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Préambule : Implication des équipes
dijonnaises dans |'action COST 921

Le hbilan scientifique ici présenté
concerne un projet visant 4 comprendre
comment la siructure d'un aliment peut
moduler la perception de sa flaveur,
Rappelons que, pour que l'aréme d'un
aliment soit percu, les molécules vola-
tiles le constituant doivent étre libérees
de la matrice alimentaire et rejoindre
les récepteurs olfactifs situés dans les
fosses nasales. La maniére dont les
molécules sont libérées et la perception
de l'ardme conditionnent fortement la
qualité globale de 1'aliment percue par
le consommateur.

FPour mener a bien ce projet, différents
chercheurs dijonnais ont ét¢ impliqués,
entre 2002 et 2007, dans 'action COST
921 [voir l'encadré concernant les
actions COST). Celle-ci avait précisément
pour objet I'étude de 1'organisation
structurale des matrices alimentaires et
son influence sur la libération et la
perception de la flaveur : « FOOD
MATRICES : STRUCTURAL ORGANI-
SATION FROM NANO TO MACRO
SCALE AND ITS IMPACT ON FLAVOUR
RELEASE AND PERCEFTION »

Dix-neuf pays étaient signataires de
cette action : Allemagne, Autriche,
Belgique, Bulgarie, Danemark, Espagne,
Finlande, France, Irlande, Italie,
Lituanie, Norvége, Pays-Bas, Pologne,

République tchéque, Royaume Uni,
Sloveénie, Suéde, et Suisse. L'animation
scientifique a été assurée par Nathalie
Cayot [UME 1129 FLAVIC ENESAD-
INEA-UB).

Pour échanger nos réflexions, nous
avons au total organisé sept colloques
dans les pays européens partenaires
[dont un & Dijon en avril 2005) ainsi
que diverses autres réeunions de travail.
L'action COST 521 a egalement finance
le séjour de jeunes chercheurs dans des
laboratoires partenaires Antonio
Chana, post doctorant espagnol de
I'UME FLAVIC, a bénéficié d'un séjour
d'un mois & I'Université de Wuppertal
pour une étude de modélisation
moléculaire ; Géraldine Savary, docto-
rante de I'UME FLAVIC, a séjourné 15
jours & I'ETH de Ziirich pour des études
en microscopie confocale. Enfin, nous
avons accueilli pendant 15 jours Maria
Martuscelli, enseignani-chercheur de
I'université italienne de Teramo, pour
des mesures de coefficients de partage
d'arome.

Les travaux présentés dans le texte qui
suit ont éié réalisés par des chercheurs
du campus dijonnais ou par des cher-
cheurs européens accueillis dans nos
laboratoires.

Qu'est-ce qu'une action COST ?

Fondée en 1971, COST est une structure
intergouvernementale destinée 4 favoriser
la coopération scientifique et technique
au niveau européen. Les actions COST
couvrent aussi bien des programmes de
recherche fondamentale ou appliquée
que des activités d'utilité publique. Les
sujets déposés le sont 4 l'initiative des
scientifiques et experts techniques eux-
mémes.

Les financements accordés par la
communauté européenne permettent de
couvrir des frais de déplacement et
d'hébergement ainsi que des frais de
publication, favorisant ainsi les échanges
scientifiques avec des collégues européens
et la réalisation d'études inter-laboratoires
autour d'une thématique définie.
www.cost.esf.org

Quelle stratégie de recherche ?

Pour répondre 4 la question posée,
notre stratégie a été d’explorer un
modéle d'étude commun aux différents
laboratoires européens partenaires de
ce projet. L'étude a été mende 4 differentes
échelles, allant du niveau moléculaire
(interactions entre les composes
d'ardme et les ingrédients de 'aliment



modéle] au niveau macroscopique
(perception sensorielle par  1'étre
humain), en passant par le niveau
microscopique (relation entre la structure
de I'aliment modeéle et la dynamigue
moléculaire des composés d'arome).

Nos actions et expérimentations ont
donc concerné ces trois niveaux :

1. a I'échelle moléculaire :

a. regroupement des données disponibles
sur les composés volatils choisis pour
aromatiser notre modeéle

b. modélisation moléculaire des inter-
actions entre composés d'arime et
ingredients non volatils constitutifs du
modéle d'étude

2. au niveau microscopique :

a. description de la méso-structure et
caractérisation rhéologique’ du modéle
d'étude

b. mesure de la diffusion des molécules
d’ardme au sein du modéle d'étude

3. au niveau macroscopique :

a. suivi de la libération d'ardme in
vitra

b. perception des qualités organoleptiques
in vivo

Parmi les groupes de travail créés pour
répondre & ces questions de recherche,
deux ont ét¢ co-animeés par des chercheurs
dijonnais : Elisabeth Guichard, pour le
groupe « Molecular level » (particulie-
rement point 1b] et Andrée Voilley
pour le groupe « Flavour release »
(particuliérement point 3a).

Pourquoi avoir choisi les crémes
dessert comme modele d'étude ?
Quelle composition et quelle
texture ?

le modéle d'étude commun devait
avant tout permetire aux différentes
equipes participantes de développer leur
thématique de recherche et également
correspondre a une reéalité économique.

Les cremes dessert comptent parmi les
produits laitiers les plus consommés 3
travers 'Europe : natilla en Espagne,
custard au Royaume Uni, vla aux Pays-
Bas. Elles sont issues des traditions
culinaires familiales. Leur préparation
industrielle est relativement récente
mais cette famille des desserts lactés a
connu un développement spectaculaire
depuis le milieu des années 1980.

Les matiéres premiéres 4 la base de sa
fabrication sont :

- le lait, composant majeur, qui peut étre
ajusté en matiére grasse et additionné de
poudre de lait etfou de protéines de lait
sous différentes formes (de facon &
modifier la teneur en protéines)

- les matiéres sucrantes, ajoutées sous
forme de fruciose, de sirop de glucose,
de miel, de saccharose, etc....

- les gélifiants ou épaississants (extraits
d’algues, amidons...) qui permetient de
varier les textures

- enfin, pour le goiit, on peut ajouter du
cacao, du chocolat, du caramel.. par
exemple.
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Mous avons donc choisi pour le COST
921 de travailler sur un modéle de

creme dessert, produit pouvant étre
apprécié de fagon internationale. Aprés
quelques essais et dégustations, nous
avons adopté une recette 4 base de lait
entier, de sucre, d’amidon et de carra-
ghénanes (gélifiants extraits d'une
algue). Nous avons ensuite établi un
protocole commun de preéparation au
moyen dun matériel simple - donc
facilement disponible dans l'ensemble
des laboratoires (Photo 1) - et une
aromatisation par un ardme fraise (ou,
suivant les laboratoires, uniquement
par certains composeés volatils constirutifs
de T'ardme fraise). Divers partenaires
industriels, producteurs d'aréme ou
d'autres ingrédients alimentaires, ainsi
gque des grands noms de I'industrie
alimentaire ont é1é associés i notre
reflexion et ont fourni les lots d'ingrédients.
Chaque laboratoire a ensuite travaillé a
partir de ce produit sur la recette de
reférence ou sur des systémes simplifiés,
pour les aspects moléculaires notamment.

Les créemes desserts ainsi préparées
étaient des produits qualifiés de
semi-liquides 3 semi-solides, tels gue
des flans ou des crémes pétissiéres ou
encore des crémes dessert de type
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Danette®. Des methodes rheéologigues
simples ont été établies pour permettre
de caractériser de maniére standardisee
les produits obtenus dans les différents
laboratoires : un test en pénéiromeirie
permetiant de mesurer la fermete du
produit gélifié et un test en viscoélasti-
cimétrie qui permet de caractériser plus
finement la structure des produits en
découplant la composante visqueuse
d'un produit (caractére liquide) et la
composante élastique du méme produit
(caractére solide). La texture finale des
produits pouvait étre modulée par
un cisaillement appliqué ou non lors
du refroidissement du produit.

[CAYOT, 2006.]

Perception des qualités
organoleptiques de la creme
dessert in vivo par un jury
d'évaluateurs entrainés

Des crémes dessert ont été réalisées en
faisant varier la texture par un traitement
mécanique mais sans changer la com-
position chimique (habituellement le
formulateur industriel choisit de varier
la texture en changeant la composition
du produit mais avec un procédé de
fabrication constant). Ceci nous a permis
de connaitre l'effet d'une modification
de texture sur la perception et la libération
des ardmes. Trois textures ont €t€ obtenues
et ont été¢ percues par le jury d'analyse
sensorielle comme étant significativement
différentes. Le traitement mécanique
effectué sur les crémes les plus consistantes
a ainsi permis d'obtenir des textures
moins consistantes, Ces trois crémes
dessert ont éié aromatisées avec du
benzaldéhyde [note aromatique « amande »)
et du caproate d'allyle (note aromatique
« ananas »). Une diminution significative
de la perception de I'ardme de ces deux
molécules a été observée lorsque la
consistance de la créme augmente
[TOURNIER et al., 2006a].

Afin de savoir si ces différences de
perception peuvent s'expliquer par des

Praota. 2 : Mesure de o fibsrotion des andmes i g
par nose-space APCI-MS {spectrométrie de mosse d
source O pression atmospheénque). Le cobaye furmain —
volontore - mange (e produil 92 fipon ussT o normaks
gue possibie. Les maolécules volatifes qui otteignent ks
fomses ngsales sont gspirées por un fube s anolysdes
{ert Quaiité 2T en quanite)

différences de libération des ardmes,
nous avons réalisé des mesures de ciné-
tique de libération du benzaldéhyde et
du caproate d'allyle in vivo au cours de
la deégustation des crémes desserts par
la technique du NoseSpace-APCI-MS
(Photo 2). Cette technique permet de suivre
la libération des molécules odorantes
dans les fosses nasales en fonction du
temps lors de la consommation du produit
alimentaire. Les courbes obtenues pour
les deux ardmes dans les trois crémes
de textures différentes sont présenteées

TE+0d o
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Photo 3 : Flacon permettont lo mesure du coefficient de
partape des composes voladis en phoss gdequilibroge
dans un bain-marie. Lo petite wanne situde sur fe
bouchon perrmel le préftvement & lanalse de Vair
situe au-gessus du produit.

sur la Figure 1. Le caproate d'allyle est

libéré de facon plus intense que le ben-
zaldehyde mais les persistances sont
identiques. Lorsque la créme est plus
liquide (C20), le maximum d'intensité
est atteint plus rapidement. Ces donndes
peuvent en partie expliquer que l'intensité
d'ardme est percue plus faiblement
dans les crémes les plus consistantes
(CO et C10) lors de I'analyse sensorielle
des produits par les eévaluateurs
[TOURNIER et al., 2006b].

—ge (G0 - BENZ C0 - Capro
——C10-Benz ——C10-Capro
——C20-Benz ——C20- Capio

4 E+0d
£l
=
& 3EHM
:

2 E+04

1,E+04

D,E+00 T —

0 10 20 30 50 &0 70 80 a0
Temps (8]
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Rétention et libération
d'arome : mesures in vitro

Pour mieux comprendre les relations
entre perception des ardmes et texture des
produits, et afin de nous affranchir des
variations de physiclogie et de perception
entre les différents évaluateurs, nous
avons procedé i des mesures in vifro.

En ce qui concerne les mesures in vitre,
la retention de l'ardme fraise dans les
différentes crémes dessert (lait entier ou
lait écrémé, texture plus ou moins
liquide ..) a d'abord été étudiée en
mode statique. Comme illustré sur la
Photo 3, les échantillons sont placés
dans des flacons étanches et dans un
environnement controle en température.
Les composés volatils, en fonction de
leur volatilité et des inferactions engagées
avec les autres constituants de la
mairice, se partagent entre la matrice et
la phase gazeuse. Lorsque 1'équilibre est
atteint, les concentrations des différents
composés d'ardme sont mesurées dans
la phase gazeuse. Ces données permettent
de calculer un coefficient de partage
entre le produit et 'air au-dessus du
produit, ce qui nous renseigne sur les
interactions entre chacun des composés
volatils et la matrice. Par comparaison
des résultats obtenus pour des matrices
de compositions différentes, on peut en
déduire linfluence des différents
constituants de la matrice. La Figure 2
montre 'influence de la matiére grasse
du lait sur certains de ces coefficients
de partage [MARTUSCELLI, et al,
2008]. De fagon générale, la présence
de matiére grasse augmente la rétention
des aromes dans les alimenis.

Bien siir la température ambiante
influence le partage des composés
d'ardme entre le produit et la phase
gazeuse: une augmentation de la
temperature provogque une augmentation
de la guantité de composés volatils
dans la phase gazeuse mais dans des
proportions différentes d'un composé 4
I'autre (Figure 3, [SEUVERE et al., 2008]).

[111]
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Figure 4 : Suni de lg ibénation de locétate dlssamyle dans ko
phase pazeuse & parmr dune suspension diamidon de mais
dwanl une agitgtion Derrmanente | LAFARGE et af, 2008). Les
points somt des wiiewrs expénimentates. Lo ligne continue
représenta le modéle mothématique utilisd powr calouder les
aifférents pararmétres de cette courbe de fibération.

La libération des composés a ensuite

€té suivie en mode dynamigue. On s'est
placeé volontairement hors de 'équilibre
thermodynamique en favorisant le
relargage des composés volatils en agitant

le systéme etfou en purgeant la phase
gazeuse. On cherche ainsi & mimer certains
phénomeénes qui se produisent lors de

la consommation d'un produit alimentaire ;
ouverture de I'emballage, mélange du
contenu, mise en bouche, mastication....

La Figure 4 montre une courbe obtenue

lors du suivi de la libération d'un composé
volatil (I'acétate d'ispamyle) & partir
d'un modéle simplifi¢ (une suspension
d'amidon et non une créme dessert
contenant la totalité des ingrédients).

La modélisation de telles courbes a permis
d'extraire des paraméires tels que des
vitesses de libération ou des coefficients

de transfert apparents. Dans le cas des
suspensions d'amidon, nous avons
montré gue la libération des composés
d'ardme formant des interactions avec
I'amylose [macromolécules constitutives

de I'amidon) était gouvernée principa-
lement par ces interactions. A I'inverse,

les composés volatils ne formant pas
d'interactions avec I'amidon sont soumis

a4 l'influence de la structure de la
matrice. Plus il v a d’amidon solubilisé,
moins les ardmes sont liberes. En outre,

plus la température est basse, plus ces effets

sont marqués [LAFARGE et al., 2008].

s Sciences n° 3
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Sur 'exemple suivant (Figure 5], on
peut voir que I'agitation d'un systéme
gélifié 4 base d'amidon, de carraghénane
et de saccharose modifie bien sir ses
caractéristiques rhéologiques (Figure
5A) mais provoque egalement une
libération brutale de 'ardme quelques
minutes plus tard (Figure 5B). Savary et
al. (2007] ont montré également que la
proportion d'arbme libéré dans ces
conditions dépendait grandement de la
nature de I'ardme.

constituants permet de visualiser
I'organisation de la matrice. Sur la
Figure 6, constituée de photographies
d'observations réalisées en microscopie
confocale sur un modéle a base d’amidon,
de carraghénane et de saccharose, les
grains d’amidon apparaissent en rouge
et des agglomérats gélifiés de carraghé-
nane apparaissent en vert.

Savary et al. (2008) ont démontré que
cette structure était obtenue suite &
I'agitation du produit lors de son
refroidissement. En effet, sur la Figure 7,
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Description de la méso-structure L

Carraghénane (0.80%)
marque par liaison
covalente avec du FITC

= Grains d'amidon non

d'amidon lors dun chauffage sans
agitation. On observe que, contrairement
a ce qui est observé sur la Figure 6 ol
il ¥ a eu agitation apres la phase de
chauffage, le carraghénane est ici
réparti de fagon homogéne en fin de
chauffage. U'agitation du produit modifie
donc sa structure et par conségquent
peut modifier la capacité du produit &
retenir les ardmes.

La matrice obtenue est un systéme
mixte constitué de grains d'amidon
gonflés englués dans un gel de carra-
ghénane plus ou moins fractionné par

Images superposées

muooele geiifs

= Grains d'amidon

natirs gonfiés
et de la rhéologie du modeéle - carraghénane non SCD GO i
: dissous - camaghénane Carraghénane
d'étude e localisé dans la phase

Pour mieux comprendre 'influence de
la structure de matrice sur la libération
d'ardme, différents modéles ont été
observes a I'échelle microscopique. Une
coloration différenciée des différents
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continue ef dans les
grains d'amidoen
granules
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Figure 9 : Coefficients de diffusion mopens {m's'} du buyrate déthyle mesurds & 30°C dons des solitions de

socchamse Je différertes concentrotions et dans ke mogile amidon

* camaphenone + saccharse (SAVART et ol, 2005).

Les différences significatives au seull de 5% sort indiquées par des fettres dhférentes sur fes histogrammes.

agitation réalisée lors du refroidisse-
ment du produit. On voit également
quune partie du carraghénane peut
entrer 4 l'intérieur des grains d’amidon.
51 on augmente la concentration en
carraghénane, la phase pgélifiée
dugmente et il en résulte une texture
plus rigide du systéme obtenu (Figure 8) :
les valeurs de la composante élastique
(G', parametre indicateur du caractére
solide du produit) augmentent avec la
concentration en carraghénane.

Diffusion des molécules
d'ardome au sein du modéle
d'étude

Une fois cette organisation microscopique
connue, nous avons mesuré la diffusion
des molécules volatiles au sein de cet amas
de grains d'amidon et de carraghénane.
Cette mesure a eété effectuée par
Résonance Magnétique Nucléaire (RMMN)

e

[113

bidimensionnelle. L'échantillon de gel
est soumis 4 un champ magnétique et on
suit le déplacement de la signature
chimique des composés cibles au cours
du temps. La Figure 9 montre le coefficient
de diffusion mesuré pour un des consti-
tuants de l'ardme fraise - le butyrate
d'ethyle — dans des sohutions de saccharose
de différentes concentrations et dans le
modéle amidon + carraghénane -+
saccharose.

Il apparait clairement que la concentration
en saccharose a une influence prépon-
deérante sur la diffusion du composé
wvolatil, ce qui est connu depuis longtemps.
Aun-deld d'une certaine concentration
en saccharose, la viscosité augmente
brutalement et en conséquence la diffusion
chute. Néanmoins on constate un effet
supplémentaire de la structure gélifiée
sur la diffusion.

Modélisation moléculaire

des interactions entre composés
d'arémes et ingrédients non
volatils constitutifs du modele
d'étude

3i de nombreuses études ont montré
que les ardmes peuvent &tre retenus par
les macromolécules de I'aliment par des
interactions plus ou moins fortes, peu
d'études ont conduit 4 la détermination
précise des sites de fixation. Clest
pourquoi dans le cadre de cette action,
des méthodes spectroscopiques assocides
a des outils de modélisation moléculaire
ont €té mises en place sur un modéle
qui avait déja éré bien étudié au
prealable au sein de I'UMR-FLAVIC
[GUICHARD et LANGOURIEUX, 2000,
4 savoir une protéine laitiére bien
caractérisée, la pB-lactoglobuline.

Eappelons que le modéle d'étude choisi
(créme dessert], outre le sucre, 'amidon
et les carraghénanes, contient en grande
quantite des protéines provenant du lait.
Les interactions entre la b-lactoglobuline
et 2 composés d'ardme, la f-ionone et
la y-décalactone ont été étudiées par
spectroscopie de résonance magnétique

W Sciences N° 3
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nucléaire* [(REMN]) bidimensionnelle
[LUBKE et al., 2002]). Les spectres de
RMN ont é€té réalisés en solution
agueuse a pH 2.0 pour que la protéine
s0it dans un etat de monomere, sur la
protéine seule et sur les complexes
proteéine-ardme. La wvisualisation de la
region des groupements NH-CHa montre
les signaux dus aux couplages entre les
protons liés aux atomes N- et C- des
liaisons peptidiques (Figure 10). Les
différences de déplacements observées
sur les spectres peuvent étre attribuées
a des changements de conformation de la
proteine dus a la présence des composés

d'arome. Les résultats de modélisation
moléculaire montrent que la plupart
des acides aminés de la protéine affeciés
par l'interaction avec la y-décalactone
sont localisés dans la cavité centrale
alors que l'interaction avec la p-ionone
affecte les acides aminés situés dans un
site sur la surface extérieure de la
protéine (Figure 11). En associant des
résultats de RMN et des données de
modelisation moléculaire, nous avons
ainsi démontré 'existence de deux sites
de fixation différents des ardmes sur la
p-lactoglobuline [Tromelin et
Guichard, 2006].
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Ainsi, les protéines présentes dans le
produit interviennent probablement
aussi dans les mécanismes de rétention
des molécules d'aréme, tout comme les
polyosides ou encore la matiére grasse.

Conclusion

L'aréme fraise, retenu pour cette etude,
était constitné de quinze composés
volatils a différentes concentrations
dans la tracétine (solvant) ; ces composes
représentent les différentes classes
chimiques de l'ensemble des 360
composés que ['on peut identifier dans
un extrait de fraise. Chague composé
d’ardme peut avoir un comportement
spécifique du fait de ses proprietes
physico-chimiques et des interactions
qu'il peut développer avec certains des
ingrédients de la créme dessert (amidon,
protéines ou lipides du lait ...). Il est par
conséquent trés difficile de délivrer une
conclusion univoque pour cette eude.
Les conclusions de chaque partie de
I'étude ont été¢ regroupées dans la
représentation trés schématique
proposée Figure 12. De facon globale,
plus la créme dessert est epaisse et
solide, plus la perception de l'aréme
peut étre affaiblie. Les fluctuations
mesurées pour les différents composés
volatils et les différentes textures
montrent le role important du formula-
teur lorsqu'un changement d'aréme, de
recette ou encore une modification de
procédé interviennent au cours de la
fabrication des produits alimentaires.
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Définitions

Lo rhéologie est 'étude de o déformation et de Mécoulement de Lo matigre sous Meffer d'une contrainte appliquée. Dans la pratigue, efe permet de délerminer fes pronnénés
MECariques macrscepiques & pormr 0une Elude basée sur kg structure micro ou nonoscopigue du maténau, par exermdle lo tolle moléculaire et Marchitecture d'un polymine

en solution au encore \a distribution de taille de particules dans une suspension solide

* Le principe de g RMN est bosé sur les propridtés que certains nopoux d'olome acqurérent lorsqu'ils sont placés dans un champ magnétique mitense. s pewvent alors
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