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Préambule

Lunité de Brasserie et des Industries Alimentaires de
I’UCL développe 1’essentiel de son activité de recherche
dans le cadre de la maitrise de la qualité organoleptique des
denrées alimentaires au cours de leur vieillissement. Bien
qu’initialement exclusivement orientées vers les maticres
premicres et produits du secteur brassicole, les recherches
actuelles visent aussi d’autres denrées alimentaires telles
que le chocolat, le vin, les miels monofloraux, les olives,

Dans une politique commerciale européenne, voire
mondiale, il est crucial d’adapter les procédés de fabrication
en vue d’augmenter la «stabilité organoleptique» du produit
au cours de son stockage. «Stabilité organoleptique»
implique absence de défauts odorants (1) et maintien des
caracteres «fraicheury initiaux (II). Afin d’apporter des
solutions concretes, nous tentons d’établir des procédures
permettant un diagnostic rapide quant au risque de
vieillissement (IIT). Enfin, apres parfaite compréhension des
mécanismes chimiques impliqués, nous tentons de trouver
des solutions pour ralentir, voire empécher les processus de
dégradation (1V).

Lidentification de toutes ces molécules
organoleptiquement actives, souvent a 1’état de traces,
nécessite la mise en place de méthodologies sensorielles
nouvelles. Ainsi, nous utilisons principalement les
techniques suivantes : 1) la GC-olfactométrie quantitative
(outre les analyses GC-MS traditionnelles, nous couplons
le chromatographe en phase gazeuse avec le nez humain
- analyse de dilutions successives d’extraits/AEDA -
détermination de seuils de perception en sortie de colonne
chromatographique appelés BE-GC-LOADS [1,2]), 2)
I’analyse sensorielle réalisée par un jury de dégustation
formé au départ de données AEDA [3], 3) la chimie
combinatoire permettant la caractérisation d’un grand
nombre d’arémes tout en évitant les étapes fastidieuses de
purification [4-8].
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1. Détermination des voies de synthése
générant des défauts odorants au cours du
vieillissement des denrées alimentaires

Dans ce contexte, le laboratoire INBR a été le premier
a identifier la nature des précurseurs du frans-2-nonénal
responsable de 1’ardme de carton des bicres vieillies [9-13].
Cet aldéhyde, issu de 1’oxydation de 1’acide linoléique au
touraillage, au brassage et a 1’ébullition, s’est avéré étre
protégé de 1’activité réductrice de la levure par des liaisons
aux matieres azotées du mott (Figure 1). Une biere moins
acide présente des lors moins de risque a libérer ’ardme de
carton au cours du vieillissement [3]. L’ajout de sulfites dans
la biere est également un remede efficace puisqu’il permet
de masquer momentanément le frans-2-nonénal libre. Il
semble cependant souhaitable de prévenir I’apparition de
tels défauts plus en amont du processus de fabrication, en
ameéliorant par exemple le pouvoir réducteur du mofit.

Figure 1. Voies de formation du #rans-2-nonénal (arome de carton) dans
le mott et la biere.

D’autres défauts odorants créés durant le stockage
de la biere ont été identifiés (le méthional [14], le
diméthyltrisulfure [15-17], la -damascénone [17-18],
le sotolon, et tout récemment, le 4-vinylsyringol [19])
(Figure 2). La plupart d'entre eux se sont avérés peu
affectés par le pouvoir réducteur du mofit. Seul I’ajout



de sulfites augmente les teneurs en diméthyltrisulfure,
en raison d’une protection accrue de son précurseur, le
méthional (mécanisme de dégradation radicalaire) [17].
A nouveau, le pH joue un réle crucial puisqu'un milieu
plus acide accroit le taux d'hydrolyse des glycosides
précurseurs de la -damascénone et augmente les
teneurs du principal précurseur du diméthyltrisulfure
(dérivé sulfitique du méthional). Par contre, augmenter
le pH favorise les réactions de Maillard a l'origine des
aldéhydes de Strecker (méthional, phénylacétaldéhyde,

; mécanisme également investigué dans le cas du
conchage du chocolat [20]).

Les produits de dégradation de la cystéine [5] sont
responsables de défauts odorants dans de nombreuses
denrées. Ainsi, le « golt de lumiere » apporté par le
3-méthyl-2-buténe-1-thiol (MBT) [17,23] dans une biere
exposée a la lumiere visible en présence de riboflavine
est issu de [I’association des radicaux isopentenyl
(dégradation des isohumulones du houblon) et thiyl
(Figure 3).

Nous venons de démontrer qu’il peut €galement
provenir de la substitution nucléophile de I’isopentényl
alcool en présence de sulfure d’hydrogene (produit du
métabolisme de Saccharomyces cerevisiae) [24,25]. Les
seuils de perception de ces thiols sont habituellement
de quelques ppt. Dés lors, on comprendra aisément que
la dégradation de moins d’un ppm de cystéine puisse
expliquer I’apparition de défauts organoleptiques majeurs.
La compréhension des mécanismes de dégradation de la
cystéine nous parait d’autant plus intéressante qu’elle est
également présente dans des antioxydants puissants tels
que le glutathion [26] (tripeptide d’acide glutamique, de
cystéine et d’alanine).

Enfin, dans diverses matrices riches en terpénes (cas
des jus d’orange, des eaux aromatisées, ...), nous avons
étudié les mécanismes d’hydrolyse acide (formation d’ -
terpinéol, de terpin hydrate, ...) et d'oxydation (formation
de carvone, ...) de molécules telles que le limonene ou le
linalol.
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Figure 2. Structures chimiques de molécules odorantes générées au cours
du vieillissement de la biere. (a) méthional (mott), (b) diméthyltrisulfure
(oignon), (c) -damascénone (compote de pomme), (d) sotolon (curry), et
(e) 4-vinylsyringol (pharmacie/vieille biere).

2. Voies de dégradation des molécules
responsables du caractére «fraicheur»

Nos travaux montrent que de nombreux terpenes et esters
du houblon sont rapidement oxydés lors du stockage des cones
ou pellets, méme a basse température [27,28]. C’est également
le cas des aromes frais de 1’olive verte que I’on retrouve dés lors
rarement dans I’huile qui en dérive [29]. La famille des thiols
polyfonctionnels a fait I’objet de nombreux travaux dans notre
laboratoire en raison de leur caractére «fraicheur» exceptionnel
(descripteurs de type rhubarbe, buis, carottes fraiches, ...). Afin
d’apporter une contribution originale a 1I’étude de ces flaveurs,
nous avons synthétisé une centaine de thiols polyfonctionnels
[4-8] par chimie combinatoire et les avons caractérisés (odeur,
BE-GC-LOADS, indices de Kovats, ...). Forts de ces données,
nous avons pu identifier une série de thiols polyfonctionnels
trés odorants dans les vins de Sauternes [30]. Dans le cas de
ce vin, bien connu pour s’améliorer au cours du vieillissement,
certains mercaptans semblent encore pouvoir étre produits dans
la barrique d’¢élevage. D’autres disparaissent dans la bouteille au
profit de nouveaux ardmes d’abricots séchés, de vins botrytisés,
notamment apportés par divers hétérocycles (Figure 4).
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Figure 3. Voies de formation du 3-méthyl-2-buténe-1-thiol
(MBT, « gott de lumicére »). (a) au départ des isohumulones
de la biere finie, (b) au départ de I’isopentényl alcool en

fermentation.
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3. Aide au diagnostic rapide

Pour une meilleure prédiction de la stabilité
organoleptique, nous tentons d’établir des procédures
accélérées spécifiques a la transformation de certains
composés odorants [17,19]. Ainsi, un traitement de 3-5
jours a 40 °C mime parfaitement un vieillissement naturel
de 3-5 mois a 20 °C en termes d’hydrolyse des précurseurs
du trans-2-nonénal ou de dégradation oxydative des
précurseurs du diméthyltrisulfure de la biére. Ce type de
procédure surestime par contre la dégradation de glycosides
[31] (formation de linalol, -damascénone,..), les réactions
de Maillard (cas du méthional, ..) ou autres dégradations
thermiques (cas du 4-vinyl-guaiacol) [32]. Des traitements
analogues sont recherchés pour faciliter I’étude du
vieillissement du vin.

4. Recherche de remeédes innovants

Outre le controle du pH qui, comme nous venons de le
voir, permet d’atténuer dans de nombreux cas des défauts
aromatiques majeurs (objet du congrés international J. de
Clerck Chair XI: The pH paradox in the brewing process
organisé par ’unité INBR en septembre 2004 ), d’autres voies
sont susceptibles d’améliorer la stabilité organoleptique des
denrées alimentaires.

Ainsi, nous recherchons de nouvelles sources
d’antioxydants, prometteuses pour 1’industrie alimentaire.
A cet effet, trois méthodes complémentaires de mesure du
pouvoir réducteur ont été mises au point :

(1) mesure de la capacité du milieu a réduire 1’auto-
oxydation de ’acide linoléique en présence d’un initiateur
radicalaire (AAPH) [33,34]. Ce protocole fournit des

informations trés intéressantes quant a la composition en
polyphénols, réductones et mélanoidines. La présence de
sulfites n’influence, par contre, en rien le test ;

(2) suivi des radicaux hydroxyles (sous forme d’adduits
avec un spin trap, le PBN) par résonance paramagnétique
¢lectronique (RPE). Dans ce cas, outre le dosage des
piégeurs de radicaux libres, nous mesurons aussi ’activité
pro-oxydante (ex. : acide ascorbique et fer favorisant les
réactions de Fenton). Les sulfites retardent le signal RPE ;

(3) identification et quantification des différents
polyphénols par HPLC/UV-DAD/MS/MS (Figure 5, objet
de la prochaine J. de Clerck Chair XIII: The polyphenol
paradox in alcoholic beverages: the beer and wine paradox
organisée en septembre 2008 a Louvain-la-Neuve). Alors
que la technique d’ionisation a pression atmosphérique
de type ESI en mode négatif donne de trés bons résultats
pour les procyanidines [35], ’APCI en mode positif
s’est révélé plus sensible dans une matrice complexe, en
particulier pour 1’étude des stilbénes [36]. Notons que des
différences importantes ont également été observées en
terme d’extractabilité puisqu’un mélange acétone:eau:acide
acétique (70:28:2) est optimal pour le recouvrement des
procyanidines alors qu’un mélange éthanol:eau (80:20) est
bien plus efficace pour le resvératrol.
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Figure 5. Grandes familles de polyphénols.



Le houblon s’est avéré une matiére premiere
exceptionnelle en terme de pouvoir antioxydant. Bien qu’a
des teneurs cent fois inférieures que le malt, il apporte pres
de 30 % des polyphénols de la biere [37]. Ces flavanoides
permettront de limiter les phénomenes d’oxydation au
cours de I’ébullition du mout ou lors du stockage. Hélas,
ils génereront parfois aussi des produits colorés [38]
et astringents, responsables de I’instabilité colloidale
(Figure 6).

caractérisent par contre par des teneurs particulierement élevées
en flavanoides totaux (> 3000 mg/kg). Des teneurs tres élevées
en trans-stilbénes (> 4 mg/kg) n’ont finalement été retrouvées
que dans les houblons aromatiques américains (teneurs en
acides inférieures a 5 %) (ex. : Willamette et Cascade) et un
échantillon de Saaz. Dans les variétés ameres, une compétition
existe probablement pour l'utilisation d'acétyl CoA, précurseur
fondamental aussi bien pour la synthese d'acides que pour celle
des stilbenes. Le resvératrol étant une phytoalexine, une grande
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Figure 6. Voie de formation de composés colorés (A, MW = 576) au départ
de (+)catéchine.

Des fractions anti-oxydantes trés prometteuses ont également
été identifiées dans le chocolat [39]. Pres de 8000 ppm de
procyanidines ont ainsi ét€ retrouvées dans des variétés nobles de
cacao (Nacional, Criollo), généralement plus pauvres en ardmes
(fermentation plus courte) [39]. A ces antioxydants du cacao
viennent s’ajouter des mélanoidines trés réductrices synthétisées
durant la torréfaction du cacao et le conchage du chocolat. Le
savoir-faire du chocolatier résidera dans sa capacité a développer
les ardmes souhaités sans détruire un tel potentiel anti-oxydant.

Une autre découverte importante de notre laboratoire
est celle de la présence de resvératrol dans le cacao [40] et
le houblon [36,41-43]. Ce stilbéne, associé¢ depuis quelques
années au French paradox et a la consommation de vin rouge,
n’y avait jamais été identifié. Parmi les 19 cultivars de houblon
investigués, tous contenaient trois stilbénes (zrams-picéide,
cis-picéide et trans-resvératrol), le premier d’entre eux étant
toujours largement majoritaire [41,42] (Figure 7). A I’instar
d’autres polyphénols, certaines variétés se sont avérées plus
aptes a s’enrichir en stilbénes. Les premiéres analyses menées
sur des pellets américains nous laissaient entrevoir une relation
inverse entre stilbénes et acides (substances ameres du
houblon) [41]. Une étude plus large nous a montré que les choses
étaient plus complexes puisque toutes les variétés allemandes
contenaient moins de 1.6 mg/kg de frans-stilbénes totaux méme
s’il s’agissait de variétés aromatiques [42]. Ces variétés se

influence de I'année de récolte a logiquement été observée. Les
processus de conditionnement et de stockage jouent également
un role prépondérant dans la conservation des stilbénes [43].
L'échantillonnage vertical de six variétés américaines nous
a permis de tirer plusieurs conclusions intéressantes. La
pelletisation provoque une dégradation importante (parfois
supérieure a 50 %) du potentiel en stilbénes. L'extrait au CO,
supercritique ne contient pas de stilbénes. Par contre, les spents
qui en découlent représentent une source particulicrement
intéressante sur le plan commercial. Comme ’ont confirmé
différents milieux modeles, les stilbénes sont instables, surtout en
présence de lumiere (100 % de perte apres 4 mois de stockage).
La dégradation est minimisée pour les pellets conservés a 4 °C
dans un emballage opaque. Dés 8 mois de stockage, du cis-
resvératrol est généralement relargué au départ du glucoside. Le
resvératrol est également connu pour sa propension a former des
diméres [44]. Si dans les houblons, nous n’avons pas observé
I’apparition de ceux-ci, nous avons par contre relevé la présence
de -viniférine apres 10-12 mois de stockage dans des solutions

contenant du #rans-picéide [43].
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Figure 7. Stilbénes du cacao et du houblon : (a) resvératrol, (b) picéide
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Composition de I'unité INBR

Pour le volet recherche, 14 theéses de doctorat ont été présentées durant les dernieres années, dont 2 en 2007 (V. Jerkovic et D. Callemien).
Lunité compte actuellement 4 doctorants (S. Bailly, J. Laille, J. Gros, E. Monnart ; promoteur : S. Collin) ainsi que plusieurs mémorants
(Masters Bioingénieurs et Master interuniversitaire en Sciences et Technologie des Aliments).

Plusieurs membres de 1’Unité INBR (principalement Ir. L. Mélotte, Ing. Bras. M. Maudoux, Ing. M. Brohan, E. Bodart, S. Nizet, P.
Riguelle, A. Timmermans, Ch. Van Goethem) participent également aux activités du Centre de Référence pour la Qualité des Malts et de la
Biere (CRQMB, analyses et consultance principalement au service des brasseurs et malteurs).

2 Professeurs invités issus de I’industrie (S. Dupire et L. Gijs) participent a I’enseignement spécialisé en brasserie (Master Bioingénieur :
chimie et bioindustries — option 12C Brasserie/Diplome international de 2 ans avec 1’Université de Nancy et Master spécialisé de 1 an).
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