sourness, bitterness and
astringency of cider. Experimental designs were carried
out with model solutions or commercial ciders to study
the direct effects and interactions of the chemical
compounds on these four organoleptic characteristics.

The results confirm the key role of procyanidins, sugar,
acid, ethanol on the four organoleptic characteristics.
We notably underline the influence of procyanidins
concentration and polymerization degree on sweetness
and sourness when literature only focused on
bitterness and astringency. Our works also indicate an
overexpression of bitterness for tetrameric and
pentameric procyanidins but only for concentration of
750 mg/L, and an interaction between concentration
and polymerization degree for astringency.

Except for bitterness, adding CO, modify sensory
characteristics of the samples: astringency increases,
sweetness decreases for the sweetest solutions and it
seems that tasters have more difficulty perceive acidity
differences between samples.

Finally, the aromatic characteristics can modify
sweetness perception of some ciders due to a
congruency effect. Indeed, “fruity” notes generate an
over evaluation of sweetness when “hay-earthy”
aromas lead to a decrease of this taste. Nevertheless,
this phenomenon appears to be concentration
dependent.

Key Words :

Cider, Apple Procyanidins, Chemical Interaction,
Cognitive Interaction, Trained Panel, Flavor, CO;
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