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Introduction

Le vin est un systeme dynamique qui évolue a chaque opération de la vinification
et de I'élevage. Un des principaux facteurs qui regle I'équilibre de ce systéme est
I'oxygene. En effet, I'oxygeéne peut influencer la composition et la qualité du moft et du
vin. Ainsi, les composés phénoliques, composés majoritaires et essentiels dans les vins,
sont tres réactifs avec I'oxygene. Cette réactivité, amplifiée par la présence de métaux,
peut aussi avoir des conséquences sur les composants de 'aréme des vins, plus ou
moins selon leur nature chimique. Par conséquent, 'ensemble des modifications
induites sur la matrice du vin par l'oxygéne peuvent impacter directement sur la
perception de I'ar6me. Pour cela, I'oxygéne est un facteur clé de la réussite d'un vin.
Dans les vins blancs, 'oxygénation doit étre réalisée avec soin car elle peut également
étre a l'origine d’'une dégradation irréversible des caractéristiques organoleptiques du
vin, en particulier, au cours des opérations préfermentaires de la vinification, pendant

'élevage ou le vieillissement en bouteilles.

Les grands vins blancs secs dits « de garde » présentent cette caractéristique de
conserver, malgré d'inévitables étapes d'oxygénation, leurs nuances olfactives de vins
jeunes tout en développant des nuances spécifiques propres au cours du vieillissement.
Ces nuances aromatiques de vins jeunes dans les vins de Sauvignon blanc rappellent le
buis, le genét, le bourgeon de cassis, le pamplemousse, le fruit de la passion et dans
certains cas la fumée ou la viande rotie. L’ar6me caractéristique de ces vins est attribué
principalement a la famille chimique des thiols ou mercaptans. Les thiols volatils
existent également dans les vins blancs d’autres cépages (Scheurebe, Sémillon, Petit et
Gros Manseng, Petite Arvine, Albarifio, Parellada, Verdejo, Malvoisie et Koshu) et sont
susceptibles de participer a leur aréme (Dubourdieu & Tominaga, 2009). Ces composés
peuvent aussi contribuer a certaines nuances de I'arbme des vins rosés, rouges et
liquoreux issus de vendanges touchées par la pourriture noble. Les thiols volatils sont

des molécules extrémement odorantes avec un seuil de perception tres faible de I'ordre
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de quelques ng/L. Les thiols volatils peuvent étre divisés en deux principaux groupes, en
fonction de leur voie de formation. Le premier groupe est composé des thiols volatils
libérés a partir de leurs précurseurs inodores au cours de la fermentation alcoolique
sous l'action de la levure (Tominaga et al, 1998c; Subileau et al, 2008; Thibon et al,
2008a). Des thiols volatils tels que le 3-sulfanylhexanol ainsi que son acétate et la
4-méthyl-4sulfanyl-pentane-2-one contribuent a I'ar6me variétal des vins. Le deuxieme
groupe est composé des thiols volatils formés au cours de la fermentation alcoolique ou
du vieillissement, en particulier en fiits de chéne. Des composés tels que le
2-méthyl-3-furanthiol et le 2-furanméthanethiol peuvent contribuer a I'aréme
empyreumatique des vins (Bouchilloux et al, 1998a; Blanchard, 2000; Tominaga &

Dubourdieu, 2006).

Cependant, les thiols volatils sont des composés chimiquement tres réactifs,
facilement oxydables en présence de traces des métaux. Ces composés odorants,
possédent une fonction soufre dans leur structure chimique et ont des propriétés
nucléophiles. Ainsi, leur instabilité dans le vin peut également étre le résultat d’une
réaction d’addition avec les produits d’oxydation des composés phénoliques. Aussi, la
contribution des thiols volatils a I'ar6me distinctif et a la complexité des nuances

aromatiques de différents cépages blancs éleve le phénomene de leur instabilité dans les

vins a un véritable handicap commercial qui suscite I'intérét de la filiere.

Au cours de la derniére décennie, plusieurs études ont clairement démontré que
les teneurs en thiols volatils diminuent, en présence d’oxygéne, au cours de |'élevage et
surtout de la conservation des vins en bouteille (Blanchard et al., 2004; Brajkovich et al,,
2005; Lopes et al, 2009). Cependant, la bibliographie ne rapporte pas de travaux
approfondis concernant la nature précise des mécanismes réactionnels dans lesquels les
composés phénoliques des vins blancs sont susceptibles d’étre engagés avec les thiols de

I'arome des vins.

Le sujet de ce mémoire concerne l'approfondissement des mécanismes
réactionnels impliquant des familles diverses de thiols volatils des vins avec les
principales fractions phénoliques des raisins et des vins, en présence d’oxygene. Il s’agit
de préciser le réle joué par divers cofacteurs ayant des propriétés prooxydantes ou
antioxydantes en étudiant les cinétiques d’évolution des thiols volatils et en

caractérisant la nature des adduits. Le sujet concerne par ailleurs I'évaluation des
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conséquences directes ou indirectes de 'oxydation des polyphénols sur la composition
aromatique des vins, leur composition en thiols en particulier, ainsi qu'en d’autres
composés associés a leur évolution organoleptique au cours du vieillissement en
bouteilles. Afin de progresser dans la connaissance des étapes majeures de I'élaboration
d’'un vin blanc de qualité respectant sa typicité variétale, la derniére partie de ce
mémoire portera sur les modifications induites par I'oxydation des moits au cours du
pressurage sur la composition des vins blancs et ses conséquences potentielles vis a vis

de leurs qualités organoleptiques.
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Figure 1. Les thiols volatils du vin
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L’ar6me du vin est constitué par plusieurs centaines de composés volatils dont
les teneurs varient de plusieurs mg/L a quelques ng/L. Les seuils de perception olfactive
de ces composés sont aussi divers. En conséquence, I'impact olfactif des constituants

volatils du vin est lié a la fois a leur concentration et a leur nature.
1.1 LES THIOLS VOLATILSIr DU VIN

Les composés soufrés de type thiols autrement dénommés sulfanyl ou
mercaptans sont généralement considérés comme responsables de défauts olfactifs.
Dans les vins les défauts organoleptiques provenant de la présence de thiols sont
fortement associés, habituellement, au caractere réduit. Il est clairement établi que les
thiols impliqués dans ce type de déviations olfactives [Figure 1; composé: 2SE et
2B3MT (Maga, 1976), MT et ET (Lavigne et al, 1993; Lavigne & Dubourdieu, 1996;
Rauhut et al, 1996; Ferreira et al., 2002) se développent dans les vins au cours de la
fermentation alcoolique (Bamforth & Anness, 1981; Rapp et al., 1985; de Mora et al,
1986; Moreira et al, 2002). Pourtant, I'importance des thiols volatils dans I'ar6me de
certains fruits est bien établie. Depuis le début des années 1990, plusieurs thiols tres
odorants ont été identifiés dans nombreux vins. Ces thiols présentent des nuances,
herbacées, fruitées et empyreumatiques, évoquant le buis (4MSPOH, 4MSP, A3SH), le
genét (4MSP), I'eucalyptus, le bourgeon de cassis (4MSPOH), la rhubarbe, la feuille de
tomate (3SH), le pamplemousse (3SH), le fruit de la passion (3SH), la péche blanche, la
fleur ou le bois d’acacia. Certains vins présentent des odeurs de fumée (BMT, 2ZM3FT),
de grillé (2FMT, E2S, A3SP, E2SP, E3SP), de viande rotie (E2SP, BMT), voire méme de

truffe, aprés quelques années de vieillissement.

¥ Les composés sont cités dans le texte selon les abréviations données en Figure 1
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La premiere molécule découverte comme composant caractéristique de 'ar6me
des vins de Sauvignon blanc, est la 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one (4MSP) (Darriet,
1993; Darriet et al, 1995). Plusieurs autres thiols volatils odorants ont été ensuite
identifiés dans les vins de Sauvignon blanc: le 3-sulfanylhexyl acétate (A3SH)
(Tominaga et al, 1996); le 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-ol (4MSPOH), le
3-sulfanylhexanol (3SH), le 3-méthyl-3-sulfanylbutanol (3M3SB) (Tominaga et al,
1998a; Tominaga et al., 2000a) ; le 3-sulfanylpropanol (3SP), le 2-sulfanyléthyl acétate
(AE2S) (Lavigne et al, 1998); le 3-sulfanylpropyl acétate (A3SP) (Tominaga et al,
1998a; Tominaga et al, 2000b; Tominaga et al, 2003a) ; 1'éthyl-2-sulfanylpropionate
(E2SP), [Tl'éthyl-3-sulfanyl-propionate (E3SP) (Tominaga et al, 2003b); le
benzénemethanethiol (BMT) (Tominaga et al, 2003a; Tominaga et al, 2003b) et les
2-méthyl-3-sulfanylbutanol (2M3SB), 3-sulfanylpentanol (3SPOH) et
3-sulfanylheptanol (3SHP) dans les vins liquoreux de Sauvignon blanc issus des raisins
infectés par la pourriture noble (Sarrazin et al., 2007b). Les thiols volatils participent
également, dans une moindre mesure, a I'arome des vins des cépages Scheurebe (Guth,
1997), Sémillon, Petit et Gros Manseng (Tominaga et al.,, 2000a), Petite Arvine (Fretz et
al, 2005a; Fretz et al, 2005b), Albarifio, Malvasia, Parellada, Verdejo (Campo et al,
2005), Maccabeu (Escudero et al., 2004) et Koshu (Kobayashi et al., 2010).

Certains thiols ont également été identifiés dans les vins rouges. Il s’agit du
3-sulfanylhexanol (3SH) (Bouchilloux et al, 1998b; Culleré et al, 2004);
le 2-sulfanyléthyl acétate (AE2S), 3-sulfanylpropyl acétate (A3SP) (Bouchilloux et al,
1998a; Bouchilloux et al, 1998b) ; le 3-sulfanylhexyl acétate (A3SH) (Bouchilloux et al,
1998a; Bouchilloux et al, 1998b; Culleré et al., 2004) ; le 2-méthyl-3-sulfanylpropanol
(2M3SP) (Bouchilloux et al., 1998b; Bouchilloux et al., 2000) ; le 2-méthyl-3-furanthiol
(2M3FT) (Bouchilloux et al., 1998a; Kotseridis & Baumes, 2000), le 2-furanméthanethiol
(2FMT) (Blanchard, 1999; Marchand et al, 2000; Tominaga et al, 2000b);
I’éthyl-2-sulfanylpropionate (E2SP) (Blanchard et al, 1999); le 2-thiophenethiol
(2TPT) (Marchand et al., 2000) et la 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one (4MSP) (Culleré
et al., 2004). De nouvelles méthodes ont été mises en place de maniere a déterminer leur

impact organoleptique.
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Figure 2. Voies de libération de thiols volatils variétaux a partir de leurs précurseurs de
type S-conjugué au glutathion et S-conjugué a la cystéine
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Les thiols volatils du vin peuvent étre distingués en deux groupes selon leur voie
de formation. Le premier groupe concerne les thiols volatils variétaux présents dans le
raisin et le moiit sous la forme de précurseurs inodores de type S-conjugué a la cystéine
(S-Cys). Ils sont révélés, lors de la fermentation alcoolique, grace a l'intervention de
p-lyases de la levure Saccharomyces cerevisiae (Tominaga et al., 1998c). Les teneurs en
thiols volatils dans les vins de Sauvignon blanc sont fortement corrélées aux celles en
précurseurs cystéinylés présents dans le molt (Peyrot des Gachons et al,, 2000). Enfin,
la présence d’'un précurseur de type S-conjugué au glutathion (S-GSH) a été mise en
évidence dans le motlt de Sauvignon blanc (Peyrot des Gachons et al., 2002b) pour le
S-3-hexan-1-ol-glutathion puis récemment confirmée par des techniques de CLHP-SM
(Capone et al., 2010; Kobayashi et al, 2010; Roland et al., 2010a) et démontrée pour le
4-S-glutathionyl-4-méthylpentan-2-one (Fedrizzi et al., 2009).

Les S-conjugués du glutathion peuvent étre considérés comme pro-précurseurs
d’aréme, c'est-a-dire en amont du précurseur cystéinylé. La biotransformation en thiols
volatils du S-3-hexan-1-ol-glutathion au cours de la fermentation alcoolique, a été
également étudiée récemment (Capone et al., 2010; Kobayashi et al., 2010; Roland et al.,
2010a; Roland et al,, 2010b). Il semble que le S-conjugué au glutathion du 3SH puisse
participer a la biogenéese des thiols volatils. Les voies de biogenese des thiols volatils
dans le vin pendant la fermentation alcoolique suivent la voie proposée dans le schéma
ci-dessous (Figure 2). Cependant, les résultats sont contradictoires selon les auteurs
quant a la proportion de biotransformation du précurseur conjugué au glutathion par

rapport a celui conjugué a la cystéine.

Globalement, la contribution du précurseur glutathionylé au potentiel aromatique
des vins est réelle. Toutefois, elle apparait moindre par rapport a celle du précurseur

cystéinylé.

Le second groupe de thiols volatils se compose de molécules formées au cours de
la fermentation alcoolique en barriques ou pendant I'élevage des vins en fiit de chéne.
Ces thiols volatils contribuent a I'arbme empyreumatique (BMT) (Tominaga et al.,
2003a), torréfié (2FMT) (Blanchard et al., 2001) et au bouquet du vieillissement (E2SP,
E3SP, BMT, 2FMT, 2M3FT) des vins blancs et rouges (Bouchilloux et al, 1998b;
Tominaga et al.,, 2003b).
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Figure 3. Hypothese de formation du 2-furanméthanethiol a partir du furfural réduit en
alcool furfurylique par substitution nucléophile du groupement hydroxyle par
I’hydrogene sulfuré
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Curieusement, a part pour le 2FMT, les voies de formation de ces thiols volatils
restent inconnues et seulement des hypotheses ont pu étre formulées afin d’expliquer

leur origine dans les vins.

Concernant les esters (E2SP, E3SP), ils proviendraient d'une estérification

chimique entre l'alcool correspondant et I'acide acétique (Tominaga et al., 2003a).

Concernant le 2FMT, de nombreuses voies de formation de ce thiol, responsable
des notes de café torréfié retrouvées dans le vin, ont été envisagées a partir de la
réaction de Maillard (Shibamoto & Russell, 1976; Munch et al., 1997). Cependant, dans

les conditions du vin, seulement peu de ces voies sont possibles.

Blanchard et al. (2001) propose que la voie de formation du 2-furanméthanethiol
(2FMT), dans les vins blancs fermentés en flts soit plus en relation directe avec le
meétabolisme soufré des levures et en particulier avec la production de SH qu’avec une
réaction de Maillard. Plus précisément, il est décrit par ces mémes auteurs que le 2FMT
serait formé a partir du furfural, cédé par le bois, sous 'action du métabolisme des
levures. Dans cet esprit, la Figure 3 propose un mécanisme hypothétique de formation
du 2FMT. Il s’agit d’'une substitution nucléophile du groupement hydroxyle de 1’alcool
furfurylique (provenant de la réduction du furfural) par un groupement thiol issu du
métabolisme soufré de la levure. Cette hypothese est supportée par le fait que la
formation du composé 2ZFMT par la levure, en présence de furfural, est accrue dans les
conditions favorables a la production excédentaire d’anion SH™. La formation des
hétérocycles dans les conditions du vin semble ne pas suivre le schéma traditionnel de la

réaction de Maillard et reste donc a élucider.
1.2 LA CHIMIE DES THIOLS

Les thiols dérivent de I'H2S et sont donc des analogues soufrés des alcools. A la
différence des alcools, les liaisons SH sont relativement peu polarisées et donc ne

donnent pas lieu a la réalisation de liaison hydrogene tres efficientes.

L’électronégativité du soufre est inférieure a celle de I'oxygene, ce qui assure a la
liaison S-H un moment dipolaire permanent plus faible que celui de la liaison O-H. Il est
constaté que les thiols sont plus acides que 'eau et les alcools. En effet, leur pKa est
compris entre 9 a 12, tandis que celui des alcools varie autour de 15. Ceci s’explique par

la taille volumineuse du soufre et de ses orbitales diffuses. La polarisabilité du

10
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groupement SH est donc supérieure a celle du groupement OH. Cette propriété, souvent
utilisée en syntheése organique pour une attaque nucléophile sur 'atome du soufre,

confere une grande réactivité a ce type de composé.

1.2.1 L’OXYDABILITE DES THIOLS.

Les thiols peuvent intervenir dans des mécanismes d’oxydation, mais Il n'y a pas
d’oxydation des thiols en absence de catalyseurs. Les facteurs, influencgant leur vitesse
d’oxydation, sont la température, le pH, la composition du milieu réactionnel, le type du
catalyseur, la tension d’oxygene et la nature et la concentration de la molécule soufrée.
La vitesse d’oxydation des thiols s’accroit avec le pH, suggérant la participation des
groupements RS™. L’oxydation des thiols consiste essentiellement dans le transfert de

deux électrons et dans la production de disulfures [a] :

a 2RSH —— RSSR+2H* 4+ 2e”
[a]

Une oxydation douce induite par I'’eau oxygénée (Pascal & Tarbell, 1975) ou par
I'oxygeéne moléculaire, catalysé par des ions métalliques (le fer et le cuivre), conduit a la
formation des disulfures [b et c] (Schubert, 1933; Cavallini et al, 1969; Hofmann et al.,
1996; Mestres et al., 1997; Mestres et al., 2000; Ferreira et al., 2002) :

[b] 4 RSH + H,0, — 2RSSR + 2 H,0
Fe,C
[c]  2RSH+ 0, —— RSSR + 2 H,0
En revanche, la seule présence d’oxydants puissants comme le permanganate de

potassium ou l'acide nitrique conduisant a une oxydation énergétique permet la

formation d’acide sulfonique [d] (Vollhardt & Schore, 1995) :

[d]  RSH—% Rso,H
Récemment, un produit d’oxydation du 3SH, le 3,3’-disulfanediyldihexan-1-ol
(3SSH) a été identifié par Sarrazin et al. (2010) dans les vins blancs liquoreux issus de
raisins atteints par la pourriture noble due a Botrytis cinerea. Comme le 3SSH n’est pas
détectable dans les extraits de vins blancs secs (Sarrazin et al., 2007a), il semblerait que
la composition particuliere des vins liquoreux puisse permettre la formation de ce

composé.

D’ailleurs, de récents travaux ont démontré que la consommation d’oxygéne

dissous est beaucoup plus lente dans les vins liquoreux que dans les vins blancs secs

11
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Figure 4. Schéma hypothétique de I'oxydation radicalaire du 2-furanméthanethiol (a)
liée a la réaction de Fenton. Les produits volatils issus de sa dégradation sont le
difurfuryl (b), le bifurfuryl monosulfide (c), le difurfuryl disulfure (d) et le difurfuryl
trisulfure (e) (Blank et al., 2002)
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(Poupot, communication personnelle). En conséquence, le mécanisme de dimérisation
des thiols, et en particulier du 3SH, pourrait étre favorisé dans ce type de vin (Jocelyn,

1972).

De plus, comme les vins liquoreux présentent des teneurs en 3SH plus élevées
que les vins blancs secs, la loi d’action de masse pourrait favoriser cette réaction

chimique.

La présence d'un produit d’oxydation du 3SH dans une matrice spécifique
[pauvre en composés phénoliques (Voyatzis, 1984; Biau, 1996)] comme les vins
liquoreux de pourriture noble, ouvre des perspectives sur la recherche des mécanismes

réactionnels impliqués sur la perte d’aréme que I'on détaillera par la suite.

1.2.2 L’OXYDATION RADICALAIRE DES THIOLS PAR L INTERMEDIAIRE DE LA REACTION DE

FENTON

Les thiols sont de forts antioxydants mais ils peuvent également agir comme
prooxydants par la promotion de la réaction de Fenton, apres la réduction du fer
ferrique en fer ferreux. Une étude (Blank et al., 2002) menée sur I'oxydation radicalaire
du 2FMT par le radical hydroxyle (HO") , produit par la réaction de Fenton [e] a mis en
évidence, en solution aqueuse, des mécanismes radicalaires. Ceux-ci semblent étre

impliqués dans la dégradation du 2FMT (Figure 4) dans le café.

[e] H,0, + Fe(Il) — OH" + OH™ + Fe(Ill)

Lors de la réduction du fer ferreux en fer ferrique, le peroxyde d’hydrogeéne libére
un radical hydroxyle (HO"). La cascade de dégradation radicalaire du 2FMT débute par
une attaque du radical hydroxyle (HO’), conduisant a la production de radicaux du
2FMT (Figure 4; al, a2 et a3). Ceux-ci sont tres instables et peuvent entrer
directement dans des réactions de dimérisation pour former des disulfures (Figure 4 ;
d). La réaction de dimérisation est favorisée par rapport a la production d’autres
produits d’oxydation comme le difurfuryl, bifurfuryl monosulfide et le difurfuryl
trisulfure (Figure 4 ; b, c et e). Dans le vin, la cascade d’oxydation radicalaire des thiols

n’a pas encore été étudiée.
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1.2.3 EvoLuTioN DES PRODUITS D’OXYDATION DES THIOLS

Les disulfures formés par oxydation des thiols peuvent étre réduits en thiols
correspondants (Guth et al, 1995). Les RSSR peuvent se scinder au niveau du pont
disulfure et ainsi redonner une forme (RS™), qui peut alors se complexer avec d’autres
antioxydants présents dans le milieu. Il s’agit par exemple d'une réaction d’échange
entre les protéines possédant des groupements soufre (de type résidus de la cystéine) et

les RSSR (Adams et al.,, 2001) :

[f] PSH & PS™ + H*

[g] PS™ + RSSR & PSSR + RS™

[h] RS™ + PSSP & RSSP + PS™
[i] RS™ + H* & RSH (R:alkyle ; P : protéine)
Cette réaction d’échange est dépendante des parametres physico-chimiques du
milieu, et en particulier son potentiel réducteur. La force d’échange augmente avec la
température et le pH. En conditions cenologiques, une réaction similaire a été décrite par
Lavigne & Dubourdieu (1996) expliquant I'élimination des défauts olfactifs de réduction
des vins élevés sur lies fines. Cette remarquable propriété des lies s’explique par la
formation de ponts disulfures entre les groupements SH libres des mannoproteines
pariétales de la levure et ceux des thiols volatils. Elle se traduit par une diminution des
teneurs en méthanethiol et en éthanethiol dans les vins. Le mécanisme de rupture des
ponts disulfures en milieu réducteur peut également expliquer la re-libération du
méthanethiol et éventuellement de 1'éthanethiol dans les lies au fond des cuves, ou le

potentiel d’'oxydoréduction est plus faible qu’en haut de la cuve.

Par ailleurs, des travaux récents ont mis en évidence que le
3,3’-disulfanediyldihexan-1-ol (3SSH) est susceptible d’étre oxydé en 3-propyl-y-sultine,
stade ultime de I'oxydation du 3SH. Ce composé a été identifié dans le fruit de la passion

(Yolka et al., 2002).
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OH OH
OH OH

OH

OH OH
OH OH

HO 0
— L
+ OH
OH

Figure 5. Addition d’un thiol sur un carbocation (de Freitas, 1995)
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1.2.4 LA COMPLEXATION DES THIOLS AVEC LES METAUX

Une autre propriété des thiols qui a été beaucoup exploitée au laboratoire est leur
capacité de former des complexes stables avec les métaux comme le cuivre [j] et le

mercure (Schubert, 1933; Cavallini et al., 1969).

[l  2RSH+ Cu?* — Cu(SR), + 2 H,

Ce type de réaction a servi entre autre pour le développement de méthodes
spécifiques de dosage des thiols volatils a I'état de traces dans les vins (ng/L) (Tominaga
et al, 1998a; Tominaga & Dubourdieu, 2006; Sarrazin et al, 2007b). De plus, la
supplémentation des vins avec le cuivre, sous diverses formes de sel (sulfate de cuivre,
acétate de cuivre) a permis d’évaluer au laboratoire, par analyse sensorielle, la

participation globale des thiols volatils sur la typicité des vins de différents cépages.

Le cuivre a été utilisé, par le passé, comme traitement curatif des défauts olfactifs
de réduction imputables a des thiols volatils nauséabonds (MT, ET) (Lavigne, 1996). 1l a
aussi été démontré que certains traitements phytosanitaires de la vigne, a base de cuivre
pouvaient avoir une influence néfaste sur I'ardme variétal des vins de Sauvignon blanc
(Hatzidimitriou et al, 1996; Darriet et al., 2001a) et la composante thiol de 'aréme des

vins de Cabernet sauvignon et Merlot (Darriet et al., 2001a; Darriet et al., 2001b).

1.2.5 LS PROPRIETES NUCLEOPHILES DES THIOLS ET LEUR REACTIVITE AVEC DIFFERENTS

ELECTROPHILES

Les thiols sont des nucléophiles; leur réactivité est supérieure a celle des alcools
dans certaines conditions, grace a la plus forte polarisation des électrons du soufre. Les
thiols peuvent donc intervenir dans des réactions de substitution (SN) ou d’addition

nucléophile (AN). Ces réactions sont favorisées lorsqu’ ils sont sous la forme anionique.

Les thiols, au titre de nucléophiles, peuvent donc s’additionner soit sur des sites
électrophiles (cations) soit sur des carbones insaturés (alcenes, aldéhydes, cétones). De
Freitas, (1995) a décrit I'addition de thiols sur un carbocation, issu de la décomposition
des procyanidines en milieu acide (Figure 5). Cette réaction est basée la technique de la

thiolyse. Il s’agit d'une méthode applicable pour I'étude structurale des oligomeéres
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Vescalagine R; = H, R, = OH a b
Castalagine R;{ =OH,R, =H

Figure 6. Substitution nucléophile (Nu) des ellagitanins C-glycosidiques dans le vin

R~ + R—sH —» R R

SR"

Figure 7. Addition nucléophile de thiol sur un alcéne

0 SR"

OH SR" O
/\)J\ v RTSH — = « M
R R’ R R’ R R’

Figure 8. Addition nucléophile de thiol, réaction de Michaél

0 RS OH
@ + R—SH —> \@
0 OH

Figure 9. Addition nucléophile d’un thiol sur une quinone
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procyanidiques, en utilisant différents thiols (toluéne-a-thiol, benzene-thiol) comme
agents nucléophiles (Matthews et al., 1997; Labarbe et al, 1999). La thiolyse conduit a la

détermination du DPn, (degré de polymérisation moyen) des polymeres.

Le méme type de réaction peut expliquer la formation des flavono-ellagitanins au
cours d’élevage des vins en fiit de chéne (Quideau et al, 2005). Les flavono-ellagitanins
sont constitués d'une unité tanin hydrolysable, généralement une unité ellagitanin
C-glycosidique (vescalagine, castalagine), liée avec une unité flavan-3-ol. La vescalagine
et la castalagine peuvent subir une déshydroxylation de leur alcool benzylique pour
conduire a la formation du carbocation benzylique (Figure 6 ; a). Cet intermédiaire peut
alors subir I'attaque nucléophile des flavan-3-ols présents dans le vin, mais aussi celles
d’autres nucléophiles présents comme I’éthanol, les anthocyanes, les procyanidines ou le
glutathion pour conduire a la formation de structures de type b (Figure 6). Cette
réaction pourrait aussi expliquer la disparition du glutathion dans les vins élevés en

barriques (Lavigne et al, 2007).

L’addition nucléophile des composés possédant un groupement thiol sur un
alcene (Figure 7) (March, 1992) est favorisée par la présence d’'un carbone insaturé en
position S (carbonyl). Cette réaction est alors appelée réaction de Michaél (Figure 8). De
telles réactions, ont été mises en évidence pour l'addition de thiol sur des quinones
(Figure 9) de I'acide caftarique (Cheynier et al, 1986; Salgues, 1986), de I'acide caféique
(Cilliers & Singleton, 1990), de l'acide gallique (Quideau et al, 1995), de la catéchine
(Moridani et al., 2001) et de la (-)-épicatéchine (Tanaka et al., 2002).

La réactivité des thiols (non volatils) avec les quinones de composés phénoliques
est largement décrite dans la littérature. En cenologie, cette réactivité est utilisée dans le
cadre du développement de nouveaux antioxydants (cystéine, acide thioglycolique,
thiocresol) (Cilliers & Singleton, 1990) contre le brunissement des mofts afin d’éviter
une baisse de la qualité gustative des vins et plus précisément pour la stabilisation de la
couleur (Cheynier et al., 1989c; Cheynier et al, 1990b; Ibern-Gomez et al, 2000), la
protection des ar6mes fruités et la conservation de la typicité variétale (Ribereau-Gayon

etal, 1998, 2004).
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R, COOH
R R,
Ry
Acides benzoiques R, R; R, Rq Acides cinnamiques

Acide p-hydroxybenzoiques H H OH H Acide p-coumarique
Acide protocatéchique H OH OH H Acide caféique
Acide vanillique H OCH, OH H Acide férulique
Acide galique H OH OH OH o
Acide syringique H OCH. OH OCH Acide sinapique
Acide salicylique 3 3
Acide gentistique OH H H H

OH H H OH

Figure 10. Les acides phénols du raisin et du vin
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1.3 LES COMPOSES PHENOLIQUES DU RAISIN ET DU VIN BLANC

Les composés phénoliques sont des substances qui jouent un role trés important
en cenologie. Ces molécules proviennent de différentes parties de la grappe du raisin et
sont extraites au cours des étapes de la vinification. Leur structure varie beaucoup au
cours de I'élevage et du vieillissement du vin en fonction des conditions
physico-chimiques telles que, le pH, la température, 'oxygeéne ou encore la composition
du milieu. Les mécanismes impliqués dans ces modifications chimiques ne sont pas

encore parfaitement connus.

Les principaux composés phénoliques du raisin et du vin blanc peuvent étre

classés en deux grandes familles : les non-flavonoides et les flavonoides.

1.3.1 Les CompPoOSES NON-FLAVONOIDES

Les composés non-flavonoides regroupent les acides phénols et leurs dérivés.
Les acides phénols contiennent des acides benzoiques et des acides cinnamiques. Leur
concentration dans le vin blanc varie entre 10-20 mg/L selon le cépage et I'appellation
(Singleton & Trousdale, 1983; Goldberg et al.,, 1999; Ibern-Gomez et al., 2000; Chamkha
etal, 2003; Mozetic et al., 2006; Kallithraka et al., 2009).

Les acides benzoiques possédent un squelette carboné de type Ce-C1. Sept de ces
acides sont connus (Figure 10). Deux sont a I’état de traces dans les vins (ou les mofits) :
I'acide salicylique (acide orthohydroxybenzoique) et l'acide gentisique (acide
2’,5’-dihydroxybenzoique). Ils se différencient par la substitution de leur noyau
benzénique. Ils sont retrouvés dans le raisin majoritairement sous forme de
combinaisons glycosidiques, libérés par hydrolyse acide, et de type ester, dont ils sont

libérés par hydrolyse alcaline.

Les acides cinnamiques posseédent, quant a eux, un squelette carboné Ce-C3
(Figure 10). IIs sont retrouvés en faible quantité sous leur forme libre, mais ils sont
majoritairement estérifiés essentiellement avec l'acide tartrique (Ribéreau-Gayon,
1965); ils peuvent également étre simplement des hétérosides du glucose (Biau, 1996).
Les esters conjugués avec l'acide tartrique en particulier 'acide caftarique (ou acide

caféoyl-tartrique) sont les constituants de la pulpe de raisin les plus sensibles a
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Tableau 1. Concentration des principaux acides phénols et de leurs dérivés dans les mofits et les vins selon leur origine, le cépage et le type du

pressurage
Type
Cépage Région t-acide caftarique acide c- coutarique Références
d’échantillon
Vin 2 Chenin blanc Californie 11,5-33,5 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Vina Colombard Californie 0,7-8,9 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Vin a Sémillon Californie 1,9-12,3 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Vin 2 Variés Espagne 10,5-13,3 - (Betes-Saura et al., 1996)
Vin b Chardonnay France 9,8-18,7 - (Ibern-Gomez et al., 2000)
Vin b Chardonnay France 29-31 - (Chamkha et al,, 2003)
Vin Sauvignon Blanc N. Zélande 9,3*% - (Makhotkina & Kilmartin, 2009)
Vin Chardonnay N. Zélande 3,0-6,8* - (Makhotkina & Kilmartin, 2009)
Vin a Sauvignon Blanc N. Zélande 1,0-3,5* 1,0-1,2* (Patel et al, 2010)
Vine¢ Sauvignon Blanc N. Zélande 0,6-1,3 4,4-6,0 (Patel et al., 2010)
Mot Variés Espagne 14,8-19,5 - (Betes-Saura et al., 1996)
Mot 2 Sauvignon blanc N. Zélande 32,5-36,8 1,5-3,1 (Maggu et al,, 2007)
Mot ¢ Sauvignon blanc N. Zélande 1,4-3,8 6,8-14,5 (Maggu et al,, 2007)
Mot 2 Sauvignon blanc N. Zélande 20,4-21,6* 1,5-2,5 (Patel et al, 2010)
Mot ¢ Sauvignon blanc N. Zélande 0,9-12,6* 0,5-9,4 (Patel et al, 2010)

a vins et jus de goutte ; b vins de champagne blanc de blanc; ¢ vins et jus de presse; concentrations dans les mofits et les vins en mg/L; * concentrations en équivalant acide
caféique ; - : non déterminé
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I'oxydation et sont a l'origine du brunissement du mot blanc (Cheynier et al, 1989a;
Cheynier et al., 1989b; Cheynier et al., 1989c; Cheynier et al.,, 1990b; Fernandez-Zurbano
et al,, 1995; Fernandez-Zurbano et al., 1998).

L’acide caftarique se trouve en concentration relativement importante dans les
vins blancs (10-100 mg/L) selon le cépage et l'origine des raisins (Singleton &
Trousdale, 1983; Goldberg et al., 1999; Ibern-Gomez et al., 2000; Chamkha et al, 2003;
Kallithraka et al, 2009) (Tableau 1). L’acide caftarique représente presque 80 % du
contenu phénolique total des vins blancs. Ce composé est localisé majoritairement dans
la pulpe des raisins et il est libéré des le début du pressurage. C’est pour cette raison que
les vins et les molits de goutte sont plus riches en ce composé que les vins et les mofts

de fin de pressée (Tableau 1).

Sur le plan organoleptique, les acides phénols et leurs dérivés ne présentent ni
une saveur ou odeur particuliere. En revanche, sous l'action de certains
microorganismes, ils peuvent étre transformés en phénols volatils tels que les vinyl
phénols, conduisant ainsi a des déviations aromatiques dans les vins blancs. Ces
composés proviennent essentiellement de la dégradation de 'acide p-coumarique et de

'acide férulique (Chatonnet, 1995).

Enfin, le tyrosol ou alcool p-hydroxy-phényl-éthylique est également retrouvé
dans les vins blancs (20-30 mg/L). Il est formé pendant la fermentation alcoolique a
partir de la tyrosine (p-hydroxyphénylalanine), elle-méme synthétisée par la levure. Ce
composé, dont la concentration est relativement constante au cours du vieillissement,
participe avec les dérivés de la quercétine, I'acide caféique et 'acide p-coumarique a la

couleur des vins blancs secs (Biau, 1996).

1.3.2 Les COMPOSES FLAVONOIDES

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de la vigne, localisés dans la
partie solide du raisin comme les pépins et la pellicule. IIs sont extraits dans le cas du vin

blanc au cours du pressurage et de la macération pré-fermentaire.
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Tableau 2. Concentrations de principaux flavonols et de leurs dérivés glycosylés des jus et des vins de différents cépages et régions

Type Cépage Région Quercétine Quercétine-3-glu Kaempferol Références
d’échantillon

Vin Variés Espagne - 0,2-0,3 - (Betes-Saura et al., 1996)
Vin Chardonnay Californie nd nd nd (Vuorinen et al, 2000)
Vin Riesling Allemagne nd nd nd (Vuorinen et al, 2000)
Vina Chardonnay France - 0,05-0,1 - (Ibern-Gomez et al., 2000)
Vin Muscadinia Florida 0,4-1,5 - - (Talcott & Lee, 2002)
Vin 2 Chardonnay France 0,02-0,1 - - (Chamkha et al,, 2003)
Vin Zalema Espagne - 0,1-1,3 - (Hernanz et al., 2007)
Vin Vinho Verde Portugal 9,5% 1* - (Dopico-Garcia et al., 2007)
Vin Variés Australie tr-2,0 nd nd (Jeffery et al., 2008)
Mot Variés Espagne - 0,3-0,6 - (Betes-Saura et al., 1996)
Mot Muscadinia Florida 1,8-5 - - (Talcott & Lee, 2002)
Mot Zalema Espagne - 0,5-1,9 - (Hernanz et al., 2007)
Mot Sauvignon blanc N. Zélande - 0,07-11,5** - (Maggu et al, 2007)

ayins de champagne blanc de blanc ; concentrations dans les vins en mg/L ; *mg/k d’extrait sec ; ** eq. quercétine ; nd : non détecté ; tr : traces ; - : non déterminé

Ry
OH
HO
R, R, R,
Kaempferol H H
OH o0 Quercétine OH OH

Figure 11. Structure chimique des flavonols aglycones du raisin blanc
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Les flavonoides forment une grande famille des composés phénoliques ayant
une structure commune en C¢-C3-Cs de type phényl-2-benzopyrane (Figure 12) qui se
divisent en deux sous familles : les flavonols et les flavanols se distinguant par le degré

d’oxydation et par la substitution en position 3 et 4 du cycle pyranique C.

Figure 12. Structure générale des flavonoides

Les flavan-3-ols sont les principaux flavonoides présents dans la baie de raisins

blancs de type Vitis vinifera et donc retrouvés dans les vins blancs.

1.3.2.1 Les flavonols

Les flavonols présentent une structure a deux cycles benzéniques reliés par un
hétérocycle oxygéné, dérivant du 2-phényl chromone. Ces composés sont des pigments
jaunes qui contribuent a la coloration des baies. Ils sont présents dans les pellicules du
raisin, sous forme de glucosides en position 3 (Ribéreau-Gayon, 1964; Cheynier &

Rigaud, 1986).

La Figure 11 représente les deux principaux flavonols identifiés dans le raisin
blanc sous la forme aglycone : la kaempferol et la quercétine (Ribéreau-Gayon, 1964;
Masa & Vilanova, 2008). Ces molécules ont des propriétés bénéfiques dans le traitement
des maladies du cceur et des cancers ou encore des activités antitumorales et
chimiopréventives. En effet, la majorité des études corrélent la présence de ces
composés dans le vin avec leur capacité antioxydante. Dans le vin blanc, leur
concentration peut atteindre 1 mg/L a 3 mg/L ce qui représente jusqu'a 1,5 % du

contenu phénolique global (Tableau 2).

Selon le Tableau 2, la quercétine-3-0-glycoside est la plus répandue dans les
vins blancs. Sa concentration varie entre 0,01-1,94 mg/L selon le cépage et 'origine du

vin.
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Tableau 3. Concentrations en flavan-3-ols dans les vins, les molits et les raisins blancs issus de différents cépages et régions

Type (+)- (-)- Dimeéres
Cépage Région Références

d’échantillon Catéchine Epicatéchine (B1;B2;B3;B4)

Vin Chenin blanc Californie 9,3-90,8 28,6-47,4 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Vin Colombard Californie 31,6-123,9 3,4-80,8 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Vin Sémillon Californie 2,6-46 0,4-13,3 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Vin Variés France 3,4 6,6 - (Voyatzis, 1984)
Vin a Variés France 10,1 2,2 (Voyatzis, 1984)
Vin Variés France 9,8 5,3 0,8-1,3;nd; 0,9-2,1;0,2-0,4 (Carando et al, 1999a; Carando et al., 1999b)
Vin b Chardonnay France 0,71-2,2 0,5-1,15 - (Chamkha et al,, 2003)
Vin Chardonnay France 7,5 7 08;4,7;7,6;1,1 (Landrault et al.,, 2003)
Vin Savatiano Grece 11,8-40 10-45 - (Proestos et al., 2005)
Vin Sauvignon blanc N. Zélande 3,9 - - (Makhotkina & Kilmartin, 2009)
Vin Chardonnay N. Zélande 1,6-4,1 - - (Makhotkina & Kilmartin, 2009)
Mot Penedeés Espagne 3,6 1,19 nd; 1,3;2,4;nd (Betes-Saura et al., 1996)
Mot Concord Canada 0,15-10,8 0,21-16,4 0,2-34,7;0,1-21,5; 0,01-1,8; 0,01-1,0 (Fuleki & Ricardo da Silva, 2003)
Mot Chardonnay Canada 0,12-4,1 0,05-4,8 tr-4,0; 0,02-0,9 ; tr-0,08 ; tr-0,2 (Fuleki & Ricardo da Silva, 2003)
Pépins Riesling/Chardonnay Ontario 25-42 24-99 54-126 (Fuleki & Ricardo da Silva, 1997)
Pépins Riesling Allemagne 226* 790* - (Kammerer et al., 2004)
Pellicule Riesling Allemagne 790* 674* - (Kammerer et al., 2004)
Pellicule Chenin blanc Californie tr-66,8 tr-40,9 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Pellicule Colombard Californie 0,9-13,8 13,3-384,6 - (Singleton & Trousdale, 1983)
Pellicule Sémillon Californie 56,8-214 164-313 - (Singleton & Trousdale, 1983)

a vins blancs liquoreux issus de la pourriture noble ; » champagne blanc de blanc; concentrations dans les vins en mg/L et dans les raisins en mg/K de matiere fraiche ; *mg/K
d’extrait sec ; nd : non détecté ; - : non déterminé
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1.3.2.2 Les flavan-3-ols monoméres

Les flavan-3-ols dérivent du squelette phényl-2-benzopyrane (Figure 12). Ils
existent sous la forme des monomeres et de molécules condensées connues comme
procyanidines ou tanins condensés. Les flavan-3-ols sont caractérisés par la présence
d’'un hydroxyle sur I'hétérocycle central en position 3 (Figure 13). Le noyau A est de
type phloroglucinol (fonctions hydroxyles en 5 et 7 et éther en 8a). Le noyau B est de
type catéchol (fonctions hydroxyles en 3' et 4'). Ces composés sont souvent désignés
sous le nom générique des catéchines. Les formes naturelles monomériques des
flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones asymétriques C2 et C3 et
par leur niveau d’hydroxylation du noyau B. On distingue ainsi les (+)-catéchines et
(-)-épicatéchines qui sont dihydroxylées et les (+)-gallocatéchines et

(-)-épigallocatéchines qui sont trihydroxylées (Figure 13).

OH
OH
R R, R, Ry
L (+)-Catéchine H H OH
(-)-Epicatéchine H OH H

(+)-Gallocatéchine OH H OH
(-)-Epigallocatéchine OH OH H

Figure 13. Structure chimique des principaux monomeres des flavan-3-ols

Dans certains travaux, les auteurs quantifient globalement les flavan-3-ols
monomeres mais dans la plupart des cas, la distinction est faite entre (+)-catéchine et
(-)-épicatéchine. Les concentrations varient selon le cépage, la région et le mode
d’élaboration du vin. Pour la (+)-catéchine, la fourchette de concentration est située
entre quelques mg/L et une centaine de mg/L (Tableau 3). Dans la plupart des cas, les
teneurs en (-)-épicatéchine sont bien moins importantes que celles de la (+)-catéchine
(en moyenne 15 de mg/L). Cependant, le rapport (+)-catéchine sur (-)-épicatéchine est

tres variable selon les cépages.

Les flavan-3-ols monomériques tels que la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine
sont plus concentrés dans la pellicule que dans les pépins expliquant ainsi un contenu en
catéchine plus élevé dans les vins issus d’'une macération pelliculaire ou dans des mofits
de la fin de pressée (Singleton & Trousdale, 1983; Cheynier et al., 1989c; Fernandez-
Zurbano et al., 1999).
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Figure 14. Structure générale des proanthocyanidines du raisin

Revue bibliographique

27



Revue bibliographique

Les concentrations rapportées varient de 0 a 380 mg/K dans la pellicule et de 0 a

100 mg/K dans les pépins.

1.3.2.3 Les polymeres des flavan-3-ols

Les formes plus ou moins polymérisées de monomeéres de flavan-3-ols
constituent les tanins. Ces composés sont caractérisés par leurs unités constitutives, leur
nombre d’'unités et le type de liaison entre ces unités. Les tanins sont responsables des
nombreuses propriétés organoleptiques des vins. La principale est l'astringence qui
résulte de leur capacité a donner des combinaisons stables avec les protéines et
notamment les protéines salivaires (Haslam, 1974; Haslam, 1981; McManus et al., 1985).
Les tanins condensés également appelés proanthocyanidines sont présents

essentiellement dans la pellicule et les pépins de raisin.

Dans la pellicule, les tanins se trouvent sous forme libre dans les vacuoles mais
aussi liés aux protéines et aux polysaccharides de la paroi cellulaire et du tonoplaste
(Thorngate & Singleton, 1994; Gény et al, 2003; Gagné et al, 2006). Au niveau des
pépins, ils sont présents dans les enveloppes externes et internes situées sous la cuticule
et les cellules épidermiques. Certains auteurs estiment que seuls les tanins localisés
dans les trois ou quatre premieres couches de cellules de I'enveloppe externe sont

extractibles (Joutei et al., 1994; Thorngate & Singleton, 1994).

Les tanins condensés ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide
et a chaud par rupture de la liaison intermonomérique. Dans le raisin, deux types de
proanthocyanidines sont considérées suivant la nature de I'anthocyane libérée. D’'une
part, les procyanidines (polymeres de (+)-catéchine et de (-)-épicatéchine) liberent la
cyanidine et d’autre part, les prodelphinidines (polymeres de (+)-gallocatéchine et de

(-)-épigallocatéchine), liberent la delphinidine.

Les proanthocyanidines se distinguent par leur nombre d’unités monomériques
et le type de liaison les reliant entre elles. Le type B se caractérise par une liaison
intermonomérique qui peut étre en C4 - C8 ou en C4 - C6 et de conformation trans par
rapport a ’hydroxyle en position C3 (Figure 14). La stéréochimie du carbone C2 est
généralement de configuration (R), mais il existe quelques exceptions. Ces types de
liaisons existent aussi bien dans les dimeres (Lea et al,, 1979; Boukharta, 1988; Ricardo
da Silva et al., 1991; de Freitas et al., 1998; de Freitas & Glories, 1999; Sun et al., 1999)
que dans les trimeres (Romeyer et al., 1985; Boukharta, 1988; Ricardo da Silva et al,
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1991; Santos-Buelga et al, 1995; de Freitas & Glories, 1999; Sun et al, 1999) ou les
tétrameres (Tsai Su & Singleton, 1969). Les proanthocyanidines sont aussi présentes
sous la forme estérifiée par 'acide gallique (Boukharta, 1988; Ricardo da Silva et al,
1991; Escribano-Bailon et al., 1992; Santos-Buelga et al., 1995). Les proanthocyanidines
de type A contiennent une liaison éther supplémentaire entre le carbone C2 et les

hydroxyles en position 5 ou 7 du noyau A (Jacques et al., 1974; Vivas et al., 1996).

De part leur représentativité dans le monde végétal certains des oligomeres
possédent des noms particuliers. Ainsi le procyanidine B1 correspond au dimeére
(-)-épicatéchine-(C45—C8) (+)-catéchine, le procyanidine B2 correspond au dimere
(-)-épicatéchine (C4p—C8) (-)-épicatéchine, le procyanidine B3 correspond au dimere
(+)-catéchine (C4a—C8) (+)-catéchine, le procyanidine B4 correspond au dimere
(+)-catéchine (C4a—C8) (-)-épicatéchine, le procyanidine B5 correspond au dimere
(-)-épicatéchine (C45—C6) (-)-épicatéchine, le procyanidine B6 correspond au dimere
(+)-catéchine (C4a—C8) (+)-catéchine, le procyanidine B7 correspond au dimere
(-)-épicatéchine (C4S5—C8) (+)-catéchine et le procyanidine B8 correspond au dimere
(+)-catéchine (C4a—C8) (-)-épicatéchine. L'ensemble de ces dimeres ainsi que les
dérivés du B1 et B2 estérifiés avec de I'acide gallique ont été identifiés dans le jus et le
raisin blanc (Fuleki & Ricardo da Silva, 1997; de Freitas & Glories, 1999; Fuleki &
Ricardo da Silva, 2003).

Les dimeéres majoritaires du jus sont les procyanidines B1 et B2. Au cours de la
maturation du fruit les concentrations maximales de ces procyanidines sont atteintes
dans les premiers stades de la maturation. Les procyanidines dimeres B1, B4 et B6
représentent la majorité des procyanidines au premier stade du développement des
pépins. Par contre a maturation compléte, les dimeres B2 et B4 prédominent. Bien
qu'une diminution du taux global des procyanidines soit observée au cours de la
maturation, la concentration du dimere B2 augmente. Le dimere B1 est le plus

représenté dans la pellicule (de Freitas & Glories, 1999).

Les teneurs en proanthocyanidines sont tres faibles, de l'ordre de quelques
milligrammes (0,01-9,7 mg/L) dans le jus et les raisins blancs, en comparaison avec
dans les cépages noirs (5-250 mg/L) (Carando et al., 1999b; Fuleki & Ricardo da Silva,
2003), et varient selon le cépage et l'appellation (Tableau 3). Tres peu d’études
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Figure 15. Les o-quinones : les formes oxydées de composés phénoliques
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scientifiques sur ces composés ont été publiées dans la littérature. Il est également a

noter I'absence d’études completes sur les proanthocyanidines du vin blanc.

Le procyanidine C1, correspondant au trimere (-)-épicatéchine (C45—C8)
(-)-épicatéchine (C4f—C8) (-)-épicatéchine et le T2 (-)-épicatéchine (C45—C8)
(-)-épicatéchine (C4p—C8) (+)-catéchine, a aussi été identifié dans le jus et le raisin
blanc (Fuleki & Ricardo da Silva, 1997; Fuleki & Ricardo da Silva, 2003). Selon les mémes
auteurs, ces composés représentent seulement 6,3 % du taux des procyanidines totales

du jus et du raisin blanc.

La complexité structurale des tanins est a 'origine de la diversité gustative des
vins. L’évolution des tanins au cours du temps est fortement impliquée dans les
phénomenes d’assouplissement de la saveur d’astringence des vins rouges (Chira,
2009). Contrairement aux vins rouges, les tanins sont considérés comme néfastes dans
les vins blancs car leur présence affecte I'équilibre gustatif des vins et peut conduire a
une perte de complexité et de typicité aromatique variétale. En effet, les tanins subissent
de nombreuses transformations physico-chimiques au cours de 1I’élaboration du vin
blanc qui les rendent réactifs vis-a-vis des thiols volatils. En dehors des données
empiriques acquises sur le terrain, peu d’études portent sur I'influence des tanins et plus

généralement des composés phénoliques sur I'ardme des vins blancs.
1.4 VOIES DE FORMATION DES QUINONES DANS LE MOUT ET LE VIN

Les modifications de la composition des polyphénols impliquent a la fois, des
réactions d’oxydations enzymatiques et chimiques. Les premieres ne sont présentes
qu'aux premiers stades du processus d’élaboration des vins blancs (pressurage,
débourbage, fermentation alcoolique) tandis que les secondes débutent apres
I'inactivation des enzymes et se poursuivent tout au long du vieillissement du vin. Quelle
que soit l'origine des modifications (réaction d’oxydation enzymatique ou chimique)
elles sont basées principalement sur la réactivité des composés phénoliques en présence
d’oxygéne mais aussi sur la présence des groupes hydroxyles dans la molécule, par

rapport a la présence ou non de cofacteurs d’oxydation comme les métaux.

Les quinones sont des composés cyclohexadieéniques comportant deux fonctions
cétoniques conjuguées connues comme o-quinones. Elles correspondent a la forme

oxydée d'un diphénol avec perte de deux électrons (Figure 15).
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1.4.1 OXYDATION ENZYMATIQUE

Les majeures enzymes qui catalysent les réactions des polyphénols sont des
enzymes d’oxydation qui proviennent des raisins mais aussi de contaminations

fongiques notamment de Botrytis cinerea.

1.4.1.1 Enzymes catalysant I'oxydation des polyphénols
Les polyphénols peuvent étre oxydés par trois catégories d'enzymes: les

peroxydases, les laccases et les catéchol oxydases.

Les peroxydases (EC 1.11.1.7) sont des enzymes de type oxydase capables de
catalyser I'oxydation d'une grande variété de substrats, en réagissant avec le peroxyde
d'hydrogene. Ces enzymes typiquement réduisent un peroxyde et oxydent un donneur
d'hydrogene (Steenken & Neta, 1979). Le principal peroxyde substrat est le peroxyde
d'hydrogene. Dans le jus de raisins, sa concentration est faible et constitue le facteur
limitant la participation des peroxydases a l'oxydation des polyphénols durant le
processus de la vinification. Les donneurs d'hydrogéne qu'elles peuvent accepter sont
nombreux et incluent certains composés phénoliques du mofit des raisins comme les

flavan-3-ols.

Les laccases (EC 1.10.3.2) catalysent la réduction de 1'oxygene moléculaire en eau
par lintermédiaire de composés organiques divers (o-diphénols, polyphénols,
polyamines, lignines, etc.). Ce sont des oxydases a plusieurs sites de fixation d’atomes de
cuivre. Elles sont capables de déméthyler la lignine et les acides méthoxyphénols
(Yaropolov et al., 1994). Leur origine est essentiellement fongique (ex. Botrytis cinerea)
et elles n’existent que dans les moiits issus des vendanges attaquées par la pourriture
grise. D'ailleurs le dosage spécifique de la laccase permet d’apprécier analytiquement

I’état sanitaire des vendanges.

Le terme polyphénoloxydase (PPO) est un terme générique qui peut désigner
plusieurs types d'enzymes, notamment les peroxydases, les laccases et les catéchol
oxydases. Mais, dans le contexte de notre étude, il désignera I'enzyme qui possede les

activités catécholase.

Les catéchol oxydases (EC 1.10.3.1) ont pour substrats I'oxygene moléculaire et
un composé phénolique. L'oxygéne moléculaire est fixé en premier (Marques et al,

1995). Le mécanisme catalytique est séquentiel (Mayer & Harel, 1979). Ces enzymes
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prennent le nom de tyrosinases chez les animaux ou les champignons et de PPO chez les
végétaux. Leur principale activité est l'activité catécholase (Figure 16) : un o-diphénol
est oxydé en sa quinone et l'oxygene est réduit en eau. Cette catégorie d'enzymes est la

plus impliquée dans 1'oxydation des polyphénols lors du processus de la vinification.

OH 0
@[ o, _PPO_ EI o
OH 0

Figure 16. Réaction d’oxydation enzymatique catalysée par la polyphénoloxydase

Les polyphénoloxydases sont probablement présentes dans tous les raisins quels
que soient le cépage et 'origine. (Golan-Goldhirsh & Whitaker, 1984; Sanchez-Ferrer et
al, 1989; Zawistowski et al, 1991; Rodriguez-Lopez et al, 1994; Amiot et al, 1995;
Murata et al., 1995; Whitaker & Lee, 1995; Chazarra et al, 1996; Cantos et al, 2002;
Nunez-Delicado et al, 2005). Leur réactivité est particulierement élevée dans les raisins
riches en polyphénols. Par ailleurs, il est bien établi que les molits riches en composés
phénoliques présentent une capacité au brunissement plus élevée que les molits
pauvres en composés phénoliques. Les conséquences organoleptiques sur le vin fini ont
été bien illustrées et mettent en cause quelques pratiques cenologiques comme
I'hyperoxydation (Dubourdieu et al., 1986; Schneider, 1998; Ribereau-Gayon et al., 1998,
2004). L’activité de la PPO est considérablement liée au cépage, au stade de la

maturation du fruit et au terroir.

Le pH du milieu réactionnel influence également la spécificité des PPO de
maniere non négligeable. Ainsi, Janovitz-Klapp et al. (1989) ont démontré que les
protons agissaient comme des inhibiteurs vis-a-vis de 1'oxydation des o-diphénols par la

PPO de pomme.

L’activité enzymatique de la PPO augmente en fonction du pH et de la
température, avec un optimum a pH 6,0 et a 40°C (Yokotsuka & Singleton, 1997). Aux
conditions cenologiques, a pH proche de 4,0 dans le mofit, la PPO atteint 80 % de son
activité optimale (Yokotsuka & Singleton, 1997). La présence du dioxyde de soufre
inhibe partiellement sa réactivé sans l'arréter totalement. D’apres certains auteurs,
I'activité de cette enzyme, diminue au cours de la fermentation alcoolique et a

totalement disparu lors de son I'achevement (Kidron et al., 1978).
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Figure 17. Schéma de principe de I'oxydoréduction couplée
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1.4.1.2 Substrats de la polyphénoloxydase du raisin

Comme il a été évoqué précédemment la PPO a comme substrat 1'oxygene
moléculaire et un composé phénolique. L'affinité de la PPO du raisin pour I'oxygene est
variable suivant le co-substrat (ex : Km 02 = 18,4 mmol/L pour le catéchol) mais toujours
tres élevée (Okuda et al., 1999; Nunez-Delicado et al., 2005). Cependant, la concentration
de saturation en oxygene d'une solution en contact avec l'air a 30 °C est proche de
0,28 mmol/L : I'oxygene est donc un facteur limitant de I'oxydation enzymatique. Les Km
des substrats phénoliques donnés dans la littérature sont donc des Km apparents car ils

sont généralement obtenus avec l'air comme source d'oxygene.

Dans le moit, la PPO a pour substrats presque exclusivement les acides
cinnamiques et leurs esters de l'acide tartrique (acide caftarique et acide coutarique) ;
elle transforme I'acide caftarique en quinone (Gunata et al., 1987; Rigaud et al, 1991).
En raison de l'activité crésolasique de l'enzyme, 'acide coutarique donne la méme
quinone que l'acide caftarique. Ces réactions d’oxydation sont extrémement rapides. La
vitesse de consommation d’oxygene dans un moiit au début de son contact avec lair,
peut dépasser 2 mg/L par minute, alors que dans un vin elle est de I'ordre de 1 a 2 mg/L

par jour.

Certains polyphénols du mo(t sont des substrats secondaires de la PPO. Il s'agit
de la quercétine-3-0-glucoside (Walker, 1964; Oleszek et al., 1989), des procyanidines
B1 a B4 (Cheynier et al, 1988; Oleszek et al., 1989; Cheynier & Ricardo da Silva, 1991;

Bajaj et al, 1997) et probablement tous les autres polymeres de flavan-3-ols.

En revanche, la (+)-catéchine (Walker, 1964; Cheynier et al, 1988; Guyot et al,
1995), la (-)-épicatéchine (Walker, 1964; Cheynier et al, 1988), la (-)-épicatéchine
gallate (Cheynier et al., 1988) et I'acide caféique (Walker, 1964; Cheynier & Moutounet,
1992) sont des substrats avec une affinité relativement importante pour la PPO du

raisin.
1.4.2 ReACTIONS D’OXYDOREDUCTION COUPLEES

L'oxydoréduction couplée correspond au transfert de deux électrons d'une
o-quinone a un o-diphénol de potentiel redox inférieur (Figure 17). Une nouvelle

o-quinone est alors formée et I'o-quinone initiale est régénérée en son o-diphénol. Un
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noyau o-diphénol dans la structure du donneur d'électrons semble étre nécessaire a ce

transfert.

Pour expliquer la consommation préférentielle de certains polyphénols par
rapport a d'autres, I'hypothese d'une oxydoréduction couplée a été proposée. Cette
réaction a été mise en évidence en solution modele par réaction de la quinone d'acide
caftarique avec les catéchines [(+)-catéchine, (-)-épicatéchine, (-)-épicatéchine galate] et
avec les procyanidines (de B1 a B4) (Cheynier & Ricardo da Silva, 1991). Elle se produit
également entre la quinone d'acide caftarique et les catéchines (Cheynier et al, 1989a;
Oszmianski & Lee, 1990). Cette voie réactionnelle peut facilement étre envisagée dans le
molt. L'acide caftarique qui se trouve en concentrations relativement importantes dans
le mo(t blanc peut jouer le réle de transporteur d'électron et ainsi oxyder les o-
diphénols de potentiels redox inférieurs (comme les catéchines) en leurs o-quinones. Ce
mécanisme permet aussi la ré-oxydation de produits d'oxydation comportant un noyau
o-diphénol, méme si ceux-ci ne sont pas substrats de la PPO. Un produit d'oxydation du
jus de raisin, l'acide 2-S-glutathionylcaféoyltartrique (GRP), peut participer aux

réactions d’oxydations couplées (Cheynier & Van Hulst, 1988).

Le mécanisme d'oxydoréduction couplée a deux conséquences principales.
Premierement, certains o-diphénols du moft, qui ne sont pas ou sont de mauvais
substrats de la PPO, tout en ayant des potentiels redox plus faibles que ceux du couple :
quinone d'acide caftarique/acide caftarique (flavan-3-ols, procyanidines, anthocyanes et
flavonols), peuvent étre oxydés en leurs quinones. Deuxiemement, ce mécanisme
préserve, lors de l'oxydation, l'acide caftarique aux dépens d'autres polyphénols du
mo(t jusqu’a la consommation totale d’oxygene ou I'inactivation de la PPO (Cheynier et
al., 1988; Rigaud et al., 1991). Cette protection n'est pas totale puisque I'oxydoréduction
couplée est accompagnée d'une disparition d'un quart de la quantité initiale d'acide
caftarique, qui est probablement incorporé dans des produits d'oxydation (Singleton,

1987).
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1.4.3 OXYDATION CHIMIQUE

1.4.3.1 Les agents d’oxydation
Les mécanismes oxydatifs mis en jeu sont tres complexes, surtout dans un milieu
acide comme le vin. La lumieére, la température et certains métaux favorisent la

formation des radicaux oxygénés. L’'oxygene moléculaire, Oz, possede une structure

bi-radicale, - O 10 - (structure de Lewis du dioxygéne). Cette structure limite sa

réactivité et l'oxygene ne peut pas former des liaisons en acceptant des couples
d’électrons. Néanmoins, 'oxygéne moléculaire peut devenir un radical hydroperoxyle ou
un anion superoxyde par l'addition d’'un seul électron a l'origine de I'oxydation de
différents métaux, principalement du fer (Miller et al, 1990; Danilewicz, 2003;
Waterhouse & Laurie, 2006) (Figure 18). Le transport initial d'un électron conduit a la
formation d’ions superoxydes qui au pH du vin existent sous la forme radical
hydroperoxyle (Figure 18 ; réaction 1 et 1a). Cette étape de réaction impose la présence
d’'un métal comme le fer. Le transport du deuxiéme électron conduit a la formation d’'un
peroxyde qui est la forme générée dans le vin (Figure 18 ; réaction 2 et 2a). Via la
réaction de Fenton [e] entre le peroxyde d’hydrogene et I'ion FeZ* un agent oxydatif plus
réactif que les précédents est créé (Figure 18 ; réaction 3) (Green & Hill, 1984). 1l s’agit
du radical hydroxyle. Cette derniere réaction produit de I'eau qui est le produit final de

la réduction d’oxygene.

+e” - te - +e
0, *¢, o,. *, 0,7 _*€, 20H.
1 Superoxyde 2 Peroxyde 3 Radical

hydroxyle
Au pH du 1a +H* 2a +2H*
HO,- H,0,
Radical Peroxyde

hydroperoxyl d'hydrogene

Figure 18. Production des radicaux libres pendant la réduction d’oxygene moléculaire
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Figure 19. Oxydation chimique des composés phénoliques dans les conditions du vin
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1.4.3.2 Les processus d’oxydation chimique

La concentration relativement importante des composés phénoliques dans le vin
est a l'origine des principaux substrats d’oxydation (Singleton, 1987). Les especes
oxygénées réactives (ROS) peuvent étre réduites facilement par les polyphénols. De ce
fait, ils sont de meilleurs oxydants que I'oxygéne. Quand les polyphénols réagissent avec
les radicaux libres d’oxygene comme le radical hydroperoxyde, la vitesse de la réaction
de chaque polyphénol dépend de leur capacité a former un radical stable: la forme
semi-quinone. Elle-méme s’oxyde ensuite en quinone (Figure 19; réaction 3). Les
composés qui contiennent des fonctions 1,2,3-trihydroxyles (pyrogallol) ou des cycles
aromatiques dihydroxy (catéchol), s’oxydent facilement grace a leur radical phénoxyle
quinone. Celui-ci peut étre stabilisé par un deuxiéme atome d’oxygene. En conséquence,
les catéchines apparaissent comme étant les espéeces les plus réactives en présence des
radicaux hydroperoxyles puisqu’elles forment des semi quinones stables (Singleton,
1987) (Figure 19 ; réaction 2). Au cours de cette réaction, le radical hydroperoxyle se

réduit, par I'addition d’'un hydrogene, en peroxyde d’hydrogéne.

Parmi les catéchines, la (-)-épicatéchine est plus oxydable que la (+)-catéchine.
Pour les procyanidines dimeéres présentant une liaison interflavane C4-C8, I'oxydation
dépend de la nature de l'unité structurale supérieure. Dans le cas de liaison C4-C6,
I'unité structurale inférieure est a l'origine de l'oxydabilité. La présence de la
(+)-catéchine dans ces dimeres confere a ces molécules une plus grande oxydabilité que
la (-)-épicatéchine. Pour une méme unité de base [(-)-épicatéchine], I'oxydabilité
augmente avec le degré de polymérisation. Ainsi le trimere C1 est plus oxydable que le
dimere B2 et que le monomere (+)-catéchine certainement en raison du nombre élevé

de sites oxydables.

1.4.3.3 Le role clé des métaux
Le role des métaux comme catalyseurs ou initiateurs des réactions d’oxydation
était bien étudié. Les conclusions de ces nombreuses études effectuées dans le vin

varient selon les auteurs.

Ribéreau-Gayon, (1933) a noté un effet catalytique du cuivre et des sels du fer. En
revanche, il n’a noté aucun effet du manganese sur 1'oxydation du vin, méme si a cette
époque les moyens pour analyser les effets d’oxydation des métaux étaient limités. Berg

& Akiyoshi (1956) ont observé qu’en présence de fortes concentrations d'oxygene, le
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cuivre, le fer et leurs mélanges, accéléraient le brunissement de vin. Cacho et al. (1995)
en analysant les effets d’ajout de différents métaux (fer, cuivre et sulfate de manganese)
sur l'oxydation des composés phénoliques du vin rouge, ont constaté clairement que le
processus d'oxydation dans le vin était dépendant de la concentration de ces métaux.
Oszmianski et al. (1996) ont démontré, en solution modele, un effet catalytique des ions
de fer (Fe2*) sur l'oxydation de la catéchine quand celle-ci était en forte concentration.
De plus, Makris & Rossiter (2000) ont observé une augmentation de la dégradation
oxydative de la quercétine et de la rutine en présence des catalyseurs comme le sulfate
de cuivre et les métaux ferreux, a 97 °C et pH 8,0. Par contre, Benitez et al. (2002) n'ont
observé aucune influence d'un ajout de cuivre, de fer ou de sulfate de manganese sur le
brunissement des vins de Jerez, a des concentrations proches de celles retrouvées dans
le vin. Seule I'addition de fer a des concentrations plus élevées, c'est-a-dire en dehors de
la fourchette des concentrations retrouvées dans le vin (de 9 a 12 mg/L), corrélaient
avec 'accentuation du brunissement. Le manganese en concentration inférieure a 0,8
mg/L peut empécher l'effet oxydant du fer. Contrairement a ce phénomene
d’antagonisme du manganese, de récents travaux (Danilewicz, 2007; Danilewicz &
Wallbridge, 2010) ont montré que le cuivre a un effet synergique avec le fer sur

'oxydation de catéchol.

Dans le vin, le fer présente un niveau de concentration fluctuant entre 2 et
5 mg/L. Il joue un role clé sur les réactions d’oxydation. Le fer ferrique (Fe3*) est réduit
en fer ferreux (Fe2*) par les polyphénols pendant I'oxydation (Figure 19 ; réaction 4).
En présence d’oxygene, le fer ferreux (Fe?*) s’oxyde en fer ferrique (Fe3*) jusqu’a
I'oxydation totale des composés phénoliques (Powell & Taylor, 1982). D’apres
Oszmianski et al. (1996), I'addition du sulfate de fer ferreux augmente la vitesse

d’oxydation de la (+)-catéchine.

Evidemment, le Fe3* agit comme catalyseur de la réduction, ce qui est
défavorable, au niveau thermodynamique pour les électrons pendant le processus
d’oxydation (Miller et al., 1990). L’oxydation directe des polyphénols s’effectue par le fer
ferrique (Fe3*) et la réduction du peroxyde d’hydrogene par le fer ferreux (Fe2+), ce qui

conduit a la formation d’un radical hydroxyle (Figure 19 ; réaction 5).
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Les métaux présents méme a I'état de traces dans certains vins (Elias et al,
2009a), jouent un role déterminant sur les réactions d'oxydation des composés
phénoliques, provoquant la détérioration de I'aréme du vin (Wildenradt & Singleton,

1974; Irwin et al.,, 1991; Uchida & Ono, 1996).
1.4.3.4 Les principaux antioxydants

1.4.3.4.1 Le dioxyde de soufre
L’utilisation du dioxyde de soufre est a I'heure actuelle incontournable en
cenologie. Son utilisation dans les vins remonte vraisemblablement au XVIIIe siecle et en

dépit de ses inconvénients, aucune molécule de remplacement n’a été proposée.
Ses nombreuses propriétés en font un auxiliaire indispensable :

Grace a son pouvoir antiseptique, il inhibe le développement des micro-
organismes et son activité est plus grande sur les bactéries que sur les levures. A dose
suffisante (25 mg/L de libre), il préserve le vin du développement de microorganismes
et permet d’éviter ainsi les problemes de refermentation et de déviation aromatique

(Millet & Lonvaud, 1999).

Les propriétés antioxydantes du dioxyde de soufre font 'objet d’'une controverse.
En effet, bien que son activité antiradicalaire soit reconnue (Pontallier, 1981), certains
auteurs contestent ses propriétés antioxydantes dans les vins (Ribéreau-Gayon, 1933;
Vivas, 1997). Pendant des années, les propriétés antioxydantes de dioxyde de soufre ont
éte attribuées a sa réaction avec I'oxygene. Cependant, cette réaction, dans les conditions
du vin, semble étre inhibée. En effet, 'oxydation du dioxyde de soufre peut étre
empéchée par la présence des polyphénols (Danilewicz, 2007). Le taux d'oxydation du
sulfite dans une solution modeéle proche du vin est dépendante de la concentration et du
type de polyphénol (Danilewicz, 2007; Danilewicz & Wallbridge, 2010). Ces résultats
sont en conformité avec ’hypothese selon laquelle le sulfite ne réagit pas directement
avec |'oxygene moléculaire, mais avec le peroxyde d'hydrogene, produit d’oxydation des
composés phénoliques (Boulton et al., 1996; Waterhouse & Laurie, 2006; Danilewicz &
Wallbridge, 2010). Saucier & Waterhouse (1999) ont mis en évidence une activité

antiradicalaire synergique entre le dioxyde de soufre et la (+)-catéchine.

D’autre part, le dioxyde de soufre a une forte activité antioxydasique, car il inhibe

instantanément le fonctionnement des enzymes d’oxydation (tyrosinase et laccase). Le
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dioxyde de soufre protege ainsi les molits d’'une oxydation enzymatique, avant le départ

en fermentation.

En solution hydroalcoolique au pH du vin, le dioxyde de soufre est
principalement sous la forme nucléophile HSO3. Il peut donc se combiner a différentes
molécules possédant un site électrophile comme I’éthanal et les molécules carbonylées

(Blouin, 1966; Glories, 1984).

1.4.3.4.2 Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide (y-Glu-Cys-Gly) naturellement présent dans le
raisin sous la forme réduite ou oxydée. Le glutathion s’accumule dans la baie des raisins
a partir la véraison (Adams & Liyanage, 1993; Okuda & Yokotsuka, 1999). Sa
concentration dans le mo(t est dépendante du cépage (Cheynier et al, 1989d), de la
conduite du vignoble (Choné et al, 2006) et des conditions d’élaboration (oxydation,

pasteurisation) (Cheynier et al., 1989c; Maggu et al., 2007; Patel et al., 2010).

Le glutathion est un thiol de faible poids moléculaire et le plus abondant chez la
levure Saccharomyces cerevisiae, représentant environ 1 % de son poids sec (Penninckx
& Elskens, 1993). Le glutathion est une source endogeéne et exogene essentielle de soufre
pour Saccharomyces cerevisiae (Grant et al., 1996; Kumar et al, 2003). Cette fonction
explique la disparition du glutathion au cours des premiers jours de la fermentation
alcoolique et sa libération a la fin de la fermentation (Park et al., 2000). Par conséquent,
la concentration du glutathion dans les vins est dépendante de la souche de levure
employée (Lavigne et al., 2007). Vraisemblablement lors de I'autolyse des levures en fin

de fermentation alcoolique, il pourrait étre libéré dans le vin.

Sa concentration dans les moits diminue rapidement puisqu’il se combine tres
facilement au cours des opérations prefermentaires avec les o-quinones d’acide
caftarique pour former le GRP (Singleton et al., 1984; Singleton et al,, 1985; Cheynier et
al, 1986). Le glutathion est décrit comme un bon inhibiteur des mécanismes
enzymatiques et non enzymatiques du brunissement des jus de fruits et d’autres
aliments (Friedman, 1996). La présence du glutathion dans le mofit et le vin comme

molécule présentant un potentiel redox beaucoup plus fort que celui des thiols volatils,
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Figure 20. Production d’éthanal au cours de la cascade d’oxydation des composés
phénoliques
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peut donc jouer un role protecteur vis a vis de ceux-ci dans les vins au cours du

vieillissement (Lavigne Cruege et al., 2003; Lavigne et al., 2007).

1.4.3.5 Les produits secondaires de I’oxydation et leur impact sur I’'aréme du vin
L’oxydation chimique du vin impliquant une évolution de son aréme global, est
généralement associée a la formation des composés carbonylés (Wildenradt & Singleton,

1974; Escudero et al., 2000b; Escudero et al.,, 2002; Loscos et al., 2010).

Wildenradt & Singleton (1974) étudierent, les premiers, les mécanismes
oxydatifs conduisant a la formation de composés volatils odorants dans les vins. IIs ont
démontré que la présence des polyphénols est indispensable a la production des
aldéhydes volatils. IIs ont également mis en évidence le role catalytique des polyphénols
dans la réaction d’oxydation de I'éthanol en acétaldéhyde en présence d’oxygene
moléculaire. Dans cette série de réactions d'oxydoréduction, 'acétaldéhyde apparait
comme un produit secondaire de I'oxydation des polyphénols en présence du peroxyde
d’hydrogene, selon le schéma réactionnel présenté dans la Figure 20 (Boulton, 2003;

Danilewicz, 2003).

Des études récentes suggerent que les métaux a l'état de traces constituent
également de bons catalyseurs des principales réactions d'oxydation retrouvées dans le
vin, comme celles de 1'oxygeéne moléculaire, des polyphénols, du dioxyde de soufre et de
I'éthanol (Laurie & Waterhouse, 2006; Danilewicz, 2007; Danilewicz et al., 2008; Elias et
al,, 2008). Selon Elias et al. (2009a), les métaux sont nécessaires pour réduire le
peroxyde d'hydrogene en radical hydroxyle (HO") par la réaction de Fenton. Ce radical
est tres instable et peut réagir immédiatement avec des alcools supérieurs (Danilewicz,
2003; Laurie & Waterhouse, 2006), des acides organiques (Fulcrand et al, 1998; Es-Safi
et al, 2000; Laurie & Waterhouse, 2006; Elias et al, 2009a) mais aussi avec I’éthanol
pour produire I'acétaldéhyde (Elias & Waterhouse, 2010). Par ailleurs, des études sur la
biere ont établi un lien direct entre la production du radical hydroxyle, via I'oxydation
des composés phénoliques catalysée par les métaux, 'augmentation de l'intensité du
caractére oxydé percu a la dégustation et les teneurs en aldéhydes (nonanal, propanal,

phénylacétaldéhyde) (Irwin et al., 1991; Uchida & Ono, 1996).

Elias et al (2009b; 2009a), en exploitant la méthode RPE (Résonance
paramagnétique Electronique), ont réussi a identifier et quantifier les principaux

facteurs qui réagissent sur la formation des radicaux libres oxygénés dans les vins
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blancs et rouges. Ils en concluent que le radical 1-hydroxyéthyle (CH;CH,0’), produit
par la réaction d’oxydation de I'éthanol avec le radical hydroxyle, est le radical

majoritaire de 'oxydation du vin par intermédiaire de la réaction de Fenton.

Selon Elias & Waterhouse (2010), dans une solution modele de composition
proche du vin blanc, en conditions d’oxydation [300 ym H202, 50 um Fe(I)], la
production maximale du radical 1-hydroxyéthyle est observée en présence d'un
polyphénol modeéle, le 4-méthylcatéchole (12 mM), et en absence d’oxygene. Dans les
mémes conditions expérimentales, et pour des concentrations croissantes en dioxyde de

soufre (0 a 250 uM), aucun effet antioxydant du dioxyde de soufre n’est observé.

Par ailleurs, une corrélation entre les teneurs de la (+)-catéchine et la formation
du radical 1-hydroxyéthyle est également établie dans les vins blancs (Elias et al,
2009a). Cette corrélation précise le role prooxydant de la (+)-catéchine dans le vin.
L’addition du dioxyde de soufre a des concentrations comprises entre 40 et 80 mg/L n’a
aucun effet inhibiteur sur la formation de ce radical dans les vins blancs (Elias et al,

2009a).

Dans les vins blancs, les teneurs en acétaldéhyde atteignent selon le niveau
d’oxydation des vins blancs selon les auteurs, 20 a 439 mg/L (Flanzy, 1998; Liu & Pilone,
2000; Elias et al, 2008). Au pH du vin, I'acétaldéhyde est produit principalement au
cours de la fermentation alcoolique. Il est retrouvé majoritairement sous la forme
combinée avec le dioxyde de soufre (HSO3). Par ailleurs, la corrélation entre
I'augmentation des teneurs en acétaldéhyde et les nuances oxydatives des vins dans des
conditions du vieillissement accéléré reste a nos jours loin d’étre établie (Escudero et al.,

2002).

La forme activée de I'acétaldéhyde (le radical 1-hydroxyéthyl), produite au cours
de la cascade des réactions d’oxydation chimique des composés phénoliques dans le vin,
peut jouer un role clé sur la genese des composés volatils, marqueurs du vieillissement
prématuré des vins blancs. Pons et al. (2010) ont démontré que la réaction d’aldolisation

entre I'acétaldéhyde et I'acide a-cétobutyrique est un des mécanismes responsables de
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la production du sotolon (3-hydroxy-4,5-diméthyl-2(5H)-furanone). Le sotolon est un
hétérocycle volatil possédant une intense odeur de curry, et de noix dont la contribution
a 'arome de vieillissement défectueux des vins blancs sec est aujourd’hui clairement
établie (Escudero et al, 2000a; Lavigne Cruege et al, 2003; Silva Ferreira et al, 2003a).
Son seuil de perception dans un vin blanc sec est de 8 ug/L (Lavigne et al., 2008). Selon
Pons et al (2010), en présence de 10 mg/L d’acide a-cétobutyrique et 1 mg/L
d’acétaldéhyde, la formation du sotolon est possible dans un milieu modele conservé a

40°C, apres 30 jours d’incubation.

D’autres composés carbonylés ont, aujourd’hui, été identifiés comme de bons
marqueurs d'un vieillissement oxydatif des vins blancs secs, tels que le
phénylacétaldéhyde et le méthional. Ces composés sont connus sous le nom des
aldéhydes de Strecker. Le phénylacétaldéhyde, a I'odeur caractéristique de rose fanée,
participe également avec le méthional (Escudero et al., 2000b) a 'odeur caractéristique
du vin blanc évolué (Silva Ferreira et al, 2003b). Les seuils de perception du
phénylacétaldéhyde et du méthional dans une solution modele du vin sont
respectivement, 1 et 0,5 ug/L (Culleré et al, 2007). Les teneurs de ces aldéhydes dans
les vins blancs varient de 10 a 220 ug/L selon le degré d’oxydation (Silva Ferreira et al,

2002; Sarrazin et al., 2007a; Bueno et al., 2010; Loscos et al., 2010).

Les mécanismes de formation de ces aldéhydes via les mécanismes de Strecker a
partir des acides aminés sont largement décrits dans la littérature (Yaylayan, 2003). 1l
s’agit d’'une réaction de décarboxylation intramoléculaire des acides aminés apres leur
réaction avec des composés dicarbonylés, conduisant a la formation de composés
aldéhydiques présentant un atome de carbone de moins que I'acide aminé. Les substrats
a-dicarbonylés, tels que le glyoxal et le pyruvaldéhyde, ont été majoritairement étudiés
dans les mécanismes de Strecker. En regle générale, tous les composés dicarbonylés

constituent des substrats potentiels pour cette réaction.

En effet, les composés phénoliques lors de leur oxydation en o-quinones peuvent
étre impliqués dans les réactions de formation des composés volatils par I'intermédiaire
de la réaction de dégradation de Strecker (Figure 21) (Mathew & Parpia, 1971; Rizzi,
2006).
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1.5 MECANISMES REACTIONNELS DES THIOLS VOLATILS AVEC LES COMPOSES
PHENOLIQUES

1.5.1 DECOUVERTES EMPIRIQUES ET OBSERVATIONS SCIENTIFIQUES ACQUISES

C'est a partir des années 1990 que la nature chimique des principaux composés
responsables de I'arbme caractéristique de vins issus du cépage Sauvignon blanc a été
identifiée. La découverte de la 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one (4MSP) par Darriet et
al. (1995) a ouvert la voie a l'identification d'autres ar6mes soufrés. En méme temps,
plusieurs techniques cenologiques ont été mises en cause et optimisées pour préserver
les thiols volatils du vin. La maitrise de 'apport d’oxygéne au cours du processus de

vinification du vin blanc est devenue le facteur clé synonyme de qualité.

Dubourdieu & Lavigne (1990) ont montré que l'absence de protection des moiits
contre |'oxydation, affecte considérablement I'ardbme du Sauvignon blanc. La teneur en
4MSP des vins est d’autant plus faible que le moit a été moins bien protégé de

'oxydation.

Tominaga (1998), a observé que les vins de Sauvignon blanc issus de moiits de
presse apparaissaient a la dégustation comme moins aromatiques. Il a démontré que le
contenu en thiols volatils était moins important dans ces vins par rapport a ceux issus de

mo(t de goutte.

v’ La pauvreté aromatique paradoxale du vin de presse laisse a penser que certains
constituants du vin, relativement plus abondants dans le molit de presse que dans le motit

de goutte agissent comme « piége » a aréme.

Le molt de presse est beaucoup plus chargé en composés phénoliques que le
molit de goutte. Pendant l'extraction des raisins au cours du pressurage, il y a
dissolution des composés phénoliques de la pellicule, du pépin et des rafles en
particulier des catéchines, ainsi qu'une augmentation du pH, liée a l'extraction du
potassium des parties solides du raisin. La dissolution des composés phénoliques totaux
au cours du pressurage peut étre appréciée par mesure de l'indice des composés
phénoliques (densité a 280 nm). Tominaga (1998), a corrélé I'extraction poussée des

raisins avec I'augmentation importante de 'indice des polyphénols a 280nm.
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v’ Les composés phénoliques, abondants dans les vins de presse, sont les principaux

composants suspects impliqués dans le piégeage des thiols.

De plus, Singleton et al. (1980) et Cheynier et al. (1989c) ont démontré que les
conditions du pressurage affectent les concentrations en glutathion et modifient la
composition phénolique des vins blancs issus des cépages Chardonnay et Grenache
blanc. Le role antioxydant du glutathion contre I'oxydation des mofts est parfaitement
démontré. Sa capacité a réagir avec les quinones des composés phénoliques est bien

établie (Cheynier et al., 1993; Makhotkina & Kilmartin, 2009).

v’ L’éventuelle modification de la composition du moiit par l'oxygéne, illustre bien
que la maitrise du mécanisme d’oxydation des composés phénoliques est I'étape clé de la

vinification des vins blancs de qualité.

Tominaga (1998) a observé au cours du vieillissement en bouteille, une baisse
des composés intervenant dans I'ardome des vins de Sauvignon. Cette diminution des
teneurs en thiols volatils dans le vin est variable selon la molécule considérée. Les

teneurs en 3SH et en 4MSP diminuent plus lentement que celles en acétate (A3SH).

v’ Derriére la chimie réactionnelle des thiols volatils se cachent les facteurs qui

expliquent leur stabilité ou leur dégradation dans le vin.

Les travaux de Herbst et al. (2008) ont montré qu’au cours de la conservation du
vin de Sauvignon blanc en bouteille, le 3SH se dégrade régulierement au cours du temps.
Le contenu en acides phénols reste stable dans le vin et seules les concentrations en
(+)-catéchine et en (-)-épicatéchine diminuent significativement apres 24 mois. De plus,
il a été montré que la perméabilité de I'obturateur en oxygene (capsule a vis ou bouchon
liege naturelle) influencait la stabilité des thiols volatils. En effet les vins conservés en

bouteilles fermées avec des bouchons en liege sont moins stables.

v’ L’oxydation des catéchines semble étre le facteur clé qui influence la dégradation

du 3SH dans le vin blanc.
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De études menées dans notre laboratoire sur le vin rouge (Murat et al, 2003;
Blanchard et al, 2004) ont montré en milieu modéle que le 3-sulfanylhexan-1-ol, est
stabilisé en présence des anthocyanes. Une diminution de 'ordre de 10 % du 3SH a été
observée si la solution contenait des anthocyanes et ceci en absence d’oxygene
(Blanchard, 2000). Nous pouvons donc formuler I'hypothése que les anthocyanes
limitent les phénomeénes oxydatifs qui semblent étre a I'origine de la disparition des
thiols volatils. Sachant que I'oxydation des anthocyanes peut conduire a la formation de
malvone et de flavonol (Figure 22) (Montereau, 1969; Hrazdina, 1970; Galvin, 1993), il
est possible que ces deux molécules possédant une fonction cétone, puissent réagir par
addition nucléophile avec les thiols volatils pour former un hemi-mercaptal (Figure 22).
Il est également possible d’envisager une addition électrophile de thiols sur le carbone 2
de I'hétérocycle oxygéné. Cependant, la faible disparition de thiols en présence des
anthocyanes nous incite a penser que de telles additions nucléophiles restent limitées, et
ce malgré une forte consommation d’oxygene dissous (Blanchard, 2000; Blanchard et al.,

2004).

Blanchard et al. (2004), ont noté une diminution de la concentration en 3SH
apres aération du vin rouge. Cet effet n’est pas lié directement a la dissolution d’oxygene
mais bien a la présence d’autres composés qui, s'oxydant sous l'action de I'oxygene,
induisent une diminution de la concentration en 3SH. Cette diminution semble

commencer des la fin de la consommation totale de I'oxygene dissous par la matrice.

Afin de mieux comprendre I'impact de I'oxydation des composés phénoliques sur
le 3SH, une étude en solution modele a été menée par ces mémes auteurs. La catéchine
présente dans une solution modele du vin saturé en oxygene, est capable de provoquer
une diminution de la teneur en 3SH de l'ordre de 60 % apres une semaine d’incubation a
20°C. Cet effet est atténué en présence du dioxyde de soufre. Par conséquent, I'état
d’oxydation de la (+)-catéchine est le facteur majeur influencant la consommation en

3SH par la matrice.

v’ La réactivité des thiols volatils est dépendante de la nature chimique du composé

phénolique, et en particulier de son oxydabilité.
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1.5.2 MECANISME PROPOSE

On sait aujourd’hui que les différents thiols volatils jouant un role essentiel dans
I'arome variétal de plusieurs cépages, sont extrémement sensibles aux réactions
d’oxydation. Nous avons vu également qu’ils peuvent étre considérés comme des
nucléophiles, et de ce fait peuvent participer a des réactions d’addition avec les

quinones, produites apres I'oxydation des composés phénoliques.

Des leur libération au cours de la fermentation alcoolique et tout au long du
vieillissement du vin, les thiols volatils sont susceptibles de donner des réactions
d’addition avec les quinones présentes dans le vin. Quelle que soit la voie de production
des quinones (enzymatique ou chimique), le mécanisme résultant de la dégradation de

thiols volatils reste identique.

Cette combinaison est dépendante de la nature et de la teneur en composés
phénoliques et en particulier de leurs niveaux d’oxydation. Le mécanisme proposé en
Figure 23 présente une explication possible de la diminution de concentration de ces

composés impliqués dans les perceptions de fraicheur et de complexité des vins blancs.

Par ailleurs, la principale question que nous pouvons nous poser est: Quel est le
devenir d'un vin blanc jeune de Sauvignon blanc avec des teneurs en thiols volatils

importantes ?

Le mécanisme proposé pour répondre a cette question est présenté en Figure 23.
Il décrit, dans les conditions de vieillissement du vin, la dégradation des thiols volatils
résultant de leur réaction avec les produits d’oxydation des composés phénoliques. Au
cours du vieillissement du vin, les thiols volatils agissant comme nucléophiles peuvent
s’additionner sur les sites électrophiles des composés phénoliques oxydés (Figure 23 ;
réaction 1) mais aussi se dégrader par autoxydation en présence de forts oxydants
comme les especes activés d’oxygene et les métaux (Figure 23 ; réaction 2, 3 et 4). Dans

tous les cas, la dégradation des thiols volatils induit une perte d’aréome.

Dans ces mécanismes, des composés antioxydants, tels que le glutathion (Lavigne
Cruege et al, 2003; Lavigne et al, 2007), le dioxyde de soufre sont susceptibles de
limiter les phénomeénes réactionnels (Danilewicz, 2003; Blanchard et al, 2004;
Danilewicz, 2007; Danilewicz et al., 2008; Danilewicz & Wallbridge, 2010) et I'oxygene,

les métaux, susceptible de I'accroitre.
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2.1 ANALYSES DES COMPOSES VOLATILS

2.1.1 TECHNIQUES D’EXTRACTION

2.1.1.1 Extraction non sélective des composés odorants

Un volume de 500 mL de vin préalablement centrifugé est extrait au
dichlorométhane (2 x 20 mL). Les phases organiques sont rassemblées, centrifugées 10
minutes a 4000 rpm pour casser I'’émulsion et séparées dans une ampoule a décanter. La
phase organique est séchée au sulfate de sodium anhydre, puis concentrée sous flux

d’azote, jusqu’a un volume de 500 uL.

2.1.1.2 Extraction non-sélective des furanones et des aldéhydes
La méthode utilisée pour I'extraction du sotolon est celle décrite par Pons et al.

(2008). Cette méthode a été adaptée au dosage du phénylacétaldéhyde.

Au préalable, 100 uL d’étalon interne (octan-3-ol) en solution alcoolique (100
mg/L) et 15 g de sulfate d’ammonium [NH4(SO4)2] sont ajoutés a 100 mL du vin afin de
favoriser la volatilisation des composés. On procede a trois extractions liquide-liquide
successives par 10, 5 et 5 mL de dichlorométhane (agitation magnétique 10, 5 et 5
minutes a 750 rpm). Les phases organiques sont récupérées, assemblées, séchées sur
sulfate de sodium anhydre, puis concentrées sous flux d’azote inerte, jusqu’a un volume

de 500 uL.
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2.1.1.3 Extraction non-sélective des esters éthyliques d’acides gras, acétates d’alcools
supérieurs et des alcools en C6

La méthode utilisée pour l'extraction des esters éthyliques d’acides gras et
acétates d’alcools supérieurs est celle décrite par Pineau (2007) puis validée pour le

dosage des alcools en Cé6.

50 mL de vin, préalablement additionnés de 100 uL de solution d’octan-3-ol a
10 mg/L, utilisé comme étalon interne, sont successivement extraits par 5, 5 et 5 mL
d’'un mélange de solvants pentane/éther (1:1, v/v), pendant 5 minutes a I'aide d’'un
agitateur magnétique a 600 rpm. Les phases organiques assemblées, puis séchées sur
sulfate de sodium anhydre sont concentrées sous flux d’azote inerte jusqu’a un volume

de 250 uL.
2.1.1.4 Extraction sélective des thiols volatils

2.1.1.4.1 Méthode en grand volume
La méthode utilisée pour extraire sélectivement les thiols volatils en grand
volume est celle décrite par Tominaga et al. (1998b) et modifiée en 2000 (Tominaga et

al,, 2000b).

Un volume de 500 mL de vin ou de mo(t préalablement centrifugé et contenant
2,5 nmol d’étalon interne [1-méthoxy-3-méthyl-3-butanethiol (1,3,3MMB)] est extrait
par du dichlorométhane (2 x 100 mL). Les phases organiques sont rassemblées,
centrifugées 10 minutes a 4000 rpm pour casser I'’émulsion et séparées dans une
ampoule a décanter. Les phases organiques sont ensuite extraites avec une solution de
p-hydroxymercuribenzote de sodium (p-HMB) (1 mM) dans un tampon Trizma® base

[2-amino-2-(hydroxyméthyl)-1,3-propanediol] (0,2 M ; pH 10; 2 x 20 mL).

Les adduits p-HMB/thiols sont fixés sur résine échangeuse d’anions (Dowex 1X2 ;
50-100 mesh; 1,5 x 3 cm) préalablement réactivée par de 'acide chlorhydrique (0,1 M).
La colonne est lavée par 50 mL d'une solution tampon d’acétate de sodium (0,1 M;
pH 7). Les thiols volatils sont libérés par 60 mL d’'une solution de cystéine (pH 7;
35 mM).

L’éluat contenant les thiols volatils est additionné de 500 uL d’acétate d’éthyle
(CHROMASOLV®), puis extrait au dichlorométhane (4 puis 3 mL) pendant 10 minutes a
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900 rpm. Les deux phases organiques sont rassemblées et séchées au sulfate de sodium

anhydre, puis concentrées sous flux d’azote inerte, jusqu’a 100 uL.

2.1.1.4.2 Méthode en petit volume
La méthode utilisée pour extraire sélectivement les thiols volatils en petit volume

est celle décrite par Tominaga & Dubourdieu (2006).

7,5 mL d’'une solution d’acide p-hydroxymercuribenzoate de sodium (p-HMB)
(2 mM), préparée dans un tampon Trizma® base [2-amino-2-(hydroxyméthyl)-1,3-
propanediol] sont ajoutés a un volume de 50 mL de vin préalablement centrifugé et
contenant 1,2 nmol d’étalon interne [1-méthoxy-3-méthyl-3-butanethiol (1,3,3MMB)]
(0,1 M; pH 10). Le pH est ajusté a pH 7 avec une solution de soude (NaOH, 10N) et la
complexation des thiols volatils avec le p-HMB se réalise sous agitation magnétique a

600 rpm pendant 10 minutes.

Les adduits p-HMB/thiols sont fixés sur résine échangeuse d’anions (Dowex 1X2 ;
50-100 mesh ; 1,5 x 3 cm) réactivée a I'acide chlorhydrique (0,1 M). La colonne est lavée
par 50 mL d'une solution tampon d’acétate de sodium (0,1 M ; pH 7). Les thiols volatils

sont libérés par 60 mL d'une solution de cystéine (pH 7 ; 35 mM).

500 uL d’acétate d’éthyle (CHROMASOLV®) sont additionnés dans I'éluat ainsi
récupéré. Puis celui-ci est extrait par du dichlorométhane (4 puis 3 mL) pendant 10
minutes a 900 rpm. Les deux phases organiques sont rassemblées et séchées au sulfate

de sodium anhydre, puis concentrées sous flux d’azote inerte, jusqu’a 50 L.

2.1.2 FRACTIONNEMENT D’EXTRAITS ORGANIQUES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE

PERFORMANCE (CLHP)

2.1.2.1 Conditions chromatographiques

Le protocole utilisé est adapté de celui proposé par Ferreira et al. (1999) et
modifié par Pineau et al. (2009). Un volume de 250 pL d'un extrait organique préparé a
partir de 500 mL de vin est injecté sur un systeme analytique DIONEX Ultimate 3000
équipé d'un dégazeur, d'une pompe tertiaire (Ultimate 3000), d’'un passeur automatique
(Ultimate 3000), et d'un collecteur automatique de fractions (Ultimate 3000) piloté par

le logiciel d’acquisition « Chromeleon ».
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La colonne utilisée est une phase inverse du type C18 (Varian Polaris C18-Ether,
250 x 4,6 mm). Les solvants sont I'eau ultra-pure (MilliQ, Milipore) (solvant A) et
I’éthanol (HPLC grade, Prolabo) (solvant B). Le gradient d’élution est le suivant: de 0 a
100 % de B en 50 min. Le débit est de 1 mL/min. L’éluat est récolté par fraction de 1 mL.

50 fractions sont ainsi collectées.

2.1.2.2 Extraction des fractions

Les fractions obtenues sont diluées dans I'’eau ultra-pure (MilliQ, Milipore) pour
obtenir un titre alcoométrique volumique de 10 % a 14 % v/v. Puis, les fractions sont
extraites a deux reprises par du dichlorométhane (rapport des phases organique et
aqueuse : 1/10). Les phases organiques sont rassemblées, séchées au sulfate de sodium

anhydre, puis concentrées sous flux d’azote inerte, jusqu’a 25 uL.

2.1.3 ANALYSE DU 3,3’-DISULFANEDIYLDIHEXAN-1-OL (DISULFURE DU 3SH)

Pour I'analyse qualitative (présence ou non) du disulfure du 3SH, le protocole
utilisé est celui décrit par Sarrazin et al. (2010). 10 uL d’étalon interne (cystine, 1 ng/uL,
en solution hydrochlorydrique 1 M) sont ajoutés a 2 mL du milieu réactionnel
préalablement filtré (0,45 um). Le mélange est ensuite extrait, successivement par 2 et 1
mL de dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite assemblées, séchées au
sulfate de sodium anhydre, puis évaporées a sec sous flux d’azote inerte dans un flacon
de 1 mL. 30 uL de pyridine anhydre et 20 uL d'agents de dérivations pour silylation
(BSTFA : t-BDMCS) sont additionnés directement dans le flacon a I'aide d'une seringue.
La réaction a lieu a 70°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement, 1 uL est
directement injecté en CPG-SM (Méthode 5). La détection a été réalisée en mode de
sélection d’ions (méthode SIM). Les ions sélectionnés sont: m/z 410 pour le dérivé du

disulfure du 3SH et m/z 292 pour le dérivé de I'étalon interne.

2.1.4 MEeSURE COLORIMETRIQUE DE LA CONCENTRATION EN THIOLS

La mesure colorimétrique de la concentration en thiols permet de les quantifier
dans les solutions meres commerciales pour la réalisation des gammes étalon et leur

utilisation en solution modele (chapitre 3 et 4).

L’échantillon a doser est dilué dans une solution tampon phosphate (0,1 M, pH 8),

puis additionné d'une solution tamponnée de I'acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoique)
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(DTNB, « réactif d’Ellman ») (4 g/L), (Ellman, 1959). Ce dernier donne un anion coloré
jaune, 5-sulfanyl-nitro-2-benzoate dont on mesure 'absorbance a 412 nm. Il s’agit d'un
réactif spécifique permettant la détection des fonctions thiols (sulfanyl). La coloration

est proportionnelle au nombre de groupements thiols présents. La sensibilité de cette

méthode est de 'ordre de 104 M.

L’appareil de mesure de la densité optique a 412 nm est un spectrophotometre a
double faisceau, modele LAMBDA EZ 201 (Perkin Elmer). Les cuves, en polymere, ont un

trajet optique de 1 cm.

La concentration en thiol est alors calculée a 'aide du coefficient d’extinction
moléculaire (¢ = 13600 M-1) du chromophore libéré par la réaction de combinaison

d’'une molécule thiol au DTNB.
2.1.5 ANALYSE D’EXTRAITS PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (CPG)

2.1.5.1 Chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (CPG-0)

L’analyse sensorielle des extraits organiques de vin est réalisée a partir du
couplage de la chromatographie en phase gazeuse (Hewlett Packard 5890, Agilent
Technologies) et de I'olfactométrie (systeme ODO-1, SGE). 3 uL d’extrait organique sont
injectés en mode splitless (temps de fermeture 1 min, débit de purge 50 mL/min) a
230°C puis séparés sur une colonne polaire [BP20, SGE, 50 m x 0,25 mm de diametre
interne (d.i.) ; 0,22 um d’épaisseur de film (e.f.)] ou apolaire [BPX5, SCE, 50 m x 0,22 mm
(d.i.); 1um (e.f.)]. La température du four est programmeée comme suit : 45°C pendant 1
min, puis 3°C/min jusqu’a 230°C (BP20) ou 250°C (BPX5), avec un isotherme final de 20
min. Le gaz vecteur est 'hydrogéne U (Air Liquide, France), appliquant une pression en

téte de colonne de 20 psi.

L’analyse sensorielle est le plus souvent associée a une détection physique en
ionisation de flamme (FID) afin de vérifier si l'odeur percue en olfactométrie correspond

a un pic chromatographique.

2.1.5.2 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM)
Trois systemes CPG-SM ont été utilisés pour les analyses des différents composés
odorants. Dans un souci de clarté, les caractéristiques techniques des appareils ainsi que

les conditions d’analyses chromatographiques sont présentées sous forme de fiches.
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Appareillage Thermo Fisher Scientific: Systéeme Trace GC ultra, couplé a un
spectrometre de masse quadripolaire (DSQ II) fonctionnant en impact électronique
(énergie d’'ionisation : 70 eV, température de source : 185°C). La ligne de transfert est

maintenue a 210°C. Pilotage informatique par le logiciel d’acquisition « Xcalibur ».

Appareillage Agilent Technologies: Systeme Agilent 6890 couplé a un
spectromeétre de masse quadripolaire (MSD 5975) fonctionnant en impact électronique
(énergie d’'ionisation : 70 eV, température de source : 230°C). La ligne de transfert est
maintenue a 250°C. Pilotage informatique par le logiciel d’acquisition « MSD

Chemstation ».

Appareillage Hewlett Packard: Systeme Hewlett Packard 5890 couplé a un
spectrometre de masse quadripolaire (MSD 5973) fonctionnant en impact électronique
(énergie d’ionisation : 70 eV, température de source : 230°C). La ligne de transfert est

maintenue a 250°C. Piloté par le logiciel d’acquisition « MSD Chemstation ».

Méthode 1
Appareil : systeme Thermo Fisher Scientific
Mode d’acquisition : Full Scan dans une gamme de m/z allant de 40 a 300
Mode d’injection : splitless, température d’injecteur : 230°C,
temps de fermeture : 60 s ; débit de purge : 50 mL/min
Température initiale du four : 45°C
Colonne : BP20, SGE, 50 m x 0,25 mm (d.i.) ; 0,22 um (e.f.)
Programme de température : 45°C pendant 1 min, puis 3°C/min jusqu’a 230°C
Pression en téte de colonne : 22 psi
Gaz vecteur : hélium

Méthode 2
Appareil : systeme Agilent Technologies
Mode d’acquisition : SIM
Mode d’injection : splitless, température d’injecteur : 230°C,
temps de fermeture : 60 s, débit de purge : 50 mL/min
Température initiale du four : 40°C
Colonne : BP20, SGE, 50 m x 0,25 mm (d.i.) ; 0,22 um (e.f.)
Programme de température : 45°C pendant 10 min, puis 3°C/min jusqu’a 230°C,
isotherme final 15 min
Pression en téte de colonne : 22 psi
Gaz vecteur : hélium
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Méthode 3

Appareil : systeme Thermo Fisher Scientific

Mode d’acquisition : SIM

Mode d’injection : splitless, température d’injecteur : 180°C

temps de fermeture : 60 s, débit de purge : 50 mL/min

Température initiale du four : 45°C

Colonne : BP20, SGE, 50 m x 0,25 mm (d.i.) ; 0,22 um (e.f.)

Programme de température : 45°C pendant 1 min, puis 3°C/min jusqu’a 158°C,
puis 25°C/minute jusqu’a 230°C, isotherme final 10 min

Pression en téte de colonne : 22 psi

Gaz vecteur : hélium

Méthode 4

Appareil : systéme Agilent Technologies

Mode d’acquisition : SIM

Mode d’injection : splitless, température d’injecteur : 230°C;

temps de fermeture : 60 s, débit de purge : 50 mL/min

Température initiale du four : 45°C

Colonne : BP20, SGE, 50 m x 0,25 mm (d.i.) ; 0,22 um (e.f.)

Programme de température : 45°C pendant 1 min, puis 3°C/min jusqu’a 230°C,
isotherme final 10 min

Pression en téte de colonne : 22 psi

Gaz vecteur : hélium

Méthode 5

Appareil : systeme Hewlett Packard

Mode d’acquisition : SIM

Mode d’injection : splitless, température d’injecteur : 250°C,

temps de fermeture : 60 s ; débit de purge : 50 mL/min

Température initiale du four : 45°C

Colonne : DB-1,] & W, 60 m x 0,25 mm (d.i.), 0,25 um (e.f.)

Programme de température : 45°C pendant 1 min, puis 5°C/min jusqu’a 280°C,
isotherme final de 10 min

Pression en téte de colonne : 22 psi

Gaz vecteur : hélium
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Tableau 4. Parameétres de la courbe de calibration des composés dosés : ions utilisés pour la détection et la

quantification, coefficient de détermination (R%) et gamme de linéarité

Composés Ions utilisés pourla Ions utilisés pour la Courbe de 2 Gamme de
détection (m/z) quantification (m/z) calibration validation
3-Sulfanylhexan-1-ol 134,116 et 100 134 y =0,001x+ 0,14 0,988 3,1-2000 ng/L
Acétate de 3-sulfanylhexyl 101 et116 101 y =0,02x+ 0,34 0,987 2,8-150
4-Méthyl-4-sulfanylpentan-2-one 132,99 et 75 75 y=0,03x+ 0,04 0,976 2,5-80
Acétate de 3-sulfanyl propyl 134,43 et 74 74 y=0,01x+0,17 0,978 2,7-150-
Ethyl-2-sulfanylpropionate 134,61 et 88 134 y=0,02x+ 0,43 0,988 4,25-100
Ethyl-3-sulfanylpropionate 134,61 et 88 88 y=0,02x+ 0,67 0,989 3,1-100
3-Hydroxybutanoate d’éthyle 88et117 88 y=0,0005x+0,01 0,997 4,5-640 pug/L
Acétate d’isoamyle 55et61 55 y=0,01x+ 0,53 0,985 45,1-3200
Acétate de phényléthyle 91 et 164 164 y=0,31x+ 2,04 0,998 7,4-320
Butanoate d’éthyle 88 et 102 88 y=0,16x-0,35 0,994 10,1-320
cis-3-hexenol 41,67 et 82 67 y=0,58x+0,24 0,994 2,4-300
Heptanoate d’éthyle 88,101 et 102 88 y=0,03x+ 0,47 0,994 2,1-30
Hexanoate d’éthyle 88 et 99 88 y=0,02x+ 0,11 0,999 10-1280
Hexanol 56,39 et 69 69 y=0,81x+0,25 0,996 1,4-30
Lévulinate d’éthyle 99 et 102 102 y=0,48x+ 0,28 0,989 1-32
Méthional 104 104 y=0,10x+0,02 0,985 0,6-15
Octanoate d’éthyle 88 et 127 88 y=0,05x-1,02 0,992 10-1280
Phénylacétaldéhyde 120,91 et 65 120 y=0,08x+ 0,00 0,998 10-200
Sotolon 128 et 83 83 y=0,01x+0,01 0,974 0,5-30
trans-3-hexénol 41,55 et 67 67 y=0,96x+0,31 0,984 0,4-30
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2.1.5.3 Indices linéaires de rétention

Les indices linéaires de rétention, appelés aussi indices de Kovats, sont
déterminés a partir du temps de rétention d’'une série de n-alcanes linéaires (Kovats,
1958). Ils sont obtenus en injectant une solution d’alcanes normaux dans les mémes
conditions d’analyse que les extraits. A partir du temps de rétention de chaque composé,

on détermine son indice linéaire de rétention en appliquant la formule ci-dessous :

e e e peste)) IRl pseadend) +Cnx 100
naice ae REEENHON = TR(alc suivant) — TR(alc précedent) o

ou Cn représente le nombre d’atomes de carbone de I'alcane précédent et TR le temps de

rétention.

2.1.5.4 Dosage des composés volatils par CPG-SM

La quantification des composés odorants est effectuée par CPG-SM dans le mode
SIM (Selected Ion Monitoring) en sélectionnant des ions spécifiques de chaque molécule.
Le dosage des composés volatils d’intérét est réalisé en mesurant I'abondance de leurs
ions caractéristiques rapportée a celle des ions caractéristiques des étalons internes. Les
ions utilisés pour la détection et la quantification des différentes molécules sont

spécifiés dans le Tableau 4.

Les thiols volatils sont dosés a partir d’extraits sélectifs de moiit ou de vin (§
2.1.1.4, Méthode 2). Le 1-méthoxy-3-méthyl-3-butanethiol (1,3,3MMB) est utilisé comme

étalon interne et détecté avec les ions m/z 134 et 100 et quantifié avec I'ion m/z 134.

Le sotolon, le méthional et le phénylacétaldéhyde sont quantifiés a partir
d’extraits non sélectifs de vin (§ 2.1.1.2, Méthode 3). L’octan-3-o0l (100 mg/L) est utilisé
comme étalon interne. Il est détecté avec les ions m/z 83 et 59 et quantifié avec I'ion m/z

83.

Les esters éthyliques d’acides gras, acétates d’alcools supérieurs et les alcools en
C6 sont quantifiés a partir d’extraits non sélectifs de vin (§ 2.1.1.3, Méthode 4). L’octan-

3-ol est également utilisé comme étalon interne.

Pour chaque composé, une courbe d’étalonnage est réalisée. Un vin blanc est
supplémenté avec cinq concentrations du composé a doser. Ces échantillons sont
ensuite extraits dans les conditions décrites précédemment et analysés par CPG-SM en

mode SIM. Les rapports entre les surfaces des ions spécifiques du composé a doser et
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celles de I'étalon interne sont calculés pour les différentes concentrations. L’équation de
la droite de régression linéaire ainsi que le coefficient de détermination (R2?) sont
déterminés. L’ensemble des résultats sont présentés dans le Tableau 4. La
concentration du composé dans un échantillon donné est calculée grace a I'’équation de

la droite de régression linéaire.

2.2 ANALYSES DES COMPOSES NON-VOLATILS

2.2.1 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

2.2.1.1 Analyse du précurseur cystéinylé du 3SH

2.2.1.1.1 Purification

Le procédé de purification du P-S-Cys-3SH est basé sur le protocole décrit par
Thibon et al. (2008b). Un volume de 500 uL de moit préalablement centrifugé contenant
200 pg d’étalon interne (S-benzyl-L-cystéine) est ajusté a pH 10 et directement percolé
sur une colonne de Chelating Sépharose activée au cuivre, préalablement stabilisée par
3 mL de tampon carbonate de sodium (NazCO3, 50 mM, pH 10). La colonne est lavée par
2 mL d'une solution tampon phosphate de potassium (50 mM, pH 7). Les S-conjugués a
la cystéine sont ensuite décrochés de la colonne par percolation de 3 mL de solution
d'acide chlorhydrique (25 mM). L'éluat ainsi obtenu est évaporé a sec et repris dans
500 uL d’éthanol. La fraction soluble est a nouveau évaporée sous vide a 70°C dans un

flacon de 2 mL.

2.2.1.1.2 Procédure de dérivation

La dérivation est réalisée directement sur les extraits secs préalablement obtenus
et séchés sous flux d'azote avant d'étre capsulés. 40 uL de pyridine anhydre et 20 uL
d'agents de dérivations silylés (MTBSTFA : t-BDMCS) sont additionnés a 1'aide d'une
seringue dans le flacon. La réaction a lieu a 70°C pendant 15 minutes. Apres

refroidissement, 1 uL est directement injecté en CPG-SM pour le dosage.

2.2.1.1.3 Conditions chromatographiques
Le chromatographe est équipé d'une colonne capillaire BPX35 [SGE, 50 m x 0,25
mm (d. i.), 0,25 um (e.f.)]. L'injection se fait en mode splitless (temps de fermeture : 1

min, température de l'injecteur: 200°C). Le débit du gaz vecteur (Hélium) est de 1
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mL/min et le programme est le suivant: 50°C pendant 1 min, puis 6°C par min jusqu’a

320°C avec un isotherme final de 10 min. La détection s’effectue en mode MS/MS.

2.2.1.1.4 Dosage

Le dérivé du P-S-Cys-3SH est quantifié conformément a la méthode décrite par
Thibon et al. (2008b) et l'ion fils sélectionné est: m/z 506 = m/z 478. L’équation de la
droite de régression linéaire est: y = 2,87 x (R% = 0,997). La gamme de linéarité s’étend

de 0,01 a 200 uM.

2.2.1.2 Analyse du glutathion dans le modt et le vin
La méthode d’analyse du glutathion dans le moiit et le vin est celle décrite par

Lavigne et al. (2007).

2.2.1.2.1 Procédure de dérivation

200 uL d’échantillon de moft ou de vin sont additionnés a 10 uL d'une solution
de (25,3S5)-1,4-bis-sulfanylbutane-2,3-diol (DDT) (10 mM), et a 145 uL de tampon acide
(cyclohexylamino)-2-éthane-sulfonique (CHES) (500 uM), et enfin 50 uL de
monobromobimane (MBB) (50 mM, préparé dans l'acétonitrile). Les concentrations
finales des réactifs sont respectivement de 0,25 mM (DDT), 179 mM (CHES) et 6,2 mM
(MBB). Apres agitation du flacon, les échantillons sont incubés pendant 20 minutes a
'abri de la lumiere a température ambiante. A la fin de I'incubation les échantillons sont

immédiatement injectés sur électrophorese capillaire.

2.2.1.2.2 Séparation chromatographique

Nous avons utilisé un tampon phosphate (50 mM) dont le pH est ajusté a 7 avec
de l'acide chlorhydrique (N). La longueur totale du capillaire en silice non greffée
(Agilent) est de 120 cm, la longueur efficace est de 105 cm, le diametre interne est de 50
um. L'injection de l’échantillon, de type hydrostatique (3 s, 50 mbar) est suivie par
injection de tampon (1 s, 50 mbar) afin d’améliorer la résolution des pics
chromatographiques. Une tension de +30 kV appliquée tout au long de la séparation,
génere un courant de 47 pA. Ces conditions sont atteintes en 20 s. La séparation est
effectuée a une température constante de 21°C. Le capillaire doit étre rincé apres chaque
analyse en suivant la procédure suivante : NaOH (N/10) durant 3 minutes; eau durant 3

minutes et tampon durant 3 minutes.
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2.2.1.2.3 Dosage par électrophorése capillaire fluorescence (EC-LIF)

La solution mere de glutathion (1 g/L) est préparée dans une solution
d’HCI/EDTA. Une gamme de concentration allant de 0,5 mg/L a 20 mg/L, est préparée
dans un vin blanc sec afin d’obtenir cinq concentrations différentes. L’équation de la
droite de régression linéaire est: y = 2,8 x (RZ = 0,998). La gamme de linéarité s’étend de

0,02 a 20 mg/L.

2.2.1.3 Analyse des quinones
Les formes oxydées de la (+)-catéchine et de I'acide caftarique dans le moiit sont

identifiées et quantifiées apres sulfonation selon la méthode décrite par Cheynier et al.

(1989b).

5 mL d’échantillon de moit sont supplémentés avec 12,5 mg de cristaux de I'acide
benzeéne sulfonique. Apres agitation pendant 15 sec, les sulfones sont stabilisées avec
I'addition du dioxyde de soufre (0,2 %). Apreés filtration a 0,45 ym, 20 uL d’échantillon
sont injectés en CLHP-ESI-SM (Méthode 15).

Le dosage des sulfones est effectué en CLHP-ESI-SM en mode SIM, en
sélectionnant I'ion m/z = 429 pour le sulfone de la (+)-catéchine, et le m/z = 451 pour le
sulfone de I'acide caftarique. Les concentrations des sulfones de la (+)-catéchine et de

I'acide caftarique ont été exprimés en équivalent (+)-catéchine.
2.2.2 APPAREILLAGES UTILISES

2.2.2.1 Chromatographie liquide haute performance (CLHP)
De nombreux systemes CLHP ont été utilisés, donc pour souci de clarté, les
caractéristiques techniques des différents appareils ainsi que les conditions d’analyses

et les gradients utilisés sont présentés sous forme de fiche technique.

Appareillage pour la CLHP analytique : Le systeme Thermo-Finnigan est équipé
d’'un dégazeur, de pompes (P400), d’'un passeur (AS3000), d'un détecteur barrette de
diode UV (UV 6000LP). Il est piloteé par le logiciel d’acquisition « Chrom-Quest 4.2 ».

Appareillage pour la CLHP semi-préparative : Le systeme Hewlett Packard 1090
est équipé de pompes (79835 AX) et d'un détecteur UV (HP 1050). Il est piloté par le

logiciel « Chem station ».
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Appareillage pour la CLHP couplée a un détecteur de masse (CLHP-ESI-SM) : La
partie CLHP est un systeme Thermo-Finnigan équipé d'un dégazeur, de pompes
(Surveyor), d’'un passeur automatique (Surveyor). Il est couplé a un spectrometre de
masse du type piege ionique (LCQ deca XP MAX) équipé d'une source d’ionisation
électrospray (ESI). Ces deux systemes sont pilotés par le logiciel d’acquisition

« Xcalibur ».

Le paramétrage du détecteur de masse est le suivant :

Détection : mode négatif

Débit dans la source : 100 yL/min
Température de source : 250°C
Débit d’azote de séchage : 3 L/h
Tension dans le capillaire: -9V
Tension de spray : 5 kV

Les analyses en CLHP-SM ont été effectuées au laboratoire de Chimie Appliquée de la

Faculté d’'Enologie de I'Université de Bordeaux 2.

Méthode 6

Appareillage : CLHP analytique
Débit : 1 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18 (5 um - 4,0 x 250 mm) protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 10 uL
Détection : 280 nm et 320 nm
Solvant: (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3231 % de B en 5 min
de 31 238 % de Ben 20 min
de 38248 % de Ben 15 min
de 482100 % de B en 13 min
100 % de B pendant 5 min
de 100 a 3 % de B en 5 min

Méthode 7

Appareillage : CLHP-ESI-SM
Débit : 1 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18 (5 um - 4,0 x 250 mm), protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 10 uL
Détection : SIM ou Full SCAN
Solvant: (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3231 % de B en 5 min
de 31 238 % de Ben 20 min
de 38248 % de Ben 15 min
de 482100 % de B en 13 min
100 % de B pendant 5 min
de 100 a 3 % de B en 5 min
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Méthode 8

Appareillage : CLHP semi-préparative
Débit : 4 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18, Macherey-Nagel, protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 250 uL
Détection : 280 nm
Solvant: (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 33432 % de B en 1 min
de 32237 % de Ben 2 min
de 37 245 % de B en 20 min
de 45250 % de B en 2 min
de 502100 % de B en 13 min
100 % de B pendant 5 min
de 100 a 3 % de B en 5 min

Méthode 9

Appareillage : CLHP analytique
Débit : 1 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18 (5 um - 4,0 x 250 mm) protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 10 uL
Détection : 280 nm
Solvant : (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3435 % de B en 5 min
de 35245 % de B en 20 min
de 452370 % de B en 25 min
de 702100 % de B en 5 min
a 100 % de B pendant 5 min
de 100 a3 % de Ben 5 min

Méthode 10

Appareillage : CLHP-ESI-SM
Débit : 1 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18 (5 um - 4,0 x 250 mm), protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 10 uL
Détection : SIM ou Full SCAN
Solvant : (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3a 35 % de B en 5 min
de 352345 % de B en 20 min
de 452370 % de B en 25 min
de 702100 % de B en 5 min
a 100 % de B pendant 5 min
de 100 a3 % de Ben 5 min

67



Matériels et méthodes

Méthode 11

Appareillage : CLHP semi-préparative
Débit : 4 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18, Macherey-Nagel, protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 250 uL
Détection : 280 nm
Solvant: (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3438 % de B en 5 min
de 38250 % de B en 15 min
de 50 a 65 % de B en 15 min
de 652100 % de B en 5 min
2100 % de B pendant 5 min
de 100 a 3 % de B en 5 min

Méthode 12

Appareillage : CLHP semi-préparative
Débit : 4 mL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18, Macherey-Nagel, protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 250 uL
Détection : 280 nm
Solvant : (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3241 % de B en 4 min
de 41245 %deBen 11 min
de 452100 % de B en 3 min
a 100 % de B pendant 5 min
de 100 a 3 % de B en 5 min

Méthode 13

Appareillage : CLHP analytique
Débit : 1 mL/min
Colonne : Ultrasphére ODS (5 um - 4,6 x 250 mm) (Beckman Coulter), protégée
par une pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 20 uL
Détection : 254 nm et 320 nm
Solvant : (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3220 % de B en 30 min

de 20 230 % de B en 20 min

de 30 250 % de B en 10 min

de 502100 % de B en 2 min

100 % de B pendant 5 min

de 100 a3 % de Ben 5 min
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Méthode 14

Appareillage : CLHP analytique
Débit : 1 mL/min
Colonne : Ultrasphére ODS (5 um - 4,6 x 250 mm) (Beckman Coulter),
protégée par une pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 20 uL
Détection : 320 nm
Solvant : (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient : isocratique 0 % de B pendant 5 min
de32a10 % de B en 5 min
de 10 220 % de B enl5 min
a 20 % de B pendant 3 minutes
de 20 240 % de Ben 12 min
de 40 2 100 % de B en 3 min
de 10023 % de Ben 5 min

Méthode 15

Appareillage : CLHP-ESI-SM
Débit: 700 uL/min
Colonne : Nucleosil 100-5 C18 (5 um - 4,0 x 250 mm), protégée par une
pré-colonne de la méme phase
Volume d’injection : 10 uL
Détection : SIM
Solvant: (A) Eau + 0,4 % acide formique ; (B) méthanol + 0,4 % acide formique
Gradient: de 3231 % de B en 5 min
31240 deBen9 min
402100 de B en 1 min
100 % de B pendant 5 min
de 10023 % deBen 5 min

69



Matériels et méthodes

Tableau 5. Parametres des courbes de calibration des composés dosés : mode de détection, coefficient de

détermination (R2) et gamme de linéarité

Mode de

Courbe de

Gamme de

Composes détection calibration i validation Unite
(+)-Catéchine UV 280 nm y=42162x+5414 0,998 091-100 mg/L
(+)-Catéchine SIMm/z289 y=532112x-2E+06 0,996 1,25-100 mg/L
(-)-Epicatéchine UV 280 nm y=38162x+1674 0,999 1,32-100 mg/L

Acide caftarique UV 320 nm y=38162x+1674 0,999  2,42-200 mg/L
2-S-Glutathionylcaféoyltartrique (GRP) UV 320 nm y=532112x-2E+06 0,996 0,14-200 mg/Leq.Caté
Acide caféique SIM m/z =179 y=532112x-2E+06 0,996 1,25-100 mg/Leq.Caté
Quercétine SIM m/z =301 y=532112x-2E+06 0,996 1,25-100 mg/L eq. Caté
6’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1a) UV 280 nm y=5E+06x-568,5 0,999 0,01-11 mM
6’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1b) UV 280 nm y=9E+06x-1184 0,999 0,02-11 mM
5’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C2) UV 280 nm y=1E+07x-22052 0,998 0,01-11 mM
57,6"-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C3) UV 280 nm y=1E+07x-22052 0,998 0,01-11 mM eq.C2
2’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E1a) UV 280 nm y=1E+07x-12709 0,999 0,02-11 mM

2’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E1b) UV 280 nm y=1E+06x-3455,2 0,998 0,01-11 mM
5’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E2) UV 280 nm y=1E+07x+34579 0,993 0,01-11 mM
2’,5"-(7 -sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E3) UV 280 nm y=1E+07x+34579 0,998 0,01-11 mM eq.E2

2’-(3”"-sulfanylhexanol)-(-)-caftarique acide (Caf2) UV 320 nm y=1E+07x+2532 0,997 0,02-22 mM
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2.2.2.2 Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN 1D (1H, 13C) et 2D (COSY 1H-'H, HMQC et HMBC) ont été
enregistrés sur des appareils BRUKER Avance 700 et 400. Pour chaque composé, le
solvant est précisé lors de la description des spectres (acétone-ds ou méthanol-ds). Les
déplacements chimiques sont exprimés en § (ppm) relatif au solvant utilisé comme
référence interne (acétone-ds: 6 2,09 ppm pour la RMN 1H et 6 29,8 ppm pour la RMN
13C; méthanol-ds: 6 3,31 ppm pour la RMN 1H et § 49,00 ppm pour la RMN 13C). Les
constantes de couplage (/) sont exprimées en Hz. Les abréviations suivantes sont
utilisées pour décrire la multiplicité des signaux: s (singulet), d (doublet), dd (doublet
dédoublé), t (triplet), q (quadruplet), m (massif complexe, multiplet). Les analyses ont

été effectuées a I'Institut Européen de Chimie et Biologie de I'Université de Bordeaux 1.

2.2.2.3 Electrophorese capillaire (EC-LIF)

Les analyses en électrophoreése capillaire sont réalisées sur un systeme
d’électrophorese capillaire HP3D (Hewlett Packard) couplée a une détection par
fluorescence induite par laser Zetalif (Picometrics, Toulouse-Ramonville, France) avec

Aex =410 nm, 15 mW.

2.2.2.4 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en
tandem (CPG-SM?)

Les expérimentations par CPG-SM2 sont réalisées sur un chromatographe en
phase gazeuse de type Trace GC (Thermo Electron Corporation, Milan, Italie) couplé a un
spectrometre de masse équipé d'un piege ionique de type PolarisQ (Thermo Electron

Corporation, Milan, Italie).
2.2.3 DOSAGE DES COMPOSES NON VOLATILS

2.2.3.1 Par étalonnage externe

En fonction des besoins de différentes expérimentations, le dosage de la
(+)-catéchine, (-)-épicatéchine, et acide caftarique sont effectués par CLHP-UV/SM. Le
dosage de ces composés est réalisé par étalonnage externe. Les gammes d'étalonnage
ont été établies en utilisant les standards commerciaux. Les équations de la droite de
régression linéaire, le coefficient de détermination (R?) et la gamme de linéarité pour

chaque composé selon le mode de détection sont présentés dans le Tableau 5.
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2.2.3.2 Dosage des adduits par étalonnage interne

Pour le suivi cinétique de la formation des différents types d’adduits, leur dosage
est effectué par étalonnage interne. Dans ce cas, I'acide chlorogénique (20 mg/L) est
utilisé comme étalon interne. Le dosage des composés d’intérét est réalisé en mesurant
I'aire de leurs pics caractéristiques rapportée a celles des étalons internes. Pour le suivi
cinétique de la formation des différents adduits, leur dosage est effectué en détection
UV. Les longueurs d’onde de quantification pour chaque adduit sont spécifiées dans le
Tableau 5. Pour chaque composé, une courbe d’étalonnage est réalisée. L’équation de la
droite de régression linéaire ainsi que le coefficient de détermination sont calculés. La
concentration du composé est calculée grace a I'’équation de la droite de régression

linéaire.
2.3 SYNTHESE ET CARACTERISATION DES DIFFERENTS COMPOSES

2.3.1 EXTRACTION DE LA POLYPHENOLOXYDASE

La méthode d’extraction de la PPO utilisée est celle décrite par Singleton et al

(1985) et modifiée par Cheynier & Ricardo da Silva (1991).

L’extraction de la PPO est réalisée a partir de raisins de Merlot (Millésime 2008)
congelés a -20°C. 400 g de baies congelées sont mixés dans 200 mL d'une solution
tampon phosphate (pH 5) contenant 10 mg/L d’acide ascorbique. L’homogénéisation se
fait a l'aide d'un homogénéiseur de type mécanique (Warning Blendor). Le produit
obtenu est filtré grossierement puis centrifugé (4000 rpm) pendant 15 min. Le culot
récupéré, contenant I'enzyme, est lavé quatre fois successives avec une solution
d’acétone/eau (80: 20, v/v) et séché sous azote inerte. La température tout au long du
processus d’extraction est maintenue au dessous de 4°C. L’extrait sec (6,58 g) est stocké

au congélateur a -20°C.

2.3.2 SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA (+)-CATECHINE

Les adduits entre le 3SH et la (+)-catéchine sont synthétisés par addition de
Michaél, en présence d’un extrait brut de PPO a 10 g/L en milieu aqueux acidifié avec 5
g/L d’acide tartrique. Le pH de la solution est ensuite ajusté a 3,5 par addition de soude
(5M). La (+)-catéchine (500 mg) et le 3SH (10 ug) préalablement solubilisés dans une

solution éthanolique sont ensuite incorporés dans le milieu modeéle. Le milieu
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réactionnel est maintenu a température ambiante, sous agitation. L’évolution de la
réaction est suivie par CLHP-UV-SM (Méthode 7). Lorsque la réaction est finie (environ
24 h), le mélange réactionnel est lavé trois fois (v/v) au chloroforme pour éliminer
I'exces de 3SH. La phase aqueuse, préalablement filtrée sur du papier Whatman 1, est
évaporée sous pression réduite. Le résidu brut ainsi obtenu est resolubilisé dans I'eau,
puis congelé a -20°C avant lyophilisation pour conduire a 10,25 g d'une poudre blanche.
La séparation des produits de la réaction, d'un échantillon de 2,7 g d’extrait brut, est
réalisée par CLHP semi-préparative (Méthode 8). Apres évaporation et lyophilisation
nous avons obtenu 33,7 mg de 6°-(7 -sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1a), 32,8 mg du
6’-(7 -sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1b) et 109,6 mg du 5’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-

catéchine (C2), ce qui représente un rendement de 17 %, de 16,5 % et de 55,5 %.

Spectre RMN de 'adduit 6’-(7 -sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1a)

1H RMN (400 MHz, MeOH-dJ): & ppm 0,81 (t, ] = 7,19 Hz, 3H, H-12"), 1,32 (m, 1H,
H-117, 1,53 (m, 1H, H-10a"), 1,69 (m, 1H, H-8a"), 1,75 (m, 1H, H-10p"), 1,88 (m, 1H, H-
83", 2,57 (dd, J = 16,05, 8,26 Hz, 1H, H-401), 2,86 (dd, ] = 16,05, 5,38 Hz, 1H, H-4p), 3,32
(m, 1H, H-7"), 3,73 (m, 1H, H-9a"), 3,82 (m, 1H, H-9p"), 4,08 (s, 1H, H-3), 5,50 (d, ] = 7,65
Hz, 1H, H-2), 5,82 (d, ] = 2,24 Hz, 1H, H-8), 5,94 (d, ] = 2,24 Hz, 1H, H-6), 6,86 (br, 2H, H-
2’,H-5"). 13C NMR (100 MHz, MeOH-d4): 14,3 [C-127], 20,5 [C-117], 28,8 [C-4], 37,4 [C-8],
38,5 [C-10], 47,5 [C-7], 60,7 [C-97], 68,5 [C-3], 80,4 [C-2], 95,4 [C-8], 96,2 [C-6], 100,9
[C-4a], 117,0 [C-57, 119,5 [C-2], 121,4 [C-6], 135,3 [C-17], 145,9 [C-4], 147,5 [C-37],
157,2 [C-8a], 157,6 [C-5], 157,6 [C-7].

Spectre RMN de 'adduit 6’-(7 -sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1b)

1H RMN (400 MHz, acétone-ds): d ppm 0,85 (t,/ = 7,13 Hz, 3H, H-12"), 1,45 (m, 1H,
H-11%), 1,53 (m, 1H, H-10a"), 1,65 (m, 1H, H-10("), 1,73 (m, 1H, H-8"), 2,55 (dd, ] = 16,02,
8,92 Hz, 1H, H-4a), 2,93 (dd, J = 16,02, 5,51 Hz, 1H, H-4[3), 3,36 (m, 1H, H-7"), 3,61 (m,
2H, H-9%), 4,16 (m, 1H, H-3), 5,42 (d, ] = 8,23 Hz, 1H, H-2), 5,80 (d, ] = 2,22 Hz, 1H, H-8),
6,01 (d, J = 2,22 Hz, 1H, H-6), 6,89 (br, 2H, H-2°, H-5"). 13C NMR (100 MHz, acetone-ds):
14,1 [C-127], 20,3 [C-117], 29,2 [C-4], 37,1 [C-10], 37,4 [C-8"], 47,2 [C-7°], 59,8 [C-97],
67,3 [C-3], 79,8 [C-2], 94,9 [C-8], 95,9 [C-6], 100,3 [C-4a], 116,6 [C-57], 119,5 [C-27], 120,8
[C-67],134,6 [C-17], 145,2 [C-47], 147,1 [C-37], 156,8 [C-8a], 157,0 [C-5], 157,4 [C-7].
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Spectres RMN des adduits 5°-(7 -sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C2)

-Diastéréoisomere 1

1H RMN (400 MHz, MeOH-d4): & ppm 0,88 (t, ] = 7,10 Hz, 3H, H-12"), 1,50 (m, 4H,
H-10", H-11"), 1,70 (m, 1H, H-8a"), 1,77 (m, 1H, H-8p"), 2,52(dd, ] = 16,62, 7,86 Hz, 1H, H-
4a), 2,80 (dd, ] = 17,20, 5,28 Hz, 1H, H-4B), 3,18 (m, 1H, H-7"), 3,69 (m, 1H, H-9a"), 3,75
(m, 1H, H-9B"), 3,98 (s, 1H, H-3), 4,60 (d, ] = 5,02 Hz, 1H, H-2), 5,89 (d, ] = 2,19 Hz, 1H, H-
8), 5,94 (d, ] = 2,19 Hz, 1H, H-6), 6,81 (d, ] = 1,67 Hz, 1H, H-2"), 6,91 (d, ] = 1,67 Hz, 1H, H-
67). 13C NMR (100 MHz, MeOH-d4): 14,3 [C-127], 20,8 [C-117], 28,1 [C-4], 38,2 [C-107],
38,4 [C-87], 46,6 [C-7"], 60,7 [C-97], 68,7 [C-3], 82,2 [C-2], 95,5 [C-8], 96,3 [C-6], 100,7 [C-
4a], 114,9 [C-27],120,5 [C-57, 125,8 [C-67], 132,0 [C-1], 146,2 [C-47], 146,9 [C-37], 156,7
[C-8a], 157,6 [C-5], 157,8 [C-7].

-Diastéréoisomére 2

1H RMN (400 MHz, MeOH-d4): & ppm 0,88 (t, ] = 7,10 Hz, 3H, H-12"), 1,50 (m, 4H,
H-10", H-117), 1,70 (m, 1H, H-8a"), 1,77 (m, 1H, H-8B"), 2,52(dd, ] = 16,62, 7,86 Hz, 1H, H-
40), 2,80 (dd, ] = 17,20, 5,28 Hz, 1H, H-4B), 3,18 (m, 1H, H-7"), 3,69 (m, 1H, H-9a"), 3,75
(m, 1H, H-9B"), 3,98 (s, 1H, H-3), 4,60 (d, ] = 5,02 Hz, 1H, H-2), 5,89 (d, ] = 2,19 Hz, 1H, H-
8), 5,94 (d, ] = 2,19 Hz, 1H, H-6), 6,81 (d, ] = 1,67 Hz, 1H, H-2"), 6,91 (d, ] = 1,67 Hz, 1H, H-
67). 13C NMR (100 MHz, MeOH-d4): 14,3 [C-127], 20,9 [C-117], 28,2 [C-4], 38,3 [C-107],
38,4 [C-87], 46,7 [C-7"], 60,7 [C-97], 68,7 [C-3], 82,3 [C-2], 95,5 [C-8], 96,3 [C-6], 100,7 [C-
4a), 114,9 [C-2], 120,6 [C-57], 125,8 [C-67], 132,0 [C-17], 146,2 [C-4], 146,9 [C-3], 156,7
[C-8a], 157,6 [C-5], 157,8 [C-7].

2.3.3 SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA (-)-EPICATECHINE

Le protocole mis en ceuvre pour la synthése des adduits entre la (-)-épicatéchine
(500 mg) et le 3SH (10 ug) est identique a celui précédemment décrit dans le cas de la
(+)-catéchine. L’évolution de la réaction est suivie par CLHP-UV-SM (Méthode 10). Le
résidu brut ainsi obtenu est resolubilisé dans l'eau, puis congelé a -20°C avant
lyophilisation pour conduire a 9,47 g d'une poudre blanche. La séparation des produits
crées, d'un échantillon de 3,2 g d’extrait brut, est réalisée par CLHP semi-préparative
(Méthode 11). Apres évaporation et lyophilisation nous avons obtenu 40 mg du

2’-(7 -sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (Ela), 38,9 mg du 2’-(7 -sulfanylhexanol)-(-)-
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épicatéchine (E1b) et 130 mg du 5’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E2), ce qui
représente un rendement respectif de 17,2 %, de 16,6 % et de 55,9 %.

Spectre RMN de I'adduit 2°-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E1a)

1H RMN (700 MHz, MeOH-d4): & ppm 0,91 (t, ] = 6,96 Hz, 3H, H-12"), 1,48 (m, 1H,
H-100"), 1,53 (m, 2H, H-117), 1,61 (m, 1H, H-10p"), 1,73 (m, 2H, H-8"), 2,82 (d, ] = 16,61
Hz, 1H, H-40), 2,90 (dd, ] = 16,62, 4,27 Hz, 1H, H-4p), 3,36 (m, 1H, H-7"), 3,59 (m, 2H, H-
9, 4,20 (d,] = 1,55 Hz, 1H, H-3), 5,48 (s, 1H, H-2), 5,92 (d, ] = 2,10 Hz, 1H, H-8), 5,96 (d,
= 2,10 Hz, 1H, H-6), 6,86 (d, ] = 8,40 Hz, 1H, H-5"), 7,16 (d, ] = 8,40 Hz, 1H, H-6"). 13C NMR
(176 MHz, MeOH-d4): 14,4 [C-127], 20,9 [C-117], 29,9 [C-4], 37,8 [C-87], 38,4 [C-107], 46,8
[C-7, 60,6 [C-9], 66,6 [C-3], 78,1 [C-2], 96,1 [C-8], 96,5 [C-6], 100,0 [C-4a], 116,3 [C-5],
118,5 [C-2], 120,7 [C-67], 135,1 [C-17], 145,6 [C-4], 147,8 [C-3], 157,61 [C-5], 157,1 [C-
7], 158,2 [C-8a].

Spectre RMN de I’adduit 2°-(7 -sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E1b)

1H RMN (400 MHz, acétone-ds): 8 ppm 0,70 (t, ] = 7,24 Hz, 3H, H-12), 1,25 (m, 1H,
H-100"), 1,36 (m, 1H, H-10p"), 1,45 (m, 2H, H-11"), 1,64 (m, 1H, H-8a"), 1,86 (m, 1H, H-
8B, 2,78 (dd, J = 16,83, 1,69 Hz, 1H, H-4a), 2,85 (dd, ] = 16,74, 4,18 Hz, 1H, H-4p), 3,30
(m, 1H, H-7"), 3,70 (m, 1H, H-9a"), 3,80 (m, 1H, H-9B"), 4,13 (s, 1H, H-3), 5,46 (s, 1H, H-2),
5,89 (d, ] = 2,32 Hz, 1H, H-8), 6,01 (d, ] = 2,33 Hz, 1H, H-6), 6,88 (d, ] = 8,36 Hz, 1H, H-5"),
7,13 (d, ] = 8,36 Hz, 1H, H-6"). 13C NMR (100 MHz, acetone-ds): 14,0 [C-127], 19,7 [C-117],
29,3 [C-4], 36,4 [C-87], 37,8 [C-107], 46,6 [C-7"], 59,7 [C-9], 65,7 [C-3], 77,5 [C-2], 95,3 [C-
8], 96,0 [C-6], 99,3 [C-4a], 115,8 [C-57, 117,9 [C-2], 120,2 [C-67], 134,6 [C-17], 144,8 [C-
47, 146,7 [C-37], 157,0 [C-5], 157,1 [C-7], 157,5 [C-8a].

Spectres RMN des adduits 5’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E2)

-Diastéréoisomeére 1

1H RMN (400 MHz, MeOH-d4): & ppm 0,90 (t, ] = 7,31 Hz, 3H, H-12"), 1,50 (m, 2H,
H-117), 1,54 (m, 2H, H-10"), 1,72 (m, 1H, H-8a"), 1,79 (m, 1H, H-8p"), 2,70 (d, ] = 17,20
Hz, 1H, H-40), 2,86 (dd, ] = 17,20, 4,30 Hz, 1H, H-4p), 3,20 (m, 1H, H-7), 3,69 (m, 1H, H-
9a), 3,76 (m, 1H, H-9B"), 4,18 (s, 1H, H-3), 4,82 (s, 1H, H-2), 5,93 (d, ] = 2,15 Hz, 1H, H-
8), 5,95 (d, ] = 2,15 Hz, 1H, H-6), 6,94 (d, ] = 2,15 Hz, 1H, H-2"), 7,01 (d, J = 2,15 Hz, 1H, H-
67). 13C NMR (125 MHz, MeOH-d4): 14,3 [C-127], 20,8 [C-117], 29,1 [C-4], 38,2 [C-8], 38,3
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[C-107], 46,6 [C-7"], 60,6 [C-9], 67,4 [C-3], 79,5 [C-2], 95,8 [C-8], 96,4 [C-6], 100,1 [C-4a],
115,3 [C-2], 120,3 [C-57], 125,3 [C-67], 131,9 [C-17], 145,9 [C-4], 146,6 [C-37], 157,1 [C-
8a], 157,6 [C-5], 157,9 [C-7].

-Diastéréoisomére 2

1H RMN (400 MHz, MeOH-d4): & ppm 0,90 (t, ] = 7,31 Hz, 3H, H-12"), 1,50 (m, 2H,
H-117), 1,54 (m, 2H, H-10"), 1,72 (m, 1H, H-8a"), 1,79 (m, 1H, H-8B"), 2,70 (d, J = 17,20
Hz, 1H, H-40), 2,86 (dd, ] = 17,20, 4,30 Hz, 1H, H-4p), 3,20 (m, 1H, H-7"), 3,69 (m, 1H, H-
9a"), 3,76 (m, 1H, H-9B"), 4,18 (s, 1H, H-3), 4,82 (s, 1H, H-2), 5,93 (d, ] = 2,15 Hz, 1H, H-
8), 5,95 (d, /] = 2,15 Hz, 1H, H-6), 6,94 (d, ] = 2,15 Hz, 1H, H-2"), 7,01 (d, ] = 2,15 Hz, 1H, H-
67). 13C NMR (125 MHz, MeOH-dy): 14,3 [C-127], 20,9 [C-117], 29,1 [C-4], 38,2 [C-8'], 38,3
[C-107], 46,7 [C-7"], 60,6 [C-9], 67,4 [C-3], 79,5 [C-2], 95,8 [C-8], 96,4 [C-6], 100,1 [C-4a],
115,4 [C-2], 120,3 [C-57], 125,4 [C-67], 131,9 [C-17], 145,9 [C-4], 146,6 [C-37], 157,1 [C-
8a], 157,6 [C-5], 157,9 [C-7].

2.3.4 SYNTHESE DE L’ ADDUIT ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET L’ ACIDE CAFTARIQUE

Le protocole mis en ceuvre pour la synthese des adduits entre I'acide caftarique
(70 mg) et le 3SH (10 ug) est identique a celui précédemment décrit dans le cas de la
(+)-catéchine. L’évolution de la réaction est suivie par CLHP-UV-SM (Méthode 7). Le
résidu brut obtenu en fin de réaction (10 h) est resolubilisé dans I’eau, puis congelé a -
20°C avant lyophilisation pour conduire a 6,1 g d'une poudre mauve. La purification de
31,2 mg d’extrait brut est réalisée par CLHP semi-préparative (Méthode 12) pour
conduire apres évaporation et lyophilisation a 25,4 mg d’acide 2’-(3”"-sulfanylhexanol)-

(-)-caftarique (Caf 2), ce qui représente un rendement de 74,4 %.
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Figure 24. Synthése du sulfone de la (+)-catéchine
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Spectres RMN des adduits 2°-(3 " -sulfanylhexanol)-(-)-caftarique acide (Caf2)

Diastéréoisomeére 1

1H RMN (400 MHz, acétone-dg): 0 ppm 0,81 (t, ]/ = 7,08 Hz, 3H, H-6""), 1,38 (m, 1H,
H-5"0a), 1,53 (m, 2H, H-4"), 1,55 (m, 1H, H-5"), 1,71 (m, 1H, H-2"a), 1,83 (m, 1H, H-
2”B), 3,15 (m, 1H, H-3), 3,73 (m, 1H, H-1"a), 3,84 (m, 1H, H-1"B), 4,85 (d, J = 2,55 Hz,
1H, H-3), 5,59 (d, J = 2,55 Hz, 1H, H-2), 6,40 (d, /] = 16,10 Hz, 1H, H-8"), 6,95 (d, J = 8,32
Hz, 1H, H-5%), 7,38 (d,/ = 8,32 Hz, 1H, H-6"). 8,47 (d, / = 16,10 Hz, 1H, H-7"). 13C NMR (100
MHz, acetone-ds): 14,2 [C-6""], 20,0 [C-57"], 36,8 [C-4""], 37,6 [C-2"], 48,4 [C-3"], 59,8 [C-
171, 71,2 [C-3], 73,9 [C-2], 116,3 [C-87], 117,1 [C-27], 117,2 [C-5], 120,0 [C-67], 131,9 [C-
17],143,2[C-3],147,8 [C-77], 148,6 [C-4"], 161,7 [C-97], 170,7 [C-1], 173,9 [C-4].

-Diastéréoisomére 2

1H RMN (400 MHz, acétone-dg): 0 ppm 0,82 (t,] = 7,08 Hz, 3H, H-6""), 1,38 (m, 1H,
H-5"0a), 1,53 (m, 2H, H-4"), 1,55 (m, 1H, H-5"), 1,71 (m, 1H, H-2"a), 1,83 (m, 1H, H-
2”$),3,16 (m, 1H, H-3), 3,73 (m, 1H, H-1"a), 3,84 (m, 1H, H-1"PB), 4,86 (d, J = 2,49 Hz,
1H, H-3), 5,60 (d, J = 2,49 Hz, 1H, H-2), 6,41 (d, J = 15,91 Hz, 1H, H-8"), 6,95 (d, ] = 8,32
Hz, 1H, H-5%), 7,39 (d, ] = 8,41 Hz, 1H, H-6"). 8,48 (d, / = 15,91 Hz, 1H, H-7"). 13C NMR (100
MHz, acetone-ds): 14,3 [C-6""], 20,1 [C-57"], 36,9 [C-4""], 37,9 [C-2"], 48,5 [C-3"], 59,9 [C-
171,71,3 [C-3], 73,9 [C-2],116,4 [C-87], 117,2 [C-27], 117,3 [C-5], 120,1 [C-6], 132,1 [C-
17],143,2 [C-37], 147,8 [C-7"], 148,6 [C-4"],161,7 [C-97],170,7 [C-1],173,9 [C-4].

2.3.5 HEMISYNTHESE DES SULFONES DE LA (+)-CATECHINE ET DE L’ACIDE CAFTARIQUE

L’hémisynthése des sulfones de l'acide caftarique et de la (+)-catéchine est
réalisée selon le mécanisme présenté sur la Figure 24. Ce mécanisme se décompose en
deux étapes: l'oxydation du substrat polyphénolique [(+)-catéchine, acide caftarique]

par la PPO, puis I'addition nucléophile de 'acide benzeéne sulfonique.

La hémisynthése des sulfones de la (+)-catéchine et de l'acide caftarique est
réalisée en présence d’'un extrait brut de PPO (10 g/L) en milieu aqueux (10 mL)
acidifiée avec 5 g/L d’acide tartrique. Le pH de la solution est ensuite ajusté a 3,5 par
addition de soude (5M). La (+)-catéchine (34 uM) et l'acide caftarique (32 uM)

préalablement solubilisés respectivement dans une solution éthanolique et dans l'eau,

78



Matériels et méthodes

%

100

Acide caftarique

132

20.3

Sulfone

9000000 7
8500000
8000000
7500000
7000000 7
6500000
6000000
5500000 3

000000 3

Intensité

4500000 7
4000000 7
3500000 3
3000000 J
2500000 3
2000000 3
1500000 3
1000000 33113

500000 7 149

319

451

473

926963

sg7 640 o4

0
100

200

300

Lezl

. | l‘ m ‘lhllll:ll\l‘l I PP [ Jnhuﬂhw AT

400 500 / 600 700 800 900 1000
m/z

(AN Mot Mates Mant Moot aet et Rantt e e
25 30

Time (min)

Figure 26. Chromatogramme (TIC) et spectre de masse en mode Full Scan du milieu
réactionnel de I'hémisynthese des sulfones de I'acide caftarique (20,3 min)

100

%

22.09

3400000 7
3200000 7

3000000 §
2800000 §
2600000 §
2400000 §
2200000 §

£ 2000000

£ 1800000

= 1600000 §
1400000 §
1200000 §

1000000

400000

800000 7
600000 7

200000 7 l

113159

T
30 35
Time (min)

Figure 27. Chromatogramme (TIC) et spectre de masse en mode Full Scan du milieu
réactionnel de I'hémisynthese de 'acide 2-S-glutathionylcaféoyltartrique (22,09 min)

79




Matériels et méthodes

sont ensuite incorporés dans le milieu modele. Celui-ci est maintenu a température
ambiante, sous agitation pendant 30 min. A la fin de l'incubation les sulfones sont
produits par I'addition de cristaux de l'acide benzéne sulfonique (15,5 mM). Apres
agitation pendant 15 s, les sulfones sont stabilisés par addition d'une solution de
dioxyde de soufre (0,2 %). Le milieu réactionnel est ensuite extrait a I'acétate d’éthyle
(2 x 5 mL). Les phases organiques sont rassemblées, filtrées et concentrées jusqu’a un
volume de 100 uL. Les produits de la réaction sont caractérisés d’apres les analyses en
CLHP-ESI-SM (Méthode 15). Cette analyse montre que les dérivés benzenesulfiniques de
(+)-catéchine et de l'acide caftarique ont une masse moléculaire respective de 430

([M-H]-=429) et de 452 ([M-H]- =451) (Figure 25 et Figure 26).
2.3.6 HEMISYNTHESE DE L'ACIDE 2-S-GLUTATHIONYLCAFEOYLTARTRIQUE (GRP)

L’hémisynthese de 1'acide 2-S-glutathionylcaféoyltartrique (GRP) est réalisée par
addition de Michaél. L’acide caftarique (2 mM) et le glutathion (4 mM) sont dissous dans
10 mL d’une solution aqueuse, acidifiée a 3 g/L d’acide tartrique. L’extrait brut de la PPO
(2 g/L) est ajouté. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a 400 rpm, a
température ambiante, pendant 1 heure. L’évolution de la réaction est suivie par CLHP-
UV (Méthode 14). Lorsque la réaction est finie, le milieu réactionnel est ensuite extrait
par l'acétate d’éthyle (2 x 3 mL). Les phases organiques sont rassemblées, filtrées et
concentrées jusqu'a 50 uL. Le produit de la réaction, caractérisé par CLHP-ESI-SM

(Méthode 7), présente une masse molaire de 617 ([M-H]- = 616) (Figure 27).

2.4 ANALYSES CENOLOGIQUES

2.4.1 ANALYSES COURANTES DES MOUTS ET DES VINS

Les analyses courantes des motts (TAVP %, teneurs en sucres, acidité totale, pH,
et azote assimilable) et des vins (degré d’éthanol, sucres résiduels) sont effectuées par
réflectance aux rayons infrarouges a 'aide de 'appareil Infra-Analyser 450 (Technicon,
France). Le dosage de ces parametres a été réalisé par le laboratoire d’analyse SARCO,

membre du réseau COFRAC.
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2.4.2 DOSAGE DE L’OXYGENE DISSOUS DANS LES BOUTEILLES BOUCHEES

L’oxygene dissous est mesuré grace a une électrode a oxygeéne. Cette sonde de
type polarographique, brevetée par Orbispheére (modele 31120), est équipée d’une
chambre a circulation Derlin, reliée a un systeme de percage-échantillonnage qui permet
de mesurer la teneur en oxygene dissous directement dans la bouteille bouchée par

application d’une contre pression d’azote inerte (Air Liquide, France).

L’étalonnage quotidien est effectué dans l'air saturé en eau a température
ambiante. Un test, qui consiste a mesurer de tres faibles teneurs en oxygene, est réalisé
dans 'eau désoxygénée par l'ajout de sulfite de sodium. La réponse de I'électrode est
considérée comme optimale lorsque la mesure d’'une teneur en oxygeéne inferieure a
10 ug/L est atteinte en moins de 10 minutes (recommandations du constructeur). Le
débit du liquide est maintenu a 130 mL/min durant la mesure. Chaque mesure est

effectuée en triplicata.

2.4.3 DOSAGE DU DIOXYDE DE SOUFRE LIBRE

Le dioxyde de soufre libre est dosé selon la méthode colorimétrique de Ripper

(O1V, 1990).

2.5 MICROVINIFICATIONS

Afin de préserver autant que possible la fermentescibilité des mofts et se situer
en adéquation avec les conditions pratiques, la turbidité des mofits de Sauvignon blanc
(Vitis vinifera cv. Sauvignon) est ajustée a 200 NTU avec les bourbes fines issues de jus
de raisin de ce cépage, conservées a -20°C. Les teneurs en dioxyde de soufre libre se
situent a 20 mg/L, et si nécessaire la teneur en azote assimilable est ajustée a 200 mg

N/L.

Lors des expériences de microvinification, un levain de Saccharomyces cerevisiae
(souche Zymaflore X5®, Laffort (Enologie, France) est préparé dans le jus de raisin dilué
au demi (200 mg/L, 37°C, 20 min) (Bely et al, 2005). L’'ensemencement est réalisé le

lendemain en bouteilles stériles de 750 mL.
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L'implantation de la souche de levure est contr6lée par comparaison du
caryotype de la souche industrielle initiale avec celui de la biomasse par électrophorese

a champ pulsé (Frezier & Dubourdieu, 1992).

Les mofts en fermentation sont placés en chambre thermostatée a 20°C et le
suivi de la fermentation est réalisé par mesure du dégagement de CO> (perte de poids).
Chaque fermentation est réalisée en triplicata. Lorsque le taux de sucres résiduels est

inferieur a 2 g/L, les vins sont sulfités a 30 mg/L et placés a 10°C.

2.6 TESTS SENSORIELS

2.6.1 DETERMINATION DU SEUIL DE PERCEPTION OLFACTIVE

Des solutions de concentrations croissantes du composé a étudier sont préparées
dans en milieu modele de référence dont la composition est la suivante : acide tartrique
4 g/L; éthanol (HPLC grade) 12 % vol; pH = 3,5 (NaOH, 5 N). 30 mL de cette solution
sont placés dans des verres aux normes AFNOR. Le jury se compose de personnes
entrainées des deux sexes et d’age compris entre 20 et 50 ans. Il est réuni dans une salle
climatisée a 19°C et sans bruit. Le nombre de dégustateurs est variable (10-60
personnes) et sera précisé pour chaque expérimentation. Chaque concentration fait
I'objet d'un test triangulaire directionnel. Cing concentrations sont testées
successivement de la plus faible a la plus forte. La courbe de fréquence des bonnes
réponses en fonction de la concentration est calculée afin de déterminer la
concentration limite percue par 50% des dégustateurs (Boidron et al, 1988). Cette

valeur fournit la meilleure estimation (Harper, 1982).

L’estimation du seuil de perception du composé dans le vin blanc sec est réalisée selon le
méme protocole. Le choix du vin est primordial : il doit étre le plus neutre possible. Le
dosage des composés dans le vin utilisé pour la détermination du seuil est effectué avant

la dégustation.
2.7 ANALYSES STATISTIQUES

Les tests statistiques utilisés pour I'analyse des données ont été réalisés avec le
logiciel Statistica V.7 (Statsoft Inc, Tulsa, OK) (analyse de variance, test de normalité
Shapiro-Wilk et le test de Tukey HSD) ou avec le logiciel Unscrambler 10.0 pour la

régression PLS (Partial Least Squares) et les analyses en composantes principales (ACP).
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Tableau 6. Origine des produits chimiques utilisés

Substances chimiques Pureté Fournisseurs Localité

(-)-Epicatéchine 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
(+)-Catéchine 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
1-Méthoxy-3-méthyl-butanethiol 298% Oxford Chemicals Hartlepool, Angleterre
2-Furanméthanethiol > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
3,3’-disulfanediyldihexan-1-ol >95% Faculté d’CEnologie Bordeaux
3-Hydroxybutanoate d’éthyle 298% Alfa Aesar Schiltigheim, France
3-Sulfanylhexan-1-ol > 98% Lancaster Bischheim, France
3-Sulfanylhexyl acétate 298% Interchim Montlugon, France
4-Méthyl-4-sulfanylpentan-2-one 298% Interchim Montlugon, France

Acétate d’éthyle >99,9% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Acétate d'isoamyle 299% Janssen Issy les Moulineaux, France
Acétate de phényléthyle 299% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Acétate de sodium >99% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Acide ascorbique >95% VWR Fontenay sous Bois, France
Acide benzéne sulfonique 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Acide caféique 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Acide caftarique 298% Dalton Pharma Services Toronto, Canada

Acide chlorhydrique > 38% VWR Fontenay sous Bois, France
Acide sulfurique > 98% VWR Fontenay sous Bois, France
Acide tartrique =299,5% VWR Fontenay sous Bois, France
BSTFA 295% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Butanoate d’éthyle 299% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Carbonate de sodium 299% VWR Fontenay sous Bois, France
Chelating Sépharose - VWR Fontenay sous Bois, France
CHES 299% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
cis-3-hexénol > 98% Lancaster Bischheim, France

Cystéine HCL > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Cystine > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
DDT > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Dioxyde de soufre 210% Laffort CEnologie Bordeaux, France

Dowex 1X2 - Acros Organics Noisy-le-Grand, France

DTNB > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
EDTA >99% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Ethyl-2-sulfanyl acétate 298% Alfa Aesar Schiltigheim, France
Ethyl-2-sulfanylpropionate 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Ethyl-3-sulfanylpropionate 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Glutathion >99% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Heptanoaote d’éthyle 299% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Hexanoate d’éthyle 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Hexanol > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
lode >99,9% VWR Fontenay sous Bois, France
Lévulinate d’éthyle 299% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Monobromobimane 293% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
MTBSTFA : t-BDMCS 298% Interchim Montlugon, France

Octan-3-ol 299% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Octanoaote d’éthyle > 98% Lancaster Bischheim, France
Phénylacétaldéhyde > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Phosphate de potassium 299% VWR Fontenay sous Bois, France
p-Hydroxymercuribenzoate de sodium = 99% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Pimaricine > 98% DMS Heerlen, Pays bas
Procyanidine B1 > 80% Extrasynthese Genay, France

Procyanidine B2 > 80% Extrasynthese Genay, France

Pyridine anhydre 299% Interchim Montlugon, France

Quercétine 298% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
S-benzyl-L-cystéine > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Sotolon > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Sulfate d’ammonium 298% VWR Fontenay-sous-Bois

Sulfate de sodium anhydre >99,9% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Thiodéne > 98% VWR Fontenay sous Bois, France
trans-3-hexénol > 98% Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France
Trizma® base > 99,8% Saint-Quentin Fallavier, France

Sigma-Aldrich
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2.8 PRODUITS CHIMIQUES EMPLOYES

Les substances chimiques utilisées ont été fournies par les firmes Sigma-Aldrich,
Extrasynthese, Dalton, VWR, Acros Organics, Oxford Chemicals, Interchim, DMS et
Lacanster. La provenance des différentes substances utilisées est détaillée dans le

Tableau 6.

Les solvants organiques nécessaires aux extractions ont été fournis par les firmes
Sigma-Aldrich et Prolabo et sont utilisés sans purification supplémentaire, excepté le
pentane préalablement distillé. Les gaz vecteurs (CPG-SM/FID) ou gaz secs (SM), de

pureté industrielle sont fournis par Air Liquide (France).

84



PREMIERE PARTIE

Etude des mécanismes réactionnels des thiols volatils

avec les composés phénoliques



Réactivité des thiols volatils avec les
polyphénols : Impact de I'oxygene,
du fer et du dioxyde de soufre

Les propriétés de réactivité de diverses familles phénoliques des raisins et des
vins avec les thiols volatils sont encore mal connues. Cette premiere étude concerne les
travaux réalisés en milieu modele de composition proche du vin pour préciser d’'une
part, le niveau de réactivité chimique des principaux flavonoides du raisin et du vin
blanc avec divers thiols volatils contribuant a l'aréme des vins, et d’autre part
déterminer le role des métaux sur I'oxydabilité des polyphénols, mesurée au travers de
leur réactivité avec les thiols volatils. L'approche expérimentale consiste a suivre
I’évolution de la concentration du 3-sulfanylhexanol (3SH), de la 4-méthyl-4-
sulfanylpentan-2-one (4MSP) et du 2-furanméthanethiol (2FMT) en présence de la
(+)-catéchine, de la (-)-épicatéchine, et éventuellement de fer et de dioxyde de soufre, a

une teneur fixe en oxygene.
3.1 PREPARATION DU MILIEU REACTIONNEL

La réactivité des monomeres de flavan-3-ols avec différents thiols volatils est
étudiée en solution modele de composition proche du vin, en conditions d’'inertage ou
non. Pour cette raison, nous avons mis en place un systéme de préparation des
échantillons qui nous permet d’avoir un taux d’oxygene dissous précis. La réaction est
réalisée dans des piluliers transparents de 60 mL. Le volume de la réaction est fixé a 50

mL selon le protocole d’extraction des thiols volatils en petit volume (§ 2.1.1.4.2).
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Diffuseurd’
Azote ou
d'Oxygene

Azote

Figure 28. Réacteur batch utilisé pour I'ajustement du taux d’oxygene dans le milieu
réactionnel
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3.1.1 PREPARATION DES PILULIERS

Pour s’assurer de la bonne répétabilité des conditions de la réaction, il est
nécessaire d’'inerter les piluliers, c'est-a-dire de remplacer 'air par de I'azote. Pour cela,
chaque pilulier est d’abord rempli avec de 'eau ultra pure (milli Q, Millipore) et bouché
avec un septum en silicone (SUPELCO, Saint-Quentin Fallavier, France) de 20 mm de
diametre. Pour s’assurer de I'étanchéité, le pilulier est serti par des cercles d’aluminium
(SUPELCO, Grip Cap, Aluminium, Saint-Quentin Fallavier, France). Puis les piluliers sont
remplis d’azote en éliminant I'eau par contre pression. L'inertage de chaque pilulier

s'effectue donc sous flux d’azote.

3.1.2 MiLIEU REACTIONNEL

Le milieu modele est constitué d’une solution hydro-alcoolique a 12 % (v/v)
d’éthanol (HPLC grade) dans de '’eau déminéralisée (Acros, teneur en métaux inférieure
a 0,01 ppm) contenant également 5 g/L d’acide tartrique. La valeur de pH est ajustée a

3,5 (NaOH, 10 N).

3.1.3 AJUSTEMENT DU TAUX D’OXYGENE DANS LE MILIEU REACTIONNEL

La solution modele est placée dans un réacteur du type Batch (Prémont, Bordeaux)
(Figure 28) de 3L, permettant I'ajustement de la teneur en oxygene dissous. Le réacteur
posséde cing orifices d’introduction. Une entrée nous a servi pour placer la sonde de
I'oxymetre LDO™ HQ10 (Hach, Diisseldorf, Germany) a membrane semi-perméable,
fonctionnant selon le principe de LDO (Luminescent Dissolved Oxygen). La teneur en
oxygene dissous est mesurée par une couche sensible a I'oxygéne qui réagit a la lumiere
bleue. Elle renvoie la lumiere rouge (effet de luminescence). Le temps entre la réaction
et le renvoi correspond a la teneur en oxygene dans la solution. Une seconde entrée est
utilisée pour introduire le diffuseur de gaz (POREX) avec un diameétre de pores: 12 um.
La troisieme sert pour le prélevement, a 'aide d’'une seringue. Les autres entrées sont

bouchées hermétiquement.

Dans un premier temps, 'oxygeéne dissous est éliminé par un barbotage a I'azote
(Air liquide, France) de la solution modele en agitation jusqu’a une concentration en

oxygene de 0,1 mg/L. Une fois que la valeur indiquée par I'oxymetre est stable pendant
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au moins 5 minutes, le prélevement des échantillons est réalisé par contre pression

d’azote.

Dans un deuxieme temps, I'oxygene est amené a une concentration définie (5
mg/L) par diffusion avec un débit fixe (15 mL/min, Air Liquide, France) grace a un

débimetre (Sho-Rate, Serv Instrumentation, Irigny, France).

Les échantillons de milieux modeles inertés ou non sont introduits dans les

piluliers inertés a I'aide d'une seringue.

3.1.4 MoDALITES EXPERIMENTALES

Pour I'étude de la réactivité des différents composés phénoliques avec les thiols

volatils les modalités suivantes sont préparées :

M1 (Thiol), M2 (Thiol + 02), M3 (Thiol + polyphénol), M4 (Thiol + polyphénol +
02), M5 (Thiol + polyphénol + SOz), M6 (Thiol + polyphénol + SOz + 02), M7 (Thiol +
Fe3+), M8 (Thiol + Fe3* + 0z), M9 (Thiol+ polyphénol + Fe3* + SO2), M10 (Thiol +
polyphénol + Fe3* + SOz + 02), M11 (Thiol + polyphénol + Fe3*) et M12 (Thiol +
polyphénol + Fe3++ 02).

Les teneurs en (+)-catéchine et en (-)-épicatéchine sont ajustées a 500 mg/L et
celles des 3SH, 2FMT et 4MSP a 2 nM. Le dioxyde de soufre et le fer sont additionnés a

une concentration respective de 50 mg/L et de 5 ug/L.

Les modalités sont préparées en triplicata. Les échantillons sont incubés a
température ambiante (20°C) recouverts avec du papier aluminium, a I'abri de la

lumiére.

Le dosage des thiols volatils dans les différentes modalités est effectué a trois
temps différents : au temps zéro (0 jour), a une semaine (7 jour) et a deux semaines (15

jour) d’incubation.
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Figure 29. Réactivité du 3-sulfanylhexan-1-ol avec la (+)-catéchine. Incidence de la
présence d’oxygene et du dioxyde de soufre. Les valeurs désignées par des lettres
différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque point du temps, indiquent
une différence significative entre les groupes des moyennes (Test Tukey, p < 0,05). Un
alphabet différent est utilisé pour chaque temps de prélevement. M1 (3SH), M2 (3SH +
02), M3 (3SH + (+)-catéchine), M4 (3SH + (+)-catéchine + 02), M5 (3SH + (+)-catéchine
+S02) et M6 (3SH + (+)-catéchine + SOz + 02)
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3.2 REACTIVITE DU 3-SULFANYLHEXANOL: INCIDENCE DE LA PRESENCE
D’OXYGENE, DE FER ET DE DIOXYDE DE SOUFRE

3.2.1 INFLUENCE DE LA (+)-CATECHINE

A tjouro, 1a teneur en 3SH est légerement inferieure par rapport a la quantité initialement
ajoutée (moins de 12 %) pour les modalités M4 et M6 (Figure 29). On constate donc un
effet immédiat, au seuil de p = 0,05, de la (+)-catéchine sur la diminution de la teneur en

3SH dans le milieu modele en présence d’oxygéene.

Apres une semaine d'incubation, a tjur7, 'atténuation de la teneur en 3SH est
renforcée a un niveau de 'ordre de 10 % par la présence de la (+)-catéchine (M3) dans
la solution modele. La saturation du milieu en oxygene (M4) (5mg/L d’oxygene dissous)
conduit a une baisse de l'ordre de 25 % de plus (diminution totale de pres de 37 %).
Avec ce résultat, on confirme les résultats des premiers travaux de Blanchard et al.
(2004) qui avaient noté a tjur7, une diminution importante des teneurs en 3SH en
présence d’oxygene et de (+)-catéchine, par rapport a la modalité de référence avec

oxygene mais sans (+)-catéchine (50 % de diminution en présence de la (+)-catéchine).

Par ailleurs, I'addition du dioxyde de soufre (50 mg/L) en présence de la
(+)-catéchine et de I'oxygene, a atténué significativement la diminution des teneurs en
3SH dans la solution modele. Le niveau de la diminution totale des teneurs en 3SH n’a
pas dépassé le seuil de 10 % apres 7 jours d’incubation. Le dioxyde de soufre libre a des
propriétés antioxydantes vis-a-vis des quinones de la (+)-catéchine (Saucier &
Waterhouse, 1999) que l'on observe ici au travers d’'une moindre réactivité de la

(+)-catéchine avec le 3SH en présence de dioxyde de soufre.

Enfin, I'effet protecteur du dioxyde de soufre contre la dégradation de la teneur
en 3SH dans le milieu réactionnel est bien illustré apres deux semaines d’incubation. A
tiour15, nous observons une diminution plus au moins intense des teneurs en 3SH en
fonction de la présence ou pas de la (+)-catéchine dans le milieu pour toutes les
modalités (M1, M2, M3 et M4), sauf dans le cas ou le dioxyde de soufre est présent dans

le milieu réactionnel, avec ou sans oxygene (M5 et M6).
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Figure 30. Réactivité du 3-sulfanylhexanol avec la (+)-catéchine. Incidence de la
présence d’oxygene, de fer et de dioxyde de soufre. Les valeurs désignées par des lettres
différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque point du temps, indiquent
une différence significative entre les groupes des moyennes (Test Tukey, p < 0,05). Un
alphabet différent est utilisé pour chaque temps de prélevement. M7 (3SH + Fe3+), M8
(3SH + Fe3* + 02), M9 (3SH+ (+)-catéchine + Fe3* + SO2), M10 (3SH + (+)-catéchine +
Fe3* + SOz + 02), M11 (3SH + (+)-catéchine + Fe3*) et M12 (3SH + (+)-catéchine + Fe3++
02)
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L’'incidence de I'addition de métaux sur le contenu en 3SH du milieu réactionnel a
été ensuite étudiée. La seule présence de fer sous la forme Fe3*, n’a aucun effet
significatif, au seuil de 5 %, sur la diminution de la teneur en 3SH a tgjour, concernant les
modalités témoins M7 (3SH + Fe3+) et M8 (3SH + Fe3* + 02) (Figure 30). Cependant, la
propriété du fer en tant que catalyseur de réactions d’oxydation directe (Hynes & O
Coinceanainn, 2001; Fernandez et al., 2002; Danilewicz, 2007) ou indirecte (Waterhouse
& Laurie, 2006) de la (+)-catéchine en quinone, est exprimée des le début de la réaction
M11 [(+)-catéchine + Fe3*] et M12 [(+)-catéchine + Fe3* + 0O2]. En conséquence, la
présence du fer sous forme Fe3*+ a 5 ug/L et de la (+)-catéchine en milieu riche en
oxygene (5 mg/L) provoque une diminution considérable (30 %) de la concentration du

3SH, des le déclenchement de la réaction. Cette diminution n’est pas observée en

présence du dioxyde de soufre, qui agit comme antioxydant dans le milieu réactionnel.

Apres une semaine d’incubation, a tjour7, le pouvoir oxydatif direct du Fe3* sur la
(+)-catéchine est tres prononcé, [modalité M11 : (+)-catéchine + Fe3+, Figure 30]. Avec
I'addition d’oxygene, on observe une baisse tres importante (de 'ordre de 57 %), de la
teneur en 3SH [M12: (+)-catéchine + Fe3* + 02]. L’action du fer et de I'oxygene sur la
catéchine provoquent une diminution rapide de la teneur en 3SH apres 7 jours
d’incubation (tjour7) sans pour autant qu’il y ait évolution ensuite de la concentration en
3SH, comme les dosages a tjour15 le démontrent. Le phénomene est ralenti en absence
d’oxygene car, dans ce cas, une diminution de la concentration du 3SH de seulement 20
% est notée au bout d’'une semaine [M11 : (+)-catéchine + Fe3*]. Cependant, en présence
d’oxygene, la concentration du 3SH dans la modalité M11 est significativement
différente de celle de la modalité témoin (M8) sans (+)-catéchine. Ce résultat confirme,
encore une fois, l'effet catalytique de métaux sur l'oxydation de la (+)-catéchine et
illustre indirectement les conséquences de 'oxydation de la (+)-catéchine sur la perte

d’ar6me (Waterhouse & Laurie, 2006; Danilewicz, 2007; Danilewicz et al., 2008).

Apres 15 jours d’incubation, les différences s’estompent et la concentration en
3SH dans toutes les modalités devient presque identique et non significative, avec ou
sans oxygene, excepté pour la modalité M9 [3SH+ (+)-catéchine + Fe3* + SO:] dans
laquelle la concentration en 3SH est maintenue a des niveaux bien supérieurs (en

moyenne 1,4 mM) a ceux des autres modalités (en moyenne de 0,4 a 0,8 mM).
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Figure 31. Recherche de la formation du 3,3’-disulfanediyldihexan-1-ol (3SSH) dans les
différentes modalités d’incubation du 3SH en présence ou non du fer(Ill) et de la
(+)-catéchine. Le témoin positif correspond a la molécule de synthese pour chaque point
du temps. * non détecté
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Il a déja été mentionné dans la littérature que les thiols volatils ne s’oxydent pas
facilement sous l'action de I'oxygéne moléculaire mais que leur oxydation est catalysée
par la présence des métaux (fer, cuivre) (Jocelyn, 1972). Il est donc probable que la
diminution de la teneur en 3SH (M7 et M8) dans le témoin non additionné en
(+)-catéchine, soit provoquée par l'oxydation directe du 3SH, catalysée par le Fe3+, en
présence d’oxygene (Figure 23 ; réaction 4). La présence de résidus de métaux a des
concentrations inferieures a 1 ug/L dans la solution modele ne peut pas cependant étre
exclue. Les mémes mécanismes pourraient également expliquer la diminution des
teneurs en 3SH dans la modalité M2 en présence de grandes quantités d'oxygene
(5 mg/L) (diminution de plus de 50 % de la teneur en 3SH pendant 15 jours, par rapport

a la modalité (M1) conservée a I'abri d’oxygene).

A la lumiére de ces résultats, deux hypothéses peuvent étre formulées pour
expliquer la diminution des concentrations du 3SH dans notre milieu réactionnel. La
premiere hypothése concerne le fait que la diminution du 3SH est due a son oxydation
(dimérisation) catalysée par le fer (Figure 23; réactions 4) (Jocelyn, 1972). La
deuxiéme hypotheése est que le fer en tant que catalyseur du mécanisme d’oxydation de
la (+)-catéchine (Waterhouse & Laurie, 2006), forme des radicaux libres qui oxydent la
(+)-catéchine en quinone. Les quinones donnent ensuite des réactions d'addition avec le
3SH (Figure 23; réaction 1). Il en résulte alors une perte d’arbme. En méme temps que
les quinones sont produites, il y a formation de peroxyde d'hydrogene, éventuellement
apres avoir été réduit en radicaux hydroxyles (Figure 23; réactions 2 et 3), qui favorise

également I'autoxydation du 3SH.

L'analyse par CPG-SM de notre milieu modeéle concernant la formation du produit
majeur d’autoxydation du 3SH, le 3,3’-disulfanediyldihexan-1-ol (3SSH) a été négative
(Figure 31). Ce résultat renforce I'acceptation de la deuxieme hypothese formulée pour
expliquer la perte du 3SH en présence de la (+)-catéchine selon laquelle la dégradation
du 3SH dans le milieu réactionnel est due au mécanisme d'addition du 3SH sur les

formes quinoniques de la (+)-catéchine.
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Figure 32. Réactivité du 3-sulfanylhexanol avec la (-)-épicatéchine. Incidence de la
présence d’oxygene, du fer et du dioxyde de soufre. Les valeurs désignées en lettres
différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque point du temps, indiquent
une différence significative entre les groupes des moyennes (Test Tukey, p < 0,05). Un
alphabet différent est utilisé pour chaque temps de prélevement. (A) M1 (3SH), M2
(3SH + 02), M3 (3SH + (-)-épicatéchine), M4 (3SH + (-)-épicatéchine + O2), M5 (3SH +
(-)-épicatéchine + SO2), M6 (3SH + (-)-épicatéchine + SOz + 02), (B) M7 (3SH + Fe3*), M8
(3SH + Fe3* + 02), M9 [3SH+ (-)-épicatéchine + Fe3* + SO2], M10 [3SH + (-)-épicatéchine
+ Fe3*+ S0z + 02], M11 [3SH + (-)-épicatéchine + Fe3*] et M12 [3SH + (-)-épicatéchine +
Fe3++ 0]
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3.2.2 INFLUENCE DE LA (-)-EPICATECHINE

A tjouro, apres I'addition de la (-)-épicatéchine nous observons (Figure 32, A) un
effet matrice vis-a-vis de la concentration en 3SH, qui est similaire a celui observé dans
le cas de la (+)-catéchine (Figure 29). Aprés une semaine d'incubation, a tjurs, la
présence de la (-)-épicatéchine indépendamment de la présence d’oxygene, M3 [3SH +
(-)-épicatéchine] et M4 [3SH + (-)-épicatéchine + 0O:], provoque une diminution
considérable de la concentration en 3SH (pres de 64 %), soit une diminution deux fois
plus importante que dans le cas de la (+)-catéchine pour des conditions opératoires
similaires (Figure 32, A). L'oxydabilité de la (-)-épicatéchine semble étre indépendante
du taux d’oxygene dissous dans la matrice. Plus précisément, a tjour7, I'oxydabilité de la
(-)-épicatéchine notée au travers de la diminution de la concentration en 3SH est tres
prononcée méme en présence de traces d'oxygene (M3 : témoin inerté sans oxygene).
L’incidence de la forte oxydation de la (-)-épicatéchine sur la dégradation du 3SH dans le

milieu est clairement illustrée au bout de 15 jours d’incubation.

De plus, le fait que le dioxyde de soufre n’ait aucun effet antioxydant pour limiter
la dégradation du 3SH en présence de la (-)-épicatéchine, Figure 32, A: M5 [3SH +
(-)-épicatéchine + SOz] et M6 [3SH + (-)-épicatéchine + SOz + O2), confirme la forte
oxydabilité de ce flavan-3-ol. Il semble que la (-)-épicatéchine réagisse avec l'oxygene
plus rapidement que le dioxyde de soufre. En fait, l'interaction de dioxyde de soufre et
d'oxygéne apparait bloquée en la présence de concentrations élevées (500 mg/L) en (-)-
épicatéchine (Danilewicz, 2007). Par conséquent, dans notre étude la

(-)-épicatéchine semble étre plus réactive que la (+)-catéchine vis-a-vis du 3SH.

L’ajout de fer ferrique a un effet immédiat sur le contenu en 3SH dans le milieu
réactionnel (Figure 32, B). Un effet significatif au seuil de 5 % de la matrice est ainsi
observé apres I'addition du Fe3* sur les modalités de contrdle M7 (3SH + Fe3*) et M8
(3SH + Fe3* +02) a tjouro. En méme temps, une diminution supplémentaire de I'ordre de
28 % est provoquée vis a vis de la concentration en 3SH par addition de la
(-)-épicatéchine, M11 [3SH + (-)-épicatéchine + Fe3+] et M12 [3SH + (-)-épicatéchine +
Fe3* + 0;]. L'effet de la matrice par ajout du fer, sur le contenu en 3SH du milieu
réactionnel, est identique a celui observé dans notre expérimentation avec la

(+)-catéchine.
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Cependant, le rdole du fer, en temps que catalyseur d’oxydation de la
(-)-épicatéchine, est clairement démontré au cours de la période d'incubation. La Figure
32, B a t jour7, montre une chute radicale de la concentration du 3SH en présence de la
(-)-épicatéchine sous conditions de forte oxydation, pour les modalités M9 [3SH+
(-)-épicatéchine + Fe3* + SO2], M10 [3SH + (-)-épicatéchine + Fe3* + SO, + 02], M11 [3SH
+ (-)-épicatéchine + Fe3+] et M12 [3SH + (-)-épicatéchine + Fe3* + Oz]. En présence du fer,
d’une part, la (-)-épicatéchine fait chuter fortement les teneurs en 3SH (0,6 nM dans les
modalités M9 - M10 et de 0,3 nM dans les modalités M11 et M12) et d’autre part, le SO

devient totalement inefficace en temps qu’antioxydant (M9 et M10).

En conséquence, en présence de fer ferrique, le dioxyde de soufre apparait
incapable de bloquer I'oxydation de la (-)-épicatéchine et de stabiliser la concentration
en 3SH dans le milieu. Ce résultat n’a pas été observé en présence de la (+)-catéchine et
illustre clairement d’'une part, une différence de réactivité entre ces deux flavan-3-ols
avec le 3SH et d’autre part, une oxydabilité variable de ces molécules polyphénoliques

plus au moins limitée par la présence de dioxyde de soufre.

D’aprés certains auteurs, le phénomeéne d’accentuation ou de diminution de la
capacité antioxydante du dioxyde de soufre en présence de différents polyphénols peut
étre lié a la diminution rapide de la teneur en dioxyde de soufre libre et a I'augmentation
résultante des teneurs en dioxyde de soufre combiné dans le milieu, par la présence de

peroxyde d'hydrogene [K] produit au cours de I'oxydation des polyphénols.

(k] H,0, + HSO3 — SO0~ + H* + H,0
De plus, l'autooxydation du dioxyde de soufre est catalysée par les métaux
comme le fer et le cuivre conduisant a une perte supplémentaire de la teneur en dioxyde
de soufre libre (Danilewicz, 2007). La variation de la réactivité du dioxyde de soufre en
fonction du niveau d’oxydoréduction de la matrice (présence des polyphénols et des
meétaux) dans notre étude se traduit par l'instabilité du 3SH dans milieu et la perte

d’aréme conséquente.
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Figure 33. Réactivité de la 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one avec la (+)-catéchine.
Incidence de la présence d’oxygene, du fer et du dioxyde de soufre. Les valeurs
désignées par des lettres différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque
point du temps, indiquent une différence significative entre les groupes des moyennes
(Test Tukey, p < 0,05). Un alphabet différent est utilisé pour chaque temps de
prélévement. (A) M1 (4MSP), M2 (4MSP + O2), M3 (4MSP + (+)-catéchine), M4 [4MSP
+ (+)-catéchine + 02], M5 [4MSP + (+)-catéchine + SOz], M6 [4MSP + (+)-catéchine + SO>
+ 02], (B) M7 (4MSP + Fe3+), M8 (4MSP + Fe3* + 02), M9 [4MSP+ (+)-catéchine + Fe3* +
SO2], M10 [4MSP + (+)-catéchine + Fe3* + SOz + O2], M11 [4MSP + (+)-catéchine + Fe3+)
et M12 [4MSP + (+)-catéchine + Fe3* + O]
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3.3 REACTIVITE DE LA 4-METHYL-4-SULFANYLPENTAN-2-ONE : INCIDENCE DE
LA PRESENCE D’OXYGENE, DE FER ET DE DIOXYDE DE SOUFRE

3.3.1 INFLUENCE DE LA (+)-CATECHINE

L’étude de la réactivité de la 4MSP avec la (+)-catéchine a révélé que la 4MSP est
un thiol volatil relativement stable, réagissant tres peu avec la (+)-catéchine dans des
conditions d'oxydation d’'un milieu modele de composition proche du vin (Figure 33, A

et B).

Les traitements statistiques des données n'ont démontré aucune différence
significative (p = 0,05) entre les quatre modalités M1 (4MSP), M2 (4MSP + 02), M3
[4MSP + (+)-catéchine] et M4 [4MSP + (+)-catéchine + 02] au début de la réaction, a tjouro
(Figure 33, A). En effet, aucun effet matrice n’existe vis-a-vis de la concentration en
4MSP lors de I'addition de la (+)-catéchine et de 'oxygene dans la solution réactionnelle.
Ce résultat s’explique vraisemblablement par une stabilité chimique de la 4MSP plus

importante que le 3SH.

La réactivité de la 4MSP avec la (+)-catéchine, en présence d'oxygene [M4 : 4MSP
+ (+)-catéchine + Oz] est peu marquée. La Figure 33, A montre ainsi une diminution
légere de la concentration en 4MSP, apres I'addition de la (+)-catéchine (seulement
0.25nM de perte de la concentration de la 4MSP, a tjur7). Cette diminution de
concentration en 4MSP est proportionnellement répétée a 15 jours d’incubation (tjour15s)
pour la méme modalité [Figure 33, A : M4 (4MSP + (+)-catéchine + 02)]. De plus, a tjour15,
il y a une diminution limitée de la teneur en 4MSP pour toutes les modalités (de M1 a
M6). Cette réduction peut étre due a la dégradation naturelle de la molécule dans le
milieu réactionnel. Néanmoins, cette diminution ne peut pas étre corrélée avec la

présence de la (+)-catéchine et de I'oxygene.

En outre, la présence du fer ferrique, en absence du dioxyde de soufre dans le
milieu modele (Figure 33, B), entraine une légere mais significative diminution (0,4 nM)
de la concentration de la 4MSP, a tjouro M7 (4MSP + Fe3*), M8 (4MSP + Fe3* + 02). Cette
diminution se poursuit en présence de la (+)-catéchine a tjourr, M11 [4MSP +
(+)-catéchine + Fe3*] et M12 [4MSP + (+)-catéchine + Fe3* + O], ainsi jusqu’a la fin de la

réaction a tjour1s. L'effet du dioxyde de soufre sur la concentration de la 4MSP, dans notre
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Figure 34. Réactivité de la 4-méthyl-4-sulfanylpentan-2-one avec la (-)-épicatéchine.
Incidence de la présence d’oxygene, du fer et du dioxyde de soufre. Les valeurs
désignées par des lettres différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque
point du temps, indiquent une différence significative entre les groupes des moyennes
(Test Tukey, p < 0,05). ). Un alphabet différent est utilisé pour chaque temps de
préléevement. (A) M1 (4MSP), M2 (4MSP + 02), M3 [4MSP + (-)-épicatéchine], M4
[4MSP + (-)-épicatéchine + 0z], M5 [4MSP + (-)-épicatéchine + SOz], M6 [4MSP + (-)-
épicatéchine + SO; + O], (B) M7 (4MSP + Fe3+), M8 (4MSP + Fe3* + 02), M9 [4MSP+ (-)-
épicatéchine + Fe3++ SOz], M10 [4MSP + (-)-épicatéchine + Fe3++ SOz + O], M11 [4MSP
+ (-)-épicatéchine + Fe3+] et M12 [4MSP + (-)-épicatéchine + Fe3* + O2]
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milieu modele, a été clairement illustré sur une période de 15 jours, méme dans les

conditions de forte oxydation (présence du fer).

3.3.2 INFLUENCE DE LA (-)-EPICATECHINE

Aucun changement n'est observé vis-a-vis de la teneur en 4MSP en présence de la
(-)-épicatéchine a tjouro (Figure 34, A et B). En effet, il n’existe pas d’effet matrice vis-a-
vis de la 4MSP en lien avec la présence de la (-)-épicatéchine et d’oxygene dans la

solution réactionnelle.

A tiour7 et tjours, 1a (-)-épicatéchine induit une diminution de la 4MSP (au total 30
% de diminution aprés 15 jours d'incubation), méme en présence de traces d'oxygene:
M3 [4MSP + (-)-épicatéchine] et M4 [4MSP + (-)-épicatéchine + 0z]. Ces résultats
indiquent que la (-)-épicatéchine est plus réactive avec la 4MSP que Ila
(+)-catéchine, et mettent en évidence, encore une fois, la forte oxydabilité de cette

molécule phénolique en comparaison avec son stéréoisomere, la (+)-catéchine.

Cependant, I'ajout du dioxyde de soufre dans le milieu modele (Figure 34, A : M5
et M6) a significativement atténué la diminution de la concentration de la 4MSP,

contrairement a l'effet observé pendant I'incubation du 3SH avec la (-)-épicatéchine.

L’addition de fer ferrique a la matrice (Figure 34, B) renforce la réactivité de la
4MSP avec la (-)-épicatéchine (30 % de plus diminution qu’avec la (+)-catéchine), M11
[4MSP + (-)-épicatéchine + Fe3*] et M12 [4MSP + (-)-épicatéchine + Fe3* + O2]. Par
ailleurs, la (-)-épicatéchine, en raison de sa capacité oxydante élevée, méme en présence
de faibles concentrations d'oxygeéne, ne montre aucune différence significative de
réactivité pour les modalités M11 [4MSP + (-)-épicatéchine + Fe3*] et M12 [4MSP +
(-)-épicatéchine + Fe3* + 02]. En présence de fer, la (-)-épicatéchine est tres facilement

oxydée, indépendamment du taux d’oxygene dissous présent dans la solution.

De plus, I'ajout du dioxyde de soufre en présence du fer n’a pas pu empécher la
réactivité de la (-)-épicatéchine avec la 4MSP (Figure 34, B). En présence de

(-)-épicatéchine, le dioxyde de soufre a pu seulement retarder la diminution de la teneur
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Figure 35. Réactivité du 2-furanméthanethiol avec la (+)-catéchine. Incidence de la
présence d’oxygene, du fer et du dioxyde de soufre. Les valeurs désignées par des lettres
différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque point du temps, indiquent
une différence significative entre les groupes des moyennes (Test Tukey, p < 0,05). Un
alphabet différent est utilisé pour chaque temps de prélevement. M1 (2FMT), M2
(2FMT + O2), M3 [2FMT + (+)-catéchine], M4 [2FMT + (+)-catéchine + O], M5 [2FMT +
(+)-catéchine + SO;] et M6 [2FMT + (+)-catéchine + SOz + Oz]
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en 4MSP dans la solution modele, M9 [4MSP+ (-)-épicatéchine + Fe3* + SOz] et M10
[4MSP + (-)-épicatéchine + Fe3* + SOz + Oz]. Par contre, au bout de 15 jours d’incubation,
les différences au niveau de la dégradation de la 4MSP induites par la présence de la
(-)-épicatéchine, entre les modalités supplémentées (M9 et M10) ou pas en dioxyde de
soufre (M11 et M12) s’estompent. A travers la réactivité de la 4MSP avec la
(-)-épicatéchine, il est bien clair dans notre étude, que la (-)-épicatéchine a une
concentration donnée (500 mg/L) et en présence du fer, est capable de consommer

beaucoup plus rapidement I'oxygene que le dioxyde de soufre.

3.4 REACTIVITE DU 2-FURANMETHANETHIOL : INCIDENCE DE LA PRESENCE
D’OXYGENE, DE FER ET DE DIOXYDE DE SOUFRE

3.4.1 INFLUENCE DE LA (+)-CATECHINE

Notre expérience portant sur la réactivité du 2FMT avec la (+)-catéchine,
démontre que le 2FMT fait partie des molécules de la famille des thiols volatils tres
instable, qui réagit intensivement avec la (+)-catéchine indépendamment de la présence

d’oxygene.

A tjouro, aucun effet significatif de la matrice n’est observé vis-a-vis de la
concentration initiale en 2FMT (Figure 35). Au bout de 7 jours d'incubation (a tjour7), le
2FMT présente une réactivité intense avec la (+)-catéchine, M3 [2FMT +
(+)-catéchine] et M4 [2FMT + (+)-catéchine + Oz], conduisant a une perte de thiol de
I'ordre de 70 % par rapport a la concentration initialement ajoutée. 10 % de cette

diminution sont le résultat de la seule action de 'oxygene (M2).

En méme temps, I'ajout du dioxyde de soufre, a tssy7 dans le milieu modele
présente un effet antioxydant limité contre la dégradation du 2FMT en présence de la
(+)-catéchine, ce qui conduit a une diminution d’environ 30 %, au lieu de 60 %, de la
concentration en thiol (M3 et M4, privées du dioxyde de soufre) pour les modalités M5
et M6. En dépit de la protection antioxydante du dioxyde de soufre, il est impossible de
détecter le 2FMT apres 15 jours d'incubation (2ZFMTwrop = 0,1 nM). Cette situation est

généralisée pour toutes les modalités et illustre la grande instabilité de ce thiol volatil.

104



Réactivité des thiols volatils avec les polyphénols : Impact de l'oxygéne, du fer et du dioxyde de soufre

Moyenne; Box: Min-Max; Whisker: Moyenne+ET
2,2 T T T T T

2,0t a

m-HQH =

1,2}

10} )

ol ] E3 0 jour

Y B 7 jour]
0,6 + ﬁ i E

0.4}

2-furanméthanethiol (nM)

0,2+
L -

0,0

M7 M8 M9 M10 M11 M12
Modalités

Figure 36. Réactivité du 2-furanméthanethiol avec la (+)-catéchine. Incidence de la
présence d’oxygene, du fer et du dioxyde de soufre. Les valeurs désignées par des lettres
différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque point du temps, indiquent
une différence significative entre les groupes des moyennes (Test Tukey, p < 0,05). Un
alphabet différent est utilisé pour chaque temps de prélevement. M7 (2FMT + Fe3+), M8
(2FMT + Fe3* + 02), M9 [2FMT+ (+)-catéchine + Fe3*+ SO2], M10 (2FMT + (+)-catéchine
+ Fe3* + SOz + O2], M11 [2FMT + (+)-catéchine + Fe3*] et M12 [2FMT + (+)-catéchine +
Fe3* + 03]
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Par ailleurs, a travers I'étude de la cinétique de la disparition du 2FMT apres
addition de fer ferrique au milieu modele (Figure 36), il semble que le fer catalyse la
réduction d’oxygene mais aussi I'autoxydation du 2FMT. A tjour7, nous avons observé une
diminution intense et brusque (1,3 nM de perte) de la concentration du 2FMT contenu
dans les modalités M7 (2FMT + Fe3*) et M8 (2ZFMT + Fe3++ 02). La présence du fer
ferrique indépendamment de la présence d’oxygene accélere ainsi la disparition du
2FMT dans la solution modele. Cependant, une fois la (+)-catéchine ajoutée dans la
matrice (M11 et M12), les concentrations de 2FMT atteignent a tjour7 des valeurs de
I'ordre de 0,2 nM. La (+)-catéchine est responsable pour 60 % de cette diminution tandis

que 40 % de diminution sont liés a la seule présence du fer (M7 et M8).

A I'abri d’oxygene, la présence du dioxyde de soufre dans le milieu réactionnel
contenant du fer ferrique et de la (+)-catéchine, protege partiellement la dégradation du
2FMT (Figure 36). A tjur7, nous constatons que la concentration du 2FMT pour les
modalités sans oxygene, est maintenue a un niveau de concentration proche de la valeur
1nM [M9 (2FMT+ (+)-catéchine + Fe3* + SO2)]. En revanche, une fois que I'oxygéne est
présent dans la solution modele [M10 (2FMT + (+)-catéchine + Fe3* + SOz + 02)], le
dioxyde de soufre semble perdre sa capacité a empécher l'action de la (+)-catéchine sur
la dégradation du 2FMT. Ainsi, une diminution supplémentaire de la teneur en 2FMT
(de l'ordre de 0,3 nM) est mesurée en comparaison avec la modalité incubée en absence
d’'oxygeéne [M9 (2FMT + (+)-catéchine + Fe3* + SOz)]. Malgré l'effet antioxydant du
dioxyde de soufre dans la matrice, similaire a celui observé dans notre étude sur la
réactivité de la (+)-catéchine avec le 2FMT en absence du fer ferrique, le 2FMT est

totalement dégradé au bout de 15 jours d’incubation pour toutes les modalités.
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Figure 37. Réactivité du 2-furanméthanethiol avec la (-)-épicatéchine. Incidence de la
présence d’oxygene et du dioxyde de soufre. Les valeurs désignées par des lettres
différentes, pour les diverses modalités, au niveau de chaque point du temps, indiquent
une différence significative entre les groupes des moyennes (Test Tukey, p < 0,05). Un
alphabet différent est utilisé pour chaque temps de prélevement. (A) M1 (2FMT), M2
(4MSP + 02), M3 (2FMT + (-)-épicatéchine), M4 [2FMT + (-)-épicatéchine + Oz], M5
[2FMT + (-)-épicatéchine + SO2], M6 [2FMT + (-)-épicatéchine + SO; + O], (B) M7
(2FMT + Fe3+), M8 (2FMT + Fe3* + 02), M9 [2FMT+ (-)-épicatéchine + Fe3* + SO;], M10
[2FMT + (-)-épicatéchine + Fe3* + SOz + Oz], M11 [2FMT + (-)-épicatéchine + Fe3+*] et
M12 [2FMT + (-)-épicatéchine + Fe3* + O]

107



Réactivité des thiols volatils avec les polyphénols : Impact de l'oxygéne, du fer et du dioxyde de soufre

3.4.2 INFLUENCE DE LA (-)-EPICATECHINE

La (-)-épicatéchine est plus réactive avec le 2FMT que la (+)-catéchine (Figure
37, A et B). Des le déclenchement de la réaction, I'ajout de la (-)-épicatéchine dans le
milieu réactionnel provoque un effet matrice significatif au seuil de 5 %,
indépendamment de la présence du dioxyde de soufre et d’oxygene. Cet effet matrice se
traduit par une diminution de l'ordre de 0,3 nM de la teneur en 2FMT dans les modalités
M3 [2FMT + (-)-épicatéchine], M4 [2FMT + (-)-épicatéchine + 0], M5 [2FMT +
(-)-épicatéchine + SOz] et M6 [2FMT + (-)-épicatéchine + SOz + Oz].

A tjour7, la concentration du 2FMT est réduite de l'ordre de 89 % par la
(-)-épicatéchine M3 et M4 en présence ou en absence d’oxygene (Figure 37, A). L’action
de la (-)-épicatéchine sur la dégradation du 2FMT est 10 % plus importante que celle

observée dans notre étude en présence de la (+)-catéchine.

Le dioxyde de soufre est donc incapable d'empécher la dégradation du 2FMT en
présence de la (-)-épicatéchine, comme c’est le cas pour la (+)-catéchine : modalités M5
[2FMT+ (-)-épicatéchine + SO2] et M6 [2FMT+ (-)-épicatéchine + SOz + O] (Figure 37,
A). Cependant, I'étude réactionnelle en présence de 2FMT/(-)-épicatéchine valide
I'instabilité de ce thiol volatil, montrant qu’apres 15 jours d’incubation le 2FMT était

totalement dégradé (non détectable) dans la matrice.

La présence du fer ferrique et de la (-)-épicatéchine (Figure 37, B) en
combinaison avec la présence de traces d'oxygene dissous dans le milieu réactionnel,
accelere la disparition du 2FMT. En présence du fer, 'addition de I'oxygene dans la
matrice, rend la (-)-épicatéchine tres réactive vis-a-vis le 2FMT ce qui produit une
dégradation totale du 2FMT a ¢jour7. Cet effet met en évidence encore une fois
Iimportance des métaux sur le processus d'oxydation des polyphénols par

I'intermédiaire de leur réactivité avec les thiols volatils.

En revanche, I'addition du dioxyde de soufre en présence de la (-)-épicatéchine,
du fer et de 'oxygene dans la solution modele, produit un effet antioxydant qui s’oppose
a la diminution de la concentration du 2FMT, a tjour7. Le dioxyde de soufre sans oxygene,
(Figure 37, B) [M9 (2FMT+ (-)-épicatéchine + Fe3* + SO2)], peut freiner la réactivité de
la (-)-épicatéchine avec le 2FMT en empéchant une diminution supplémentaire de

I'ordre de 0,5 nM de la concentration du 2FMT, comme cela est observé pour la modalité
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M11 [2FMT + (-)-épicatéchine + Fe3*] privée de dioxyde de soufre. Par ailleurs, en milieu
supplémenté en oxygene dissous, le dioxyde de soufre perd 29 % de sa capacité
antioxydante vis-a-vis de la réaction de la (-)-épicatéchine avec le 2FMT en présence de

fer [M10 (2ZFMT + (+)-catéchine + Fe3*+ SOz + 02)].

Notre étude portant sur la réactivité des flavan-3-ols avec le 2ZFMT souligne ainsi
I'importance de la compréhension des mécanismes impliqués dans la dégradation de ce
thiol au cours d'élevage du vin afin de préserver sa contribution au "bouquet”

aromatique.
3.5 CONCLUSION

Les études menées en solution modeéle apportent de nouvelles données quant a la
nature des mécanismes réactionnels impliquant divers thiols volatils des vins associés
aux aromes variétaux (3SH et 4MSP) et au bouquet de vieillissement (2FMT) avec deux
monomeres de flavonoides la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine, en présence
d’oxygene, de traces de métaux (fer) et de dioxyde de soufre. Ces travaux ont permis
d’établir une réactivité différente selon les thiols volatils vis a vis des formes oxydées de
(+)-catéchine et de (-)-épicatéchine, d'une part, et d’autre part une oxydabilité différente

et donc une réactivité différente selon le monomere de flavonoides considéré.

Nos résultats établissent clairement que la (+)-catéchine est moins réactive avec
les thiols volatils que la (-)-épicatéchine. De plus, la grande oxydabilité de la
(-)-épicatéchine est aussi démontrée. La (-)-épicatéchine peut facilement s’oxyder méme
en présence de traces d'oxygene présentes dans la solution modele. A notre
connaissance, ces mécanismes de réactivité entre plusieurs composeés clés de 1'ar6me

des vins et plusieurs types des flavonoides ne sont pas décrits dans la littérature.

De plus, notre étude illustre que le fer joue un réle de catalyseur vis-a-vis des
réactions entre les deux composés phénoliques et les thiols volatils. En effet, il favorise
vraisemblablement la formation de quinones, composés capables de réagir par addition
avec les thiols. Concernant le dioxyde de soufre, bien que ce composé présente des
propriétés antioxydantes qui limitent la dégradation de thiols volatils, il semble perdre
son efficacité antioxydante en présence de la (-)-épicatéchine, et dans une moindre

mesure de la (+)-catéchine. Les intéractions du dioxyde de soufre avec les composés
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phénoliques et 'oxygéne en présence de 3SH seront approfondies dans le chapitre

suivant.

En comparant la réactivité de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine avec le
3SH, la 4MSP et le 2FMT en présence de fer, d'oxygene et de dioxyde de soufre, il est
clair que la 4MSP a une moindre affinité avec les quinones des flavan-3-ols étudiées
[(+)-catéchine et (-)-épicatéchine]. Par conséquent, le 2FMT et le 3SH réagissent plus

facilement avec ces monomeres que la 4MSP.

Nos résultats démontrent clairement que le 2FMT est plus réactif que le 3SH et la
4MSP. La différence de réactivité peut s’expliquer par la nature chimique du composé
odorant et en conséquence, par les propriétés nucléophiles de la molécule de chaque
thiol volatil étudié. Le 2FMT est un thiol primaire, tandis que le 3SH est secondaire et la
4MSP est un thiol tertiaire. Comme cela a déja été documenté pour les thiols volatils du
café (Charles-Bernard et al, 2005), la constante de vitesse de réactivité des thiols
augmente avec l'accroissement de la propriété nucléophile de la fonction thiol (SH):
primaire > secondaire > tertiaire. Ce classement de la réactivité est principalement

attribué a I'effet stérique qui diminue du thiol primaire au thiol tertiaire.
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Le premier objectif de cette étude est d'élucider la nature des mécanismes
impliqués dans la dégradation de thiols volatils tout au long de I'élaboration et du
vieillissement des vins blancs. Dans la mesure ou les principaux composés phénoliques
du raisin et du vin blanc sont susceptibles d’étre associés a ces mécanismes, il est
important de caractériser les produits de la réaction entre les composés phénoliques du
raisin et les thiols volatils clés de 'ardme des vins. La cinétique de formation de ces
adduits en conditions d’oxydation chimique et enzymatique est aussi un parametre
majeur a intégrer. Aussi, dans notre étude, les produits réactionnels recherchés ont été
principalement ceux impliquant les composés phénoliques majoritaires des raisins et
vins blancs, a savoir l'acide caftarique, la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine, avec un thiol

volatil odoriférant jouant un réle clé, dans I'ar6me de vins blancs ou rosés : le 3SH.

Concretement, dans le but de valider notre premiere hypothése de formation
d’adduits entre ces composés phénoliques et le 3SH, il était d’abord nécessaire de les
synthétiser. Cette synthése a été envisagée entre les trois composés phénoliques
majoritaires du vin blanc et le 3SH en milieu aqueux, de composition proche du moiit, en
présence d'un extrait brut de polyphénoloxydase extraite du raisin (PPO) afin
d’augmenter le rendement de la réaction. Cette synthese a permis l'obtention des
produits en quantité suffisante pour la caractérisation structurale par RMN (Résonance

Magnétique Nucléaire) et pour 'utilisation comme références chromatographiques.
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Figure 38. Chromatogramme des produits de synthése apres 20 heures d'incubation de
la (+)-catéchine avec le 3SH
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Notre étude s’est poursuivie par le suivi de la cinétique de formation de ces
adduits dans les conditions d’oxydation du mofit et du vin, afin de pouvoir comprendre
le mécanisme de leur formation dans les conditions de la vinification (en particulier au
cours de la fermentation alcoolique) et au cours du vieillissement du vin. Le role des
métaux et du dioxyde de soufre sur la formation de ces adduits a été également
considéré. Ensuite, afin d’approfondir nos connaissances sur la formation d’adduits
entre d’autres polyphénols minoritaires du moft et du vin et le 3SH, nous avons conduit
des recherches d’identification de ces derniers par CLHP-SM dans un jus de raisin

supplémenté en 3SH.

4.1 SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA
(+)-CATECHINE EN MILIEU MODELE

4.1.1 CoNDITIONS OPERATOIRES DE LA SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE

3-SULFANYLHEXANOL ET LA (+)-CATECHINE

La synthese des adduits entre le 3SH et la (+)-catéchine est réalisée en milieu
aqueux en présence d’'un extrait brut de PPO issus de raisins noirs (10 g/L) et acidifié
avec 5 g/L d’acide tartrique. Le pH de la solution est ensuite ajusté a 3,5 par I'addition de
soude (5M). La (+)-catéchine et le 3SH préalablement solubilisés dans une solution
éthanolique sont ensuite incorporés dans le milieu modele. Le milieu réactionnel est
maintenu a température ambiante (20°C) sous agitation (400 rpm). L’évolution de la

réaction est suivie par CLHP-UV-SM (Méthode 7).

4.1.2 ANALYSE ET PURIFICATION DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA

(-)-CATECHINE

Apres six heures d’incubation, la concentration en (+)-catéchine initialement
ajoutée dans le milieu réactionnel a fortement diminué et trois nouveaux groupes de
pics apparaissent bien séparés par la méthode CLHP analytique. Leurs temps de
rétention chromatographiques sont les suivants : C1 (Cla a 25,9 minutes et C1b a 27,1
min) C2 a 34,8 minutes et C3 a 46,4 minutes. Les pics apparaissent dans un rapport
Cla: Clb: C2:C3 de 16: 16: 58: 10 (Figure 38). Nous observons la consommation

totale du substrat apres 24 heures de réaction.
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Figure 39. Spectre de masse en mode négatif et en Full Scan sur la gamme des masses
100-1000, des adduits C1a, C1b, C2 et C3 entre le 3SH et la (+)-catéchine
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Afin de purifier ces composés et éliminer le 3SH en exces, le mélange réactionnel
est lavé trois fois (v/v) avec du chloroforme. La phase aqueuse, préalablement filtrée sur
du papier Whatman 1, est évaporée sous pression réduite. Le résidu brut ainsi obtenu
est resolubilisé dans l'eau, puis congelé avant lyophilisation. Chacun des quatre
principaux produits de la réaction 3SH-catéchine, C1la, C1b, C2 et C3 est purifié par
CLHP semi-préparative (Méthode 8). 2,7 g du mélange brut sont solubilisés dans 19 mL
d’'un mélange de solvant eau-méthanol (90:10, v/v) afin d’étre injecté en CLHP. Les

produits C1a, C1b, C2 et C3 sont alors collectés séparément.

4.1.3 ANALYSES STRUCTURALES DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA

(+)-CATECHINE

4.1.3.1 Analyse par CLHP-ESI-SM des adduits entre le 3-sulfanylhexanol et la (+)-catéchine
L’analyse structurale des adduits Cla, C1b, C2 et C3 débute par une analyse en

CLHP-ESI-SM (Méthode 7) en mode négatif. Les conditions d’analyse permettent de

déterminer la masse moléculaire des composés préalablement observés en CLHP

analytique. Le mode d’analyse en ESI-SM permet de détecter les signaux correspondants
aux ions pseudo-moléculaires [M-H]. Cependant cette analyse ne permet pas de

différencier les stéréoisomeres ou régio-isomeres possibles.

Les structures hypothétiques des produits d’addition de la molécule de 3SH sur la
(+)-catéchine ont été formulées en se basant sur la réaction d’addition nucléophile de
Michaél. Ainsi, certains adduits peuvent résulter d'une addition nucléophile du 3SH sur
le cycle B de la o-quinone de chaque (+)-catéchine. Par conséquent, leur poids
moléculaire doit étre en conformité avec la formule [(x M + y M' - 2n)] ou M et M'
correspondent au poids moléculaire de chaque molécule intégrée dans la structure
(g/mol) ; x et y sont le nombre de molécules intégrées dans la structure; et n est le
nombre de liaisons covalentes formées apres réaction d’addition. L’analyse par CLHP-
SM en mode négatif et en Full Scan (Courant Ionique Total) de chaque produit formé
apres la réaction de la (+)-catéchine et du 3SH confirme que les produits C1a, C1b, C2 et
C3 sont effectivement des adduits du 3SH sur la (+)-catéchine selon l’addition de
Michaél. Les adduits C1a, C1b et C2 ont une masse moléculaire de 422 [(1*PMcatéchine +
1*PM3sh - 2) = (1*290 + 1*134 - 2) = 422] (Figure 39). Cette masse correspond bien a
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Figure 40. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit 6’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-
catéchine (C1a), (B) structure de 'adduit Cla (les fleches représentent les principales
corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC()
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'addition nucléophile d'une molécule de 3SH sur un site électrophile du cycle B de la
o-quinone de la (+)-catéchine. La présence de trois différents pics chromatographiques
représentant le méme signal m/z = 421 peut étre liée aux différentes additions
intramoléculaires du 3SH sur les trois carbones électrophiles (le C2’, le C5” et le C6")
disponibles du cycle B de la o-quinone de la (+)-catéchine. De plus, I'adduit C3 a une
masse moléculaire de 554 (1*PMcatéchine + 2*¥PMssu - 4) = (1*290 + 2*134 - 4) = 554
(Figure 39). Cette masse correspond a I'addition de deux molécules de 3SH sur la méme
molécule de la (+)-catéchine qui se trouve apres oxydation sous la forme quinonique,

résultant d’'une attaque nucléophile du thiol.
4.1.3.2 Analyse par RMN des adduits entre le 3-sulfanylhexanol et la (+)-catéchine

4.1.3.2.1 Analyse par RMN de I’adduit 6°-(7 "-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (Cla)

La structure du composé Cla est déterminée a partir des spectres RMN a une
dimension (proton, carbone) et des cartes RMN a deux dimensions (HMQC et HMBC)
ainsi que par comparaison avec les données spectrales déja publiées. Le point clé dans
cette détermination structurale est I'identification du centre de liaison entre I'unité 3SH
et la (+)-catéchine. Elle est effectuée a I'aide des corrélations proton-carbone a longue
distance (Figure 40). Le spectre HMBC montre notamment une intense tache de
corrélation entre le centre du proton H7" (&4 3,32 ppm) de l'unité 3SH et le carbone
C6" (O¢c 121,4 ppm) du cycle aromatique B de la (+)-catéchine. Ce dernier est identifié et
assigné a l'aide de sa corrélation proton-carbone a longue distance avec le proton H2 (y
5,50 ppm) du cycle aromatique C de la (+)-catéchine, identifié grace a son déplacement
chimique trés caractéristique. De plus, cette liaison est confirmée par la présence dans la
région des protons aromatiques d'un important singlet intégrant deux protons, a &4 6,86
ppm. Ce signal est attribué aux protons H2" et H5" du cycle aromatique B de la
(+)-catéchine a 'aide des analyses a deux dimensions. Les autres protons et carbones
appartenant a la chaine aliphatique de 'unité 3SH et de la (+)-épicatéchine sont assignés

al’aide des corrélations HMQC et HMBC.

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) permet de déterminer avec précision
que le composé Cla, est I'adduit 6°-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine, résultant de
I'addition nucléophile du 3SH sur le carbone C6" du cycle aromatique B de la

(+)-catéchine par une liaison thioéther.
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Figure 41. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit 6’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-
catéchine (C1b), (B) structure de I'adduit C1b (les fleches représentent les principales
corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC)
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Figure 42. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit 5’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-
catéchine (C2), (B) structure de l'adduit C2 (les fleches représentent les principales
corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC(C)
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4.1.3.2.2 Analyse par RMN de I’adduit 6°-(7 -sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C1b)

Les spectres RMN a une dimension (proton, carbone) et les cartes RMN a deux
dimensions (HMQC et HMBC) du composé C1b sont trés proches de ceux du composé
Cla. L’identification du centre de liaison entre I'unité 3SH et la (+)-catéchine s’effectue a
I'aide des méme corrélations proton-carbone a longue distance que pour le composé
Cla (Figure 41). Le spectre HMBC de C1b montre une intense tache de corrélation
entre le centre du proton H7” (&4 3,36 ppm) de I'unité 3SH et le carbone C6" (&c 120,8
ppm) du cycle aromatique B de la (+)-catéchine, qui lui-méme est assigné a 'aide de sa
corrélation proton-carbone a longue distance avec le proton H2 (&4 5,42 ppm) du cycle
aromatique C de la (+)-catéchine. La liaison entre l'unité 3SH et la (+)-catéchine est
confirmée, comme pour Cla, par la présence dans la région des protons aromatiques
d’un important singlet intégrant pour deux protons a oy 6,89 ppm. Ce signal est attribué
aux protons H2" et H5" du cycle aromatique B de la (+)-catéchine a I'aide des analyses a
deux dimensions. Les autres protons et carbones, appartenant a la chaine aliphatique de

I'unité 3SH et de la (+)-catéchine sont assignés a I'aide des corrélations HMQC et HMBC.

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) permet de montrer que le composé C1b
résulte de I'addition nucléophile du 3SH sur le carbone C6” du cycle aromatique B de la
(+)-catéchine par une liaison thioéther comme observé précédemment pour le composé
Cla. Les deux composés Cla et C1b sont donc des diastéréoisomeres présentant une

stéréochimie différente au niveau du centre chiral C7".

4.1.3.2.3 Analyse par RMN de I’adduit 5°-(7"-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (C2)

Les spectres RMN a une dimension (proton, carbone) du composé C2
apparaissent comme plus complexes que ceux des composés Cla et C1b. Néanmoins,
une analyse plus fine montre que cette apparente complexité résulte d’'un simple
dédoublement de la majorité des signaux. En fait, apres assignation de tous les signaux
observés sur les spectres protons et carbones a 'aide des analyses a deux dimensions
(HMQC et HMBC), il apparalt que le composé C2 est un mélange de deux
diastéréoisomeres di au centre chiral en position C7’. Malgré la présence de ces deux
diastéréoisomeres en mélange, il a été possible de déterminer le centre de liaison entre
I'unité 3SH et la (+)-catéchine, grace aux corrélations proton-carbone a longue distance

(Figure 42). Sur le spectre HMBC, il est notamment possible d’observer une intense
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Figure 43. Chromatogramme en masse (TIC) des produits de synthese apres 28 heures
d’incubation de la (-)-épicatéchine avec le 3SH
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corrélation entre le proton H7" (04 3,18 ppm) de I'unité 3SH et le carbone C5" (8¢ 120,6
ppm) du cycle aromatique B de la (+)-catéchine. De plus, la présence dans la région des
protons aromatiques de deux doublets avec une constante de couplage faible, a &y 6,81
(J=1,67 Hz) et 6,91 (J = 1,67 Hz) ppm caractéristique des protons H2" et H6" du cycle

aromatique B de la (-)-catéchine, confirme I'absence de proton en C5".

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) met en évidence que le composé C2 est
le mélange des deux diastéréoisomeres de I'adduit 5’-(7’-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine
résultant de 1'addition nucléophile du 3SH sur le carbone C5” du cycle aromatique B de

la (+)-catéchine par une liaison thioéther.

4.2 SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA
(-)-EPICATECHINE EN MILIEU MODELE

4.2.1 CONDITIONS OPERATOIRES DE LA SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE

3-SULFANYLHEXANOL ET LA (-)-EPICATECHINE

Le protocole mis en ceuvre pour la synthése des adduits entre la (-)-épicatéchine
et le 3SH est identique a celui utilisé précédemment avec la (+)-catéchine. L’évolution de

la réaction est suivie par CLHP-UV-SM (Méthode 10).

4.2.2 ANALYSE ET PURIFICATION DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA

(-)-EPICATECHINE

Le suivi de la formation des produits apres la réaction de la (-)-épicatéchine avec
le 3SH sous conditions d’oxydation enzymatique (présence de la PPO) présente un profil
chromatographique similaire a celui observé dans le cas de la réaction de la
(+)-catéchine avec le 3SH. Apres 24 heures de réaction, la quantité de (-)-épicatéchine a
diminué de 75 % alors que trois groupes de pics sont élués a 28,8 minutes pour le Ela, a
30,8 minutes pour le E1b, a 37,6 minutes pour le E2 et a 44,8 pour le groupe E3 (Figure
43). Ces produits apparaissent dans un rapport Ela: E1b: E2: E3 de 16:16:58:10. Le
rapport d’apparition de ces produits est identique a celui de la réaction de la
(+)-catéchine avec le 3SH. Cette similarité de profil chromatographique était prévisible

car la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine sont deux stéréoisomeres. La réaction de la
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Figure 44. Spectre de masse en mode négatif et en Full Scan dans une gamme de masses
100-1000, des adduits E1a, E1b, E2 et E3 entre le 3SH et la (-)-épicatéchine
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(-)-épicatéchine avec le 3SH est incomplete contrairement a celle de la (+)-catéchine qui
s’est trouvée totalement consommeée. La réaction entre la (-)-épicatéchine et le 3SH a été

arrétée apres 28 heures d’incubation.

A la fin de la réaction, le mélange réactionnel est purifié selon le protocole décrit
dans le cas de la réaction de la (+)-catéchine avec le 3SH. Les quatre nouveaux produits

mis en évidence sont ensuite purifiés, séparés puis caractérisés par RMN.

La séparation des quatre principaux produits de la réaction 3SH-épicatéchine
(Ela, E1b, E2 et E3) est effectuée par CLHP semi-préparative (Méthode 11). Des
fractions de 3,2 g du mélange brut sont solubilisées, avant injection, dans 13 mL d'un
meélange de solvants, eau et méthanol (90 :10, v/v). Les produits E1a, E1b, E2 et E3 sont

alors collectés séparément.

4.2.3 ANALYSES STRUCTURALES DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET LA

(-)-EPICATECHINE

4.2.3.1 Analyse par CLHP-ESI-SM des adduits entre le 3-sulfanylhexanol et Ila
(-)-épicatéchine

L’analyse structurale des quatre produits de la réaction de la (-)-épicatéchine
avec le 3SH, débute comme précédemment par une analyse en CLHP-ESI-SM (Méthode
10) en mode négatif. Cette analyse montre que les trois premier produits de la réaction
(E1a, E1b et E2) ont une masse moléculaire de 422 [(M-H*)" = 421] (Figure 44). Par
conséquent, ces trois pics chromatographiques correspondent a des composés en
conformité avec les produits d’addition nucléophile d’'une molécule de 3SH sur la forme
oxydée (quinonique) de la (-)-épicatéchine. Le massif E3 a une masse moléculaire de
554 [(M-H*) = 553] (Figure 44). Cette masse correspond au produit d’addition des deux
molécules de 3SH sur la méme molécule de (-)-épicatéchine oxydée. Par déduction, les
adduits formés entre les monomeres de flavan-3-ols étudiés [la (+)-catéchine et la

(-)-épicatéchine] et le 3SH ont une structure vraisemblablement tres proche.
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Figure 45. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit 2°-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-
épicatéchine (Ela), (B) structure de l'adduit Ela (les fleches représentent les
principales corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC)
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4.2.3.2 Analyse par RMN des adduits entre le 3-sulfanylhexanol et la (-)-épicatéchine

4.2.3.2.1 Analyse par RMN de I’adduit 2°-(7"-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (Ela)

La structure du composé Ela est déterminée a partir des spectres RMN a une
dimension (proton, carbone) et des cartes RMN a deux dimensions (HMQC et HMBC)
ainsi que par comparaison avec les données spectrales déja publiées. La région
aromatique du spectre RMN du proton, montre une paire de doublets ayant une
constante de couplage faible, a 04 5,92 (J = 2,10 Hz) et 5,96 (J = 2,10 Hz) ppm. Ces deux
doublets sont caractéristiques des protons H8 et H6 du cycle aromatique A de la
(-)-épicatéchine. Cette région des aromatiques présente également deux doublets ayant
une grande constante de couplage, a &y 6,86 (J = 8,40 Hz) et 7,16 (J = 8,40 Hz),
caractéristiques des protons H5" et H6” du cycle aromatique B de la (-)-épicatéchine. De
plus, la présence d’'une corrélation entre ces deux protons sur le spectre COSY H-H
indique qu'’ils sont mutuellement couplés et donc adjacents. Par conséquent, ces deux
signaux résultent bien des protons H5" et H6" du cycle aromatique B de la
(-)-épicatéchine. En effet, la présence de ces deux protons aromatiques mutuellement
couplés indique que le thioéther est connecté au carbone C2°du cycle aromatique B de
I'unité de la (-)-épicatéchine. Ce centre de liaison entre 'unité 3SH et la (-)-épicatéchine
est également confirmé par la corrélation proton-carbone a longue distance (Figure 45)
entre le H7" (&4 3,36) de l'unité 3SH et le carbone C2" (& 118,5 ppm) du cycle
aromatique B de la (-)-épicatéchine. Le carbone C2" (&c 118,5 ppm) a lui-méme été
identifié et assigné a I'aide de ces corrélations proton-carbone a longue distance avec le
proton H2 et le proton H6". Les autres protons et carbones appartenant a la chaine
aliphatique de I'unité 3SH et de la (-)-épicatéchine sont assignés a I'aide des corrélations

HMQC et HMBC.

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) permet de déterminer avec précision
que le composé Ela est I'adduit 2’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine, résultant de
I'addition nucléophile du 3SH sur le carbone C2° du cycle aromatique B de la

(-)-épicatéchine par une liaison thioéther.
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Figure 46. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit 2’-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-
épicatéchine (E1b), (B) structure de l'adduit E1b (les fleches représentent les
principales corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC)
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4.2.3.2.2 Analyse par RMN de I’adduit 2°-(7 -sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E1b)

Les spectres RMN a une dimension (proton, carbone) et les cartes RMN a deux
dimensions (HMQC et HMBC) du composé E1b s’averent étre tres proche de ceux du
composé Ela. Une analyse plus fine du spectre proton, démontre que, comme dans le
cas du composé E1la, le composé E1b présente, dans sa région aromatique, une paire de
doublets avec une constante de couplage faible a &y 5,89 (J = 2,33 Hz) et 6,01 (J = 2,33
Hz) ppm caractéristique des protons H8 et H6 du cycle aromatique A de la
(-)-épicatéchine. De plus, toujours dans cette méme région du spectre proton, la
présence de deux doublets mutuellement couplés caractéristiques des protons H5" et
H6’ du cycle aromatique B de la (-)-épicatéchine a o4 6,88 (J = 8,36 Hz) et 7,13 (J = 8,36
Hz) est également observée. Par conséquent, comme dans le cas du composé Ela, la
présence de ces deux protons aromatiques mutuellement couplés, indique que le
thioéther est connecté au carbone C2°du cycle aromatique B de l'unité de la
(-)-épicatéchine. De plus, le centre de liaison entre 'unité 3SH et la (-)-épicatéchine est
également confirmé par la corrélation proton-carbone a longue distance (Figure 46)
entre le H7" (&4 3,30) de l'unité 3SH et le carbone C2" (& 117,9 ppm) du cycle
aromatique B de la (-)-épicatéchine, lui-méme identifié grace a ses corrélations proton-

carbone a longue distance avec les protons H2 et H6".

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) démontre que le composé E1b résulte
de l'addition nucléophile du 3SH sur le carbone C2° du cycle aromatique B de
I’(-)-épicatéchine par une liaison thioéther comme le composé Ela. Les composés Ela et
E1b sont donc des diastéréoisomeres présentant une stéréochimie différente au niveau
du carbone C7’. La formation de ces deux diastéréoisomeres était attendue puisque le

3SH utilisé pour la synthése est sous forme racémique.

4.2.3.2.3 Analyse par RMN de I’adduit 5°-(7-sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine (E2)

Les spectres RMN a une dimension (proton, carbone) du composé E2
apparaissent comme plus complexe que ceux des composés Ela et E1b. Néanmoins, une
analyse plus fine démontre que cette apparente complexité résulte du dédoublement
d’un trés grand nombre de signaux et notamment des signaux provenant des protons et

des carbones proches du centre chiral C7°. En fait, apres assignation de tous les signaux
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Figure 47. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit 5°-(7’-sulfanylhexanol)-(-)-
épicatéchine (E2), (B) structure de 1'adduit E2 (les fleches représentent les principales
corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC(C)
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observés sur les spectres protons et carbones a I'aide des cartes RMN a deux dimensions
(HMQC et HMBC(), il apparait que le composé E2 n’est pas pur mais que c’est un mélange
de deux diastéréoisomeres dii au centre chiral en position C7". Malgré la présence de ces
deux diastéréoisomeres en mélange, il est possible de déterminer le centre de liaison
entre I'unité 3SH et la (-)-épicatéchine, grace aux corrélations proton-carbone a longue
distance (Figure 47). Sur le spectre HMBC, il est notamment possible d’observer une
intense corrélation entre le proton H7 (dy 3,20 ppm) de 'unité 3SH et le carbone C5” (&¢
120,3 ppm) du cycle aromatique B de la (-)-épicatéchine. Ce dernier est lui-méme
identifié et assigné a I'aide de sa corrélation proton-carbone a longue distance avec le
proton H6" (04 7,01 ppm). De plus, la présence dans la région des protons aromatiques
de deux doublets avec une constante de couplage faible, a d4 6,95 (J = 2,15 Hz) et 7,01
(J = 2,15 Hz) ppm caractéristique des protons H2" et H6” du cycle aromatique B de la

(-)-épicatéchine, confirme 'absence de proton en C5".

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) démontre que le composé E2 est
présent en melange épimérique des deux diastéréoisomeres de l'adduit 5°-(7'-
sulfanylhexanol)-(-)-épicatéchine résultant de l’addition nucléophile du 3SH sur le

carbone C5” du cycle aromatique B de la (-)-épicatéchine par une liaison thioéther.

4.3 SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET L’ACIDE
CAFTARIQUE EN MILIEU MODELE

4.3.1 CONDITIONS OPERATOIRES DE LA SYNTHESE DES ADDUITS ENTRE LE
3-SULFANYLHEXANOL ET L’ ACIDE CAFTARIQUE

Le protocole utilisé pour la synthése des adduits entre le 3SH et I'acide caftarique
est identique a celui utilisé précédemment pour la synthese des adduits entre les

monomeres des flavan-3-ols et le 3SH. L’évolution de la réaction est suivie par

CLHP-UV-SM (Méthode 7).
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Figure 48. (A) Chromatogramme de masse du produit de synthese apres la réaction de
'acide caftarique avec le 3SH (Caf2) a six heures d'incubation. (B) Spectre de masse en
mode négatif et en Full Scan sur la gamme des masses 100-1000 de 'adduit Caf2
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4.3.2 ANALYSE ET PURIFICATION DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET L’ACIDE

CAFTARIQUE

Apres une heure de réaction, la quantité initialement ajoutée d’acide caftarique a
diminué de moitié alors qu’'un nouveau produit (Caf2) élué a 28,6 minutes se forme
(Figure 48, A). La disparition de l'acide caftarique est totale apres 10 heures
d’incubation. Le produit formé est moins polaire que I'acide caftarique. Ce produit est
ensuite purifié pour éliminer I'acide caftarique résiduel, I'exces de 3SH, mais aussi les

impuretés apportées par I'enzyme.

Cette purification s’effectue en deux étapes. La premiére inclut une extraction
liquide-liquide au chloroforme pour éliminer le 3SH résiduel. La seconde étape implique
la séparation du produit réactionnel par CLHP semi-préparative (Figure 48, A)

(Méthode 12).

4.3.3 ANALYSES STRUCTURALES DES ADDUITS ENTRE LE 3-SULFANYLHEXANOL ET L’ACIDE

CAFTARIQUE

4.3.3.1 Analyse par CLHP-ESI-SM de I’adduit entre le 3-sulfanylhexanol et I’acide caftarique

L’étude structurale du produit unique de la réaction de I'acide caftarique avec le
3SH, nommé Caf2, débute par une analyse en CLHP-ESI-SM (Méthode 7) en mode
négatif. Cette analyse démontre que le produit de la réaction entre l'acide caftarique et le
3SH a une masse moléculaire de 444 [(M-H*)" = 443] (Figure 48, B). Cette masse
correspond a l'adduit formé par I'addition d’'une molécule de 3SH sur la o-quinone de
'acide caftarique, confirmé par la présence d'un fragment de masse 311 correspondant

al'acide caftarique.

4.3.3.2 Analyse par RMN de I’adduit acide 2°-(3""-sulfanylhexanol)-caftarique (Caf2)

De nombreux signaux des spectres RMN a une dimension (proton, carbone) du
composé Caf2 sont dédoublés. Néanmoins, apres assignation de tous les signaux
observés sur les spectres protons et carbones a I'aide des cartes RMN a deux dimensions
(HMQC et HMBC), il apparait que le composé Caf2 est un mélange de deux
diastéréoisomeres dii au centre chiral en position C3” comme observé précédemment

pour les composés C2 et E2. Malgré la présence de ces deux diastéréoisomeres, il a été
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Figure 49. (A) Section de la carte HMBC de l'adduit acide 2’-(3""-sulfanylhexanol)-
caftarique (Caf2), (B) structure de I'adduit Caf2 (les fleches représentent les principales
corrélations proton-carbone a longue distance observées sur la carte HMBC).
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possible de déterminer le centre de liaison entre 'unité 3SH et I'acide caftarique grace
aux signaux caractéristiques des protons aromatiques H5" et H6" et aux corrélations
proton-carbone a longue distance (Figure 49). La région aromatique du spectre RMN du
proton présente notamment deux doublets avec une grande constante de couplage a dy
6,95 (J = 8,32 Hz) et 7,38 (J = 8,32 Hz) caractéristiques des protons H5" et H6" du cycle
aromatique de I'acide caftarique. De plus, la présence d’une corrélation entre ces deux
protons sur le spectre COSY H-H indique qu’ils sont mutuellement couplés et donc
adjacents ce qui confirme que ces deux signaux résultent bien des protons H5" et H6" du
cycle aromatique de 'acide caftarique. Par conséquent, la présence de ces deux protons
aromatiques mutuellement couplés et I'absence d’un signal attribuable au proton H2’
indiquent que le thioéther est connecté au carbone C2°du cycle aromatique de l'acide
caftarique. Ce centre de liaison entre I'unité 3SH et l'acide caftarique est également
confirmé par la corrélation proton-carbone a longue distance (Figure 49) entre le
proton H3” (&4 3,15) de l'unité 3SH et le carbone C2" (&c 117,1 ppm) du cycle
aromatique de 'acide caftarique. Le carbone C2" a lui-méme été identifié et assigné a
I'aide de ces corrélations proton-carbone a longue distance avec le proton aromatique
H6" (04 7,38) et le proton éthylénique H7" (0y 8,47). Les autres protons et carbones
appartenant a la chaine aliphatique de l'unité 3SH et de l'acide caftarique ont été

assignés a l'aide des corrélations HMQC et HMBC.

En conclusion, cette étude RMN (1D/2D) montre que le composé Caf2
correspond au mélange des deux diastéréoisomeres de 'acide 2’-(3”"-sulfanylhexanol)-
caftarique, résultant de I'addition nucléophile du 3SH sur le carbone C2" du cycle

aromatique de I'acide caftarique par une liaison thioéther.

4.4 CINETIQUES DE FORMATION DES ADDUITS ENTRE LES THIOLS VOLATILS ET
LES COMPOSES PHENOLIQUES

Suite a la caractérisation structurale des adduits entre le 3SH et la (+)-catéchine,
(-)-épicatéchine et acide caftarique, la cinétique de formation des ces adduits en
conditions d’oxydation enzymatique et chimique a été étudiée. Pour cette étude, nous
considérons les diastéréoisomeéres Cla et Clb et Ela et Elb en tant qu’unité

respectivement appelé C1 et E1.
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Figure 50. Cinétique de formation des adduits entre le 3SH et les monomeres de
flavan-3-ols [(+)-catéchine et (-)-épicatéchine] en conditions d’oxydation enzymatique.
Incidence de la présence du dioxyde de soufre. Cinétique de formation des adduits (A)
C1, C2 et C3 en présence de la PPO, (B) C1, C2 et C3 en présence de la PPO et du dioxyde

de soufre, (C) E1, E2 et E3 en présence de la PPO et (D) E1, E2 et E3 en présence de la
PPO et du dioxyde de soufre
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4.4.1 FORMATION DES ADDUITS DE LA (+)-CATECHINE, DE LA (-)-EPICATECHINE, DE L'ACIDE

CAFTARIQUE AVEC LE 3-SULFANYLHEXANOL EN CONDITIONS D'OXYDATION ENZYMATIQUE.

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’addition du 3SH sur la (+)-catéchine,
(-)-épicatéchine et acide -caftarique, les cinétiques de formation des adduits
précédemment caractérisés par SM et RMN sont suivis par CLHP-UV (Méthodes 6 et 9).
La formation d’adduits implique, dans un premier temps, la production de o-quinones de
la (+)-catéchine, (-)-épicatéchine ou acide caftarique par oxydation enzymatique
catalysée par l'extrait brut de PPO, suivie d’'une 1,4-addition du 3SH sur le cycle

benzoique du polyphénol oxydé, créant ainsi un thioéther.

4.4.1.1 Conditions expérimentales

Le suivi cinétique des formations des adduits entre les trois substrats
polyphénoliques [(+)-catéchine, (-)-épicatéchine et acide caftarique] (9 mM) avec le 3SH
(12 mM) est réalisé en milieu aqueux, acidifié a pH 3,5 (5 g/L acide tartrique) en
présence (PPO, 10 mg/mL) ou non de dioxyde de soufre (50 mg/L). Les modalités sont
préparées en duplicata. Les modalités sont incubées a 35°C et a I'abri de la lumiere
pendant trois jours. Des prélevements réguliers, toutes les heures pendant 12 heures
puis toutes les six heures, sont effectués pour suivre la formation des différents adduits

dans le milieu réactionnel.

4.4.1.2 Formation des adduits en présence de polyphénoloxydase

En présence de PPO et de concentration identique en 3SH (9 mM), (Figure 50 et
Figure 51), le rendement de la réaction d’addition du 3SH sur la (+)-catéchine
(10,6 mM, Figure 50, A) est bien supérieur a celui de 'acide caftarique (5 mM, Figure

51) et de la (-)-épicatéchine (5 mM, Figure 50, C).

Apres trois jours d’incubation en présence de la PPO, le niveau de consommation
de 'acide caftarique atteint 68,8 % de sa concentration initiale (Figure 52), ce qui est en
accord avec d’autres travaux (Cheynier et al., 1989a). Ce taux de consommation est bien
supérieur a celui de la (+)-catéchine (59 %) et de la (-)-épicatéchine (23 %). Méme si
'acide caftarique semble étre un substrat primaire de la PPO contrairement aux deux
autres, son taux d'oxydation n'est pas corrélé avec la production de I'adduit Caf2. Les

o-quinones de l'acide caftarique semblent avoir une faible affinité pour le 3SH. Ce
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Figure 51. Cinétique de formation de 'adduit Caf2, entre le 3SH et I'acide caftarique, en
conditions d’oxydation enzymatique (PPO), en présence (PPO) ou non de dioxyde de
soufre (PPO + S02) (50 mg/L)
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Figure 52. Pourcentage de consommation du substrat polyphénolique [(+)-catéchine,
(-)-épicatéchine et acide caftarique] au cours de la formation des adduits avec le 3SH
dans des conditions d’oxydation enzymatique en présence (PPO) ou non de 50 mg/L
dioxyde de soufre (PPO + SO2)
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résultat pourrait indiquer que chaque o-quinone de 'acide caftarique générée par la PPO
peut aussi réagir rapidement par réaction radicalaire avec une autre hydroquinone pour
donner un produit de condensation (Singleton, 1987). La caractérisation d’autres
adduits liés a la formation de produits d’oxydation de l'acide caftarique ou de la
(+)-catéchine voire de la (-)-épicatéchine, est située en dehors de notre démarche
expérimentale. Néanmoins, nous n’avons pas noté dans les chromatogrammes de pics
présentant une abondance significative, apres ajout de 3SH qui auraient pu traduire la
présence d’adduits constitués par des dimeres ou polymeéres d’acide caftarique ou de
flavan-3-ols avec le 3SH. Dans tous les cas, notre résultat met en évidence qu’'en
conditions d'oxydation enzymatique, la (+)-catéchine joue un role important sur la

dégradation du 3SH.

Pour les trois composés phénoliques étudiés, aucune phase de latence n’est
observée lors de la formation des différents adduits polyphénol-thiol (Figure 50 et
Figure 51). L’addition du 3SH a la fois sur la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine suit une
régression linéaire. En revanche, la cinétique de formation de I'adduit Caf2 peut étre
divisée en deux phases réactionnelles (Figure 51). La premiere inclut la période de tjouro
a tjour1, au cours de laquelle la vitesse de formation du Caf2 est tres élevée, atteignant
jusqu’a 80 % de son rendement total. La seconde phase (de tjours a tjour3) est caractérisée
par une vitesse de formation du Caf2 deux fois moins rapide. Dans les deux cas (phase I

et II, Figure 51), une régression linéaire peut étre appliquée.

Le suivi par CLHP-UV de I’évolution des réactions d’addition du 3SH sur les deux
monomeres des flavan-3-ols démontre que la production des simples ou doubles adduits
entre la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine et le 3SH suit une cinétique similaire. La
substitution nucléophile du 3SH sur le cycle B de l'unité de la (+)-catéchine est
quasiment identique pour les positions 5'et 6'. La position 5' du cycle B de la
(-)-épicatéchine, est plus favorable a 'addition du 3SH (E2 2,59 mM) que la position 2'
(E1 1,55 mm). Selon la littérature (Cheynier et al., 1986), la position 2" est doublement
activée par la délocalisation d'un électron de la chaine carbonylée latérale et par la
présence d'oxygene sur le cycle benzoique. Par contre, I'activation pour les positions 5°
ou 6” est uniquement induite par la migration des électrons vers l'oxygene du cycle
benzoique. Le taux de formation du Caf2 est légerement supérieur a celui du C2 et deux

fois plus élevé que celui du E2.
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Dans les modalités ou les flavan-3-ols sont incubés avec le 3SH, nous observons
que la substitution du thiol peut étre multiple permettant ainsi 'apparition des doubles
adduits C3 et E3. Le rendement de la réaction de formation de C3 et E3 est identique

apres trois jours d’incubation (Figure 50).

La présence d’adduits C3 et E3 apporte la preuve de mécanismes de réaction
d'oxydation couplée présente dans le milieu réactionnel. Le C3 et le E3 se forment ainsi
apres réaction d’addition d’'une deuxieme molécule de 3SH sur l'o-quinone des mono
adduits C1, C2 et E1, E2. Par conséquent, C1, C2, E1 et E2 sont des substrats de la PPO.
L'absence d'adduit résultant d’'une substitution multiple du 3SH dans le cas de l'acide
caftarique, met en évidence que le Caf2 n'est pas un substrat de la PPO comme il a été

déja mentionné pour l'acide 2-S-glutathionylcaftaric (GRP) (Singleton et al,, 1985).

4.4.1.3 Impact du dioxyde de soufre sur la formation des adduits

L'ajout du dioxyde de soufre dans le milieu réactionnel influence directement le
rendement et la vitesse de production des différents adduits (Figure 50, B et D, Figure
51). En effet, le dioxyde de soufre en conditions d’oxydation enzymatique, présente un
effet inhibiteur vis-a-vis de l'oxydation des polyphénols en réduisant les
o-quinones en o-dihydroxyphénols et surtout en favorisant l'inhibition de I'activité
enzymatique de la PPO. Par conséquent, en présence de dioxyde de soufre, la quantité

des o-quinones produites est limitée.

Lorsque le dioxyde de soufre est introduit dans le milieu réactionnel avec le 3SH,
nous observons une diminution de la consommation des composés phénoliques (Figure
52). Par conséquent, le rendement et la vitesse de production des adduits diminuent de
maniere significative pour les trois composés phénoliques étudiés. L'incidence de la
présence du dioxyde de soufre dans la matrice se traduit par une diminution de la
formation des adduits de I'ordre de 84 % pour la modalité (+)-catéchine-3SH, de 40 %
pour la modalité acide caftarique-3SH et seulement de 27 % pour la modalité

(-)-épicatéchine-3SH.

De plus, la présence du dioxyde de soufre pour les modalités contenant des
flavan-3-ols induit une phase de latence au début de la réaction dans les deux cas
[(+)-catéchine-3SH et (-)-épicatéchine-3SH]. Apres un jour d’incubation, les cinétiques

de production des adduits entre la (-)-épicatéchine et le 3SH d’une part, entre la
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(+)-catéchine et le 3SH d’autre part, suivent le modele d’'une régression linéaire (Figure

50, D et B).

Ces résultats nous permettent de formuler I'hypothése que la (-)-épicatéchine
entre plus facilement dans les mécanismes d'oxydation couplée que la (+)-catéchine et
que l'acide caftarique, mais aussi que ses o-quinones ont une meilleure réactivité avec le

3SH (Nikolantonaki et al., 2010).

Enfin, le mélange réactionnel acide caftarique-3SH incubé en présence de
dioxyde de soufre suit le méme profil cinétique que celui observé en absence de dioxyde
de soufre (Figure 51). Le rendement final de la production du Caf2 est diminué d’'un
facteur deux par la présence du dioxyde de soufre. Cette réduction est proportionnelle a

la diminution de la consommation de 'acide caftarique en présence de PPO (Figure 52).

4.4.2 FORMATION DES ADDUITS ENTRE LA (+)-CATECHINE, LA (-)-EPICATECHINE, L'ACIDE

CAFTARIQUE ET LE 3-SULFANYLHEXANOL EN CONDITIONS D'OXYDATION CHIMIQUE

La réaction de la (+)-catéchine, de la (-)-épicatéchine et de l'acide caftarique avec
le 3SH est étudiée en milieu modele saturé en oxygene. Elle est induite par I'addition de
peroxyde d'hydrogene. En conditions d'oxydation chimique, les rendements de
production des adduits et les vitesses des réactions sont plus faibles que ceux obtenus
en conditions d’oxydation enzymatique. Il a déja été mentionné que l'oxydation des
composés phénoliques produit des o-quinones beaucoup plus rapidement en conditions
enzymatiques que chimiques. En revanche, une fois formées, 1'addition nucléophile de

thiol sur ces o-quinones n’est pas modifiée par les conditions d’oxydation.

4.4.2.1 Conditions expérimentales

Le suivi cinétique de formations des adduits entre les trois substrats
polyphénoliques [(+)-catéchine, (-)-épicatéchine, acide caftarique] (9 mM) avec le 3SH
(12 mM) en conditions d’oxydation chimique est réalisé en milieu modele, acidifié (5 g/L
acide tartrique), a pH 3,5 en présence ou non de dioxyde de soufre (50 mg/L) et de Fe2*
(50 mM). Les modalités sont préparées en duplicata. Le déclenchement de la réaction est
effectué par addition du peroxyde d’hydrogene (300 mM). La concentration en peroxyde
d’hydrogene est six fois plus importante que celle du Fe?*. Les modalités sont incubées a
35°C al’abri de la lumiere. Des prélevements réguliers (tous les jours) sont effectués afin

de suivre la formation des différents adduits dans le milieu réactionnel.

139



Identification et cinétique de formation d’adduits entre thiol volatil et composés phénoliques

) ] ¢
s s
0,8
E E 0,8
=
g os S o6
© ©
£ o4 ——c1 5 o4 ——c1
g -2 8 -2
g 0,2 S 02
S ] 3 -3
0 0
0 10 20 30 0 10 20 30
Temps (jour) Temps (jour)
2 2
= =
g 5 o]
E 15 E 15
= =
=] (=]
g 1 g 1
£ —-—-c1 g ——cC1
= =}
) - ) —o—
S 05 €z S o5 c2
3 —-C3 S —&-C3
0 0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Temps(jour) Temps(jour)

Figure 53. Cinétique de formation des adduits entre la (+)-catéchine et le 3SH (C1, C2 et
C3) en conditions d’oxydation chimique. Incidence de la présence de fer ferreux et de
dioxyde de soufre. (A) modalité controle, (B) en présence de dioxyde de soufre, (C) en
présence de fer ferreux et (D) en présence de fer ferreux et de dioxyde de soufre
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Figure 54. Cinétique de formation des adduits entre la (-)-épicatéchine et le 3SH (E1, E2
et E3) en conditions d’oxydation chimique. Incidence de la présence de fer ferreux et de
dioxyde de soufre. (A) modalité controle, (B) en présence de dioxyde de soufre, (C) en
présence de fer ferreux et (D) en présence de fer ferreux et de dioxyde de soufre
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4.4.2.2 Formation des adduits en présence d’oxygéne

Dans un milieu réactionnel proche du vin - en présence d’éthanol et en milieu
acide (Figure 53 et Figure 54), la production de I'ensemble des adduits entre la
(-)-épicatéchine et le 3SH apres dix jours d’incubation, a tjurio est légerement supérieure

(de I'ordre de 13 %) a celle des adduits de (+)-catéchine.

En présence du 3SH en exces, le pourcentage d’addition nucléophile du thiol sur
le cycle B de la (+)-catéchine est équivalent entre les positions 5" et 6" (C1 0,81 mM et C2
0,73 mM, Figure 53, A). Par contre, pour la (-)-épicatéchine, I'addition du 3SH se réalise
préférentiellement en position 5" par rapport a la position 2" conduisant respectivement

a la formation d’adduit E2 (0,35 mM) et E1 (0,19 mM), Figure 54 A.

En revanche, le rendement de production des doubles adduits avec les deux
monomeres des flavan-3-ols (C3 et E3) ne présente pas de différence significative apres
dix jours d’incubation. Nous avions observé ce méme comportement en conditions

enzymatiques (§ 4.4.1.2, Figure 50).

Le suivi de la cinétique de formation des adduits entre la (-)-épicatéchine et le
3SH est arrété apres 10 jours d’'incubation suite a I'apparition des produits d'oxydation
de la (-)-épicatéchine (Figure 55 : pics chromatographiques de 1 a 6) qui ont dénaturé
la matrice. Ce phénomene est amplifié en présence de Fe2* a la fois pour la (+)-catéchine

et la (-)-épicatéchine.

4.4.2.3 Impact du dioxyde de soufre sur la formation des adduits

Ensuite, nous nous sommes intéressés a l'effet du dioxyde de soufre sur la
cinétique de formation des adduits entre les flavan-3-ols et le 3SH (Figure 53 et Figure
54). De toute évidence, la présence du dioxyde de soufre diminue mais n’empéche pas la
production d’adduits entre la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine et le 3SH. Quand la
(+)-catéchine est incubée en exceés de 3SH, la simple addition du dioxyde de soufre
provoque une diminution de 16 % de la vitesse de réaction entre ces deux molécules
(Figure 53, B). Cette diminution peut étre liée a la présence d’'une phase de latence au
cours des premiers jours de la réaction. En revanche, la présence du dioxyde de soufre
dans les modalités contenant de la (-)-épicatéchine n’a aucun impact sur la vitesse et le

rendement de la réaction de ce polyphénol avec le 3SH (Figure 54, B).
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Figure 56. Cinétique de formation du mono adduit (Caf2) entre I'acide caftarique et le
3SH en conditions d’oxydation chimique. Incidence de la présence de fer ferreux (Fe2+)
et du dioxyde de soufre (S02)
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Selon Wildenradt & Singleton (1974) puis Danilewicz (2007), les catéchols aux
concentrations proches de celles de notre milieu réactionnel (9mM) semblent s’oxyder
beaucoup plus rapidement que le dioxyde de soufre. Le dioxyde de soufre, dans ces
conditions, s’oxyde en réagissant avec le peroxyde d’hydrogene, produit secondaire de
I'oxydation des composés phénoliques, et perd ainsi de son efficacité antioxydante. Par
conséquent, le dioxyde de soufre en présence de concentrations élevées en polyphénols
ne peut plus réduire les quinones des composés phénoliques et ne permet donc pas de

limiter le piégeage des thiols.

Ainsi, dans notre milieu réactionnel, le dioxyde de soufre est totalement
consommé apres deux jours d'incubation (Figure 53, B et Figure 54, B). En comparant
les modalités réactionnelles des deux flavan-3-ols en présence du dioxyde de soufre, il
apparait que la (-)-épicatéchine est plus facilement oxydée que la (+)-catéchine lorsque
le rendement de formation des adduits E1, E2 et E3 est supérieur a celui des adduits C1,
C2 et C3. Par l'intermédiaire des réactions entre polyphénols et thiols volatils, nous
confirmons qu’en conditions d’oxydation en milieu acide, les réactions du dioxyde de
soufre avec le peroxyde d’hydrogene peuvent étre significativement bloquées par la

présence de polyphénols (Danilewicz, 2007).

L'étude de la cinétique de formation d’adduit entre l'acide caftarique et le 3SH
(Figure 56), met en évidence une réactivité particuliere de ces deux molécules similaire
a celle observée en conditions d'oxydation enzymatique. Dans notre étude, le peroxyde
d'hydrogene catalyse rapidement I'oxydation de l'acide caftarique et ainsi en présence
de 3SH, le rendement optimal est atteint aprés deux jours d’incubation. Ce résultat met
en évidence que la cinétique de formation du Caf2 est beaucoup plus rapide que celle

observée pour les simples adduits C2 et E2 (5 a 15 fois supérieure a E2 et C2).

Apres deux jours d’incubation, la réaction d’addition du 3SH sur la forme oxydée
de l'acide caftarique semble atteindre un équilibre, l'augmentation du taux de

production d’adduit Caf2 n’étant plus significative.

Ces résultats pourraient s'expliquer par deux mécanismes: 1) les o-quinones
d’acide caftarique peuvent étre réduites en acide caftarique par les réactions d'oxydo-
réduction couplées, avec une vitesse beaucoup plus importante que celles des réactions
d'addition de thiol, 2) la formation des produits d’oxydation de l'acide caftarique

diminue les disponibilités en o-quinones limitant ainsi leur réaction avec le 3SH. Ces
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mécanismes doivent étre approfondis afin de mieux comprendre l'oxydation et la
réactivité des acides phénols avec les différents nucléophiles de la matrice. Enfin, le
dioxyde de soufre semble jouer un rdéle important dans ces deux mécanismes
réactionnels. La présence du dioxyde de soufre dans les modalités contenant de I'acide
caftarique et du 3SH entraine une diminution significative de la production d’adduit

Caf2 (Figure 56).

4.4.2.4 Impact du fer ferreux sur la formation des adduits

L'effet du fer ferreux sur la vitesse et le rendement des réactions d’addition a
ensuite été étudié. Pour cela, les mémes expériences, ont été réalisées en solution
modele acide et saturée en oxygene. La concentration en peroxyde d’hydrogéne est six

fois plus importante que celle du fer ferreux.

La présence de Fe2* augmente le rendement final de la production des mono
adduits entre le 3SH et la (+)-catéchine (C1 et C2) (Figure 53, C), la (-)-épicatéchine (E1
et E2) (Figure 54, C) et 'acide caftarique (Caf2) (Figure 56). La vitesse de réaction du
systeme 3SH-polyphénols dépend du composé phénolique. En effet, la vitesse de
formation des adduits C2 et E2 est accrue d'un facteur 2, et d'un facteur 2,5 et 4 pour les
E1 et C1, dés I'addition du fer ferreux dans la matrice. La présence du fer augmente aussi
significativement le rendement et la vitesse de réaction de la formation du simple adduit

Caf2.

Contrairement a ce que nous avions observé précédemment, en présence du fer
ferreux dans le systéme réactionnel (+)-catéchine-3SH, le site d’addition du thiol pour la
position 6 est préférentiel par rapport a la position 5" dans le cycle B de la o-quinone de
la (+)-catéchine. De plus, une augmentation significative, de I'ordre de 1,8 mM, de la
production du double adduit (C3) est mise en évidence en présence de fer. En revanche,
dans le cas de la (-)-épicatéchine, la préférence du site électrophile du cycle B en
position 5' est totalement supprimée. Par contre, des réactions de substitutions
multiples du thiol sur la molécule oxydée de la (-)-épicatéchine dominent dans le milieu
réactionnel. Nous observons une multiplication par quatre de la concentration finale
d’adduits E3 dans le milieu modele apres 10 jours d’incubation par rapport a ce qui est

observé pour la modalité non supplémentée en fer.

La production de l'adduit E3 est supérieure de 17 % par rapport a celle de

I'adduit C3 apres 10 jours. Par conséquent, en concentrations équimolaires des deux
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monomeres de flavan-3-ols, la (-)-épicatéchine est plus réactive avec le 3SH que la

(+)-catéchine.

Par conséquent, les mono adduits de la (-)-catéchine et de la (-)-épicatéchine avec
le 3SH semblent s’oxyder sous l'action du Fe2* pour ensuite entrer dans les réactions

d'oxydation couplée et former des doubles adduits.

4.4.2.5 Impact du fer ferreux et du dioxyde de soufre sur la formation des adduits

Le role de catalyseur de l'oxydation des polyphénols du fer est clairement
démontré. Cependant, son impact est dépendant du type de composé phénolique. En
présence de dioxyde de soufre, les concentrations en C1, C2 et C3 diminuent légérement
(Figure 53, D) contrairement a E1, E2 et E3 dont les teneurs restent inchangées (Figure
54, D). Par conséquent, par l'intermédiaire du mécanisme d’addition du 3SH sur la
(-)-épicatéchine, nous concluons que le dioxyde de soufre en présence du Fe2* et de

(-)-épicatéchine devient totalement inefficace en temps qu’antioxydant.

Ce phénomene pourrait étre lié, d'une part, a la diminution rapide des teneurs en
dioxyde de soufre libre et, d’autre part, a I'augmentation de celles en dioxyde de soufre
combiné dans le milieu et ceci, en raison de la production de peroxyde d'hydrogéne liée

a 'oxydation de la (-)-épicatéchine catalysée par le fer, selon I'équation [1] :

1] H,0, + HSO3~ - S0%~ + H* + H,0
Selon Danilewicz (2007), I'auto-oxydation du dioxyde de soufre serait catalysée
par les métaux comme le fer, ce qui pourrait expliquer son incapacité a empécher la

consommation du 3SH par la (-)-épicatéchine.

Enfin, pour l'acide caftarique, 'addition du dioxyde de soufre dans la matrice
contenant du fer ferreux diminue fortement I'oxydabilité de cette molécule en créant
une phase de latence au début de la réaction. En présence du dioxyde de soufre, le
rendement optimal de la production de Caf2 est décalé dans le temps (six jours contre
deux jours sans dioxyde de soufre) (Figure 56). Cette réactivité particuliere de 1'acide
caftarique avec le 3SH, liée a son mécanisme d'oxydation en présence de fer et de

dioxyde de soufre, mériterait des études plus approfondies dans les conditions du vin.
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4.5 IDENTIFICATION DES ADDUITS ENTRE LES THIOLS VOLATILS ET LES
COMPOSES PHENOLIQUES DANS LE MOUT

Apres notre étude de formation des adduits entre les principaux composés
phénoliques du mofit et du vin blanc en solution modele, il est tres important de
démontrer que les mécanismes réactionnels du systéme polyphénols-thiols volatils
proposés en solution modele sont également présents dans une matrice complexe telle

que le moft.

Comme le rendement de la réaction de formation des adduits est largement
supérieur en conditions d’oxydation enzymatique qu’en conditions chimiques, nous
avons recherché les adduits, précédemment identifiés et caractérisés par SM et RMN,
dans un molt blanc supplémenté en 3SH. Dans le but d’évaluer I'importance de la
réactivité des flavan-3-ols et de I'acide caftarique avec le 3SH, cette étude est complétée
par la recherche d’adduits issus d’autres composés phénoliques présents dans le moiit et
dans le vin blanc en relativement faibles concentrations (inférieures a 10 mg/L), et le

3SH par CLHP-ESI-SM.

4.5.1 PLAN EXPERIMENTAL ET MODE OPERATOIRE

Dans cette étude, nous avons choisi un moiit de raisins blancs du cépage
Sauvignon blanc, fraichement produit a une échelle industrielle et contenant 20 mg/L de
dioxyde de soufre libre. Le mo{t natif contient 22 mg/L de (+)-catéchine, 2,7 mg/L de
(-)-épicatéchine, 0,8 mg/L (eq. caté) d’acide caféique, 3,4 mg/L (eq. caté) de quercétine
et 124 mg/L d’acide caftarique. Deux aliquots de molits ont été préparés. Le premier est
utilisé comme modalité témoin (sans 3SH ; -3SH) et le second a été supplémenté (avec
3SH; +3SH) a 100 ug/L. Les deux aliquots sont incubés en présence d’extrait de PPO (5
g/L), a température ambiante, a I'abri de la lumiere, sous agitation (200 rpm) et en
présence de pimaricine (100 mg/L) pour éviter le déclenchement de la fermentation

alcoolique.

Le suivi cinétique de la recherche des adduits (tous les jours) est effectué sur un
volume de 50 mL de chaque milieu réactionnel. Ce volume, préalablement centrifugé est

extrait a 'acétate d’éthyle (v/v). La phase organique est évaporée a sec sous pression
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réduite. L’extrait est ré-solubilisé dans 1 mL de méthanol, filtré a 0,45 um avant d’étre

analysé par CLHP-ESI-SM.

Le suivi de formation des adduits est effectué par CLHP-ESI-SM (Méthode 7).
Pour cela, des acquisitions ont été réalisées en mode négatif et en Full Scan sur la gamme
de masse 100 - 1000 pour les deux aliquots de mo{it (supplémenté ou non en 3SH). Le
rapport m/z correspondant a I'ion pseudomoléculaire [M-H]- du composé recherché est
extrait du chromatogramme en Full Scan. Les structures hypothétiques des produits
d’addition du 3SH sur les différents polyphénols ont été formulées en se basant sur la
réaction d’addition de Michaél. Les pics chromatographiques ainsi identifiés ont été
attribués d'apres leurs spectres de masse. Nous avons considéré les produits d’addition
du 3SH exclusivement issus de composés phénoliques. La méthode servant a piloter le
spectrometre de masse a été optimisée sur les ions de la (+)-catéchine dans les
conditions d'analyses chromatographiques suivantes : débit = 70 uL/min, composition
de solvant : eau : méthanol 80 : 20. Les composés d'addition a rechercher sont
sélectionnés parmi ceux déja décrits dans la littérature et obtenus en solution modele,
en temps que thiol réactant (Cheynier et al., 1986; Salgues, 1986; Cilliers & Singleton,
1990; Moridani et al, 2001; Tanaka et al, 2002; Boots et al, 2003). Il est en effet
illusoire, en I’état actuel de nos connaissances, de rechercher par CLHP-SM
conventionnelle des pics chromatographiques correspondant a des composés inconnus.
Les composés a rechercher sont donc des adduits avec la (+)-catéchine, la
(-)-épicatéchine, I'acide caftarique, I'acide caféique et la quercétine. L'investigation n'est
pas exhaustive mais prétend rechercher les produits d'addition potentiellement formés
dans un moiit et un vin blanc sur la base des connaissances acquises a ce jour. Ainsi, si
un composé n'est pas détecté, nous ne pourrons pas conclure de facon absolue qu'il soit

totalement absent dans le mofit analysé.
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Figure 57. Chromatogrammes en CLHP-ESI-SM d’un extrait organique brut de molt
blanc supplémenté en 3SH. Le chromatogramme (A) correspond au chromatogramme
extrait a m/z = 421 (adduit C2) et le (B) correspond a l'ion extrait a m/z = 443 (adduit
Caf2)
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Figure 58. Spectres de masse en mode négatif et en Full Scan sur une gamme de masse
100-1000, des adduits (A) C2: 5°-(7"-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine et (B) Caf2:
acide 2°-(3”"-sulfanylhexanol)-caftarique identifiés dans le moit blanc supplémenté en
3SH a 24 heures d’'incubation
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4.5.2 IDENTIFICATION

Notre étude a débuté par la recherche des adduits précédemment identifiés et
caractérisés par RMN entre la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine, I'acide caftarique et le
3SH. L'extraction de I'ion m/z = 421 (Figure 57, B) dans le spectre de masse permet de
mettre en évidence le profil chromatographique des adduits entre la (+)-catéchine et le
3SH qui est similaire a celui observé en solution modele (Figure 38). Le massif avec un
temps de rétention 27-28,4 minutes est attribué a 'adduit C1, identifié comme 6°-(7""-
sulfanylhexanol)-(+)-catéchine, tandis que le pic majoritaire élué a 36,1 minutes est
attribué a l'adduit (C2) 5’-(7"-sulfanylhexanol)-(+)-catéchine (Figure 58, A).
L’extraction du chromatogramme a m/z = 289 indique qu’aucun de ces pics ne

correspond a I'adduit entre le 3SH et la (-)-épicatéchine.

Le chromatogramme extrait a m/z = 443 pour détecter le Caf2 révele un pic
majoritaire avec un temps de rétention a 29,7 minutes (Figure 57, C). Une comparaison
avec la molécule standard de Caf2 [acide 2°-(3"'-sulfanylhexanol)-caftarique] nous a

permis de confirmer son identité (Figure 58, B).

Les analyses par CLHP-ESI-SM nous permettent de démontrer que le mécanisme
d’addition de Michaél des thiols volatils sur les composés phénoliques oxydés est activé

dans une matrice complexe telle que le jus de raisin.

Le chromatogramme extrait a m/z = 281 pour détecter I'adduit entre I'acide
caféique et le 3SH releve de nombreux pics (Figure 59, A). Une superposition avec le
chromatogramme extrait a m/z =281 d’échantillon de moiit non supplémenté en 3SH

(Figure 59, B) indique qu’aucun de ces pics ne correspond aux adduits recherchés.

Le chromatogramme extrait a m/z = 433 pour détecter l'adduit entre la
quercétine et le 3SH révele également de nombreux pics (Figure 60, A). Une
superposition avec le chromatogramme extrait a m/z = 433 de I’échantillon de mo{it non
supplémenté en 3SH (Figure 60, B), indique qu’aucun de ces pics ne correspond aux

adduits recherchés.

Les résultats ne peuvent pas nous permettre de conclure de facon absolue sur

I'absence de formation des adduits entre la quercétine, I'acide caféique et le 3SH.

149



Identification et cinétique de formation d’adduits entre thiol volatil et composés phénoliques

%

0 3
0.0

5 10 15 20 25 30 35

Temps (min)

40

45

50

100
E -3SH Intensité 5.37E4

9% -

100
+3SH Intensité 3.89E4

55

60

Figure 59. Recherche d’adduit entre l'acide caféique et le 3SH dans un molt

supplémenté (A) ou non (B) en 3SH, avec le chromatogramme extrait a m/z = 281
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Figure 60. Recherche d’adduit entre la quercétine et le 3SH dans un moit supplémenté
(A) ou non (B) en 3SH, avec le chromatogramme extrait a m/z = 433

150



Identification et cinétique de formation d’adduits entre thiol volatil et composés phénoliques

La problématique de la détection des adduits recherchés doit prendre en
considération plusieurs éléments : a) les produits d’addition sont naturellement
présents en faible quantité, le détecteur doit étre sensible, b) les produits d'addition sont
souvent coélués car la méthode de séparation n'est actuellement pas complétement
satisfaisante. Le détecteur doit étre sélectif. La spectrométrie de masse remplit ces deux
conditions. Par rapport au mott additionné en 3SH, les acquisitions en Full Scan pour le
mo(t non additionné en 3SH (Figure 61) font ressortir une nette modification du profil
chromatographique. Ces acquisitions fournissent des informations globales
intéressantes en peu de temps mais les nombreuses coélutions ne nous permettent pas
d’établir de liaison entre les ions pseudomoléculaires et les fragments formés. Dans la
source, les composés coélués sont en compétition pour l'ionisation et I'un des composés
peut s'ioniser préférentiellement par rapport a l'autre (Tang et al, 2004). Néanmoins,
cette représentation permet d'évaluer rapidement l'importance de certains pics. Ces
informations sont essentielles pour avancer sur la caractérisation d’autres adduits entre

les polyphénols et les thiols volatils.
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Figure 61. Comparaison des chromatogrammes en CLHP-ESI-SM d’un extrait organique
brut de moflt blanc additionné (A) ou non (B) en 3SH. Les chromatogrammes
correspondent aux ions totaux en mode négatif et en Full Scan sur une gamme de masse
100-1000
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Figure 62. Suivi par CLHP-ESI-SM de la cinétique de production des adduits C2 et Caf2,
et de la consommation des substrats polyphénoliques [(+)-catéchine et acide caftarique]
dans un moift blanc natif, additionné de 3SH [cinq jours d’incubation a température

ambiante (20°C)]
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4.5.3 CINETIQUE DE FORMATION

La mise en évidence de la formation d’adduits entre la (+)-catéchine, I'acide
caftarique et le 3SH, dans une matrice native comme le mot blanc apres 24 heures
d’incubation indique qu’en conditions réelles de la vinification, le mécanisme d’addition
des thiols volatils est activé. Par conséquent, ce mécanisme doit pouvoir se mettre en
place dans les premiers jours de la fermentation alcoolique lors de la libération des

thiols volatils a partir de leurs formes conjuguées (Chapitre 1, Figure 2).

Afin de mieux comprendre le mécanisme de formation de ces adduits, le suivi
cinétique de leur production dans le mo{it additionné en 3SH a été étudié. La formation
des adduits C2 et Caf2 dans ces conditions met en évidence que l'adduit C2 est
prédominant vis-a-vis d’adduit Caf2 méme si dans le mo{t natif la (+)-catéchine (22
mg/L) est six fois moins concentrée que l'acide caftarique (120 mg/L) (Figure 62).
D’apres ce résultat, il apparait que la réactivité des différents composés phénoliques
avec un thiol volatil n’est pas seulement dépendante de sa concentration mais plus de sa

nature chimique.

Au cours de notre étude, il a été observé que 'acide caftarique était consommé
(oxydé) beaucoup plus rapidement que la (+)-catéchine dans le molit mais, sa
consommation n’est pas proportionnelle a la formation d’adduit Caf2 (Figure 62). Les
o-quinones de 'acide caftarique semblent avoir une plus grande affinité avec d’autres
nucléophiles présents dans la matrice (ex. glutathion) qu’un thiol volatil tel que le 3SH.
De plus, la disparition de l'acide caftarique peut étre liée a la formation de produits de
condensation avec d'autres composés phénoliques du molt qui se forment plus

facilement que ses oligomeres (Cheynier et al., 1989a; Oszmianski & Lee, 1990).
4.6 CONCLUSION

La synthese des adduits entre les principaux composés phénoliques du moiit et
du vin blanc, la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine ainsi que I'acide caftarique avec un thiol
volatil clé, le 3SH, a été réalisée en solution aqueuse de composition proche de celle du
jus de raisin, en conditions d’oxydation enzymatique (en présence d'un extrait de
polyphénoloxydase de raisin). Leur formation a également été démontrée en milieu
hydroalcoolique modele de composition proche du vin. La formation de ces adduits

polyphénol-thiols volatils est donc envisageable au cours de la vinification et dans les
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vins et pourrait expliquer la disparition de ces molécules odorantes, contributrices de

I'aréme des vins de divers cépages.

La caractérisation structurale des adduits a permis de confirmer qu’ils résultent
bien du mécanisme général formulé dans notre hypothése de travail. Ce mécanisme est
une simple ou double addition nucléophile comprenant une attaque nucléophile du thiol
volatil sur les sites électrophiles disponibles du cycle B pour le cas des flavan-3-ols et du
cycle aromatique pour le cas de l'acide caftarique conduisant a la formation d’un
thioéther. Pour la premiere fois, nous mettons en évidence l'existence de produits
d’addition entre des composés non volatils (les polyphénols) et des composés volatils
(les thiols volatils). Plus précisément, deux nouveaux adduits simples et un double
adduit entre la (+)-catéchine, (-)-épicatéchine et le 3SH ont été produits. Dans le cas de
I'acide caftarique, un seul produit d’addition été formé, illustrant une réactivité
différente de ce composé avec les thiols volatils. De plus, I’étude RMN a mis en évidence
une différence de réactivité entre les deux monomeres des flavan-3-ols étudiés. Le 3SH
présente une affinité pour les carbones C5' et C6' du cycle B de la (+)-catéchine et pour
les carbones C2' et C5' de la (-)-épicatéchine. Une étude supplémentaire par

modélisation moléculaire du systéeme d’addition pourrait expliquer cette sélectivité.

Dans le but de comprendre les mécanismes impliqués dans la dégradation des
thiols volatils au moment de leur libération lors de la fermentation alcoolique, un suivi
de la cinétique de formation des adduits en présence de la PPO a été réalisé. En fait,
malgré la grande affinité de l'acide caftarique avec la PPO, le taux d’oxydation de la
quinone de 'acide caftarique n’est pas directement corrélé avec la production de I'adduit
Caf2. Les o-quinones d’acide caftarique semblent avoir une plus faible affinité avec le
3SH que celles de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine. En présence d'un extrait de
PPO et a des concentrations équimolaires des trois composés phénoliques étudiés, la
(+)-catéchine présente un rendement de formation des adduits avec le 3SH deux fois
supérieur a celui obtenu pour l'acide caftarique et la (-)-épicatéchine. En reliant ce
résultat avec le fait que la (-)-épicatéchine est un substrat secondaire de la PPO
contrairement a l'acide caftarique, nous concluons que la (+)-catéchine est une molécule

jouant un role déterminant dans la dégradation du 3SH.

Notre étude concernant la cinétique de formation des adduits polyphénol-thiol

volatil par spectrométrie de masse a mis en évidence que dans une matrice complexe
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comme le moit, la réactivité des composés phénoliques avec le 3SH était faiblement
corrélée avec la concentration en substrat, mais au contraire, fortement dépendante de

la nature chimique du composé phénolique.

Le suivi de la cinétique de formation des adduits dans un systeme dynamique
« H202-Fe2*-S0O; » en conditions acides telles que le vin, nous a permis d’une part, de
préciser l'impact de certains facteurs ayant des propriétés antioxydantes ou
prooxydantes, et d’autre part, de comprendre les mécanismes qui sont susceptibles
d’étre impliqués dans la dégradation des thiols volatils au cours du vieillissement du vin

blanc.

En conditions d’oxydation chimiques, parmi les trois composés phénoliques
étudiés, la (+)-catéchine présente la plus forte réactivité avec le 3SH et le meilleur
rendement de production des adduits apres dix jours de réaction, suivie par la
(-)-épicatéchine et I'acide caftarique en présence ou en absence de dioxyde de soufre.
Notre étude met en évidence que la présence du fer ferreux amplifie cette réactivité et
estompe la différence au niveau du rendement de production des adduits de la
(-)-épicatéchine et de l'acide caftarique avec le 3SH. Le fer ferreux par son action
favorisant I'oxydation des composés phénoliques, augmente, d’'une part, la vitesse de
formation des mono-adduits des flavan-3-ols avec le 3SH et, d’autre part, favorise la
production de doubles adduits par substitution multiple de la molécule de 3SH sur la

forme oxydée de chaque flavan-3-ol.

Concernant le dioxyde de soufre, bien que ce composé présente des propriétés
antioxydantes qui limitent la dégradation de thiols volatils, celui-ci semble perdre son
efficacité en présence de la (-)-épicatéchine et dans une moindre mesure de la
(+)-catéchine. Par contre, I'oxydation de 'acide caftarique est fortement inhibée par sa
présence. Ce résultat mérite une étude approfondie pour comprendre son mécanisme

d’oxydation et expliquer sa faible réactivité avec le 3SH.

A la lumiere de ces résultats, nous apportons la démonstration que les
flavan-3-ols, lorsqu’ils sont impliqués dans des réactions d’oxydation, constituent des
pieges potentiels pour les thiols volatils tant dans les premiers stades de la vinification
que pendant le vieillissement du vin. Les conséquences des mécanismes réactionnels
décrits dans ce chapitre, tout au long de I’élaboration et la conservation du vin seront

par la suite plus amplement étudiées.
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Développement d’'une méthode de
dosage des flavan-3-ols dans les
modts et les vins blancs

Dans le but d’étudier les conséquences des flavonoides sur la teneur en thiols et
la typicité aromatique des vins, il était nécessaire de pouvoir quantifier ces composés

dans les moiits et les vins. Pour cela, une méthode simple de dosage a été développée.

Il existe de nombreuses publications rapportant I'étude du contenu en
flavan-3-ols des vins blancs (Lea et al, 1979; Singleton & Trousdale, 1983; Voyatzis,
1984; Ramey et al., 1986; Ricardo da Silva et al., 1993; Carando et al., 1999a; Carando et
al, 1999b; Chamkha et al., 2003; Landrault et al., 2003; Proestos et al.,, 2005; Makhotkina
& Kilmartin, 2009) mais tres peu d’études concernent le dosage de ces composés dans
les mofts blancs (chapitre 1, Tableau 3) (Jaworski & Lee, 1987; Betes-Saura et al., 1996;
Fuleki & Ricardo da Silva, 2003).

La méthode proposée par Betes-Saura et al. (1996), consiste a analyser par CLHP
avec une détection UV les différents groupes de phénols, dans des molits ou des vins
blancs aprés injection directe de I’échantillon brut. Le principal inconvénient de cette
méthode réside dans l'augmentation du bruit de fond chromatographique lié a la
complexité de la matrice et a sa richesse en sucres qui peuvent provoquer des
problémes analytiques et raccourcir la durée de vie de la colonne. En regard de ces
inconvénients, certains auteurs (Bourzeix et al., 1986; Jaworski & Lee, 1987; Fuleki &
Ricardo da Silva, 2003) ont mis au point des méthodes de dosage impliquant une étape
de purification par extraction en phase solide (SPE) (de type polyamide TLC6 ou C18

SEP-PAK) avant injection de I’échantillon dans la colonne analytique. L’étape de
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purification conduit a I’élimination des composés polaires, en particulier les sucres et les

protéines, ce qui permet un gain de sensibilité pour le dosage.

Cependant cette méthode induit un faible rendement de récupération des
procyanidines oligomeéres. En effet, les procyanidines existent essentiellement sous
forme de polymeres dans les tissus végétaux. Les colonnes utilisées pour ces
fractionnements se trouvent rapidement saturées par l'accumulation de formes
polymeres en téte de colonne, ce qui rend leur nettoyage et leur régénération fastidieux.

Par conséquent, ces méthodes de dosage peuvent parfois s’avérer délicates.
5.1 PROTOCOLE D’EXTRACTION DES FLAVAN-3-OLS DANS LE MOUT BLANC

Afin de mettre au point une méthode rapide, simple, sensible et peu
contraignante en terme de purification des échantillons de jus de raisins et molts
blancs, on a choisi de remplacer I'étape de purification sur SPE pour une extraction
liquide-liquide avec un mélange de solvants organiques. Le dosage des flavan-3-ols a été
ensuite effectué par chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur
par fluorescence (CLHP-FL). Ce choix de détecteur est déterminant pour la robustesse
du dosage de ces composés. En effet, compte tenu de la faible abondance des flavan-3-ols
dans une matrice complexe telle que le moft ou le vin, la détection par fluorescence
permet d’augmenter la sensibilité et la sélectivité du dosage et ainsi d’'améliorer la limite

de détection par rapport a une détection UV (Chira, 2009).

Le dosage des flavan-3-ols dans les vins, a été effectué par CLHP-FL apres

injection directe d’échantillon, sans purification.

La méthode d’extraction utilisée est basée sur le principe proposé par Landrault
et al. (2002). Le volume d’échantillon et le mélange des solvants sont optimisés afin

d’accroitre le rendement d’extraction des flavan-3-ols du moiit blanc.

Ainsi, cinq aliquots de molt de raisin de Sauvignon blanc, correspondant
respectivement a 50 mL, 40 mL, 30 mL, 20 mL et 10 mL sont supplémentés en
(+)-catéchine et (-)-épicatéchine a une concentration finale de 10 mg/L. Puis les mofts
sont extraits par un volume équivalent d'un mélange d’acétate d’éthyle et d’acétone (95 :
5; v/v). Les extraits organiques sont ensuite analysés par CLHP-FL. Les résultats

obtenus mettent en évidence que le rendement d’extraction des flavanols est dépendent
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Tableau 7. Incidence du volume d’échantillon sur l'aire du pic des monomeres des

flavan-3-ols du mofit blanc

Volume d’échantillon

Aire du pic chromatographique

Aire du pic chromatographique

(mL) de la (+)-catéchine de la (-)-épicatéchine
10 19284129 37637586
20 99273600 95625940
30 104869928 102216441
40 106767636 109463778
50 110255527 118945482
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Figure 63. Chromatogramme CLHP-FL (Aex = 275 et Aem = 322) (A) d’un vin blanc et (B)
d’un extrait organique de mo{t supplémenté de 0,5 mg/L de B1 et B2
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du volume initial, le meilleur rendement étant obtenu apres 'extraction de 50 mL du

molt avec un volume équivalent de mélanges solvants (Tableau 7).

Ainsi, le protocole expérimental adopté pour l'extraction des flavan-3-ols du
mo(t consiste a extraire 50 mL du moit limpide (préalablement centrifugé) par un
volume équivalent de mélange des solvants : acétate d’éthyle/acétone (95:5; v/v), en
deux fois pendant 15 minutes sous agitation. La phase organique récupérée est amenée
a sec sous pression réduite, puis re-solubilisée dans 1 mL de méthanol et filtrée a 0,45

um avant d’étre injectée en CLHP-FL.

5.2 CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES POUR LE DOSAGE DES
FLAVAN-3-OLS DANS LE MOUT ET LE VIN BLANC

Les analyses chromatographiques sont réalisées sur un systeme analytique
DIONEX Ultimate 3000 équipé d'un dégazeur, d'une pompe tertiaire (systéme RS), d'un
passeur automatique (WPS-3000RS) et d’'un détecteur de fluorescence (FLD-3100)

piloté par le logiciel d’acquisition « Chromeleon ».

La colonne utilisée est une phase inverse Beckman Coulter Ultrasphere ODS C18
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) protégée par une pré-colonne remplie de la méme phase. Le
débit est fixé a 0,7 mL/min et le volume d’injection a 5 uL. Le solvant A est un mélange
d’eau ultrapure et d’acide trifluoroacétique (0,1 %) (95:5, v/v) et le solvant B un
mélange d’acétonitrile (65 %) et d’acide trifluoroacétique (95:5, v/v). Le gradient

d’élution est présenté ci-apres (Tableau 8).

Tableau 8. Gradient d’élution pour I'identification et le dosage des flavan-3-ols du mofit
et du vin blanc

Temps (min) 0 30 35 40 41 46

% de solvant B 15 35 100 100 15 15

Pour l'identification des composés, la chaine CLHP a été couplée a un détecteur de
fluorescence Dionex (Figure 63). Les longueurs d’ondes d’émission et d’excitation ont

été fixées a Aex = 275 et Aem = 322 (Carando et al.,, 1999a).
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Tableau 9. Parametres des courbes de calibration des flavan-3-ols pour leur dosage dans le mofit et
dans le vin blanc par CLHP-FL. Coefficient de variation, taux de recouvrement, coefficient de
détermination et gamme de validation

G
Composé CV% Courbe de R?2 al(;leme Limite de Limite de Taux de
P (n=5) calibration ., .., détectiona quantification? recouvrement?
linéarité
Moiit
(+)-Catéchine 3,0 y=1917x 0,993 0,21-100 0,07 0,21 113
(-)-Epicatéchine 4,3 y=2,575x%x 0,990 0,25-100 0,07 0,25 93
B1 5,2 y=1,806x 0,997 0,24-10 0,19 0,24 96
B2 4,8 y=0,642x 0,999 0,28-10 0,21 0,28 94
Vin
(+)-Catéchine 1,2 y=1,688x 0,997 0,23-100 0,06 0,23 100
(-)-Epicatéchine 1,7 y=1,607 x 0,998 0,21-100 0,06 0,21 100
B1 1,7 y=0,582x 0,996 0,12-10 0,12 0,27 100
B2 1,4 y=0,602x 0,998 0,13-10 0,13 0,29 100

a La limite de quantification et la gamme de linéarité sont exprimées en mg/L tandis que le coefficient de
détermination et le taux de recouvrement sont en pourcentage (%)
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5.3 COURBES DE CALIBRATION, REPETABILITE ET SENSIBILITE DE LA METHODE
DE DOSAGE DES FLAVAN-3-OLS DANS LE MOUT ET LE VIN

Le dosage des flavan-3-ols dans le mofit et le vin a été effectué par étalonnage
externe. Les gammes d’étalonnage ont été établies aux longueurs d’ondes suivantes :
pour l'excitation Aex = 275 et pour I'’émission Aem = 322 en utilisant les standards

commerciaux.

La gamme d’étalon du vin est préparée en ajoutant a une solution méthanolique
des concentrations croissantes en (+)-catéchine et (-)-épicatéchine: de 1 mg/L a 100
mg/L eten Bl et B2 : de 0,5 mg/L a 10 mg/L. Comme le montrent les résultats présentés
dans le Tableau 9, une corrélation linéaire est observée apres le calcul du coefficient de
détermination, entre la concentration des flavan-3-ols et la surface des signaux de

détection.

La gamme d’étalonnage des flavan-3-ols dans le moft a été réalisée en ajoutant
des concentrations croissantes en (+)-catéchine et (-)-épicatéchine: de 1 mg/L a 100
mg/L et en procyanidines B1 et B2 : de 0,5 mg/L a 10 mg/L. Ces échantillons ont alors
été extraits puis analysés selon le protocole expérimental décrit préalablement. Une
corrélation linéaire est ainsi observée, apres le calcul du coefficient de détermination,
entre la concentration en flavan-3-ols dans les extraits organiques du moft et la surface

des signaux (Tableau 9).

Pour les deux méthodes de dosage des flavan-3-ols, la répétabilité a été
déterminée a partir de 'analyse d'un méme échantillon de mot blanc et de vin répétée
cinqg fois. Le coefficient de variation du dosage pour chaque composé est précisé dans le

Tableau 9. Il est toujours inférieur a 10 %.

Le Tableau 9 indique aussi les limites de détection et de quantification des
flavan-3-ols dans les deux matrices, moit et vin. Elles sont définies comme la
concertation minimale qui génére un signal respectivement trois fois et dix fois
supérieur au signal du bruit de fond. En conséquence, ces résultats valident la méthode

de dosage dans les molits et les vins blancs.
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Tableau 10. Exemples de la fourchette de concentrations (mg/L) en flavan-3-ols* déterminée dans
des mofits et vins blancs issus de différents millésimes et appellations

Matrice  Cépage Appellation Millésime (+)-Catéchine (-)-Epicatéchine n
Sauvignon blanc Graves 2007 10,9-29,1 3,0-6,2 6
Sauvignon blanc Pessac Léognan 2007 1,4-2,6 traces 6
Sauvignon blanc Entre Deux Mers 2008 3,3-16,3 3,8-7,8 6
Sauvignon blanc Graves 2008 12,0-28,1 4,9-14,0 6
Sauvignon blanc Pauillac 2008 3,0-43,0 3,0-11,0 6
Sauvignon blanc Entre Deux Mers 2009 1,1-27,0 traces-13,6 15

Mout Sauvignon blanc Pauillac 2009 0,4-35,6 traces-11,6 33
Sauvignon blanc Pessac Léognan 2009 0,3-5,9 traces-2,8 15
Sauvignon blanc® Pauillac 2009 7,1-10,5 7,1-28,1 4
Sauvignon blanc? Pauillac 2009 11,2-20,2 30,1-47,2 4
Riesling Rheingau 2009 1,2-3,4 0,2-0,7 4

Chassagne 3

Chardonnay Montrachet 2009 4,5-10,2 1