Université Victor Segalen Bordeaux 2

Année 2010

Theése n° 1779

THESE

pour le

DOCTORAT DE L’UNIVERSITE BORDEAUX 2

Mention : Sciences, Technologie, Santé

Option : Enologie

Présentée et soutenue publiquement le 15 décerbée 2

Par

Axel MARCHAL

Né le 31 octobre 1983 a Remiremont (88)

Recherches sur les bases moléculaires de la saveucrée
des vins secs

Approches analytique et sensorielle

Membres du Jury

M. J.M. LEHN, Professeur au College de France, mierdb I'Institut Président

M. E.J. DUFOURC, Directeur de recherche, CNRS (Batck) Rapporteur

M. M. MOUTOUNET, Directeur de recherche, INRA (Mpstlier) Rapporteur

M. E. FREROT, Principal scientist, société Firmén8A (Genéve) Examinateur

M. P.WAFFO-TEGUO, Maitre de conférences, UniverBitddeaux 2 Examinateur

M. D.DUBOURDIEU, Professeur, Université Bordeaux 2 Directeur de these






A mes parents,

En remerciement de leur amour et de leur indéfeegbutien,

En témoignage de ma reconnaissance pour le golat liteerté qu’ils m’ont inculqué






Remerciements

Monsieur le professeur Denis Dubourdieu, directgaméral de I'Institut des Sciences
de la Vigne et du Vin, m’a confié ce sujet de reche passionnant. Il m’a donné la
possibilité de faire converger mon goQt prononcerpa chimie et ma passion du vin. Ses
conseils avisés et précieux ont éclairé ces trmges de these. Il a laissé une libre part a mon
initiative personnelle tout en m’offrant les moyetes cette liberté. Son soutien amical a été
décisif dans la réalisation de ce travail. Qu’it s@suré de mon entiére reconnaissance.

Monsieur le professeur Jean-Marie Lehn m’a faintiiense honneur de présider le
jury de cette these. Les six mois que j'ai pasisgaiquelgques années sous sa direction, dans
son laboratoire strasbourgeois, avaient consti@axpérience scientifique incomparable et
forgé mon go(Qt pour la recherche. Je lui témoigaends respectueuse gratitude.

Messieurs Erick Dufourc, directeur de rechercheCaNRS, et Michel Moutounet,
directeur de recherche a I'INRA, ont accepté d’'egakce travail et d’en étre les rapporteurs.
J'en suis trés honoré et les remercie vivement.

Monsieur Eric Frérot, de la société Firmenich, aatréun vif intérét pour mon travail
en m’accueillant quelgues semaines dans son lal@at en m’apprenant les principes de
I'étude des substances naturelles. Je suis heqréiait accepté de juger cette these.

Je remercie I'Ecole Normale Supérieure, qui a pefdmifinancement de cette these,
ainsi que le Conseil interprofessionnel des vinBdedeaux et la société Laffort pour leur
soutien matériel au projet.

Monsieur le professeur Bernard Doneche, doyen dd-daulté d’Enologie de
I'Université Bordeaux Segalen, a permis que jeiséate travail au sein de la Faculté. Je lui
exprime ma gratitude.

Monsieur le professeur Philippe Darriet m'a acduedlu sein du laboratoire
d’cenologie générale. Monsieur le professeur Jeadlli Mérillon, directeur du Groupe
d'Etude des Substances Végétales a Activité Biglegia permis une collaboration
fructueuse. Je les remercie vivement de leur soetiele leurs conseils.

Je remercie chaleureusement Pierre Waffo-Téguo, trdMafle conférences a
'Université Bordeaux Segalen, qui m’a enseignéilisation de la chromatographie de
partage centrifuge et l'application de la résonam@gnétique nucléaire a l'identification
structurale. Au-dela de son incontestable mais@sentifique, je salue ses qualités humaines
et plus particulierement sa patience, sa dispatdhit sa gentillesse.

Je suis trés reconnaissant envers Valérie Lavignége, chercheuse détachée a la
Faculté d’'Enologie. Ses grandes compétences, taatogiques que scientifiques, m’ont
guidé pendant ce travail, tout en attisant monr@tgour le monde du vin. Son amitié et nos
nombreux échanges ont rendu cette these partienlant agréable.



Eric Génin, responsable du laboratoire d’applicatie la société Thermo Fisher, m'a
initié aux subtilités de la spectrométrie de massansformée de Fourier. Je salue sa grande
rigueur scientifique et le remercie amicalemensaie aide.

Je remercie également Virginie Moine et Philipperdlla, de la société Laffort, pour
leurs conseils et leur aide concernant les aspemtiimiques et biomoléculaires de la levure,
ainsi qu’Alexandre Pons, de la tonnellerie Seguiorddu, pour son assistance dans le dosage
des composeés volatils du bois de chéne.

Moktar Akermi, Isabelle Santal et David Soverchi# consacré un mois de leurs
études a la purification « a grande échelle » @esposés du bois, tout en conservant leur
bonne humeur. Je leur en suis reconnaissant.

Je remercie également les propriétés ayant fouesi @hantillons, notamment la
maison Jaboulet, le chateau Reynon et la maisaryRéartin.

Ces trois années n’auraient indiscutablement pda eme saveur sans I'amitié et le
soutien de Sophie Tempere. Au quotidien, nous apansge les heurts et les bonheurs de la
thése. Nos innombrables discussions, nos doute®schanges ont été particulierement
enrichissants pour moi. Je la remercie tres sinoene

Guillaume Antalick et Philippe Renault ont été kstres « coéquipiers » de cette
thése. Je leur suis trés reconnaissant pour legsédé rire et les prolixes débats qui ont
eémaillé ces trois ans.

Je n'oublie pas les dégustateurs, indispensaldieséalisation des études sensorielles.
Je remercie chaleureusement Elodie Guittard pougdnisation de ces dégustations, et plus
généralement, pour son amitié et ses encouragements

Je salue amicalement les membres de la Facultéat@ia et du GESVAB qui m’ont
accueilli au cours de ces trois années. S’ils soptnombreux pour que je les cite tous ici, je
leur témoigne ma sympathie.

Enfin, je pense & mes connaissances et amis, aeleslogroducteurs, critiques ou
passionnés de vin. Les dégustations que nous gemsgées n'ont cessé d’entretenir ma
fascination pour la beauté et la bonté du vin, waotia fortiori mon travail de recherche. Je
remercie notamment Michel Bettane, Pierre et Annerdy, Véronique Sanders, Cyril,
Antoine, Manon, Julien, Bastien, Jean-Philippe, tNlati, Alessandro, Pierre, Maxime,
Benoit, Alexandra, Francois..., ainsi que Céline pmur soutien et son réconfort.



Sommaire

INTRODUCTION GENERALE .......coveueueeerrrressneeessssssssessssssssssssesessssssssssesssssesssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssesssssens 1
PREMIERE PARTIE :....cceeeeiiiiiiiiiiiiiniiieeeieieeeeeeeetereeeeeeeeeeeeeeeeeteteetteeteeeeeemtettteeeteteeeeetteteetteetetteeeeteetmteeteeeeetemeee 2
ETUDE DE L'INFLUENCE DE PLUSIEURS FACTEURS SUR LA PERCEPTION SUCREE DES VINS SECS..........ccccoeuveeres 2
CHAPITRE 1 - LA PERCEPTION SUCREE DANS LES VINS SECS — ETUDE PARTICULIERE DU ROLE DE L'ETHANOL ET DU GLYCEROL ......... 5
Lo e [V ot 1o T B PP PPPPPPPPIOE 5
1) LES COMPOSES EAUICOITANTS ...ttt et e et e e et e e et eeeaaa e e eaassaaeattaseesassaeeasseaann 5
A) Diversité moléculaire des EAUICOTANTS .......cc.uiii ettt e e et e e et e e e e abeeeebeeeeesseeeeabeeeeasaeaeeaneaeeas 5
B) Les composés a saveur sucrée dans 1es vins secs : €tat de I'art .......ocvevvveceereesieesie e 8
1) Perception de la sucrosité par 1€S dEGUSTATOULS ..........c..ueeeceeeeeciieeeciieeeceeessee e e eeetea e e eteaeseveeessteaeeanees 11
A) DIversité des PercePtiONS SUCTEES..........ccueeiieeirieeieeiteeieeereeseeesreesraeereesseessareesseesaseeseessses .11
B) La perception de la saveur sucrée par les dégustateurs : étude dans quelques Vins SECS ......cccuveveereeereeerneeenne. 15
Ill) Etude de I'addition d’éthanol et de glycérol dans des vins (rouge et blanc) ..............cccccueeeeeeeeeecrveeenn. 16
A) Méthodologie de I'analyse SENSOFIEIIE........c.eeiiiecierie ettt e e et ee et e s e e e e s teesnae e seesnaeenneens 16
B) RESUITATS .. eiveiiieectie ettt ettt c et e e et e e b e e te e s ab e e beesaae e beeeaseeabeeseseesbaessseeaseenseesaseeabeeaneeeaseentseanbeebaesenbeentaennreenres 18
C) DiISCUSSION ...euveevee ittt etee sttt eteeetteebeesteestbeesseesaseesaesaseeabeesseeesseesseassseenseeasseesssesaseensaessseeaseeseeesseessesnsesenseeasseenseenns 19
(6074 Tol [V o] PO USRS UPSPURN 20
CHAPITRE 2 - EFFET DES MACROMOLECULES DE LEVURES SUR LA SUCROSITE DES VINS. MIISE EN EVIDENCE DU ROLE DE LA PROTEINE
2 K TP PP PPPPPPPPUOt 21
Lo e [V Lot 1o T B PSSP PRUPPI 21
1) Apergu de I'importance cenologique des lies de levures et de I'QutolysSe ...........cceeeveeeecvveeeeiiieeeiieeeenn, 21
A) LIES EF GULOIYSE.. . veiteiciie ettt etee ettt e st e e e e st e e ste e s taesbeesbeesabeebeaeeabeenbaesaseesbeesaseensaesssesabeeseeerbeaseesenbeereennrens 21
B) Effet de I'autolyse sur le golt du vin : approche EMpPIiriQUE........cceereeriieeieeeeree et e e 23
Il) Etude de I'effet de I'autolyse des 1evures SUr lQ SUCIOSILE. .............cccueeeeeeeeeecieeeeeeeeeeeeieeeeceeeeeeieeeeaens 23
A) MaAtEriels €1 METNOUES ........eeiiieii et e et e e et e e e e e taeeeeateeeetaeeeesseeeesaaeeesseeeensaeesnsesaeaansnes 23
B) RESUITATS OBTENUS....c.tiiiiieiieecte ettt ettt e e e e ebe e s taeebee e stbeebeestaeesseessesnseesaesasaenseessaeenseensaseenseesen 26
) DiISCUSSION ..uveeteeeireetee sttt eteestteebeesteeeabeesseesaseesaesaseaaseesseessseesseassseenseessseessseasseensaessseanseeseeesseesssesnseseseeasseenseees 26
Ill) Origine moléculaire de I'augmentation de la perception de sucrosité au cours de I'autolyse. Mise en
évidence du role de 1Q Proteine HSPIL2..............uueeeeeeeeeeieeeee e et e e e e e ttttta e e e e e e e ettt s e e e e e s sstasaaaaesesssssenes 28

A) Purification et identification d’une fraction sapide a partir d’un autolysat de levures........ccccccevcvevrieenceeceennnnn. 28

B) Mise en évidence de I'effet de la protéine HSp12 sur1a SUCIOSITE .......ccuveeieeiieeieeeireeceee et 30
(00 1ol (1K o ¢ N PSPPI PPUPPRI 34
CHAPITRE 3 - EFFET DE LA NATURE DU CONTENANT D’ELABORATION SUR LA PERCEPTION DE LA SUCROSITE DES VINS SECS. MISE EN
EVIDENCE DU ROLE EDULCORANT DU BOIS DE CHENE ....veeuvveeuteeseseseessessssesssseessseessessessssensesensesssessnsessssessseessesessssensens 35
L g o [V ot Lo T B UTPUP USRI 35
1) Quelques effets organoleptiques de I’élevage sous bois de chéne des vins et des eaux-de-vie. Molécules
impliquées dans €es MOGIfICALIONS. ............cceeeeeeeeeeiee et e ettt e e e ettt a e e e e sttt e e e e e e ssssssaaaseeesanees 35
Il) Influence de la nature du contenant d’élaboration des vins secs sur la perception de la sucrosité ........ 39
A) Matériel € MELNOUES ....ccveeieeeeceece ettt s be e te e s abeereesane s ...39

B) RESUITALS ...eivviiiieciiecie ettt ettt e et e et e et e e e et esaae e etaesabeebeestsbeesaesaseenbeessaeenseeseennes .41
C) DISCUSSION .....vviieutie ettt e ettt e e ctte e e s ett e e e eteeeeteeeeetaeeeeaaeeeasseeeasseeeeessessesassaeeansseesasseseansaeaannns .43
Il1) Incidence des composés volatils libérés par le bois de chéne sur 1a SUCIOSIte ...........cccveveeeeceeeeecrieaan, 44

A) Quelques illustrations des interactions 0deUr/BOUL ........ccviecviiiiiiiiieeceeete ettt ere e s aeereens a4
B) Ajout de vanilline, de whisky-lactone et d’eugénol dans les vins élaborés dans des contenants différents. Effet
SUN 12 PEerception A 12 SUCTOSITE. .....ccicuiiiiiiii ettt e e e e st a e e et e e e sbbe e e sbeeeasbaeeetbeeesabaeassbaesansnes 46
C) Ajout de 2-furanemethanethiol et de vanilline dans des vins non boisés. Effet sur la perception de la sucrosité

Conclusion




DEUXIEME PARTIE & ....iiiititiiiiiiiinntitieiiiniinetiesssssssansseessssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssasssssssssannns 55

EXTRACTION ET IDENTIFICATION DE MOLECULES NON VOLATILES DU BOIS DE CHENE POSSEDANT DES

PROPRIETES EDULCORANTES ...ccciiittuiiiiimniimmnniiimmnssimmasssimmassssmrssssssmssssssrssssssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssss 55
CHAPITRE 4 - DEVELOPPEMENT D’UNE TECHNIQUE D’EXTRACTION SOLIDE/LIQUIDE ............................................................ 56
ek g o [V ot Lo T ST UPURPPRTN 56

1) Choix du matériel d’etude SOlIAE ULIlISE...............cuueeeeeueeeeeeeeeeeee et ettt e e et e e eereeerea e 56

A) Forme du bois de ChENE ULIIISE ........ooeeeeiiieeie et ettt e e et e e e ett e e e e beeeebaeeeeabeeesnbaeaesseaeannnnes 56

B) Nature des copeaux de ChENE ULIlISES.........cccueiiiieiiiiecieecie ettt ettt e e teesareebeesaaesreesaeesrbeessaesaseebeesanes 57

1) Choix du solvant et des conditions A’ @XEIrACLION ............oeeeeeeeeeceeieeesiie e scee e eeeee e cea e s e e estea e 60

A) Détermination de |a phase liqUIdE ULIHISEE..........ccveeiueiiieeciecee ettt ettt re e beesaneebeesaaeenreens 60

B) Conditions d’extraction Mises €N 0BUVIE........cc.eeeecuiiiieieeeeiie et .61
1) Protocole d’@XtrACEION CROISI ...........ccccveeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e et e e e ettt e e e et e e e st e e e e tsaeesseaeeaassesenanees 62
(00 1ol (1K o ¢ N PSPPI PRUPPI 62
CHAPITRE 5 - MISE EN PLACE D’UN PROTOCOLE DE FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS DE BOIS DE CHENE GUIDE PAR LA DEGUSTATION
.......................................................................................................................................................................... 63
Lo e [V Lot 1o T BTSRRI PPUPRI 63
1) Description de la stratégie déployée — Estimation de la taille des COMPOSES...........ooeeeveeveeeeccveeecreaan, 63
A) Principe et contraintes de la stratégie de fractionNemMENt ...........ooviriiieciesie e 63
B) Estimation de la taille des COMPOSES @ SAVEUN SUCTEE.......cccueeeueeseeerieeieeseeeeieesteessreeseesseesseesseeesseesseessseesseessees 66
1) Extractions liquide/liGUIAE SUCCESSIVES .........ccuiecueeeeesiieeeieeesiteeeieeesteesteestesaeeasesasessaesssaasessesseesseessseen 67
A) Extraction de CZNCA A 'NEPLANE ....eecuviecieecee ettt ettt ettt te e e rte e st e e beestaesabeebeesaseebeesaaseenseessseenseesssesnseenseens 67
B) Extraction de CZNCA-1AQ a 1'acétate d'€thYIE .....cccueeeeeieieeeece e e e nes 70
C) Extraction de CZNCA-20rg au méthyl ter-butyl ther (IMIBE)........c.ccciverierieerieete e see e e e eee e see et e sane e 70
Ill) Fractionnement par Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) ...........cceueeeevueeeeeeeeeeeeiieeeeeeveaeeaans 73
A) Principe et appareillage de 12 CPC........iocieiiiieecie ettt sttt e e ete e st e e eteestaeebe e baesabeesbeessseestaesaseenseesaseennsens 73
B) Matériel et méthodes .................. .. 79
) RESUITATS ... eeiie ettt et ce e e et e e e bt e e e ettt e e e teeeeaaeeeeestaeeeesseseeeassseeeasseesassesaansaseeasseeeensasaeasssee s asesesseeesssnas 82
D) DISCUSSION ..vveeeutieeeitieeeteeeeettee e ettt et e eeteeeeesaeeeaaseeesbseeeassaeaassseeeassesea sssseasssseeassesaansaeeeassesesnsssaaassseeensseesessesasansaaean 87
IV) Purification par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) en phase inverse...................... 88
A) MatEriel 1 METNOUES ....c.viiieecieceece ettt e re e sta e st e e beesabeebeesaaeenreas
B) Résultats et discussion ... .
(60T Tol [V o] OO TSR UPUPSPURN
CHAPITRE 6 - DETERMINATION DE LA STRUCTURE CHIMIQUE DES QUATRE MOLECULES PRINCIPALES DE LA FRACTION CZNCA-X.. 94
L g o [V ot Lo T B STUP RSP 94
1) Approche expérimentale de I'identification : techniques et méthodes utilisées.............cccovcvvvveeecvvvnenns 94
A) Spectrométrie de masse a transformée de Fourier : systéeme Exactive™ (Thermo Fisher Scientific)..... ... 95
B) Résonance mMagnétiqQUe NUCIEAINE ..........eccveeiieeiiie ettt ettt et e ete e ste e e tteesaeebeesaaesabeessaeenreensaeas ... 105

C) Données complémentaires ......... .
1) 1dentifiCcation AU COMPOSE A ..........eeeeeeeeeeeeeee ettt ee e ettt e ettt e e ettt e e e st a e e et e e eestsaaesssssasesssesanans
A) RESUITAS OBTENUS €N FT/IVIS ...ttt ettt et e e et e b e ete et e eateeete e s eaeeesteeeaeeebeesaaeenseessesenseenteesaseenseesanes
B) Résultats obtenus en RMN........
C) Données complémentaires ... .
D) DISCUSSION ...vieeitieeeittieeetie e ettt e e ettt teeeebeeeeataeaeasbeeeeasseaaassasaasseeeasseseaassssaasseseassaseensssasassesesnssaesansseesnsseesesnsnesansens
HI) 1dentification AU COMPOSE Bi...........oeeeueeeeeeeeee e e et ettt e e ettt e e et e e e eata e e st e e eestssaessssasesasesanans
A) RESUITAS ODTENUS €N FT/IVIS ...ttt ettt et et et e e ete e et e et e eete e s eateesteeeseeebeesaaeenseessesenseesteesaseensensanes
B) RESUILats OBTENUS €N RIMN ......oiiiiiiiiiecii ettt ettt ettt te et e st e e te e et eestaesabe e beesabeeseessseessaesaseenseessneensreas
C) Données complémentaires ...
D) DiSCUSSION ....ececureeeerireeireens .
IV) 1dentificAtion dU COMPOSE C..........uueeecueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e ettt eeeataaestseseessssaesssssasesssesanns
A) RESUILAS OBTENUS €N FT/IVIS ...eeeiiieetie ettt ettt et e te e te e s e e be e s saaeetaestseenbeestaesabeesaeesseessaesaseeseessnns
B) RESUILats OBTENUS €N RIMN ......oiiiiiiiiieiii ettt ettt et te e s te e st e e tee s be e teesabeebeesabeesseesaseessaesnseenseessseensreas
C) DONNEES COMPIEMENTAIIES ..veeuvieeeriereiiieeeiee et esteesteeete e sttt esteestaeebeesbeesbeesbeaesaseeseessseeseessseesseessaesaseeseessseenseens
D) DISCUSSION ...veieutieeeittieeetee e ettt e e ettt aeeeebeeeeataeeeasseeeeasseaaassaseasseeeassesaeassesaasseseassaseasssasansssesnsseesansseesnsseesesanesesansens
V) 1dentification AU COMPOSE Di.........cc..ueeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettee e etttea e ettt s e et e e eessaaestssseessraeesaseaaan
A) RESUILAS OBTENUS €N FT/IVIS ..c.eeiiiieetiecee ettt ettt e s v e te e te e s e ebe e s saaeestaestaeenbeestaeeabe e saeeaseessaesaseeseesnnns
B) RESUILats OBTENUS €N RIMN ......ueiiiiiiiieiii ettt ettt et te e te e s b e e te e e teestaesabeebeesabeesseesaseensaesaseeseessneensreas
) DiISCUSSION ...euveeteeeeteeeteeeteeeteeeteessteesae e saesaseeseessseeaseessseessaeassessse et aseesseeasseaaseessaessseanseeasseesssesaseenseesesseessesnseenses
CONCIUSION . ...ttt ettt et e e e e ettt e e ettt e s aatte e s e st e e e aatae s s aastaassteaaenasteasaastaesassaassans



CHAPITRE 7 - INTERET DE L'UTILISATION DE LA LC-FT/MS EN VUE DE L'IDENTIFICATION DE NOUVEAUX TRITERPENOIDES DANS LES
EXTRAITS DE BOIS DE CHENE

Introduction

1) Etude de la présence en LC-FT/MS d’isomeres et de dérivés des quercotriterpénosides | et Il dans un

EXLIAIt A DOIS 0B CRENE........eeeeeieeeeee ettt ettt e ettt e e et e e s st e e e st e e s stteessaseaesstseaenans 151
A) Méthode ULIlISEe .......c.vviiiiieecie e et eeearaa e 151
B) RESUIALS ....euviiiiieecee ettt ettt e ... 152

Il) Purification des compoSEs E et F ..........ccueeeevvvveeeccveaaarnennn. et —aa—————— 156

A) Purification du composé E.....

B) Purification du COMPOSE F......cceveeecuieiiieeieeseeeeeseee e e ———————————— 158
H1) 1dentification AU COMPOSE E ..........eeeeeeeeeeeeee ettt et e ettt e ettt e e et a e e et e e eeetssaesssssaeesaseaanaes
A) Résultats obtenus en FT/MS ....
B) RESUILats OBTENUS €N RIMN ......coiiiiiiiieiii ettt ettt ettt et e e te e st e e te e e beeeteesabeebeesabeesseesaseensaesaseeseessseensreas
C) DONNEES COMPIEMENTAIIES ..veeuvieeiiiereeitieiiee et esteeste et esteesteesteeebeesteesbeesbeaessseeseessseeseessseenseessaesaseeseessseenseens
D) DISCUSSION ...vieeutieeeittieeetteeeettee e ettt e eebeeeeataeesasseeeaasseesassasaasseeeassasaaassssaansseseansaaeansssaeassesesnsssasassseesnsseesesanenesanses
IV) 1dentifiCation dU COMPOSE F ...........oeeecueeeeeeeeeeeeeee e ettt e e ettt e ee st eeaaaa e e et e s eeatssaesssssasesasesanans
A) RESUITAS ODTENUS €N FT/IVIS ...ttt ettt et et et ete et e eateeete e s eaaeesteeeaeeenbeesaesenseessesenseenseesnseenseesanns
B) RESUILats OBTENUS €N RIMN ......ooiiiiiiiieiiiecee ettt ettt et ettt e st e s b e e te e s be e s taesabeebeesabeesseessseensaesaseenseessseensreas
C) DiISCUSSION ...euveeteeeiteeeteeeteeetteebeeseteeetae e saesaseeseessseeaseeasssessaeassesase et aseessaeasseeaseessaeesseenseeasssenssesaseenseesasseeseesnseenses
CONCIUSION . ...ttt ettt ettt e et e e e e sttt e e et e e st e e s e et e e e atteesaastaesasteaaenasteasaastaasssseasaans
TROISIEME PARTIE : ..............
CARACTERISATION SENSORIELLE DES COMPOSES PURIFIES. QUANTIFICATION ET IMPACT GUSTATIF DANS LES
VINS ET LES EAUX-DE-VIE .....cceveuuuiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiinniiiiiiiieeseiiiiietttessssiiisetsssssssssssstesssssssssssssssssssssssssssasens 172
CHAPITRE 8 - ETUDE DES PROPRIETES GUSTATIVES DE MOLECULES IDENTIFIEES DANS UN EXTRAIT DE BOIS DE CHENE.
DETERMINATION DE LEURS SEUILS DE PERCEPTION ..evvuuuueeeererssnnnnaseeesssensnnnsesesersssssnsesessssssnneresessssssnnnnseessssnssnnnnnsesssens 172
INEFOGUCTION ..ottt ettt et ettt e ettt et e s st e et e st esabeesabeasaseensteenateenstaensnesnnns 172
1) Etude des propriétés gustatives de composés identifiés dans le bois de chéne...................cccoeuveeeunen... 173
A) Préparation des échantillons et conditions de dégUStation..........c.ceecuieriieieerieeieereee e 173
B) RESUIALS ....uviiiiiieeciee ettt ...174
C) Go(t des compPOSES €N MEIANEE .....ccvveeveeciiieieeeieece e e ... 175
Il) Détermination des seuils de perception du lyonirésinol et du QTT .. et e e nree e 177

A) Matériel et méthodes .... .177

B) Résultats.......c.cccuveeennnenn. ... 180

) DISCUSSION ... teieetiee et e ettt e eetee e e ettt e e eteeeeetseeeeaseeaeseseeasseseasasaaasssaeaaasseseassasaanssseeassseesssaeassseeansseessseseeensaeeansens 180
CONCIUSION. ..ottt ettt sttt e s e ettt et e st e e st e s et e s bt e s abeesaseesateesaseensteenaseenssaensnesenns 181
CHAPITRE 9 - QUANTIFICATION DU LYONIRESINOL ET DES QUERCOTRITERPENOSIDES | ET |1l DANS LES VINS ET LES EAUX-DE-VIE. 183
INEFOGUCTION ..ttt ettt et ettt sttt et e s st e e b e s abe e s abeesateesaseenateesateenssaensnennnns 183

1) Développement d’une méthode de quantification du lyonirésinol et des quercotriterpénosides | et Il 183

A) Principe de la méthode. COMPOSES QUANTITIES .......iecierierieeeiiecee et e e et e e e eeesaeesnaeenneesneas 184

B) Conditions ChromMatOgraphiQUES ........ecueieieeeieeeieecteestte et et te et e e te e st e ste e steessteeseesseeeseesnseenseesneeenseesseennseans 188

C) Parameétres de spectrométrie de masse ...... . 189

D) Traitement des résultats.........ccccouvevvverreenns ... 193

E) Préparation des échantillons...........ccccccveeeueennen ... 194

F) Validation de la méthode de qUantifiCation ..........cceerieriieeie e e ee e e s aeereesneeenreens 195

1) Application G I’analyse des VINS DIGNCS ..............ccuueeeeueieeesiie e ste et sesee e st eeeetea e s saeaaesseaeens 200

A) Nature et 0riging dES VINS @NaAlYSES.......cceiiiiiiiieericitee et esee e steeereeste e s aeestaestbeebeessaessbeesssessseesssesaseensesssnes 200

B) Résultats du dosage du lyonirésinol dans 1€s ViNs Blancs.........c.eoveeiiieiiieiie i 201

C) Résultats du dosage des quercotriterpénosides | et lll dans les vins blancs .........ccceecveveerieenceeceesee e 204

1) Application G I’analyse des @AUX-GE-ViB.............cccueeeeueeeeeeeeeeeiieeeeeiee et eteteeeeeteaeeeteaeesiaaaaesisesaens 208

A) Nature et origine des aUX-Ae-Vie @NAIYSEES .......c.cccviiiieieeciicceecee et see et e e eveerbeesareebeessaesbeesteesaseebeessnas 208

B) Résultats du dosage du lyonirésinol dans 1€ @aUX-0E-VIE .......ccccvveerrieriieeriieiieccteesee et e v sreeereesaeesaeenreens 208

C) Résultats du dosage des quercotriterpénosides | et lll dans les @auX-de-Vie........ccceevveeveerieerieecreeneeereeeree e 211
(6074 Lol [V oY OO U PPPRPPP 214
CONCLUSION GENERALE .....cucueueueueuenenessasssssasssssasasetstsssssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssassssssssns 216
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES........c.cccciiiitmniiiiieniiiiieniiiiieniiiiesosiiesosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 220

ANNEXES................ NN 238




Liste des abréviations

Abréviations générales

H Proton

¥%c Carbone 13

[o]P Pouvoir rotatoire spécifique (en degrés)
o Déplacement chimique (en ppm)

€ Coefficient d’extinction molaire (en L.mbkm™)
A Longueur d’absorption (en nm)

ug, mg, g Microgramme, milligramme, gramme
pL, mL, L Microlitre, millilitre, litre

AFNOR Agence Francaise de Normalisation
amu Unité de masse

Da Dalton

eV Electron-volt

DO Densité Optique

J Constante de couplage (en Hz)

kv Kilovolts

mmu Milli-unité de masse

m/z Rapport masse/charge

nm Nanométre

ppb Partie par milliard

ppm Partie par million

Th Thomson

rpm Rotations par minute

R Résolution en spectrométrie de masse

Abréviations des molécules et des solvants

AcOEt Acétate d'éthyle

EtOH Ethanol

Hept n-Heptane

Hspl2 Heat Shock Protein 12

MeOH Méthanol

MtBE Méthyl ter-butyl éther

NHDC Neohespéridine dihydrochalcone

QTT Quercotriterpénoside

P-WL Dérivé 6'O-gallate de I'acide (849)-4-5-glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoique

TFA Acide trifluoro-acétique



Abréviations relatives aux technigues analvtiqudsées

c18
CLHP
COSsY
CPC
CPC-G
CPG-SM
CPG-O

ESI

HCD
HMBC
HSQC
HSQC-TOCSY
LC-MS
LC-FT/MS

LC-MS/MS
RMN 1D et 2D
ROESY

SID

TIC

U-HPLC

uv

Silice a polarité de phase inversée (greffég) C1
Chromatographie liquide haute performance
COrrelated SpectroscopY
Chromatographie de partage centrifuge
Chromatographie de partage centrifuge coudpléeyustatométrie
Chromatographie en phase gazeuse coupéspadtrométrie de masse
Chromatographie en phase gazeuse couplééaatbmétrie
lonisation par électro-nébulisation
Dissociation induite par collision
Heteronuclear Multiple Bond Coherence
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Heteronuclear Single Quantum Cohererid®tal Correlation SpectroscopY
Chromatographie liquide couplée a la specétim de masse

Chromatographie liquide couplée a la smenétrie de masse a Transformée de
Fourier
Chromatographie liquide couplée a la smeoétrie de masse en tandem

Résonance magnétique nucléaire a udeux dimensions
Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY
Dissociation induite dans la source

Chromatogramme des ions totaux

Chromatographie liquide ultra haute perfance
Ultraviolet






INTRODUCTION GENERALE

La dégustation d’'un vin est un acte complexe, iqyaint des mécanismes physiques,
physiologiques et cognitifs, au cours duquel leudéafeur construit une représentation
d’objets chimiques dans son champ de consciencecBt & Dubourdieu, 2001). Cette
représentation repose, d’'un point de vue sensairielles paramétres visuels, tactiles, olfactifs
et gustatifs du vin dégusté.

De nombreux travaux se sont attachés, depuis phssiannées, a la caractérisation
moléculaire des composeés volatils intervenant damfaction ; il est désormais possible
d’associer certains ardbmes du vin a une ou plusiewiécules, parfois seulement présentes a
I'état de traces dans les vins (Ribéreau-Gastaal, 1998a).

De la méme facon, des études récentes, portamesimteractions entre les polyphénols du
vin et les protéines salivaires, permettent d'mtéter la sensation d’astringence (Simain
al., 2003; Pianegt al, 2009; Calaet al, 2010).

Toutefois, I'équilibre gustatif d’'un vin ne repogas uniquement sur sa structure tannique ou
son acidité, mais également sur sa douceur (Peyrdd®80), le mot doux répondant a la
définition suivante : €ui procure une sensation agréable au golt, sua{@rand Larousse,
1988).

Le vocabulaire de la dégustation emprunte ainssiplus mots au champ lexical de la
douceur, et notamment le terme «sucrosité ». Celogiéme, récurrent dans les
commentaires de dégustation des professionnelsndulécrit I'aptitude d’'un vin a procurer
une impression sucrée.

Cette sucrosité contribue a la complexité et ypécité des vins, et plus particulierement des
grands vins. Elle est d’autant plus valorisée dangustation par l'attirance innée qu’elle
exerce sur le degustateur (cette valence attragtivépulsive dépend de sa propre glycémie),
alors que l'appréciation des saveurs acides ou ean@écessite un apprentissage culturel,
méme si la composante innée n'est pas négligeable.

Dans les vins moelleux et liquoreux, cette perogpsucrée est directement liée a la présence
de sucres résiduels (glucose et fructose), norsfoenés par les levures au cours de la
fermentation alcoolique. Dans les vins secs, cafrdtgs de carbone sont présents a des
concentrations nettement inférieures a leur seail pgrception; la douceur ressentie

correspond donc a une « sucrosité sans sucre ».



Néanmoins, en dépit de l'évidence de leur impogarsensorielle, les déterminants
moléculaires de la saveur sucrée dans les vinsrsaaspas encore été caractérisés. L'étude
de certains d’entre eux constitue I'objet de noteail.

Compte tenu de la nature du sujet d’étude et dngoe de données le concernant,
nous adopterons une double approche, utilisanbodement des techniques analytiques et
sensorielles.

Apres avoir évoqué quelques aspects inhérentpar&eption gustative et discuté du
réle de I'éthanol et du glycérol sur la saveur éacdes vins secs, nous étudierons deux
facteurs qui, d’aprés beaucoup de vinificateursir@dent concourir a 'augmentation de la
sucrosité des vins secs au cours de leur élaboratiomacération post-fermentaire des vins
rouges et I'élevage des vins dans des contenarisisléle chéne.

La macération post-fermentaire consiste a prolofggeuvaison de la vendange rouge
d'une a deux semaines aprés l'achévement de laefgation alcoolique, c'est-a-dire a
maintenir le vin au contact des parties solideldmie (pellicule, pépins) et les lies de levure
(Ribéreau-Gayonet al. 1998b). Cette phase n’entraine pas une extradimrue des
anthocyanes et des tanins du raisin, dont les temeaximales dans les vins sont quasiment
atteintes a l'issue de la fermentation alcooligu@ccroissement de la saveur du vin, et
notamment de sa sucrosité, constaté pendant gedtatmn, est concomitant a I'autolyse des
levures. Nous pouvons donc imaginer que ces desldrerent des composés augmentant la
saveur sucrée des vins.

Par ailleurs, les praticiens sont convaincus gélevage des vins sous bois de chéne a
un effet édulcorant. Une bonification similaire sdenégalement participer a la maturation
des eaux-de-vie. Nous veérifierons l'influence efifex de la nature du contenant d’élaboration

sur la sucrosité des vins, en distinguant le réépectif des composés volatils et non-volatils.

Afin de déterminer I'origine moléculaire du gaia slucrosité consécutif a I'élevage en
barrique, nous tenterons d’isoler puis de caraseéries molécules a saveur sucrée a partir
d'un extrait de bois de chéne. A cette fin, une hode de purification guidée par la
dégustation sera mise au point, de facon similaine techniques d’étude des composés
volatils utilisées par les aromaticiens. La padi®lytique, correspondant a l'identification
structurale des molécules, repose sur l'utilisatienla résonance magnétique nucléaire ainsi
gue sur une technigue récemment développée : tdrgpetrie de masse a transformée de

Fourier (analyseur Orbitrap).



A cette caractérisation structurale feront suitmdlyse sensorielle des molécules
isolées et la détermination de leurs seuils deeptian. La quantification des composés
identifiés, dans les vins et les eaux-de-vie, pérmealors de discuter leur impact

organoleptique réel, ainsi que certains paramewasant influencer leurs teneurs.

Plusieurs nouvelles méthodes seront présentéesagatravail. Leur développement
constitue une partie intégrante de I'étude. Paiséquent, nous avons choisi de ne pas les
regrouper dans un chapitre séparé, mais de legrémt@ux résultats qu’elles ont permis
d’obtenir, afin de mettre en évidence leur int@&i@si que le raisonnement conduisant a leur

mise au point.






Premiere partie :

Etude de l'influence de plusieurs facteurs sur la
perception sucrée des vins secs






Chapitre 1 - La perception sucrée dans les vins se€tude particuliere
du réle de I'éthanol et du glycérol

Introduction

La perception de la saveur sucrée, au méme tigdaguautres perceptions gustatives,
implique des mécanismes complexes, tant au niviegsiglogique que cognitif. Elle peut étre
générée par de nombreux stimuli et résulte d’icteras variées.

Apres avoir rappelé quelques aspects relatifs @etaeption sucrée de fagcon générale, nous
présenterons I'état actuel des connaissances c@mtdes composeés a saveur sucrée dans les
vins, puis nous étudierons de facon plus approéonelirole gustatif de I'éthanol et du

glycérol.

I) Les composés edulcorants

A) Diversité moléculaire des édulcorants

De nos jours, le composé de référence associé acrigteur « sucré » est le
saccharosd, extrait essentiellement de la betterave et dealme a sucre. Il s’agit d’'un
diholoside formé par la condensation d’une moléddeglucopyranosg et d’'une molécule
de fructofuranos8.

Le terme « sucre » désigne ainsi un objet concheimiquement pur, et I'adjectif « sucré »
caractérise une perception gustative générée flarststance.

De nombreux autres composés possédent une sawalrepde celle du saccharose ;
ils sont alors qualifiés d’édulcorants. Ces molésuhppartiennent a des familles chimiques
tres diverses (figure 1). On trouve en effet dedraites de carbong,(2, 3), des polyols4, 5),
des peptides6( 7), des protéines (thaumatine), des flavonoidé€s 11), des diterpenoides
(12), des triterpénoides dérivés de I'oléanat®,(des proanthocyanidines (selligueaine A),
mais aussi des halogénoalcanes comme le chlorofd®ehiffman & Gatlin, 1993; Kim &
Kinghorn, 2002; Kinghorn & Soejarto, 2002).
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Figure 1 - Structure chimique de guelques composés possadargaveur sucrée.



Ces composés peuvent étre hiérarchisés en fondgoleur pouvoir sucrant. Cette
grandeur adimensionnelle est obtenue par un quotiemt le dénominateur est une
concentration massique de saccharose, et le nienéiatconcentration de composeé sucrant
conduisant & une saveur sucrée de méme intengit aleur varie considérablement d’'un
composé a un autre, comme entre le mannitol (0.6 éhaumatine (plus de 14 000) par
exemple (Schiffman & Gatlin, 1993).

Les édulcorants se classent ainsi en deux groupes €dulcorants de charge,
possédant un pouvoir sucrant proche de 1 et les@duts intenses, présentant une activité
gustative bien supérieure.

Les édulcorants non-glucidiques sont largemenisésildans l'industrie agro-alimentaire, en
raison de leur faible pouvoir calorique et de lpauvoir cariogéne réduit. L'utilisation de tels

composeés constitue également un enjeu sanitaireumajans le cadre de la lutte contre le
diabéte, ce qui explique les nombreuses recherofsmt a l'obtention de nouveaux

édulcorants utilisables dans I'alimentation.

Certains édulcorants, comme les stéviosides, pemtede plantes, sont naturels ;
d’autres sont obtenus par synthese chimique et [damais été identifiés dans la nature.

A titre d’exemple, I'aspartame est un dipeptide qui a été synthétisé pour la gneniois en
1965 comme intermédiaire d’'une synthése d’'un méakcd. Son godt sucré a été découvert
de facon accidentelle et cette molécule a été susde marché américain pour la premiére
fois en 1974. Bien qu’il n'ait jamais été obsenans la nature, I'aspartame est actuellement
utilisé dans plus de 5000 produits a travers le deorComme pour la plupart des autres
édulcorants, de nombreux analogues a l'aspartarmétérsynthétisés, en vue d’obtenir des
composés présentant un goQt sucré plus intenskisagréable, tels que I'alitame (Hendrick,
1991) ou le néotame(Prakastet al, 1999).

Il est intéressant de noter que de faibles modifina de la structure chimique peuvent
engendrer des modifications considérables des iptépr gustatives. La néohespéridine
dihydrochalcondl0 par exemple est un édulcorant puissant obteningraisynthése a partir
de la néohespéridine, composé amer présent darealade différents fruits du genre Citrus
(DuBois et al, 1977). De méme, la stéréochimie des moléculéseinfe considérablement
leur activité gustative, au méme titre que leurgppeétés biologiques.

Devant la versatilité apparente du caractere édmhtodes molécules, différents modéles
prédictifs ont été successivement proposés afinted¢er de déterminer les conditions
structurales du godt sucré (figure 2). Le plus emale ces modeles, appelé « AH-B », fut

publié par Shallenberger et Acree (1967) ; il afér qu’un édulcorant doit contenir un



donneur et un accepteur de liaison hydrogene. Gieladut ensuite discuté ou révisé pal
nombreux auteurs, parmi lesquels on peut Kier (1972), Temusset al (1978, 1984,
1991), Iwamura (1981)\ofre e Tinti (1996), Egger®t al. (2000),0u bien encol Goodman
et al (2002) Ces différents travaux ont en outre mis en avestlimites de I'approch
prédictive ; lexistence d’'un fort déterminisme moléculaire a éacpption sensorielle no
apparait en ce sens relativement incert

Edulcorant

G2l [a3l—164
A B G1 D
Hoo
! H
s a ) ()
Récepteur

(a) (b)

Figure 2 - Deux exemples de modéles du récepteur s
Selon Shalleberger et Acree en 1967 (a), les interactions técefsolité nécessitaient la présence d'un doni
et d'un accepteur de liaison hydrogéne chez les dartenaires. Pour Nofre et Tinti en 1996 (byéeepteur es
constitué de huit sites réactifs, pouvant interpgitiellement ou en totalité avec I'édulcol par liaisons
ionique, hydrogéne et par interactions stéric

B) Les composés a saveur sucrée dans les vin: état de
lart

Parmi les centaines de composés du vin documeanésslal littérature, certains possédent
saveur sucree.

1) Oses

a) Hexose

Les deux hexoses principaux des vins sont-glucopyranose et le-fructofuranose.
Présents dans les mo(ts a des concentrationsessuatiant de 160 a 350 g/L, ces sucres
transformés en éthanol au cours de la fermentatiooolique réasée par les levures
vinification (Ribéreau-Gayoat al, 1998b).

Dans le cas de I'élaboratiores vins liquoreux, les concentrations élevées iglus
centaines de g/L) de glucose et de fructose danmifn ne sont que partielleme

fermentées on trouve ainsi les deux hexoses a des concemsgbouvant varier de quelqu



dizaines a quelques centaines de g/L. lls sontnite@jement responsables du caractére sucré
des vins moelleux ou liquoreux.

Dans le cas des vins secs, les teneurs en glutdsgctwse en fin de fermentation
alcoolique sont faibles, généralement inférieuréggé. (Ribéreau-Gayoat al, 1998a).

Les pouvoirs sucrants du glucose et du fructosé rempectivement de 0.7 et 1.4 et
leurs seuils de perception dans les vins se simentlentours de 4 a 5 g/L. Ainsi, ces deux
molécules sont présentes a des concentrationsnegttenférieures a leur seuil de perception

dans les vins secs. Les hexoses ne participentphma la sucrosité des vins secs.

b) Autres sucres

Divers autres sucres non fermentescibles sont mesdans les vins secs,
particulierement des pentoses (arabinose et xylosgoritairement) provenant de la
dégradation des parois végétales, mais aussi tedosides, comme le saccharose ou le
tréhalose, provenant respectivement du raisin etl@aires. L’ensemble de ces sucres sont
présents en tres faibles quantités, excédant ratequeelques centaines de mg/L. Compte
tenu de leur faible pouvoir sucrant, leur impaatlausucrosité des vins est considéré comme

négligeable.

2) Ethanol et polyols

a) Ethanol et glycérol

Ces deux molécules sont, outre I'eau, les composgaritaires des vins secs. Elles
sont essentiellement formées au cours de la featient alcoolique des hexoses par
Saccharomyces cerevisdééthanol est un métabolite primaire de la fertaéon, présent a
des teneurs comprises entre 12 et 14 % vol daplspart des vins secs. En moyenne, 16 a 18
g/L de sucre sont nécessaires pour augmenter té demolique de 1 % vol (Ribéreau-Gayon
et al, 1998b).

Le glycérol est un métabolite secondaire, forméemssllement au début de la fermentation
alcoolique (voie glycéropyruvigue). Sa concentratimale varie en fonction des conditions
fermentaires ; elle est généralement comprise &ndtel0 g/L dans les vins secs.

Plusieurs auteurs ont décrit le golt sucré dedihet du glycérol en solution aqueuse (Berg
et al, 1955; Peynaud, 1980; Carde#tb al, 1984; Scinskat al, 2000; Blizard, 2007), mais

aussi I'amertume et le caractere bralant assot@&tanol (Thorngate, 1997; Scinska al,
2000; Blizard, 2007).



On préte fréiquemment a I'éthanol et au glycérolrdle sur la sucrosité des vins secs.
Néanmoins, les études sur ce sujet sont contramisto

Selon Peynaud (1980), seul I'éthanol aurait unteffgnificatif sur la saveur sucrée, sans
toutefois que les conditions de I'expérimentatioiest précisées. Noble et Bursick (1984) ont
montré que le glycérol a hauteur de 10 g/L provogne augmentation significative de
sucrosité dans un vin blanc californien.

En revanche, des études plus récentes (Geival, 2007; Jone®t al, 2008) montrent que
I'éthanol et le glycérol n'influencent pas la swité de vins modeles et de Riesling
australiens.

Ainsi, I'impact sensoriel de ces composés n’estgh@isement établi.

b) Autres polyols

D’autres polyols en C4 (butanediol et érythritey C5 (arabitol) et en C6 (mannitol,
sorbitol, meseinositol) sont présents dans les vins, a faiblaceaotration (de l'ordre de
guelques dizaines de mg/L). Compte tenu de lelleapouvoir sucrant, ces composes

n’interviennent pas dans la sucrosité des vins secs

3) Nucléotides

Certains nucléotides, comme le guanosine monophtsptd’-GMP) ou l'inosine
monophosphate (5’-IMP) sont connus pour étre degamits exhausteurs de godt, notamment
du sucré (Nagodawithana, 1992; Fuke & Ueda, 19%6yd{et al, 2002).

Ces composés peuvent étre libérés dans le vin @gradation de 'ARN au cours de
'autolyse des levures : leur présence a été étaddins divers vins de Champagne par
(Aussenacet al. (2001). Charpentieet al. (2005) ont montré que les nucléotides étaient
présents dans les vins a des concentrations auxi@ufois inférieures a leur seuil de
perception. En outre, les auteurs ont montré qadaition de 5’-IMP et de 5’-GMP au niveau
de leur seuil de perception dans les vins n’engehdas de modification significative de la
sucrosité.

Par conséquent, les nucléotides sont sans efféd saveur sucrée des vins secs.

4) Polysaccharides

Les polysaccharides présents dans les vins seecgepnent du raisin et de l'autolyse

des levures. Des propriétés édulcorantes ont parfde prétées a ces composés
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macromoléculaires, sans argument scientifique. Dagaux ont certes montré que les
polysaccharides pouvaient interagir avec les coégpgshénoliques et conduire a une
diminution de la sensation d’astringence tout egnaentant la « rondeur » (Esatal, 2001;
Vidal et al, 2004; Carvalhcet al, 2006; Guadalupet al, 2007). Néanmoins, une étude
récente menée par Joretsal. (2008) affirme que les polysaccharides n’ont aueffiet sur la
sucrosité d’'un vin modeéle, confirmant ainsi desdétuantérieures (Ribéreau-Gayeinal,
1998a).

L’influence des polysaccharides sur la saveur sueteleur pouvoir édulcorant sont donc

négligeables.

Ainsi, de nombreux composés a saveur sucrée sésemis dans les vins secs, mais
leurs concentrations sont nettement inférieuresedr Iseuil de perception. A notre
connaissance, aucun édulcorant (ou exhausteurcdesgé) intense n’'a a ce jour été identifié

dans les vins secs.

II) Perception de la sucrosité par les dégustateurs

A) Diversité des perceptions sucrées

De nombreux composés possedent un goQt décrit cosneré. Un seul descripteur
est ainsi associé a des molécules de nature chemirgs différente. Cette réduction
sémantique ne traduit pas la diversité des pemeptsensorielles et la variabilité de la

sensibilité des dégustateurs a ces divers édulsoran

1) Le langage du goat

Alors que les dégustateurs ont a leur dispositiongtand nombre de descripteurs
associés aux sensations olfactives, le vocabytamere au godt se limite la plupart du temps
aux quatre saveurs : acide, amer, sucré et salétalfg les hommes ne se sont pas toujours
limités a ces quatre qualités gustatives : Aristbtinguait «dans les saveurs comme dans
les couleurs, d’'une part les espéces simples quiles contraires, a savoir le doux et 'amer,
d’autre part les especes dérivées, soit du pregvenme l'onctueux, soit du second comme le
salé, enfin, lintermédiaire entre ces dernieresvesas, l'aigre, I'apre, l'astringent et
'acide ». Au XVIliéme siecle, Linné décrivait quant a Wix qualités gustatives. En 1825,
dans son célebre ouvrage Physiologie du,gBfillat-Savarin affirmait encore davantage la
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complexité des perceptions gustativesLe«<nombre des saveurs est infini, car tout corps
soluble a une saveur spéciale, qui ne ressembierentent a aucune autse

Ce n'est gu'en 1864 que Fick proposa pour la premmieis une classification du goQt en
guatre catégories, catégories que le chimiste @Cohsidéra en 1914 comme des modalités
isolées. Il fut contesté en 1916 par le psychologeaning, qui affirma I'existence d’'un
continuum gustatif organisé entre les quatre saviemdamentales (Faurion, 1988).
Néanmoins, ce concept des quatre go(ts élémentsiirmposa dans le langage courant,
méme si une cinquieme saveur, 'umami (représeptéele golt du monoglutamate de
sodium), est aujourd’hui assez frequemment recannue

Dans de nombreux travaux, Faurion et Mac Leod (12882, 1988) ont mis en évidence plus
récemment les limites de cette schématisationadéxidRejoignant en ce sens les observations
de Brillat-Savarin, ils ont démontré I'existenceuré infinité de saveurs réparties dans un
espace sensoriel pouvant étre défini par les quutigks élémentaires. A titre d’exemple, le
saccharose et I'aspartame, bien gu’étant décrits tieux comme « sucrés », sont en effet
différenciables et reconnaissables : leur goQuegiue et ne saurait étre confondu I'un avec
lautre. Il en va de méme pour I'ensemble des éualtts, regroupés sous la saveur
€lémentaire « sucrée », mais présentant tous uh @alleur est propre. La réduction
sémantique imputable en partie, comme évoqué @ut B une imprécision épistémologique
est regrettable. En effet, sur la base des thédaesertains penseurs (Hegel notamment) qui
affirment que la complexité de la pensée augmemee #a richesse du langage, on peut
imaginer qu’un vocabulaire étoffé permettrait uhgspgrande précision dans I'expression des

ressentis, donc dans la perception gustative eien

2) L’origine du godt : le récepteur du godt sucré

Préalablement a la découverte du récepteur du gadie, de nombreuses études se
sont attachées a la modélisation de ce dernier @reu mecanisme de la perception, a partir
de l'analyse du comportement des dégustateurs dackvers édulcorants. Ces travaux
physiologiques et psychophysiques ont suggéréstence de plusieurs types de récepteurs du
sucré (Faurioret al, 1980; Froloffet al, 1996). Les composés sucrés présenteraient alers u
faible spécificité et une faible affinité pour aésepteurs, mais également pour les récepteurs
aux autres saveurs élémentaires. La multitude iddsractions supramoléculaires possibles
entre ligands et récepteurs permettrait une graodainatoire, a I'origine de l'infinité de
I'espace sensoriel du godt et de la genese d’'uagemustative unique pour chague composé.
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Cette théorie expliquerait ainsi I'origine du contim des saveurs, mais aussi la trés grande
disparité des édulcorants en termes de nature ghéat de taille moléculaire.

Le récepteur du goQt sucré a été identifié en ZB@thmanowet al, 2001; Kitagawa
et al, 2001; Liet al, 2001; Maxet al, 2001; Montmayeuet al, 2001; Sainzt al, 2001; Li
et al, 2002; Temussi, 2006).

Il s’agit d’'un récepteur métabotrope couplé a uritgine G, constitué de deux hétérodimeéres
appelés T1R2 et T1R3. De facon simplifiée, ces cisexistent sous deux formes, ouverte et
fermée, et possedent trois domaines (figure 3)e wuaste partie extracellulaire amino-
terminale (notée ATD ou NTD), un domaine riche estéine (CRD) et un domaine
transmembranaire formé de sept hélices (7TMD).

Ces récepteurs métabotropes possédent ainsi ysisdes distincts permettant la
fixation des différents types d’édulcorants (tableg. lls semblent en outre présenter un
comportement allostérique a l'origine de fortesesgies (Galindo-Cuspinerat al, 2006;
Meyers & Brewer, 2008)

Amino Terminal Domain —» <+—Amino Terminal Demain
). {
Cysteine Rich Domain — «-Bysieine Rich Domain
Sewen (o icos Transmembrang - - Seven o/ co: Transmembrang
Domain - - Domain  membrane

Figure 3 - Représentation schématique du récepteur ausgoté T1R2-T1R3 incluant les
domaines ATD, CRD et 7TMD (adapté de @tial, 2006 et Meyers & Brewer, 2008).

Ainsi, il n'existerait pas plusieurs récepteurs ghiit sucré, mais plusieurs sites de
fixation sur le méme récepteur, impliquant des sdianscriptionnelles différentes.
Des meécanismes moléculaires sophistiqués sembleneffet a l'origine de la grande

complexité de la perception gustative de chaquieioha
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Tableau 1- Modalités de fixation de quelques édulcorants p@téiques usuels avec le

récepteur au goUt suclapté de Meyers et Brewer, 2006)
Les sites préférentiels sont mentionnés en gras.

Edulcorant Site(s) de fixation
Saccharose T1R2 NTDAR3 NTD
Glucose T1R2 NTD, T1IR3 NTD
Acesulfame-K T1R2 NTD, T1R3 NTD
Cyclamate T1R3 7TMD
Néohesperidine dihydrochalcone T1R3 7TMD
Aspartame T1R2 NTD
Néotame T1R2 NTD

3) Etude des sensibilités croisées

Nous avons vu que différents types d’interactiamgramoléculaires entre ligands et
récepteurs gustatifs génerent une image sensoueitpie pour chaque composé. Il nous a
semblé intéressant d’étudier les sensibilités iddigles d’'un panel entrainé a la dégustation
aenologique vis a vis d’édulcorants de nature diffee.

Le panel est constitué de 41 étudiants en fin dideme année du diplome national
d’cenologue. Leur sensibilité a été établie pouor@mosés sucrés : le saccharose, I'aspartame
et la néohesperidine dihydrochalcone (NHDC), pri&senchacun dans leau a 4
concentrations différentes suivant une croissammengtrique (saccharose: 1, 2, 4, 8 g/L;
aspartame : 5, 10, 20 40 mg/L ; NHDC : 0.25, 0.8f 2 mg/L). Pour chaque concentration,
un test a choix forcé de 1 parmi B5BQ 13301:2002 est proposé aux dégustateurs. Le
traitement des résultats se fait par concentratit@tsoissantes ; dés qu’une erreur est notée,
le niveau de sensibilité attribué est le rang déeimiére concentration correctement trouvée.
Par la suite, une analyse par corrélation de Spagst effectuée entre les rangs attribués par
les différents dégustateurs aux trois molécules.

Les résultats montrent qu’'aucun coefficient de éation ne dépasse 0.3 entre deux
molécules différentes. Cela signifie qu'il n'exispas de corrélation de sensibilité : les
dégustateurs les plus sensibles a un édulcorasbmepas forcément les plus sensibles a un
autre. Ces résultats confirment ceux obtenus paridfaet al.(1980) sur un panel non
entrainé a la dégustation de vin : on ne peut [révsensibilité d’'un individu a un composé

sucré sur la base de sa sensibilité a un autrecrdnik.
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Cette absence de sensibilité croisée nécessiteuwtaapproche de la perception de la

sucrosité molécule par molécule, et laisse envisage forte variabilité interindividuelle.

B) La perception de la saveur sucrée par les déguss :
étude dans quelques vins secs

En marge des différences interindividuelles prélés, nous avons voulu étudier de
facon préliminaire la perception de la sucrosit@udelques vins par les dégustateurs.
Le panel est constitué de 35 étudiants en fin dast du diplome national d’cenologue.
leur a été demandé de noter, sur une échelle thsteel a 7, la sucrosité de 6 vins rouges, de
l'appellation Saint-Julien. Il s’agissait de 3 casé les chateaux Ducru-Beaucaillou et
Lagrange, ainsi que les Fiefs de Lagrange, secondwchateau Lagrange. Ces vins étaient
présentés sur 2 millésimes : 2002 et 2003. Lesutsren glucose+fructose des six vins sont
inférieures a 500 mg/L.
Le traitement statistique des résultats a été twekepar analyse de variance a 2 variables,
complétée par un test post-hoc de Duncan.
Les résultats montrent un effeh largement significatif (P=1%) et un effesujetnégligeable
(P=0.2). Cela signifie d'une part que les dégustatalétectent des différences nettes de
sucrosité entre les différents vins, et d’autrd gae le jugement interindividuel est cohérent :
sur cette expérience, un consensus se dégagelesntiedividus quant au jugement de la
sucrosite.
En outre, le test post-hoc de Duncan permet de neroqtie les deux millésimes de Fiefs de
Lagrange constituent un groupe indépendant : lewrosité est jugée significativement
inférieure (P<0.05) a celle de tous les autres, viras ils ne sont pas distingués entre eux.
Ces données, qui mériteraient d’étre étoffées dmremdre d’'une étude statistique de plus
grande ampleur, mettent en évidence que ce paneflédestateurs a été capable de
hiérarchiser de facon cohérente les vins proposé®mction du critere « sucrosité ». Une
étude plus approfondie pourrait montrer une évdietuefluence du degré d’expertise du
panel sur la cohérence de son jugement, mais Binsglence du type de vin sur la capacité
de hiérarchisation des dégustateurs.
Néanmoins, les résultats obtenus au cours de @eittie préliminaire suggerent que la saveur
sucrée des vins secs constitue une réalité selsodbjective pour des dégustateurs

expérimentés. L'origine moléculaire de cette saosatemeure pour autant inconnue dans les
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vins secs. Nous avons vu précédemment que le rGanoleptique imputé a I'éthanol et au

glycérol dans la littérature demeurait fort corgest

[Il) Etude de I'addition d’éthanol et de glycérol dans des vins (rouge
et blanc)

Afin d’étudier le role de I'éthanol et du glycémlir la perception de la sucrosité, des
guantités connues de ces composés ont été adéi&sranun vin blanc et a un vin rouge. Les
modalités obtenues ont été proposées a un pargdgiestateurs dans le cadre d'un test de

classement.

A) Méthodologie de I'analyse sensorielle

1) Test de classement par rangs

Ce protocole d’analyse sensorielle, correspondéanharme AFNORSO 8587:2006
repose sur la présentation simultanée de plusé@alvantillons anonymes et codés a un panel.
Il est demandé aux sujets de classer les échanstifiar ordre croissant d’intensité d’'un critéere
spécifié. Tous les échantillons doivent étre orésstrictement.

Le traitement statistique utilisé dépend de la matdes échantillons. Le test de Page est
préconisé (Page, 1963) lorsqu’il existe entre ledalités un ordra priori prévisible, comme
c’est le cas lors de 'ajout de quantités difféesntnais connues d’'un composé a un méme vin
de base.

Il s’agit d’'un test non paramétrique.modalités sont classées par ordre croissant dgitte
par lesn sujets. Pour chacun d’entre eux, un chiffre de A est attribué aux différentes
modalités, dans l'ordre de leur classement (1lraddalité jugée comme la moins intengse,

la plus intense).

Les sommes de rangs sont ensuite calculées poguehechantillon a partir des notes
attribuées par les n dégustateurs. On les Rgte-... Ry, sachant que l'ordre est déterminé
par la hiérarchie supposée entre les modalitéomrtpar le classement réek;(est définie
comme la somme des rangs de la modalité considéréme la moins intense a prioR; la

deuxieme moins intense, etc...). On calcule ensegedriabled. et L', définies ci-dessous.
p

L= Z LR

i=1
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La notion d’ordre prédéterminé est en effet peiseompte dans le calcul dépondération
deR; pari)
_12L = 3n.p.(p + 1)?

B p.(p+1.yn.(p—1

!

La significativité du test est déterminée par leeuadel’
Le test est ainsi considéré comme significatif @& dire que les modalités sont jugées
globalement différentes par les dégustateurs)

- aurisque de 5 % di’ > 1.645

- aurisquede 1% 4i’ > 2.326

2) Conditions et modalités de I'analyse sensorielle

Deux sessions distinctes ont été organisées.
La session 1, en avril 2009, rassemblait 38 étuslidm Dipléme Universitaire d’Aptitude a la
Dégustation, tous professionnels du vin. Le virbeee était un Bordeaux rouge 2007, élevé
en cuve en inox.
La session 2, en mai 2010, rassemblait 47 étudemtseconde année du Dipldme National
d’cenologue. Le vin de base était un Bordeaux 22808, élaboré en cuve en inox.
Dans les deux cas, les dégustateurs étaient fateddraines a la dégustation du vin.

Les caractéristiques analytiques des vins utibseés mentionnées dans le tableau 2.

Tableau 2- Caractéristiques analytiques des vins de balsseatpour I'analyse sensorielle.

Session Session 1 Session 2
Type de vin Bordeaux rouge 2007 Bordeaux blanc 2008
Titre alcoométrique volumique (a 20°C) 12.2 % 1%.0
Concentration en glycérol 6.9 g/L 5.8 g/L
Concentration en D-glucose + D-fructose 0.37 g/L 54@/L

Pour chaque session, deux séries ont été propasgetegustateurs : I'une consistant en des
ajouts d’éthanol, 'autre en des ajouts de glycéals composés ont été ajoutés dans les vins
de base, une heure avant la dégustation (voiraal8g Les modalités obtenues pour chaque
série ont été rendues anonymes par un code a f8eshipuis proposées simultanément aux

dégustateurs dans un ordre aléatoire et variabldoration des postes, afin d'éviter
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d’éventuels artefacts liés a l'ordre de la dégumtatLa dégustation s’est déroulée dans la
salle d’analyse sensorielle de I'Institut des Scésnde la Vigne et du Vin, climatisée a 20°C

et équipée de postes individuels. Les deux séadwarfol et glycérol) ont été dégustées

successivement dans des verres AFNOR en verre, hlaagause de 10 minutes séparant les
deux tests. La fiche de dégustation type utilistgeportée en annexe.

Tableau 3- Modalités préparées pour I'analyse sensoridal&idfluence de I'éthanol et du
glycérol sur la perception de la sucrosité.

Modalité Modalité 1  Modalité 2 Modalité 3 Modaligé

— Quantité d'éthanol ajoutée (teneur Témoin + 05% + 1% + 15%
o finale) (12.2 %) (12.7 %) (13.2 %) (13.7 %)
1)

3 Quantité de glycérol ajoutée  Témoin +1g/L +3¢g/L +5¢g/L
o (teneur finale) (6.9 g/L) (7.9 g/L) (9.9 g/L) (12.9 g/L)
« Quantité d'éthanol ajoutée (teneur Témoin + 05% + 1% + 15%
5 finale) (12.0 %) (12.5 %) (13.0 %) (13.5 %)
(%))

3 Quantité de glycérol ajoutée  Témoin +1g/L +3¢g/L +5¢g/L
o (teneur finale) (5.8 g/L) (6.9 g/L) (8.8 g/L) (10.8 g/L)

B) Résultats

1) Effet de I'éthanol et du glycérol sur la sucro$é des vins rouges

La dégustation des vins rouges correspond a léose$sLes résultats sont présentés

dans le tableau 4.

Tableau 4 -Résultats de la session 1 interprétée par leléeBage.

Facteur étudie R; R R; R L L' Résultat
Ethanol 98 88 94 100 956 0.34 Non significatif
Glycérol 89 93 99 99 968 1.01 Non significatif

La statistique de Page permet de conclure questentest pas significatif, au risque de 5 %,
pour chacun des deux composés. Pour I'éthanolpitrgue les sommes des rangs ne sont pas
croissantes d&®; a R. On observe bien cette évolution dans le cas gcéghl, mais les
ecarts sont trés faibles. Les valeurs/denettement inférieures a la valeur critique (1)645
indiquent que les dégustateurs n’ont pas été capa classer les vins de fagon significative

en fonction de leur sucrosité.
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2) Effet de I'éthanol et du glycérol sur la sucro$é des vins blancs

La dégustation dans les vins blancs correspond sedaion 2. Les résultats sont

présentés dans le tableau 5.

Tableau 5- Résultats de la session 2 interprétée parieleeRage.

Facteur étudie R; R, R;: R L L' Résultat
Ethanol 104 123 117 126 1205 1.52 Non significatif
Glycérol 118 106 119 127 1195 1,01 Non significatif

De facon similaire a la session 1, le test réaligét significatif ni pour I'éthanol ni pour le
glycérol. Certes, la valeur d&' est assez proche du seuil dans le cas de I'éthar@ié on

voit également que la croissance des sommes de emtigen désaccord avec un effet de ce
composé sur la sucrosité; est inférieure &.. Les dégustateurs n’ont donc pas pu classer de

facon significative les différentes modalités de ianc en fonction de leur sucrosité.

C) Discussion

Cette étude apporte de nouveaux résultats condefimdluence de I'éthanol et du
glycérol sur la perception de la sucrosité dangiles secs.

Les vins de base utilisés présentent des concemisataibles en glucose+fructose,
bien inférieures aux seuils de perception ; il 8’agen de vins secs. Les ajouts d’éthanol et de
glycérol impliquent une dilution maximale de 1.5 #le est considérée comme négligeable.

Les quantités ajoutées aux difféerentes modalités denferent des concentrations en
éthanol allant de 12.2 % a 13.7 % pour le vin roetgge 12 % a 13.5 % pour les vins blancs.
Ces valeurs couvrent une gamme de degrés alcoslmuignclut la plupart des vins frangais
(notamment des grands vins) dans les millésimessigiaes. Les concentrations de glycérol
des modalités 4 (11.9 et 10.8 g/L) peuvent étresid@nées comme des majorants des valeurs
rencontrées dans la quasi-totalité des vins sees. rhodalités choisies permettent donc
d’étudier l'influence des deux composés dans laitdindes variations de concentration
observées dans les vins secs.

Les panels utilisés sont entrainés a la dégustdiegrnvins et leur jugement peut étre
considéré comme robuste. La fiabilité de leur ré&pomavait toutefois été préalablement

évaluée a l'aide d’'un test de classement par aout édulcorant (NHDC) dans un vin blanc,
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a des teneurs de 1, 2 et 4 mg/L. Pour les deuXgdaaésultat est trés nettement significatif
au seuil de 1 %/’ > 4).

Les tests effectués aprés addition d’éthanol etgteérol montrent que les
dégustateurs n’ont pas pu classer les différentaalhités de facon significative, ni pour le
vin rouge, ni pour le vin blanc. Ainsi, I'ajout d®s deux molécules n’a impliqué aucune
modification nette de la sucrosité percue dansitesutilises.

Cette étude corrobore les résultats de travauxiguilprécédemment (Gawet al, 2007,
Joneset al, 2008). Néanmoins, on peut noter que, dans lecasn blanc, un écart important
est noté entre les modalités « éthanol » 1 et Jdssage du titre alcoolimétrique de 12 % a
12.5 % semble s’accompagner d’une augmentatioa daveur sucrée. Toutefois, le test n’est
pas statistiquement significatif dans son ensembilleapparait délicat de tirer des conclusions
sur la base de cette seule observation, qui n"asledrs pas répétée dans le cas du vin rouge.
En outre, il est possible que le glycérol développe saveur sucrée a des concentrations plus
élevées (15 a 20 g/L), mais ces teneurs ne soobméges que dans les vins liquoreux, dans
lesquels la sucrosité possede des déterminantsufailtés clairs et bien définis : le glucose
et le fructose.

En conclusion, I'analyse sensorielle a permis datmeo que I'éthanol et le glycérol ne
possedent pas d’impact sur la sucrosité dans leditcans décrites. Il est possible qu’un effet
matrice existe et que ces résultats puissent égerément modifiés en utilisant des vins de
base différents. Toutefois, au regard des faiblsations de concentrations fréquemment
observées dans des vins présentant des écartdenséveur sucrée, le role de I'éthanol et du

glycérol sur la sucrosité des vins secs nous setrdddimité.

Conclusion

Ce premier chapitre a permis d’exposer quelquescéssensoriels de la perception
sucrée qui constitue une sensation gustative phéiiement complexe. En dépit de la réalité
sensorielle du concept de sucrosité dans les eics, $es déterminants moléculaires de cette
saveur n’ont jamais été identifies. Nous avons méoque le réle sucrant de I'éthanol et du
glycérol était fort limité et ne permettait pas>gbéquer des différences de perception nettes
et bien décrites par les dégustateurs. Ces obsmrsatuggerent I'existence dans les vins de
composés augmentant la sucrosité. La détermindgoleur origine constitue un des enjeux

de cette these.
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Chapitre 2 - Effet des macromolécules de levuresassucrosité des vins.
Mise en évidence du réle de la protéine Hsp12

Introduction

Au cours de l'autolyse des levures, diverses mcalibons organoleptiques sont
observées dans les vins. Lors de I'élaboration viles rouges, I'autolyse correspond a la
phase de maceération post-fermentaire, durant lEglet praticiens constatent une nette
augmentation de la sucrosité.

En utilisant une approche basée sur des technigemesorielles et biomoléculaires, nous
étudierons dans un premier temps l'effet des le$estures sur la perception de la sucrosité
des vins, puis nous tenterons de comprendre ceoplére en mettant en évidence le rble clé

d’'une protéine de la levure.

I) Apercu de limportance cenologique des lies de V‘ares et de
I'autolyse

A) Lies et autolyse

La plupart des boissons fermentées, en particidierin, subissent une période de
contact avec les lies de levures a la fin du pmce$ermentaire. Les lies sont constituées en
majeure partie de microorganismes (essentielletesntevures de fermentation alcoolique)
ainsi que de résidus organiques provenant du resgns I'effet d’enzymes endogéenes, des
substances cellulaires sont solubilisées aprésold des levures. Il s’agit de I'autolyse des
levures (Arnold, 1981).

On distingue trois modalités principales d’autolyges levures.

Dans le cas des vins blancs conservés sur liesselldéroule au cours de I'élevage,
sur une durée longue (plusieurs mois), a tempé&ditasse (variable en fonction des caves, de
10 a 18-20°C).

Dans le cas des vins rouges, l'autolyse corresptamts la plupart des cas a la
macération post-fermentaire. Elle a lieu en cuwmdant une durée courte (de 5 a 15 jours
environ, selon le type de vin) et a températurs plavée (de 25 a 30°C voire davantage).
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Enfin, pour les vins effervescents, 'autolyse geodle essentiellement en bouteille,
apres la seconde fermentation. La température asstebet la durée variable, pouvant aller

jusqu’a plusieurs années (dégorgement tardif).

Le contact avec les lies ainsi que la libérationsdbstances de la levure engendrent de
nombreuses modifications physico-chimiques et afggotiques du vin. Ces modifications
ont fait I'objet de nombreuses études (Pérez-Sdaa@lde Castro, 2008) et nous pouvons en
citer quelques exemples.

Les mannoprotéines libérées au cours de l'autolgbébent la cristallisation de
I'hydrogénotartrate de potassium et augmentent &nstabilité tartrique des vins (Moine-
Ledouxet al, 1997). Ces macromolécules améliorent égalemestakalité protéique (Moine-
Ledoux & Dubourdieu, 1999), diminuent la sensibililes vins au rosissement oxydatif ou
« pinking » (Dubourdieu, 1995; Ribéreau-Gaysiral, 1998) et ralentissent I'agrégation des
tanins (Riouet al, 2002).

Par ailleurs, I'élevage sur lies des vins blancsdifi® I'expression aromatique,
notamment I'ardme boisé, en réduisant les teneaingadilline (Chatonnegt al, 1992) et en
favorisant la formation de furanemethanethiol (Tioagiaet al, 2000).

Les lies peuvent également conduire a I'apparitfi@deurs de réduction, via I'activité sulfite
réductase résiduelle des levures (Lavigne, 1998 wuoontraire a leur élimination en raison
de laptitude des mannoprotéines pariétales a fiesr composés soufrés par liaisons
disulfures (Lavigne & Dubourdieu, 1996).

Parallélement, on observe que les lies préservaritme fruité des vins et préviennent en
partie les risques d’oxydation. Cet effet protectest vraisemblablement lié a leur capacité a
fixer 'oxygene dissous (Fornairoet al, 1999) et a libérer du glutathion au cours de
l'autolyse (Lavigne-Cruege & Dubourdieu, 2002; Lgnveet al, 2007).

Certains peptides présents dans le vin a I'issu@adilyse des levures possedent des
propriétés biologiques remarquables. Des compasébant la formation d'un puissant
vasoconstricteur ont été identifiés et jouent aimsréle dans la diminution de I'’hypertension
(Takayanagi & Yokotsuka, 1999; Alcaide-Hidalgbal, 2007; Pozo-Bayost al, 2007).

Yiannikouris et al (2003) ont également montré que les lies étaieagalles
d’adsorber I'ochratoxine A, une mycotoxine cancémnig produite par divers champignons
microscopiques (Aspergillus et Penicillium). Ceppriété conduit & une diminution trés

nette des quantités de ce composé indésirablelemmms.
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B) Effet de I'autolyse sur le goQt du vin : appreampirique

Les modifications de I'arbme du vin au contact ties ont été largement étudiées,
comme rapporté ci-dessus. En revanche, peu d'étselesont intéressées au changement
gustatif se déroulant au cours de l'autolyse esell Escotet al. (2001) et Vidakt al. (2004)
ont néanmoins montré une diminution de l'astringem®s vins rouges, imputable aux
polysaccharides libérés.

Toutefois, les praticiens observent un gain deasiigr au cours de la macération post-
fermentaire des vins rouges et au cours de I'élegag lies des vins blancs.

Le rble éventuel des lies de levures dans ce phéne et son interprétation

moléculaire n’ont jamais été étudiés.

II) Etude de I'effet de l'autolyse des levures sula sucrosité

Afin d'étudier le rdle éventuel des lies sur la msité, des quantités différentes de
levures sont additionnées dans un méme vin de plEs® ensuite dans les conditions
d’autolyse caractéristiques des vins rouges. Légrdntes modalités sont proposées a un

panel de dégustateurs sous forme d’un test decoesH.

A) Matériels et méthodes

1) Culture des levures

La souche d&accharomyces cerevisaglisée pour cette étude est la Zymaflore Fx10
(société Laffort, France). Il s’agit d’'une souchentothallique, homozygote, référencée
comme H4-1D (Marullcet al, 2009), utilisée essentiellement dans le cadra d@ification
des vins rouges en raison de sa bonne tolérareceempérature.

Les levures sont déposées sur une boite de Pétrerant du milieu YPD (1%
d’extrait de levures, 2% de peptone, 2% de D-glexsslidifié avec 2 % d’agar. La boite est
conservée pendant 2 jours a 30°C, puis est utiiided’'inoculer 2 erlenmeyers contenant 20
mL de milieu YPD. Ce levain est agité a 28°C pen@gours puis est additionné dans 2 litres
de YPD répartis en 2 erlenmeyers. La culture desrés s’effectue sous agitation pendant 4
jours a 30°C afin d’obtenir une production maximadéebiomasse. L’ensemble de la verrerie
et les milieux utilisés ont été préalablement ks&s a I'aide d’un autoclave (120°C, 20 min).

A l'issue de la période de culture, le milieu esmtrifugé a 4000 rpm pendant 15 minutes. Le
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surnageant est €liminé et le culot, constitué deares, est rincé par 400 mL d’eau milliQ,
centrifugé dans les mémes conditions puis repmns d@0 mL d’eau milliQ. Le nombre total
de levures est déterminé par mesure de lI'absorbar@® nm, en considérant qu’une unité
d’absorbance équivaut a 2.4x@llule/ml.

Les volumes correspondant aux quantités de le\sgelsaitées sont prélevés et centrifugés a

4000 rpm pendant 15 minutes puis le surnageadigsné.

2) Autolyse dans un vin rouge

Le vin rouge utilisé pour cette étude est le Bouteauge 2007 décrit au chapitre |,
paragraphe IllLA.2. Les culots de levures obtenpsesa centrifugation des volumes
correspondant aux quantités souhaitées sont suspeads un litre de vin. Un flacon en verre
de contenance adaptée, préalablement saturé eyddiale carbone, est rempli a I'aide de
chaque modalité de vin ainsi obtenue. La varialdecdite expérience est la quantité de
levures. Les flacons sont placés dans une étu@ Bendant 10 jours. Quatre modalités
sont préparées : une modalité témoin, et trois titédaorrespondant a des ajouts de levures
a hauteur de 2.£04.10 et 8.18 cellules/mL respectivement.

Les levures sont remises en suspension une foiss &gours.
A lissue de cette période, les échantillons samtrifugés a 4000 rpm pendant 15 minutes.
Le surnageant (vin) est récupéré et conservé a $68€ atmosphere de dioxyde de carbone

jusqu’a la dégustation, prévue le lendemain.

3) Analyse sensorielle

Deux expériences sont menées a partir d’échardijpo@parés de facon similaire.

- Expérience 1 : test triangulaire
Le panel utilisé pour ce test est constitué de &judtateurs travaillant dans les laboratoires
de la Faculté d’cenologie et entrainés a la dégoistatnologique. La fiche de dégustation
utilisée est présentée en annexe.
Deux modalités sont utilisées : le vin témoin etite+ 2. 1§ cellules/mL.
Un test triangulaire (normEO 4120 :2004 est utilisé : les modalités sont servies a 16°C
dans trois verres, 'une d’entre elles étant dwge Des verres noirs de type AFNOR sont
utilisés. L'ordre de présentation des verres esiliégg sur I'ensemble des individus. Il est

demandé aux dégustateurs de préciser I'échantiféérent parmi les trois verres présentés.
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Le traitement statistique est basé sur la loi bilaten I'hnypothese initiale est I'identité entre
les deux produits (hypothese nulle nommeg ptobabilité de réponse correghel/3). La

probabilité de réalité de I'hypothése initiale, é®P, est calculée comme suit :

n
P = Z Cri p*q9
i=r

Avec r=nombre de réponses correctes
n=nombre de sujets
g=1p=2/3

Plus P est faible, moins I'hnypothese d’identité des madalest vraisemblable. Les valeurs
limites de significativité généralement adoptéenat 005 ; 0.01 et 0.001. Lorsque est
inférieure a ces valeurs, les échantillons sontsic@nés comme différents aux risques
respectifs de 5 %, 1 % et 0.1 %.

- Expérience 2 : test de classement par rangs.
Le panel utilisé est constitué de 38 étudiants @iéhe Universitaire d’Aptitude a la
Dégustation de I'Université Bordeaux 2.
Quatre modalités sont utilisées :

- Modalitél : vin ttmoin

- Modalité2: vin + 2.1 cellules/mL

- Modalité3: vin + 4.1 cellules/mL

- Modalité4 : vin + 8.16 cellules/mL

Ces modalités sont présentées aux dégustateursosmesd’un test de classement par rangs,
selon le critere de sucrosité. La méthodologie 'a@ealyse sensorielle est identique a celle
décrite au chapitre 1, paragraphe lll.A. Des vefieSIOR noirs sont utilisés.

L’existence d’'une hiérarchie supposée entre learmdlons conduit a l'utilisation du test de
Page pour linterprétation statistique. Pour chadégustateur, la modalité percue comme
étant la moins sucrée est affectée du rang 1,us g@licrée du rang 4. On calcule alors la

somme des rangs (notéRs...R4 pour les quatre modalités d’ajout de levures.
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B) Résultats obtenus

1) Test triangulaire

Au cours de I'expérience 1, quinze bonnes répoosesté obtenues.
On calcule alorg? = 0.006. On en déduit qu’'au risque de 0.1 %, ts=étillons ont été jugés
comme significativement différents.
Par ailleurs, il a été demandé aux dégustateunsdidiier quel(s) échantillon(s) leur
semblai(en)t posséder la sucrosité la plus intédgeles 15 personnes ayant trouvé la bonne

réponse, 14 ont désigné la modalité correspondiagbat de levures.

2) Test de classement par rangs
Les résultats obtenus au cours de I'expériencenRrapportés dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6- Résultats de I'expérience 2 interprétée paedede Page.

Facteur étudié Ry R Rz R L L' Résultat

Lies de levures 67 71 106 123 1019 3.87 Significa@i.1 %

La statistigue de Page permet de conclure questeett significatif au risque de 1 % : les
échantillons ont été jugés globalement différeatsl@s dégustateurs. On voit que les sommes
de rangs augmentent avec les modalités, c'estea-gire la sucrosité percue par les
dégustateurs augmente avec la quantité de lewvuresluite.

Afin d’étudier la significativité entre les diffémees modalités deux a deux, un test de Mann-
Whitney a été appliqué (Siegel, 1956). Ce test paramétrique nous indique que les
modalités1 et 2 ne sont pas distinguées entre elles au seuil H&d).de méme que les

modalités3 et4. En revanche, ces deux groupes sont statistiqutesiistimcts.

C) Discussion

La culture des levures a été réalisée sur milield AWHn d’obtenir rapidement une
guantité de biomasse importante. Les levures gontées dans des vins secs ; comme elles
ne disposent pas de nutriments dans le milieus ellent aucune activité fermentaire et elles

vont donc subir une autolyse. Aprés ajout des Eyues vins sont conservés a 32°C pendant
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10 jours. Ces conditions reproduisent celles demiacération post-fermentaire de la
vinification en rouge, favorables a l'autolyse teaures.

Par ailleurs, 2.10cellules/mL est une teneur en levures qui pelet &tieinte au cours d’'une
fermentation alcoolique se déroulant dans de boooeditions. Nous avons choisi d’ajouter
cette quantité au cours de I'expérience 1 afineggeaduire les phénoménes se déroulant dans
la pratique. La centrifugation des échantillonsnpetr leur clarification et I'élimination des
levures. Toutefois, afin d’éviter d’éventuels aatgf visuels, les verres noirs ont été utilisés
pour la dégustation.

Les résultats du test triangulaire montrent undéifice significative entre les
échantillons : I'autolyse des levures modifie lageption organoleptique des vins. En outre,
les dégustateurs ont percu une sucrosité plus satelans I'échantillon supplémenté en
levures.

Le test de classement par rangs est égalementicagifiau seuil de 0.1 % et montre
gue la sucrosité augmente avec la quantité de devprésente au cours de l'autolyse.
Toutefois, I'utilisation du test de Mann Whitney nte que les modalitéset2 n'ont pas été
distinguées par les dégustateurs, contrairemetgsadriangulaire. Au-dela des différences de
sensibilité pouvant exister entre les deux parlelsjombre d’échantillons dans le test de
classement engendre probablement une certaine wdionn des performances des
dégustateurs.

Par ailleurs, il faut noter que l'autolyse s’estaléée dans des vins ayant déja subi une phase
d’autolyse au cours de leur élaboration. En réaliegs modalitésl et 2 comparent
respectivement un vin témoin, ayant déja subi umes@ d’'autolyse avant I'expérience, au
méme cru modifié par une deuxieme autolyse réahséboratoire. On peut imaginer que

les différences gustatives entre les modalités2 s’en trouvent limitées.

Ces deux expériences ont permis de relier de faigmureuse l'augmentation de
sucrosité observée dans les vins au cours de lsepbast-fermentaire avec l'autolyse des
levures. Il apparait en effet que la saveur suaég vins rouges augmente de facon
significative avec la quantité de lies de levuresspntes au cours de l'autolyse.

Ces résultats nouveaux suggerent la libératiorodgosés de la levure au cours de la

phase d’autolyse, modifiant la perception gustaties vins secs.
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[II) Origine moléculaire de l'augmentation de la peaception de
sucrosité au cours de l'autolyse. Mise en évidenadu role de la
protéine Hspl12

A) Purification et identification d’'une fraction [gide a partir
d’'un autolysat de levures

s 7 7

L’étude présentée dans cette sous-partie a €iéé&éalar le Docteur Virginie Moine-
Ledoux, directrice scientifique de la société LafidMoine, 2006; Marchaét al, 2011). Par
conséquent, nous ne décrirons pas en détail leriglatt les méthodes employés. En
revanche, nous résumerons les principaux résut#enus, nécessaires a la compréhension

des travaux que nous avons effectués par la suite.

1) Isolation et purification d’'une fraction peptidique sapide

A partir d'un autolysat de levures obtenu en solutmodéle hydro-alcoolique, des
ultrafiltrations successives ont été effectuéescales seuils de coupure de 10, 3 et 0.5 kDa.

Les filtrats et rétentats obtenus ont été dégukiseule fraction sapide obtenue est
celle comprise entre 0.5 et 3 kDa, décrite comndeuce » par les dégustateurs (Humbert,
2003).

La digestion protéique de cette fraction par actienla protéinase K conduit a une
perte de ses propriétés gustatives. Ces résultatdrent ainsi qu'une fraction sapide est
libérée au cours de l'autolyse des levures ; allgtient des composés de nature peptidique,

dont la masse moléculaire est comprise entre BkB&a.

2) Caractérisation de la fraction sapide par LC-MS

La fraction sapide obtenue par ultrafiltration @ gurifiée par chromatographie liquide
haute performance (CLHP) en utilisant successivémea colonne de tamisage moléculaire
et une colonne de type C18 (figure 4). A chaqueestée pic décrit comme « doux » a été

collecté.

28



o
g =
6,0 ~r 8
g 14004 ¢
Pic a 34 min -—>
5.0 1200
4,0 1000+
800
=2 3,04
£
600
2,0
400 =
1,0 AT
200 2 §
0,0 oS URES
6 1b 2’0 3b 4'0 éo éo 7'0 8'0 0 5 10 15 20
Minutes Minutes
A B

Figure 4 - Chromatogrammes HPLC avec détection UV a 220 nnirak}ion sapide 0.— 3
kDa sur colonne Superdex Peptide HR et b) pic cidla 34 min injecté sur une colonne .

De nombreuses injections ont permis d’obtenir urmaatllon apide, qui a été lyophilisé pt
repris dans un mélange eau/acétonitrile. Le suardge été prélevé (échantillon 1), puis
culot a été solubilisé dans une solution aqueuseide formique a 0.1 % (échantillon 2). (
deux échantillons ont été anals en CLHP capillaire couplée a un spectromeétre assmds
type trappe ionique (LBAS/MS). Les données enregistrées ont été soumisee dase d
données protéique restreinte Saccharomyces cerevisaées peptides observés et

protéines correspondasteont mentionnés dans le tablee

Tableau 7- Peptides observés en -MS/MS dans la fraction sapide et protéines asse.

Echantillon Protéin Peptide

Heat Shock Protein 12 kDa (Hsp  K.ASEALKPDSQKSYAEQGK.E
K.ADKVAGKVQPEDNKGVFQGVHD.S
Phosphoglycérate mutase 1 (Gp D.PEAAAAGAAAVANQGKK. -
D.PEAAAAGAAAVANQGKK. -
Echantillon 1 D.PEAAAAGAAAVANQGKK. -
D.PEAAAAGAAAVANQGKK. -
Y.YLDPEAAAAGAAAVANQGKK. -
Facteur d'élongation alp-1 (Tefl) K. AGVVKGKTLLEA.I
Y.KIGGIGTVPVGR.V
Heat Shock Protein 12 kDa (Hsp ~ K.ADKVAGKVQPEDNK.G
Echantillon 2 K.ASEALKPDSQK.<
K.ASEALKPDSQKSYAEQGK.E
D.AVEYVSGRVHGEED.F
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Des peptides issus de trois protéinesSdeerevisiaeont donc été détectés en LC-
MS/MS. Seule la protéine Hspl12 posséde des fragmvésibles dans les deux échantillons.
HSP12est un géne de résistance au choc thermiqi&adeharomyces cereviséeraekelt &
Meacock, 1990). Il code pour Hspl2, une protéinenbranaire de 12 kDa (Sales al,
2000). Le gendHSP12est significativement surexprimé sous l'effet detémpérature, du
stress oxydatif et de fortes concentrations d’éhande glycérol (Varelat al, 1995), ce qui
correspond aux conditions usuelles de la vinifaratiUne étude récente a identifié Hspl12

parmi les protéines libérées dans le vin par &ss(lRoweet al, 2010).

Par ailleurs, il est important de noter que I'asalgn spectrométrie de masse donne
un apercu non exhaustif des peptides présentsldarigactions analysées ; il est tout a fait
possible que des peptides ne soient pas visible€aWS/MS (suppression d’ions).
Néanmoins, cette technique puissante fournit deglteds intéressants concernant l'origine
moléculaire probable des composés sapides provdediatutolyse des levures.

L’hypothese qui avait été émise a la fin de cedilagtait une contribution a la saveur sucrée
de la protéine Hspl2 par lintermédiaire de pegtidsus de sa dégradation sous I'effet des
enzymes endogenes de la levure.

Nous avons étudié la validité de cette hypothésecrersant des méthodes de biologie

moléculaire et d’analyse sensorielle.

B) Mise en évidence de l'effet de la protéine Hsgl2 la
sucrosité

Contrairement a la sous-partie précédente, leatraprésentes ici ont été réalisés
dans le cadre de cette these, en collaboration Ev&wocteur Philippe Marullo pour les

aspects relatifs a la biologie moléculaire (Maradtadl, 2011).

1) Matériel et méthodes

a) Souches et conditions de culture utilisées

Pour les expériences de clonagscherichia coliDH50 a été utilisé et développé
selon les conditions décrites par Sambretlal. (1989). Les souches de levures utilisées,
rappelées dans le tableau 8, ont été cultivéete suilieu YPD solidifié décrit précédemment
dans ce chapitre, au paragraphe II.A.1. Dans leecdel la sélection des marqueurs génétiques
KANMx, BLER, et HYGR, les antibiotigues G418, phiggcine et hygromycine B (Sigma,
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France) ont été utilisés aux concentrations finaéspectives de 1 pg/mL, 1 pg/mL et 50

pa/mL.
Tableau 8- Souches de levures et plasmides utilisés
Matériel biologique Description Origine
Souches de levures
Fx10 Levure commercialélO/HO entierement Référencé comme H4-1D
homozygotdZymaflore Fx10, Laffort)
RG1 F10 HO:HYG?, Mat a Aimablement fourni par le Pr. Richard Gardner
YPM32 Dérivé haploide de Fx16{0::HYG®, MATa Cette étude
YPM33 YPM32,HSP12::LoxP::KANMx::LoxP Cette étude
HO:HYG?, MATa
YPM34 YPM33,A°HSP12 HO::HYGY, MATa Cette étude
YPM35 YPM33 x Fx10 sporeHO/HO::HYG?, Cette étude
HSP12A°HSP12
A°hspl2 Segregant méiotique de YPM33Q/HO, Cette étude
A°HSP12A°HSP12
Plasmides
pUG6 Aimablement fourni par le Pr. Bruno Blondin
pZEO Aimablement fourni par le Pr. Bruno Blondin

Les transformations des levures ont été réalisgesutdisant la méthode de
perméabilisation chimique décrite par Gietal. (1992). La souche « mutant zérdshspl2
a été construite en utilisant la technique de «tdtamking homology » développée par
Glldeneret al. (1996). Cette stratégie permet la délétion du gdB8€12 en utilisant la
cassettéoxP::kanMX::loxP,qui peut étre excisée sous l'effet de la recondar@re.
La souche Fx10 étant diploide, un dérivé haplowiM32) a été construit afin de faciliter la
mise en ceuvre du systéhoeP::kanMX::loxRrecombinase Cre. La cassatt®::HYG® a été
amplifiée par PCR & partir des oligonucléotides: BAATCGAAGACCCATCTGCT et
p36: 5’GTCACGAAAAGTGATGTAAC ainsi qu’en utilisantADN génomique de la souche
RG1 comme matrice.
La souche YPM33 a été obtenue en transformant YP®82 la cassettexP::kanMX::loxP
contenant les séquences adjacentes du lg8fk2. Cette cassette a été amplifiée a partir du
plasmide pUG6 et des oligonucléotides suivants :
p484gataaictcaaacaaacaactcaaaacaaaaaaaactaaatacaacaGB&GCCACTAGTGGATCTG ;
p485tcacacatcataaagaaaaaaccatgtaactacaaagagticcgaaag@@CTGAAGCTTCGTACGC.
La transformation de YPM33 avec pZEO, avec excisiena cassettoxP::kanMX::loxPau
niveau du locus delSPL2, conduit a la souche YPM34.
Enfin, le « mutant zéro A°hspl2est obtenu par sélection du ségrégant méiotiqpeoppé
de YPM35. YPM35 provient du croisement de YPM34detspores de H4-1D en utilisant un
micromanipulateur.

La construction génétique de toutes les souchés \eéfiee par PCR.

31



b) Préparation des échantillons : autolyses pailale

Les deux souches de levures Fx1Q\#tispl2sont cultivées séparément sur milieu
YPD selon la méthode décrite au chapitre 2, papdigrdl.A.2. Chacune de ces deux souches
est ensuite additionnée dans 1 litre de vin rougeBdrdeaux 2007 & hauteur de 3.10
cellules/mL et placée dans les conditions d’aulyscrites précédemment.

Apres dix jours d’incubation, les deux modalitéatsmentrifugées a 4000 rpm pendant
15 minutes et conservées a 10°C dans un récipgemtédtique saturé en dioxyde de carbone.

c) Analyse sensorielle

Les deux modalités obtenues sont servies dans elessvnoirs a un panel de 23
dégustateurs travaillant dans les laboratoires ale=dculté d’cenologie, entrainés a la
dégustation cenologique et avertis de la natur&gpdrimentation.

Les échantillons sont présentés a 16°C sous fotametest triangulaire, comme décrit

au chapitre 2, paragraphe 11.A.3.

2) Résultats

L'utilisation de différentes techniques de biologieléculaire a permis la construction
d’'un mutant ne présentant pas de protéines recamtagis d’origine bactérienne, comme le

prouvent la PCR et les analyses de résistancerdiladiques (figure 5).

A B YPD HYGROMYCINE PHLEOMYCINE G4le
- . , .
1

Figure 5- PCR et test de résistance aux antibiotiques denstruction d&°hsp12
Panel A : PCR. La région du génome contenant le gét&P12 a été amplifiée par PCR avec des amorces encdsliint
paires de base (pdb) en amont et en aval dulg&ra2 L’ADN génomique de Fx10 (1) et YPM32 (2) a amiglifine bande
de 1316 pdb. L’ADN génomique de YPM33 (3) contenantassette loxP::kanMX::loxP au niveau du locadH&P12a
amplifié une bande de 2014 pdb. Aprés transformaier pZEO, YPM34 (4) correspond a une souche ldocdssette a été
excisée et a fourni un fragment PCR ne contendetgg@neHSPL2 ni la cassette de résistance KanMx4. YPM34 alérs
croisée avec Fx10 afin d’obtenir une souche digloYPM35 (5).A°hspl2 (6) a été ensuite obtenue par ségrégation
méiotique et constitue une souche diploide homliqoal délétée du gendSP12 Panel B : résistance antibiotique des
souchesla résistance des souches Fx10 (1), YPM32 (2), YP33 YPM34 (4), YPM35 (5), anf°hspl2 (6) a été testée
pour les antibiotiques Hygromcine, Phleomycine &l& respectivement. Leurs résistance/sensibilité avivis de ces
antibiotiques confirment les résultats obtenusfaR
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Au cours du test triangulaire, 13 dégustateurs répbndu correctement, ce qui
correspond & = 0.019. Les deux modalités ont donc été jugéiéreintes par le panel au
seuil de 5 %.

En outre, tous les dégustateurs ayant réponductement ont jugé la modalité provenant de

l'autolyse de la souche Fx10 plus douce que cetiegmant del°hsp12.

3) Discussion

Afin d'étudier I'hypothése d'une contribution de larotéine Hspl2 au gain de
sucrosité conseécutif a l'autolyse, nous avons ceoé&paans un vin rouge, l'impact
organoleptique de levures capables ou non de disghéette protéine.

Pour des raisons sanitaires, l'analyse sensoreelieté effectuée a partir de levures ne
possédant pas de protéines recombinantes d’ofigickgrienne. Un « mutant zéraishspl2a
ainsi été construit et comparé a la levure cenolegiex10. Ces deux souches sont diploides
et homothalliques, elles different uniguement parptésence du gendSP12 dans leur
génome.

Les levures ont été introduites dans un vin seesactncentrations identiques et cohérentes
avec la réalité cenologique. Les conditions utiBs&ent celles de la macération post-
fermentaire des vins rouges, favorisant le déroatgrde I'autolyse. Un contrdle de viabilité
effectué apres 10 jours d’incubation a montré queéilsubsistait pas de levures vivantes dans
les deux modalités, ce qui constitue une garant@plémentaire de la salubrité de cette
expérience.

Le test triangulaire effectué permet de montretummg différence organoleptique
significative est perceptible dans un vin rougenayaubi 'autolyse de levures ne possédant
pas la protéine Hspl2. Selon les dégustateursgtepce de cette protéine est associée a une
augmentation de la sucrosité.

Toutefois, en considérant uniguement ces résultatsgture exacte du role gustatif de Hsp12
demeure incertaine. Ce rble pourrait en effet &tdérect, car I'absence de la protéine est
susceptible d’engendrer diverses modifications de cbmposition moléculaire et du
métabolisme de la levure.

Néanmoins, le fait que des peptides issus de Hag@l2 été identifies dans la fraction sapide
corrobore les résultats d’analyse sensorielle api@dification génétique. Cette convergence

suggere vivement I'existence d’'un réle direct dpriatéine Hsp12 dans la sucrosité.
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Conclusion

Le contact du vin avec ses lies de levures aukistu processus fermentaire engendre
diverses modifications physico-chimiques, aromagyat gustatives. Nous avons notamment
montré que la sucrosité des vins secs augmentdicagnement avec la quantité de levures
au cours de l'autolyse. Ces résultats suggeérexistence de molécules non-volatiles libérées
dans le vin pendant cette phase.

Des travaux s’attachant a la purification d’autatgsde levures ont permis d’isoler une
fraction sapide de nature peptidiqgue et de masdécuiaire comprise entre 0.5 et 3 kDa.
L'analyse en LC-MS/MS de cette fraction a permigehtifier des peptides issus de la
protéine membranaire de choc thermique membrahkizipd2. L’hypothése de la contribution
de cette protéine au gain de saveur sucrée desemssassocié aux levures a ainsi été émise.

Nous nous sommes attachés a vérifier cette hypetba développant une stratégie
basée a la fois sur la biologie moléculaire etdlgse sensorielle. Ainsi, la construction d’'une
souche de levure ne différant de la souche cenaledig10 que par I'absence du géf&P12
a éte réalisée. Des expériences d’'autolyses pamalie ces deux souches dans un vin rouge
ont été suivies d’'une dégustation comparée des litesda_e traitement statistique montre
que l'autolyse de ces deux souches dans un virertuigconfere des propriétés gustatives
différentes. La présence de la protéine Hspl2 stapagne, directement ou indirectement,
d’'une augmentation de la sucrosité du vin.

A notre connaissance, ces résultats constituergréenier exemple d’'un lien entre une

protéine de la levure et un caractére gustatifidu v

En raison de la masse moléculaire de la fractignidsa il est vraisemblable que le gain de
sucrosité soit imputable a des peptides issus gdHst libérés au cours de I'autolyse sous
I'action d’enzymes endogenes.

L’expression du génelSP12étant notamment régulée par la température, éssstr
oxydatif ou bien encore la concentration en éthaheh glycérol, de nombreuses applications
cenologiques sont envisageables. Dans cette optiQuelétermination de la structure
moléculaire exacte des peptides impliqués ainsi’'gtiede des mécanismes de leur formation

devront faire I'objet d’études ultérieures.
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Chapitre 3 - Effet de la nature du contenant d@lation sur la perception
de la sucrosité des vins secs. Mise en évideneéldwedulcorant du bois
de chéne

Introduction

L’élevage des vins et des eaux-de-vie en barriggecliEne influence de facon
déterminante leur qualité finale. En effet, leumgmsition chimique et leurs propriétés
sensorielles évoluent au cours de cette étape.ptagiens constatent notamment que le
contact avec le bois de chéne augmente la suctest@ins et des spiritueux.

Nous évaluerons dans un premier temps I'effet detare du contenant d’élaboration
sur la sucrosité des vins secs, puis nous étudidemmble éventuel des composés volatils

libérés par le bois de chéne sur la modificatiotadgerception gustative.

I) Quelques effets organoleptiques de I'élevage sobois de chéne des
vins et des eaux-de-vie. Molécules impliquées datess modifications.

L’élaboration des grands vins et de nombreux stk tels que le cognac,
'armagnac, le whisky ou encore certains rhums daiéralement intervenir une période de
maturation en barrique de bois. Le contact aveoois peut se faire au cours de I'élevage
(vins rouges, eaux-de-vie) ou de la vinification d& I'élevage (vin blanc). Le terme
« élaboration » permet ainsi d’'inclure ces deuxd=afigure.

Différentes essences de bois peuvent étre utilisess la plus prisée est le chéne, en
particulier le chéne sessil®(ercus petraed.), le chéne pédoncul®(ercus robut..) et le
chéne américaimuercus albd..).

Au cours de ce vieillissement, les vins et les @kosubissent différentes
modifications physico-chimiques se traduisant pa évolution de leur composition, de leur
couleur, de leur stabilité et de leurs caractépss organoleptiques (Singleton, 1974; Garde-
Cerdan & Ancin-Azpilicueta, 2006). En pratique,aserve a la fois un apport de composeés
d’arbmes et un gain de saveur, notamment de st&ro&insi, la durée de maturation
constitue un facteur clé de la qualité des eauxigle<€lle intervient dans leur classification et
participe a leur valeur commerciale.

Les modifications organoleptiques percues sons lid@amment a des phénomeénes

d’oxydoréduction, le bois étant un matériau pderakent perméable a 'oxygene, permettant
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de fait des échanges avec I'atmospheére environifRittéreau-Gayon, 1933). Dans le cas des
vins blancs élevés sur lies par exemple, un gradiemotentiel d’'oxydoréduction se créé du

fond vers le haut de la barrique. La remise en enspn réguliere des lies (batonnage)
s’oppose a la mise en place de ce gradient etgresinsi la réduction du vin au contact des
lies et 'oxydation du vin a I'interface avec l'air

En outre, I'élevage en barrique conduit a I'exfi@ttde composés volatils et non-volatils

présents dans le bois de chéne (figure 6). Cesculel® appartenant a des familles chimiques
tres différentes, peuvent étre présentes dans ite deo cceur a I'état natif ou résulter des
transformations du bois au cours de la fabricatiera barrique (maturation du bois, chauffe

des douelles). Certaines d’entre elles possédest pdepriétés olfactives et gustatives

particuliéres, susceptibles de modifier I'arbméeajolt du vin.

De nombreux travaux se sont attachés a l'identiboaet au dosage des substances
aromatiques apportées par I'élevage en barrique cqusoit dans les vins ou les alcools. La
vanilline 1, la p-méthyly-octalactone2 (nommée whisky-lactone), des phénols volatils
comme l'eugénoB, et le 2-furanemethanethiot (ou furfurylthiol), sont considérés comme
les composés aromatiques clés apportés par ceadgélesous bois (Chatonnet, 1995;
Tominagaet al, 2000). lls sont respectivement responsables dies e vanille, de noix de
coco, épicées et grillées, caractéristiques des baisés. Leurs teneurs dans les vins sont
largement influencées par les origines botaniqueégionale du chéne ainsi que par les
conditions de maturation (séchage) du bois etde te chauffe utilisé (durée, intensite).

Par ailleurs, les travaux concernant les compoeasvalatils libérés par le bois dans
les vins ont permis de distinguer (figure 6) :

- les composés polymériques de haut poids molécs|gi@mi lesquels on trouve
des polysaccharides et des composés phénoliquesnds, tanins polymeérisés)
(Lapierreet al, 1983)

- les composés monomériques ou oligomériques, couvna@ grande variété de
classes chimiques. On peut par exemple citer ddesaphénols, tels que I'acide
férulique 5, I'acide gallique6 ou l'acide sinapique, des coumarines, comme la
scopolétine7 et 'umbelliferone, des lignanes, comme le lyosimel, et des
ellagitanins, constitués d’'une unité de base (pample le D-glucose) dont les
groupes hydroxyle ont été estérifiés par l'acidexahgdroxydiphenique
(Moutounetet al, 1989; Moutouneet al, 1992; Ribéreau-Gayoet al, 1998).

36



/O
OCH34
OH
Vanilline
1
0] OH
=
OCH;
OH

Acide férulique
5

Acide ellagique
8

e

OCHj /Q
OH = SH
Whisky lactone Eugénol 2-furanemethanethiol
2 3 4
O
HO
OH
HO 0] (0]

OH o =

Acide gallique
6

Vescalagine 9 : R1=0OH, R,=H
Castalagine 10 : R4=H, R,=OH

Figure 6 - Quelques molécules volatiles (A) et non-volatiB) extraites du bois de chéne.
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Parmi ces molécules, les ellagitanins ont faitjébldle nombreuses études. Il s’agit de
tanins dits hydrolysables : ils forment de I'acidagique 8 aprés hydrolyse. Les deux
ellagitanins les plus courants dans le bois sorgfit la vescalagin® et la castalaginéO.

Six composés supplémentaires (roburine A-E et dnam) ont été ensuite identifies comme
produits de dimérisation de la vescalagine et dm#talagine. Glabasnia et Hofmann (2006)
ont en outre isolé un dérivé de la vescalagine83tdeoxy-33-carboxyvescalagine.

Ces composés sont présents dans les vins et seo¢psibles de réagir avec certains
composeés originaires du raisin (Quidedial, 2003).

Toutefois, en dépit des nombreuses études portantascaractérisation moléculaire des
ellagitanins, peu de travaux se sont consacrési@éamination de leur impact gustatif.

Selon Quinn et Singleton (1985), ces molécules rpgamt participer a I'amertume et
l'astringence des vins, mais d’autres travaux tahdemontrer que la contribution gustative
directe des ellagitanins demeure faible (Hervé Boh®atet al, 1991; Massoret al, 1995;
Puechet al, 1999).

Plus récemment, aprés avoir observé des proprigassringence et d’'amertume des divers
ellagitanins dans des extraits de bois, Glabadnitomann (2006) ont établi leurs seuils de
perception dans le vin et dans le whisky. Ce tfaéaiele que I'ensemble des ellagitanins se
trouvent en dessous de leur seuil de perceptios lgamhisky et dans un vin rouge élevé sous
bois, a I'exception de la roburine E, de la gramidide la vescalagine et de la castalagine, qui
se situent a des valeurs légérement supérieumsa deuils respectifs dans le vin rouge. La
présence de la castalagine a des concentratiorsiesugs a son seuil dans le vin a été
confirmée ultérieurement (Staekt al, 2010).

De la méme facgon, I'impact gustatif des coumariesssujet a controverse. Ces composés
présentent certes des propriétés ameres intenses(\M997) mais leurs concentrations dans
les vins sont trés faibles (Chatoneétl, 1994).

Ainsi, des composés amers et astringents issusotude chéne ont été identifiés,
méme si leur rdle gustatif dans les vins demeuwrertain.

Par ailleurs, les praticiens sont convaincus gélevage des vins et des eaux-de-vie
sous bois de chéne s’accompagne d’une augmentigisacrosité.

A notre connaissance, cette opinion n’a jamaiceétéirmeée par I'analyse sensorielle,

ni, a fortiori, interprétée au niveau moléculaire.
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II) Influence de la nature du contenant d’élaboraton des vins secs
sur la perception de la sucrosité

Différents types de contenants ont été utilisés pélaboration d’'un vin blanc et d’'un
vin rouge afin d’évaluer I'effet de ce parametre lsusaveur sucrée par l'intermédiaire d'un

test sensoriel.

A) Matériel et méthodes

1) Essais mis en place

a) Expérimentation 1 : vins blancs

L’expérimentation a été menée a partir d’'un vimblde Bordeaux du millésime 2007,
issu du cépage Sauvignon blanc et provenant dexsgile-calcaires. Le modt obtenu apres le
pressurage (63 hL) est débourbé a 200 NTU et ensxneel’'aide de la levure Zymaflore X5
de la société Laffort & 10 g/hL. Le taux d’azotsimilable est amené a 200 mg/L par ajout de
sulfate d’ammonium. Le début de la fermentatioroalique est effectué dans une cuve en
béton. Aprés une baisse de densité de 0.02, le esitGhéré et distribué dans 4 types de
contenants différents (série 1) :

- Modalité 1 : cuve en inox de 4 hL

- Modalité 2 : 1 cuve tronconique neuve en bois delsessile de 50hL

- Modalité 3 : 2 barriques usagées (1 an) de 2.2&mhois de chéne sessile

- Modalité 4 : 2 barriques neuves de 2.25 hL en 8eishéne sessile

A lissue de la fermentation alcoolique, les vimmtsconservés sur lies totales et le
prélevement des échantillons a eu lieu apres cimis nd’élevage. Pour les modalités
dupliguées (barriques), I'échantillon est préleméuglisant les deux barriques de chaque lot a

part égale.

b) Expérimentation 2 : vins rouges

L’expérimentation a été menée a partir d’'un ving®uwe Crozes-Hermitage du
millésime 2008, issu du cépage Syrah et provenensals argileux et caillouteux. La
vinification s’est déroulée en cuve inox, et adlis de la fermentation malo-lactique, le vin a
éte distribué dans 4 types de contenants (série 2)

- Modalité 1 : 1 cuve tronconique usagée (1 an) én dechéne sessile de 85 hL

- Modalité 2 : 2 barriques usagées (2 ans) de 2.2&6nhhois de chéne sessile
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- Modalité 3 : 2 barriques usagées (1 an) de 2.2&mhois de chéne sessile

- Modalité 4 : 2 barriques neuves de 2.25 hL en 8eishéne sessile
Le prélevement des échantillons est réalisé apPesndis d’élevage. Pour les modalités
dupliguées (barriques), I'échantillon est préleméuglisant les deux barriques de chaque lot a

part égale.

2) Analyse sensorielle

a) Test de classement par rangs - Test de Friedman

Le test sensoriel utilisé pour ces essais estdede classement par rangs, dont le
principe a été décrit au chapitre 1. En revanahéxditement statistique appliqué differe. Le
but de cette expérimentation est d'étudier I'infloe de la nature du contenant sur la
perception de la sucrosité, il n’existe donc pasrement de hiérarchie supposée entre les
modalités. L’AFNOR préconise l'utilisation du test Friedman pour I'analyse des résultats.

A l'instar du test de Page, il s’agit d’'un test nparamétrique largement utilisé en
analyse sensorielle. Lgsmodalités sont classées par ordre croissant par $eijets et les
sommes de rang®;, R-...R,, sont déterminées. On calcule la valg&ur

12Y7 R

F = m—3.n.(p+1)

On compare alorg a la valeur\ lue dans la table dx? a p — 1) degrés de liberté.

- SiF >, les produits sont considérés comme étant sigiifiement différents.

- SiF <A, les produits sont considérés comme n’étant géelciables.
Si le test est globalement significatif, il est ralgpossible d’effectuer une comparaison
multiple des sommes de rangs afin de déterminglifference éventuelle des échantillons
deux a deux. On compare en effet la valeur absi#ua différence entre les sommes de rangs

de deux produits a la valedicalculée comme suit :

§=196n.p.(p +1)/6

- Si |Ri-R/ | > & les modalités i et j sont considérées comme rdiffies au
risque de 5 %.

- Si|Ri-Rj | < & les modalités i et j sont considérées comme fiféérentiables.
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b) Conditions et panels utilisés

Dans le cadre de I'expérimentation 1 (vins blankespanel utilisé est constitué de 32
dégustateurs du Diplome Universitaire d’Aptitude &égustation (DUAD).

Pour I'expérimentation 2 (vins rouges), le pandl esnstitué de 28 dégustateurs
travaillant dans les laboratoires de I'Institut &esences de la Vigne et du Vin (ISVV).

Les vins sont présentés dans des verres noirspgeAlfNOR, a 12°C pour les vins
blancs et a 16°C pour les vins rouges. Les déegoissabnt lieu dans la salle de dégustation de

la Faculté d’cenologie, climatisée a 20°C.

Tableau 9- Panels et modalités utilisés pour I'analyse seelle de I'influence du
contenant sur la sucrosité.

Vin Panel Modalité 1 Modalité 2 Modalité 3 Modal#é

Bordeaux blanc 32 dégustateursCuve inox Cuve bois Barriques Barriques
2007 (série 1) DUAD 4 hL 50hL 1an neuves

Crozes-Hermitage 28 dégustateurs Cuve bois Barriques Barriques Barriques
rouge 2008 (série 2)ISVV 85 hL 2 ans 1lan neuves

B) Résultats

1) Dans les vins blancs (expérimentation 1)

L’homogénéisation du modt au cours du remplissagedifférents contenants permet
d’obtenir une turbidité similaire pour les quatredalités. Par conséquent, les cinétiques de
fermentation observées sont trés proches pourifiéseats lots. Les données analytiques de
base sont similaires pour chacun des échantill@@s3(% d’éthanol, 5.9 g/L de glycérol,
environ 170 mg/L de glucose+fructose).

En outre, l'utilisation d’'une cuve inox de petitlume permet de conserver les vins sur lies
totales pendant I'élevage sans noter I'apparitiozs chotes de réduction rencontrées
généralement pour les grandes cuves en inox.

La seule différence entre les modalités porte domda nature du contenant d’élaboration.

Les résultats de la dégustation sont présentésbéeat 10 ci-dessous :
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Tableau 10- Résultats du test de classement par rangs ps@xpérimentations 1 et 2.

Vin Ri R: R3 Ry F Na5% Nal% Résultat

Bordeaux blanc
2007

Crozes-Hermitage
rouge 2008

52 73 90 105 30.63 781 11.34 Significatif a 1 %

52 71 74 83 10.93 7.81 11.34 Significatif a 5 %

Les résultats obtenus montrent que le test esifisagif au seuil de 1 % : les dégustateurs ont
été capables de distinguer les différentes modaditéde les classer selon l'intensité de leur
sucrosité. La somme des rangs la plus importarées attribuée a la modalité « barriques
neuves ».
En outre, on calculé= 20.24.
On en déduit que :

- lamodalité 1 est distinguée de toutes les autotaiités

- la modalité 2 est également distinguée de la migdd)imais pas de la 3

- la modalité 3 n'est pas distinguée de la modalité 4

2) Dans les vins rouges (expérimentation 2)

Les différentes modalités ont été créées a lissee processus fermentaires. Par
conséqguent, les données analytiqgues de base saletrémt tres proches (13.1 % d’éthanol,
6.9 g/L de glycérol, environ 220 mg/L de glucosetfose).

Par ailleurs, les vins ont été soutirés une foixawrs de leur élevage, et remis dans leur
contenant initial.

Les échantillons ne difféerent donc que par la matier leur contenant d’élevage.

Cette expérimentation ne comporte pas de mod#iv&é uniquement en inox car cette cuvée

est traditionnellement élaborée sous baois.

Le test de Friedman appligué aux résultats présedans le tableau 10 permet de
montrer que les échantillons ont été différenciéseuil de 5 % par les dégustateurs. Le test
est donc statistiquement significatif : un classetre la sucrosité percue s’établit entre les
modalités. L’échantillon possédant la somme deggala plus élevée correspond aux
barriqgues neuves.

Par ailleurs, on calculé= 18.94.
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On en déduit que seule la modalité 1 (cuve boisyi#grenciée nettement des trois autres

(barriques).

C) Discussion

Pour les deux expériences, les échantillons ontditngués et classés de facon
statistiquement significative par les dégustateLes. résultats obtenus mettent en évidence
une influence de la nature du contenant d’élabmmagur la perception de la sucrosité des vins
blancs comme des vins rouges.

Le seuil de significativité est de 1 % dans le des vins blancs et de 5 % dans le cas
des vins rouges. Cette différence peut étre lige affet matrice : I'équilibre gustatif des vins
rouges fait intervenir de nombreux composés amemsgingents. Il est en ce sens plus
complexe que celui des vins blancs. En outre, 28€08considéré comme un millésime de
gualité passable dans I'appellation Crozes-Herraitag les vins dégustés présentaient tous
une certaine astringence en bouche qui a pu gésatdgustateurs. Par ailleurs, le panel de
'expérimentation 1, plus habitué a la dégustatest,plus fiable.

Toutefois, I'intérét de ces essais réside ess@mienht dans la comparaison des
échantillons au sein d’'une méme expérimentatioapplarait qu’a 'instar des lies de levures,
la nature du contenant d’élaboration influence Ioletaent la sucrosité des vins.

Dans l'expérimentation 1, le vin élaboré en cuveoxinest percu comme
significativement moins sucré que tous les auttes. deux modalités « barriques » sont au
contraire décrites comme étant les plus intensesnadalité « cuve en chéne de 50hL » n’est
pas différenciée de la modalité « barriques usagéesen qu’étant moins sucrée que les
modalités « barriques neuves » selon les dégussatitifaut noter toutefois que le test de
classement par rangs n’a pas pour finalité prenteedifférenciation des échantillons deux a
deux, car le nombre des modalités tend a compliGuelégustation et ainsi a diminuer le
contraste entre ces dernieres. Le test triangukirait été mieux adapté si I'objectif de
I'étude avait été d'évaluer la différence éveneielhtre deux échantillons.

De la méme facon, pour I'expérimentation 2, laéighce entre les vins élevés en
barrique n’atteint pas le seuil de significatividden que la somme des rangs diminue lorsque
I'age des barriques augmente. La modalité « cuiesbprésente une sucrosité moindre selon

les dégustateurs.
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De fagon générale, ces résultats montrent que deosité des vins augmente au

contact du bois ; elle est plus intense en barraguen cuve et tend a décroitre avec I'age du
contenant.
Ces conclusions suggerent ainsi I'existence de oség provenant du bois de chéne et
participant a la saveur sucrée des vins secs. ©&cutes sont vraisemblablement extraites
par le vin au cours de I'élevage. Leur nature at Eructure moléculaire n'ont jamais été
établies.

Or, I'élaboration des vins sous bois conduit ddéarhtion de molécules volatiles telles
gue la vanilline ou la whisky-lactone, dont les atggeurs aromatiques sont généralement
associés a des godts sucrés dans I'alimentatianc@aposés pourraient alors contribuer non
au godt, au strict sens physiologique du termesrada « représentation sucrée » construite
dans le cerveau du dégustateur. L'étude d’évemrtmi@lteractions entre ces arébmes et le goUt
du vin permettra d’appréhender la nature volatile won-volatile des déterminants

moléculaires de I'édulcoration conférée par le loigishéne.

[I) Incidence des composés volatils libérés par leois de chéne sur
la sucrosité

L’étude de l'effet des composés volatils associébéivage en barriqgue sur la
sucrosité est justifiée par les nombreux cas dauttons odeur/golt rapportés dans la
littérature. La stratégie mise en place pour cétitele est double. Elle repose d’'une part sur
'addition de ces composés dans un vin non boiaéallelement, leur dosage dans les vins
issus de contenants différents est réalisé, psiisaht ajoutés aux différentes modalités de
facon a obtenir des concentrations identiques éalnantillon a I'autre.

A) Quelques illustrations des interactions odeuifgo

Le godt, dans son acceptation physiologique, rgesisiment jamais percu de fagon
isolée mais trés généralement associé a des stiomsaolfactives (rétro-olfaction),
trigéminales ou tactiles (Schiffman, 2000).

Ces associations sensorielles sont a l'origine Wersks interactions perceptives,
notamment entre les odeurs et les saveurs. D’'unt p@ vue phénoménologique, il est tres
fréequent d’entendre des dégustateurs utiliser fimde« sucré » comme descripteur d’'une

sensation olfactive (Dravnieks, 1985). Néanmoiassdnsation sucrée percue ne semble pas
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résulter d’'une stimulation des récepteurs gustaiisle composé aromatique (Labéteal,
2006). Si son fondement physiologique apparaitsaldiscutable, I'expression « odeur
sucrée » semble toutefois trouver une réalité sellgo: le fait de sentir, en ortho-olfaction,
un ardbme généralement associé a un godt sucré €veqgolt lui-méme au dégustateur
(Stevensoret al, 1998). C’est le cas de nombreuses odeurs fruitéesme la fraise par
exemple (Bate-Smith, 1968).

En outre, la présence de composés volatils esegtiBle de modifier la perception gustative
de molécules non-volatiles. Stevensiral. (1999) ont montré que l'intensité d’'une solution
de saccharose est augmentée en présence d’arofresdeou de caramel et diminuée par
ajout de maltol. Un tel phénomene synergique acégaht été observé entre la vanilline et le
saccharose (Clark & Lawless, 1994; Snealal, 2004).

Ces interactions perceptives semblent étre, daa@maine mesure, specifiques : 'arbme de
fraise, contrairement a I'arbme « beurre de cadahuéaugmente l'intensité sucrée d’une
solution de saccharose mais n'a pas d’influencéassaveur salée (Frank & Byram, 1988). Il
semblerait que les liens entre odeurs et goltsselappent de fagon précoce au cours du
processus d’intégration sensorielle, dans des zooeserveau dédiées usuellement aux
phénomenes d’apprentissage et de traitement émetigMesulam, 1998; Small & Prescott,
2005). Cela expliquerait la forte influence de péxience et du conditionnement des
dégustateurs sur ces interactions, ainsi que Efgj& de ces derniéres.

Par ailleurs, des études complémentaires ont migwtence les mémes types
d’interactions a des niveaux de concentration iefés aux seuils de perception des odorants
et des édulcorants. Par exemple, une solution dehadne additionnée de benzaldéhyde
(ardme de cerise, de noyau) est percue comme spardes dégustateurs alors que les deux
molécules sont présentées a des concentratiorsesita environ 60 % de leur seuil de
perception respectif (Daltoet al, 2000; Hort & Hollowood, 2004). Contrairement aux
mécanismes cognitifs avancés pour les teneurs Isupraires, ces résultats suggérent une
intégration neuronale directe des stimuli.

Ces phénomenes d’intégration mettent en lumiéfaiiteu’'un édulcorant peut étre percu par
les dégustateurs alors qu’il se trouve a des cdrat@ms inférieures a son seuil de
perception.

Une étude récente (Sadenz-Navaasl, 2010) s’est intéressée a I'effet des volatils/ousur

la perception du godt. Ce travail montre, a l'aidlexpériences de reconstitution, que

I'addition d’extraits fruités issus d’un vin blaacgmente la sucrosité pergue.
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De facon générale, les nombreuses interactionsitegcentre les ardbmes et les
molécules sapides justifient I'étude de l'influerdes composés volatils du bois de chéne sur
la perception de la sucrosité. Comme les synerg@sblent reposer essentiellement sur
'expérience et le conditionnement, la vanillinej garfume le plus souvent des mets sucres,
semble étre priori le composé du bois le plus susceptible de gémiérdelles interactions.
Les ardbmes associés a I'eugénol, au 2-furanemdttiahest dans une moindre mesure a la

whisky-lactone, peuvent apparaitre en effet « cellement » moins liés a la saveur sucrée.

B) Ajout de vanilline, de whisky-lactone et d’eugémans
les vins élaborés dans des contenants différeffist §ir la
perception de la sucrosité

La nature du contenant d’élaboration influence deception de la saveur sucrée des
vins blancs et rouges. Afin d’étudier le réle d'duieelles interactions odeurs/godt dans ce
phénomene, trois composeés volatils clés de l'arbuoisé ont été dosés dans les modalités
provenant des différents contenants. lls ont eaeséié additionnés dans ces vins afin

d’obtenir des concentrations identiques et aingiideler I'impact aromatique du bois.

1) Matériels et méthodes

a) Dosage des composes volatils

La méthode utilisée, dite des « ajouts dosés »¢téadécrite par Chatonnet al.
(1992).

Une gamme étalon est réalisée par ajout des 3 ole&¢vanilline, whisky-lactone —
isomeérestis ettrans, eugénol) a des concentrations connues. Le migta®crit ci-dessous
est appliqué a un vin blanc et un vin rouge nosdmi
100 mL de vins sont additionnés de 1@d0 d’étalon interne (octan-3-ol & 100 mg/L dans

I'éthanol absolu) et des composés aromatiques amsentrations définies dans le tableau 11.

Tableau 11- Concentrations en vanilline, whisky-lactone eg@nol
des difféerents points de la gamme-étalon (Témoin, . G4).

Molécule GO Gl G2 G3 G4

Vanilline Opg/L  50pg/L 100 pg/L 200 pg/L 400 pg/L
Whisky-lactone 0 pg/L 50 ug/L 100 pg/L 300 pug/L  GO9L

Eugénol 0 ug/L 5 ug/L 10 pg/L 20 ug/L 50 ug/L
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On procede ensuite a trois extractions succesdehaque échantillon de la gamme par 10,
5 et 5 mL de dichlorométhane par agitation a 800 pgndant 10, 5 et 5 minutes. Les phases
organiques, séparées par décantation statiqueassemblées, séchées au sulfate de sodium
et lentement concentrées a froid sous flux d’agb®® mL/min) jusqu’a 500 pL environ.

Les vins provenant des différents contenants sgatlegent additionnés de 100 pL
d’étalon interne puis extraits de la méme facon.

Les extraits sont alors analysés par un chromgtbgran phase gazeuse (CPG) TRACE GC
ULTRA couplé a un spectrométre de masse (SM) DSQdl la société Thermo Fisher
Scientific, USA.

Chromatographie en phase gazeuse : linjectionulR est effectuée en mode
split/splitless. Le temps d’ouverture de la vansede 0.8 minute et la pression en téte de
colonne de 20 psi. La programmation du four esuigante : isotherme initiale de 5 minutes
a 45°C, puis 3°C/minute jusqu’a 230°C, isothermal& de 20 minutes a 230°C.

On utilise une colonne BP20 polaire (50 m de longu6.22 mm de diamétre interne, 0.25
um d’épaisseur de film, SGE, France).

La programmation de linjecteur est de 180°C a £Z3@°la vitesse de 150°C/min avec une
isotherme initiale de 0.1 minute et une isotherimalé de 30 minutes.

Le gaz utilisé est I'hélium.

Spectrométrie de masse : la température de la ldm transfert est de 210°C.
L’acquisition des spectres de masse est en modacimgectronique (mode SIM, énergie

d’ionisation : 70 eV).

b) Analyse sensorielle

A la suite de leur dosage dans les vins issus idessdcontenants, vanilline, whisky-
lactone et eugénol sont additionnés dans les diffés modalités jusqu’a obtenir une
concentration égale a celle de I'échantillon lesphtense.

Ainsi modifiés, tous les vins de la méme expériepoatenant la méme quantité de composés
volatils, sont alors soumis a I'analyse sensoriefiaitilisant exactement les mémes conditions

et les mémes panels que ceux décrits dans ce hapitparagraphe 11.A.1.

2) Résultats

Cette étude porte sur la quantification de troisposés-clés responsables de I'ardme

caractéristique conféré au vin par le bois de chéne
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L’analyse par CPG/SM des composeés volatils du daiss les vins est effectuée en
mode « Selected lon Monitoring » (SIM). Les ionsoisis pour la quantification sont

présentés dans le tableau 12 ci-dessous.

Tableau 12- Rapports m/z et temps de rétention des ionisésil
pour la quantification des composés volatils dsboi

Whisky-lactone

Etalon interne  Vanilline : Eugénol
(trans - cis)
m/z (en Thomson) 83 151 99 164
Temps de retention  ,, ¢ 61.9 41.6 - 44 50.6
(en min)

La validation de cette méthode a été décrite pi&ménent (Chatonnet al, 1992).
Les trois composés volatils sont ainsi quantifiégssdles différentes modalités décrites dans ce
chapitre au paragraphe Il.A.1 et présentées daableau 13.

Tableau 13- Concentrations en vanilline, whisky-lactone eg@&nol
observées dans les modalités provenant des diffécentenants.

Vin Modalité [vanilline] [whisky-lactone] (e_n Hg/L) [eugénol]

(en pgl/L) trans cis (en pgl/L)
Modalité 1 (cuve inox)  1races Traces Traces Traces
Bordeaux
blanc 2007 Modalité 2 (cuve bois) 28.4 58.2 82.9 5.5
serie 1
( ) Modalité 3 (barr. 1 an) 120.5 122.8 210.3 15.2
Modalité 4 (barr. neuves) 1487 143.6 268.6 20.1
Modalité 1 (cuve bois) o1 Traces 84.2 7.8
Crozes-
Hermitage Modalité 2 (barr.2 ans) 92.2 36.1 178.3 9
rouge 2008 .
(série 2) Modalité 3 (barr. 1 an) 214.3 116.9 226.2 22 4
348.5 181.3 463.1 24

Modalité 4 (barr. neuves)

Le but de cette expérimentation n’est pas d’étuldidibération des composés volatils par les
différents contenants. Par conséquent, nous n'sealgs pas en détail les valeurs obtenues :
de nombreux travaux préalables ont décrit les @mstanfluencant la quantité des arébmes du
bois dans les vins (Boidroet al, 1988; Chatonnett al, 1992). Ces valeurs permettent en
revanche de déterminer précisément les ajoutseateéir afin d’égaliser les teneurs des trois

molécules volatiles dans les divers échantillons.
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Dans chaque série, la modalité présentant les ntatiens les plus élevées en vanilline, en
trans et cis whisky-lactone et en eugénol correspond aux hasgneuves. Ainsi, ces
concentrations sont respectivement ajustées a 148376, 268.6 et 20.1 pg/L dans tous les

vins blancs de la série 1 et a 348.5, 181.3, 463281 pg/L dans les vins rouges de la série 2.

Les ajouts de composés volatils sont effectuésrér pie solutions a 1 g/L dans I'éthanol
absolu. Les volumes additionnés sont tres failllesemgendrent pas de modifications de la
composition des vins autres qu’aromatiques.

Le traitement statistique repose sur un test dedRran, dont les résultats sont présentés dans

le tableau 14.

Tableau 14- Résultats du test de classement par rangs abtenu
apres ajout de vanilline, whisky-lactone et 2-fnaéthanethiol.

Vin Ri Rz R3 Rs F Na5% Nal% Résultat

Bordeaux blanc
2007

Crozes-Hermitage
rouge 2008

57 66 89 108 29.81 7.81 11.34 Significatif a 1 %

54 69 74 83 947 7.81 11.34 Significatif & 5 %

Pour les vins blancs :

Les résultats montrent que le test est significatlf %. Les dégustateurs ont donc été
capables de classer les modalités selon l'interdstdeur saveur sucrée, aprés ajout des
composés volatils.

En outre, deux groupes se distinguent de faconstifate ©= 20.24) : d'une part les
modalités 1 et 2 (cuves inox et bois) ; d'autret peg modalités 3 et 4 (barrigues usagées et

neuves).

Pour les vins rouges :
Le test est significatif au seuil de 5 %. L'échimiti provenant de la cuve en bois est
différencié = 18.94) des échantillons issus des barriques seetvdun an.

Les modalités 2, 3 et 4 ne sont pas significativerdestinguées.
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3) Discussion

Le dosage de la vanilline, de la whisky-lactonelet’eugénol dans les vins issus de
différentes modalités a permis de quantifier |é&dknces de leurs concentrations.

Celles-ci ont été ajustées par ajout aux valeass dlus élevées (modalité « barriques
neuves »).

Les conditions de la dégustation et le panel étipour chaque série (vins blancs et vins
rouges) sont identiques. Par conséquent, les aésude cette expérimentation peuvent étre
comparés a ceux rapportés au paragraphe Il.Bdadtndier I'impact des composés volatils
sur la sucrosité.

L’analyse sensorielle des échantillons indique quelr les vins blancs comme pour les vins
rouges, les dégustateurs ont hiérarchisé de faigmificative les différentes modalités en
fonction de leur sucrosité. Les échantillons percosime les plus sucrés proviennent des
barriques neuves dans les deux séries.

Méme si les valeurs du test de Friedman differégelement par rapport aux résultats
obtenus avant I'ajout de vanilline, whisky-lactoeeeugénol, le seuil de significativité est
conservé pour chaque série.

Ainsi, le classement de la sucrosité des échamsilepparait invariant apres ajout des
composeés volatils. Par conséquent, ces résultatdremb que les écarts de saveur sucrée
percus entre des vins provenant de différents tgpesontenants (paragraphe Il) ne sont pas
imputables aux seules molécules volatiles étudi¢asilline, whisky-lactone et I'eugénol).
Ces conclusions s’appliquent a la fois aux vinsitdaet aux vins rouges étudiés.

L’ajout de volatils dans un vin non boisé constitue approche complémentaire pour
'étude de leur impact sur la sucrosité. Elle paifirétre mise en ceuvre avec le 2-
furanemethanethiol, autre composé clé associér@m@ « boisé » des vins, qui n'a pas été

guantifié dans cette expérimentation.

C) Ajout de 2-furanemethanethiol et de vanillinenglales
vins non boisés. Effet sur la perception de lasite

Les expériences précédentes n’excluent pas lecipation des composés volatils du
bois a la représentation sucrée du vin par le détps.
Plusieurs études ont en effet mis en évidence wesactions entre le golt sucré et la
vanilline. Par ailleurs, le 2-furanemethanethioh rnpas été étudié dans I'expérimentation

précédente. Aussi, afin d’évaluer leur impact sulséveur sucrée des vins secs, ces deux
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molécules ont été séparément ajoutées a diversegmoations dans des vins non boisés et

les modalités ainsi obtenues ont été soumisegeéstid’analyse sensorielle.

1) Matériel et méthodes

Les deux vins utilisés pour cette étude ont étéitdému chapitre 1: un Bordeaux blanc
2008 et un Bordeaux rouge 2007. Ces deux vinsgglen cuve inox, n‘ont jamais été au
contact du bois de chéne.
Le 2-furanemethanethiol et la vanilline sont additiés dans les vins a partir de solutions
éthanoliques a 100 pg/L et 1 g/L respectivemens. dugantités introduites suivent une loi
géomeétrique de raison 3.
Pour le 2-furanemethanethiol, les quatre modatitéparées sont les suivantes :

- Modalité 1 : vin de base (témoin)

- Modalité 2 : vin de base + 5 ng/L

- Modalité 3 : vin de base + 15 ng/L

- Modalité 4 : vin de base + 45 ng/L
Pour la vanilline, les quatre modalités préparées les suivantes :

- Modalité 1 : vin de base (témoin)

- Modalité 2 : vin de base + 100 pg/L

- Modalité 3 : vin de base + 300 pg/L

- Modalité 4 : vin de base + 900 pg/L
Le panel utilisé est constitué de 38 dégustateur®iglome Universitaire d’Aptitude a la
Dégustation (DUAD). Les vins sont servis dans d&ses noirs de type AFNOR, a 12°C pour
les vins blancs et a 16°C pour les vins rouges.
Deux sessions sont organisées en mai 2009 :

- Une session portant sur I'étude du 2-furanemetharietdans les vins blancs et

rouges

- Une session portant sur I'étude de la vanillinesdas vins blancs et rouges

La dégustation se présente sous forme d’'un tesfadsement : il est demandé aux
dégustateurs de classer les vins selon l'interdstda sucrosité, et non de la perception
aromatique.

Les modalités contiennent des concentrations @wiss et connues de 2-
furanemethanethiol et de vanilline : il existe uh#&rarchie supposée entre eux. Par

conséquent, le test de Page est utilisé pouritertrant des résultats.
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2) Résultats

a) Participation du 2-furanemethanethiol a la repe@tation sucrée des
vins

Tableau 15- Résultats du test de Page pour les vins addé®ude 2-furanemethanethiol.

Vin R R R3 R4 L L' Résultat
Bordeaux blanc 93 90 97 100 964 0.79 Non significat
Bordeaux rouge 91 97 99 93 954 0.22 Non significatif

Les résultats montrent que le test de Page n’asssigaificatif au seuil de 5 % : aucun
ordre entre les échantillons n'a été établi pardégustateurs en relation avec la saveur

sucrée, tant pour les vins blancs que pour lesroinges.

b) Participation de la vanilline a la représentatisucrée des vins

Tableau 16- Résultats du test de Page pour les vins addé®ude vanilline.

Vin R R R3 R4 L L' Résultat
Bordeaux blanc 89 93 96 102 971 1.18 Non significat
Bordeaux rouge 90 96 96 98 962 0.67 Non significatif

Les résultats obtenus pour la vanilline indiquegalément que les dégustateurs n’ont
pas pu classer les vins en fonction de l'intendédeur sucrosité. Les valeurs fieobtenues

sont inférieures au seuil critique a 5 % pour kesxdtypes de vin.

3) Discussion

Les teneurs en 2-furanemethanethiol et en vanitiémeontrées usuellement dans les
vins éleveés sous bois de chéne se situent darasrieng des concentrations testées dans cette
étude. Les modalités préparées permettent donadigét 'impact éventuel de ces deux
molécules sur la perception de la saveur sucrée.

Les résultats du test de classement montrent qle 2dfuranemethanethiol ni la vanilline
n’engendrent une augmentation significative deasit& percue par les dégustateurs dans les
vins blancs comme dans les vins rouges.

Les résultats concernant le 2-furanemethanethionpbé&tent les données obtenues

précédemment pour les autres composés clés denkacaractéristique de I'élevage en bois
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de chéne. L’ajout de cette molécule, a I'arbme alf@ torréfié trés intense, n’a pas d’effet

significatif sur la saveur sucrée des vins préseati dégustateurs.

Les données relatives a la vanilline confirmentdesclusions du paragraphe précédent : ce
composeé volatil ne semble pas augmenter la pecceple la saveur sucrée dans les vins.
Méme les échantillons possédant des concentrasapgrieures aux valeurs rencontrées
usuellement dans les vins ne sont pas jugés comuge sucrés que le témoin par les

dégustateurs.

Ces conclusions s’appliquent a des vins secs asl amaiytique du terme et présentant une
acidité élevée. L'effet de la matrice sur les éueliés interactions entre la vanilline et le goGt

n'a pas été déterminé. Il est des lors possiblelegieésultats de ce test different en fonction
du type de vin utilisé, notamment en présence adgges g/L de glucose+fructose, comme

peuvent le suggérer les interactions décrites beaus entre vanilline et hydrates de carbone.

Conclusion

Diverses molécules volatiles et non-volatiles ddrdrées au cours de I'élaboration
sous bois de chéne des vins et des eaux-de-vimif3ede ces composés sont a l'origine de
modifications organoleptiques majeures.

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié encpheti I'impact de la nature du
contenant d’élaboration sur la sucrosité des \&gs.dl apparait ainsi que I'élevage au contact
du bois de chéne augmente de fagon significatigavaur sucrée.

Or, de nombreux exemples d’effets synergiques erfimes et godts ont été rapportés dans
la littérature. Nous avons donc évalué le role plascipaux composés volatils extraits du
bois sur la sucrosité selon deux stratégies : jmat @irect dans des vins non boisés et en
corrigeant les concentrations de ces molécules daswins issus de divers contenants afin
d’obtenir des teneurs identiques.

L’addition de vanilline et de 2-furanemethanethiiains les vins n'a pas d’'influence sur la
perception de la sucrosité. La correction des aunagons en vanilline, whisky-lactone et
eugénol dans les vins provenant de différents cants ne modifie pas le classement établi
par les dégustateurs.

Ces résultats montrent que les principales molécuidatiles libérées par le bois de

chéne n’ont pas d’effet direct sur la saveur sude&evins secs.
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Par conséquent, le gain de sucrosité conféré gkavlige en barrique ne résulte pas
d’interactions cognitives a l'origine de la constiian d’'unereprésentation sucrémais bien

de la perception d’'ungaveur sucrée

Ainsi, de méme que l'autolyse des levures engerdrdibération de peptides
augmentant la saveur sucrée (chapitre 2), il aftpasan terme de cette partie, que
I'élaboration sous bois participe a une édulcoraties vins, qui ne peut étre attribuée aux
composes volatils clés issus du bois de chéne.

Des lors, nous pouvons conjecturer I'existence deonles non-volatiles, libérées par

le bois de chéne et participant a la saveur suEée&ins secs.

L’étude de la validité de cette hypothese, partdimédiaire de l'identification de
composés du chéne modifiant la perception gustatwastitue I'objectif majeur de notre
travail.

En raison de la grande diversité chimiqgue des mit#&c possédant des propriétés
édulcorantes (chapitre 1, paragraphe |.A), la &fjiat développée dans cette thése repose

essentiellement sur une démarche inductive, basda purification d’extraits de bois.
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Deuxieme partie :

Extraction et identification de molécules non
volatiles du bois de chéne possedant des
proprietés edulcorantes
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Chapitre 4 - Développement d’'une technique d’eximacsolide/liquide

Introduction

Afin d'étudier les composés non-volatils du bois d&ne possédant des propriétés
édulcorantes, un protocole de fractionnement gbuddication guidé par la dégustation est
développé. L'étape préliminaire a la mise en pldeece protocole consiste a extraire des
molécules par macération du bois de chéne dansligu hiquide.

La nature du bois (espéce, origine, traitementisiajue la forme sous laquelle il est extrait
(copeaux, poudre) doivent étre déterminées. Erepiltest nécessaire de choisir un solvant
d’extraction adapte.

Les composés d'intérét sont recherchés sur la daskeurs propriétés gustatives, dont la
nature moléculaire est priori inconnue. Par conséquent, le choix des diveranras de la
maceération ne peut étre fait au vu d’analyses cuss des extraits. A titre d’exemple, la
mesure de I'extrait sec, généralement utiliséent tompte de I'ensemble des composés non-
volatils extractibles ; aucune corrélation n’egiatpriori entre cette valeur et la quantité de
composés édulcorants extraits. Dans notre étudendiee n’apparait pas pertinent pour la
détermination des conditions d’extraction. Il agptpréférable d’adopter une approche
sensorielle, basée sur la dégustation des extredis\parable a l'olfaction des extraits

odorants pour optimiser les méthodes d’extractiopafumerie.

I) Choix du matériel d’étude solide utilisé

Dans le cadre de cette extraction, la phase selteonstituée par du bois de chéne,
plus précisément du bois de cceur, qui est la pdetiearbre utilisée pour la fabrication des
barriques, des cuves, et des produits alternaiifsriaés en cenologie depuis quelques années

(copeaux, staves, douelles...) afin de boiser les &imoindre co(t.

A) Forme du bois de chéne utilisé

Tout procédé de chimie extractive repose sur unpcomis entre efficacité et fidélité

de I'extraction. Dans le cas présent, le but npest d’extraire toutes les molécules du bois,
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mais seulement celles qui sont libérées par legenants en chéne au cours de I'élaboration
des vins et des eaux-de-vie.

Par conséquent, la forme sous laquelle le boisuité pour les macérations se révéele
déterminante.

Différentes études (Scalbeat al, 1990; Arramon, 2001; Quidea al, 2004; Nonier
et al, 2005) utilisent le bois sous forme de sciuresidéas a 60 mesh. L'intérét de cette
méthode tient a I'importance de la surface de airdatre le solide et la phase liquide. Or, le
bois étant un matériau relativement peu perméalptesalvants, ces conditions permettent
d’obtenir un rendement d’extraction élevé. Un aaivantage concerne la reproductibilité de
I'échantillonnage, permettant le développemental\ses quantitatives.

Néanmoins, l'utilisation de sciures ne permet pas, pratique, de reproduire de fagon
satisfaisante I'effet organoleptique de I'élevagebarrique de chéne sur le vin.

A l'opposé, l'utilisation de barriques pour I'extteon offre évidemment une trés
bonne fidélité mais le rapport entre la surfacecdetact et le volume de phase liquide est
réduit. Par conséquent, la macération dans dedqbesr conduirait a un rendement
d’extraction trés faible. Or, le développement d’protocole de purification impliquant
diverses étapes successives nécessite des quanmitites importantes. La macération en
barrigue ne semble donc pas compatible avec cgerees.

En revanche, les copeaux de chéne constituent agtuipralternatif aux barriques.
L’addition de copeaux au cours de I'élaboration digs permet de simuler une part des
modifications organoleptiques conférées aux vinsles contenants en bois. En outre, la
surface de contact des copeaux peut étre suffisamméievée pour que I'extraction soit
efficace.

Dans le cadre de cette étude, nous utiliserons toihois de chéne sous forme de
copeaux de dimension 30x20x5mm. Ces copeaux samitigies a ceux utilisés pour
I'élaboration des vins. La concentration massigusenen ceuvre dépend de la nature de

I'expérimentation, elle sera donc précisée pougubkanacération.

B) Nature des copeaux de chéne utilisés

Des études menées précédemment sur les composdégsvel les ellagitanins ont
montré gu’il existait des différences notables denposition du chéne en fonction de
I'origine botanique et géographique (Chatonnet &bBurdieu, 1998; Pérez-Priett al,
2002; Prida & Puech, 2006). Ces différences somamtage quantitatives que qualitatives.

57



Elles tiennent essentiellement aux quantités weatides molécules d'intérét dans les
différents bois : les mémes composés sont globaiemtrouvés, mais leurs teneurs varient
d’'un échantillon a l'autre. Le traitement du boffeetué (séchage, chauffe) a également une
influence sur la composition des bois et, par \d@econséquence, des vins. Le choix de la

nature des copeaux utilisé est basé sur la dégustis extraits

1) Conditions des maceérations mises en ceuvre

La détermination des conditions de I'extractiondmliquide consiste a choisir deux
variables : I'échantillon solide et le solvant. ifil'étudier de fagon indépendante l'influence
de la nature des copeaux, des macérations sootwEfés dans un méme solvant, proche du
vin : une solution eau/éthanol a 12 % (v/v).

Les copeaux sont macérés a 15 g/L, dans un litghdse liquide, pendant 20 jours, a
température ambiante, sans agitation. A l'issuedatte période, le macérat est filtré sous vide
a l'aide d'un filtre en papier, de rétention 30 pum.

Le filtrat est dilué au demi avec de I'eau osmqgadis dégustée par 4 personnes entrainées a la

dégustation cenologique, afin d’atténuer le caradtéiilant de I'éthanol.

2) Choix de I'espece et de I'origine géographiqueed copeaux

Trois types de copeaux, n‘ayant pas subi de traiténthermique, sont macérés. lls
proviennent de :
- Chénes sessileQercus petragafrancais issus des foréts de I'Allier (notéR)
- Chénes sessileQ(ercus petradadu Caucase en République d’Adygué (notés
C2)
- Chénes blancs d’Amériqu®gercus albaissus des foréts du Midwest et des
Appalaches (notédS)

Le chéne pédoncul&®(ercus robuy n’est quasiment pas utilisé pour I'élaboratios dims (il
est réservé a I'élevage des eaux-de-vie) ; noussagtonc choisi de ne pas l'inclure dans cette
étude.

Ces différents copeaux sont macérés puis déguatés lds conditions décrites plus

haut.
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Dans I'ensemble, les extraits sont marqués par amertume et une astringence
intenses, mais également une sensation de sucsosisgjacente. Il est fort probable que des
molécules possédant une saveur amere coexistsotgion avec des composés édulcorants.
Toutefois, la modalité&JS apparait nettement plus amére que les deux algessensations
sont proches pour les échantillddZ et FR, avec un trés léger supplément de sucrosité pour
le premier. lls peuvent donc étre utilisés poumexérations, avec un |éger avantage pour le
CZ.

3) Choix du type de traitement des copeaux

Lors de la fabrication d’une barrique, les merraieschéne subissent une phase de
maturation, appelée séchage, pendant 2 a 3 anstsBs/modifications de la composition du
bois sont observées au cours de cette période q@iett 1995; Cadahiat al, 2001;
Spillmanet al, 2004). Ensuite, les douelles obtenues sont cbesifa une température et un
temps variables, afin de cintrer la barrique etdeférer au bois les propriétés olfactives et
gustatives désirées. Par ailleurs, les copeauzéasien vinification peuvent étre issus de bois
seulement séchés (ils sont alors dits « frais »§ehois séchés puis chauffés.

Des macérations ont donc été effectuées a partcogeaux de chéne du Caucase
ayant subi trois types de traitements :

- Bois brut, avant séchagBR)

- Bois séché pendant 3 amdQ)

- Bois séché pendant 3 ans puis ayant subi une ehauafyenne@M)

A la dégustation, la modali8R apparait nettement ameére. La sucrosité est plessa dans
la modaliteCM et a fortiori dans la modalitqtNC, méme si I'écart entre ces deux derniers
échantillons est plus faible.

La méme expérimentation a été effectuée a laideapeaux de chéne de I'Allier, et les

résultats obtenus sont similaires.

Ainsi, au terme de ces expérimentations prélimasites copeaux de chéne sessile du
Caucase non chauffé<CZNC) apparaissent les mieux adaptés en vue de I'axinac
liquide/solide.
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II) Choix du solvant et des conditions d’extraction

A) Détermination de la phase liquide utilisée

La phase liquide constitue la seconde variable mn@jd’'une extraction et son choix
doit répondre aux mémes exigences d’efficacitéedtdklite.
Généralement, les protocoles de chimie extractitiesent des mélanges eau/acétone et
eau/méthanol. Néanmoins, le risque d’extraire @esposés qui ne sont pas libérés au cours
de I'élaboration des vins et des eaux-de-vie estmégligeable. Il est préférable d'utiliser une
phase liquide se rapprochant davantage des camglitenologiques : un mélange eau/éthanol.

Dés lors, deux constitutions de ce mélange sonsageables :

- Une solution a 50 % (v/v) d’éthanol, se rapproclthmh modéle « eau-de-vie »

(notéeA)

- Une solution a 12 % (v/v) d’éthanol, se rapprocltimbh modéle « vin » (notée).

Une étude récente (Karvedd al, 2008) a montré que la cinétique et le pouvoixkuigetion
des composeés polyphénoliques totaux du bois deecdi@ent plus élevés en solution hydro-
alcoolique a 50 % plutét qu’'a 12 %.

Ces résultats, au méme titre que la mesure dediesec, donnent une indication sur
le pouvoir extracteur global d’'un solvant. Toutefdiexistence d’'une corrélation entre ces
indices et la quantité de composés édulcorantsaiextdemeure hautement hypothétique
puisque la nature moléculaire de ces derniersiestinue.

Dans le cadre spécifique de notre étude, I'exad ou la teneur en polyphénols totaux ne
peuvent donc pas guider le choix du solvant. Cglaera déterminé par la dégustation.

Des copeaux du Caucase non chauffés sont mac&@g/a pendant 20 jours a température
ambiante sans agitation. Deux modalités sont pé@sat’'une en utilisant un litre de solution
A, l'autre a partir d’'un litre de solutidB.

50 mL de chaque macérat sont ensuite filtrés conhdeet au paragraphe 1.B.1, puis
dilués au dixieme avec de I'eau osmosée afin diateéle caractére brdlant de I'éthanol. Le
taux d’alcool volumique de la modalii est ajusté a 5 % par ajout d’éthanol absolu et les
deux échantillons sont dégustés.

Les profils gustatifs sont relativement similaireg&me si une plus forte sensation de douceur

est perceptible pour la modalié La saveur est également plus intense dans cehtdn.
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Par conséquent, les macérations des copeaux sieldchéne se dérouleront dans une

solution hydro-alcoolique a 50 % (v/v).

B) Conditions d’extraction mises en ceuvre

La surface de contact importante offerte par lepeaax permet une diffusion
relativement rapide des composés extractibles dnectdans le solvant. En pratique, les
copeaux de chéne « frais » sont fréiquemment &il@ihdant la cuvaison des vins rouges,
durant 2 a 3 semaines.

Les macérations des copeaux seront donc effeche¥atant 20 jours dans le cadre de notre
étude.

Des températures élevées peuvent favoriser I'etidrg mais également engendrer
certaines modifications structurales non souhaities composés extraits. Les extractions
seront donc réalisées a température ambianteaigoienvirons de 22°C).

Une étude menée par Kadim et Mannheim (1999) andoni’aprés deux semaines de
macération, il n’existe pas de gradient de conetiotr des composés extractibles dans la
phase liquide. Le phénomene d’extraction est dingté par le transfert des molécules a
l'interface entre le solide et la phase liquide,nenh par leur vitesse de diffusion dans le
solvant. Par conséquent, il ne semble pas nécessaiter le systeme pendant la phase de
macération.

Afin d’éviter une éventuelle dégradation des molés extractibles du bois de chéne,
les extractions sont réalisées a l'abri de la lueidans un récipient en verre hermétique et
préalablement saturé en dioxyde de carbone, cesguiapproche des conditions de la
vinification.

A l'issue de la phase de macération, la phasadiégest séparée par filtration sous
vide, sur un filtre en papier Whatman, présentantiiametre moyen des pores de 30 um. La
réalisation de cette étape ne pose pas de probigageur, I'échantillon n’entrainant pas de
colmatage du filtre. Le filtrat recueilli est st@cklans un récipient en verre saturé en dioxyde

de carbone, et conservé a I'abri de la lumiére.
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[Il) Protocole d’extraction choisi

Les résultats obtenus au cours de ces expérientepesmis de déterminer le
protocole d’extraction solide/liquide utilisé damstre travail.

1 kg de copeaux de bois de cceur de chéne sessiaultase maturé a lair libre
pendant 3 ans sont placés dans un récipient ea gentenant 4 L d’'un mélange eau/éthanol
50/50 (soit une concentration massique en boi25fe g/L). Le récipient, préalablement
saturé en dioxyde de carbone, est fermé de facométigue et maintenu a I'obscurité
pendant 20 jours a 22°C environ.

A l'issue de cette période, le macérat obtenu ifen\3 L) est filtré sur un papier-filtre de un
diamétre moyen des pores 30 um, puis stocké soxgd# de carbone. Il est naiZNCA.

Conclusion

L’objectif des différentes études préliminairesnités dans ce chapitre était la mise au
point d'une méthode de chimie extractive adaptda thématique suivie. L’extraction de
composés naturels met en jeu de multiples paramétavent liés, ce qui rend impossible
leur optimisation de facon strictement indépendahte choix de la méthode requiert un
compromis entre l'efficacité quantitative de I'eadtion et la similitude avec les conditions
« naturelles ».

Toutefois, le recours a la dégustation a permipmt@hender séparément linfluence de
différents facteurs tels que la nature, I'état,emgore le traitement du bois de chéne utilisé,
mais également le type de solvant mis en ceuvesaidnditions opératoires.

Par analogie avec l'utilisation du bois de chénerp@laboration des vins et des eaux-de-vie,
nous avons défini un protocole d’extraction des posés a saveur sucree.

Ce protocole peut étre reproduit plusieurs foia dfobtenir une quantité suffisante d’extrait
brut initial.

Les étapes d’extraction liquide/liquide du filtrsgront décrites dans le chapitre suivant car

nous estimons qu’elles participent du protocoléraetionnement.
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Chapitre 5 - Mise en place d'un protocole de fautement des extraits
de bois de chéne guidé par la dégustation

Introduction

Afin d’étudier les composés non-volatils & saveusrée dans le bois de chéne, une
démarche inductive est adoptée. Elle repose sumite en place d'un protocole de
fractionnement basé sur la dégustation et impligudinerses techniques séparatives.
L'objectif de cette étude est la purification d’'uoe de plusieurs molécules sapides en
quantité suffisante, en vue de leur caractérisatinrcturale et gustative.

Compte tenu de l'originalité de cette démarche srexons choisi d’intégrer les parties
expérimentales (matériels et méthodes) dans larigésn du protocole, étape aprés étape,
plutét que de les regrouper et de les juxtaposes dae section spécifique.

Les travaux de cette partie ont été effectués dabavation avec le Docteur Pierre
Waffo-Teguo, du laboratoire GESVAB (Groupe d’Etudls Substances Végétales a Activité
Biologique), situé dans ['Institut des Sciences ldeVigne et du Vin, et dirigé par le

professeur Mérillon.

I) Description de la stratégie déployée — Estimatio de la taille des
composés

A) Principe et contraintes de la stratégie de inacement

1) Principe

La démarche mise en ceuvre ici se rapproche du ageighromatographie en phase
gazeuse - olfactométrie (CPG-O), utilisé par le®maticiens pour isoler, en vue
d’identification, les composés odorants d’intér&indextrait complexe (Delahuntgt al,
2006). Contrairement a d’autres stratégies deifmmoement (Arramon, 2001; Vitraet al,
2001; Zgaet al, 2009), la purification n’est pas ici guidée parrature chimique des
molécules ou par leurs activités biologiques, npaisleurs propriétés gustatives. En effet, le
protocole développé met en jeu plusieurs étapsarfaintervenir des techniques séparatives
complémentaires. A I'issue de chaque étape, |dérdiftes fractions obtenues sont dégustées

et la fraction jugée la plus intéressante est alonservée pour I'étape ultérieure.
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Trois techniques de fractionnement sont utilisé€extraction liquide/liquide, la
Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) et l@orGatographie Liquide Haute
Performance (CLHP) sur silice a polarité de phasersée (C18).

2) Suivi de la purification : matériel et méthodes

A lissue de chaque étape, les fractions sont éémso reprises dans I'eau milliQ et
lyophilisées. On renouvelle la reprise dans I'eauaelyophilisation afin d’éliminer les
éventuelles traces de solvants.

Sauf indication contraire, les conditions de dégjimmt utilisées dans ce protocole sont
les suivantes : 3 mg de chaque fraction sont regaiss 600 puL d’éthanol. 60 mL d’eau
osmosée sont ensuite additionnés, de fagcon a ohiaai solution & 1 % d’éthanol et de
concentration 50 mg/L en composés du chéne. La stitipn est réalisée par quatre
personnes entrainées, dans des verres AFNOR.

Un suivi analytique des fractions peut égalemere étfectué par Chromatographie
Liquide Haute Performance en phase inverse. Leditioms expérimentales sont résumées
ci-dessous.

Tableau 17- Conditions expérimentales de la CLHP analytique.

Appareil :
Spectra System (Thermo Fisher Scientific)
Logiciel :
ChromQuest 4.2
Détecteur :
UV a barrette de diodes Spectra Systeém@D0 (Thermo Fisher Scientific
La longueur d’onde utiisée est 280 nm.
Colonne :
Beckman Coulter Ultrasphere ODS (C18)
250 x 4.6 mm
Porosité 5 pm
Phase mobile :
Solvant A : eau miliQ + 0.1 % d’aciaderhique
Solvant B : acétonitrie CLHP + 0.1 %citle formique

Gradient :
Temps(mn) 0 2 120 23 24 27
% de B 10 10 7®5 95 10 10
Débit : 1 mL/min
Injection :

10 pL, a laide d’'un injecteur automagiqu
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3) Enjeux et exigences de la purification

Le chromatogramme CLHP d'un extrait de bQIENCA, préparé comme décrit au
chapitre 4 (ramené a 50 mg/L par dilution), estenéé a la figure 7.
La multitude des pics présents traduit la compéeibléculaire des extraits de bois. En outre,
de nombreuses co-élutions sont prévisibles suhaatatogramme. L'utilisation de plusieurs
techniques complémentaires semble nécessaire etiohtenir des composeés purs.
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Figure 7 - Chromatogramme CLHP a 280 nm d’un extrait ds B&ZNCA.

Par ailleurs, I'objectif final de cette partie €sbtention de composés purs en quantité
suffisante pour leur caractérisation structuralgustative (quelques mg). Or, la mise en place
d'un long protocole basé sur la dégustation reguies quantités d’extrait importantes,
puisque, a chaque étape, une partie est consomandamalyse sensorielle. Les techniques
employées doivent donc étre applicables a I'échmiparative et assez faciles a mettre en
ceuvre.

La lyophilisation des fractions est primordiale,upaes raisons de sécurité évidentes ; les

solvants fortement volatils sont privilégiés.
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B) Estimation de la taille des composés a saverrésu

De facon préliminaire a la cascade de purificaties extraits de bois de chéne, des

expérimentations d'ultrafiltrations successives@Btréalisées.

1) Matériel et méthodes

L'ultrafiltration est effectuée a l'aide d’'une agdik Amicon de 50 mL, sous agitation.
La cellule est maintenue sous 5 bars de pressiotiad®te. Des membranes Omega™ en
polyethersulfone avec des seuils de coupure deb 1€, 1 kDa sont utilisées. Un extrait
CZNCA est préparé, dilué par 10 puis filtré a 0.45 pthnf de ce liquide sont ultrafiltrés
de facon successive sur les difféerentes membraaeseuil de coupure décroissant. A chaque
étape, le rétentat est repris dans 50 mL de sal@@w/éthanol 95/5 et le filtrat est soumis a

I'étape suivante.

2) Résultats et discussion

A lissue des différentes étapes d’ultrafiltratiamm obtient quatre fractions qui sont

dégustées dans les conditions décrites précédenttabletau 18).

Tableau 18- Description gustative des différentes fractidhstrafiltration.

Fraction > 10 kDa 5-10 kDa 1-5kDa < 1kDa
- . Treés amer et Tres amer et . Légérement amer,
Description gustative . . Amer et astringent L .
astringent astringent sucrosité en finale

Ces résultats montrent que la sucrosité est esientent perceptible dans la fraction
de plus faible masse moléculaire (< 1 kDa), tamgis I'astringence y est beaucoup moins
intense. La fraction polymérique extractible semBtee essentiellement associée a des
saveurs ameres et a de l'astringence. Ces résudjmignent en partie ceux obtenus par
Hufnagel et Hofmann (2008) : ils ont montré qudréaction de haut poids moléculaire (> 5
kDa) d’'un vin élevé en barriques de chéne étadnisément amere et astringente.

Toutefois, il ne s’agit la que d'une premiéere estilon de la taille, compte tenu de la
précision des seuils de coupure de l'ultrafiltratio
Par ailleurs, il est possible que des composéseusaucrée existent dans les autres fractions

de I'extrait étudié, mais que leur golt y soit masgar des composés amers et astringents.
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Le fractionnement et la purification des extrafigjs I'identification des molécules isolées,
sont nécessaires a une éventuelle confirmatiorsl®lutservations.

L'ultrafiltration constitue une méthode intéressade séparation en fonction de la taille des
composés. Néanmoins, son inconvénient majeur tesf lenteur : plusieurs heures sont
nécessaires afin d’ultrafiltrer 50 mL.

Cette technique fournit quelques indications quafd taille des composés recherchés, mais
elle ne peut raisonnablement étre utilisée damqmd&ocole de fractionnement développé en

raison de sa faible efficacité a I'échelle prépaeat

II) Extractions liquide/liquide successives

Cette technigue élémentaire de fractionnement stitnen un transfert de matiére entre
deux phases liquides non miscibles. Les moléculas extrait se partagent entre les deux
phases en fonction de leur affinité pour chacurdles. Généralement, I'une des phases est
agueuse, l'autre est constitué d’'un (ou plusiesod)ant(s) organique(s). Il est nécessaire que
les deux liquides forment un systeme binaire stdbiee différence de densité entre les deux
phases permet leur séparation par décantation,uthenampoule.

Une extraction liquide/liquide conduit a deux frans différentes. Il est par
conséquent intéressant de choisir divers solvardssédant des polarités différentes, afin
d’orienter la sélectivité du fractionnement. Laufig 8 schématise le protocole d’extractions

liquide/liquide mis en ceuvre.

A) Extraction deCZNCA a I'heptane

1) Mise en ceuvre expérimentale

Une macération de copeaux est réalisée selon tz&guoe décrite au chapitre 4.
3 L de filtratCZNCA sont récupéreés et concentrés a l'aide d’'un évagparaotatif sous vide
(la température du bain ne dépassant pas 35°Q)’austptenir un volume de 1 litre environ.
Une suspension de couleur brune est obtenuecailgitue la phase aqueuse.
Une ampoule a décanter de 1 litre est remplie &08amL de phase aqueuse et de 100 mL de
n-heptane de qualit¢ CLHP. Apres agitation manuéde, deux phases sont séparées par
décantation.

La séparation est aisée et rapide.
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Extrait de bois filtré
CZNCA

1) Concentration sous vide
2) 3extractions ati-heptane
3) Double lyophilisation et dégustation

Phase organique Phase aqueus
CZNCA-1lorg CZNCA-1Aq

D

1) 7 extractions a l'acétate d’éthyle
2) Double lyophilisation et dégustation

Phase organique Phase aqueuse
CZNCA-2org CZNCA-2Aq

1) 7 extractions au MtBE
2) Double lyophilisation et dégustation

Phase organique Phase aqueuse
CZNCA-3org CZNCA-3Aq

Figure 8 - Protocole d’extractions liquide/liquide successi
Application au fractionnement guidé par la dégustat
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La phase supérieure (organique) est isolée, ehdaepinférieure (aqueuse) est réintroduite
dans I'ampoule a décanter. Deux extractions supgiéaires sont réalisées de la méme facon.
Les phases organiques sont assemblées puis évamneés vide. La phase aqueuse est
€galement concentrée sous vide.

L’ensemble de cette extraction est réalisée de @menfacon avec les 500 mL de phase
aqueuse restants.

La fraction organique est reprise dans quelquestepul’éthanol, puis complétée avec 100
mL d’eau milliQ. Les deux fractions obtenues sdatsalyophilisées deux fois. Le lyophilisat
de la phase aqueuse se présente sous forme d'udeeplorun foncé. La phase organique

conduit a une tres faible quantité (quelques nndligmes) de solide jaunatre.

2) Résultats et discussion

L’heptane est un solvant aprotique, de tres faiolarité et trés peu dissociant. Le but
de cette extraction est essentiellement d’élimdiéventuels corps gras de la phase aqueuse,
afin de faciliter la purification ultérieure.

L’étape préliminaire de concentration de I'exteaissentiellement deux objectifs :
- Eliminer I'éthanol afin qu’il ne perturbe pas lessgyme biphasique eau/heptane au
cours de I'extraction
- Réduire le volume initial de la phase aqueuse uc@ermet de réduire les quantités de
solvant nécessaires pour les différentes extragtion
Cette étape indispensable présente toutefois desvenients ; elle exige un temps important
et certaines précautions pour eviter les projestidn liquide a évaporer dans le ballon de
concentration, en particulier au début de I'évapiona La température du bain est limitée a
35°C afin d’éviter d’éventuelles modifications (dégations) des composeés extraits.

Les deux fractions obtenues sont dégustées dameelitions décrites au paragraphe
I.LA.2 La phase aqueuse posséde un godt intenseptoehe de celui de I'extrait de bois
initial : amer, astringent, avec une perceptionsderosité sous-jacente. A la concentration
dégustée, la phase organique ne développe paditdpayticulier.

Par conséquent, le lyophilisat de phase aqueudé, QWNCA-1Agq est conservé pour

I'extraction suivante.
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B) Extraction deCZNCA-1Aq a l'acétate d'éthyle

1) Mise en ceuvre expérimentale

Le lyophilisat de la fractiof€ZNCA-1Ag obtenu précédemment est solubilisé dans
500 mL d’eau milliQ, dans un bain a ultrasons. uapension obtenue constitue la phase
aqueuse qui est extraite 7 fois par 100 mL d’aead&dthyle (agitation manuelle).
La décantation est délicate au cours des deux @s premieres extractions, puisqu’un
précipité marron foncé se forme et tend a géneplilement du liquide dans 'ampoule. Ce
précipité est toutefois conservé au cours des@idres successives car il est susceptible de se
solubiliser partiellement.
Les phases organiques (phases supérieures) samtddes puis évaporées sous vide. Le
résidu solide est repris dans 2 mL d’éthanol etmém par 200 mL d’eau milliQ. La phase
agueuse est concentrée sous vide.
Les fractions obtenues sont alors lyophilisées deis< Les lyophilisats se présentent sous
forme de poudres de couleur marron foncé pour Es@laqueuse et marron-orangé pour la

phase organique.

2) Résultats et discussion

L’'acétate d'éthyle est un solvant aprotique, re&tient polaire (méme s'il I'est
significativement moins que I'eau). La phase orgaaiposséde une densité inférieure a celle
de la phase aqueuse. Il s’agit d’un solvant volatdrqué par une odeur intense.

Les deux fractions sont dégustées : la partie apuest percue comme amere et
astringente. La fraction issue de la phase organigg présente aucune odeur d’acétate
d’éthyle, ce qui confirme l'efficacité de I'évaptican des solvants par lyophilisation. Son
goUt est décrit comme nettement plus doux et nmemmer.

La fraction organique, noté&ZNCA-20rg, est donc conservée pour |'étape suivante.

C) Extraction deCZNCA-20rg au méthylter-butyl éther
(MtBE)

1) Mise en ceuvre expérimentale

Le lyophilisat deCZNCA-20rg est solubilisé par sonication dans 5 mL d’éthamié
repris dans 500 mL d’eau milliQ. La phase aqueuss abtenue est extraite 7 fois par 100

mL de MtBE dans une ampoule a décanter de 1 Lagitation manuelle.
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La séparation entre les deux phases est rapide @tdantation ne pose pas de probléme
majeur. Le solvant organique, constituant la ptsag&rieure, se colore rapidement en jaune
foncé.

Les phases organiques recueillies sont assemblégamorées sous vide. Le résidu solide est
repris dans 3 mL d’éthanol et complété par 200 ridawa milliQ. La phase aqueuse est

concentrée sous vide.

Les fractions provenant de cette extraction soophylisées deux fois puis dégustées. Les
phases organique et aqueuse se présentent sous dierrpoudres respectivement marron-

orange et marron fonce.

2) Résultats et discussion

Le méthyl ter-butyl éther (MtBE), ou 2-méthoxy-2-méthylproparest un solvant
aprotique, de densité 0.74. Sa polarité est praeheelle de I'acétate d’éthyle, toutefois sa
sélectivité est difféerente. Il permet d’extrairesdeomposés de nature variable, ce que
confirment les différences entre les profils chrtogeaphiques des deux phases (figure 9). A
ce titre, I'extraction au MtBE peut s’avérer intgsante car elle permet un nouveau

fractionnement.
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Figure 9 - Chromatogrammes CLHP a 280 nm de la phase agensas) et de la phase
organique (en haut) d’'une extraction au MtBEGENCA-20rg.
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Les deux fractions sont dégustées. Leur golt estzasimilaire, marqué par une
complexité de la perception, associant des savewmmgres et sucrées ainsi que de
l'astringence.

Toutefois, la fraction issue de la phase organigoe&eCZNCA-30rg, apparait plus douce

et la persistance de la sucrosité est plus inténsst possible que la phase organique soit plus
riche en composés édulcorants ou au contraire ajpdse agueuse contienne davantage de
molécules améres et astringentes, ce qui diminperizeption de sa sucrosité.

Quoigu’il en sait, la fractiolCZNCA-30rg est conservée pour la poursuite du protocole de

fractionnement.

Les extractions liquide/liquide mises successiveangmnceuvre et impliquant divers
solvants ont permis un premier fractionnement désigs de bois.

L’heptane, l'acétate d’éthyle et le MIBE ont ét@asdés en 2001 dans la Pharmacopée
Européenne comme solvants de classe 3, c’est-a@lelineoindre toxicité et ne présentant que
peu de dangers pour la santé dans le cas d’expoaitjlie. En outre, la double lyophilisation
des extraits permet d’éliminer leurs traces évdlasiegarantissant ainsi la non-contamination
des échantillons dégustés. Néanmoins, le manqummigces relatives a leur toxicité a long
terme nous a conduits a effectuer ces extractions sne hotte aspirante.

L’analyse des fractions par la dégustation, dostriesultats sont résumés dans le
tableau 19, a conduit a I'obtention d’'une fract@ANCA-30rg dont I'équilibre gustatif est
davantage déplacé vers les saveurs sucrées. Sdrcpromatographique apparait également
simplifié.

Tableau 19- Description gustative des différentes phasesral#s a I'issue des extractions
liquide/liquide. Les fractions conservées a chagfape sont en gras.

Solvant Phase organique Phase aqueuse

n-Heptane Pas de goat Amerg,'astrlngente,
sucrosité sous-jacente

Acétate d'éthyle Ameére, douce en finale Tres amere et astringente

Légere amertume,

MtBE o
sucrosite

Ameére, légere douceur
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[ll) Fractionnement par Chromatographie de Partage Centrifuge
(CPC)

L’extrait CZNCA-30rg, obtenu a l'issue des diverses extractions liqligiede est
ensuite soumis a une technique de fractionnemdasgnte : la chromatographie de partage

centrifuge.

A) Principe et appareillage de la CPC

Cette partie vise a une description rapide et gémétu principe de la CPC, de son
instrumentation ainsi que de ses avantages, mass m® décrirons pas la théorie détaillée de

son fonctionnement ni la diversité des systemegqs®s.

1) Principe

La CPC est une méthode de chromatographie ligigdéle sans support solide, mise
au point par Nunogaki (Murayaned al, 1982).
Elle est basée sur les différences de partagevadesdsolutés entre deux phases liquides non
miscibles préparées par mélange de 2 solvantsusu pl
L’appareil est généralement constitué d’'une colofrotor) formée de nombreuses cellules
disposées radialement, interconnectées et graadssuth disque (figure 10).
Cette colonne est mise en rotation autour d’'un & Un champ de force centrifuge
constant est ainsi génére.
Une premiere phase liquide est pompée: elle rénmes cellules puis est maintenue
stationnaire sous I'action du champ de force crfe.
La seconde phase liquide (mobile) est pompéeauerns jusqu’a ce qu’un équilibre stable
soit atteint entre les volumes de phase statioandiy: et de phase mobile ), dans la
colonne.
Les solutés du mélange a fractionner sont alotslli®s dans les deux phases en fonction de
leur affinité pour chacune d’entre elles. La difiéce de partage entre les divers composés est

a l'origine de leur séparation.
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phase mobile __ _
légére

phase -
stationnaire

conduits capillaires - - -

| Cellules de partage Disque de partition

Figure 10- Description de I'appareil de ChromatographidPdetage Centrifuge
et schématisation de son fonctionnement (d’apre#bibo 2007).

2) Appareillage et utilisation

a) Appareillage : constitution d'une chaine CPC

Une chaine chromatographique utilisée en CPC espasée des éléments usuels d’'une
chaine de chromatographie préparative (figure 11) :

- Une pompe, permettant d’introduire les deux phdses la colonne

- Un injecteur, afin d’introduire I'échantillon dafessystéme

- Une colonne chromatographique, qui est un rotomére plusieurs disques de
partage superposés, chacun contenant un grand ea®lzellules interconnectées
(il s’agit de I'élément assurant la séparation slEatés)

- Un détecteur, permettant d’analyser l'efficacité ke séparation ainsi que les
molécules présentes. Il s'agit généralement d’ueaiéur UV, mais d’autres types de
détecteurs peuvent étre utilisés (spectrométreatsennotamment)

- Un enregistreur, qui réalise le traitement desriftions
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- Un collecteur de fractions, afin de récupérer tdates sépares

Enregistreur
V7] 1\N -, -
_ mecsw| GHEH A
Pompe Colonne | Détecteur Collecteur I

Figure 11 - Schéma d’une chaine CPC (d’apres Toribio, 2007).

Les différents éléments utilisés dans le cadrectle these seront décrits ultérieurement.

b) Utilisation de la CPC

La CPC repose sur l'utilisation exclusive de ligggdau sein d’un rotor. Il est par
conséquent nécessaire que la colonne soit parfaite@éanche. Afin de garantir la robustesse
des joints, elle doit étre remplie d’'un solvantrieeentre les expérimentations et ne doit
jamais étre mise en rotation a vide.

En cours d'utilisation, la colonne, de volume toM; est remplie de phase
stationnaire, maintenue dans les cellules soufet’dfs champ de force centrifuge généré par
la rotation. La phase mobile est alors pompée auets des cellules, jusqu'a un état
d’équilibre entre les volumes des deux phases.rkaspn augmente alors dans le systeme
(quelques dizaines de bars). On a, par définition :

Viot = Vinob + Vstat
L’échantillon a fractionner est dissous dans unamgd des deux phases puis injecté dans le
systeme. Les solutés se répartissent alors dadglasphases et se séparent en fonction de la
différence de leur affinité pour chacune de cesebal.orsque la séparation des molécules est

essentiellement dirigée par les phénoménes degearthaque compose est éjecté de la

colonne apres un volume de rétentiqp daractéristique et défini par I'équation suivante
er = Vmob + KDx- Vstat

Avec Kpy, constante de distribution d’un soluté X dansyléme de solvant utilisé :
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ou [X]stat € [X]mob désignent les concentrations de X respectivemans da phase
stationnaire et la phase mobile.
Aussi, plus le volume de la phase mobile est grpha, I'écart entre les volumes de rétention
des divers solutés est réduit, donc moins bonnla es{paration.
Il est ainsi important d’utiliser un systeme devaolts permettant d’obtenir un équilibre stable
entre les deux phases, et ne conduisant pas alumeale phase stationnaire éjectée trop

élevé.

L’appareil de CPC est équipé d'une vanne de contioutpermettant de modifier le sens
d’introduction des solvants dans la colonne. Loestpuphase mobile est introduite dans la
cellule en sens inverse de la force centrifugedee est dit ascendant. Dans le cas opposé, le

mode est descendant (figure 12).

N
Ehgse Phase
Iegere s légére
mobile — stationnaire

Fcemrifuge <
Phase 1 Phase
lourde | \ lourde
stationnaire mohile

Mode ascendant Mode descendant

Figure 12 - Schématisation des deux modes d’introductionsdbsants dans la colonne
(d’aprés Toribio, 2007).

Afin d’optimiser le contact entre les deux phaseasimsi la séparation des solutés, on débute
le fractionnement en :

- Mode ascendant lorsque la phase stationnaire @stphse que la phase mobile

- Mode descendant lorsque la phase stationnaire@setrdense
Il est possible de commuter la vanne en cours d@pukation. Par exemple, a la fin d’'une

expérimentation réalisée en mode ascendant, leraggpeut étre basculé en mode descendant

76



afin d’éjecter de la colonne les composés ayant wes forte affinité pour la phase

stationnaire.

c) Systeme de solvants

Le choix des solvants utilisés est un facteur déteant de la qualité de la séparation
en CPC. La polarité des phases influence notablelaelistribution des molécules.
Le systéme choisi doit étre stable, solubiliserexiement I'échantillon injecté et ne doit pas
étre déstabilisé par celui-ci, car l'injection eiitrerait alors une déstabilisation du systéme
nuisible a la séparation.
Les phases liquides et stationnaires utilisées@ €bnt constituées de systémes biphasiques
pouvant contenir 2, 3 ou davantage de solvantsoostruction et I'analyse de diagrammes
de phase permet de prévoir le comportement degmsgstet de définir ceux qui peuvent étre
utilisés en CPC
L’étude des mélanges de solvants et leur caraatiénisne constitue pas I'objet de ce travall,
nous en citerons deux exemples fréquemment utilisés

Les systemes « pont », formés de trois solvants,egample eau/isopropanol/acétate
d’éthyle. Deux solvants ne sont pas miscibles twgie le troisieme est miscible avec les
deux autres : il se répartit dans les deux phasasseire le transfert des molécules de I'une
vers l'autre.

Les systemes de la gamme Arizona (Renaulil, 2002; Maciuk, 2005), formés par 4
solvants (eau, méthanol, acétate d’éthpbeptane). Les proportions relatives de ces savant
définissent différents systemes biphasiques stahlesein de cette gamme et déterminent la
polarité des deux phases.

Les deux phases peuvent étre préparées dans uneulam@a décanter avant le
fractionnement : le mélange des solvants conduin atat d’équilibre thermodynamique,

chaque phase étant saturée I'une en l'autre.

3) Avantages

La CPC présente de nombreux avantages par rapport aatres techniques
chromatographiques préparatives, et notamment HRCL
La quantité d’échantillon injectée dépend du voluteela colonne et de la solubilité

dans le systeme de solvants, mais sur une coloant d par exemple, on peut injecter
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jusqu'a 10 grammes de produit brut. Elle est paiséquent tout a fait adaptée a un protocole
de fractionnement a I'échelle préparative.

L’absence de support solide permet de récupéregralement et de facon aisée
I'échantillon injecté, en évitant les phénomenesidorption irréversible rencontrés en CLHP.

Le temps de manipulation est assez réduit : unaratpn par CPC dure généralement de
1 a 3 heures.

La quantité de solvant ramenée a la masse d’étlbaritijectée est 5 a 10 fois plus faible
gu'en CLHP (Maciuk, 2005), ce qui constitue desarjéconomique et environnemental non
négligeables.

Un nombre quasi infini de systemes de solvants gaugtre générés : on dispose ainsi
d’une variabilité de la phase stationnaire largetnsapérieure a celle disponible en CLHP

Le principe de la CPC, bien que reposant sur déaghenes d’interactions moléculaires,
est différent de la CLHP et conduit a une sépanadifférente des solutés : il s’agit d’'une

technique complémentaire

En contre partie, I'utilisation de la CPC nécesaite optimisation importante, relative
notamment au choix des solvants, afin d’obtenir sgparation maximale des solutés.

Malgré ces limitations, cette technique constiter, raison de ses performances a
I'échelle préparative, un outil particulierementéiressant dans le cadre du développement
d'un protocole de fractionnement et de purificatiofextraits végétaux (Marston &
Hostettmann, 2006; Pauwt al, 2008).

Les résultats de différentes études tendent aroosfil'intérét de la CPC, par exemple dans
le cadre de purifications bio-guidées (Himbettal, 2004; Pinelet al, 2007; Toribioet al,
2007; Zgeet al, 2009).

Par conséquent, il nous a semblé intéressantagéicinner I'extraitCZNCA-30rg
obtenu précédemment a I'aide de cette technique.

Notre laboratoire ne disposant pas de cet équipemens avons effectué ces travaux
au sein du laboratoire GESVAB.
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B) Matériel et méthodes

Cette partie décrit de fagon plus spécifique I'appiage utilisé dans cette étude, ainsi
gue la mise en ceuvre de la CPC en tant que techdigdractionnement des composés non

volatils d’un extrait de bois.

1) Appareillage

Le laboratoire GESVAB dispose de deux appareil<C® : I'un équipé avec une
colonne de volume 1 L, l'autre de volume 200 mLesE’'ce dernier appareil qui est utilisé
pour la mise au point de la méthode de fractionmeme
Il s’agit d'un appareil FCPC 200 de la firme Kroma® (Angers, France), constitué de 20
disques de partition, contenant au total 1320 lesllde volume 0.13 ml. La capacité totale de
la colonne est de 204 mL, avec un volume mort d& 8. Une distance de 105 mm sépare
chaque cellule du centre du rotor. La vitesse thiom peut varier de 0 a 2000 rpm.
L’alimentation de la colonne en solvants est assy@ une pompe binaire CLHP modéle
321-H12 de marque Gilson.

L’injection de I'échantillon dans le systeme set faar I'intermédiaire d’une valve haute
pression (3725(i)038 Rhéodyne), équipée d’une leodiahjection de 10 mL.

Un détecteur Varian UV Prostar 325 est utilisé.

En sortie de colonne, les fractions sont récupéaékaide d'un collecteur Gilson FC 204,

dans des tubes en verre de 12 mL.

2) Systeme de solvants

Le choix du systeme de solvants est basé sur Eétiedla partition des composés de
I'échantillon dans les deux phases.
En pratique, divers systemes sont préparés enefgjbantité (quelques mL) a partir des
solvants considérés. Parallélement, des piluliewat gemplis avec chacun 1 mg de
I'échantillon a fractionner. Chaque pilulier esngqaété avec 1 mL de phase supérieure et 1
mL de phase inférieure d’'un systeme donné. Apréatamn, 100 pL de chaque phase sont
prélevés, évaporés a l'aide d'un évaporateur sads RapidVap, repris dans 1 mL de
solution méthanol/eau 50/50. Les divers échansllsont alors injectés en CLHP analytique.
La partition des composés dans les deux phasesstsice a I'aide des chromatogrammes

enregistrés.
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Les systemes B, C, D, F, G, H, J, K, L et M de daage Arizona (Foucault & Chevolot,
1998) ont été testés de cette facon.

En mode élution, on estime que le meilleur systgroer le fractionnement d'un
extrait complexe est celui dont les solutés sertisgant entre les deux phases avec un
coefficient de partage proche de 1 (Maciuk, 2005).

Le systeme G de la gamme Arizona a été choisiette base.
Il s’agit d'un systeme biphasique quaternaire, dest solvants sont le-heptane (Hept),
'acétate d’éthyle (AcOEt), le méthanol (MeOH) ‘eau (HO).
Les proportions sont les suivantes : Hept / AcO#eOH / HO 1/4/1/4
On remplit une ampoule a décanter de deux litres av
- 200 mL den-heptane de qualité CLHP
- 800 mL d’acétate d’éthyle de qualité CLHP
- 200 mL de méthanol de qualité CLHP
- 800 mL d’eau milliQ
Aprés agitation manuelle, les deux phases obtef@mson un litre de chaque) sont séparées

par décantation puis placées dans un bain a utisgsendant une heure afin de les dégazer.

3) Mise en ceuvre de la séparation

La CPC est utilisée en mode élution. La phaseigiée (composée essentiellement de
méthanol et d’eau milliQ) constitue la phase stataire, notéeA, et la phase supérieure
(composée essentiellement de n-heptane et d’acéiieyle) constitue la phase mobile,
notéeB.

Dans un premier temps, la colonne est remplieidd’de la phase stationnaike par
pompage de 500 mL a un débit de 10 mL/min.

La rotation de la colonne est fixée a 1200 rpm.

L’élution se fait ensuite selon un mode isocratjquec un débit de 10 mL/min de ph&se
Dans ces conditions, la pression de remplissagedes28 bars et le volume de phase
stationnaire éjecté, correspondant au volume deephmbile dans la colonne, est de 72 mL
(le pourcentage de rétention de la phase statimeat donc de 62.5 %).

L’élution est effectuée en mode ascendant.

700 mg d’extraitCZNCA-30rg sont solubilisés dans 2 mL de phase mobile et 4 mL
de phase stationnaire. Une émulsion orange eshudbtelle est filtrée a I'aide d'un filtre-
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seringue en téflon de 0.45 um. Le filtrat se préseous forme d'un systéeme biphasique
stable.
L’échantillon est alors injecté dans le systemel'pgermédiaire de la vanne Rhéodyne.
L’acquisition débute au moment de l'injection, &dietection UV se fait a 254 et 280 nm.
Le collecteur de fraction est réglé a 1 tube/min.

Le systeme est basculé en mode descendant augub&lition se fait alors a partir
de la phas@ avec un débit de 10 mL/min.
L’ensemble de I'expérience est effectuée a temprambiante (environ 20°C).
La durée totale de la manipulation est de 90 msutelissue de cette période, 200 mL de

phaseA, puis 500 mL de méthanol sont pompés, afin depettia colonne.

4) Constitution des fractions et dégustation

L’expérience a permis de collecter 90 tubes, cartechacun 10 mL de liquide.

Afin de réduire le nombre d’échantillons a dégysilefaut regrouper certains tubes pour
constituer un nombre limité de fractions.

Le regroupement des tubes a été effectué sur taddasalyses en CLHP et en particulier des
profils chromatographiques.

Dans un premier temps, 100 puL ont été prélevés kesiscing tubes. lls ont été
évaporés a l'aide d’'un évaporateur sous vide Ragid{bloc chauffant de 110 tubes de
contenance) puis repris dans 500 pL d’'un mélangéresghanol 50/50.

10 pL de chaque échantillon ont été injectés en Elathalytique, selon les conditions
décrites précédemment.

Le regroupement des tubes est basé sur l'allurérgéndes chromatogrammes : les
échantillons successifs présentant les mémes pagsums et un profil chromatographique
similaire sont considérés comme appartenant a @meenfraction.

Des prélévements et des analyses CLHP supplénentait été effectués sur d’autres tubes,

afin d’affiner le regroupement des tubes.

Chaque fraction est alors constituée par assembleg¢ubes, puis elle est évaporée a
I'aide de I'évaporateur rotatif, reprise dans @l milliQ puis lyophilisée deux fois.
Les difféerentes fractions, numérotées en chiffresains, sont alors dégustées selon le

protocole décrit au paragraphe I1.A.2.
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C) Résultats

1) Séparation chromatographique

a) Choix du mode d’élution

La quantité maximale d’échantillon que I'on peyeater en CPC dépend du volume
de la colonne : elle est respectivement de 2 di0dgrammes sur les colonnes de 200 mL et
de 1 litre. Or, la CPC est une méthode correctemsgmbductible d’'une colonne a l'autre. Par
conséquent, la CPC de 200 mL est utilisée dangemipr temps pour le développement de
la méthode de fractionnement, qui peut ensuite @tresposée sur la CPC de 1 litre afin
d’augmenter la quantité d’extrait purifiée.

Les tubes collectés en sortie de colonne contigrhes solutions de couleur variable,
allant du brun foncé au jaune trés pale. On naie preu de phase stationnaire dans les
premiers tubes de I'expérience, ce qui signifie djugection de I'échantillon n’'a pas
engendré de déstabilisation majeure du systeme. €@elstitue une condition favorable a la

séparation.

b) Profil chromatographique de la séparation en CPC

Dans le systéme utilisé, la phase stationnair@lastdense que la phase mobile, aussi
I'appareil a été utilisé en mode ascendant dapsdiére partie de la purification. Toutefois,
a partir du tube 64, aucun signal n’était detecteU¥/. Le mode descendant a alors été
enclenché apreés le tube 68, et la plfaseété pompée avec un débit de 10 mL/min.

Ceci a permis de vider la colonne des moléculdsrment polaires, qui demeuraient de fagon
préférentielle dans la phase

Le détecteur UV, équipé d'une cellule préparatpermet de suivre I'évolution de
l'absorption a 254 et 280 nm au cours de la séparatOn obtient alors un profil
chromatographique du fractionnement en CPC (fi@®)e Ce profil est quasi identique d’'une
injection a l'autre, pour un méme échantillon et denditions similaires.

Bien que le développement de la méthode et la detgus des fractions aient été effectuées a
partir d’'un fractionnement réalisé sur la CPC dé &1, une perte de données informatiques
sur l'ordinateur la pilotant ne nous permet paspdesenter le chromatogramme originel.
Aussi, la figure 13 montre un profil chromatograple obtenu a partir d’'un échantillon de
type CZNCA-30rg sur la CPC de 1 litre, dans desditams similaires a celles décrites

précédemment, a I'exception du deébit réglé a 20mmm./ La transposition exacte de la
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méthode nécessiterait d’utiliser un débit de 50 mih/ ce qui poserait des problemes
matériels concernant la collection des fractiores différence des débits entraine un décalage
au niveau des tubes, avec un rapport théoriqguesd@e2tube 20 de I'expérience sur la CPC
200mL correspondrait au tube 50 sur la CPC 1L). &edyses CLHP confirment ce rapport

d’environ 2.5 et valident de fait la transpositis la méthode.

1500 Absorbance 4 254 nm e

1450
Jann Absorbance 4 280 nm
1350
1300
1250
1200
1150
1100
1050

1000

1

Absolute level [1]

Passage en mode
descendant

o 20 40 60 a0 100 120 140 160 1680 200 220 240
Tirne [rnin]

Figure 13- Chromatogramme de la séparation de I'extrait CANBOrg sur la CPC 1 L,
avec une détection UV a 254 nm (en rouge) et 28Qeminleu).

Le chromatogramme CPC montre plusieurs zones dissin illustrant le fractionnement
effectué. Les analyses en CLHP des différents tabeBrment 'efficacité de la séparation :
les profils CLHP varient fortement en fonction deises.

Le regroupement des tubes, qui a pour but une dimim du nombre d’échantillons a
déguster, est guidé par les résultats obtenus efPGinalytique.

Les tubes 1 a 7 ne contiennent aucun soluté. Lkemmlassocié a ces tubes correspond
en effet au volume de phase mobilg Volume nécessaire pour que les composés norusten
par la phase stationnaire sortent de la colonnetilees 1 a 7 ne sont donc pas utilisés.

A lissue du regroupement, 15 fractions sont obésnilLeurs profils en CLHP peuvent

étre tres différents ; on imagine donc que cestitnas comportent un nombre variable de
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composeés. Apres lyophilisation, tous les échamisllee présentent sous forme de poudres, de
couleur variable (de jaune a marron foncé).

La masse de solide récupérée varie considérabtediane fraction a l'autre. Au
total, la quantité récupérée est de 622 mg, cequespond a une perte de 78 mg par rapport
a la quantité introduite. Le rendement (89 %) demétes élevé, et I'essentiel de la perte est
vraisemblablement liée a I'étape d'injection (pedie produit pendant la filtration, dans la
seringue, ou encore dans la boucle d’injection).

539 mg ont été récoltés en phase ascendante,g @3 phase descendante.

Aucune fraction n'apparait formée d’'un seul compat¥omatographiquement pur, ce qui
était prévisible au regard de la complexité dehatillon injecté et de la démarche qui a
guidé le choix du solvant.

L'utilisation de la CPC a permis un fractionnemanportant de I'extrait injecté. Les

différentes fractions résultant ont ensuite étéudéges.

2) Gustation des fractions

A l'issue d’'une double lyophilisation, les diverdeactions obtenues en CPC ont été
présentées a quatre dégustateurs entrainés, darmnbditions décrites plus haut.
lls ont tenté de caractériser la perception gusatissociée a chaque échantillon, et d’en
évaluer l'intensité sur une échelle de 0 a 5 (&aibl20).

Les aromaticiens couplant la chromatographie eas@hgazeuse et [|'olfaction

emploient les termes d’olfactométrie et d'olfacengme. Par analogie, nous convenons

d’utiliser les termes de _gustatométaede_gustatogramnuans le cadre de la gustation des
fractions issues d’une séparation.

Divers descripteurs sensoriels ont été utiliséscaus de cette étude. lls correspondent
a des saveurs fondamentales comme I'amertume suclasité (douceur), a des sensations
tactiles et somesthésiques (astringence, sensatoesthésiante ») ainsi qu’a des perceptions
multimodales (« golt de planche », «golt de cQcoCes termes appartiennent au
vocabulaire de la dégustation cenologique, ils spordent a des sensations fréquemment

percues dans les vins.
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Tableau 20- Gustatogramme obtenu a partir du fractionnement
en CPC de I'extrait de bofSZNCA-30rg

Fraction  Tubes Description sensorielle Masse
obtenue
I 8ail3 Attaque amere, sécheresse, "godt de planche" 148 mg
Amertume intense, "godt de coco", caractere amer
. l4etls persistant et dérangeant en finale 64 mg
1] 16 a19 Légerement doux (intensité 2), puis paesufinale 53 mg
\Y; 20 Légere amertume 17 mg
Vv 21324 Légérement doux en attaque (intensité 1), astringfen 43 mg
amer
VI o5 331 DouceL_Jr en atta}qu\e (|nter_15|te 2). Amertume trésnsd 57 mg
et persistante, Iégere astringence
Vil 32436 Peu sapide, amer en finale 44 mg
VIII 37a39 Astringence intense, finale amere 15 mg
IX 40 a 47  Astringence plus faible, douceur en filfiaensité 2) 28 mg
X 48 3 63 (_Bout mtgnse de facon ge_nerale, douceur importante 59 mg
(intensité 4), grande persistance.
Xl 64 468  Faible amertume, légére douceur (inte@ité 11 mg
Xl 69 4 73 Douc_:eur intense en attaque (intensité 4), sensation 27 mg
persistante sur le bout de la langue
X1l 74378 Spqsaﬂon anesthésiante"”, douceur en finale @it&eg), 57 mg
legere amertume
XV 79a81 Douceur (intensité 3) 7 mg
XV 82a90 Pas de goat 2mg
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Beaucoup de fractions possedent par ailleurs un gmiiplexe, associant plusieurs
saveurs et sensations. Ce constat est a religorafils CLHP, qui traduisent le nombre élevé
de composés présents dans la plupart des fractions.

L’objectif de la gustation des fractions est d'ytadder la saveur sucrée et d’en noter
lintensité. Cette notation est un facteur paréeipau choix de la fraction utilisée pour la
poursuite du protocole de purification.

Les résultats, présentés dans le tableau 19, nmbrgue 8 fractions présentent une
saveur douce. Deux d’entre elles €t Xll) ont été considérées comme les plus sucrées
(intensité 4). La sensation de douceur de ces étibas est toutefois assez différente : elle
est percue essentiellement en attaque pour ladnaXtl alors qu’elle est persistante pour la
fraction X, dont le goQt apparait de facon générale plus mp

La figure 14 présente les chromatogrammes CLHnoist pour ces deux fractions

douces.

100,
50

[} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

FractionX Minutes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

FractionXII Minutes

Figure 14 - Chromatogrammes CLHP a 280 nm de la frackiqen haut)
et de la fractiorXll (en bas).
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D) Discussion

L'objectif initial de cette expérience était la mien place d’'une méthode de
fractionnement de I'extrailCZNCA-30rg par CPC, afin d'obtenir une (ou plusieurs)
fraction(s) possédant une saveur sucrée et com@psten nombre de molécules réduit par
rapport a I'extrait original.

Aucun composé chimiquement pur n’a d’ailleurs étdé, ce qui était prévisible au regard de
la complexité de I'extrait injecté et de la stragémise en place pour le choix du systeme de
séparation. Les solvants utilisés appartienneatdalsse 3 de la Pharmacopée Européenne de
2001, a I'exception du méthanol, de classe 2 : texicité est modérée. Toutefois, la double
lyophilisation des extraits permet de garantiritréhation des solvants, ce qui rend plus s(re
la dégustation des fractions.

Les differences conséquentes observables entrehiesnatogrammes CLHP des
différents tubes traduisent une certaine efficaditéractionnement.

Le regroupement des tubes résulte d’'une nécessitigue : réduire le nombre d’échantillons

a déguster. Néanmoins, cette opération ne doiéjpagéalisée de fagcon totalement arbitraire,
mais étre effectuée en respectant le fractionnepréatiablement réalisé. Nous avons décidé
d’utiliser pour cela les chromatogrammes CLHP désrénts tubes. Divers facteurs ont été

pris en compte : la complexité de I'extrait (tradypar le nombre de pics), le profil général, et
également l'intensité relative des principaux pisci afin d’obtenir des fractions les plus

homogeénes possibles.

A notre connaissance, le couplage Chromatograpleie Partage Centrifuge —
Gustatométrie (CPC — G) n’a jamais été utilisé.

Cette technique a permis d’isoler deux fractionsspdant une saveur sucrée notalles{
XIl), dont I'une est particulierement intense : lafi@n X.

L’étude des chromatogrammes CLHP correspondans @a®antillons montre que la fraction
X apparait d’'une composition plus simple que latfoacXIl : les pics la constituant sont
moins nombreux et mieux séparés.

En outre, la masse obtenue pour la fracKoest relativement conséquente (59 mg) : il s'agit
de la deuxieme fraction en terme de quantité oleteaqrés lyophilisation, ce qui permet
d’envisager des étapes de purification ultérieures

Par conséquent, nous avons décidé de poursuiyaeiecole de purification a partir
de la fractionX, constituée des tubes 48 a 63 et caractériséangadouceur importante et

persistante.
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Cet échantillon, not&€ZNCA-X nous semble en effet étre le plus pertinent, méle
gustatogramme obtenu laisse supposer que d’auetohs comportent des composés a
saveur douce. En outre, il est envisageable gueetaeption de tels composés dans les
fractions ait été masquée par des molécules antéiest. la limite et I'inconvénient de notre

méthode.

IV) Purification par Chromatographie Liquide Haute Performance
(CLHP) en phase inverse

La fraction CZNCA-X, obtenue a l'issue du fracti@mment en CPC, possede quatre
pics principaux. Afin d’étudier leur structure moléaire et de caractériser leur activité
gustative, il apparait nécessaire de purifier ma@oseés a l'origine de ces pics. Au regard du
profil chromatographique présenté a la figure 17netamment de la bonne séparation
observée, I'utilisation de la CLHP en phase inveérd&chelle préparative semble constituer

une méthode de purification adaptée.

A) Matériel et méthodes

La CLHP en phase inverse est utilisée a I'écheltparative, afin de purifier les
molécules principales de la fracti@ZNCA-X, issue du fractionnement en CPC.
La mise au point de la méthode expérimentale, eticpker du gradient d’élution, est
réalisée en injectant de faibles quantités (1 ned)é&thantillon initial.
La purification effective de la fraction est permigar trois injections successives de 17 mg
d’échantillon, qui a été préalablement dissous ddi®s L de méthanol de qualité CLHP,
puis filtré a 0.45 um a l'aide d’un filtre seringue

Les caractéristiques techniques de I'appareikgtiét les conditions expérimentales de
la méthode choisie sont résumées dans le tableau 21

Au cours de la séparation, la pression du systensése entre 180 et 200 bars.
Les difféerents pics sont collectés manuellemeiat sottie du détecteur UV, dans des tubes en
verres. Généralement, I'acquisition est stoppéésapélution du dernier pic : la colonne est

alors lavée puis équilibrée avant une nouvellectige.

88



Tableau 21- Conditions expérimentales de la CLHP préparative

Apparei :
Varian
Pompes haute pression : modele Prostar 218
Logiciel :
Prostar Dynamax 24 (Varian)
Détecteur :
UV a barrette de diodes Prostar 345 (Varian)
Les longueurs d’onde utilisées sont 254 et 280 nm.
Colonne :
Microsorb 100-5 & (Varian Dynamax)
250 x 21.4 mm
Porosité 5 um
Pré-colonne :
Prontosil Gg 6 pm 50 x 20 mm (Bischoff chromatography)
Phase mobile :
Solvant A : eau milliQ + 0.05 % d’acide trifluoragtique
Solvant B : acétonitrile CLHP + 0.05 % d’aciddltoroacétique
Gradient :

Temps (min) 0 5 13 26 35 50 52 24 27
% deB 8 18 18 26 3¢ 50 10C 92 92

Débit : 20 mL/min
Injection :
Manuelle, a I'aide d’'une boucle d’injection 5 mL

Trois injections d&CZNCA-X ont été effectuées, soit une quantité totale da&2Un
aliquot (50 pL) de chaque tube collecté est préleiléé 10 fois avec de I'eau milliQ, et
injecté en CLHP analytique afin de vérifier la garebtenue.

B) Résultats et discussion

La chromatographie liquide haute performance ptésen nombre élevé de plateaux
théoriques, ce qui lui confere un grand pouvoiséparation, et une bonne résolution. Cette
technique est ainsi généralement utilisée a I'éel@miéparative ou semi-préparative pour la
purification de molécules d’intérét.

L’échantillon injecté provient initialement de lagse organique d’'une extraction au MtBE ;
par conséquent, une colonne en phase inverses(gilaffée C18) est choisie car elle retient

correctement les composeés de faible polarité.
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Les solvants utilisés (eau milliQ et acétonitrilnt complétés par 0.05 % (v/v) d’acide
trifluroacétique. Cet acide permet d’amélioreréaalution chromatographique et il peut étre
facilement éliminé par évaporation.

L’échantillon injecté est facilement soluble daesnméthanol. On obtient une solution de
couleur jaune.

La méthode d’élution est déterminée a l'aide ditigns préalables de faibles
guantités d’échantillon. Le gradient choisi pernugie bonne séparation des quatre pics
principaux, comme le montre la figure 15. Ces coségasont noté&, B, C etD dans l'ordre
de leur temps de rétention.

Le profil général de la fraction est semblable laicagbtenu en CLHP analytique et présenté a

la figure 14.
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Figure 15- Chromatogramme d’une injection @ZNCA-X en CLHP préparative,
avec une détection UV a 280 nm.

Les pics sont collectés manuellement & la sortieétacteur UV. Une grande attention doit
étre portée a cette opération, car la pureté cuidatité des composes récupérés en dépendent.
Les tubes correspondant aux quatre molécules ometiet une solution incolore. Leur pureté
est veérifiee en CLHP analytique selon les cond#ialécrites au paragraphe 1.A.2. et les

résultats sont présentés a la figure 16.
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Figure 16 - Superposition des chromatogrammes obtenus erPClrdlytique a 280 nm
pour les composés, B, C etD.

Les chromatogrammes obtenus montrent que les c&spo®, C etD apparaissent
chromatographiquement purs a 280 nm. A 220 nmigleelde base n’est pas totalement
linéaire en raison de I'absorbance de I'acétoritéilcette longueur d’onde. Toutefois, aucun
pic supplémentaire n’est observé pour les quatriécutes, ce qui confirme la réussite de la
purification.

Apres vérification de la pureté de chacun des tutEs derniers sont regroup€s par Compose.
En vue de la lyophilisation de I'extrait, la teneamr acétonitrile des échantillons est réduite
par évaporation et addition d’eau milliQ.

Les quantités et 'aspect de chaque composé ad’ide la lyophilisation sont resumés dans le
tableau 22.

Tableau 22- Aspect et masse des compo&es, C etD apres lyophilisation

Composé Aspect Masse obtenue
A Poudre blanche 16 mg
B Poudre blanchatre 4.9 mg
C Poudre blanche 1.2 mg
D Poudre blanche 0.3 mg

91



La masse totale réecupérée est de 22.4 mg, ceogespond a un rendement global de
44 %. Au regard de la valeur obtenue pour le foactement en CPC, ce résultat semble
faible mais explicable par des pertes liées aditipn, a la collecte des échantillons, et aux
phénomenes d’adsorption irréversible, inhérents @LUHP. En outre, bien que les quatre pics

collectés apparaissent majoritaires, I'échantilfotial contient d’autres molécules.

L'utilisation de la CLHP préparative a permis dlesoles quatre composés B, C et
D, constituants principaux de la fractiGZ NCA-X .

En dépit d’'un rendement global assez faible, dettbnique constitue une méthode de
purification efficace. Néanmoins, son efficacitdpeied considérablement de la complexité de
'échantillon initial, et nécessite des étapes dactionnement préalables. La CLHP
préparative apparait donc comme une technique gnissspouvant étre utilisée en tant

gu’étape ultime d’un protocole de purification.

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons présenté $& em place d’'un protocole de
fractionnement des extraits de bois de chéne. G®qwle implique différentes techniques
séparatives successives, et son déroulement et gar la dégustation, ce qui constitue une
approche originale de I'étude des composés nortigola

Dans un premier temps, plusieurs extractions lepliguide, utilisant divers solvants
organiques, ont été mises en ceuvre. Le fractionneest basé sur l'affinité différentielle des
solutés de I'extrait pour les divers types de pbaSa réalisation pratique est facile et rapide.

La deuxiéme étape fait intervenir une séparation gheomatographie de partage
centrifuge, dont le principe est également fondé laurépartition des molécules dans un
systeme de solvants. Cette technique a permisafiohl5 groupes distincts de composeés. Le
faible temps nécessaire a la séparation, I'éconaimisolvants réalisée par rapport a d’autres
techniques préparatives, et la valeur élevée dieraent global de cette étape constituent des
avantages majeurs de la CPC.

Le développement d'une nouvelle technique de cgeplappelée CPC-G, permet de dresser
le gustatogramme d’un extrait de bois, de facongarable en quelque sorte a I'établissement

d’un olfactogramme en CPG-O.
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A lissue de ce couplage CPC-G, la fracti@ZNCA-X est apparue particulierement
intéressante en raison de sa douceur intense strdabondance relative. Cette fraction est
constituée de quatre composés majoritaires.

L'utilisation de la chromatographie liquide haptrformance préparative a permis de
purifier les quatre molécules, B, C etD de la fractionCZNCA-X. Le rendement de cette
technique est moyen, mais les molécules isoléeblsatrchromatographiquement pures.

L’obtention des composés, B, C etD conclut ainsi la purification de I'extrait de bois
mise au point dans ce chapitre. La répétition deddféerentes étapes conduit a I'obtention de
guantités plus importantes de ces composés, pamheifenvisager leur caractérisation

structurale et gustative dans les chapitres swsvant
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Chapitre 6 - Détermination de la structure chimiges quatre molécules
principales de la fraction CZNCA-X

Introduction

Le développement d’'un protocole de fractionnengendé par la dégustation nous a
permis d’isoler la fractiofZNCA-X a partir d’'un extrait de bois de chéne. Cettetivac
associée a une perception gustative douce, esttiedieenent constituée de quatre composés,
notésA, B, C etD. Leur purification a ensuite été réalisée a I'aiddalCLHP préparative.

A ce stade, leur structure moléculaire demeureninge, et il n'est donc pas possible de
préciser si certains de ces composeés ont préalehtedite identifiés dans le bois de chéne ou
s'il s’agit de nouvelles molécules. En effet, levsanalytique du fractionnement a été assuré
par CLHP analytigue couplée a un détecteur a besrete diodes : le seul renseignement
disponible est le spectre d’absorbance UV. Le dai les quatre composés présentent un
maximum local a 280 nm suggére 'existence, poacuh d’eux, d’au moins un groupement
chromatophore de type aromatique.

Afin d’étudier de facon plus précise la structudeinique des molécules purifiées et
d’envisager leur identification, deux techniqueslgiiques sont principalement utilisées : la
Spectrométrie de Masse a Transformée de FourietM@E)[ et la Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN) du prototH et du carbon&®C, & une et & deux dimensions. Par ailleurs, la
caractérisation des molécules identifiées a ensgéliée complétée par diverses analyses
(polarimétrie et spectrophotométrie UV).

Nous évoquerons dans un premier temps les perfagsate la FT/MS et son intérét pour
l'identification structurale. Nous préciserons é&gaént les conditions expérimentales mises
en ceuvre pour les autres techniques, puis présastamolécule par molécule, les résultats

obtenus et la démarche conduisant a l'identificaties composés, B, C etD.

I) Approche expérimentale de [Iidentification: tedniques et
méthodes utilisées

L’objet de cette thése n'est pas I'étude approferdies techniques d’identification
structurale. En outre, la plupart d’entre ellestadilisées depuis de nombreuses années de

fagon courante pour caractériser des moléculeéasoPar conséquent, nous avons choisi de
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présenter I'appareillage utilisé pour la RMN, @asimétrie et la spectrophotométrie UV de
fagcon succincte, mais de ne pas détailler systgoetient la théorie de leur fonctionnement.
En revanche, la FT/MS a fait I'objet de nombreuxaléppements récents. Parmi ceux-ci, la
découverte d’'un nouvel analyseur de masse, I'Gybitest particulierement emblématique.
En raison de l'intérét scientifique de cette tegei, de son aspect novateur et de son actuelle
expansion, il nous a semblé intéressant de déderéacon plus approfondie son principe
général ainsi que les principales caractéristigigelinstrument utilisé dans cette étude.

A) Spectrométrie de masse a transformée de Faurier
systéme ExactiV&' (Thermo Fisher Scientific)

En janvier 2010, notre laboratoire s’est équipéndspectrométre de masse a
transformée de Fourier Exactive. Cet appareil, cemnaialisé par la société Thermo Fisher

Scientific (Bréme, Allemagne) depuis juin 2008, @sgtiipé d’'un analyseur de masse Orbitrap.

1) Caractéristiques générales du spectromeétre Exaee

a) Principe de I'Orbitrap

Le réle d’'un analyseur de masse est de mesurapfrt masse/chargm(2 des ions
en les séparant soit dans I'espace soit dans lpsteDifférents principes physiques peuvent
étre utilisés a cette fin, qui caractérisent paneple les spectrometres de masse a secteur
magneétique, a temps de vol, a trappe ionique,@negge ionique cyclotronique, ou encore a
filtres quadrupolaires (Hoffmann & Stroobant, 20@%; et al, 2005). Ces analyseurs se
différencient notamment par leur gamme de masset létesse de balayage, leur
transmission, mais aussi par leur pouvoir de résolu(définie par nd, et décrivant la
capacité a distinguer deux ions de m/z proche) guresleur précision de mesure de masse.
L’analyseur Orbitrap (figure 17) a été inventé pakarov (Makarov, 1999, 2000; Hardman
& Makarov, 2003), sur la base de la théorie déyadeppar Kingdon en 1923 décrivant un
piégeage électronique induit uniguement par un ghélectrostatique (Kingdon, 1923).
Il est constitué d'une électrode interne, en fordeefuseau, contenue dans une électrode
externe coaxiale, en forme de tonneau, comme repé€sur la figure 17.
La disposition de ces électrodes et leur formeiqdigre générent un champ électrostatique

fixe possédant une composante logarithmique etamposante quadripolaire.
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Les ions sont introduits perpendiculairement a d’aprincipal des électrodes (axe
L’attraction électrostatique compense alors la domentrifuge induite par la tesse
d’injection.

Les ions sont ainsi piégés autour de I'électroddrate par un champ électrostatique, et

par une radiofréquence comme c’est le cas poutrappe ionique classiqu

Figure 17 - Vue externe d’un analyseur Orbit (a gauche) aetoupe schématiqt
d’'un analyseur Orbitre (a droite),décrivant le mouvement des ic
autour de I'électrode centri (d’apres Hwet al, 2005).

En raison de leur vitesse initiale, les ions erntmnmouvement autour de I'électrc
centrale. Canouvement peut étre décrit comme la composée dhajextoire circulaire dar
le plan radial et d'un mouvement oscillatoire d-etvient le long de I'axe z (figurl8). Les
lignes de champ étant plus serrées aux deux exé®miu piege qu’'en son cee, la vitesse
initiale et 'emplacement de l'injection des iormns suffisants pour les mettre en mouvem
Les ions se déplacent ainsi dans un premier teraga dartie la plus serrée vers la parti
plus large de I'espace séparant les électrode mouvement oscillatoire harmonique &
entretenu est ainsi initié (le point d’injectionsdens correspond au point h-équilibre ou un
pendule est relaché).

Afin d’éviter des collisions pouvant perturber fs®me, I'analyseur Orbitrap est mainte

saus un vide poussé, inférieur &° mbar.

(1.9)

)

Figure 18- Mouvement des ions autour de I'électrode central@rejection dans le ple
radial (a gauche) et selon I'axe z (a dr. D’aprés Makarov (200.

96



Un paguet d’'ions de méme rapport m/z constitue nmeau se déplacant le long de
I'électrode centrale. Les fréquences de rotation idas dépendent de I'énergie interne, des
angles de l'injection, et de la diffusion spatialees fréquences ne peuvent donc pas étre
utilisées pour la détermination du rapporiz

En revanche, la frequence d’oscillation axialedéfinie par :

B k
Wz = m/z

®z he dépend que du rapport m/z des ions (k étantam&tante instrumentale).

La mesure du courant induit par les oscillationsme, apres application d'une
opération de transformée de Fourier (Makarov, 200@pbtenir les rapportsm/z
caractéristiques des différents ions.

Avec un analyseur Orbitrap, la détection du signal repose pas sur un multiplicateur
d’électrons ou un photomultiplicateur, comme dansds, par exemple, d’un quadrupdle ou

d’une trappe ionique, mais sur I'analyse du « couimmage » par transformée de Fourier.

L'indépendance des oscillations axiales vis-a-vés l@&nergie des ions constitue
I'élément clé de I'analyseur Orbitrap : elle permmee mesure trés précise des fréquences, a

'origine d’'une haute résolutiorfsupérieure a 100 000 pour un rapport m/z=400 té ;

pouvoir résolutif est proportionnel au temps de unesdes fréquences dans l'analyseur),
couplée a une grande précision de mesure nfaSggpm).

Ces deux élements, inhérents au principe de I'@uhit constituent des caractéristiques
majeures de ce nouveau type d’analyseur.

Par ailleurs, I'Orbitrap se distingue par la comaéon de la précision de mesure de masse sur
une vaste gamme dynamique intrascan (supérieurdézales) et pour une large gamme de
rapports m/z (50 a 4000 Th).

La société Thermo Fisher Scientific a d’abord rais application la technologie
Orbitrap, avec l'arrivée sur le marché de specttogsede masse de nouvelle génération
nommés LTQ-Orbitrap, depuis juin 2005. Il s'agitappareils hybrides, combinant
'analyseur Orbitrap avec une trappe linéaire, sepgrmet de réaliser une analyse &

masse exacte.
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b) Description de I'Exactive™

L’Exactive est un spectrometre de masse non-hypéigieipé d’'un analyseur Orbitrap.
Cet appareil a été mis sur le marché récemmerjyier2008, par la société Thermo Fisher
Scientific.
De facon générale, ce spectrométre se compose, eamuiquée figure 19, d’'une source
d’ionisation a pression atmosphérique, d'une ogtigle transfert d’ions, d’'un analyseur

Orbitrap et d’une cellule de collision HCD (HighHemergy Collision Induced Dissociation).

HCD Collision Cell C-Trap Octapole Split Lens
Lens
N
| %: ' % Multipole
5 " 1o Lens
urve
=\
Lens RFlens| /= ™\ Skimmer

System N P

O LJZD Tubelens
[ “ lon Transfer Tube
| [

¥4
/

Orhitrap Mass Analyzer

\
V4

APl lon Source

Figure 19 - Présentation schématique de la géométrie durspeetre de masse Exactive
(d’aprés Wieghaust al.,2006.

On note ainsi la présence de plusieurs élémentsipaux :

La source d’ionisation a pression atmosphériqumped’introduire I'échantillon dans
l'appareil, en assurant le transfert des moléculies la phase liquide (systeme de
chromatographie liquide, ou perfusion via un potssEngue) vers une phase gazeuse
constituée d’ions chargés positivement ou négatvgmCette étape peut étre réalisée par
exemple a l'aide d’'une source d’ionisation par &teaébulisation (Electrospray, ESI) ou
d’une source d’ionisation chimique a pression aphésique (APCI).

Une optique de transfert, constituée de lentillegg@des quadrupdlaires, permet

d’assurer la transmission des ions vers la C-thapcours du transfert, les ions traversent

98



différents compartiments présentant des niveauxkdecroissants. Le vide est assuré par une
pompe mécanique primaire ainsi que par un ensedebwmpage turbo-moléculaire.

La C-trap est un quadrupdle courbe, dont la forappelle la lettre C. Le piégeage des
ions y est assuré par un champ radio-fréquenceeepressurisation a I'azote (1énbar). Le
faisceau d’'ions est comprimé axialement grace apdéantiels appliqués sur les électrodes
d’entrée et de sortie de la C-trap. La forme ddec€-trap permet alors de focaliser et
d’assurer un transfert rapide du faisceau d’iomstravers du systeme de lentilles courbes,
vers I'Orbitrap.

Comme pour tout systéeme a piégeage d’ions, le®ipeainces instrumentales dépendent du
contrdle précis de la population des ions piégasel @ue soit le nombre d’ions créés au
niveau de la source d’ionisation, il est importgoe la quantité d’ions effectivement piégés
dans I'Orbitrap soit constante. Le systeme de émtnutomatique du gain (AGC) permet de
réguler cette quantité fixe d'ions & une valeurafaélement définie par I'utilisateur (530
10° ou 3.16). Cette régulation est assurée par la modulationechps d'injection des ions
dans I'Orbitrap. La précision de ce contrdle ctindnhe notamment les performances de
'appareil dans le cadre d’analyses quantitatives.

L’analyseur Orbitrap, dont le principe a été dékatu paragraphe précédent, est
maintenu & un niveau de vide trés élevé (de I'otirel0™ mbar). Un temps de pompage
important (plusieurs heures) est nécessaire pdeindie cette valeur, ce qui engendre
certaines contraintes pratiques.

La cellule HCD, optionnelle, permet d’effectuer dregmentation ionique. Au cours
d'une expérience HCD, les ions provenant de laa@-sBont accélérés vers une cellule de
collision octapolaire. lls sont alors fragmentéa un processus de dissociation induite par
collision (CID) sur des atomes d’azote présentsdarcellule. Les ions sont alors repiegeés
dans la C-trap, puis mesurés dans I'Orbitrap. @egssus est nommé fragmentation des ions
totaux, dans la mesure ou l'ion précurseur n'est pr&alablement sélectionné comme dans
une expérience de MS/MS vraie. Dans le cas d'uramgél complexe, les fragments obtenus
ne peuvent pas étre reliés de facon systématigeertaine aux ions parents. En revanche, les
spectres de fragmentation HCD sont parfaitemerdrpnétables pour des composeés purs

(échantillon purifié, ou pic chromatographique taso

99



c) Performances du systeme FT/MS Exactive

Les propriétés de I'analyseur Orbitrap, et de fagénérale la technologie FT/MS,
sont a l'origine de performances techniques renaigs. Nous avons choisi d’en présenter
guelgues unes dans ce chapitre, afin de justifietilidation de cet appareil pour
I'identification des composés, B, C, D, et d’en préciser le champ d’application.

La gamme de masse de I'appareil couvre un largeadwm elle s’étend de 50 a 4000
Thomson (Th).

Le fonctionnement de I'Orbitrap permet d’atteindies valeurs élevées de résolution
en masse. En effet, quatre gammes de résolutioar (pn rapport m/z 200 Th) sont
disponibles : 10 000, 25 000, 50 000 et 100 OOCiit® de comparaison, un analyseur a
temps-de-vol (TOF) posséde une résolution de lorde 15 000. Les performances de
I'Orbitrap en termes de résolution autorisent lpasétion de composés de formules brutes
différentes et de rapport m/z trés proches (congpasdares), ce qui garantit la précision de
mesure masse, notamment dans le cas de I'analyséldages complexes.

Les spécifications de I'appareil indiquent une mién de masse inférieure a 5 ppm en
calibrage externe (réalisé de facon hebdomadajparér d’'une solution de composés de
référence) et a 2 ppm en calibrage interne (ersanil un ion présent a tout moment au cours
de I'acquisition). En pratique, on observe la plapla temps une précision inférieure a 3 ppm
en calibrage externe et 1 ppm en interne.

Nous verrons gue cette grande précision de mesuneagdse est un élément déterminant dans
le processus d’identification de nouveaux compo®fie participe, avec la mesure des ratios
isotopiques et les informations de fragmentatiorDHE la détermination des formules brutes.

La vitesse de balayage dépend de la résolutiorhdssie : elle est de 10 Hz (10
scans/sec) a R=10 000, mais chute a 1 Hz a R=1D0d@0qui est relativement lent. Par
conséquent, il est préférable de travailler a desanx de résolution modérés lors d’analyses
guantitatives, en particulier dans le cadre d’'unptage avec un systeme de chromatographie
liquide trés rapide, tel que I'UHPLC (Ultra High @3sure Liquid Chromatography).
Contrairement a un analyseur quadrupolaire, lasséed’acquisition ne dépend pas de la
gamme de balayage, point important pour une uiitisan « screening » sur une vaste plage
de masses.

La sensibilité de I'appareil dépend évidemmendigers facteurs tels que la molécule,
le type d’ionisation, ou bien encore les conditichsomatographiques. Toutefois, des limites

de détection de I'ordre du pg/L (ppb), voire enagdepnt frequemment obtenues.
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La gamme dynamique « intra-scan » de l'instrunesmtégalement variable, mais elle
couvre en général 3 a 4 ordres de grandeur, tochmeservant une précision de masse élevée.
La grande sensibilité observée et I'étendue dealmnge dynamique constituent de nets
avantages pour la recherche et le dosage de compodgents a I'état de traces dans une
matrice complexe comme le vin.

Enfin, la possibilité d’inverser rapidement la pdk de détection des ions (d’'un
balayage a 'autre et sans diminution de la préaisie la mesure de masse) sera utilisée pour

une recherche qualitative de nouvelles molécules.

Les performances du systeme FT/MS Exactive utibes pidentification de nouveaux

composeés sont resumées dans le tableau 23 ci-dessou

Tableau 23- Quelques performances du spectrometre Exactive
et leur application a I'identification structurale.

Applications a l'identification

Critere Performances observées
structurale
Résolution De 10 000 a 100 000
en masse (2@ m/z 200 Th)

L. Détermination de la formule brute
Précision de la

< . .
mesure de masse 1 ppm (calibrage interne)

Gamme de masse Jusqu'a 4000 Th
Changement de Alternance possible Ut”'Sasggtga;;ﬁ:éegg'r?]%;)szl;r une
polarité modes positif/négatif gamm . :
Analyse qualitative rétrospective
Vitesse de 1 & 10 Hz, indépendante
balayage de la gamme de masses
Informations structurales
Fragmentation Résolution et précision spécifiques
HCD identiques au « Full scan » de certains groupements

fonctionnels présents

Sur la base de ces différentes observations, atrepeetre de masse apparait comme
un outil de choix en vue de l'identification de nelles molécules. Notre laboratoire a eu la
possibilité de s’équiper de cet appareil au coudarois de janvier 2010. Il a donc été

utilisé pour la caractérisation structurale desposesA, B, C etD.
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2) Utilisation de I'Exactive pour l'identification des molécules de la
fraction CZNCA-X

Le spectrometre FT/MS Exactive acquis par le laioime est couplé a un systeme de
Chromatographie Liquide Ultra Haute Performancst@aye LC-FT/MS, figure 20).

Dans le cadre de l'identification structurale décdans ce chapitre, la LC-FT/MS est
essentiellement utilisée pour la détermination aléokrmule brute des composés, ainsi que
pour la caractérisation des principaux fragments.

Les molécules étudiées ayant été purifiées, elbesrgient étre introduites directement dans
le spectrometre, soit par perfusion a l'aide d'uougse-seringue, soit a lissue d'une
séparation chromatographique. Afin de confirmepuaeté des composés et pour des raisons
pratiques liées au traitement informatique, nousnavchoisi d’utiliser le couplage LC-
FT/MS.

" -

Figure 20- Photographie du systeme LC-FT/MS utilisé.

a) Descriptif du systéme et conditions chromatobrayes

La partie chromatographique est constituée de #nehU-HPLC Accela de Thermo
Fisher Scientific. Elle comporte une pompe quateengouvant supporter des pressions de
15000 psi (plus de 1000 bar), et dont le volumetrestrde 65uL, ce qui permet d’obtenir des
séparations tres fines et a vitesse élevée, swal@snes de faible granulométrie (inférieure a
2 um). Cette pompe est associée a un passeur automationt une partie est isotherme afin
de garantir I'intégrité des échantillons, et a étedteur UV a barrette de diodes.

Le descriptif technique du systéeme et les conditicimromatographiques utilisées sont

résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 24- Conditions opératoires utilisées pour I'analgsalitative en LC-FT/MS.

Appareil :
Accela (Thermo Fisher Scientific)
Pompes U-HPLC
Logiciel :
Xcalibur 2.1 pour Exactive
Détecteur UV :
Accela PDA 1cm LightPipe Flow cell
Colonne :
Hypersil GOLD C18 (Thermo Fisher Sciieiti
50 x 2.1 mm
Porosité 1.9 um
Phase mobile :
Solvant A : eau LC-MS Optima (ThermohEisScientific) + 0.1 % d’acidg
formique + 5 mmol/L de formate d’amnommi
Solvant B : acétonitrie LC-MS Optimeh€fmo Fisher Scientific) + 0.1 %
d’acide formique

Gradient :
Temps(mn) O 08 42 54 55 65
% de B 18 185 98 98 18 18
Débit : 600 pL/min
Injection :
10 pL a laide d’'un passeur automatigli€0 Pal équipé de « racks »
réfrigérés

L’acide formique est utilisé dans les deux solvadis la phase mobile, en
remplacement de l'acide trifluoroacétique (TFA) medans les conditions de la CLHP
analytique au chapitre 5. En effet, le TFA a coticgion élevée est connu pour diminuer tres
fortement le signal observé en spectrométrie desendse formate d’ammonium permet de
favoriser lionisation de certaines molécules va fbrmation d’adduits ammonium en
ionisation positive. En outre, la présence de aelduits peut favoriser le repérage de l'ion
moléculaire dans le spectre de masse.

Une attention toute particuliere doit étre porték aualité des solvants, afin d’éviter une
pollution des spectres de masse et un éventuelnandgement du systeme aprés de
nombreuses utilisations.

Les pressions observées en cours d’analyse satséntre 400 et 500 bar. Le nombre tres
élevé de plateaux théoriques conférés par la celaroisie et les conditions d’élution

autorisent une réduction considérable de la dueéeadalyses chromatographiques.
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Le détecteur UV n’est pas indispensable dans éaile, son utilisation permet de relier les
résultats observables en LC-MS avec les donnéemgisirées précédemment et ainsi de

vérifier que les composds, B, C, D, qui absorbent a 280 nm, soient visibles en speditrie
de masse.

b) Conditions de spectrométrie de masse

Le systeme est équipé dune vanne a trois voies aeal de la colonne
chromatographique. Au cours d’'une analyse, la phasdgle est envoyée vers le spectromeétre
de 0.5 a 4 min, et vers la poubelle en dehors tte période, afin de ne pas encrasser le
systeme avec d’éventuels composés non retenu$ (®H0) ou libérés pendant le lavage de
la colonne (apres 4 min).

Le spectrométre Exactive est connecté a un générdtezote produisant un flux de
30 L/min a 7 bar.

Une source d'ionisation a électrospray chaufféeE@) est utilisée, avec une
alternance entre le mode positif et le mode négatife chaque scan. Le chauffage de la
sonde permet de favoriser I'élimination de la phasbile : on peut travailler avec des débits
chromatographiques relativement élevés sans utilise déviation vers la poubelle (split).
Les conditions d’ionisation («tune ») associéex daux modes sont présentées dans le
tableau 25.

Tableau 25- Conditions d’ionisation utilisées en mode pégtien mode négatif.

Parametre Mode positif Mode négatif
Débit du « sheath gas » 80 80
Débit du gaz auxiliaire 15 15
Débit du « sweep gas » 0 0
|Tension du spray]| 3.5 kV -3.5 kv
Température du capillaire 350 °C 350 °C
Tension du capillaire 35V -35V
Tension du tube lens 120V -120 V
Tension du skimmer 18V -18V
Température de la source 320 °C 320 °C
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Dans ces conditions d’ionisation et d’élution, laleur de l'intensité du courant de spray
demeure modérée (inférieure a 20 pA).
Le vide observé dans I'analyseur Orbitrap est dielte de 2,5.18 mbar.
Dans le cadre de l'identification des composésiétiyda LC-FT/MS est utilisée dans la
configuration suivante :
- Une gamme de masse allant de 110 a 1200 Th estiehoi
- L’alternance entre mode positif et mode négatifeenhaque scan est sélectionnée
- La gamme de résolution de masse est « Ultra high gui correspond a une valeur
de 100 000 pour un rapport m/z 200 Th
- Le calibrage est interne, en utilisant I'ion trdhoacétaten(/z112.98450 Th) en
négatif et I'ion di-éthylhexyl phtalaten(z391.28429 Th) en positif. Ces deux ions
sont présents en permanence a I'état de tracedalphase mobile
- Les acquisitions sont effectuées sans fragmentat{od pour la détermination de la
masse exacte, puis avec une énergie HCD de 80ird'abtenir des spectres de
fragmentation
- Le contréle automatique du gain est utilisé en motiitimate mass accuracy », ce
qui correspond a I'introduction de 52li@ns dans I'Orbitrap
- Le temps d'injection maximum (IT) est fixé & 100 ms
- Le traitement des résultats et la proposition dmédes brutes sont réalisés a I'aide du

logiciel Xcalibur 2.0

B) Résonance magnétique nucléaire

L'utilisation de la spectrométrie de masse a tranms€ée de Fourier fournit des
éléments importants pour l'identification de noleelmolécules. Toutefois, utilisée seule,
cette technique n’est pas suffisante pour la céraetion structurale de composés non-
volatils. Contrairement a la chromatographie ensphgazeuse couplée a la spectrométrie de
masse, le spectre d'une molécule en LC-MS variesidémablement en fonction des
conditions expérimentales ; il n’existe pas de lb@nde données permettant d’'identifier sans
ambiguité un composé non-volatil sur I'unique bdseson spectre de masse.

Difféerentes techniques complémentaires peuvemt @ilisées par I'analyste pour la
détermination de la structure des molécules. Pareflies-ci, la résonance magnétique

nucléaire tient une place de choix, car elle faudeis renseignements sur la succession des
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atomes d’'un composé organique, ainsi que, danseraine mesure, sur leur stéréochimie
relative.

Seuls les éléments dont le noyau possede un managnétique de spin non nul peuvent étre
aimantés et sont par conséquent visibles en RMN'adjit par exemple du protoid, du
carbone™*C, de I'azote™N, du fluor**F ou bien encore du phosphdte. Généralement, dans
le cadre de I'étude de composés organiques natlieglalyse en RMN concerne le prott

et le carboné®C.

L’introduction de la spectroscopie RMN a deux dasiens (2D) (Jeener, 1971; Jeener
et al, 1979) est une innovation majeure dans le dom@nkanalyse structurale. Dans cette
technique, chacune des deux dimensions correspospeztre RMN monodimensionnel (1D)
d’'un type de noyau. Certains de ces noyaux peurgeragir (on parle alors de couplage), en
raison de leur proximité dans le squelette de I#oube ou dans I'espace. Ce phénomeéne
donne lieu a une corrélation matérialisée par acke sur le spectre 2D, a l'intersection des
projections correspondant, sur les spectres 1Dsaumaux des noyaux impliqués.

Lorsque le couplage concerne deux atomes de mémgenan parle de corrélation
homonucléaire. Lorsque les deux atomes sont differeon parle de corrélation
hétéronucléaire.

Contrairement a la FT/MS, dont I'aspect novateustifiait une description plus
approfondie, le fondement théorique et le prindpda RMN ne seront pas détaillés dans ce
travail.

Nous présenterons de fagon succincte les difféseatpériences réalisées en insistant sur leur
intérét et sur les informations gu’elles fournidsen vue de la détermination de la structure
des molécules. Puis, nous décrirons le matériks@itainsi que les parametres expérimentaux

appliqués.

1) Présentation et intérét des expériences realiste

a) Expériences monodimensionnelles

Les spectres 1D du protdH et du carboné&®C permettent d’estimer le nombre de ces
atomes dans la molécule, mais ils renseignent wusiar le nombre de groupes d’atomes
chimiquement équivalents et sur leur environnenafrinique, traduit par le déplacement
chimique (not& et exprimé en ppm). Contrairement au protdnle carboné>C n’est pas
l'isotope le plus abondant de I'élément carbonssalenregistrement des spectfé8 exige
un temps parfois trés important lorsque la quainiitdoroduit disponible est faible. La valeur
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des déplacements chimiques des signaux du carlmrieéfre obtenue sur certains spec
2D, par conséquent I'enregistrement spécifique sigsctres’*C n'est pas nécessaire
l'identification ; il n'a pas été réalisé de facon systématiquées molécules étudié

b) Corrélations homonucléaire'H - *H

L’expérience COSY (COrrelated SpectroscopY) esébasir I'étude des corrélatio
homonucléaires entre protons voisins dans le stjeetle la molécul(Nagayamaet al,
1980).Elle permet ainsi de traduire le couplage scalaitee protons d’'un méme systeme

spin, comme illustré sur la figuredl.

3)
77T
> H H
1T\
'\ C——©~C
\JH/ R\

Figure 21 - Corrélations observées entre protons en C.

Sur la projection de chaque sigrH, les taches observées corresmanda des corrélatior
avec le noyau luméme (sur la diagonale), et avec les protons siénéJ et en’J. Ce sont
donc les taches hors diagonales qui sont pour la résolution de la structi: elles

renseignent sur 'enchainement des protons le squelette de la moléct

L’expérience ROESY (Rotati-frame Overhauser Effect SpectroscopY) est basé
'étude des corrélations homonucléaires entre potmisins dans I'espa(Bothner-By et

al., 1984) Elle met en évidence linteraction dipolaire enprotois, donc leur proximit

spatiale (figure 22).

H H
7 7
\l\ \\‘\ \l\
HY H

Figure 22 - Exemples d’une corrélation ROESY (a de)ie
d’'une absence de corrélation (a gau.
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La ROESY donne ainsi des renseignements sur lacsti@émie relative de la molécule, ail

que sur sa forme dans I'espace (structure tertigseprotéines par exemp

c) Corrélations hétéronucléaire'H —**C
L’expérience HSQC (Heteronuclear Single Quantumeterice) est basée sur I'étt
des corrélations hétéronucléaires entre un hyrdo’H et le carbone*C auquel il est
directement li§Bodenhausen & Ruben, 19
H <,
|
Figure 23 - Corrélation hétéronucléaire observéeHs3QC.

Les taches observées sur le spectre HSQC correspioad couplagJ entre proton e™C.

Cette expérience permet donc d’associer chaquerpeat carbone qui les po

Si deux taches sont visibles sur la projection ignad d’'un méme carboncela traduit la
présence de protons géminés. A I'opposé, si autactee n’est visible en face d’'un sigi

13C, le carbone est alors quatern:

L’expérience HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coérece) est basée sur I'étu
des corrélations hétéronudiéss entre un proton et les carbo™*C voisins de celui auquel

est lié(Bax & Summers, 198.

3
e TES J

3 T
\V// | ) \\\J\ /

—-C C Vv C

NS

Figure 24 - Corrélations hétéronucléaires observées en H
(en bleu, couplag®J ; en rouge, coupladé).

Les tacles observées sur le spectre HMBC correspondent@uplages?) et®J entre proton

et 13C. Cette expérience permet de renseigner sur femvement chimique immédiat
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chaque proton. Grace au spectre HMBC, il est plessli® positionner précisément les divers

groupements fonctionnels comme par exemple le pattache d’'un ose sur une aglycone.

L’expérience HSQC-TOCSY (Heteronuclear Single QuantCoherence — TOtal
Correlation SpectroscopY) est basée sur I'étude cdelations hétéronucléaires entre un
proton et les carbones situés dans le méme systérmgin (Kovéet al, 1997).

Les taches observées sur la projection d’'un protwrespondent a des corrélations avec les
carbones portant des protons situés dans le mésténsy de spin. La superposition du
spectre HSQC permet de déterminer les déplacenients °C exacts de ces différents
atomes.

Cette expérience est particulierement utile posrrdelécules présentant des systemes de spin

de taille assez importante (longs squelettes caébahphatiques, ou sucres par exemple).

L’utilisation des spectres enregistrés pour cegemtihtes expériences permet de
reconstituer la structure de molécule de prochegreche, a la maniere d’'un puzzle. Ces
techniques sont d’'une grande utilité pour l'idenéfion de nouvelles molécules naturelles
(Shoolery, 1984).

2) Données expérimentales
a) Matériel utilisé
Les analyses ont été effectuées sur deux typesederametres.

Un spectrometre Bruker AVANCE 3, de champ magnétii,1 T, opérant a 600,27
MHz en proton et équipé d’une sonde 5 mm TXI (&igétection inverse noyaux Xj-*C-
>N et d’une sonde 5 mm BB®-X, a 300 K.

Un spectrométre Bruker AVANCE DMX 500 de champ n&tgue 11,5 T, opérant a
500,12 en proton et équipé d’'une cryo-sonde 5 mrh T¥ spectrometre est situé au sein du
laboratoire RMN-ILP (RMN et Interactions LipideseR&ines), rattaché a 'TUMR CNRS 6026
(Université de Rennes 1), avec lequel le GESVABeti#ppe une collaboration.

Les échantillons sont dissous dans du méthanobde(€D30D) puis placés dans des tubes
NMR 3x100 mm de Bruker ou des tubes NMR 5x200 m8+80-QTZ de Norell en fonction

de la quantité d’échantillon.
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b) Paramétres d’acquisition

Les déplacements chimiques (les protons'H) et carbones-{C) ont été calibrés par
rapport au signal de résonance du méthanol. ll$ exprimés en ppm. Les constantes de
couplage, notée} sont exprimées en Hz.

Les principaux paramétres d’acquisition relatifx axpériences réalisées sont résumés dans
le tableau 26.

Les spectres enregistrés ont été traités avegiedbTopspin version 3.0

Tableau 26- Principaux parametres d’acquisition des séquences
RMN mono- et bidimensionnelle.

, . HSQC-
Expérience ProtofH  COSY ROESY HSQC HMBC L 5csy
Nombre de points  5,¢q 256 256 256 256 256
en F1
Nombre de scans 16 32 32 64 128 48

7211/ 7812/ 7211/

Largeur spectrale 8417 Hz 5411 Hz 7203 Hz 31700 Hz 33526 Hz 31700 Hz

Délai de 15s 1.799 s 15s 15s 15s 1.799 s
relaxation D1

Durée de 400 ms 150 ms

spin-lock

La quantité de solide dissoute dans le méthanat estre 1 et 5 mg, en fonction de la

masse de composé pur disponible.

C) Données complémentaires

1) Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire des composés a été mesurarspolarimétre Perkin-Elmer 241,
et le pouvoir rotatoire spécifique a été calculéugisant la loi de Biot. Les mesures ont été

effectuées dans le méthanol, a 25°C.

2) Coefficient d’extinction molaire

L’absorbance des molécules a été réalisée a ltHidespectrophotometre UV-visible

Cary 300 Bio de Varian dans des cuves de 1 cmitiét ga solutions de concentration précise.
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La gamme de longueurs d’onde analysée est 400419Qa coefficient d’extinction molaire
a été calculé en utilisant la loi de Beer-Lambéds mesures ont été effectuées dans le

méthanol, a 25°C.

Chacun des quatre composés purifiés a ainsi étyséna l'aide de ces diverses
techniques afin d’en déterminer la structure mdiicel Les résultats sont présentés molécule

par molécule.

II) Identification du composé A

Le composéA est I'espece majoritaire dans la fracti@ZNCA-X comme en
témoignent les profils CLHP enregistrés et les ¢t récoltées a Iissue de I'étape de

lyophilisation.

A) Résultats obtenus en FT/MS

1) Expérience en « Full scan »

La détermination de la formule brute de composésrinus doit s’appuyer sur les
étapes suivantes (Kind & Fiehn, 2007) :
1) identification des espéces majoritaires des spectseurce : ions quasi-
moléculaires, adduits, diméres, fragments, etc...
2) utilisation des mesures précises de masses
3) interprétation des rapports isotopiques pour camstdes hypothéses de formules
brutes
4) analyse des spectres de fragmentation pour confiresehypothéses
Nous présenterons en détail la méthode utilisée rtisonnement suivi a partir de I'exemple
du composé\.
Pour les autres molécules, les résultats obtemaats#écrits plus brievement.
Pour tout ce qui suit, on appellera ion quasi-makice I'espéce monoisotopique protonée en
détection des ions positifs et I'espéce monoisoiopidéprotonnée en détection des ions
négatifs.
Dans un premier temps, il est nécessaire de déterravec certitude les ions quasi-
moléculaires ([M+H] ou [M-H]) et/ou des adduits clairement identifiés. La meqécise

des écarts entre les rappart&zde ces especes est utilisée a cette fin.
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Le tableau 27 résume les principaux ions obsermds3d positive et négative (Hoffmann &
Stroobant, 2005).

Pour des raisons pratiques, les ions seront désjgardeur masse unitaire dans I'ensemble de
ce travail, sauf exception justifiée par I'existerde plusieurs ions possédant la méme masse
unitaire (composés isobares). Les écarts précisaese correspondant a des adduits de
natures différentes et a des pertes de neutresoda HCD seront toutefois indiqués lorsque
jugé utile.

Tableau 27- Principaux ions pouvant étre observés en E8taitts a la masse
monoisotopique* (M).

Ecart (en Th) a la masse

Mode d'ionisation Espece monoisotopique (M)
[M+H]* +1.00728
[M+NH4]* + 18.03383
[M+Na]” +22.98922
Positif [M+K]* + 38.96316
[2M+H]" M + 1.00728
[2M+NH,4]" M + 18.03383
[2M+Na]* M + 22.98922
[M-H]" -1.00728
[M+CI]” + 34.96940
Négatif [M+HCOO] +44.99820
[M+CF;COOT +112.98559
[2M-H] M-1.00728

* masse calculée sur la base de la masse des isatap@#aires des différents éléments constitutifs
de la molécule

10 uL d’une solution acétonitrile/eau a 10 % v/v deaamtration en molécul& égale
a 5mg/L sont injectés en LC-FT/MS (ce qui corregp@n50 ng injectés sur la colonne
chromatographique).
Le chromatogramme des ions totaux obtenu pourngoséA présente un seul pic (au temps

de rétention 0.8 min environ), ce qui semble comdir la pureté de la molécule (figure 25).
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Figure 25- Chromatogramme des ions totaux enregistré mocoinposé A (0.79 min).

Les signaux obtenus en ionisations positive et tivg@résentent des rapports signal/bruit

suffisants pour permettre leur interprétation (feg@6).
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Figure 26 - Spectre de masse FT/MS du compaésn mode positif (en haut)
et en mode négatif (en bas).
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En mode positif, les ions majoritaires sont de oafgm/z249, 267, 443, 841 et 863 Th. Un
ion m/z438 est également visible.

En mode négatif, on observe essentiellement lesderrapporta/z419, 455, 465 et 839 Th.
Les écarts de masse précise enregistrés permdtidentifier ces différentes especes, sur la
base des valeurs théoriques présentées dansdaudt.

L’ion quasi-moléculaire en mode négatif est de oapm/z419. L'ion quasi-moléculaire en
ionisation positiverfi/z421) est visible, mais de tres faible intensité.

La figure 27 présente la distribution isotopique lden quasi-moléculaire en ionisation
négative.

Un écart d’environ 1.003 Th est visible entre Ispéees. Cela correspond a la substitution
d'un carbone 12 par un carbone 13. Cette distobuttémontre que I'espece m/z 419 est
monochargeée (z = -1).

Le compos@ possede donc une masse unitaire de 420 g/mol.
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Figure 27 - Distribution isotopique de I'ion quasi-molécuain/z419 en mode négatif.
En ionisation négative, les espéeces de rappotzgl55, 465 et 839 Th correspondent

respectivement aux adduits chlorure ([M+£Hormate ([IM+HCOOQ)) et le dimére
([2M-H]").
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En ionisation positive, les ions de rappart& 438, 443, 841 et 863 Th correspondent
aux adduits ammonium ([M+NH3] sodium ([M+Na]) ainsi quaux pseudo-diméres
[2M+H]" et [2M+Na]. Les ions de rapports m/z 249 et 267 sont deseats.

La présence des ions iyH et HCOO s’explique par I'utilisation du formate d’ammonium

dans la phase mobile, tandis que le chlorure gbdéum proviennent de la verrerie utilisée.

L’ion quasi-moléculaire étant peu visible en moplesitif, nous détaillerons la
détermination de la formule brute du compd@sé partir du signal en ionisation négative
(espece [M-H).

L'interprétation de la masse expérimentale camstit’'étape suivante de cette
détermination. En effet, I'application QualBrowskr logiciel Xcalibur permet de générer des
formules brutes dont la masse théorique est proeh&a masse mesurée. Pour cela, nous
devons appliquer différentes contraintes au logjicie
Le composéA est une molécule naturelle. Qui plus est, le repgmtensité des ions &/z
419 et 421 en ionisation négative permet d’exctorge présence de Chlore (I'abondance
isotopique naturelle d¥/Cl est de 32,5%) ou de Brome (I'abondance isotapisgturelle du
81Br est de 98%).Nous limitons donc I'étude aux éltmeE, H, O, N, P et S. Compte tenu de
la masse molaire de la molécule, le nombre maxindes difféerents atomes est fixé
respectivement a 35, 70, 20, 10, 10 et 10.

Un calibrage interne ayant été effectué, la préoisie mesure de masse en LC-FT/MS
est inférieure a 1 ppm dans ces conditions. Nausr@rons donc toutes les molécules pour
lesquelles I'écart entre la masse théorique etdeew du rapportm/z de l'ion quasi-
moléculaire enregistré est supérieur a 1 ppm.

Comme décrit ci-dessus, I'ion de rapportz419 est un ion quasi-moléculaire (M-H)

il possede donc un nombre pair d'électrons, camtmaent par exemple a des especes
anioniques radicalaires pouvant étre générées pasgnisation électrospray. A ce niveau de
précision, la masse de I'électron (environ 5 1@ma) doit impérativement étre prise en
compte sous peine de compromettre les identifinatide compositions élémentaires. Une
consigne sur la parité du nombre d’électrons sena thtégrée au calcul qui suit.

Les formules brutes générées par le logiciel Xcalkur ces bases sont présentées dans le
tableau 28.
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Tableau 28- Formules brutes proposées pour I'ion quasi-maédie du composA.

Espéces proposeées Ecart avec la valeur mesuréerten

C15H3505N2S3 -0.233
C22H2708 0.284
C17H2403NgP -0.445
C17H3202N4P 0.674
C16H3804P3S 0.827
CasH2sN2PS -0.881
C10H32N10P S -0.961

La troisieme étape vers la détermination de la fdenbrute s’appuie sur les mesures
de rapports isotopiques. Le rapport isotopiqueneat/C*? est d’environ 1.1 %. Le rapport
d’intensité entre le pic monoisotopique (M) et ie monoisotopique + 1 (M+1, correspondant
a la substitution d’'un®C par un'*C) permet donc d’estimer le nombre de carbones daes
molécule organique (McLafferty & Turecek, 1993).

A titre d’exemple, la molécule de décangh, possédant 10 atomes de carbone, présente un
rapport (M+1)/M =10 x 1.1 = 11 % environ.

Dans le cas de la molécute le rapport mesuré est d’environ 25 %, ce quiespond a un
nombre de carbones compris entre 22 et 23 (figdyeEh considérant une marge d’erreur de
10 %, nous ne conservons que les molécules posssttam 20 et 25 atomes de carbones.
Parmi les formules brutes proposées au tableade2f seulement sont compatibles avec ce
critere : GoHo705 et GsHogNoPS.

Le rapport d’intensité des ionsn&/z419 et 421 permet d’exclure toute présence der&ouf
(I"'abondance isotopique naturelle S est de 4,4%). La structurexsB.gN-PS est donc
improbable et la quatrieme étape, I'analyse destsgse de fragmentation, va en apporter

confirmation.

2) Etude de la fragmentation

L’application d’'une énergie de 40 eV sur la cellHED permet de fragmenter le

composéA. Le spectre de masse enregistré en mode nédgapifésente a la figure 28.
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Figure 28 - Spectre de masse du compAsébtenu en fragmentation HCD
avec une énergie de 40 eV (mode négatif).

La précision de mesure de masse est conservéedmHED.

Le processus de dissociation induite par collisondes atomes de gaz neutre nous obligeant
a considérer la formation d’especes non radicaateadicalaires, nous ne présumerons donc
pas de la parité électronique des fragments généreés

Pour chaque molécule, les contraintes concernanmolmbre maximum des différents
éléments sont fixées par la formule brute étudia: exemple pour la formule brute
C22H270g, Nnous ne choisissons que des atomes de C, H &at€0,des maxima respectifs de
22,27 et 8.

Pour chaque fragment, la formule brute la plus lpeate la valeur mesurée est présentée a la

figure 29.
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Figure 29 - Interprétation de la composition des fragmemettadnoléculed
sur la base des deux formules brutes proposées.

Pour la formule @H2sN2PS, plusieurs fragments présentent un écart trpertant entre la

masse théorique de la formule brute proposée repleort m/z effectivement enregistré. Ces

valeurs sont incohérentes avec les performancds HE-FT/MS en termes de précision de

mesure de masse.

En revanche, tous les fragments peuvent étre nétexp avec une précision de mesure de

masse inférieure a 1 ppm pour la formule brutgHgzOs : il s’agit donc de la composition de

I'ion quasi-moléculaire.

L’application de ces différentes regles permesiatte déterminer avec certitude la

formule brute de la molécuke : CooH2¢0s.

En ce qui concerne l'interprétation du spectre dgrhentation, nous pouvons calculer les

écarts de rappornh/zentre I'ion quasi-moléculaire [M-H]- (fixé alor@mme référence a 0) et

les fragments observés. Des formules brutes pe@tentassociées aux pertes de fragments

enregistrées. Les résultats de cette étude sosenes a la figure 30.
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Figure 30- Interprétation des écarts entre I'ion quasi-roolgire et les fragments HCD
enregistrés en mode négaitis précisions de masse sont données en mmir(nité de masse).

La figure 30 permet d'observer des départs sudses® groupements méthyle,
meéthoxy et/ou formaldéhyde.
Nous avons pu réaliser des expériences de fragtimemtamplémentaires a l'aide d’'un LTQ-
Orbitrap Velos, dans le cadre d’'une collaboratieecde Docteur Eric Génin, responsable du
laboratoire d’application de la société Thermo Eistscientific (les Ulis, France). Ces
expériences MSont confirmé le départ successif de quatre gro@mesn —CH. La molécule
A contient donc quatre méthyles.
En outre, ces expériences ont permis de montrerlegidragments 249 et 267, visibles
en « Full scan » positif, proviennent des dimé2dg{H]" et [2M+Na] .

B) Résultats obtenus en RMN

5 mg du composA ont été analysés dans un tube 5 mm a l'aide dutrepeétre Bruker 600.
Les données RMN du protdid et du carboné®C (obtenues & l'aide des expériences de
corrélations hétéronucléaires) sont présentéesrmexa.

Les résultats obtenus en LC-FT/MS ont facilitétEmprétation des spectres RMN.

Les déplacements chimiques enregistrés sont sigslai ceux publiés par (Nabett al,
1987) et complétés par (Rahmam al, 2007b) pour un composé nomrh@nirésinol.
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L’interprétation des résultats des différentes epées de RMN confirme la similitude de la
structure du compos® avec celle ddyonirésinol, qui est ainsi connue depuis de nombreuses
années et décrite a plusieurs reprises. Par comstaquous ne détaillerons pas la résolution de

la structure du compog€ a partir de I'exploitation des spectres de RMN 2D.

C) Données complémentaires

Pour une concentration de 0.5g/LA&non calcule log()=2.57 pour ui™* de 278 nm.

Le pouvoir rotatoire mesuré est nul.

D) Discussion

La formule brute duyonirésinol est G,H,sOg, ce qui correspond a la composition
trouvée en LC-FT/MS.
La convergence des résultats obtenus en LC-FT/M&eRMN avec les caractéristiques
publiées précédemment nous permettent donc d’etaldi le composA est lelyonirésinol
(figure 31).
La formule semi-développée dyonirésinol nous suggére que le fragment majoritaire de
rapport m/z 249, observé en ionisation positive, provient é'uperte d’'un groupement

diméthoxyphénol et d'une déshydratation.

H;CO OCHj;
OH

Figure 31 - Formule semi-développée du (z)-lyonirésinol (paseA).

La valeur nulle mesurée pour le pouvoir rotatoivelgbnirésinol purifié a partir du bois de
chéne signifie que ce composé est présent sou® fdum racémique cheQuercus petraea
Le méme résultat a été obtenu par Nabetl. (1987) cheuercus robur

Le lyonirésinol est un lignane, formé de deux sonites syringyles. Il a été identifié pour la
premiere fois par Kato (1963) dans le bois de Beshyonia ovalifoliavar. elliptica. On le

trouve également dans diverses espéces végétales, des rapports énantiomériques
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variables, et sa voie de biosynthése a été étadiaitail (Rahmaet al, 2007a; Rahmaet
al., 2007b).

Sa présence a été recensée dans le gaumecus(Seikelet al, 1971; Nabetat al, 1987;
Vivas et al, 1998), mais aussi dans diverses eaux-de-vie &eseus bois (Nabett al,
1987; Arramon, 2001; Koget al, 2007) et dans les vins (Moutourstal, 1989).

Arramon (2001) indiqgue que les vins ne contienrpas delyonirésinol, en dépit de sa
présence dans le bois de chéne utilisé pour lacktlam des barriques et sa relative résistance
au traitement thermique (Samtial, 1990). Des études quantitatives, présentéeslaastie
lll de cette these, nous permettrons de nous posigr sur ce sujet.

Par ailleurs, ce lignane posséede une activité améigene et antioxydative (Azhar et al,
2006; Takemotet al, 2006).

De facon plus surprenante, Vivas (1997) affirme tpdyonirésinol est de couleur rouge
vermillon. Une étude plus récente a laquelle aippé cet auteur (Nonieet al, 2009),
suggere dailleurs que ce lignane pourrait, erorage sa couleur rouge supposée, participer a
la coloration brune du bois de chéne utilisé emédiarie. Or, le lyonirésinol que nous avons
purifié se présente sous forme d’'une poudre blagnabeméme titre que celui décrit par
Nabeteaet al (1987), ainsi que par Rahmanal. (2006b).

Il semblerait par conséquent que le composé Eaid/ivas (1997) et Nonieat al. (2009) ne
Soit pas pur.

[1) Identification du composé B

4.9 mg du composi ont été récupérés a l'issue de la CLHP prépardthegite au chapitre 5.
Cette molécule se positionne donc au second rartgreres d’abondance dans la fraction
CZNCA-X.

A) Résultats obtenus en FT/MS

1) Détermination de la formule brute

Les résultats de FT/MS présentés ici ont été estrégia partir de I'injection de 1@
d’une solution acétonitrile/eau (10 % v/v) de cartcation 10 mg/L en compo&?
Le chromatogramme des ions totaux obtenu pourrngoséeB présente un seul pic (au temps

de rétention de 2 min environ), ce qui confirmeulaeté de la molécule.
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Le signal ionique enregistré est relativement is¢ea la fois

en mode positif et en mode

négatif, et les spectres obtenus sont présengésgute 32.
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Figure 32 - Spectres de masse FT/MS du comsf modes positif (a) et négatif (b)
L’encadré correspond au détail de ce dernier spectiour de I'ion de rapport m/z 487.

Les principaux ions observés sont de rappots315, 489, 506, 511 et 994 en mode positif

etm/z487, 601 et 975 en mode négatif.

L’interprétation de ces deux spectres de massegiatenmontrer que la molécuBepossede

une masse unitaire de 488 g/mol. Les ions obsqreégent en effet s’expliquer de la fagon

suivante (tableau 27) :

En mode positif, les ione/z 489, 506, 511 et 994 correspondent respectiverdent
I'espéce [M+H] ainsi qu’aux adduits [M+Ng*, [M+Na]* et au dimére [2M+N}". L’ion

315 est vraisemblablement issu d’'une fragmentation.

En mode négatif, les ioms/z487, 601 et 975 correspondent respectivemenspde
[M-H] ", a I'adduit [M+CRCOO]J et au dimere [2M-H] (I'encadré de la figure 32 confirme

gue I'espéce dm/z487 est monochargée).
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La présence du trifluoroacétate est certainemedd k I'utilisation préalable d’acide

trifluoroacétique dans le systeme LC-FT/MS.

La détermination de la formule brute est effecteéemode négatif, a partir 'espece de
rapport m/z487.

En suivant le raisonnement décrit pour la molééul@ous pouvons conclure que la formule
brute de la moléculB estC,,H3,01, Ce que corroborent les compositions proposéesiesu

autres ions principaux décrits plus haut (écantemtide 0.04 ppm a 1.1 ppm).

2) Etude de la fragmentation

Une énergie de 80 eV est appliquée sur la cell@®H

En ionisation négative, un ion de rappariz 169.01253 est visible, de formule brute
C7/HsOs (figure 33). Cet ion peut correspondre a un gallgtoupement présent dans diverses
molécules du bois de chéne. En outre, on peut gatan écart de 152.01096 um sépare l'ion
m/z 487 ([M-HJ]) de I'ion m/z 335, ce qui correspond au départ d’'un groupkl,O,,
caractéristique d’'un groupe galloyle terminal.
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Figure 33 - Spectre de masse du compBsgbtenu en fragmentation HCD avec une énergie
de 80 eV en mode positif (en haut) et en mode ifggatbas).

Enfin, la fragmentation en mode positif montre @m ide rapportm/z 315, associé a la

formule G3H1s00", qui pourrait correspondre a un hex@@alloylé déprotoné. Le départ
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d’'un hexose gH1005 (-162 um) permet d’expliquer le fragment majorgailu spectre en/z
153. De formule brute {1504, cet ion est, lui aussi, indicatif d’'un groupelggle.

L'utilisation d’'un spectromeéetre de masse réalisdes expériences de NMSermettrait
d’étudier cette hypothese de facon plus approfondie

Les expériences de spectrométrie de masse avendnagtion semblent donc montrer la
présence d’'un groupement gallate dans la molé@&utlui-ci étant vraisemblablement situé
en bout de chaine.

B) Résultats obtenus en RMN

4 mg du compos8 ont été analysés dans un tube 5 mm, a l'aide datispnetre
Bruker 600. Les données RMN du protid et du carboné®C (obtenues a l'aide des
expériences de corrélations hétéronucléaires)méstntées en annexe.

Les déplacements chimiques observés sont similairesux décrits par (Tanaka & Kouno,
1996) et complétés par (Massehal, 2000) pour le dérivé 83-gallate de I'acide (349)-4-
S-D-glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoique (figure .34)

L’interprétation des expériences de RMN bidimensalles tend a confirmer la similitude de
la structure du compodg avec celle de cette molécule. Toutefois, de la enfagon que pour
le composéA, nous ne détaillerons pas le raisonnement conulugséa détermination de la
structure deB a partir des données RMN, car la molécule est worat ce raisonnement a
déja été présenté dans la littérature (Masiat, 2000).

C) Données complémentaires

Pour une concentration de 0.25g/LBron calcule log()=3.07 pour un"*de 277 nm.
Le pouvoir rotatoire mesuré es0-:017 pour une concentration Bnde 0.092 g/100mL. On

calcule alors le pouvoir rotatoire spécifiqué’E -18.5°.

D) Discussion

La formule brute du composé identifié par Tanakal (1996) est &H3,0;, et sa
formule semi-développée montre la présence d'urumpment gallate terminal, ce qui
correspond aux résultats obtenus pour le compase LC-FT/MS.

Les données RMN, le coefficient d’extinction modaet le pouvoir rotatoire sont également

similaires aux valeurs publiées.
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Nous pouvons donc en déduire que la molé&ilest ledérivé 6’-O-gallate de I'acide

(35,49)-4-p-glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoiquéfigure 34).

OH

bYs

Figure 34 - Formule semi-développée du dérivédsgallate de I'acide Q4S)-4-4-D-
glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoique (compB3e

Les données RMN permettent de déterminer la cordtmn relative des centres stéréogenes
de la molécule. Compte tenu de la similarité duvpaurotatoire mesuré avec celui publié par
Tanakaet al, la stéréochimie absolue de la molécBlest vraisemblablement identique a
celle de la molécule décrite dans la littératueedlucopyranosyle est donc visiblement de

configuration D).

L’ion de rapportm/z271 enregistré en mode HCD négatif résulte vrdidanement
de la fragmentation du glucose, selon un schénmradmanu, présenté a la figure 35 (Domon

& Costello, 1988; Cuyckens & Claeys, 2004).

OH
HO
m/z216
HO C11H2004
m/z272 (0]
Cy1H;20g

Figure 35- Schéma de fragmentation conduisant a I'ion de2il enregistré en négatif.
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L’ion de m/z 315 observé en HCD positif est obtpau rupture de la liaison entre le carbone

anomere du glucose et I'oxygéne relié a I'acideatque.

Le dérive 6'0O-gallate de [lacide (849-4--D-glucopyranosyloxy-3-
meéthyloctanoique a été identifié pour la premi@is fdans le bois delatycarya strobilacea
Sieb. et Zucc (Tanaket al). Les auteurs ont considéré cette molécule commerécurseur
potentiel de Ig3-methyl+y-octalactone, couramment appelée wkisky lactoneadulactone,
dont les propriétés olfactives ont été décritesdarchapitre 3. Nous le noterons déhuVL .

En 2000, Massost al. ont identifié le composB dans un extrait de bois qaercus petraea
et ont confirmé qu'il était un des précurseurs aleisp-methyly-octalactone, via une étape

d’hydrolyse puis une lactonisation (figure 36).
0

o
o
Composé B — OH — = Whisky lactone
OH

Figure 36 - Schématisation de la formation de gimethyly-octalactone (whisky lactone)
a partir duP-WL (composéB).

Massonet al. ( 2001) ont également quantifié cette moléculesdarbois de chéne et ils ont
montré dans la méme étude qu’elle constituaitilecpgral précurseur de la whisky lactone. La
libération de cette derniére a partir B&WL se fait au cours de la maturation du bois, sous
'action de microorganismes, ainsi qu'au cours d&ape de chauffe de la barrique
(Wilkinson et al, 2004).

A notre connaissance, la présence du dérivé-gallate de l'acide 4S9-4-5-D-
glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoiquie-{WL) dans le vin ou les eaux-de-vie, ainsi que ses

éventuelles propriétés organoleptiques n'ont jar@gisiécrites.

IV) Identification du composé C

Le composéC est nettement moins abondant dans la fradB@NCA-X, puisque
seulement 1.2 mg a été réecupéré a lissue de laRCpi¢parative effectuée au cours du

développement de la méthode de fractionnement.
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A) Résultats obtenus en FT/MS

1) Détermination de la formule brute

Les résultats de FT/MS présentés ici ont été estrégia partir de I'injection de 1
d’une solution acétonitrile/eau (15 % v/v) de cartcation 10 mg/L en composa
Le chromatogramme des ions totaux obtenu pourngoséC présente un seul pic (au temps
de rétention de 2.3 min environ), ce qui confirm@ureté de la molécule.
Comme le montre la figure 37 le spectre de massegistré en mode négatif est constitué

d’'un ion majoritaire a m/z 817 et de signaux desghible abondance de rapports m/z 655,
853 et 931.

817.40149

C43He1015

100 = -0.12842 ppm

95 =

90 =

85 3

80 3

75 3

70 %

65

60

55 3

50 3
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40 3

35 3

30 3

25 3

20 3

15 3

10 _; 655.34839 Cffa:zglé cl 931.39417

5_; C37Hs1010 -0.97325 ppm Cs5He2017F3
0 Sererer —\0.5832‘9 Ppm\ e I I : uu - ) N ‘ -0.\314(30 pl?m
T T T T T T T
650 700 750 800 850 900 950

m/z

Figure 37 - Spectre de masse du comp@sén mode négatif.

En mode positif, le signal est nettement moinsnisie: le spectre de masse présente
un grand nombre d’ions, notamment de faibles rdappom/z correspondant

vraisemblablement a des fragments. Toutefois,dasm/z 657, 819 et 841 sont nettement
visibles.
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Les différents ions observés peuvent étre integpréé la facon suivante :
- En mode négatif, I'ion majoritain@/z817 correspond a I'espéce [M-HlL.es ionam/z
853 etm/z 931 sont associés respectivement aux adduits [M€€C[M+CRCOO].
L’ion m/z655 est un fragment généré au cours de l'ionisatio
- En mode positif, les ions/z819 et 841 résultent respectivement de la proimmatt
de la cationisation par le sodium de la moléculetnee tandis que I'iomm/z 657
correspond vraisemblablement au méme fragment glueassocié a l'iom/z655 en

mode négatif.

L’interprétation des spectres de masse en moddifpesinégatif permet donc de
proposer une masse unitaire de 818 g/mol pour léculeC.
La détermination de la formule brute est réaliséels base de I'ion majoritaire du spectre
d’'ions négatifs an/z817. Le détail du spectre de masse, présentdigule 38, permet de

confirmer que cette espéece est monochargée (z=1).

100 817.40106

95
1)
85
80
75
70
65
60
55
50 818.40417
45
40
35
30
25
20
15 819.40686
10

5 L L 820?0948
o

0 B b i s e T i L T
8175 818.0 818.5 819.0 819.5 820.0 820.5 821.0
m/z

Figure 38 - Détail du spectre de masse du composih mode négatif
permettant de déterminer le rapport isotopiqueéaspécem/z817.

Le rapport isotopique expérimental (M+1)/M est dieon 48 % (figure 38).

Le logiciel Xcalibur propose la formule,§s:0;5 pour cet ion, avec un écart de 0.2 ppm par
rapport a la valeur théorique.

En suivant le raisonnement décrit pour la molééylaous pouvons conclure que le composé
C a pour formule bruteCasHe:015, Ce que confirment les compositions associées aux

différents ions décrits ci-dessus (écarts comprigeed.2 et 0.9 ppm).
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La détermination de la formule brute est un élénuapital en vue de l'identification de la
structure moléculaire. Ce résultat confirme en els performances de la LC-FT/MS en
termes de fidélité du ratio isotopique mesuré (Etval, 2009; Xuet al, 2010).

2) Etude de la fragmentation

La fragmentation du compo$g par application d’'une énergie HCD de 80 eV, cdndua

formation de nombreux ions visibles sur le sped&@enasse, comme le montre la figure 39.

655.34817
C37Hs51010

100 5 -0.08555 ppm
95 3
90 3
85 o
80 J
75 3
70 3
65 3 593.34782
E C3sHa9 O7
60 3 -0.01010 ppm
55 g
50 3
45 3
40 3
35
30 3
25 3
20 3
3 817.40138
153 169.01289 697.35848 Ca3He1 O1s
104 C7HsOs 503.33734 C3gHs30n1 0.41132 ppm
5 3-4.77919 ppm C30Ha7Os -0.43662 ppm
E 0.15614 ppm
Lulid L L L | | | |
0 ftittrjtrrvryrgprrrryyryvrryrrrrtvyryvyvyr&rrr|rrrrrJrrtrr|rrrrrJjrrrr|rrr 1111
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Figure 39 - Détail du spectre de fragmentation en mode ifédjatomposéC
par application d’'une énergie HCD de 80 eV.

L'ion m/z655, également observé sans fragmentation, egtelde majoritaire. La mesure de
sa masse exacte permet de lui attribuer la forrbulde G;Hs,0,0. La différence avec
'espece [M-H] est une structure neutre egHzOs, qui correspond vraisemblablement a un
groupement hexose déshydraté (glucosyle par exemgrieontré dans divers composés du
bois de chéne ; Ribéreau-Gayenal, 1998a). Il est fréquent d’'observer la perte diah
groupement au cours de l'ionisation, ce qui estoat avec la présence de I'ion négati
655 et de l'ion positiim/z657 en absence de fragmentation. Il est ainsipgiabable que le

composé&C contienne un groupement hexose

En outre, un iom/z169 est également enregistré en mode négatiiorsaile brute, GHsOs,

évoque un gallate. L'ion de rappari/z 503, visible sur le spectre, et de formule brute
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Cs0H470s, correspond a une espéece formée par la pertegdaupement @H,0, vis-a-vis de

ion m/z655. Ces résultats suggerent la présence d’'urpgnoent galloyledans la structure

de la molécule€.
L’étude du compos€ en MS pourrait permettre de savoir si ces deux groupésrsamt liés.
Toutefois les hypothéses suggérées par les résehaf T/MS constituent une aide précieuse

pour la détermination de la structure moléculaifaide de la RMN.

L'utilisation de la LC-FT/MS nous a donc permiobtenir la formule brute de la
moléculeC, mais également de suggérer la présence de grempemalloyle et hexose. Si
cette technique ne permet pas la déterminatiom fierinule semi-développée des molécules,
elle fournit toutefois des informations importantécilitant I'interprétation des données de

résonance magnétique nucléaire.

B) Résultats obtenus en RMN

A notre connaissance, aucun composé de formule igits,O.5 n'a été décrit dans
le bois deQuercus petraeala composition élémentaire permet de calculemdenbre

d’insaturations (IN de la molécul€ :
Ni=(QC—-H+2)/2

ou C etH désignent respectivement le nombre d’atomes dmoaret d’hydrogene.
La moléculeC contient ainsi 13 insaturations.
L’identification des composés etB n’a pas été détaillée dans les paragraphes préséacimn
elle est déja décrite dans la littérature.
En revanche, aucune donnée RMN ne semble dispgnilblele compos€. Par conséquent,
le raisonnement conduisant a la détermination detreature sur la base des expériences de
RMN est présenté de facon détaillée dans ce palagra

En raison de la faible quantité de compG@Gséisponible (1.1 mg), les analyses ont été
effectuées dans un tube de 3 mm a laide du speetre Bruker 500 équipé d’'une
cryosonde, dans le cadre d’'une collaboration dett@ ESVAB et le laboratoire RMN ILP
(UMR 6026, Université de Rennes ).
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1) Détermination des principaux groupes fonctionnel

Les rapports signal/bruit observables pour lesédkfites expériences sont bons et
rendent donc leur interprétation possible.

Dans un premier temps, I'étude des spectres 1[Depe&¥met d’observer plusieurs
signaux patrticuliers.

Un singulet intégrant pour 2 protonsS&.1 ppm et portés par det3C ded 108.2
ppm est caractéristique de deux C-H équivalenisciis dans un cycle aromatique. Il s’agit
du seul signal observable dans la zone des prat@reatiques. Le spectre HMBC montre
que ce signatH corréle notamment avec des carbones situés darenk des aromatiques a
120.2, 138.7 et 145.2. Les déplacements chimiqeesed deux derniers signaux suggerent
I’hydroxylation des carbones (phénols).

En outre, le proton & 7.1 ppm corréle en HMBC avec UAC & 166.8 ppm, associé
généralement a la présence d’'un groupement camdesyérifié.

Ces différents signaux sont ainsi caractéristigdies groupe galloyle L'attribution des

signhaux associés aux différents carbones serarpééseltérieurement.
Ce résultat est cohérent avec les observationgsaggnéntation en spectrométrie de masse

décrites au paragraphe précédent.

Un proton, sous forme de doubled .38 ppm, est porté par un carbone a 94.5 ppm.
Ce signal est caractéristique du proton anoméridudSQC-TOCSY montre que les
carbones a 61 .1,6 69.7,6 72.6,6 76.9 ets 77.2 ppm portent 6 protons situés dans le méme
systeme de spin que cet anomeére, respectiventeBta® etd 3.82 (géminés) 3.36,6 3.31,
0 3.44 et 3.35 ppm.
Ces signaux caractéristiques montrent ainsi qaengoséC contient un groupement hexose.

L’attribution des atomes de ce groupement seralldétaltérieurement.

6 singulets intégrant chacun pour 3 protons, s@ibles aé 0.76,5 0.86,6 0.95,8
0.96,6 1.08 etd6 1.19 ppm. L'expérience HSQC permet de montrerggbnt respectivement
portés par des carbones 46.3,6 12.3,6 27.4,6 23.56 15.7 et 23.4 ppm.

Ces signaux sont caractéristiques de 6 groupemmdhyle fixés sur des carbones

guaternaires (« méthyles angulaires »).
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Un carbone & 176.7 ppm est observable. Il s’agit vraisemblaleletd’un _groupe
carboxyle Nous ne pouvons affirmer, sur l'unique base dedéplacement chimique, s'il
s’agit d’'un acide ou d’un ester. Cette questiom si&veloppée ultérieurement.

3 signaux'H sont observés & 3.27,5 3.45 etd 3.76 ppm, intégrant chacun pour un
proton. lls sont respectivement portés par desocad a5 80.9,5 76.4 etd 67.9 ppm. Ces
signhaux caractéristiques montrent que la moléCutmntient, outre le groupement hexose, 3

fonctions alcools secondaireEn outre, deux protons géminess &.07 et 4.23 ppm sont

portés par un carbon&d5.2 ppm. Ces signaux montrent que ce €#i oxygené.

Un proton est observables&.33 ppm, sous forme d’un triplet. Il est porté pa*’C

ad 123.1 ppm. Ce signal est caractéristique d’'ungpratiéfinique :_une double liaison C=C

est ainsi présente dans la molécGleHormis les signaux évoqués précédemment, seul le
carbone 6 143.5 ppm présente un déplacement chimique cobdpativec un état
d’hybridation sp2. Le spectre HMBC confirme qu'iitevoisin duC a5 123.1 ppm.

Ces difféerents groupements sont responsables deaBurations de la molécule. Les
déplacements chimiques #iC montrent que la molécuf@ ne contient pas d’autres liaisons
multiples C-C. Par conséquent, les 5 insaturati@estantes sont vraisemblablement dues a
des cycles aliphatiques.

En outre, I'analyse de la molécule en FT/MS a mig@dence la présence d'un fragment de

formule GoH,47Os, correspondant a la perte du galloyle et de I'sexo

L’ensemble de ces observations indique que le stgaale la molécul€ pourrait étre
de nature triterpénoide pentacyclique (Mahato &dly 1994).
L’interprétation des corrélations 2D, exposée dansaragraphe suivant, permettra d’étudier
cette hypothese, de montrer comment les groupenfentgionnels sont attachés a la

moléculeC, et ainsi d’en déterminer la structure complete.

2) Détermination de la structure compléte et attrilmtion des
déplacements chimiques

a) Détermination de la génine

La génine, ou aglycone, est le squelette prinaipat triterpénoide, sur lequel divers
groupements (oses, acétate, gallate par exempleepeétre fixés. Elle comporte 30 atomes

de carbone.
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Une partie des déplacements chimiques de la m@€&csbnt semblables aux données
relatives a l'arjungénine (Hondd al, 1976; Nandyet al, 1989; Jossangt al, 1996). Cette
molécule est un triterpénoide de type polyhydrosgnbhne, de formule brutesd8sOe,
identifié dans diverses especes tropicales dentdléaCombretaceaeSa structure comporte 5
cycles a 6 atomes de carbones (notés A, B...E), @usisix méthyles angulaires, une
fonction acide carboxylique, 4 fonctions alcoolsm®laires et une oléfine (figure 40). La
composition de l'arjungénine est cohérente avdoraule brute proposée pour le fragment
m/z503 observé en FT/MS.

OH

Figure 40 - Structure de I'arjungénine.

Les résultats des expériences RMN 2D effectuéamgitent de vérifier si la génine de la
moléculeC est bien l'arjungénine.
L’attribution des protons aux carbones qui lestgmir est effectuée grace a

I'expérience HSQC.

Le spectre HMBC montre une corrélation entre Igsddonss 0.95 ppm, portés par le
13C 46 27.4 ppm, et 1&°C a5 23.5 ppm. De méme, les 3 proten8.96 ppm, portés par ce
dernier carbone, corrélent avec i€ 9 27.4 ppm. Ces atomes appartiennent aux deux
méthyles angulaires 29 et 30, H29 et H30 corradaat un carbone quaternairé 34.4 ppm
(C20). D’autres corrélations HMBC sont visiblesrerles protons H29, H30 et 1&C &5 80.9
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ppm (hydroxyl€é) ; ce dernier est donc le C19. Laec&OSY montre que le H19, sous forme
d’un doublet & 3.27 ppm, est voisin diH & 3.05 ppm, qui est ainsi le H18. La HSQC-
TOCSY confirme que ces protons sont dans le méstérsg de spin.
Le proton H18 a une position stratégique. En effet,le spectre HMBC, nous observons des
corrélations entre ce proton H18 et 16 a5 26.9, 41.2, 45.6, 80.9, 123.1, 143.5 et 176.7
ppm, qui sont attribués respectivement aux C16,, €47, C19, C12, C13 et C28. Ces
corrélations permettent de confirmer la jonctios dgcles C, D et E. Une double liaison C=C
lie les carbones sp2 C12 et C13.

Le carbone carboxylique @176.7 ppm corréle avec H18, H16 et deux protoss a
1.66 et 1.76 ppm, portés par le méme carbone a@iyv; il s'agit des H22 et C22. Ces
résultats confirment la position du groupe carbexgur le C17. En outre, une corrélation
HMBC est visible entre C22 et les protons géminéd ®1 et 1.76 ppm, portés parf€ as
28 ppm. La carte COSY montre que ces protons saising des H22, et la HSQC-TOCSY
confirme que ces 4 protons sont dans le méme sgstknspin ; les signaud a6 1.01 et
1.76 ppm correspondent donc aux H21.
La COSY montre que les H16 corrélent avec deuxopsots 0.95 et 1.62 ppm. Il s’agit des
H15 (la HSQC-TOCSY confirme que H15 et H16 sontsdEnméme systeme de spin). Les
atomes des cycles D et E sont tous attribués.

Les 3 protons du méthyle angulaire H27 correlentHdBC avec les C13, C14
(quaternaire) et C15 ; et H15 avec C27. Cela corfigue ce méthyle 27 est situé sur le C14.
En outre, une corrélation est visible entre H27uetcarbone quaternaire ca39.4 ppm,
correspondant au C8. Ce carbone corréle égalemeat@atriplet'H & 1.85 ppm, qui est donc
H9. L'HSQC-TOCSY montre que H9 est dans le mémeesys de spin que H12 et qu’'un
proton a 2.02 ppm, correspondant aux H11. Les ledivés HMBC H11-C12, H11-C13 et
H11-C9 confirment cette attribution. Ces résulttblissent la jonction entre les cycles B et
C.

Les 3 protons du singulet0.76 ppm présentent des corrélations HMBC avec les
carbones C8 (quaternaire), C9 et C14, ce qui déteria position du méthyle angulaire 26
sur le C8. Par ailleurs, les protons H26 corrétargc le**C a6 31.9 ppm, qui portent deux
protons géminés & 1.26 et 1.42 ppm. Il s’agit des H7, dont la HSQUQCSY révele qu’ils
sont dans le méme systéme de spin que 184 ks 1.39, 1.48 ppm (H6) et 1.38 ppm (H5).
Ces attributions sont soutenues par les corréattMBC C5-H6, C5-H7, C7-H5, C7-H6.
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Les protons H9, H5, H11 et H6 correlent avec un mé&arbone quaternairesa37.7 ppm.
Ces corrélations permettent ainsi d’attribuer lplaégement 37.7 ppm au carbone 10 et de
confirmer la jonction entre les cycles A et B.

Les 3 protons du méthyle angulaire H25 corrélentHMBC avec les C9, C10
(quaternaire) et C5. Le C25 corréle également aleet H9. Cela confirme que ce méthyle
25 est situé sur le C10. En outre, on observe ongélation HMBC de H25 avec UiC a6
46.4 ppm et de C25 avec deux protons géming®.29 et 1.98 ppm, portés par C€ a¢
46.4 ppm. Ces signaux permettent d’assigner letGse H1.

La COSY montre nettement une corrélation entrédlegt un proton a 3.76 ppm, porté par un
carbone oxygéné comme l'indique la valeur de sqgrladément chimique ; il s’agit du H2.
Ce dernier correle également en COSY avec le pr@to8.45 ppm, qui est le H3 (également
porté par un carbone oxygéné). La HSQC-TOCSY, ajnsi diverses corrélations HVIBC,
confirment ces attributions.

H3 et H5 correlent en HMBC avec un carbone quaieri@a 42.4 ppm ; il s’agit du C4.

Des corrélations HMBC sont visibles entre le siegt 4 0.86 ppm et les carbones
C3, C4 (quaternaire) et C5. Ces 3 protons sonépquar 1€°C a6 12.3 ppm, qui corréle avec
H3 et H5. Ces résultats confirment la position dithyle angulaire 24C a6 12.3 ppm) sur
le carbone 4.
Par ailleurs, des corrélations similaires sont olades avec le carbone a 65.2 ppm et les

protons a 4.07 et 4.23 ppm ; ces atomes sont [8CiA23.

L’étude des corrélations HSQC permet dans un pretemps d'associer les protons
aux carbones qui les portent. L'analyse des c&itddBC, COSY et HSQC-TOCSY conduit
ensuite a la détermination de la structure moléeulde proche en proche, ainsi qu'a

I'attribution des déplacements chimiques caradiftiss des différents atomes (tableau 29).
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Tableau 29- Assignement des déplacements chimidtiest *C enregistrés
pour la génine de la molécutz

Position = *3C (ppm) H (@ =Hz) Position | *°C (ppm) 'H (= Hz)
1 46.4 0.99 16 26.9 1.
1.98dd (12.3: 4.3) 23td (13.7; 4.3)
2 67.9 3.78d (9.9; 4.3) 17 45.6
3 76.4 3.451 (9.9) 18 43.7 3.05 (4.0)
4 42.4 19 80.9 3.2d (4.0)
5 47.8 1.38n 20 34.4
6 17.8 1.48n 21 28 1.0Im
1.39m 1.76m
7 31.9 1.26n 22 31.7 1.66n
1.42m 1.76m
8 39.4 23 65.2 407 (11.3)
9 48 1.85 (9.3) 4.23d (11.3)
10 37.7 24 12.3 0.8
11 23.6 2.02n 25 15.7 1.08&
12 123.1 5.33(3.3) 26 16.3 0.76&
13 143.5 27 23.4 1.1%
14 41.2 28 176.7
15 27.8 0.95n 29 27.4 0.95
1.62m 30 23.5 0.96

Par conséquent, I'interprétation des spectres RMierenis de confirmer la similarité
du squelette général entre la génine de la molételiel’arjungénine.

Il nous reste toutefois a étudier la stéréochiraiative des centres stéréogénes. En effet, si la
RMN ne permet pas de caractériser la configuratbsolue d’'une molécule, il est en
revanche possible de déterminer la configuratidetive des cycles, grace aux constantes de
couplage des signadi et & I'expérience ROESY.

En effet, la multiplicité d’'un signal de RMNH fournit des informations sur
'environnement chimique du proton, et notammemtlstnombre et la position des protons
Voisins.

Dans le cadre d’'un cycle aliphatique, la valeurlaleonstante de couplage dépend de la
nature de ce couplage. Lorsque les deux protonsdsors une conformation transdiaxiale
(figure 41), le couplage scalaire est intensea &oinstante de couplagg.=k élevée (8-10 Hz
environ). Le couplage scalaire est plus faibledoesles protons sont en position axiale et

équatoriale ; la constantg.dqest plus faible (3-4 Hz).
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Figure 41 - Nature et intensité relati\des couplages Hdans un cyclohexa.

La constante de couplage entre H2 et H3 est 9.9cElzqui caractérise une interact
transdiaxale.
En revanche, cette constante est de 4 Hz entreeHHA.¢; ces deux protons sont donc

configuration axiale — a@gatoriale

L’expérience ROESY met en évidence les interactidipplaires. Elle permet ¢
connaitre les protons qui sont proches dans I'espeicdonc de préciser la configurat
relative de la molécule.

La figure 42présente quelques corrélations ROI utilisées dans ce but.

Figure 42 - Corrélations ROESY permettant de déterminer la stiénie relativ
de la génine de la molécule
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Les protons H2, H24 et H25 corrélent deux a deul5 HKorrele également avec H26.
L’ensemble de ces protons sont donc dans le mémeeaipace (enis).

La corrélation entre les protons H9 et H27 montrprils sont en positiowgis. En revanche,
ils ne correlent pas avec H26 ou H25, ce qui cordiune configuratiotrans

La configuration cis des H18 et 19 est corroborgeyme corrélation ROESY. L’attribution
des H29 et H30 est effectuée grace a la corrélatirH30.

Le déplacement chimique du H18 (3.05 ppm) est téniatique d’'une configuratiof du
C28 : H18 et C28 sont ais (Doddrellet al, 1974).

Ces résultats permettent d’établir la stéréochimi@tive de la génine de la molécule
C, qui est identique a celle de I'arjungénine, pnése figure 40.
Ainsi, nous avons détaillé le raisonnement permettie déterminer une structure semi-
développée a partir de I'analyse des spectres RMbIrésultats de cette étude permettent de
confirmer que l'arjungénine est bien I'aglycone ldemoléculeC. La grande similarité des
déplacements chimiques obtenus avec ceux rapmatssia littérature, ainsi que les données
de spectrométrie de masse, nous avaient condigitsnaler préalablement cette hypothése.
Nous savons par ailleurs qu’'un groupe hexose ejallate sont fixés sur cette génine. Les
corrélations HMBC permettent de déterminer les amassurant les liaisons des substituants

avec l'aglycone.

b) Positions des groupements gallate et hexose

Nous avons vu que les spectres 1H et 13C de lacoiel€ présentent des signaux
caractéristiques d’'un groupement galloyle.
Le cycle aromatique de ce groupement possede udeaggmétrie d’ordre 2 ; en raison de la
libre rotation autour de la liaison C7” — C1”,dgprotons H2” / H6” sont équivalents, ainsi
que les carbones C2” / C6” et C3” / C5".
Les corrélations HMBC entre les atomes du groupergalloyle sont visibles sur la figure
43. L’assignation des déplacements chimiques ddmwas a été effectuée sur la base de
données de la littérature (Nishimweial, 1986; Ahmacet al, 2005; Ponowet al, 2008).
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H2"-C7"
H23-C7" Position §°C (en ppm) 9§ 'H (en ppm)

1" 120.2

H’{m\‘ y 2"/ 6" 108.2 7.1
\ 3"/ 5" 145.2
H2"_ 3" 4" 138-7
5" 166.9

H2"-C4"

OH

Figure 43 - Corrélations HMBC (a gauche) et assignationgig@saux du galloyle (a droite)
En bleu, couplaged et’J entre les atomes du groupe. En rouge, couplajgstifiant la fixation du groupe
galloyle sur le C23 de la génine.

(Par souci de clarté, les corrélations entre Hblee carbones du galloyle n’ont pas été représshté

Une expérience HMBC permet de visualiser les caygsia) hétéronucléaire$ / °C,

y compris lorsqu’un hétéroatome (O ou N par exejngdeé situé entre le proton et le carbone.
Cette expérience peut donc étre utilisée pour ohéter la position du groupe galloyle sur la
génine.

Le spectre HMBC de la molécul@ présenté figure 44, montre nettement une tache
de corrélation entre les protons H23 (2 doubleis4c07 et 4.23 ppm) et le carbone C7” du
galloyle. Ce résultat permet de démontrer de fagaine que la fonction alcool primaire du
C23 est estérifiee par le galloyle, ce qui est icord par le déblindage des H23 de la

moléculeC par rapport a I'arjungénine.
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a H211,6II_C2N,6H

a H2”,6”“C1” | g

é H211,6II_C4N

T
140

8 H2”,6”—C3,,C5“ L

Position du galloyle

160

Position du glucopyranosyl H23-C7” B

& H2",6"-C7” @ & e i
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7.0 65 6.0 55 5.0 45 F2 [ppm]

Figure 44 - Détail du spectre HMBC. Les corrélations présenp&esettent de déterminer
position du galloyle (en rouge) et du glucopyranosylev@n) sur la génin

Le proton anomére de I'hexose est facilement rdybe : il est présent sous forme d’

doublet aé 5.38 ppm. Les signaux correspondant aux autretonmode ce groupeme
peuvent étre repérés grace a la H-TOCSY, car ils sont tous dans le méme systee
spin; cette expérience constitue par conséquent uhtoeégiimportant pour la déterminati
de la structure chimique.
La COSY permet ensuite d'assigner chaque proton,pmehe en procl: le proton
anomérique (H1') corréle en COSY avec'H a 3.31ppm, qui est donc le H2'. Le
corrélations HMBC sont également utilisées, ettdiprétation de ces différents spec
conduit a I'assignement de I'ensemble des atotableau 29).

Les constantes de couplage associés aux protonsH42’ et H5' sont levées et
caractérisent ainsi une configuration transdiaxiaée multiplicité du signal H3' ne peut éi
déterminée en raison de la proximité avec le signaméthanol, mais le spectre ROESY
montre aucune corrélation de ce proton avec H2Hdu H3' est également en positi
axiale. Nous pouvons donc affirmer que le groupdrherose est un glucopyranos
Par ailleurs, 'anomerdd1l’ possede une constante de couplage élevée (8)2dd qui
caractérise une configuratin(figure 45) En revanche, la configuration absolue (D ou L

glucose ne peut étre déterminée sur la base dgses&MN
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Le spectre HMBC (figure 44) montre nettement uaehé de corrélation entre le
proton anomérique H1’ (5.38 ppm) et le carbone rwge carboxylique C28 (176.7 ppm).
Cette observation permet d’établir la fixation doupeS-glucopyranosyle sur le carboxyle
C28 de la génine. Cette estérification du carborgleconfirmée par le blindage de 5.2 ppm
du signal correspondant au C28 de la moléCufgar rapport a I'arjungénine (Jossagtgal,
1996).

Position & *C (en ppm) & *H (en ppm)

1 94.5 5.38(8.2 Hz)

2' 72.6 3.31(9.1 H2)

3 77.2 3.35

4 69.7 3.36(8.1 Hz)

5 76.9 3.44(9.1 Hz)

6'a 61.1 3.69(11.7, 4.1 Hz)
H1'- 28 6'b 3.82(11.7 Hz)

Figure 45- Couplages homo et hétéronucléaires (a gauclassagnation des signaux gu

glucopyranosyle (a droitefin noir, couplage®J caractéristique de la configuratinEn vert, couplagd)
justifiant la fixation du groupe sur le C28 de Enge..

C) Données complémentaires

Pour une concentration de 1 g/L@non calcule log() = 2.75 pour ui™ de 277 nm.
Le pouvoir rotatoire mesuré es0-:018° pour une concentration €nde 0.083 g/100mL. On

calcule alors le pouvoir rotatoire spécifiqué’E -21.7°.

D) Discussion

Les expériences RMN ont permis de préciser leslteéswbtenus en FT/MS et de
fournir des informations structurales déterminantéaglycone de la molécul€ est ainsi
I'arjungénine, sur laquelle sont fixés un groupetgailoyle en 23 et un glucopyranosyle en
28. Sa formule brute est£s:,015 et sa structure moléculaire est présentée aueefigo.

La moléculeC est par conséquent le,34,1%-trihydroxy-23-galloylolean-12-éne-28-
oate des-glucopyranosyle.

A notre connaissance, cette molécule n'avait jarési identifiée dans la nature, ni décrite
dans la littérature. Nous la nommerons aiusrcotriterpénoside | (QTT 1), en référence au

nom de I'espece dans laquelle nous I'avons idéetifiour la premiére fois. Nous n’avons pas
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etudié sa présence dans d’autres genres ; le edenrdolécule ne traduit donc en aucun cas
une éventuelle spécificité au geaercus

Le fragment de rappom/z593.34782 Th, enregistré a la figure 39, corredmtonc a la perte
du glucose (-162.05282 Th), ainsi qu'a une décadaton (-44.98983 Th) et une
déshydratation (-18.01056 Th)

HO OH
OH

Figure 46 - Structure chimique dguercotriterpénoside | (moléculeC).

Les triterpenoides sont des composés largemenndépadans le monde vivant
(Mahato & Sen, 1997; Connolly & Hill, 2010) et aydmait I'objet de nombreuses études
structurales (Lehn & Vysiil, 1963; Radicset al, 1975; Agrawal & Jain, 1992). Certains
d’entre eux possedent des propriétés biologiqueshanguables, notamment anti-
inflammatoires (Priceet al, 1987; Mahatoet al, 1988; Kapil & Sharma, 1995), anti-
tumorales (Tokud&t al, 1986; Ogurcet al, 1998) ou bien encore hépato-protectrices (Liu,
1995; Van Rossurat al, 1999).

Si relativement peu de travaux concernent leurettahs le bois de chéne, divers
dérivés de I'acide oléanolique ont toutefois éténidfiés dans plusieurs espéces du genre
Quercus, sous forme d’aglycone ou de glucosidega®uKondo, 1974; Hui & Li, 1977,
Romussiet al, 1994; Cheret al, 2006).

Arramonet al. (2002; 2003) ont mis en évidence la présence de tligerpenes et de
leur glucoside dans le bois @riercus roburet Quercus petragaainsi que dans les eaux-de-
vie et des vins élevés sous bois. La génine decaeposés n'est pas l'arjungénine mais
I'acide bartogénique (Raet al, 1981).
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Parmi les quatre molécules détectées par ces auteeml I'acide bartogénique avait été
caractérisé gustativement, cette génine étant araérastringente. Les concentrations
mesurées dans les eaux-de-vie sont supérieuressesib de perception, ce qui démontre son
impact sensoriel. Les autres molécules, notamnentbmposeés glycosylés, n'ont pas été
dégustés et aucune donnée n’est disponible a eedaujs la littérature.

A notre connaissance, tpiercotriterpénoside | est le premier triterpenoide galloylé
et glucosylé identifié dans le bois de chéne. Lt gie tels composés n’a en outre jamais été

décrit dans la littérature.

V) Identification du composé D

Le compos® est le moins abondant de la fract@ANCA-X, puisque seulement 0.3
mg ont été récupérés a l'issue de la CLHP préparatifectuée au cours du développement
de la méthode de fractionnement. Toutefois, latiéme du protocole de fractionnement a

permis d’en obtenir 1.2 mg.

A) Résultats obtenus en FT/MS

1) Détermination de la formule brute

Les résultats de FT/MS présentés ici ont été estrégia partir de I'injection de 1
d’une solution acétonitrile/eau (15 % v/v) de cartcation environ 10 mg/L en compobe

Le chromatogramme des ions totaux obtenu pour eposéD présente un seul pic
(au temps de rétention de 3.0 min environ), cecqafirme la pureté de la molécule.
Un signal est observé dans les deux polarités idéadion.
Il est toutefois plus intense en mode négatif és@nte un ion majoritaire, comme le montre
le spectre de masse présenté a la figure 47. Cee rdbonisation sera utilisé pour la
détermination de la formule brute.
Comme pour lguercotriterpénoside |, le signal majoritaire en mode négatif est situd/a
817 Th, aux c6tés de deux adduits de rappméaB53 et 931 Th.
Ces ions sont similaires a ceux observés pour lacul@C : I'ion de rapporim/z817 Th est
la molécule déprotonée [M-H{l'encadré de la figure 47 confirme qu’'il s’agiude espece
monochargée), tandis que les ionw/z853 et 931 correspondent respectivement aux adduit
chlorure et trifluoroacétate. En mode positif, iiguasi-moléculaire et son adduit sodium
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sont détectés aux rapportgz 819 et 841. La molécul® a donc pour masse unitaire 818
g/mol.

L’étude de la masse mesurée confirme la formuleteb@usHg1015 (SOit une masse
monoisotopique de 818.40887 g/mol, I'ion quasi éoalaire étant mesuré avec un écart de
0.61 ppm a la valeur théorique et un rapport isqtmcohérent).

La moléculeD est donc un isomere dwercotriterpénoside I.

817.40210
C43He1 015
0.61411 ppm

=
© o
o o

©
o

817.40210
100,

~N ~N © o
o o o O

818.40507
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o
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819.40822

o
o
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o

0

817.5 818.5 819.5 820.5
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40
35
30 853.37792
25 C43He2015Cl
-0.40811 ppm
20
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Figure 47 - Spectre de masse du compbsén mode négatif
L'encadré correspond au détail de ce spectre adililon de rapport m/z 817.

2) Etude de la fragmentation

L’application d’'une énergie HCD de 80 eV permetnd&gistrer, en mode négatif, des
fragments similaires a ceux observés po@T1el |, notamment les ions de rappartz 169,
503 (trés peu intense) et 655 Th (figure 48). \@miklablement, ces espéces correspondent
respectivement a un gallate, a I'espece généréka marte d’'un galloyle et d’'un hexose, et a
'espéce obtenue aprés perte d'un hexose. Comme lpoquercotriterpénoside |, on
observe également deux ions de rappo611l Th ([M-Glu-CQ]’) et m/z 593 Th ([M-Glu-

COx-H,0J). Le processus de fragmentation est donc largesierlaire.
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Figure 48 - Détail du spectre de fragmentation en mode ifédjacomposéd
par application d’une énergie HCD de 80 eV.

Ces résultats montrent que la molédnleontient également un groupement gallate et un

hexose.

B) Résultats obtenus en RMN

Environ 1.2 mg du composé D ont été dissous damaéthanol deutéré, placés dans

un tube de 3 mm et analysés a l'aide du spectrenBttrker 600.

L'allure générale du specttel de la molécul® est proche de celle dpTT I.

L'étude structurale de la molécule a été présentée en détail dans le paragraphe Béde

chapitre. L'attribution des divers signaux de lalécale D et I'identification de sa formule

semi-développée ont été effectuées en suivant lmem@isonnement. Par conséquent, ce

dernier ne sera pas développé pour la moldaukt nous présenterons uniqguement les points-

clés de la résolution de la structure de cetteiéern
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Les différents signaux caractéristiques d’'une gedia type polyhydroxyoléanane sont
observables :
- 6 méthyles angulaires®0.79 (H26), 0.96 (H30), 0.97 (H29), 1.06 (H2315L(H25)
et 1.33 ppm (H27), portés respectivement par ddsonas & 16.5, 23.8, 27.2, 21.8,
15.7 et 23.8 ppm
- Une double liaison C=C entre les carbones hybrigésas 123 (C12) et 143.2 ppm
(C13)
- Une fonction carboxyle (C28)&177.5 ppm
- 4 signaux correspondant a des protons portés gacatbones hydroxylés &3.94
(H2), 4.7 (H3), 3.30 (H19) et 3.85/3.90 ppm (H24rnés).
- Un proton (H18) & 3.08 ppm, caractéristique de la configurattimde la jonction
entre les cycles D et E.
Ces éléments, confirmés par I'étude des corrélatidBC, démontrent que la molécudea

la méme génine que @TT | : I'arjungénine.

Par ailleurs, on observe des signatbxa & 7.13 ppm (H2"/ H6"), ainsi qué’C a5
120.3 (C1"), 108.3 (C2"/C6"), 144.9 (C3"/C5") 138.2 (C4”) et 167.1 ppm (C7”). Ces
signaux sont quasi identiqgues a ceux observés IpoQITT | : ils sont caractéristiques du
groupement galloyle.
Les signaux‘H enregistrés & 5.39 (H1"), 3.32 (H2"), 3.35 (H3'), 3.37 (H4’), &L (H5') et
3.69/3.83 ppm (H6’ géminés) sont caractéristiglies groupement hexose. La comparaison
avec les données dRTT |, les constantes de couplage élevées et I'étudeateslations
ROESY montrent qu’il s’agit d’'ufi-glucopyranosyle.

Ainsi, la moléculeD posseéde la méme génine et les mémes groupementoimels
gue le quercotriterpénoside |. Ces molécules sont-elles des régioisoméres ou des

diastéréomeres ?

La comparaison des spectréd du QTT | et de la moléculd montre que les
déplacements chimiques sont quasi identiques swiginaux des cycles C, D et E. Il en est
de méme pour les signatic.

En revanche, plusieurs déplacements chimiquestdega des cycles A et B sont modifiés.
Un fort déblindage est observé en particulier peuH3 (de 3.45 a 4.7 ppm), et dans une

moindre mesure pour le H2 (de 3.76 a 3.94 ppm).
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En outre, on remarque que dans la moléD, les protons du méthyle angulairé 1.06 ppm
correlent en ROESY avec |I: il s’agit des H23. La stéréochimie du carboneéstgéene C.
est donc modifiée par rapport QTT |. Les protons de I'alcool primaire de la molécD
(H24) sont blindés d’enviro@.2—-0.3 ppm par rapport a ceux @I T I.

Ces éléments suggerent une modification de laipnsiu galloyle sur I'aglycon

L’étude des corrélations HMBC permet alors de déieer la position exacte d

groupements glucopyranosyle et galloyle sur lane (figure 49).

- E
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&
by
q H21[,6Il_c211,6)l |
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Position du galloyle r
i [=]
Position du glucopyranosyl e
‘ H2[I,6I’_C7II -
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Figure 49 - Détail du spectre HMBC. Les corrélations présenp&emsettent de déterminer
position du galloyle (en rouge) et du glucopyrameggn vert) sur la génine de la molécD.

Une corrélation est nettement visible entre roton anomere (H1') et le carbo
carboxylique de la génine. Dans la molécD, le B-glucopyranosyle est donc positionné
le carbone 28 de l'aglycone, comme c’est le cag QTT |. Cela est cohérent avec
similarité des déplacements chimiquesegistrés pour les cycles C, D et E de ces 1
molécules.

Par ailleurs, le spectre HMBC montre clairement ¢pigoroton H3 de l'aglycon
correle avec le carbone C7”, ce qui montre quedhoxyle porté par le carbone C3
estérifié par le groupement loyle. La position de ce groupement dans la mo&D est
modifiée par rapport a@QTT |, ce que confirment les modifications des déplaces
chimiques des protons H2, H3, H23 et H24 décritésqulemment. Ces deux molécules :

donc des régioisomeres.
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Les données RMN completes de la moléeduksont présentées en annexe.
En raison de la faible quantité purifiée, les damé&omplémentaires en polarimétrie et

spectrophotométrie UV n’ont pas été enregistrées

C) Discussion

La structure du compod# peut étre déterminée en suivant un raisonnementigle
a celui décrit en détail pour @TT |. Néanmoins, I'identification préalable de ce derrst la
similarité suggérée par la FT/MS permettent d’iptérer les données RMN dD par
comparaison aux résultats enregistrés préecédemment.

Le composéD est donc un isomere djuercotriterpénoside I. Ces deux molécules
different par la position du groupement galloyleysaque par la configuration relative du
carbone 4 de la génine.

La moléculeD est par conséquent le,29%,24-trihydroxy-3-galloylolean-12-ene-28-
oate des-glucopyranosyle (figure 50).

Comme pour IQTT I, la moléculeD est un nouveau composé ; sa structure chimique
n'a jamais été décrite dans la littérature. Nousademmerons aingjuercotriterpénoside Il
(QTT ).

Toutefois, les quantités d®TT 1l observées dans la fracticdZNCA-X sont

nettement inférieures a celles@QuT |.

HO

HO OH
OH HO OH

Figure 50 - Structure chimique dguercotriterpénoside Il (moléculeD).
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Conclusion

Ce chapitre est consacré a la caractérisation culaiée des quatre composés
principaux de la fractio€ZNCA-X .

L’utilisation conjointe de deux techniques anays puissantes, la spectrométrie de
masse a transformée de Fourier et la résonanceétigqum nucléaire, a permis d’identifier les
structures des composasB, C etD.

Pour chacune de ces molécules, les écarts entrmdsses exactes théoriques et
mesureées sont trés faibles (< 1 ppm). Cela conflemg@erformances de I'Exactive en termes
de précision de mesure de masse et valide sosatitiih pour la détermination de formules
brutes.

Parmi les quatre composeés, deux sont déja déaris Id littérature.

Le lyonirésinol (A) est un lignane, dont la présence a été rappdegs le bois dQuercus
petraeaet Quercus robuyr mais également dans les eaux-de-vie et les Hlipsurticiperait a
'amertume des eaux-de-vie. En revanche, son impa@gnoleptique potentiel dans les vins
n’a jamais été deécrit.

Le dérivé 6-O-gallate de l'acide (3,4S)-4-p-D-glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoique
(B) est un précurseur dedas-f-methyl+-octalactone (whisky lactone) présent dans le theis
Quercus petraeat responsable de I'ardme de noix de coco comférd’élevage en barrique.
Aucune donnée n’a été a ce jour publiée a propégedtuelles propriétés gustatives de ce
COMpose.

Les deux autres composés de la fracttdNCA-X sont des nouvelles molécules ;
leur présence n'a jamais été décrite, ni dans Is %@ chéne, ni dans aucune autre espéce
naturelle.

Il s’agit de deux triterpénoides galloylés et glyyglés, dérivés de I'acide oléanolique. Nous
les avons nommégjuercotriterpénoside | (composé C) et quercotriterpénoside Il
(composéD). Ces deux molécules sont des isomeres, leursufesmsemi-développées
différant par la position du groupement galloyle lsugénine et la configuration relative d'un
centre stéréogéne.

Quelgues triterpénes ont certes déja été identdass le bois de chéne, mais a notre
connaissance, aucun composé galloylé apparteneetteafamille n'avait été isolé dans des
especes du genfguercus

Compte tenu de la structure de ces moléculesstexce d’autres isomeres d@3T | etll

dans le bois de chéne est envisageable.
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Chapitre 7 - Intérét de [l'utilisation de la LC-FT8Men vue de
I'identification de nouveaux triterpénoides dans &xtraits de bois de
chéne

Introduction

L’étude structurale des quatre principaux compoeéa fraction sapid€EZNCA-X a

permis d’identifier deux nouvelles molécules : deercotriterpénosides letll.

Ces triterpenes galloylés et glycosylés sont denéses, de formule brute,15,01s.

Leur génine posséde quatre fonctions alcools, gustdtuent autant de sites potentiels
d’estérification pour le groupement galloyle. L'stdnce dans le bois de chéne de plusieurs
isoméres auRTT | etll est des lors envisageable.

En outre, il est fréquent d’observer, parmi ledetgénoides, des molécules contenant
plusieurs sucres fixés sur la génine ; elles sppekges saponines. L'existence dans le chéne
de squelettes similaires a ceux @gET, mais sur lesquels deux sucres (ou davantage) sont
greffés, est également possible. Toutefois, auonmposé de ce type n’a été identifié dans le
bois deQuercus petraea.

Or, les triterpénoides, et notamment ceux dérivdmti'oléanane, posseédent des
propriétés intéressantes, tant sur le plan biolagighapitre 6, paragraphe IV.D) que sur le
plan gustatif (chapitre 1 paragraphe I.A).

Par conséquent, il nous a semblé intéressant éétladprésence éventuelle d'isomeres et de
dérivés glycosylés dapiercotriterpénosides letll pour pouvoir caractériser leur godt par la
suite.

A cette fin, la chromatographie liquide couplée aa dpectrométrie de masse a
transformée de Fourier est une technique partieuient pertinente.

Elle permet d'une part de rechercher, dans I'échamtinitial, la présence des composeés
étudiés, mais également de guider les étapes diécation, par ciblage d’'un ou plusieurs
ions caractéristiques.

Le repérage et la purification des triterpénoidesstituent I'enjeu majeur de ce chapitre.

La caractérisation structurale, consécutive a l#ipation, repose sur les techniques décrites

dans le chapitre 6.
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I) Etude de la présence en LC-FT/MS d’isoméres eteddérivés des
guercotriterpénosides | et || dans un extrait de b de chéne

Le systeme Exactive peut étre utilisé, comme déatit chapitre 6, pour la
détermination structurale de nouvelles molécullesonstitue également un outil performant
dans le cadre du ciblage (« screening ») de maéalé formule brute connue, dans un extrait

complexe.

A) Méthode utilisée

Les différentes fractions étudiées sont solubiisgsns une solution acétonitrile/eau a
10 % (v/v) en utilisant un bain a ultrasons, piisées a 0.4um.
10 uL de chaque échantillon sont injectés dans le Bys1eC-FT/MS.
Les conditions chromatographiques et de spectragnéér masse utilisées sont identiques a
celles décrites dans le chapitre 6, paragraphd.l.Bn calibrage interne est appliqué (ions
112.98450 et 391.28429).
Le traitement des résultats est effectué graceapplication Qual Browser du logiciel
Xcalibur version 2.0. Il est ainsi possible d’dffer le chromatogramme des ions totaux
(TIC), en mode positif ou négatif, ainsi que desoomatogrammes d’'ions extraits, en
choisissant un ou plusieurs rappart& caractéristiques.
Contrairement aux spectrometres de masse offraat précision de mesure de masse
nominale, la LC-FT/MS permet de rechercher des arex une fenétre de/ztrés étroite.
Les chromatogrammes correspondants permettent genkicaliser tres rapidement les ions
de formule GH,O,.
Les rapportsn/z suivants sont ainsi recherchés, avec une fenétqgrétision de 4 ppm, en

mode négatif :

Tableau 30- Formule brute et rapponts/zdes composés recherchés.

Nature de I'espéece Formule brute m/z[M-H]"

Isomére des QTT fHe1015 817.40105
Dérivé diglycosylé GoH71020 979.45387
Dériveé triglycosylé GsHg1025 1141.50669

151



Dans un premier temps, ces molécules sont rechesallens un extrait de bois non purifié
CZNCA (a 100 mg/L), puis dans les différentes fractioes@PC décrites au chapitre 5,
paragraphe III.C.1. (& 20 mg/L).

B) Résultats

1) Recherche d'isoméres des quercotriterpénosides

La figure 51 montre trois chromatogrammes enreggspour I'extrait bruCZNCA :
un chromatogramme des ions totaux (TIC) en modatifégin chromatogramme d’ions
extraits dem/z compris entre 816.9 et 817.9 (816.9-817.9) et umrmhAtogramme d’ions

extraits dan/z817.40105 avec une fenétre de 4 ppm.
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Figure 51 - TIC négatif (en noir), chromatogramme d’ionsrais 816.9-817.9 (en rouge) et
817.40105 (en vert) d’'une solution @&NCA.

Le TIC présente de nombreux signaux en mode négdtifa comparaison avec les
chromatogrammes d’ions extraits montre que les osdgp de formule brute,&s:015 sont
minoritaires dans le macérat de bois.

Le chromatogramme 816.9-817.9 simule le signal pmiurrait étre enregistré avec un
instrument & mesure de masse nominale. La multgplaes pics illustre la complexité d’'un

tel extrait. En comparaison, le chromatogramme 81105, forcément plus spécifique,
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permet de soustraire tous les composés généraniodssen dehors de la plage/z
817.39778-817.40432. La localisation des molécpteduisant un ion de formule,§is;:0:5

s’en trouve ainsi extrémement facilitée. Il esthaiole que le contraste entre les deux derniers
types de chromatogrammes soit encore plus marquédes rapports/zplus faibles.

Plusieurs pics apparaissent sur le chromatograr@i®e40105, certains pouvant
correspondre a un ion quasi-moléculaire (I'espeameespondante est alors un isomére des
QTT), d’autres a un fragment (I'espéce est un dérivédtude des spectres de masse permet
de distinguer ces deux cas et montre qu’il exister®ins 6 molécules de formule brute
Ca3He2015 dans I'extraitCZNCA.

Ces molécules sont caractérisées par les tempsételetion 2.26 QTT 1), 2.69, 2.86, 3.0
(QTT 1), 3.15 et 3.87 min.
Par conséquent, au moins quatre isomereQddsl et Il sont présents dans I'extrait étudié.

Le composé majoritaire est associé au temps deti@ie2.69 min.

Les différentes fractions de CPC obtenues au dleapjtparagraphe I11.C.1, sont analysées en
LC-FT/MS, afin de déterminer la fraction qui comtida quantité la plus importante de
chacun des isomeéres. Les résultats sont préseaniédaitableau 31.

Tableau 31- Fractions de CPC ou chaque isomere est le plusdant.
Rappel des golts associés et décrits au chapip@agraphe 111.C.2.

Temps de rétention

selomae ™ e o anpime
en LC-FT/MS
2.26 QTT 1) X Qout mtgnse de fagon ge.nerale, douceur importante
(intensité 4), grande persistance
269 IX Astringence plus faible,
' douceur en finale (intensité 2)
2.86 VIII Astringence tres intense, finale amére
Godt intense de facon générale, douceur importante
soQTT) X (intensité 4), grande persistance
Tres légérement doux en attaque (intensité 1),
3.15 Vv :
astringent et amer
3.87 Attaque amere, sécheresse, "golt de planche”
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Parmi les molécules de formule brutqsis.0O;5 le composé a 2.69 min est lisomeére
majoritaire dans un extrait de bois de chéne (&gbt). En outre, il est présent dans la
fractionIX de CPC, qui présente une certaine douceur.

Les autres composeés sont présents dans des fead#ofaible sucrosité, et leur abondance
relative dans l'extrait brut est moins élevée. Hitr@ les profils chromatographiques
montrent que ces fractions contiennent un grandonemi'autres composés.

Nous allons donc chercher a purifier et a carasmérn priorité le composé associé au temps
de rétention 2.69 minutes (figure 51) a partir @dractionlX de CPC de I'extrait de bois.

Nous le nommerons compoBéant qu'’il ne sera pas identifié.

2) Recherche de dérivés glycosylés des quercotripgnosides

La présence de plusieurs sucres sur un squeldgttepénique est fréquemment
observée dans les especes veégétales riches empémivédes (Massiot & Lavaud, 1995;
Vinckenet al, 2007).

De tels composés n’'ont toutefois jamais été idiéstidans le bois d@uercus petraea
La LC-FT/MS permet d’étudier la présence de compate formule brute correspondant a
des dérivés di- (Di-Glu) et tri-glycosylés (Tri-Gldes quercotriterpénosides letll. La

figure 52 présente les résultats obtenus.
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Figure 52 - Chromatogrammes d’ions extraits pourf@zcorrespondant aux especes mono-
(Mono-Glu, en nol), di- (Di-Glu, en rougg et tri-glycosylésTri-Glu, en ver} de I'extrait CZNCA.
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Le chromatogramme Di-Glu de I'extrd@iZNCA présente deux pics : deux ions de
formule brute GyH7,0,0 sont ainsi observés en mode négatif.
L'intensité de ces pics (5,7.1@our celui & 2.65 min) est toutefois plus faibleegour les
espéces mono-glycosylées (5,8.p0ur I'isomérem/z817 & 2.69 min).
Le spectre de masse associé au pic a 2.65 minrmenfia présence de I'espece neutre
C49H720,0 dans I'extrait de bois. Cette formule brute cqooesl a un dérivé di-glycosylé des
QTT I etll. Il semble gu'un isomere de cette molécule sasent a 2.35 min, mais la faible
intensité du signal ne permet pas de confirmee dgtpothése.

Le chromatogramme Tri-Glu présente plusieurs pis leur intensité est tres faible
(4,1.1G pour le plus intense). Il est possible que I'ékt@&NCA contienne des dérivés tri-

glycosylés deQTT | etll, mais a I'état de traces uniquement.

L’analyse des fractions CPC montre que les espade879 etm/z 1141 sont quasi
exclusivement présentes dans la seule fracCidBNCA-XII , dont la description sensorielle
rapportée au chapitre 5, paragraphe III.C.2<«Bwouceur intense (niveau 4) en attaque,
sensation persistante sur le bout de la langue
Compte tenu des intensités enregistrées pour f&&ratites especes/z 979 etm/z 1141
(figure 52) et de la complexité de la fraction (fig 14, chapitre 5), nous avons jugé
prioritaire la purification du compos®/z979 associé au temps de rétention = 2.65 min. Nous
le nommerons compog$€au cours de la description de son isolement sdsaractérisation

moléculaire, réalisés a partir de la fractkih de CPC.

Par ailleurs, il est intéressant de noter queda®ps de rétention des compoEest F
sont tres proches en LC-FT/MS (respectivement 8t6865 min) tandis qu’en CPC, ils sont
séparés d’environ 30 minutes. L’élution des compd@3€D et E se fait en effet en mode
ascendant, alors qu’elle est réalisée en mode @aoepour le compode et pour les autres
especes potentiellement di- et tri-glycosylées.

Bien que fondées de facon générale sur des effgffndé moléculaire et en partie guidées
par I'hnydrophobicité, les modalités de séparationppes a la CPC et a la CLHP sont
différentes. Cette observation confirme la compléiaéte de ces deux techniques et par
conséquent la pertinence de leur utilisation swieesdans le cadre d’'une démarche de
fractionnement. En effet, la CPC a permis dansecétude de séparer des composés

guasiment coélués en CLHP, et inversement.

155



II) Purification des composeés E et F

L'utilisation de la LC-FT/MS a mis en évidence l@gence d’'isomeéres et de dérivés
diglycosylés degjuercotriterpénosides letll dans un extrait de bois dguercus petraea
Cette technique a également permis de désigneirdesons CPC contenant le composeé
majoritaire pour chacune de ces deux catégoidéset XII . L'isolement des composéset F

est réalisé a partir de ces fractions obtenuefapitre 5.

A) Purification du composk

1) Essais de purification par CLHP semi-préparative

De facon similaire a la méthode utilisée pour kcfion X et décrite au chapitre 5,
paragraphe IV, nous avons dans un premier tempgésie purifier le compode€ par CLHP.
Compte tenu de la plus faible quantité de matiépashible, un systéme semi-préparatif a été

utilisé. Ce systeme est décrit dans le tableau 32.

Tableau 32- Conditions expérimentales de la CLHP semi-prafpze.

Appareil :
Hewlett Packard
HP 1090 Series
Logiciel :
HP Chemstation
Détecteur :
UV HP 1050
La longueur d’onde utilisée est 280 nm.
Colonne:
Beckman Coulter Ultrasphere ODS;§C
250 x 10 mm
Porosité 5 um
Phase mobile :
Solvant A : eau milliQ + 0.05 % d’acide trifluorgique
Solvant B : acétonitrile CLHP + 0.05 % d’aciddltroroacétique
Injection :
Manuelle, a I'aide d’une boucle d’injection de 10C

Afin d’optimiser la séparation, différents gradigwfélution sont testés. Pour cela, 1 mg de la
fraction IX est injecté en CLHP-UV et les différents pics eisteés sont collectés, puis
analysés en LC-FT/MS, dans les conditions décaiteshapitre 6, paragraphe I.A.2.

De nombreux gradients ont ainsi été testés, maisrad’eux n’a permis d’obtenir une

purification satisfaisante du compoBé¢ d’'autres ions sans rapport avec la molécule étant
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visibles en LC-FT/MS. En effet, la fractiddZNCA-1X est particulierement complexe ; elle
contient un grand nombre de composés, a 'origmeaklutions. Des étapes supplémentaires
de fractionnement doivent donc étre mises en ceerwramont de la séparation par CLHP

semi-préparative.

2) Fractionnement de I'échantillon CZNCA-IX

a) Précipitation au chloroforme

25 mg de la fractionlCZNCA-IX sont solubilisés dans 1 mL de méthanol. Une
solution limpide de couleur jaune foncé est aitdenue. Dans un bécher, on ajoute 20 mL de
chloroforme. Un précipité jaunatre apparait. Lapsasion est filtrée a l'aide d'un filtre
seringue de diamétre moyen des pores (M5Le rétentat est alors dissous en ringcant kefilt
avec 5 mL de méthanol. Le filtrat est une solulimpide jaune foncé tandis que le rétentat
repris dans le méthanol est de couleur jaune pale.

Ces deux échantillons sont analysés en LC-FT/MS.

Les résultats montrent que le filtrat contient tpgeu de composé&, contrairement au
rétentat ; cette molécule précipite donc lors dediminution de polarité de la solution
engendrée par I'ajout de chloroforme.

Cette précipitation a permis un fractionnementl’detrait. Le rétentat, enrichi en
composée par rapport a la fractioBZNCA-IX , est conservé.

b) Fractionnement par extraction sur phase solide

Les 5 mL de solution méthanolique de rétentat alsgrécédemment sont dilués par
ajout de 300 mL d’eau milliQ. La solution obtenust @ercolée a travers une cartouche
Oasi§ HLB 20 cc de Waters, préalablement rincée avecr2D@’eau, 20 mL d’acétonitrile
et 200 mL d’eau. Un Iéger vide est appliqué a ttocehe afin de favoriser la percolation.
Apres avoir été chargée par I'échantillon, la aactee est percolée successivement par 20 mL
de différentes solutions : eau, acétonitrile/eali0a% (v/v), acétonitrile/eau a 20 % (v/v),
aceétonitrile/eau a 30 % (v/v), acétonitrile/eauCa4 (v/v), acétonitrile/eau a 50 % (v/v) et
aceétonitrile pur.

Les échantillons ainsi obtenus sont analysés eRrTA4S.

Les résultats montrent que le comp@&s@st quasi exclusivement récupéré dans les

percolats obtenus avec les solutions a 30 et 40=%oprofils chromatographiques de ces deux

fractions sont assez proches et nettement singpf@ rapport a I'échantillon initial.
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En outre, ces fractions ne présentent pas d’iogfargers » au temps de rétention du
composée, contrairement a ce qui a été décrit au paragriphé. de ce chapitre.
Ces deux percolats ont été assemblés, évaporévigeust lyophilisés. 9 mg de solide jaune

pale sont obtenus ; cet échantillon est nom@ABICA-IX-p .

3) Purification du composé E par CLHP semi-préparaive

Les 9 mg de fractio€ZNCA-I1X-p obtenus sont dissous dansi@0de méthanol puis
injectés dans le systeme CLHP-UV HP 1090, en atitite gradient décrit dans le tableau 33.

Tableau 33- Gradient chromatographique utilisé pour la peaiion du composE.

Temps(min) 0 5 8 20 30 35 45 47 54 55 |60
% de B 2020 25 25 27 27 36 10000 20 20

Le débit est de 4 mL/min, et la pression obsergée’environ 160 bars.

La séparation chromatographique est correcte icle@respondant au compoEéest ainsi
collecté, évaporeé puis lyophilisé. 1.7 mg d’'unegrelblanche amorphe est obtenu.

Seule une tres faible proportion du compBséontenu dans la fraction CREZNCA-IX est
récupérée a lissue de cette purification. Ce bmEsdement est di a la complexité de
I’échantillon initial ; le grand nombre de composgsil comporte nécessite la mise en ceuvre

de fractionnements successifs.

B) Purification du composé

1) Fractionnement préalable de I'échantillon CZNCAXII

Le profil chromatographique de la fracti@NCA-XII traduit également la présence
d’'un grand nombre de molécules.

Un protocole de fractionnement similaire a celucrdédans le paragraphe 11.LA.2 de ce
chapitre est ainsi appliqué a cette fraction.

Le composéF se retrouve dans un premier temps dans le rétehtanu aprés
filtration du précipité au chloroforme, puis daes percolats a 30 % et 40 % d’acétonitrile.
Toutefois, il est nettement plus présent dans kegiet a 30 % tandis que celui a 40 %
contient de nombreuses autres especes. Nous n'aemiesconserve que le percolat a 30 %
qui a été évaporé, et lyophilisé. 8 mg d’'un sojalene foncé (not€ZNCA-XII-p ) ont été

obtenus.
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2) Purification du composé F par CLHP semi-préparaive

Les 8 mg de fractio€ZNCA-XII-p obtenus sont dissous dans |90 de méthanol
puis injectés dans le systeme CLHP-UV HP 1090, tdisant le gradient décrit dans le
tableau 34.

Tableau 34- Gradient chromatographique utilisé pour la pcaition du composE.

Temps(min) O 5 8 11 16 25 45 47 54 55 |60
% de B 1010 18 18 25 25 36 10000 10 10

Le débit est de 4 mL/min, et la pression obsergée’environ 160 bars.

La séparation chromatographique est correcte iclegrespondant au compoBéest ainsi
collecté, évaporé puis lyophilisé. 1.2 mg d’'unegrelblanche amorphe est obtenu.

Le rendement observé est également tres faible, gemiraisons identiques a celles avancées
pour le composEg.

Par ailleurs, le chromatogramme de CLHP-UV semparétive montre un pic qui, d’apres
les analyses en LC-FT/MS, correspond a I'especedn@ observée au temps de rétention

2.35 min. Toutefois, seules des traces de ce cadmputspu étre collectées.

La purification des composésetF s’est ainsi révélée longue et délicate, en ragkon
tres grand nombre de composés présents dans lgsorisa CPC initiales. Néanmoins,
I'optimisation des méthodes utilisées a permisakecter une quantité suffisante de ces deux

molécules, en vue de leur identification structeiral

[1) Identification du composé E

Le composéE a été purifié a partir de la fractiddZNCA-IX ; 1.7 mg a ainsi été
obtenu. Dans ce chapitre, la LC-FT/MS et les RMN été utilisées dans les mémes

conditions que celles décrites dans le chapitpafagraphe I.

A) Résultats obtenus en FT/MS

1) Détermination de la formule brute

Les résultats de FT/MS présentés ici ont été estrégia partir de l'injection de 1@

d’une solution acétonitrile/eau (15 % v/v) de cartcation 10 mg/L en compoge
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Le chromatogramme des ions totaux présente urpgeal temps de rétention 2.69 min, tant
en mode positif qu’en mode négatif. Le signal és$ pntense en mode négatif.
Le spectre de masse, présenté a la figure 53, adtittié d’'un ion quasi-moléculaire

majoritaire monochargéra/z817 et d’'un signal faible a m/z 931.
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Figure 53 - Spectre de masse du compgsén mode négatif
L’'encadré correspond au détail de ce spectre adiliion de rapport m/z 817.

La mesure de la masse exacte permet de confirneetagonoléculeE a pour formule brute
Cu3He:015 (écart de 0.61 ppm a la valeur théorique) ; igg’hien d’un isomere de@TT | et
.

Les ions am/z 817 etm/z 931 correspondent respectivement aux especes [MeH]
[M+CF3COOQ].

Ces résultats confirment la pureté du compBsét ainsi l'efficacité de la purification
effectuée au paragraphe Ill.A de ce chapitre.
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2) Etude de la fragmentation

L’application d’une énergie HCD de 80 eV permetdégistrer, en mode négatif, des
fragments similaires a ceux observés po®@T1d | etll, notamment les ions de rapport m/z
169, 503, 593, 611 et 655 (figure 54).

Ces résultats suggerent donc la présence d’'un gnoemt galloyle et d’un hexose dans la

molécule, le processus de fragmentation étanta@imia ceux de®@TT | etll .
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Figure 54 - Spectre de fragmentation en mode négatif du csétp
par application d’'une énergie HCD de 80 eV.

B) Résultats obtenus en RMN

Environ 1.5 mg du compode a été dissous dans du méthanol deutéré, placéudans
tube de 3 mm et analysé a l'aide du spectromeunkeBr600.
Les déplacements chimiques enregistrés pour lacumielE sont fournis en annexe.
Les déplacements chimiquéld et **C enregistrés sont trés proches des données obtenue
pour les quercotriterpénosides | et Il. Les différents signaux caractéristiques de
'arjungénine sont ainsi observés :
- 6 méthyles angulaires sont caractérisés par dgalsis situés & 0.79 (H26), 0.86
(H24), 0.96 (H30), 0.97 (H29), 1.11 (H25) et 1.34p(H27)
- Une double liaison C=C entre les carbones hybsgéss 123.4 (C12) et 142.6 ppm
(C13)
- Une fonction carboxyle (C28)&177.1 ppm
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- 4 signaux correspondant a des protons portés gartaibones hydroxyléssé 3.99
(H2), 5.05 (H3), 3.29 (H19) et 3.01/3.32 ppm (H@8minés
- Un proton (H18) @ 3.07 ppm, caraéristique de la configuratiatis de la jonction
entre les cycles D et E
Les données ROESY et les constantes de couplagesigeaux 'H montrent que le

configurations relatives des jonctions de cycle sgentiques a celles dQTT | etll .

Par ailleurs, les signaux correspondant aux groep&rgalloyle ep-glucopyranoyle, déja
décrits pour [eQTT | etll (chapitre 6, paragraphes IV.B et V,Bont observables. Ce
confirme les résultats de FT/MS relatifs a la pnésede ces groupements sur la gé

La comparaison des spectitH desQTT et de la molécul& montreque les déplacemer
chimiques sont quasi identiques pour les signasgxcgieles C, D et E. Il en est de méme ¢
les sighaux>C.

En revanche, plusieurs déplacements chimiquestde®a des cycles A et B sont modif
Le proton H3 est encore plus dindé que pour I®TT Il (de 4.70 a 5.05 ppn

En outre, les protons du méthyle angulaird 0.86 ppm coglent en ROESY avec t: il
s’agit des H24. Les protons géminés H23 corréleat &12 et H5. La stéréochimie obser
pour le carbone stéréogéne C4 est donc similatedl@a duQTT | mais inverse par rapport
auQTT Il . Les protons de l'alcool primaire de la molécD (H23) sont encore davanta

blindés (de 0.68-8 ppm) par rapport a ceux QTT II.
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Figure 55 - Détail du spectre HMBC. Les corrélations présenpéesiettent de déterminer
postion du galloyle (en rouge) et du glucopyranog@e vert) sur la génine de la molécE.
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L’étude de la carte HMBC montre une corrélatiotreeiie proton anomeére (H1') et le
carbone carboxylique C28 de la génine (figure B%).position dup-glucopyranosyle sur
I'aglycone de la molécul& est donc la méme que dans @FT | etll, ce qui explique les
tres faibles écarts des déplacements chimiques\asspour les cycles C, D et E.

Par ailleurs, le proton H3 de l'aglycone correle@ve carbone C7”, ce qui montre que
I'hydroxyle porté par le carbone C3 est estérifid |2 groupement galloyle. Ce groupement
est donc situé a la méme position que dagsTle Il .

C) Données complémentaires

Pour une concentration de 1 g/LEnon calcule log() = 2.81 pour uA™ de 277 nm.
Le pouvoir rotatoire mesuré est3+011° pour une concentration Erde 0.058 g/100mL. On

calcule alors le pouvoir rotatoire spécifiqu e + 20°.

D) Discussion

L'utilisation de la LC-FT/MS a confirmé la puretéla formule brute du compogg;
il s’agit bien d’'un isomere deapuercotriterpénosides letll .
Les expériences RMN réalisées ont permis d’idemtia structure de la molécute Il s’agit
du Zx,1%:,23-trihydroxy-3P-galloylolean-12-éne-28-oate feglucopyranosyle (figure 56).
Ce composé est également une nouvelle molécul@jgaighentifiée jusqu’a ce jour ;
nous le nommerons aingiiercotriterpénoside 111 (QTT 11I) .

HO

HO OH
OH HO OH

Figure 56 - Structure chimique dguercotriterpénoside Il (moléculeE).
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Le QTT Il est ainsi un isomére de position@QdT | (le galloyle n’est plus fixé sur le C23
mais sur le C3) et un diastéréoisomereQILr Il (inversion de configuration du carbone
stéréogéne C4, liée probablement a l'oxydation dmgthyle différent au cours des
mécanismes de biosynthese).

Cequercotriterpénosidelll est 'isomere de formule brute4Es,0,5 le plus abondant dans

I'extrait CZNCA analysé en LC-FT/MS.

IV) Identification du composé F

Le composé- a été purifié a partir de la fracti@ZNCA-XII ; seulement 1.2 mg a pu

étre obtenu.

A) Résultats obtenus en FT/MS

1) Détermination de la formule brute

Les résultats de FT/MS présentés ici ont été esirégia partir de I'injection de 1@
d’une solution acétonitrile/eau (15 % v/v) de cartcation 10 mg/L en composgé
Le chromatogramme des ions totaux en mode négeddepte un seul pic au temps de
rétention 2.69 min.
Le spectre de masse, présenté a la figure 57 ecdmtiajoritairement I'ion monochargéraz

979, ainsi qu’un signal &/z817.

979.45398
Ca9H71 020
-0.44723 ppm

979.45361
100

980.45654
50

981.45923

982.46179
T T T 4
979.5 980.5 981.5 982.5
mz

817.40143
C43He1015
-0,2030|9 ppm

™ T | e LA R R M had S e M L i e it Ll s L R A b ) Ll (AN bad o wiadwiad i e |
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miz

Figure 57 - Spectre de masse du compbsEn mode négatif
L’encadré correspond au détail de ce spectre admiiion de rapport m/z 817.
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La mesure de la masse exacte confirme la formuite l§2,gH7,O,0, avec un écart de 0.6 ppm
a la masse théorique. L’ion/z817 est un fragment, de compositiofzks1015 ; il correspond
a la perte d’un groupement hexose.

Ces résultats confirment la pureté du compbseét ainsi l'efficacité de la purification
effectuée au paragraphe 111.B de ce chapitre.

2) Etude de la fragmentation

Le spectre de fragmentation en mode négatif, ptédyure 58, est obtenu par application
d’'une énergie HCD de 80 eV.
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Figure 58 - Spectre de fragmentation en mode négatif du cséfp
par application d’'une énergie HCD de 80 eV.

On observe notamment sur le spectre les ionsmworam/z817, 665, 503, pouvant
correspondre respectivement a la perte d’'un hexdiga, hexose et d’'un galloyle, de deux
hexoses et d’'un galloyle. En outre, un fragmentaggortm/z 755 est intense. Cet ion est
séparé de 162.05282 uma (soit un groupement hereskpn de rapporin/z593, observe
pour lesQTT I, Il etlll . Par rapport a I'ion quasi-moléculaire, cette espge rapporin/z
755 correspond a la perte d'un groupement hexosejné décarboxylation et une
déshydratation. Le processus de fragmentation seddric similaire & ceux observés pour les
guercotriterpénosides lalll .
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Ces résultats semblent confirmer la présence de liexoses dans la moléclie Des études
en MS' permettraient d’approfondir des liaisons évenaselentre ces groupements et le
galloyle.

B) Résultats obtenus en RMN

Environ 1.1 mg du compog€éa été dissous dans du méthanol deutéré, placéudans
tube de 3 mm et analysé a 'aide du spectromeunkeBr600.
Les déplacements chimiques enregistrés (fourniarerexe) sont comparés aux données
obtenues pour [e®TT I, Il etlll. Les signaux caractéristiques de l'arjungénine, itteau
paragraphe Ill.B. de ce chapitre, sont observahlegroton H18 se situe a 3.07 ppm, ce qui
traduit la configuratiortis de la jonction entre les cycles D et E.
Les signaux des cycles C, D et E sont tres prodbezux observés pour I€FT.
Le doublet H3 est nettement blindé par rappor®@ad Il (de 5.05 ppm a 3.21 ppm), tandis
gue le C3 est déblindé, de 78.7 ppm a 94.4 ppm.

Le singulet & 1.25 ppm correle en ROESY avec H3 et H5 ; et erBEBMavec C3,
C4 et C5. Ce signal correspond donc aux H23. kewps H24 apparaissent sous forme de
doublets géminés@3.41 et 3.92 ppm, corrélant avec H25 en ROESY.
La configuration relative du carbone stéréogenel€¥ moléculd- est donc similaire a celle
duQTT Il etinversée par rapport a@XI'T | etlll . Ce résultat est cohérent avec les valeurs
relativement élevées des déplacements chimiquesH@8set H24, comparables a celles

observées pour BTT Il .

Les signaux caractéristiques du groupement gallayht observés.

En revanche, sept signaux supplémentaires somilassdans la zone correspondant
aux protons portés par des carbones hydroxylésa Cahfirme la présence d’'un second
groupe hexose dans la molécEleSon proton anomére H1” est situé 4.51 ppm.
L’expérience HSQC-TOCSY est ici particulieremeriteytparce qu’elle permet de distinguer
les atomes appartenant a chacun des deux hexasssqak leurs déplacements chimiques
sont trés proches (figure 59). Ces différents atopeuvent ainsi étre assignés, avec l'aide
complémentaire des spectres COSY et HSQC, commet @ggc chapitre 6, paragraphe
IV.B.1.
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Figure 59 - Détail du spectre HSC-TOCSY de la moléculF.
Les encadrés nmbrent les corrélations entre les protons anonm@resouge H1’, en bleu H1") et les carbol
portant des protons situés dans le i systéme de spin que I'anome
Les signaux enregistrés pour le second hexosecsoattéristiques d'un groupeme
glucopyranosyle. Le proton anomeére H1” est un doutiett la constante de couplage est
Hz, ce qui traduit sa configuratid:

La moléculeF contient donc bien un galloyle et deux groupemp-glucopyranosyle

La figure 60présente les signaux HMBC iisés pour déterminer la position de
groupements sur la génine.

Le spectre HMBC montre une corrélation entre HIC28. Leglucopyranosyle 1 est donc

nouveau porté par le carboxyle ¢ la liaison étant de type ester. Ce résultat eBé@ni

avec lafaible variabilité des déplacements chimiques getes C, D et E
Une corrélation est également visible entre H1”G8, ainsi qu'entre H3 et Cl1". L

glucopyranosyle 2 est ainsi fixé par le de la génine, sous forme d’un ace

Le carbone C7"’ dujalloyle correle avec les protons géminés H6” dicgpyranosyle 2Le

gallate est donc porté par le C6” du glucopyrah®s.
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Figure 60- Détail du spectre HMBC de la molécie
Les corrélations présentées permettent de détertaipesition du glloyle (en vert
et des glucopyranosyles 1 (en rouge) et 2 (en laula génin.

Compte tenu de la faible quantité purifiée, lesra@ms complémentair (polarimétrie, UV)

n’'ont pas été enregistrées.

C) Discussiol

L'utilisation de la LGFT/MS et dela RMN ont confirmé que le compoF est un
deérivé diglucosylé deguercotriterpénosides |, 1l etlll .
La configuration relative du carbone 4 est idergiqucelle dlQTT Il , et le glucopyranosyl
1 est également porté par le carboxyle
En revanche d gallate de la molécuF n’est pas fixé directement sur la génine, commst
le cas pour les autrd3TT, mais sur I'alcool primaire du glucopyranosyleC dernier es
lui-méme fixé sur le carbone 3 de I'aglycone. Le sdteslie cette molécule se tingue ainsi
des composés préalablement déc
Il s’agit du 2x,19x,24+rihydroxy-3p-((6"-galloyl)- f-glucopyranosyl)olee-12-éne-28-oate de

S-glucopyranosyle, dont la striure est présentée a la figure 61.
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OH
OH

Figure 61 - Structure chimique dguercotriterpénoside IV (moléculeF).

HO

Le composé- est également une nouvelle molécule, jamais @édans la littérature.
Nous la nommeronguercotriterpénoside IV (QTT IV).
A notre connaissance, il s'agit du premier tritempealiglycosylé identifié dans le bois de

Quercus petraea

Conclusion

Les performances du couplage LC-FT/MS en termgwé@gsion de masse permettent
de rechercher sélectivement des molécules de fesnubites données dans un extrait de bois.
Nous avons en effet observé dans un premier tempsieprs isoméres des
guercotriterpénosides letll et deux dérivés diglycosylés de ces molécules.

La mise au point d’'un protocole de purification dgiipar la LC-FT/MS a permis
d’isoler et de purifier 'isomeéere majoritaire deriaule brute GsHg,O15, ainsi que le principal
dérivé diglycosylé. Le rendement de cette puriftcaest néanmoins trés faible, en raison de
la complexité des fractions initiales.

Nous avons ensuite déterminé la structure molé&euldes deux molécules purifiees en
utilisant la RMN. A notre connaissance, ces compasgvaient jamais été identifiés dans la
nature. Nous les avons respectivement nongquéscotriterpénosides|il etlV.

Les résultats obtenus dans ce chapitre démontedfitdcité de la spectrométrie de

masse a haute résolution pour lidentification dauvelles molécules. Toutefois, a la
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différence du fractionnement guidé par la dégustatiecrit dans le chapitre 5, cette méthode
de purification ne tient pas compte des proprigtégatives des composés isolés.

L'objet de ce chapitre était de vérifier notre hifpse, & savoir I'existence d’autres isomeres
desQTT | etll et de leurs dérivés diglycosylés. L'approche déweée a donc été basée sur
des données analytiques. C'est au chapitre suigaet nous eétudierons les propriétés

gustatives des composés identifiés.
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Troisieme partie :

Caracterisation sensorielle des composeés
purifiés. Quantification et impact gustatif dans
les vins et les eaux-de-vie
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Chapitre 8 - Etude des propriétés gustatives décntds identifiees dans
un extrait de bois de chéne. Détermination de Iseuds de perception

Introduction

Le développement d'un protocole de purificationdgupar la dégustation, décrit au
chapitre 5, nous a permis d'isoler une fractiona#oa partir d’'un extrait de bois de chéne.
Les quatre principales molécules de cette fractinh été identifiées au chapitre 6. Deux
d’entre elles (lelyonirésinol et le P-WL) ont déja été signalées dans le boisQiercus
petraea mais leurs propriétés sensorielles ne sont pgseauenseignées dans la littérature.
Les deux autres composés sont de nouvelles mofenalaméesjuercotriterpénosides | et
Il . La caractérisation gustative de ces quatre midéaloit étre effectuée afin de déterminer
notamment leur contribution respective a la sadeua fractionrCZNCA-X.

Par ailleurs, deux autreguercotriterpénosidesont été identifiés dans I'extrait de bois de
chéneCZNCA. L'un (QTT Il ) est 'isomere majoritaire deQTT | etll et l'autre QTT

IV) est un dérivé de ces molécules possédant un sgusopplémentaire ; leurs propriétés
gustatives sont également inconnues.

Au-dela de la description de la saveur des mod&cpures, la détermination de leurs
seuils de perception est nécessaire pour étudiemgact organoleptique sur le goQt des vins
élaborés au contact du bois de chéne.

Toutefois, la caractérisation gustative des mokxuion-volatiles requiert des quantités de
produit importantes. Cela constitue une limite megede ce type d’étude, fortiori lorsque

les substances ne sont pas commercialisées, ogsgile cas des composés objets de cette
étude.

Ce chapitre porte sur les propriétés gustativelyahirésinol, duP-WL, desQTT I
et lll ainsi que sur les seuils de perception des corspdsgt nous avons pu purifier des

guantités suffisantes.
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I) Etude des propriétés gustatives de composes iddies dans le bois
de chéne

A) Préparation des échantillons et conditions dgpugation

Les quantités obtenues pour les differents compdeésifies sont variables et parfois
trés faibles. Or, la caractérisation gustative d'mmolécule nécessite une quantité suffisante
de celle-ci.

Nous pouvons ainsi étudier les propriétés sensesielulyonirésinol, du P-WL, ainsi que
desquercotriterpénosides letlll.

Chacun de ces composés a été dégusté a une catioentte 10 mg/L, dans deux

matrices différentes.

1) Préparation des échantillons dans une solutioraa/éthanol

Pour chague molécule, une solution a 1 g/L a éddisge dans de I'éthanol.
L'utilisation du bain a ultrasons permet d’obteté@s échantillons limpides.
Ces solutions sont ensuite diluées au 17ibavec de I'eau osmosée afin d'atteindre un
volume final de 100 mL.
On obtient ainsi quatre solutions a 10 mg/L danm@fange eau/éthanol a 1 % v/v.
Les différents composés ne sont pas ou peu soldales'eau, ce qui justifie l'utilisation de
I'éthanol.

Par ailleurs, un « blanc » a été réalisé (solutamwéthanol 1 % v/v)

2) Préparation des échantillons dans un vin blanc

Pour chaque molécule, une solution a 10 mg/L aréaésée dans le vin blanc de
Bordeaux 2008 décrit au chapitre 1, paragrapha.Bl.Les échantillons obtenus sont placés
pendant 2 min dans un bain a ultra-sons ; ils aloms limpides.

Le vin sans ajout a été utilisé comme « blanc ».

3) Dégustation des échantillons

Les échantillons ont été dégustés par quatre peesoentrainées a la dégustation des
vins, dans des verres AFNOR.
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Chaque solution est dégustée individuellement, @mparaison avec le «blanc »
correspondant a la matrice considérée. Les mosdaditésolution eau/éthanol sont dégustées
dans un premier temps.

Il est demandé aux dégustateurs de décrire leats@ams percues pour chaque échantillon.

Le faible nombre de dégustateurs est incompatixe ane analyse statistique des résultats.
Toutefois, leur expertise et leur expérience petenéd’accorder du crédit a la description de

leurs perceptions sensorielles.

B) Résultats

Les résultats obtenus sont résumés dans le taBteaiudessous.

Tableau 35- Sensations associées a la présence des quadpeses étudiés
dans une solution eau/éthanol 1 % v/v et dans miblanc.

Molécule Solution eau/éthanol Bordeaux blanc 2008

Lyonirésinol Amertume persistante Dureté et amertume
y P renforcées en finale

P-WL Pas de golt Pas de goat

Sucrosité augmentée, diminution de l'acidité
et de 'amertume, sensation douce
et persistante en finale

Légére douceur et Diminution de la perception acide en attaque,
sensation rémanente augmentation de la douceur

Légére douceur et

uercotriterpénoside | . .
Q P sensation rémanente

Quercotriterpénoside Il

Le lyonirésinol développe un caractéere amer, tant en solutionokgftoolique que
dans le vin blanc. Son ajout a 10 mg/L a un efféjyaliciable sur la qualité gustative du vin
blanc. Ce composé n’est donc vraisemblablementgsmnsable de la douceur percue dans
la fractionCZNCA-X.

L’addition deP-WL a 10 mg/L n’est pas percue par les dégustateuescq soit en
solution ou dans le vin. Cette molécule n’a vraiskilement pas d’effet ni sur la saveur de
la fractionCZNCA-X, ni sur celle d’un extrait de bois de chéne.

En revanche, l'ajout deguercotriterpénoside | (10 mg/L) en solution hydro-
alcoolique est associé a une douceur et une semgadrsistante. Son impact gustatif est
encore nettement plus important sur le vin blah@rdcure ainsi une augmentation de la

sensation de sucrosité ainsi qu’une diminution’deidité et de I'amertume. La différence
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avec le témoin est trés nette a cette concentrati@st possible que cette molécule soit au
moins en partie responsable des propriétés dadidnCZNCA-X.

Le quercotriterpénoside Il posséde un godt similaire en solution hydro-alicoe!.
Dans un vin blanc, son effet se ressent essemtiefie en attaque ; il atténue sensiblement
I'acidité percue et contribue ainsi a une augmenate la sucrosité.

LesQTT | etlll ont par ailleurs été dégustés séparément dansunouge, a 1mg/L.
A cette concentration, ils possedent un effet olgamt », la perception tannique étant

diminuée et la saveur sucrée plus intense.

Le QTT Il est la quatriéeme molécule principale de la fractiGZNCA-X.
Néanmoins, en raison des trop faibles quantitégiges, nous n'avons pas pu le déguster.
Des expériences de purification complémentairest sactuellement menées afin de
caractériser le golt de cette molécule et de savalie contribue a la saveur de sa fraction
d’origine.

De la méme facon, I®TT IV n’a pu étre dégusté. Sa purification permettreutié

des propriétés gustatives de cette espéce digliégsosy

C) Golt des composés en mélange

1) Godt d’'un mélange lyonirésinol / QTT

La dégustation des composés purs en solution mqoedelyonirésinol et leQTT |
développent des golts opposés : amer pour le kgebdoux pour le triterpéne.
Or, la fractionCZNCA-X, qui contient notamment ces derniers, a été @eatrit chapitre 5
comme douce et persistante.
Le QTT I atténue-t-il jusqu’a la masquer la saveur ameréydnirésinol ? Pour répondre a
cette question, il semble intéressant de prépdreteedéguster un mélange de ces deux
molécules.
On préleve respectivement 1 mL et 200des solutions dionirésinol et deQTT | a 1 g/L,
puis on compléte avec de lI'eau osmosée jusqu’'amDO On obtient ainsi une solution
eau/éthanol 1.2 % v/v, de concentrations 10 mg/ly@mrésinol et 2 mg/L erQTT I.
L’échantillon est dégusté en comparaison avec blarc ».
Il est caractérisé par une sensation douce enefifal caractére amer et persistant du

lyonirésinol n’étant plus perceptible en présencedir |.
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L’échantillon préparé s’apparente a une reconsiitutnpréecise de la fractioGZNCA-X. Le
ratio utilisé entre les deux composés est en éiétde fagcon approximative, non par des
analyses quantitatives.

L’ajout de P-WL a 5 mg/L ne modifie pas le golt de I'échantill@e, qui confirme les
résultats obtenus au paragraphe precéden®-A4_ ne contribue pas au godt de la fraction
de bois eta fortiori, de I'extrait de bois. Nous ne nous intéressedmme plus a ce composé
dans la suite des travaux.

En revanche, il est regrettable queJ&T Il n’ait pu étre ajouté a I'échantillon a cause de la
trop faible quantité purifiée. En raison de sa prové structurale avec I®TT I, il est en
effet possible que cette molécule posséde égaledenpropriétés gustatives et interagisse
ainsi avec les deux autres composés sapides deadtioh, de facon synergique ou
antagoniste.

La dégustation des composés en meélange montre moga que le
guercotriterpénoside | masque l'amertume persistante et le caractérengéaat du
lyonirésinol ; I'échantillon résultant du mélange des deux caos@poest ainsi percu comme
légerement doux par les dégustateurs. Ce résudtamgd d’expliquer la perception de la
fractionX dans le gustatogramme présenté au chapitre 5.

Un phénoméne similaire est observé dans le vincblateffet masquant d@QTT | sur
'amertume est encore plus intense dans cette arata sucrosité de la finale étant nettement
augmenteée.

Dans un vin blanc, I®TT Il possede également un effet masquant vis-a-visadeettume

du lyonirésinol pour les concentrations utilisées précédemment.

2) Godt d’'un mélange QTT I/ QTT IlI

Les QTT | etlll ont été additionnés séparément a 5mg/L dans urblaimc. Un
meélange de ces deux composés a 5 mg/L a égaletagnéparé dans le méme vin.

L’acidité est plus faible et la saveur sucrée phisnse dans le mélange que dans les
échantillons contenant une seule molécule.

Ce résultat montre donc l'existence de phénomeneergiques entre les deux

guercotriterpénosides
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II) Détermination des seuils de perception du lyomésinol et du
QTT I

L’ajout de lyonirésinol & 10 mg/L confére une amertume persistante etatactere
dérangeant au vin, tandis quegleercotriterpénoside | augmente la sucrosité et masque les
sensations ameres. Le seuil de perception d’'un€aul@ est la concentration au-dela de
laquelle cette molécule est percue dans une mataoeée. Elle concerne soit un dégustateur
(seuil individuel) soit un groupe d’individus (skwollectif). La détermination de cette
derniére valeur est nécessaire afin de connaitnepdict organoleptique effectif d’'un
COMpOse.

Compte tenu des trop faibles quantités disponibles, seuil de perception du

guercotriterpénoside Il ne peut étre étudié.

A) Matériel et méthodes

1) Choix de la matrice d’étude

La détermination du seuil de perception a étéftepiemment réalisée lors de I'étude
des arébmes du vin. En comparaison, relativement deeseuils sont disponibles dans la
littérature pour des composés non-volatils.

Or, les propriétés sensorielles d'un composé pduv@mne considérablement
influencées par la matrice dans laquelle il sevieaules seuils déterminés dans I'eau sont
généralement différents de ceux obtenus dans leEviroutre, ces valeurs peuvent également
varier, de fagon plus faible, d’'un vin a un autre.

En raison de ces effets matrices, la caractérisasensorielle exhaustive d'un
composé du vin nécessite la détermination d’au soinis seuils : dans I'eau, dans un vin
blanc et dans un vin rouge. Il peut étre égalenm@éressant d’évaluer le seuil dans une
solution modéle (par exemple 12 % d’éthanol, 3 d/acide tartrigue, pH 3.5) ou dans
d’autres types de vins.

Toutefois, la robustesse d’'un seuil de percepti&medd du nombre de dégustateurs.
Une quantité importante de la molécule étudiéaiasi nécessaire pour chaque test sensoriel.
Les composés que nous étudions ne sont pas disggomibmmercialement, et les quantités
disponibles demeurent faibles. Par conséquent, neymuvons utiliser qu’une seule matrice

pour la détermination des seuils dans le cadreedsagail.
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Les dégustations présentées au paragraphe | deapére ont montré que le godt des
deux composés est plus facilement perceptible Waus que dans I'eau. Nous avons ainsi
choisi d'utiliser un vin blanc (Bordeaux blanc 20@8bleau 36) élevé en cuve inox, car la

valeur obtenue permettra de discuter I'impact diistas composés dans ce type de matrice.

Tableau 36- Principales caractéristiques analytiques dublamc de Bordeaux 2009
utilisé pour la détermination des seuils de peioapt

Bordeaux blanc 2009

Titre alcoométrique volumique (a 20°C) 12.6 %
Concentration en glycérol 5.9¢g/L
Concentration en D-glucose + D-fructose 0.71 g/L

L’étude du comportement des différentes molécusss dl’autres milieux devront néanmoins

faire I'objet de recherches ultérieures.

2) Préparation des échantillons

Les seuils de perception dyonirésinol et duQTT | sont déterminés au cours de
deux sessions distinctes.
Pour chaque molécule, une solution a 1 g/L estgégpdans du vin blanc, puis elle est diluée
de facon a obtenir les différentes concentratiogsgntées au tableau 37.

Tableau 37- Concentrations egonirésinol et enQTT | préparées
pour la détermination des seuils de perception.

Molécule Concentrations préparées

Lyonirésinol  250ug/L  500pg/L 1 mg/L 2,5 mg/L 5 mg/L 10 mg/L
QTTI 125ug/L 250pg/L 500pg/L 1 mg/L 1.5 mg/L 3 mg/L

Ces concentrations ont été choisies préalablensrtqs dégustateurs et les échantillons ont

été préparés une heure avant les sessions.
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3) Conditions de la dégustation

La caractérisation sensorielle des molécules ndatiles est plus délicate et exigeante
gue celle des composés volatils. En effet, le déggisr est soumis a la fatigue liée au nombre
d’échantillons présentés, ainsi qu'a d’éventuelénoménes de saturation ou de rémanence.
Pour cette raison, nous avons ainsi organisé desgians pour chaque molécule : une le
matin et une l'aprés-midi.

Pour chaque concentration, trois verres sont ptéseaux dégustateurs, I'un d’entre
eux contenant le vin additionné du composé étleéjeux autres contenant le vin témoin.

Il est demandé a chaque individu de deésigner létthan différent (test a choix forcé de 1
parmi 3).

Le matin, trois concentrations sont présentéespphie croissant: 0.5, 1 et 2.5 mg/L
pour lelyonirésinol et 0.25, 0.5 et 1 mg/L.

Pour chaque dégustateur, les concentrations prepa@ska session de I'apres-midi dépendent
des résultats du matin. Il dégustera en effet avemw la concentration la plus basse pour
laquelle il a donné une bonne réponse, afin deircoef son jugement, ainsi que les 2
concentrations inférieures.

Par exemple, dans le cas lgonirésinol, si un individu s’est trompé a 5Q@/L puis a
répondu correctement a 1 mg/L et 2.5 mg/L, alore@us de la séance de I'apres-midi, il
dégustera le composé a AL, 500ug/L et 1 mg/L.

Cette méthode permet de limiter la fatigue des skdpeurs en adaptant au mieux les
concentrations présentées a sa propre sensibilite.

26 personnes appartenant au personnel des lalesati@ I'ISVV et entrainés a la dégustation
des vins ont participé a ces tests sensoriels.

Les échantillons ont été présentés dans des vBREOR, & une température de 12°C, dans

une salle de dégustation équipée de boxes indilgdue

4) Traitement des resultats

Le calcul du seuil de perception individuel a é&élisé en effectuant la moyenne
géométrique entre la plus basse concentration ém@ppartenant a une suite continue de
bonnes réponses et la valeur qui lui est justaiefée (plus haute valeur non trouvée). Le
seuil des dégustateurs ayant répondu correctensentigutes les concentrations est fixé a la

plus basse valeur de la série.
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Le seuil de perception collectif résulte de la muoye géométrique des seuils

individuels. C’est cette valeur qui est utiliséaipta caractérisation sensorielle du composé.

B) Résultats

Dans le cas du lyonirésinol, deux dégustateurs tniépondu correctement pour
aucune des concentrations proposées. Nous leus daibrdéguster I'échantillon a 20 mg/L,
et ils ont cette fois donné la bonne réponse a deprises, ce qui a permis de déterminer leur

seuil.
Les résultats obtenus pour les deux moléculesménentées dans le tableau 38.
Tableau 38- Seuils de perception dyonirésinol et duquercotriterpénoside |
dans un vin blanc
Molécule Seuil collectif Seuil indivuel Seull |nd|y|du,el
le plus bas le plus éleve
Lyonirésinol 1.52 mg/L 250 pug/L 14.1 mg/L
QTTI 590 pg/L 125pug/L 2.1 mg/L

C) Discussion

La détermination des seuils de perception des ceégpnon-volatils du vin est assez
peu décrite, certainement en raison des difficulpéatiques inhérentes a ce type de
caractérisation sensorielle. Toutefois, la méthqde nous avons développée permet de
limiter les effets de rémanence et de saturatior@igdement observables pour des molécules
sapides. Le nombre d’individus du panel, et ledragnement a la dégustation, garantissent
une bonne robustesse aux valeurs obtenues, talgreaurant compatibles avec les quantités
disponibles pour les deux molécules étudiées. @watnent a 'olfaction directe, la gustation
est en effet un acte destructeur ; des quantit@eriantes de molécules non volatiles sont
donc nécessaires pour leur caractérisation setisorie

Les valeurs des seuils de perception déterminéasrslativement faibles pour des
composés non-volatils, notamment en ce qui conclern@TlT |. En effet, & 59Qug/L, ce
composé modifie le godt du vin. Cette molécule pdesune saveur douce ; la détermination

de son seuil de perception dans 'eau serait iss@rge car elle permettrait de le comparer a
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d’autres édulcorants. Néanmoins, nous pensons @usaveur douce de ce composeé se
manifeste essentiellement dans le vin, dont ihakdes perceptions acide et amere.

La sucrosité associée a cette molécule s’exprimsi gleinement, par déplacement de
I'équilibre des saveurs vers des sensations pluseso

Arramon (2001) avait étudié le seuil de perceptitnlyonirésinol dans les eaux-de-vie.

L'auteur I'avait évalué comme étant « inférieur .& thg/L ». L'ordre de grandeur de cette

estimation semble cohérent avec nos résultatsldams.

Par ailleurs, notre travail montre, pour les deomposeés, une grande diversité de
sensibilité entre les dégustateurs. Par exempi&ige individus percoivent Igonirésinol
dans le vin blanc a 25Qg/L, tandis que d’autres y sont insensibles & 10Lm@ette
observation phénoménologique intéressante métitanaiétude physiologique approfondie.

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié legrigtés sensorielles des molécules
purifiées, lorsque la quantité de produit dispamitdutorisait.

Dans un premier temps, leur dégustation en solwtodans le vin a concentration
assez élevée (10 mg/L) a permis de déterminerdaveur individuelle. Léyonirésinol est
ainsi associé a de I'amertume persistante et désatg, tandis que |&€3TT | etlll sont
décrits comme doux, persistants.

Dégustés dans le vin, ces composés ont des sgMesrintenses et leurs descripteurs sont
plus affirmés. Selon les dégustateurs, @Bl conférent en effet de la sucrosité aux vins,
notamment en finale. En outre, ces triterpénoidasqguent notablement la sensation amere
développée par lgonirésinol, tant dans I'eau que dans le vin, lorsqu’ils qumdisents a une
concentration cinq fois inférieure a celle du ligpalLe P-WL ne présente pas d'activité
gustative a la concentration testée.

Nous avons ensuite déterminé les seuils de peoregtilyonirésinol et duQTT |
dans un vin blanc. Ces valeurs sont respectiverdentl.52 et 0.59 mg/L, ce qui est
relativement bas pour des composés non-volatilsisNwons observé une grande variabilité
de la sensibilité des dégustateurs, certains ptatitulierement sensibles a ces composés.

Ces résultats devront également étre complétés ldafigur par la poursuite de la

caractérisation sensorielle ttonirésinol ainsi que de®QTT | etlll dans d’autres types de
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matrices, mais également par I'étude des aufoescotriterpénosidesidentifiés. D’'un point
de vue physiologique, il semble important d’étudigsr mécanismes des interactions entre ces
composeés et les récepteurs sensoriels. En pagticldi phénomeéne de masquage exercé par
lesQTT sur lelyonirésinol constitue a notre sens un sujet particulieremagressant ; son
origine, supramoléculaire ou cognitive, mérite ia@éterminée.

Néanmoins, la détermination des seuils de peraepmtiolyonirésinol et duQTT |
dans les vins constitue une premiere étape pemetté@valuer leur impact organoleptique
effectif. Ces résultats doivent étre ensuite co@paux quantités de ces deux molécules
observables dans les vins. La mise au point d'uéthade de quantification fiable est ainsi

nécessaire afin de discuter I'effet réel des corap@sudiés.
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Chapitre 9 - Quantification du lyonirésinol et dgsercotriterpénosides |
et Il dans les vins et les eaux-de-vie

Introduction

Les chapitres précédents ont présenté la puridicade plusieurs molécules extraites
du bois de chéne. L'utilisation de diverses techegjanalytiques et sensorielles a permis
d’élucider la structure chimique de ces moléculesde préciser l'activité gustative de
certaines d’entre elles.

Toutefois, nous avons realisé ces difféerentes étadpartir d’extraits hydro-alcooliques de
copeaux de bois. Afin de déterminer l'impact ordaptique potentiel dans le vin des
COmMposEs isolés, il est nécessaire, dans un préenmgs, d'y vérifier leur présence, puis de
comparer les concentrations observées aux seutsrdeption déterminés précédemment.
Ce chapitre traite du développement d’'une méthedguantification fiable diyonirésinol et
desquercotriterpénosides letlll dans les vins. En raison de la composition congplix
vin, le couplage LC-MS est une technique adapt@sta approche quantitative.

Nous préciserons les conditions chromatographiqees les parametres de
spectrométrie de masse choisis dans cette méteadsyulignant l'intérét et I'originalité de
l'utilisation du couplage LC-FT/MS. Nous présentesoensuite les résultats des dosages
effectués dans différents vins blancs, issus notamme modalités d’élevage variables. Ces
données seront complétées par des analyses qtiaesitaéalisées dans plusieurs eaux-de-vie
élevées sous bois de chéne. Les résultats obtemoeeipront de discuter I'effet gustatif des

molécules étudiées.

I) Développement d’'une méthode de quantification ddyonirésinol et
des quercotriterpénosides | et Il

Le développement d'une méthode de dosage de compasérels dans une matrice
complexe doit répondre a plusieurs exigences velatnotamment a sa sensibilité, & sa
validité et a sa fiabilité. L'optimisation des paratres expérimentaux utilisés permet de

satisfaire a ces critéres.
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A) Principe de la méthode. Composeés quantifiés

1) Principe général de la méthode

La plupart des dosages en LC-MS de composés pséadaibles concentrations dans
une matrice complexe se font a l'aide de spectraate masse de type triple quadrupdles.
Ces appareils permettent en effet une quantifinadEnsible et précise grace au suivi d’'ions
obtenus par fragmentation d'une ou plusieurs mddscgélectionnées (mode « Multiple
Reaction Monitoring »).

Néanmoins, la LC-FT/MS peut étre utilisée dansaére d’analyses quantitatives, en
raison de ses caractéristiques décrites au ch&piparagraphe I.A (Kaufmaret al, 2010).

La quantification, dans ce cas, n’'est pas effectugda base d’expériences de fragmentation,
mais directement sur les ions quasi-moléculairemadduits (mode « Full Scan ») ; elle est
ainsi réalisée a partir des chromatogrammes déatraits.

La figure 62 illustre la conservation de la prémisde mesure de masse entre deux balayages,
l'un effectué a la base (noté 1) et l'autre au seinrf2) du pic chromatographique
correspondant auyonirésinol, lors de [linjection d'un extrait de boi€ZNCA. Les
conditions utilisées sont similaires a celles désrdans les chapitres précédents. Le rapport
des intensités de l'ion de rappartz443.1675 est d’environ 500 entre les deux balagiage

443.16753
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Figure 62 - Spectres de masse enregistrés a la base (ea teite) et au sommet (en bas a
droite) du pic chromatographique (a gauchelyduairésinol.
Cette figure illustre la stabilité de la précisibam mesure de masse en fonction de l'intensitéghabki0.25 et
0.18 ppm). On peut également noter la conservdliomatio isotopique entre ces deux balayages.
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Cette stabilité de la précision de la mesure desenas-a-vis de l'intensité du signal
permet de reconstruire les chromatogrammes d'iovec ades tolérances tres faibles
(typiguement 5 ppm), ce qui augmente d’autant liecsigité du dosage.

Les chromatogrammes d’ions extraits obtenus en TMAB présentent trés peu de
bruit de fond, ce qui facilite l'intégration descgid’intérét (Mullenet al, 2010). Cette
caractéristique, conjuguée a la grande sensilit€analyseur Orbitrap, permet d’atteindre
des limites de quantification généralement tréesdms
En outre, le contréle automatique du gain et ldevgamme dynamique « intra-scan » de la
LC-FT/MS contribuent a son efficacité pour la quigcdation de molécules dans des matrices
complexes.

En pratique, une série d’échantillons est préppatajout des composés étudiés a une méme
matrice, afin d’obtenir des concentrations croigsamet précisément connues. L'injection de
ces échantillons, suivie de la mesure de l'aireples obtenus dans le chromatogramme des
ions extraits, permet de tracer, pour chaque coégtsdié, une courbe "concentration = f
(aire du pic d'intérét)".

La concentration des molécules étudiées est al@terrdinée dans les échantillons
«inconnus », c’'est-a-dire dans lesquels aucunt ajtau été effectué. Afin d’améliorer la
précision du dosage, un étalon interne peut éiliséut

La quantification en LC-FT/MS est effectuée en medeaull scan », la sélectivité de la
détection étant assurée, comme nous I'avons d#usthaut, par la précision et la stabilité de
la mesure de masse. Cette stratégie permet notanthedfiectuer des analyses quantitatives
rétrospectives ; il est possible de détecter edaeera posteriorides molécules non visées
lors des injections initiales. Cet aspect constifoeiginalité de cette méthode, qui se
distingue ainsi des dosages effectués en MS/M&idel'des spectrometres de type triple-
guadrupdles. Dans ce dernier cas, les transitiotre @ns parents et fragments, qui sont a
l'origine de la sélectivité de la détection, doivétre définies avant I'analyse.

Malgré son développement récent, le dosage « esar@scte » a déja donné des résultats
probants et offre ainsi des perspectives promedte(hanget al, 2009).

La mise en place d’'une telle méthode de dosagen etrticulier la préparation de la
gamme, nécessitent de disposer d’'une quantitésanté des composés purs. Cela constitue
parfois une limite majeure lors de I'étude de ndlegemolécules, non disponibles dans le

commerce.
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2) Composeés quantifiés

Les différentes molécules présentées dans ce lt{ghapitre 6 et 7) ont été isolées et
identifiées a partir d’extraits hydro-alcooligue® dopeaux de bois de chéne. Les
guercotriterpénosides sont de nouvelles molécules, la présencePdlyL n’'a jamais été
rapportée dans les vins ou les eaux-de-vie. Apaimi les molécules identifiees, seul le
lyonirésinol a déja été observé dans des vins blancs par Muoetted al. (1989) et sa
concentration a été estimée par CLHP-UV. Arram@9{2 a également quantifié ce composé
dans les eaux-de-vie mais a indiqué qu'il n’étais présent dans les vins.

Préalablement au développement d'une méthode detification, il est par
conséquent nécessaire de vérifier la présence slaifférentes molécules dans les vins
élaborés au contact du bois de chéne.

Un vin blanc de I'appellation Graves élaboré enigae a été dilué au demi avec de
l'eau milliQ puis filtré & 0.45um. 10uL ont été injectés en LC-FT/MS, dans les conditions
décrites au chapitre 6, paragraphe 1.A.2. Les chtogrammes d’ions extraits correspondant

aux formules brutes des espéces étudiées sonhpEgésela figure 63.
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Figure 63 - Chromatogrammes des ions extraits obtenus finjaction en LC-FT/MS d’un

vin blanc des Graves élaboré sous haisions extraits correspondent, de haut en bEsjduit sodium
dulyonirésinol [M+Na]* (C,,H»s0sNa, en noir), & I'espéce [M-HiluP-WL (C,H3:015, €n rouge), a I'espéce
[M-H] desQTT I a lll (C43Hg:1015, en vert) et a I'espéce [M-HJu QTT IV (CygH710;5, €n bleu). La fenétre de
tolérance utilisée pour la reconstruction des sigrest de 5 ppm.
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Les chromatogrammes de la figure 63 présententsagsmux dont les temps de
rétention sont quasi identiques a ceux des molgddéntifiees dans les chapitres 6 et 7. Une
injection similaire a été effectuée avec une fragiaton HCD (tension de 80 V). Les
fragments caractéristiques de ces composés oobsétves.

L’ensemble de ces éléments démontre la présentgudieésinol dans un vin élaboré sous
bois, ce qui confirme ainsi les travaux de Moutduateal. (1989). Cette présence avait été

contestée par Arramon, a I'évidence a tort.

Lesquercotriterpénosides |, Il, Il etlV sont également détectés dans le vin analyseé.

C’est la premiére fois que des triterpenes galglint identifiés dans un vin.

Le précurseur galloylé et glycosylé de la whiskgtdme P-WL) est lui aussi détecté pour la
premiere fois dans un vin. A ce jour, il n’avait effet été décrit et quantifié que dans des
extraits de bois de chéne (Masstral, 2001).

bY

Les molécules que nous avons identifiees a partin cextrait de bois sont
effectivement présentes dans un vin élaboré sois; lmes résultats confirment donc la
fécondité de notre démarche d’extraction et defipation.

En revanche, ces molécules ne sont pas obserwseded’injection en LC-FT/MS d’un vin
non élaboré sous bois de chéne. La présence demg®ses dans les vins nécessite donc une
phase de contact avec le bois de chéne.

La confirmation de la présence de ces différentelecnles dans le vin analysé permet
d’envisager leur quantification.

Toutefois, nous avons vu au chapitre 8 que le psécu de la whisky-lactone-WL est sans
saveur. Son dosage ne constitue donc pas un dlojectbtre étude.

Les faibles quantités disponibles d@§T Il etV n’ont pas permis de déterminer leur goQt
eventuel ; elles sont, qui plus est, insuffisapi@sr préparer une gamme de concentrations, ce
qui rend leur quantification impossible a ce stade.

Par conséquent, I'étude quantitative développées dam chapitre s’attachera au
lyonirésinol ainsi qu’auxquercotriterpénosides letlll . Ces trois composés présentent en
effet des propriétés sensorielles notables et lesitgés purifiees sont compatibles avec la
préparation d’'une gamme de concentrations dangidegt des eaux-de-vie.

La fiabilité de la méthode de quantification utks nécessite I'optimisation de divers

parametres expérimentaux.
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B) Conditions chromatographiques

L'utilisation d'un systeme chromatographique U-HPIsE de colonnes de faible
porosité (inférieure & @gm) permet de réduire considérablement les tempsatyse tout en
conservant une bonne qualité de séparation. Celstitee un avantage considérable dans le
cadre de la quantification d’un grand nombre d’étitlans.

Le systeme chromatographique décrit au chapitigaagraphe 1.A.2.a, est utilisé dans les
conditions décrites au tableau 39.

Tableau 39— Conditions chromatographiques utilisées poundshode de quantification du
lyonirésinol et deQTT | etlll.

Colonne :
Hypersil GOLD Gg PFP (Thermo Fisher Scientific)
100 x 2.1 mm
Porosité 1.9 um
Phase mobile :
Solvant A : eau LC-MS Optima (Thermo Fisher Scia)ti+ 0.1 % d’acide
formique + 1 mmol/L de formate d’ammonium
Solvant B : acétonitrile LC-MS Optima (Thermo Fislgeientific) + 0.1 %
d’acide formique

Gradient :
Temps
(min) O 05 4 42 54 55 6,5
% de B 18 18 45 98 98 18 18
Débit : 600 pL/min
Injection :

10 pL a l'aide d’'un passeur automatique HTCO Palpggde « racks »

réfrigérés

Le formate d’ammonium est ajouté dans le solvaiaifiA de favoriser I'ionisation du
lyonirésinol en mode positif. L’acide formique améliore la lésion chromatographique.
La colonne PFP utilisée permet d’assurer une bos@earation entre les différents
guercotriterpénosides Les échantillons sont conservés a 12°C dansirlgisstdu passeur
d’échantillon. Cela limite leur éventuelle dégraoiatiorsqu’une série importante d’injections
est programmeée.
Les pressions observées sont de I'ordre de 700 &0
A l'issue de chaque injection, la seringue et ctpur sont rincés trois fois, a I'aide de deux
solvants différents : une solution eau/méthanol5604 0.5 % d’acide formique et de

I'acétonitrile. Ce protocole a été mis en place das phénomeénes d’ « effets mémoire »
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(traces reésiduelles) sont observables avec un gingaassique eau/méthanol, lors de
l'injection d’'un « blanc » (eau) a la suite d’'urhéatillon concentré.
Le détecteur a barrette de diodes est activé poévantuel contrble, mais il n’est pas utilisé

pour la quantification.

C) Paramétres de spectrométrie de masse

1) lons utilisés pour la quantification

Les ions utilisés pour le dosage lganirésinol et desguercotriterpénosides letlll
sont présentés dans le tableau 40. Ils ont étéishen raison de la valeur de leur rapport
signal/bruit pour une faible concentration.

Afin de limiter les erreurs de mesure liées a €atjon, un étalon interne est utilisé. Un
composé phénolique, la néohespéridine dihydrochalclHDC) est ainsi ajouté aux
échantillons (de la gamme et inconnus), a une carateon de 10Qug/L. Nous avons choisi
cette molécule car elle possede une masse mofdife 19819 et un temps de rétention (3.0
min) proches de ceux des composeés étudiés. En, duskagit d'un composé glycosyle,

jamais observé dans la nature. La NHDC est détectéeode négatif.

Tableau 40- Description des ions utilisés pour la quantiiima dulyonirésinol et desQTT.

Molécule T(’emp:; de Rapportm/zdes ions (en Th) Nature des ions
rétention
438.21224 [M+NH]*
Lyonirésinol 1.40 min 443.16764 [M+Na]
841.36411 [2M+H]
863.34606 [2M+Nd]
Quercotriterpénoside | 2.70 min 655.34877 [M-Glucose-H]
817.40105 [M-H]
Quercotriterpénoside 11 3.05 min 655.34877 [M-Glucose-H]
817.40105 [M-H]
NHDC (étalon interne) 3.00 min 611.19814 [M-H]
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2) Conditions expérimentales de la spectrométrie dmasse

Les valeurs des gaz et des tensions appliqguéed’ mmisation et le transfert des ions
ont été optimisées en utilisant comme référencesntensités des signaux de rappori
443.16764 Th pour le mode positif (ion de quardtiicn majoritaire duyonirésinol) et
817.40105 Th pour le mode négalibn de quantification majoritaire d&3TT | etlll ). Ces
valeurs sont rapportées dans le tableau 41.

Tableau 41- Conditions d’ionisation utilisées en mode positiee mode négatif.

Paramétre Mode positif Mode négatif
Débit du « sheath gas » 75 75
Débit du gaz auxiliaire 20 20
Débit du « sweep gas » 3 3
|Tension du spray]| 3.5 kV 3 kv
Température du capillaire 350 °C 350 °C
Tension du capillaire 35V 95V
Tension du tube lens 120V -190 V
Tension du skimmer 18V -46 V
Température de la source 320 °C 320 °C

Nous avons observé, dans les conditions appliqueegsesence d’'un adduiQ[I' T +
CRCOQJ, caractérisé par le rapport/z 931.39446. La versatilité généralement rencontrée
pour cette espéce nous a ainsi amené a appligeeénargie de collision de 30 eV dans la
source (SID) en mode négatif. Cette opération perohe briser I'adduit avec le
trifluoroacétate. Le fragment de rapponiz 65534877 Th également généré est pris en
compte pour la quantification.

L’analyse chromatographique dure 6.5 minutes. lexpmetre de masse enregistre
les données pendant les cing premieres minutesx Begments d’acquisition sont alors
programmés : le premier (de 0 a 2 minutes) corresp des balayages en mode positif
(détection duyonirésinol) et le second (2 a 5 minutes) en mode négatieftién deQTT).

Les molécules étant suffisamment sépareées, il d@st pas utile d’alterner les polarités entre

chaque balayage. En augmentant le nombre de bakyagffectués par pic
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chromatographique, la segmentation des modes d&tigqu permet d’améliorer encore la

précision des dosages.

Les gammes de balayage utilisées sont adaptéasreughoisis.

Le flux chromatographique est envoyé vers la pdald# 0 a 1 min et de 5 a 6.5 min. Ces

phases correspondent a I'élution du volume mdrécailibrage, et au ringage de la colonne.
Les parameétres utilisés pour les deux segmentxjaisition sont présentés dans le

tableau 42 ci-dessous.

Tableau 42- Configuration de I'analyseur Orbitrap pour lesid segments
de la méthode de quantification utilisée.

Segment 0-2 minutes 2-5 minutes
Mode Positif Négatif
Gamme de balayage 200-900 Th 600-1000 Th
SID (collision dans la source Aucun 30V
Temps d'injection maximal 100 ms

Controle automatique du gair 3%i6ns ("High dynamic range")

Calibrage Externe

Résolution 25 000 (an/z200 Th) "Enhanced"

Par rapport a la méthode utilisée pour la déterticinale la formule brute, le nombre
d’ions introduits dans I'Orbitrap est augmenté (plie par 6), ce qui améliore la gamme
dynamique ainsi que la sensibilité de la détecti@ntemps d’injection observé est inférieur a
100 ms, cette valeur peut donc étre utilisée commajerant.

Le calibrage externe permet datteindre des pm@tsside la mesure de masse
inférieures & 3 ppm, pendant au moins une sem@iate valeur est suffisante pour une
analyse quantitative.

La vitesse de balayage est dépendante de la riésolutilisée : elle est de 10
balayages par seconde a 10 000 de résolutionkebdkyage par seconde a 100 000 (pour un
ion de rapporim/z200 Th). Il convient de trouver une valeur periuatid’obtenir un nombre
de points suffisant pour chaque pic chromatogramhigout en garantissant I'absence

d’interférences liées a la présence de composBarisoes.
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La figure 64 présente un détail des spectres desemastienus a partir de I'injection de
10 uL d’'un vin blanc non boisé, auquel tironirésinol a été ajouté a une concentration de
100 ug/L. Ces spectres ont été enregistrés en utilissitquatre niveaux de résolution
disponibles pour le systeme Exactive, indiqués gqeaut pour un rapporn/z de 200 Th
(10 000, 25 000, 50 000 et 100 000). A titre intdicées résolutions effectivement obtenues
pour I'adduit [M+Na] dulyonirésinol sont mentionnées a c6té du signal de cette espéce.
calibrage interne a été utilisé. Les spectres gargentés sur une fenétre de 0.8 Th.
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C22H28 Og Na R=10000
-6.18266 ppm

R=6784

443.16776
C22H2g Og Na

R=25000
100 0.26217 ppm
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] 443.07138 R =33600
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Figure 64 - Détails des spectres de masse obtenus pour uotarin non boisé additionné de
100ug/L delyonirésinol en utilisant quatre niveaux de résolution.

Pour une résolution de R = 10 000n{& 200 Th), I'écart entre la valeur de la masse
théorique et la valeur enregistrée est anormalelerné (6.2 ppm). En utilisant des niveaux
de résolution supérieurs, on observe qu'une esjma®arique est détectable et que la
précision de mesure de masse enregistrée pougtesp,H,sOgNa" devient alors conforme

aux valeurs attendues. L’ion isobare, caractémsaip rapporim/zd’environ 443.07, est donc
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a l'origine d’une interférence avec l'adduit sodiudn lyonirésinol lorsque le pouvoir
résolutif ne permet pas de séparer ces deux ions.
Par conséquent, nous utilisons une résolution de B 000 (a 200 Th) pour I'analyse

guantitative, ce qui correspond a une vitesse tiyhge de 4 Hz.

D) Traitement des résultats

L’analyse des résultats est effectuée grace ali@gipn Quan Browser du logiciel
Xcalibur, en utilisant I'algorithme Genesis. Lagmgrande sélectivité de la LC-FT/MS permet
l'intégration automatique des signaux. La quardtiien est basée sur le rapport entre les aires
du pic du composé étudié et de I'étalon interne.

La figure 65 présente plusieurs chromatogrammesnolstpar extraction des ions de rapport
m/z 438.21224 et 443.16764 Th (respectivement addaitemonium et sodium du

lyonirésinol en mode positif), en appliquant des conditionpréeision de masse variables.
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Figure 65 - Chromatogrammes d’un échantill@ZNCA obtenus par extraction des ions
de rapporin/z438.21224 et 443.16764 Th, en appliquant
des fenétres de masse variant de 1 a 10 ppm.
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Ces résultats montrent que l'allure et lintensité pic chromatographique sont
conservées pour des contraintes de précision deendes 10 ; 5 et 3 ppm. L'intensité du
signal chute lorsque 'on fixe la tolérance dedégsion a 1 ppm ; la forme du pic n’est alors
plus gaussienne. En effet, & ce niveau dexigermextains ions sont exclus du
chromatogramme reconstruit car I'écart entre |gpoam/z mesuré et la valeur théorique est
supérieur a 1 ppm pour certains balayages de lrexpze.

Nous appliqguons donc une fenétre de masse de 5 ppun la construction des
chromatogrammes d’ions extraits ; cette valeur rgédran niveau de sélectivité élevé sans

affecter I'allure et I'intensité des pics obtenus.

E) Préparation des échantillons

Le dosage des composés étudiés est réalisé daxsyges de matrices : vin blanc et
eau-de-vie. Compte-tenu de la complexité chimiggeeks solutions, il est fort probable que
des « effets matrices » soient observables, ceataque lionisation et la détection des
molécules d’intérét varient avec la nature des ddlans. L'influence de tels effets sur la
guantification de molécules du vin en LC-MS a réoant été étudiée de fagcon approfondie
(Starket al, 2010).

L'objectif de ce chapitre est d’obtenir des valedes concentrations elyonirésinol et en
QTT I etlll dans quelques vins et spiritueux afin de disdltepact organoleptique de ces
molécules. Par conséquent, nous n'‘avons pas rdaks§ammes-étalons dans I'eau mais
directement dans les matrices utilisées. Toutef@igjde des influences de la matrice devra
faire I'objet de travaux ultérieurs.

La quantification est effectuée en injection diegct’est-a-dire sans étape de
purification préalable. Afin de diminuer le degiéalique (des valeurs trop élevées peuvent
nuire a la résolution chromatographique), les simist dilués au demi avec de I'eau milliQ et
les eaux-de-vie au dixieme. Les échantillons sdtred & 0.45um a l'aide d'un filtre-
seringue. L'étalon interneNHDC) est ajouté a tous les échantillons, a une coretén de
100pg/L.

Les gammes-étalons sont réalisées dans un vin blange eau-de-vie de raisin non
boisés. Une solution éthanolique a 1 g/L est réaligour chacun des composés, puis les
différentes concentrations sont obtenues par datiatis successives ; elles sont identiques

dans les deux matrices (tableau 43). Les concanmisatitilisées ont été déterminées par une
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estimation préalable des teneurs effectivementomnées dans les vins. Les ajouts sont
réalisés apres dilution de la matrice ; le factdardilution est pris en compte lors de
'expression des résultats des échantillons. Lgtions en LC-FT/MS se font dans le sens

des concentrations croissantes, afin d’éviter geatélels phénomeénes de « carry-over ».

Tableau 43- Concentrations (C1, C2...C6) Bonirésinol et enquercotriterpénosides
préparées pour les différents échantillons de tange-étalon.

Molécule C1 C2 C3 C4 C5 C6
Lyonirésinol 50pug/L  100pg/L  200pg/L  500ug/L 1 mg/L 2 mg/L
QTTI 2 ug/L 5ug/L 10pg/L  20pg/L  50upg/L  100pg/L
QTT 5ug/L 10ug/L  20pg/L  50upg/L  100pg/L  200ug/L

F) Validation de la méthode de quantification

Les difféerents éléments permettant de valider lghode de quantification sont
détaillés ci-dessous pour une matrice «vin blanca»>méme démarche est utilisée pour la
matrice « eau-de-vie ».

1) Conditions générales

La figure 66 montre les différents chromatogramitggenus pour I'injection de 4L
d’un vin blanc des Graves (Clos Floridene 2007%beété sous bois de chéne, dilué au demi
avec de I'eau et auquel I'étalon interne a ététaddié.

Cette figure montre la bonne séparation des espédisges pour la quantification,
elle confirme donc I'efficacité de la méthode chadagraphique utilisée.

Par ailleurs, les chromatogrammes de la figure di5 «en sticks », permettent
d’illustrer le nombre de balayages enregistrés pesipics d’'intérét lors de l'injection d’'un
vin blanc non boisé complémenté par les trois ca@petudiés a hauteur de2fiL.

Nous voyons ainsi que les pics sont constitues dains 20 « scans », appelés
« points de quantification ». Ce nombre est corbpmtivec les exigences de fiabilité liées au
développement d’'une méthode de dosage.
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Figure 66 - Chromatogrammes obtenus pour un vin blanc boiseé.
De haut en bas : chromatogramme des ions totauxdjer) chromatogrammes des ions extraits pour la
guantification ddyonirésinol (en rouge), de®TT (en vert), et de I'étalon interne (en bleu).
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Figure 67 - Détail des chromatogrammes « en sticks » obtpauslelyonirésinol
et lesQTT | etlll dans un vin blanc non boisé complémenté par chegugosé a 2(ig/L
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2) Sensibilité

Compte tenu de la grande sélectivité de la LC-FT/M®1otion de rapport signal/bruit
n'a pas vraiment de sens pour cette techniqueintitelde détection d’'une molécule est donc
définie comme la concentration la plus basse de cetlécule pour laquelle on observe, au
temps de rétention attendu, un signal fiable, adpétet différent de celui produit par un
« blanc » dans les mémes conditions.

Dans le mode opératoire décrit ici, la limite deedéon est inférieure a hg/L pour le
lyonirésinol et a 1ug/L pour lesquercotriterpénosides letlll .

La limite de quantification est la concentrationplas basse permettant de répondre
aux exigences de fiabilité, de linéarité et de taipiéte imposées dans le cadre de la méthode.
Nous avons choisi de suivre les consignes éditéeteplépartement américain de la santé et
des services aux personnes (Guidance for Indud@@]l). Les conditions requises pour la
limite de quantification sont les suivantes :

- L’intensité du signal doit étre au-moins cinq feigérieure a celle enregistrée

pour un « blanc »
- Le signal enregistré doit étre identifiable, exastec une tolérance de 20 %) et
reproductible (avec une tolérance de 20%).
Avec ces niveaux d’exigence, les limites de quanatiion déterminées dans le cadre de cette
méthode sont de 1@/L pour lelyonirésinol et 1ug/L pour [esQTT | etlll .
La sensibilité de la méthode est donc suffisanteegard des concentrations observées dans
les vins, ce qui est compatible avec linjectiomedie des échantillons et leur dilution au

demi.

3) Linéarité

La linéarité permet de vérifier la proportionnaltétre les rapports (aire du composeé) /
(aire de l'étalon interne) et les concentrationsrespondantes, dans la gamme des teneurs
quantifiées. Une régression linéaire est ainsigéala partir des divers points obtenus.
La figure 68 présente les droites d’étalonnage tcoibss a I'aide de I'application Quan
Browser du logiciel Xcalibur pour les trois moléesilétudiées dans un vin blanc.
Afin d’améliorer la régression linéaire, des pomdi@ns « equal » (tous les points ayant la
méme importance) et « en 1/X » (les points de besseentration ayant davantage de poids)
ont été respectivement utilisées pourylenirésinol et lesQTT. Ces pondérations sont en

accord avec le positionnement des concentratiotigesadans les vins au sein de la gamme
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étalon (les valeurs trouvées dans les vins somdfgtmoches des points C4-C6 pour le lignane
et des points C2-C4 pour les QTT). Afin d’'amélidietinéarité de la réponse, le passage par

le point (0 ; 0) n'a pas été forcé.
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Figure 68 - Droites de calibration obtenues pour le lyoniréket
les quercotriterpénoside | et Il dans un vin blanc

Les coefficients de corrélation (R?) obtenus sanist nettement supérieurs a 0.99, ce qui

valide la linéarité du dosage.

4) Exactitude

Pour les différents échantillons de la gamme étdiécart entre la valeur théorique et
la valeur obtenue a partir de la droite d’étalomnagt calculé. Ces écarts de concentration

sont présentés dans le tableau 44.
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Tableau 44- Exactitude de la méthode de quantification.

Molécule C1 C2 C3 C4 C5 Co6
Lyonirésinol 65% 40% 95% 56% 06% 04%
QTT I 36% 99% 57% 24% 18% 54%
QTT 45% 21% 62% 53% 19% 56%

Les valeurs trouvées sont tout a fait acceptabliss valident I'exactitude de la méthode.

5) Répétabilité

La répétabilité de I'analyse est mesurée en injgdix fois le méme échantillon C2 de

la gamme étalon.

On obtient des coefficients de répétabilité de%.pour lelyonirésinol, 4 % pour 1eQTT |

et 2.6 % pour 1QTT Il (calculés sur la base des concentrations dédddssdroites).
Lorsque l'on n'utilise pas d’étalon interne, lesletas de répétabilité augmentent tres
sensiblement et deviennent supérieures a 10 %.

La quantification développée permet donc une bagpétabilité,a fortiori lorsqu’un étalon
interne (la NHDC en I'occurrence) est utilisé.

Par ailleurs, nous avons préparé puis injectééstxantillons C2. Les coefficients
obtenus sont légérement supérieurs (respectivemént 4.2 et 6.1 %). Cela s’explique
notamment par les erreurs expérimentales commisexoars de la préparation des
echantillons. Toutefois, ces valeurs demeurentlaent acceptables.

L’injection de la méme gamme a trois reprises éonsves conduit a des réponses
trés similaires (écarts inférieurs a 10 %). En net&, d'un jour a l'autre, les résultats obtenus
sont sensiblement différents pour les différenistsade la gamme (écarts supérieurs a 20 %).
Cette faible reproductibilité est une limite frequaent observée en LC-MS.

Il convient des lors d’injecter les différents éctidbons de la gamme a chaque fois que I'on
souhaite doser les trois molécules étudiées daessérie de vins (Guidance for Industry,
2001).

6) Ajouts dosés

Afin de tester la précision de la méthode, destajdasés sont effectués dans des vins
élaborés au contact du bois. Les modalités etdssltats obtenus sont présentés dans le

tableau 45 ci-dessous.
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Tableau 45- Résultats obtenus lors d’ajouts dosésydrirésinol, et de
quercotriterpénosidesl et 11l dans des vins boisés.

Concentration Concentration Concentration

Molécule initiale ajoutée retrouvée Ecart relatif
1.4 mg/L 200ug/L 1.75 mg/L 8.6 %
Lyonirésinol
1.9 mg/L 1 mg/L 3.1 mg/L 6.4 %
22.3ug/L 50 ug/L 78.1ug/L 7.4 %
QTT I
A7.5ug/L 100ug/L 137.3ug/L 6.9 %
28 ng/L 50 ug/L 74.2ug/L 4.9 %
QTT
240.2ug/L 100ug/L 362.3ug/L 6.1 %

Les ajouts de quantités connues des trois compam@sdonc retrouvés avec une

précision satisfaisante.

L’étude de ces divers criteres permet de validermiéhode de quantification
développée, ce qui garantit la fiabilité des régslbbtenus pour les échantillons a doser.

Des données similaires sont observables pour langaétalon réaliseée dans de I'eau-de-vie.

II) Application a I'analyse des vins blancs

Le lyonirésinol, ainsi que legjuercotriterpénosides letlll , ont été dosés dans trois

séries de vins blancs.

A) Nature et origine des vins analysés

La premiére série contient cinq vins blancs de Bauxk, élaborés comme décrit au
chapitre 3, paragraphe Il.A.1.a. Seule la natureahtenant varie entre les modalités ; une
cuve en inox, une cuve en bois de chéne de 50 bleneine cuve similaire usagée (1 an),
deux barriqgues usagées (1 an) et 2 barriques neovdsutilisées. Les différents vins sont
élevés cinqg mois dans leur contenant respectif.

La seconde série est constituée par treize milEsimiun méme cru classé de

I'appellation Pessac-Léognan (Graves).
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La troisieme série rassemble quelques vins d'aemidiverses : deux vins issus du
cépage Chardonnay, provenant d'un méme moilt ebréabendant six mois dans deux
barriqgues ('une de 225 L, l'autre de 400 L), p&uss vins blancs secs du Bordelais et trois

crus de la cote de Beaune, élevés pendant 18 mbigraque (228 L).

B) Résultats du dosage thonirésinol dans les vins blancs

1) Vins issus de contenants différents

Les résultats sont présentés a la figure 69. Rsumlodalités « barriqgues neuves » et
« barriques 1 an », les dosages ont été effecudsigs deux duplicats. Les coefficients de
variation sont inférieurs aux coefficients de ré@pédité de la méthode. La valeur moyenne est

utilisée dans la figure 69.
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Figure 69 - Dosage dilyonirésinol dans des vins issus de divers contenants.

La figure 69 confirme que lyonirésinol n’est présent que dans les vins élaborés au
contact du bois de chéne. La comparaison entrentealités « barriques » et les modalités
« cuves » montre que la concentrationly@mnirésinol augmente avec le rapport ‘surface de
contact avec le bois’ / ‘volume de vin'. Cette centration diminue également avec I'age du

bois de chéne.
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Le seuil de perception dyonirésinol dans les vins blancs a été déterminé a 1.52
mg/L. Aprés cing mois d’élevage, le vin élaborébarmrique neuve posséde une concentration
en lyonirésinol supérieure au seuil de perception ; elle en esthgr pour la modalité
« barriques un an ». En revanche, les valeursrdétées dans les modalités « cuves » sont

nettement inférieures au seulil.

2) Vins issus du méme cru sur plusieurs millésimes

Le cru classé de Graves étudié a été élevé peetairton douze mois en barrique
(225 L) de bois de chéne, avec en moyenne 25 a @€ Barriques neuves.
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Figure 70 - Dosage dilyonirésinol dans différents millésimes d’un vin blanc
du méme cru classé de Graves.

Dix des treize vins analysés possédent une camtiemt enlyonirésinol supérieure au
seuil de perception, avec un maximum de 2.4 mg [®ouarillésime 2006. Les autres vins en
sont proches. Ces valeurs sont proches des estimatffectuées par Moutouredtal. (1989).

Par ailleurs, nous n’observons pas d'effet notahievieillissement sur la concentration en
lignane.

Les modalités d’élevage mises en ceuvre par cetf@ipté, et notamment le pourcentage de
bois neuf utilisé, n'ont guére été modifiées de41992005. En revanche, depuis 2005, ce
pourcentage a diminué, de 30 a 25 %. Cette dinuinutiest pas observée dans les teneurs en

lyonirésinol.
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Par conséquent, si lgonirésinol semble assez stable dans le vin a cette échetlengss, il
n'est pas exclu qu'’il soit partiellement dégradécaurs de la conservation en bouteille. Il est
également envisageable qu’une variabilité asseoiitapte puisse exister d’'une barrique a
une autre, et que la quantitélganirésinol extrait varie ainsi en fonction des millésimessDe

expériences ultérieures devront étre réaliséesddindier ces hypotheses en détail.

3) Vins d’origines diverses

Les résultats obtenus sont présentés dans la fidure
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Figure 71 - Dosage dilyonirésinol dans des vins d’origines diverses.

A l'exception d'un Pessac-Léognan 2007, tous lass vanalysés possédent une
concentration etyonirésinol supérieure au seuil de perception, avec une vatenimale de
2.9 mg/L.

Les valeurs calculées pour les deux vins de Linsnnt cohérentes avec les observations du
paragraphe I1.B.2 ; la concentration la plus élegtant observée pour la barrique de plus
grand rapport ‘surface de contact’ / ‘volume’.

Les trois vins de Bourgogne, €élevés pendant unéedsupérieure (18 mois), présentent des
teneurs eryonirésinol plutét hautes (supérieures a 2 mg/L) ; elles me tmutefois pas les
plus importantes de la série.
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De facon générale, les concentrationsyemirésinol des vins blancs analysés sont
élevées et supérieures au seuil de perceptione Qettiécule possede donc un impact
organoleptique dans les vins boisés ; elle leurfatende I'amertume rémanente et un
caractére dérangeant. A notre connaissance, Igsigiés gustatives de cette molécule dans
les vins n'avaient jamais été décrites.

Ce composé est relativement stable dans le tengpigires vins en possédent des teneurs
supra-liminaires apres 15 ans de vieillissemenbeuteille. L'élevage en barrique neuve

augmente sensiblement la teneurlynirésinol des vins. Certains vins blancs sont élevés
pendant 12 a 18 mois avec 100 % de barriques neNees n’avons pas pu analyser de tels

vins ici, mais il est probable que les concentratien lignane y soient éleveées.

C) Résultats du dosage desercotriterpénosides | et I
dans les vins blancs

Compte tenu de leur parenté chimique, nous préseseensemble les résultats
obtenus pour les de@TT.

1) Vins issus de contenants différents

Comme pour ldyonirésinol, les coefficients de variation calculés ici poes deux
duplicats des modalités « barriques » sont inféieaux coefficients de répétabilité de la

meéthode. Les résultats sont présentes a la figure 7
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Figure 72 - Dosage degquercotriterpénosides letlll dans des vins
élaborés dans divers contenants.
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Pour chaque modalité, les concentration®Qail | etlll sont trés proches. Comme
pour le lyonirésinol, elles augmentent avec le rapport ‘surface deaotnt ‘volume’ et
diminuent avec I'age du contenant. Ces deux madScué sont pas présentes dans la modalité
élaborée en cuve en inox.

Les valeurs observées dans ces vins élevés pemilant mois sont nettement
inférieures au seuil de perception QIT I. Cette molécule ne possede vraisemblablement
pas d’'impact sensoriel & elle seule. Nous n'avasspgu déterminer le seuil @I T 111 .

2) Vins issus du méme cru sur plusieurs millésimes

Les résultats des différents millésimes du crusédate Pessac-Léognan sont présentés
a la figure 73.
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Figure 73 - Dosage degquercotriterpénosides letlll dans différents millésimes
d’un vin blanc du méme cru classé de Graves.

Contrairement aux vins de la série précédentecdesentrations e@TT Il sont
supérieures a celles €T | pour tous les échantillons analysés. Ces derngmestoutes
inférieures au seuil de perception.
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La teneur maximale eQTT Il est de 8Qug/L pour le millésime 2002.

Par ailleurs, on observe que les concentrationQEnh | sont plus faibles pour les

millésimes les plus anciens, alors que le vie#iisent ne semble pas avoir d'effet sur les

teneurs erQTT Il . Toutefois, nous ne connaissons pas la varialghiévant exister d'une

barrique a l'autre au sein d’'un méme millésimecette variabilité est importante, I'écart des

concentrations entre les millésimes n'est pas foet# directement lié a des phénomenes de

dégradation des molécules avec le temps. Des &satysgntitatives réalisées sur un méme

vin a différents moments de son vieillissement ewotdille permettraient d’étudier cette

hypothése de fagon plus détaillée.

3) Vins d’origines diverses

Les résultats obtenus pour les différents vins poggentés a la figure 74.
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Figure 74 - Dosage duuercotriterpénosides letlll dans des vins d’origines diverses.

Les résultats obtenus pour les deux vins de Limsmnt cohérents avec ceux deécrits

pour les vins issus de divers contenants, les corateons erQTT | etlll étant plus élevées

pour le vin provenant d'une barrique de 225 L.
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Pour ces derniers vins, comme pour les vins du &aig] les concentrations des deux
molécules sont proches. L'écart est Iégerementgilig pour le Pessac-Léognan 2006, mais
il est nettement plus important pour les trois desBourgogne (la teneur €T Ill atteint
guasiment 30Qg/L pour le Meursault Genevrieres).

Ces vins ont été élevés pendant 18 mois dans degums de bois chéne sessile. Nous
ne disposons pas d'informations plus détailléesl’stigine géographique précise du chéne
utilisé. A ce stade, il ne nous est pas possiblprdeiser si ces teneurs élevéeQan Il
sont liees a la durée supérieure de I'élevage,natiare du bois utilisé pour les barriques, ou
éventuellement a d’autres parameétres. Des étudaplémentaires pourront s’attacher a la
compréhension de ce résultat. Si le phénomeéne abhsst lié a la durée supérieure de
I'élevage, nous pouvons alors imaginer qu&IET Ill possede une cinétique d’extraction
assez lente. Les vins élevés en barrique usagédedsan susceptibles d’en contenir des
teneurs non négligeables, ce qui est observéiguigef72.

Les concentrations e@TT | dans les différents vins présentés figure 74 sont
egalement inférieures au seuil de perception de oblécule. Leur impact individuel semble
donc négligeable.

En revanche, des teneurs plus élevées sont eméegighour 1QTT Ill . Dans le chapitre

8, nous avons vu que certains dégustateurs pergde®@TT | a 125ug/L dans un vin blanc.
Dans les trois vins de Bourgogne, les concentratemQTT Il dépassent nettement cette
valeur. Nous ne connaissons pas le seuil de p&voegd ce composé donc nous ne pouvons

conclure sur son impact gustatif.

SileQTT I est retrouvé dans les vins a des concentratidégaares a son seuil de
perception, il n'est pas exclu que @3 T, et d’autres molécules de cette famille, influerice
la perception gustative des vins boisés, notammpanties phénomeénes de synergie. En effet,
les interactions entre composés non-volatils saguentes. A titre d’exemple, le glucose et
le fructose godtés séparément en solution a 1 g/lsant pas percus par une majorité de
dégustateurs, tandis qu’'un mélange de ces deuxas#am la méme concentration est décrit
comme sucré. Dans le chapitre 8, nous avons déxigtence d’un tel effet de synergie.

Par ailleurs, nous avons montré queQi€T | a un effet de masque de I'amertume
développée par lgonirésinol. Il est possible qu’il en soit de méme pour d’estmolécules

de cette famille.
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[II) Application a I'analyse des eaux-de-vie

La méthode de quantification mise au point pewd étilisée pour I'analyse des eaux-
de-vie élevées au contact du bois de chéne. Leceotage d'éthanol et la durée de
vieillissement sous bois sont plus importants deestype de matrice ; I'extraction de

composeés non volatils du chéne y est dmpciori favorisée.

A) Nature et origine des eaux-de-vie analysées

Deux séries d’eaux-de-vie ont été analysées.

La premiere est constituée de quatre eaux-de-vi€algnac, provenant du méme
producteur. Ces eaux-de-vie ne résultent pas dsamblage et ne sont pas commercialisées;
elles ont été prélevées dans des lots en coursatlgation et se distinguent par leur durée de
vieillissement: 1, 5, 10 et 15 ans. Les contenanilssés pour I'élevage de ces quatre
échantillons sont sensiblement similaires.

La seconde série est formée de plusieurs eauxedélevées sous bois de chéne,
d’'origines et de natures différentes (Cognac, Amaag Whisky), provenant de divers
producteurs. Leur durée de maturation est égalewagiable ; nous indiquerons par défaut la
mention présentée sur I'étiquette. Nous ne conoasspas les détails des modalités d’élevage

de ces eaux-de-vie.

B) Résultats du dosage thonirésinol dans les eaux-de-vie

1) Eaux-de-vie maturées pendant des durées différes

Les résultats pour les quatre échantillons sorggmtés a la figure 75.
Les concentrations dgonirésinol observées dans ces eaux-de-vie sont tres vari@dde$
mg/L environ, pour la modalité « 15 ans », a quasitti8 mg/L, pour la modalité « 1 an »).
Arramon (2001) avaient enregistré des valeurs dumenédre de grandeur, mais globalement

plus basses (6.2 mg/L au maximum).
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Figure 75 - Dosage dilyonirésinol dans des eaux-de-vie
maturées de 1 & 15 ans.

Hormis pour I'eau-de-vie maturée pendant 15 ags,téneurs présentées figure 75
sont toutes supérieures au seuil de perceptidyathirésinol dans les vins blancs.

Nous n'avons pas déterminé le seuil dans une reatrieau-de-vie ». Il a été estimé par
Arramon (2001), et décrit comme « inférieur a 2 glo.

Il sera toutefois important de déterminer cetteuaplus précisément et de facon plus fiable
(le panel utilisé par cet auteur n’était constiqué de cing dégustateurs).

En raison des concentrations présentes, nous pswapendant imaginer quely@nirésinol
posséde un impact gustatif dans au moins troisedeecaux-de-vie (modalités « 1 an », « 5
ans » et « 10 ans »).

Par ailleurs, les teneurs obtenues ici sont en mey/supérieures a celles rencontrées
dans les vins blancs. Pour la modalité « 1 an tertgps de contact avec le bois de chéne est
similaire a celui observé pour la plupart des \désrits au paragraphe Il de ce chapitre. La
différence des concentrations peut ainsi notamsierpliquer par la polarité plus faible de la
matrice « eau-de-vie » et ainsi son meilleur pousleisolvatation vis-a-vis dyonirésinol.

La figure 75 montre que la concentrationlmirésinol diminue notablement avec la
durée de maturation des eaux-de-vie. En premietarts ce résultat apparait paradoxal, car
I'extraction solide/liquide d'un composé augmentnéralement avec la durée de contact,
surtout lorsque la surface de contact est limitéaqui est le cas dans une barrique.

209



Aussi, il est possible que Igonirésinol soit dans un premier temps extrait du bois de €hén
puis dégradé au cours du vieillissement sous @Eghénomene pourrait en partie expliquer
importance de la maturation en barrique sur laligé des eaux-de-vie, et notamment le gain
de douceur ainsi que la diminution de la duretéenlgs avec le vieillissement. Nous avons
vu précédemment que Igonirésinol était relativement stable avec le temps de coasierv

en bouteille. Dans I'hypothése d’'une dégradatiomeleomposé au cours du vieillissement en
barrique des eaux-de-vie, il est donc possible ligu'soit associée a des phénomeénes
oxydatifs.

Toutefois, nous ne possédons aucune donnée cont&sa@oncentrations dyonirésinol de
ces eaux-de-vie apres une méme durée de vieillmsefun an) ; elles permettraient une
comparaison plus rigoureuse. Les différences oBssrypourraient par exemple s’expliquer
par une grande variabilité de la quantité Igenirésinol extractible dans les différentes
barriques.

La répétition de cette observation ainsi que I'étashétique de la teneur en lignane sont donc
nécessaires pour confirmer cette tendance et étlidigothése d’'une dégradation avec le

temps de maturation.

2) Eaux-de-vie diverses

Les résultats sont présentés a la figure 76.
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Figure 76 - Dosage diyonirésinol dans diverses eaux-de-vie.
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Les résultats présentés a la figure présentenvamabilité importante de la teneur en
lyonirésinol dans les eaux-de-vie. Les valeurs observées samiédhe ordre de grandeur que
celles décrites plus haut. Les quatre premiers @oganalysés proviennent du méme
producteur ; ils ont été vieillis en barrique pemdaes durées croissantes. Les valeurs
observées pour ces quatre échantillons sont étaneatbasses. Nous ne connaissons pas les
modalités d’élaboration de ces Cognac, aussi ilsnest difficile de discuter les résultats
obtenus. Toutefois, les échantillons analysés proént de bouteilles ouvertes depuis
plusieurs mois et conservées a la lumiere. Il setéressant d’étudier I'évolution des
concentrations elyonirésinol dans ces conditions de conservation.

Par ailleurs, les valeurs observées pour 'Armagi@OP (ayant subi 5 a 7 années de
vieillissement en barrique) et I’'Armagnac maturé@gsnt 15 ans confirment les résultats du
paragraphe précédent, montrant une diminution Igonirésinol avec la durée de
vieillissement. Ces valeurs sont en outre compasadlcelles obtenues pour les Cognac de la
figure 75 pour des durées de vieillissement conipesa
De la méme fagon, la concentrationlganirésinol du whisky vieilli 12 ans est d’environ 4
mg/L, c’est-a-dire quasi égale a celle du Cognaturédl0 ans présenté a la figure 75.

Nous observons donc une intensité moyenne maierdgat une variabilité de la

concentration efyonirésinol plus élevées dans les eaux-de-vie que dans Iges vin

C) Résultats du dosage degsercotriterpénosides | et
dans les eaux-de-vie

1) Eaux-de-vie maturées pendant des durées différes

La figure 77 présente les résultats obtenus.

Les teneurs euercotriterpénosides | et lll sont nettement plus élevées dans ces
eaux-de-vie que dans les vins blancs analysésgwéuéent. La polarité de ces triterpénoides
est vraisemblablement a l'origine de cette difféeenils sont davantage extraits lorsque le
pourcentage en éthanol du solvant augmente. Nousope donc imaginer que le degré
alcoolique influence également I'extraction de cemposés dans les vins, les vins les plus

alcoolisés possédant en principe un pouvoir exdtaupérieur.
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Figure 77 - Dosage degquercotriterpénosides letlll dans des eaux-de-vie
maturées de 1 a 15 ans.

De fagon générale, les concentrationsQarT | etlll augmentent avec la durée de
vieillissement. Les valeurs de la modalité « 10sxasent toutefois Iégérement moins élevées,
ce résultat pouvant étre lié a une variabilitéhter-barriques ».

La cinétique d’extraction de3TT | etlll semble plus lente que pourly®nirésinol,
mais ces composeés apparaissent en revanche phlssstu cours de la maturation en
barrique. L'utilisation de barriques usagées estgpaséquent susceptible de permettre une
libération conséquente d@TT. Ici encore, la comparaison entre les modalitéstdatefois
étre complétée afin de valider ces hypothéses.

Les concentrations observées atteignent respewtive600 et quasiment 9Q@/L
pour lesQTT | etlll dans I'eau-de-vie élevée pendant 15 ans. Lessséeiiperception de ces
composés dans 'eau-de-vie sont inconnus, mais reyaarquons que les valeurs obtenues
sont supérieures au seuil de perceptiorQdU | dans les vins blancs. Nous pouvons donc
imaginer que [eQTT | etlll ont un impact gustatif dans cet échantillon. Htrey la somme
de ces deux composés est supérieure ug@Opour les trois eaux-de-vie les plus agées.

Par ailleurs, 1eQTT Il est le triterpene galloylé majoritaire pour lesaime
échantillons analysés. L'écart de concentratiorcde®TT | tend a augmenter légérement
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avec la durée de vieillissement. Cette observaggmint les résultats obtenus pour les vins,
les élevages longs semblant favoriser davantaged@ion duQTT Il .

Ainsi, la longue maturation des eaux-de-vie erripae semble étre associée a une
augmentation de la teneur en composés a savewres(lesQTT) et, en parallele, a une
diminution de la concentration d’une molécule an{é¢yonirésinol). Ces observations sont
cohérentes avec le gain de sucrosité perceptibdgue la durée de maturation des eaux-de-
vie augmente.

L’amélioration de la qualité des eaux-de-vie aursale leur maturation en barrique de bois
de chéne est bien connue. Les données obtenuespmdrtent donc un élément
d’interprétation de ce phénomeéne.

2) Eaux-de-vie diverses

La figure 78 présente les résultats d’analyses temmgntaires, effectuées dans
différentes eaux-de-vie.

De facon générale, les concentrations observéasisdiordre de quelques centaines

de microgrammes par litre (plus de 40§ pour le second Cognac XO).
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Figure 78 - Dosage degquercotriterpénosides letlll dans diverses eaux-de-vie.
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Les quatre premiers échantillons correspondentsaGiggnac provenant d’'un méme
producteur, et dont la durée de vieillissement armgmde « VS » a « Vieille Réserve ». Les
résultats obtenus confirment ceux présentés daparégraphe précédent, la concentration en
QTT augmentant avec la durée de maturation. La mérsenadtion peut étre faite pour les
deux Armagnac.

Les teneurs enregistrées pour le Whisky sembldativvement basses au regard de la
durée de maturation indiquée sur I'étiquette (18) @t de la concentration éyonirésinol
présentée a la figure 76. Toutefois, nous ne ceroas pas les modalités de vieillissement
exactes de cette eau-de-vie. Il est possible quatlare du bois utilisé soit a I'origine de ces

différences.

De facon générale, les teneurs@RT sont nettement plus importantes dans les eaux-
de-vie élevées sous bois que dans les vins. Lemeatrations augmentent nettement avec la
durée de maturation, au méme titre que la peraepkiola saveur sucrée. Il est probable que

ces molécules aient un impact gustatif dans legsguix.

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons présentéJela#ement d'une méthode de
dosage diyonirésinol et dequercotriterpénosides letlll.

L’originalité et I'efficacité de cette méthode tremt a l'utilisation de la LC-FT/MS.
En effet, les analyses sont effectuées en modk scan », les performances de la LC-FT/MS
en termes de précision de la mesure de masse igaeatieur sélectivité.
Nous avons validé la méthode mise au point, a tsaiétude de plusieurs parametres comme
la sensibilité, la linéarité et la répétabilité sbesultats obtenus sont tout a fait satisfaisaints
permettent I'application de cette méthode au doshgetrois molécules d’intérét dans des
vins blancs et des eaux-de-vie.

Le lyonirésinol est présent dans les vins et les eaux-de-viey@sdes concentrations
allant respectivement de 1 a 3 mg/L et de 1 a 1& mgviron. Ce composé possede donc un
impact organoleptique dans la plupart des échansilanalysés ; il contribue a leur amertume.

Son role gustatif dans les vins n'avait jamaisétabli.
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Le lyonirésinol est davantage libéré par les barrigues que pacuess, et les quantités
extraites diminuent avec I'adge des barriques. Qatéecule est relativement stable dans le
vin au cours du vieillissement en bouteille, targlie ses concentrations diminuent nettement
au cours de la maturation des eaux-de-vie sousdeothiéne. Il est possible qu’il subisse des
réactions de dégradation.

Lesquercotriterpénosides letlll sont également détectés dans les vins et les eaux-
de-vie, a des teneurs variables (de I'ordre deqyes dizaines & quasiment 38§/L pour le
QTT Il dans les vins, et jusqua 90@y/L dans les eaux-de-vie). Compte tenu des
concentrations observeées, il est peu probableg@dT | participe directement au golt des
vins. Toutefois, une grande hétérogénéité de siitesibst observée entre les dégustateurs,
certains percevant BTT | a 125ug/L. Le seuil duQTT Il n’est pas connu ; toutefois nous
pouvons envisager qu’il contribue a 'augmentatieria douceur de certains vins, et a fortiori
des eaux-de-vie. L’extraction de ces deux compesggnente visiblement avec le degré
alcoolique et la durée de contact entre le liqedie bois de chéne. En outre, ils sont capables
de masquer 'amertume dyonirésinol, ce qui limite I'effet préjudiciable de ce lignaser le
goUt des vins élevés sous bois de chéne.
En ce qui concerne les eaux-de-vie, il est notgbéela quantité dionirésinol diminue avec
la maturation alors que celle d@3 T augmente. Ces évolutions inversées de composés aux
saveurs antagonistes contribuent vraisemblablermaangain de douceur des eaux-de-vie
observé lors du vieillissement en barrique. Lesndes analytigues enregistrées dans ce

chapitre permettent donc d’interpréter en partipli@nomene empiriquement constate.
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CONCLUSION GENERALE

La qualité des vins, c’est-a-dire I'agrément qufifocurentau dégustateur, dépend de
la complexité et de I'harmonie de leurs odeursestedirs golts. La représentation de cette
gualité dans la conscience du dégustateur se adnpir la perception sensorielle des
nombreux composeés volatils et non volatils du sinyie de I'intégration neurophysiologique
et cognitive des stimuli pergus.

La saveur douce, évoquant celle du sucre, carsetparadoxalement I'équilibre gustatif des
vins secs, et plus particulierement des grands Hhe atténue I'acidité, 'amertume ou bien
encore l'astringence, générées par certaines nedu vin comme les acides organiques ou
les polyphénols. Toutefois, les déterminants mdédas de cette sucrosité sans sucese
n’'ont jamais été clairement caractérisés jusqu’ici.

L’éthanol et le glycérol, produits par la levure @aurs de la fermentation alcoolique
des modts de raisin, possedent un godt sucré. Gapgemous avons montré que leur impact
sur la sucrosité des vins secs est limité et gudaibles variations de leurs concentrations ne
permettent pas d’expliquer des différences serssilidel’intensité du godt sucré. Ces résultats
invalident la théorie de leur contribution gustatidéterminante et suggérent I'existence de
molécules édulcorantes dans les vins secs.

Notre travail s’est intéressé a la contributionlédtante éventuelle des lies de levures
et du bois de chéne lors de I'élaboration du vin.

Aussi, nous avons étudié I'impact gustatif des tieslevures et démontré leur role
dans la «sucrosité sans sucre » des vins rougeslishtion couplée de techniques
sensorielles et biomoléculaires a permis d’étabimplication d’'une protéine de choc
thermique deSaccharomyces cerevisaans ce phénomene : Hspl2. L'expression du gene
HSP12 est notamment régulée par la températurecaiaspar la concentration en éthanol et
en glycérol. De nombreuses applications cenologicaoeg donc envisageables. A notre
connaissance, il s’agit de la premiere mise eneivdd d’'un lien entre une protéine de la
levure et un caractére gustatif des vins.

Par ailleurs, nous avons montré que I'élaboratiesmdns sous bois de chéne patrticipe
a une augmentation de leur sucrosité et que cetiification organoleptique n’est pas

imputable aux composeés volatils extraits du bois.
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Afin d’étudier la contribution des molécules norlatdes du bois de chéne a la saveur sucrée
des vins, nous avons adopté une démarche induetivmis en place une méthode de
purification basée sur la dégustation. L'utilisatidu couplage Chromatographie de Partage
Centrifuge — Gustatométrie (CPC-G) a permis d’isalee fraction douce, comportant quatre
molécules principales. Leur purification a été isegsd par CLHP.

La spectrométrie de masse a transformée de Foerida résonance magnétique
nucléaire ont été utilisées pour la caractérisasivncturale. Nous avons ainsi identifié les
guatre molécules purifiees. Il s’agit d’'un lignamemmeélyonirésinol, d’'un dérivé galloylé de
lacide (3549-4--D-glucopyranosyloxy-3-méthyloctanoique P-(WL) et de deux
triterpénoides galloylés et glycosylés, dérivésl'deide oléanolique. Les deux premiers
composés ont déja été observés dans le bois de,cleésecond étant le précurseur d’'une
molécule volatile d'impact : la whisky lactone. Egvanche, les deux triterpenes n’avaient
jamais été identifiés dans la nature. Nous les smommegjuercotriterpénosides letll . lls
constituent le premier exemple de triterpénes gldtoet glycosylés identifiés dans le bois de
chéne.

Les performances de la LC-FT/MS ont permis de epées isomeres et des dérivés
diglycosylés de ces deux molécules, puis de guapurification des plus abondants d’entre
eux. Cette démarche a conduit a l'identification diix nouvelles molécules, nommées
guercotriterpénosides Il etlV .

Ces différents composeés ont été isolés soit shase de leurs propriétés gustatives en
mélange, soit en fonction de leur composition chiumi Leur purification a permis la
caractérisation sensorielle de quatre d’entre kesyonirésinol possede un godt amer,Re
WL n’a pas de saveur particuliére, tandis queQ&3 | etlll générent une perception douce
et augmentent la sucrosité d’'un vin auquel ils sgoiités. Les seuils de perception du lignane
et duQTT | dans un vin blanc ont été respectivement étalli®2 mg/L et 59Qug/L, ce qui
constitue des valeurs relativement basses pouwraieposés non volatils.

Par ailleurs, le développement d'une méthode dagm en LC-FT/MS a permis de
guantifier les molécules identifiées dans diverssvet eaux-de-vie. Léyonirésinol est
généralement présent dans les vins blancs a desmoations supérieures a son seuil de
perception, et il semble stable au cours du vésdiment en bouteille. Ce composé patrticipe a
la saveur des vins blancs, dans le registre desfume.

Dans les eaux-de-vie, les teneurs en ce composérnedt une variabilité supérieure ; elles
diminuent considérablement avec la durée de matarah barrique, ce qui est cohérent avec

'amélioration gustative observée.
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Les concentrations eQTT | etlll sont nettement plus basses dans les vins blalies.rie
dépassent pas le seuil de perceptio®QdT | et ne possedent donc pas d’'impact direct pour
la majorité des dégustateurs.

Cependant, il est fortement envisageable que cepasés (et d’autres appartenant a la méme
famille) puissent interagir et exercer des effgtsesgiques conduisant a une augmentation de
la sucrosité dans les vins. En outre, nous avongmha@u’ils peuvent masquer I'amertume
conférée par l&onirésinol. Il n'est pas exclu qu’ils agissent de méme sautltes composés
du vin a saveur amere.

Par ailleurs, nous avons observé queQ&d semblent posséder une cinétique d’extraction
assez lente puisque les barriques usagées peuneogéder aux vins des quantités non
négligeables.

Les teneurs observées dans les eaux-de-vie saemeelt supérieures a celles rencontrées
dans les vins ; elles augmentent avec la durée iddlissement en barrique. Il est
vraisemblable qu’ils possédent un impact gustatéad dans les spiritueux élevés sous bois
pendant une durée importante. Pour le confirmeusndevons déterminer les seuils de

perception de®TT dans cette matrice.

La caractérisation sensorielle des autres triterpédentifiés doit étre poursuivie ; elle
permettrait notamment d’étudier les relations estrecture chimique et activité gustative.

En outre, la variabilité des concentrations dedi#férentes moléculesynirésinol et
QTT) d’'une barrique a l'autre, ainsi que l'effet dealis parameétres de tonnellerie méritent
certainement une étude approfondie pouvant condairedes applications pratiques
importantes.

Au cours de ce travail, nous avons ainsi idenpligsieurs molécules appartenant a
une famille chimique encore inconnue dans le beisltEne. D’autres composés de structure
similaire semblent exister dans les vins boisésird earactérisations structurale et gustative
constituent un enjeu majeur pour la poursuite ddraeall ; il est en effet possible que
certaines molécules présentent des seuils de piemrcgius bas et possedent de fait un impact
organoleptique notable.

En outre, I'identification d’une série de moléculds la méme famille permet d’envisager
'étude des relations structure/godt. L'utilisatiole I'imagerie par résonance magnétique
fonctionnelle (IRMf) encéphalique permettrait ddieer les stimulations neuro-sensorielles
exercées par les difféerentes molécules purifideaolis semble notamment intéressant de

déterminer quelles sont les zones stimulées paQIEE, en comparaison avec d’autres
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molécules douces (édulcorants), ainsi que lorigiee I'effet de masque exercé par ces
composés sur la perception lgonirésinol. Cette perspective plus fondamentale constitue un
aspect attrayant d’un point de vue scientifique.

Les peptides provenant de la protéine Hspl2 gbresbles du gain de sucrosité au
cours de l'autolyse des levures devront eégalentemtcaractérisés de facon approfondie. Leur
guantification permettra d’évaluer précisémentfltiance de la souche de levures et de divers
parametres de vinification sur 'augmentation deslecrosité des vins au cours de leur

élaboration.

De facon plus générale, ce travail constitue uramjere approche visant a la
compréhension des bases moléculaires de la sauertéesdans les vins secs. Nous nous
sommes intéressés a deux aspects, inspirés pabsewations empiriques évidentes : le role
des lies de levure et de I'élevage sous bois deeché
Pour autant, I'existence de variations importamtesucrosité en fonction des terroirs et des
cépages nous suggere l'existence de composés goasgligues provenant du raisin et
possédant une saveur sucrée. Ces molécules peiedttl’ expliquer des differences nettes
de sucrosité percues entre des vins pourtant &miéit €levées de la méme facon ; leur
concentration est vraisemblablement fortement dégoate du terroir. lls sont 'apanage des

grands vins et leur étude constitue un défi passion
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ANNEXE 1 : Méethodes expérimentales
Matériels et méthodes de la premiére partie

Etude de I'addition d’éthanol et de glycérol dans ds vins (rouge et blanc) (page 19)

Test de classement par rangs

Ce protocole d’analyse sensorielle, correspondénnarme AFNORSO 8587:2006 repose sur la présentation
simultanée de plusieurs échantillons anonymes @é<@ un panel. Il est demandé aux sujets de clesse
échantillons par ordre croissant d'intensité d'uitéce spécifié. Tous les échantillons doivent &rdonnés
strictement.

Le traitement statistique utilisé dépend de la rates échantillons. Le test de Page est préc@page, 1963)
lorsqu'il existe entre les modalités un ordreriori prévisible, comme c’est le cas lors de 'ajoutqientités
différentes mais connues d’un composé a un mémeevhase.

Il s'agit d’un test non paramétrique modalités sont classées par ordre croissant dsitiepar les sujets. Pour
chacun d’entre eux, un chiffre de p &st attribué aux différentes modalités, dans tedk leur classement (1 a
la modalité jugée comme la moins intens@,la plus intense).

Les sommes de rangs sont ensuite calculées poguehechantillon a partir des notes attribuées garnl
dégustateurs. On les nof&, R:...R, sachant que l'ordre est déterminé par la hiérarsbpposée entre les
modalités et non par le classement ré@l €st définie comme la somme des rangs de la médaditsidérée
comme la moins intense a prioR; la deuxiéme moins intense, etc...). On calcule éades variabled et L’

définies ci-dessous.
p
L= z i.R;
i=1

i=
La notion d'ordre prédéterminé est en effet pasecompte dans le calcul de(pondération dek; par i)
_12L—3n.p.(p +1)°

p.(p+1.yn(p—-1)
La significativité du test est déterminée par leevadel’
Le test est ainsi considéré comme significatif§t@dire que les modalités sont jugées globaleniéérentes
par les dégustateurs)
- aurisque de 5 % di’ > 1.645
- aurisque de 1 % di’ > 2.326

!

Conditions et modalités de I'analyse sensorielle

Deux sessions distinctes ont été organisées.

La session 1, en avril 2009, rassemblait 38 étaslidn Dipldme Universitaire d’Aptitude a la Dégugta, tous
professionnels du vin. Le vin de base était un Bamt rouge 2007, élevé en cuve en inox.

La session 2, en mai 2010, rassemblait 47 étudeanteconde année du Diplédme National d’cenologeein.
de base était un Bordeaux blanc 2008, élaboréeneamuinox.

Dans les deux cas, les dégustateurs étaient f@t@rgrainés a la dégustation du vin.

Les caractéristiques analytiques des vins utikség mentionnées dans le tableau 2.

Tableau 2 - Caractéristiques analytiques des arisade utilisés pour I'analyse sensorielle.

Session Session 1 Session 2
Type de vin Bordeaux rouge 2007  Bordeaux blanc 2008
Titre alcoométrique volumique (a 20°C) 12.2 % 1%0
Concentration en glycérol 6.9 g/L 5.8 g/L
Concentration en D-glucose + D-fructose 0.37 g/L 54@/L

Pour chaque session, deux séries ont été propasgedégustateurs : 'une consistant en des ajdéthahol,
l'autre en des ajouts de glycérol. Ces composésétintajoutés dans les vins de base, une heure kvant
dégustation (voir tableau 3). Les modalités obtsmair chaque série ont été rendues anonymes padera 3
chiffres, puis proposées simultanément aux dégusttdans un ordre aléatoire et variable en fomaties
postes, afin d'éviter d’éventuels artefacts li@®adre de la dégustation. La dégustation s’esbdiée dans la
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salle d'analyse sensorielle de I'Institut des Sogsnde la Vigne et du Vin, climatisée a 20°C eigpide postes
individuels. Les deux séries (éthanol et glycéonl) été dégustées successivement dans des verlNORAEN
verre blanc, une pause de 10 minutes séparantelestdsts. La fiche de dégustation type utiliséeegmrtée en
annexe.

Tableau 3 - Modalités préparées pour I'analyse@é@ie de I'influence de I'éthanol et du glycésulr la
perception de la sucrosité.

Modalité Modalité 1 Modalité 2  Modalité 3  Modalidé

‘-' Quantité d'éthanol ajoutée  Témoin + 05% + 1% + 15%
E (teneur finale) (12.2 %) (12.7 %) (13.2 %) (13.7 %)
§ Quantité de glycérol ajoutée Témoin +1g/L +3g/L +5¢g/L

n (teneur finale) (6.9 g/L) (7.9 g/L) (9.9 g/L) (11.9 g/L)
N Quantité d'éthanol ajoutée  Témoin + 05% + 1% + 15%
_E (teneur finale) (12.0 %) (12.5 %) (13.0 %) (13.5 %)
§ Quantité de glycérol ajoutée  Témoin +1g/L +3g/L +5g/L

n (teneur finale) (5.8 g/L) (6.9 g/L) (8.8 g/L) (10.8 g/L)

Etude de I'effet de I'autolyse des levures sur lausrosité (page 23)
Culture des levures

La souche d&accharomyces cerevisatlisée pour cette étude est la Zymaflore FxIwigté Laffort, France).
Il s'agit d’'une souche homothallique, homozygo&férencée comme H4-1D (Marulket al, 2009), utilisée
essentiellement dans le cadre de la vinificaticmdies rouges en raison de sa bonne toléranctetfzérature.
Les levures sont déposées sur une boite de Pétiermnt du milieu YPD (1% d’extrait de levures, 2
peptone, 2% de D-glucose) solidifié avec 2 % d’agarboite est conservée pendant 2 jours a 30°6, st
utilisée afin d’inoculer 2 erlenmeyers contenantr20 de milieu YPD. Ce levain est agité a 28°C penda
jours puis est additionné dans 2 litres de YPD nt&pan 2 erlenmeyers. La culture des levures exdtfie sous
agitation pendant 4 jours a 30°C afin d’obtenir pneduction maximale de biomasse. L’ensemble defeerie
et les milieux utilisés ont été préalablement ks&s a I'aide d'un autoclave (120°C, 20 min). #due de la
période de culture, le milieu est centrifugé a 468@ pendant 15 minutes. Le surnageant est éligtithe culot,
constitué des levures, est rincé par 400 mL d’edliQncentrifugé dans les mémes conditions puisedans
400 mL d’eau milliQ. Le nombre total de levures déterminé par mesure de I'absorbance a 600 nm, en
considérant qu’une unité d’absorbance équivauda® cellule/ml.

Les volumes correspondant aux quantités de leaoekaitées sont prélevés et centrifugés a 400(pgndant
15 minutes puis le surnageant est éliminé.

Autolyse dans un vin rouge

Le vin rouge utilisé pour cette étude est le Bootemuge 2007 décrit au chapitre |, paragraphd.Bl. Les
culots de levures obtenus aprés centrifugation ddames correspondant aux quantités souhaitées sont
suspendus dans un litre de vin. Un flacon en véereontenance adaptée, préalablement saturé eyddiale
carbone, est rempli a l'aide de chaque modalité/ideainsi obtenue. La variable de cette expériepstela
qguantité de levures. Les flacons sont placés daesétuve a 32°C pendant 10 jours. Quatre modainés
préparées : une modalité témoin, et trois modatigsespondant & des ajouts de levures a haute@rlde
4.1 et 8.16 cellules/mL respectivement.

Les levures sont remises en suspension une faiss &gours.

A l'issue de cette période, les échantillons semiticfugés a 4000 rpm pendant 15 minutes. Le searatg(vin)
est récupéré et conservé a 10°C sous atmosphedioxigde de carbone jusqu'a la dégustation, préeue |
lendemain.

Analyse sensorielle

Deux expériences sont menées a partir d'échargillwéparés de fagon similaire.

- Expérience 1 : test triangulaire
Le panel utilisé pour ce test est constitué de @§usdtateurs travaillant dans les laboratoires dEaleulté
d’'cenologie et entrainés a la dégustation cenologiguéiche de dégustation utilisée est présentéenesxe.
Deux modalités sont utilisées : le vin témoin etite+ 2. 1§ cellules/mL.
Un test triangulaire (normsO 4120 :2004 est utilisé : les modalités sont servies a 16&@sdtrois verres,
'une d’entre elles étant dupliquée. Des verressnde type AFNOR sont utilisés. L'ordre de préseémtades

240



verres est équilibré sur I'ensemble des individusest demandé aux dégustateurs de préciser I'éilban
différent parmi les trois verres présentés.
Le traitement statistique est basé sur la loi biaten I'hypothése initiale est I'identité entresldeux produits
(hypothése nulle nomméeyHorobabilité de réponse correqgrel/3). La probabilité de réalité de I'hypothése
initiale, notéeP, est calculée comme suit :

n

P = Z Cr pkq@
i=r

Avec r=nombre de réponses correctes
n=nombre de sujets
g=1p=2/3

Plus P est faible, moins I'hypothése d'identité des mddal est vraisemblable. Les valeurs limites de
significativité généralement adoptées sont 0.03;1 et 0.001. Lorsque® est inférieure a ces valeurs, les
échantillons sont considérés comme différents aaxies respectifs de 5 %, 1 % et 0.1 %.

- Expérience 2 : test de classement par rangs.
Le panel utilisé est constitué de 38 étudiants apldhe Universitaire d’Aptitude a la Dégustation de
I'Université Bordeaux 2.
Quatre modalités sont utilisées :

- Modalitél: vin tétmoin

- Modalité2 : vin + 2.1¢ cellules/mL

- Modalité3: vin + 4.1¢ cellules/mL

- Modalité4 : vin + 8.1¢ cellules/mL
Ces modalités sont présentées aux dégustateurdssmesd’un test de classement par rangs, selentkre de
sucrosité. La méthodologie de I'analyse sensoredleidentique a celle décrite au chapitre 1, pagte I11.A.
Des verres AFNOR noirs sont utilisés.
L'existence d'une hiérarchie supposée entre lesarddlons conduit a l'utilisation du test de Pageup
l'interprétation statistique. Pour chaque dégustate modalité percue comme étant la moins sueséaffectée
du rang 1, la plus sucrée du rang 4. On calculesdb somme des rangs (notées...R4 pour les quatre
modalités d’ajout de levures.

Mise en évidence de I'effet de la protéine Hsp12 isla sucrosité (page 30)

Souches et conditions de culture utilisées

Pour les expériences de clonaBscherichia coliDH5a a été utilisé et développé selon les conditionsitésc
par Sambroolet al. (1989). Les souches de levures utilisées, rappelées le tableau 8, ont été cultivées sur le
milieu YPD solidifié décrit précédemment dans capitie, au paragraphe II.A.1. Dans le cadre deliecion
des marqueurs génétiqgues KANMX, BLER, et HYGR, datbiotiques G418, phléomycine et hygromycine B
(Sigma, France) ont été utilisés aux concentrafiioases respectives de 1 pg/mL, 1 pg/mL et 50 [g/m

Tableau 8 - Souches de levures et plasmides stilisé

Matériel biologique Description Origine
Souches de levures
Fx10 Levure commerciale HO/HO entierement Référencé comme H4-1D
homozygot{Zymaflore Fx10, Laffort)
RG1 F10 HO:HYG?, Mat a Aimablement fourni par le Pr. Richard Gardner
YPM32 Dérivé haploide de Fx16{0::HYG?, MATa Cette étude
YPM33 YPM32, HSP12::LoxP::KANMx::.LoxP Cette étude
HO:HYGY, MATa
YPM34 YPM33,A°HSP12 HO::HYGY, MATa Cette étude
YPM35 YPM33 x Fx10 spore, HO/HO:HYG, Cette étude
HSP12A°HSP12
A°hspl2 Segregant meiotique de YPM35HO/HO, Cette étude
A°HSP12A°HSP12
Plasmides
puUG6 Aimablement fourni par le Pr. Bruno Blondin
pZEO Aimablement fourni par le Pr. Bruno Blondin

Les transformations des levures ont été réalisgéesilssant la méthode de perméabilisation chimidéerite par
Gietz et al. (1992). La souche « mutant zérd\$hspl2a été construite en utilisant la technique deottsh
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flanking homology » développée par Gildeetal.(1996). Cette stratégie permet la délétion du ¢gEBEL2 en
utilisant la cassetti®xP::kanMX::loxP,qui peut étre excisée sous l'effet de la reconsg@rare.

La souche Fx10 étant diploide, un dérivé haplo¥tieM32) a été construit afin de faciliter la miseanivre du
systémeloxP::kanMX::loxRrecombinase Cre. La cassel®©::HYG® a été amplifiée par PCR & partir des
oligonucléotides p26: 5’AAATCGAAGACCCATCTGCT et p3®&'GTCACGAAAAGTGATGTAAC ainsi
gu’en utilisant ’ADN génomique de la souche RGInooe matrice.

La souche YPM33 a été obtenue en transformant YPBM&Z la cassettioxP::kanMX::loxP contenant les
séquences adjacentes du géfi8PL2. Cette cassette a été amplifiée a partir dunpths pUG6 et des
oligonucléotides suivants :
p484gataatctcaaacaaacaactcaaaacaaaaaaaactaaatacaacaGBSGCCACTAGTGGATCTG ;
p485tcacacatcataaagaaaaaaccatgtaactacaaagagttccgaaag®@@TGAAGCTTCGTACGC.

La transformation de YPM33 avec pZEO, avec excisieta cassettoxP::kanMX::loxPau niveau du locus de
HSPL2, conduit & la souche YPM34.

Enfin, le « mutant zéro &°hspl2est obtenu par sélection du ségrégant méiotiqueppé de YPM35. YPM35
provient du croisement de YPM34 et de spores ddBi4€n utilisant un micromanipulateur.

La construction génétique de toutes les souché&s géfiée par PCR.

Préparation des échantillons : autolyses paralléles

Les deux souches de levures Fx1QA\&spl2sont cultivées séparément sur milieu YPD selomé&hode
décrite au chapitre 2, paragraphe 11.A.2. Chacuneeas deux souches est ensuite additionnée déns dd vin
rouge de Bordeaux 2007 & hauteur de 2ddllules/mL et placée dans les conditions d’asmlglécrites
précédemment.

Aprés dix jours d'incubation, les deux modalitéatstentrifugées a 4000 rpm pendant 15 minutesreteswées
a 10°C dans un récipient hermétique saturé en doxgg carbone.

Analyse sensorielle

Les deux modalités obtenues sont servies dansedeswoirs a un panel de 23 dégustateurs travadbns les
laboratoires de la Faculté d’cenologie, entrainélm alégustation cenologique et avertis de la natwe d
I'expérimentation.

Les échantillons sont présentés a 16°C sous fotameteist triangulaire, comme décrit au chapitre&agraphe
ILA.3.

Influence de la nature du contenant d’élaboration @s vins secs sur la perception de la
sucrosité (page 39)

Essais mis en place
Expérimentation 1 : vins blancs

L’expérimentation a été menée a partir d’'un vimblade Bordeaux du millésime 2007, issu du cépage
Sauvignon blanc et provenant de sols argilo-casaire moQt obtenu aprés le pressurage (63 hidébsturbé a
200 NTU et ensemencé a l'aide de la levure Zymaflés de la société Laffort a 10 g/hL. Le taux d®&zo
assimilable est amené a 200 mg/L par ajout detsulfammonium. Le début de la fermentation alcadigst
effectué dans une cuve en béton. Aprés une bagsdernskité de 0.02, le mo(t est aéré et distribné daypes
de contenants différents (série 1) :

- Modalité 1 : cuve eninox de 4 hL

- Modalité 2 : 1 cuve tronconique neuve en bois dmetsessile de 50hL

- Modalité 3 : 2 barriques usagées (1 an) de 2.2&rhhois de chéne sessile

- Modalité 4 : 2 barriques neuves de 2.25 hL en Beishéne sessile

A l'issue de la fermentation alcoolique, les vimsisconservés sur lies totales et le prélevemest de
échantillons a eu lieu aprés cinqg mois d'élevagrurRes modalités dupliquées (barriques), I'éctiantiest
prélevé en utilisant les deux barriques de chagopua part égale.

Expérimentation 2 : vins rouges

L’expérimentation a été menée a partir d’'un ving@de Crozes-Hermitage du millésime 2008, issu du
cépage Syrah et provenant de sols argileux ebasailix. La vinification s’est déroulée en cuve ineixa l'issue
de la fermentation malo-lactique, le vin a étéritigé dans 4 types de contenants (série 2) :

- Modalité 1 : 1 cuve tronconique usagée (1 an) es d® chéne sessile de 85 hL

- Modalité 2 : 2 barriques usagées (2 ans) de 2.2&nhhois de chéne sessile

- Modalité 3 : 2 barriques usagées (1 an) de 2.2&rhhois de chéne sessile

- Modalité 4 : 2 barriques neuves de 2.25 hL en Beishéne sessile
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Le prélevement des échantillons est réalisé apténdis d'élevage. Pour les modalités dupliquéesrithees),
I'échantillon est prélevé en utilisant les deuxrloares de chaque lot a part égale.
Analyse sensorielle

Test de classement par rangs - Test de Friedman

Le test sensoriel utilisé pour ces essais esstaleclassement par rangs, dont le principe déét au
chapitre 1. En revanche, le traitement statistigiigliqué differe. Le but de cette expérimentatisndétudier
l'influence de la nature du contenant sur la petioapde la sucrosité, il n'existe donc pas clairatmde
hiérarchie supposée entre les modalités. L’AFNO&@nise I'utilisation du test de Friedman pour &se des
résultats.

A linstar du test de Page, il s'agit d'un test nopmramétrique largement utilisé en analyse seroriseesp
modalités sont classées par ordre croissant pardagets et les sommes de ramysR-... R,, sont déterminées.
On calcule la valeuF:
14 2
F = 122, R 3.n.(p+1)
np.(p+1)
On compare alorg a la valeur\ lue dans la table dyf a 0 — 1) degrés de liberté.

- SiF >N, les produits sont considérés comme étant sigiifiement différents.

- SiF <A, les produits sont considérés comme n’étant gé&reinciables.

Si le test est globalement significatif, il estralpossible d’effectuer une comparaison multiple siemmes de
rangs afin de déterminer la différence éventuedle échantillons deux a deux. On compare en effealieur
absolue de la différence entre les sommes de dngsux produits a la valedicalculée comme suit :

§=196yn.p.(p+1)/6

- Si
- Si

Ri-Rj
Ri-Rj

> J, les modalités i et j sont considérées commergifiies au risque de 5 %.
< 9, les modalités i et j sont considérées comme ifoérentiables.

Conditions et panels utilisés
Dans le cadre de I'expérimentation 1 (vins blankespanel utilisé est constitué de 32 dégustatéurBiplome
Universitaire d’Aptitude a la Dégustation (DUAD).
Pour I'expérimentation 2 (vins rouges), le pan¢loesistitué de 28 dégustateurs travaillant dantatesratoires
de I'Institut des Sciences de la Vigne et du VB\V).
Les vins sont présentés dans des verres noirspgeAfNOR, a 12°C pour les vins blancs et a 16°Q e
vins rouges. Les dégustations ont lieu dans le si@lldégustation de la Faculté d’cenologie, cliddaté&s20°C.

Tableau 9 - Panels et modalités utilisés pour Rmeasensorielle de 'influence du contenant sur la

sucrosité.
Vin Panel Modalité 1  Modalité 2 Modalité 3  Modal#té
Bordeaux blanc 32 dégustateurs Cuve inox Cuve bois Barriques  Barriques
2007 (série 1) DUAD 4 hL 50hL lan neuves
Crozes-Hermitage 28 dégustateurs Cuve bois Barriques Barriques  Barriques
rouge 2008 (série 2) ISVV 85 hL 2 ans lan neuves

Ajout de vanilline, de whisky-lactone et d’eugénoldans les vins élaborés dans des
contenants différents. Effet sur la perception ded sucrosité (page 46)

Dosage des composés volatils

La méthode utilisée, dite des « ajouts doséséig décrite par Chatonnetal. (1992).

Une gamme étalon est réalisée par ajout des 3 ole&¢vanilline, whisky-lactone — isomeéreis et trans.,
eugénol) a des concentrations connues. Le protaiémst ci-dessous est appliqué a un vin blanaetin rouge
non boisés.

100 mL de vins sont additionnés de 100d’étalon interne (octan-3-ol & 100 mg/L dansHaitol absolu) et des
composés aromatiques aux concentrations définies ldaableau 11.
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Tableau 11 - Concentrations en vanilline, whislgtdae et eugénol
des différents points de la gamme-étalon (Témoin, G4).

Molécule GO Gl G2 G3 G4

Vanilline 0 pg/L 50 ug/L 100 pg/L 200 pg/L 400 pg/L
Whisky-lactone 0 pg/L 50 pg/L 100 pg/L 300 pg/L G0gL

Eugénol 0 pg/L 5 pg/L 10 pg/L 20 pg/L 50 pg/L

On procéde ensuite a trois extractions successigeshaque échantillon de la gamme par 10, 5 et denL
dichlorométhane par agitation a 800 rpm pendant5l@f 5 minutes. Les phases organiques, séparées pa
décantation statique, sont assemblées, séchéasgfate sle sodium et lentement concentrées a froig $lux
d’azote (100 mL/min) jusqu'a 500 pL environ.
Les vins provenant des différents contenants sgaleénent additionnés de 100 pL d'étalon interns putraits
de la méme fagon.
Les extraits sont alors analysés par un chromagtbgran phase gazeuse (CPG) TRACE GC ULTRA couplé a
un spectrometre de masse (SM) DSQ Il, de la soTiéémo Fisher Scientific, USA.

Chromatographie en phase gazeuse : l'injectionl2$t effectuée en mode split/splitless. Le temps
d’ouverture de la vanne est de 0.8 minute et lagioa en téte de colonne de 20 psi. La programmaiiofour
est la suivante : isotherme initiale de 5 minuteb2C, puis 3°C/minute jusqu'a 230°C, isothermalfinde 20
minutes & 230°C.
On utilise une colonne BP20 polaire (50 m de longu6.22 mm de diamétre interne, 0.25 pm d'épaisdeu
film, SGE, France).
La programmation de l'injecteur est de 180°C a £38°a vitesse de 150°C/min avec une isothermiliaitle
0.1 minute et une isotherme finale de 30 minutes.
Le gaz utilisé est I'hélium.

Spectrométrie de masse : la température de la tigrtransfert est de 210°C. L'acquisition des pec
de masse est en mode impact électronique (mode&idfgie d’'ionisation : 70 eV).

Analyse sensorielle

A la suite de leur dosage dans les vins issus tessdcontenants, vanilline, whisky-lactone et exgéont
additionnés dans les différentes modalités jusqbt&nir une concentration égale a celle de I'ééhamte plus
intense.

Ainsi modifiés, tous les vins de la méme expérienoatenant la méme quantité de composés volatitg, alors
soumis a I'analyse sensorielle en utilisant exaetgrtes mémes conditions et les mémes panels guedéerits
dans ce chapitre, au paragraphe I.A.1.

Ajout de 2-furanemethanethiol et de vanilline dansdes vins non boisés. Effet sur la
perception de la sucrosité (page 50)

Les deux vins utilisés pour cette étude ont été&itdéau chapitre 1. un Bordeaux blanc 2008 et undBaux
rouge 2007. Ces deux vins, élevés en cuve inoxit féonais été au contact du bois de chéne.
Le 2-furanemethanethiol et la vanilline sont additiés dans les vins a partir de solutions éthamedich 100
pg/L et 1 g/L respectivement. Les quantités intitedusuivent une loi géométrique de raison 3.
Pour le 2-furanemethanethiol, les quatre modaitéparées sont les suivantes :

- Modalité 1 : vin de base (témoin)

- Modalité 2 : vin de base + 5 ng/L

- Modalité 3 : vin de base + 15 ng/L

- Modalité 4 : vin de base + 45 ng/L
Pour la vanilline, les quatre modalités préparées les suivantes :

- Modalité 1 : vin de base (témoin)

- Modalité 2 : vin de base + 100 ug/L

- Modalité 3 : vin de base + 300 ug/L

- Modalité 4 : vin de base + 900 ug/L
Le panel utilisé est constitué de 38 dégustatewm@igidme Universitaire d’Aptitude a la Dégustati@i®UAD).
Les vins sont servis dans des verres noirs de Aff¢OR, & 12°C pour les vins blancs et a 16°C pesanins
rouges.
Deux sessions sont organisées en mai 2009 :

- Une session portant sur I'étude du 2-furanemethéoietans les vins blancs et rouges

- Une session portant sur I'étude de la vanillineysdas vins blancs et rouges

244



La dégustation se présente sous forme d'un testadsement : il est demandé aux dégustateurs dseclies
vins selon l'intensité de la sucrosité, et nonalpérception aromatique.

Les modalités contiennent des concentrations @mwiss et connues de 2-furanemethanethiol et ddiraniil
existe une hiérarchie supposée entre eux. Par quese le test de Page est utilisé pour le traitgnoes
résultats.

Matériels et méthodes de la deuxieme partie

Protocole d’extraction solide/liquide (page 62)

1 kg de copeaux de bois de cceur de chéne sesslaultase maturé a I'air libre pendant 3 ans sont
placés dans un récipient en verre contenant 4 I dhé¢lange eau/éthanol 50/50 (soit une concentratio
massique en bois de 250 g/L). Le récipient, préatabnt saturé en dioxyde de carbone, est fermeacgknf
hermétique et maintenu a I'obscurité pendant 26sja22°C environ.

A lissue de cette période, le macérat obtenu ifemV3 L) est filtré sur un papier-filtre de un diatre moyen
des pores 30 pm, puis stocké sous dioxyde de cartiast notéCZNCA.

Généralités concernant le suivi de la purificatiorde I'extrait CZNCA (page 64)

A lissue de chaque étape de purification, lestfoms sont évaporées, reprises dans I'eau milliQ et
lyophilisées. On renouvelle la reprise dans I'ealadyophilisation afin d’éliminer les éventuellémces de
solvants.

Sauf indication contraire, les conditions de déafist utilisées dans ce protocole sont les suigan8mg de

chaque fraction sont repris dans 600 pL d'étha®@ImL d’eau osmosée sont ensuite additionnés, gmfa

obtenir une solution & 1 % d’éthanol et de coneioin 50 mg/L en composés du chéne. La dégustasbn
réalisée par quatre personnes entrainées, dansmes AFNOR.

Un suivi analytique des fractions peut égalemenmt éffectué par Chromatographie Liquide Haute Petdmce

en phase inverse. Les conditions expérimentaleésrésameées ci-dessous.

Tableau 17 - Conditions expérimentales de la CLhhaique.

Appatreil :
Spectra System (Thermo Fisher Scientific)
Logiciel :
ChromQuest 4.2
Détecteur :
UV a barrette de diodes Spectra Syst¢m@D0 (Thermo Fisher Scientific
La longueur d’'onde utiisée est 280 nm.
Colonne :
Beckman Coulter Ultrasphere ODS (C18)
250 x4.6 mm
Porosité 5 pm
Phase mobile :
Solvant A : eau miliQ + 0.1 % d’aciderhique
Solvant B : acétonitrie CLHP + 0.1 %cide formique

Gradient :
Temps (min) O 2 120 23 24 27
% de B 10 10 7®5 95 10 10
Débit : 1 mL/min
Injection :

10 pL, a raide d’'un injecteur automadiqu
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Extractions liquides/liquides successives de CZNCfvage 67)

Extraction a I'heptane

Une macération de copeaux est réalisée selon tagunoe décrite précédemment.

3 L de filtratCZNCA sont récupérés et concentrés a l'aide d’'un évéparaotatif sous vide (la température du
bain ne dépassant pas 35°C) jusqu’a obtenir umwlde 1 litre environ. Une suspension de couleundeest
obtenue : elle constitue la phase aqueuse.

Une ampoule a décanter de 1 litre est remplie &@€cmL de phase aqueuse et de 100 min-Heptane de
qualité CLHP. Apres agitation manuelle, les deuagas sont séparées par décantation.

La séparation est aisée et rapide.

La phase supérieure (organique) est isolée, ehdaepinférieure (aqueuse) est réintroduite damspiale a
décanter. Deux extractions supplémentaires sodisééa de la méme fagon. Les phases organiques sont
assemblées puis évaporées sous vide. La phasesagstiégalement concentrée sous vide.

L’ensemble de cette extraction est réalisée defimenfacon avec les 500 mL de phase aqueuse restants

La fraction organique est reprise dans quelquetigmd’éthanol, puis complétée avec 100 mL d’'edliQniLes
deux fractions obtenues sont alors lyophiliséescdeis. Le lyophilisat de la phase aqueuse se ptéssous
forme d’une poudre brun foncé. La phase organiqunglgit & une tres faible quantité (quelques maligmes)
de solide jaunatre.

Extraction a l'acétate d’'éthyle

Le lyophilisat de la fractio©€ZNCA-1Aq obtenu précédemment est solubilisé dans 500 maudheilliQ, dans
un bain a ultrasons. La suspension obtenue coadéiyphase aqueuse qui est extraite 7 fois parmi0
d’acétate d’'éthyle (agitation manuelle).

La décantation est délicate au cours des deuxo@migremiéres extractions, puisqu’un précipité wmafoncé se
forme et tend a géner I'écoulement du liquide d&ampoule. Ce précipité est toutefois conservé aurg des
extractions successives car il est susceptible delsibiliser partiellement.

Les phases organiques (phases supérieures) senitdéss puis évaporées sous vide. Le résidu sedidespris
dans 2 mL d’éthanol et complété par 200 mL d’ealli@niLa phase aqueuse est concentrée sous vide.

Les fractions obtenues sont alors lyophilisées deisx Les lyophilisats se présentent sous formpaleires de
couleur marron foncé pour la phase aqueuse et maramgé pour la phase organique.

Extraction au méthyl ter-butyl éther (MtBE)

Le lyophilisat deCZNCA-20rg est solubilisé par sonication dans 5 mL d’éthgmui$ repris dans 500 mL d’eau
milliQ. La phase aqueuse ainsi obtenue est extvafteés par 100 mL de MtBE dans une ampoule a décale
1L, par agitation manuelle.

La séparation entre les deux phases est rapide @ddantation ne pose pas de probléeme majeur. lizanso
organique, constituant la phase supérieure, seecdpidement en jaune foncé.

Les phases organiques recueillies sont assemhiiéesgorées sous vide. Le résidu solide est refjans 3 mL
d’éthanol et complété par 200 mL d’eau milliQ. Llzape aqueuse est concentrée sous vide.

Les fractions provenant de cette extraction sooptylisées deux fois puis dégustées. Les phasesiguge et
aqueuse se présentent sous forme de poudres respezit marron-orange et marron foncé.

Fractionnement par Chromatographie de Partage Cenifuge couplée a la
Gustatométrie (CPC-G) (page 73)

Appareillage

Le laboratoire GESVAB dispose de deux appareil<CB®E : I'un équipé avec une colonne de volume 1 L,
lautre de volume 200 mL. C'est ce dernier appaggil est utilisé pour la mise au point de la méthaid
fractionnement.

Il s’agit d’un appareil FCPC 200 de la firme Kroma® (Angers, France), constitué de 20 disques ditipa,
contenant au total 1320 cellules de volume 0.13Lalcapacité totale de la colonne est de 204 mkg an
volume mort de 32.3 mL. Une distance de 105 mmreéphaque cellule du centre du rotor. La vitesse de
rotation peut varier de 0 a 2000 rpm.

L'alimentation de la colonne en solvants est asspar une pompe binaire CLHP modéle 321-H12 de umearq
Gilson.

L'injection de I'’échantillon dans le systéme se faar I'intermédiaire d’'une valve haute pressiod23(i)038
Rhéodyne), équipée d’'une boucle d’injection de 10 in détecteur Varian UV Prostar 325 est utilisé.

En sortie de colonne, les fractions sont récupéaékaide d’'un collecteur Gilson FC 204, dans ddset en
verre de 12 mL.
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Systeme de solvants

Le choix du systéme de solvants est basé sur Bédeda partition des composés de I'échantillorsdaa deux
phases.
En pratique, divers systémes sont préparés erefgibhntité (quelques mL) & partir des solvants idénés.
Parallelement, des piluliers sont remplis avec shat mg de I'échantillon a fractionner. Chaque lgluest
complété avec 1 mL de phase supérieure et 1 mlhdsepinférieure d’'un systéeme donné. Aprés agitafion
uL de chaque phase sont prélevés, évaporés a tlaidedvaporateur sous vide RapidVap, repris damd de
solution méthanol/eau 50/50. Les divers échanslleant alors injectés en CLHP analytique. La parntities
composés dans les deux phases est estimée ad&sdehromatogrammes enregistrés.
Les systemes B, C, D, F, G, H, J, K, L et M dedangne Arizona (Foucault & Chevolot, 1998) ont ésiés de
cette facon.
En mode élution, on estime que le meilleur systpmg le fractionnement d’un extrait complexe esticgont
les solutés se répartissent entre les deux phasesia coefficient de partage proche de 1 (Ma0k)5).
Le systéme G de la gamme Arizona a été choisieite base.
Il s'agit d'un systeme biphasique quaternaire, dest solvants sont le-heptane (Hept), l'acétate d'éthyle
(AcOEt), le méthanol (MeOH) et I'eau {8).
Les proportions sont les suivantes : Hept / AcO#eOH / HO 1/4/1/4
On remplit une ampoule a décanter de deux litres av

- 200 mL den-heptane de qualité CLHP

- 800 mL d'acétate d'éthyle de qualité CLHP

- 200 mL de méthanol de qualité CLHP

- 800 mL d’eau milliQ
Apres agitation manuelle, les deux phases obtefaresron un litre de chaque) sont séparées pamntkioen
puis placées dans un bain a ultrasons pendantaute hfin de les dégazer.

Mise en ceuvre de la séparation

La CPC est utilisée en mode élution. La phase imiée (composée essentiellement de méthanol etid’ea
milliQ) constitue la phase stationnaire, natéeet la phase supérieure (composée essentiellafearheptane et
d’acétate d’éthyle) constitue la phase mobile, @Bté

Dans un premier temps, la colonne est remplieidd’de la phase stationna#e par pompage de 500 mL a un
débit de 10 mL/min. La rotation de la colonne egtd a 1200 rpm.

L'élution se fait ensuite selon un mode isocratjcquec un débit de 10 mL/min de pha&se

Dans ces conditions, la pression de remplissagale@s28 bars et le volume de phase stationnairaééjec
correspondant au volume de phase mobile dansdame)] est de 72 mL (le pourcentage de rétentida ghase
stationnaire est donc de 62.5 %). L’élution estefiée en mode ascendant.

700 mg d’extrailCZNCA-30rg sont solubilisés dans 2 mL de phase mobile et Ademphase stationnaire. Une
émulsion orange est obtenue, elle est filtrée @d'a’un filtre-seringue en téflon de 0.45 um. likrdt se
présente sous forme d’un systéeme biphasique stable.

L'échantillon est alors injecté dans le systemel'pgermédiaire de la vanne Rhéodyne.

L’acquisition débute au moment de l'injection, &diétection UV se fait a 254 et 280 nm.

Le collecteur de fraction est réglé a 1 tube/min.

Le systéme est basculé en mode descendant augub&liition se fait alors a partir de la phasavec un débit
de 10 mL/min. L'ensemble de I'expérience est efféeta température ambiante (environ 20°C).

La durée totale de la manipulation est de 90 mgiudel’issue de cette période, 200 mL de phas@uis 500
mL de méthanol sont pompés, afin de nettoyer larc.

Constitution des fractions et dégustation

L'expérience a permis de collecter 90 tubes, carttohacun 10 mL de liquide.

Afin de réduire le nombre d’échantillons a dégusilefaut regrouper certains tubes pour constitwemombre
limité de fractions. Le regroupement des tube€a#ectué sur la base d’analyses en CLHP et ditpléar des
profils chromatographiques.

Dans un premier temps, 100 pL ont été prélevés tesiscing tubes. lls ont été évaporés a l'aide d'un
évaporateur sous vide RapidVap (bloc chauffant té tlbes de contenance) puis repris dans 500 ph d'u
mélange eau/méthanol 50/50.

10 pL de chaque échantillon ont été injectés enZhHalytique, selon les conditions décrites préanéaent.

Le regroupement des tubes est basé sur l'allurérgndes chromatogrammes : les échantillons ssitses
présentant les mémes pics majeurs et un profilnshtographique similaire sont considérés comme &gemt

a une méme fraction. Des préléevements et des asal@EHP supplémentaires ont été effectués surrd'aut
tubes, afin d’affiner le regroupement des tubes.
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Chaque fraction est alors constituée par assemidlagdubes, puis elle est évaporée a l'aide depérateur
rotatif, reprise dans de I'eau milliQ puis lyopkée deux fois.

Les différentes fractions, numérotées en chiffemains, sont alors dégustées selon le protocoléat dic
paragraphe .A.2.

Purification par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) en phase
inverse (page 88)

La mise au point de la méthode expérimentale, eticpber du gradient d’élution, est réalisée ejeatant de
faibles quantités (1 mg) de I'échantillon initial.

La purification effective de la fraction est peregar trois injections successives de 17 mg d'édlam qui a
été préalablement dissous dans 160 puL de méthanqualité CLHP, puis filtré a 0.45 pm a l'aide diltre
seringue.

Les caractéristiques techniques de I'appareilsétibt les conditions expérimentales de la méthbdesie sont
résumées dans le tableau 21.

Au cours de la séparation, la pression du systénséige entre 180 et 200 bars.

Les différents pics sont collectés manuellementaasdrtie du détecteur UV, dans des tubes en verres.
Généralement, I'acquisition est stoppée apréstiagudu dernier pic : la colonne est alors lavées @aguilibrée
avant une nouvelle injection.

Tableau 21 - Conditions expérimentales de la CLF#parative.

Appareil :
Varian
Pompes haute pression : modéle Prostar 218
Logiciel :
Prostar Dynamax 24 (Varian)
Détecteur :
UV a barrette de diodes Prostar 345 (Varian)
Les longueurs d’onde utilisées sont 254 et 280 nm.
Colonne :
Microsorb 100-5 & (Varian Dynamax)
250 x 21.4 mm
Porosité 5 um
Pré-colonne :
Prontosil Gg6 um 50 x 20 mm (Bischoff chromatography)
Phase mobile :
Solvant A : eau milliQ + 0.05 % d'acide trifluorcgtique
Solvant B : acétonitrile CLHP + 0.05 % d’acidédltroroacétique
Gradient :

Temps(min) 0 5 13 26 35 50 52 24 27
% deB 8 18 18 26 3€ 50 10 92 92

Débit : 20 mL/min
Injection :
Manuelle, a I'aide d’'une boucle d’injection 5 mL

Trois injections deCZNCA-X ont été effectuées, soit une quantité totale den§2 Un aliquot (50 pL) de
chaque tube collecté est prélevé, dilué 10 foig aeel’'eau milliQ, et injecté en CLHP analytiquénade vérifier
la pureté obtenue.

Apres vérification de la pureté de chacun des tubes derniers sont regroupés par composé. En @da d
lyophilisation de I'extrait, la teneur en acétoitétrdes échantillons est réduite par évaporaticsdeliition d’eau
milliQ. La masse totale récupérée est de 22.4 mguc correspond a un rendement global de 44 %.

Utilisation de la LC-FTMS pour l'identification des molécules de la fraction CZNCA-X
(page 102)

Un spectrométre FT/MS Exactive est couplé a uresystde Chromatographie Liquide Ultra Haute Perfoea
(systéeme LC-FT/MS).

Descirptif du systeme et conditions chromatograpes

La partie chromatographique est constituée de &nehU-HPLC Accela de Thermo Fisher Scientific.eEll
comporte une pompe quaternaire, pouvant suppoepessions de 15000 psi (plus de 1000 bar), reétldo
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volume mort est de 6L, ce qui permet d’obtenir des séparations tréssfigt a vitesse élevée, sur des colonnes
de faible granulométrie (inférieure aueh). Cette pompe est associée a un passeur autamatignt une partie
est isotherme afin de garantir I'intégrité des @tilans, et a un détecteur UV a barrette de diodes

Le descriptif technique du systéme et les conditiclromatographiques utilisées sont résumés damabliEau
ci-dessous.

Tableau 24 - Conditions opératoires utilisées fganalyse qualitative en LC-FT/MS.

Appareil :
Accela (Thermo Fisher Scientific)
Pompes U-HPLC
Logiciel :
Xcalibur 2.1 pour Exactive
Détecteur UV :
Accela PDA 1cm LightPipe Flow cell
Colonne :
Hypersil GOLD C18 (Thermo Fisher Sciieiti
50 x 2.1 mm
Porosité 1.9 pm
Phase mobile :
Solvant A : eau LC-MS Optima (ThermahEisScientific) + 0.1 % d’acidd
formique + 5 mmol/L de formate d’amnommi
Solvant B : acétonitrie LC-MS Optimeh€Fmo Fisher Scientific) + 0.1 %
d’'acide formique

Gradient :
Temps(mn) O 08 42 54 55 6,5
% de B 18 185 98 98 18 18
Débit : 600 pL/min
Injection :
10 uL a laide d’'un passeur automati€0 Pal équipé de « racks »
réfrigérés

L'acide formique est utilisé dans les deux solvadts la phase mobile, en remplacement de l'acide
trifluoroacétique (TFA) décrit dans les conditiotis la CLHP analytique au chapitre 5. En effet, FATa
concentration élevée est connu pour diminuer wégment le signal observé en spectrométrie de enass
formate d’ammonium permet de favoriser lionisatide certaines molécules via la formation d’adduits
ammonium en ionisation positive. En outre, la pnésede tels adduits peut favoriser le repérage’ide |
moléculaire dans le spectre de masse.

Une attention toute particuliére doit étre portda qualité des solvants, afin d’éviter une podintides spectres
de masse et un éventuel endommagement du systéésedepnombreuses utilisations.

Les pressions observées en cours d’analyse sentsénre 400 et 500 bar. Le nombre trés élevé deglix
théoriques conférés par la colonne choisie etdesliions d’élution autorisent une réduction coasitble de la
durée des analyses chromatographiques.

Le détecteur UV n'est pas indispensable dans cgitee, son utilisation permet de relier les r@ssit
observables en LC-MS avec les données enregigiréeédemment et ainsi de vérifier que les compAs&s

C, D, qui absorbent a 280 nm, soient visibles en spewitrie de masse.

Conditions de spectrométrie de masse

Le systeme est équipé d’'une vanne a trois voieavah de la colonne chromatographique. Au cours &'’un
analyse, la phase mobile est envoyée vers le gpeetre de 0.5 a 4 min, et vers la poubelle en detiercette
période, afin de ne pas encrasser le systeme dgeentuels composés non retenus (0-0.5 min) oéréip
pendant le lavage de la colonne (aprés 4 min).

Le spectrométre Exactive est connecté a un génémitezote produisant un flux de 30 L/min & 7 bar.

Une source d'ionisation a électrospray chaufféee@} est utilisée, avec une alternance entre leenpaditif et

le mode négatif entre chaque scan. Le chauffagia d@nde permet de favoriser I'élimination de laagh
mobile : on peut travailler avec des débits chramephiques relativement élevés sans utiliser wwaton
vers la poubelle (split). Les conditions d’ionisati(« tune ») associées aux deux modes sont péésedans le
tableau 25.
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Tableau 25 - Conditions d’ionisation utilisées emde positif et en mode négatif.

Parameétre Mode positif Mode négatif
Débit du « sheath gas » 80 80

Débit du gaz auxiliaire 15 15

Débit du « sweep gas » 0 0

[Tension du spray]| 3.5 kv 3.5kv
Température du capillaire 350 °C 350 °C
Tension du capillaire 35V -35V
Tension du tube lens 120V -120V
Tension du skimmer 18V -18V
Température de la source 320 °C 320 °C

Dans ces conditions d'ionisation et d'élution, laleur de lintensité du courant de spray demeurelérée
(inférieure a 20 pA).
Le vide observé dans I'analyseur Orbitrap est dedte de 2,5.1¢ mbar.
Dans le cadre de l'identification des composésiésda LC-FT/MS est utilisée dans la configuratsuivante :
- Une gamme de masse allant de 110 a 1200 Th esiehoi
- L’alternance entre mode positif et mode négatifeenhaque scan est sélectionnée
- La gamme de résolution de masse est « Ultra higlk xui correspond a une valeur de 100 000 pour
un rapport m/z 200 Th
- Le calibrage est interne, en utilisant I'ion trdhoacétaterfi/z 112.98450 Th) en négatif et I'ion di-
éthylhexyl phtalatent/z391.28429 Th) en positif. Ces deux ions sont prs&sen permanence a I'état
de traces dans la phase mobile
- Les acquisitions sont effectuées sans fragmentat®D pour la détermination de la masse exacte, puis
avec une énergie HCD de 80 eV afin d'obtenir dessps de fragmentation
- Le contrle automatique du gain est utilisé en med#timate mass accuracy », ce qui correspond a
lintroduction de 5.18ions dans I'Orbitrap
- Le temps d'injection maximum (IT) est fixé a 100 ms
- Le traitement des résultats et la proposition dmfdes brutes sont réalisés a I'aide du logiciehlfar
2.0

Utilisation de la résonance magnétique nucléaire po I'identification des molécules de
la fraction CZNCA-X (page 109)

Matériel utilisé

Les analyses ont été effectuées sur deux typesetérametres.

Un spectrométre Bruker AVANCE 3, de champ magnétigid,1 T, opérant a 600,27 MHz en proton et équipé
d’une sonde 5 mm TXI (triple détection inverse noyX) *H-**C-**N et d’une sonde 5 mm BB®-X, & 300

K.

Un spectrométre Bruker AVANCE DMX 500 de champ n&tgrue 11,5 T, opérant a 500,12 en proton et
équipé d'une cryo-sonde 5 mm TXI. Ce spectromésteséué au sein du laboratoire RMN-ILP (RMN et
Interactions Lipides-Protéines), rattaché a 'UMRIRS 6026 (Université de Rennes 1), avec lequel le
GESVAB développe une collaboration.

Les échantillons sont dissous dans du méthanoéde(€D30D) puis placés dans des tubes NMR 3x10@mm
Bruker ou des tubes NMR 5x200 mm 509-UP-QTZ de Nerefonction de la quantité d’échantillon.

Parametres d’acquisition
Les déplacements chimique3) des protons'H) et carbones'{C) ont été calibrés par rapport au signal de
résonance du méthanol. lls sont exprimés en ppsictestantes de couplage, not&esont exprimées en Hz.
Les principaux parametres d’acquisition relatifg aMpériences réalisées sont résumés dans le tickfea
Les spectres enregistrés ont été traités avegiedb Topspin version 3.0
La quantité de solide dissoute dans le méthanad eantre 1 et 5 mg, en fonction de la masse de osénpur
disponible.
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Tableau 26 - Principaux paramétres d’acquisiticns#guences RMN mono- et bidimensionnelle.

L. HSQC-
Expérience PrototH COSY ROESY HSQC HMBC  3Csy
Nomberﬁ ‘F"i PoINtS 35768 256 256 256 256 256
Nombre de scans 16 32 32 64 128 48

7211/ 7812/ 7211/

Largeur spectrale 8417 Hz 5411 Hz 7203 Hz31700 Hz 33526 Hz 31700 Hz

Délai de 15s 1.799 s 15s 15s 15s 1.799 s
relaxation D1

DL_lree de 400 ms 150 ms

spin-lock

Données complémentaires pour la caractérisation desmposés (page 110)

Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire des composés a été mesurd@rsyolarimetre Perkin-Elmer 241, et le pouvoir toit@
spécifique a été calculé en utilisant la loi detBi@s mesures ont été effectuées dans le métreaaskC.

Coefficient d’extinction molaire

L'absorbance des molécules a été réalisée a ldigte spectrophotomeétre UV-visible Cary 300 Bio darién

dans des cuves de 1 cm, a partir de solutions deeotration précise. La gamme de longueurs d’ondé/sée
est 400-190 nm. Le coefficient d’extinction molair&té calculé en utilisant la loi de Beer-Lamblegs mesures
ont été effectuées dans le méthanol, a 25°C.

Utilisation de la LC-FT/MS pour I'étude de la présence d’isoméres et de dérivés des
guercotriterpénosides | et Il dans un extrait de bas de chéne (page 151)

Les différentes fractions étudiées sont solubiisggns une solution acétonitrile/eau a 10 % (wiviitdisant un
bain a ultrasons, puis filtrées a 044.

10 uL de chaque échantillon sont injectés dans le BysteC-FT/MS.

Les conditions chromatographiques et de spectriendér masse utilisées sont identiques a cellestegctans
le chapitre 6, paragraphe I.A.1. Un calibrage imdegst appliqué (ions 112.98450 et 391.28429).

Le traitement des résultats est effectué gracepplication Qual Browser du logiciel Xcalibur vensi2.0. Il est
ainsi possible d’afficher le chromatogramme desitotaux (TIC), en mode positif ou négatif, ainsedes
chromatogrammes d’'ions extraits, en choisissamtwplusieurs rapports/zcaractéristiques.

Contrairement aux spectrométres de masse offranfprgcrision de mesure de masse nominale, la LGH&T/
permet de rechercher des ions avec une fenétra/ddres étroite. Les chromatogrammes correspondants
permettent ainsi de localiser trés rapidementdas de formule ¢,0;.

Les rapportsn/zsuivants sont ainsi recherchés, avec une fenétpeétision de 4 ppm, en mode négatif :

Tableau 30 - Formule brute et rappart&des composés recherchés.

Nature de I'espece Formule brute m/z[M-H]"
Isomére des QTT fHe1015 817.40105
Dérivé diglycosylé GsH7105 979.45387
Dérivé triglycosylé GsHg1095 1141.50669

Dans un premier temps, ces molécules sont rectesctigns un extrait de bois non purifi€¢ CZNCA (a 100
mg/L), puis dans les différentes fractions de CECrites au chapitre 5, paragraphe I1I.C.1. (a 2(Ling
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Matériels et méthodes de la troisieme partie

Détermination des seuils de perception du lyonirésol et du QTT | (page 177)
Choix de la matrice d’étude

La détermination du seuil de perception a été fr€gpuemment réalisée lors de I'étude des arébmedrduEn

comparaison, relativement peu de seuils sont disfesndans la littérature pour des composés noatilsl

Or, les propriétés sensorielles d'un composé pdugar considérablement influencées par la matlees

laquelle il se trouve : les seuils déterminés daaa sont généralement différents de ceux obtelams le vin.
En outre, ces valeurs peuvent également variefiggba plus faible, d’'un vin a un autre.

En raison de ces effets matrices, la caractérisa@nsorielle exhaustive d’'un composé du vin néteets

détermination d’au moins trois seuils : dans I'edans un vin blanc et dans un vin rouge. Il petg également
intéressant d’évaluer le seuil dans une solutiodéte(par exemple 12 % d’éthanol, 3 g/L d’acidé¢rigue, pH

3.5) ou dans d’autres types de vins.

Toutefois, la robustesse d’'un seuil de perceptiépedd du nombre de dégustateurs. Une quantité iamerde
la molécule étudiée est ainsi nécessaire pour ehtept sensoriel. Les composés que nous étudiossmeas
disponibles commercialement, et les quantités didpes demeurent faibles. Par conséquent, nouneops

utiliser qu’une seule matrice pour la déterminaties seuils dans le cadre de ce travail.

Les dégustations présentées au paragraphe | deapére ont montré que le golt des deux compogésles
facilement perceptible dans le vin que dans I'ddous avons ainsi choisi d'utiliser un vin blanc (Beaux
blanc 2009, tableau 36) élevé en cuve inox, carmlaur obtenue permettra de discuter I'impact diistes

composés dans ce type de matrice.

Tableau 36 - Principales caractéristiques analgs8glu vin blanc de Bordeaux 2009
utilisé pour la détermination des seuils de pefoapt

Bordeaux blanc 2009

Titre alcoométrique volumique (a 20°C) 12.6 %
Concentration en glycérol 5.9 g/L
Concentration en D-glucose + D-fructose 0.71 g/L

L'étude du comportement des différentes moléculssdd’autres milieux devront néanmoins faire I'dhje
recherches ultérieures.

Préparation des échantillons

Les seuils de perception thonirésinol et duQTT | sont déterminés au cours de deux sessions desdinct
Pour chaque molécule, une solution a 1 g/L estggé&pdans du vin blanc, puis elle est diluée denfacobtenir
les différentes concentrations présentées au taBlga

Tableau 37 - Concentrations lgonirésinol et enQTT | préparées pour la détermination
des seuils de perception.

Molécule Concentrations préparées
Lyonirésinol 250pg/L  500pg/L  1mg/L  2,5mg/L  5mg/L 10 mg/L
QTTI 125ug/L  250ug/L  500pg/L  1mg/L  1.5mg/L 3 mg/L

Ces concentrations ont été choisies préalablen@mir@s dégustateurs et les échantillons ont Epgrés une
heure avant les sessions.

Conditions de la dégustation

La caractérisation sensorielle des molécules ndatiles est plus délicate et exigeante que celteabenposés
volatils. En effet, le dégustateur est soumis datgue liée au nombre d'échantillons présentéssiaju’a
d’éventuels phénomenes de saturation ou de réman&uour cette raison, nous avons ainsi organis& deu
sessions pour chaque molécule : une le matin efapré@s-midi.

Pour chaque concentration, trois verres sont ptésemux dégustateurs, I'un d’entre eux contenantire
additionné du composé étudié, les deux autres cantde vin témoin.

Il est demandé a chaque individu de désigner I'didlian différent (test a choix forcé de 1 parmi 3)

Le matin, trois concentrations sont présentéesopdre croissant : 0.5, 1 et 2.5 mg/L poufylenirésinol et
0.25,0.5 et 1 mg/L.
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Pour chaque dégustateur, les concentrations prepaséa session de I'aprés-midi dépendent destaésualu
matin. Il dégustera en effet a nouveau la conctotrda plus basse pour laquelle il a donné unenbagponse,
afin de confirmer son jugement, ainsi que les Zeatrations inférieures.

Par exemple, dans le caslglanirésinol, si un individu s’est trompé a 5@@/L puis a répondu correctement a
1 mg/L et 2.5 mg/L, alors au cours de la séand&agezs-midi, il dégustera le composé a 2%, 500ug/L et

1 mg/L.

Cette méthode permet de limiter la fatigue des siageurs en adaptant au mieux les concentratiégiseprées a
sa propre sensibilité.

26 personnes appartenant au personnel des lalvesatte I'ISVV et entrainés a la dégustation des wint
participé a ces tests sensoriels.

Les échantillons ont été présentés dans des VAFBEOR, a une température de 12°C, dans une salle de
dégustation équipée de boxes individuels.

Traitement des résultats

Le calcul du seuil de perception individuel a églisé en effectuant la moyenne géométrique eafpéus basse
concentration trouvée appartenant a une suiteragntie bonnes réponses et la valeur qui lui et jofrieure
(plus haute valeur non trouvée). Le seuil des détpies ayant répondu correctement pour toutes les
concentrations est fixé a la plus basse valeua détie.

Le seuil de perception collectif résulte de la moe géométrique des seuils individuels. C'est ogdteur qui

est utilisée pour la caractérisation sensorielleaposé.

Développement d'une méthode de quantification du bnirésinol et des
guercotriterpénosides | et Il (page 188)

Conditions chromatographiques

L'utilisation d'un systeme chromatographique U-HPE€de colonnes de faible porosité (inférieure gnd
permet de réduire considérablement les temps ¢/s@abut en conservant une bonne qualité de sépar&ela
constitue un avantage considérable dans le cadeegiantification d’'un grand nombre d'échantillons

Le systéme chromatographique décrit au chapitpa@graphe 1.A.2.a, est utilisé dans les conditd#wsites au
tableau 39.

Tableau 39 — Conditions chromatographiques utéisgair la méthode de quantification
du lyonirésinol et des QTT I et Ill.

Colonne :
Hypersil GOLD Gg PFP (Thermo Fisher Scientific)
100 x 2.1 mm
Porosité 1.9 um
Phase mobile :
Solvant A : eau LC-MS Optima (Thermo Fisher Scientifi€).1 % d’acide
formique + 1 mmol/L de formate d’ammonium
Solvant B : acétonitrile LC-MS Optima (Thermo Fisheregtific) + 0.1 %
d’acide formique

Gradient :
Temps
(min) 0 05 4 4254 55 65
% de B 18 18 45 98 98 18 18
Débit : 600 pL/min
Injection :
10 pL & l'aide d’un passeur automatique HTCO Pal équipérdeks »

réfrigérés

Les échantillons sont conservés a 12°C dans lasstidu passeur d’échantillon. Les pressions oléssrgont de
I'ordre de 700 a 800 bar.

A l'issue de chaque injection, la seringue et ctpur sont rincés trois fois, a I'aide de deuxaols différents :
une solution eau/méthanol 50/50 a 0.5 % d’acidmifpue et de I'acétonitrile. Le détecteur a barrdiediodes
est activé pour un éventuel contréle, mais il npest utilisé pour la quantification.
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Paramétres de spectrométrie de masse

lons utilisés pour la quantification
Les ions utilisés pour le dosage du lyonirésinalest quercotriterpénosides | et Il sont présedéés |le tableau
40. Afin de limiter les erreurs de mesure liée$mgelction, un étalon interne est utilisé. Un corep@hénolique,
la néohespéridine dihydrochalcone (NHDC) est aj@iité aux échantillons (de la gamme et inconrausine
concentration de 100g/La NHDC est détectée en mode négatif.

Tableau 40 - Description des ions utilisés pouquantification du lyonirésinol et des QTT.

Molécule T,emp? de Rapportm/zdes ions (en Th) Nature des ions
rétention
438.21224 [M+NH]*
Lyonirésinol 1.40 min 443.16764 [M+Nal]
841.36411 [2M+H]
863.34606 [2M+N4d]
Quercotriterpénoside | 2.70 min 655.34877 [M-Glucose-H]
817.40105 [M-H]
Quercotriterpénoside Il 3.05 min 655.34877 [M-Glucose-H]
817.40105 [M-H]
NHDC (étalon interne) 3.00 min 611.19814 [M=H]

Conditions expérimentales de la spectrométrie desma
Les valeurs des gaz et des tensions appliquéesl’mnisation et le transfert des ions ont été omgiees en
utilisant comme références les intensités des sigda rapportn/z443.16764 Th pour le mode positif (ion de
quantification majoritaire du lyonirésinol) et 848105 Th pour le mode négatif (ion de quantifiaatio
majoritaire des QTT | et ). Ces valeurs sontpapées dans le tableau 41.

Tableau 41 - Conditions d’ionisation utilisées emda positif et en mode négatif.

Parameétre Mode positif Mode négatif
Débit du « sheath gas » 75 75

Débit du gaz auxiliaire 20 20

Débit du « sweep gas » 3 3

[Tension du spray| 3.5 kv 3 kv
Température du capillaire 350 °C 350 °C
Tension du capillaire 35V 95V
Tension du tube lens 120V -190 V
Tension du skimmer 18V -46 V
Température de la source 320 °C 320 °C

Une énergie de collision de 30 eV est appliquéesdin source (SID) en mode négatif. L'analyse
chromatographique dure 6.5 minutes. Le spectromééremasse enregistre les données pendant les cing
premiéres minutes. Deux segments d’acquisition sdots programmeés: le premier (de 0 a 2 minutes)
correspond a des balayages en mode positif (détedti lyonirésinol) et le second (2 a 5 minutes)rerde
négatif (détection des QTT).

Le flux chromatographique est envoyé vers la pdatde 0 & 1 min et de 5 a 6.5 min. Les parametibsés

pour les deux segments d’acquisition sont préseat#as le tableau 42 ci-dessous.

Tableau 42 - Configuration de I'analyseur Orbitpair les deux segments
de la méthode de quantification utilisée.

Segment 0-2 minutes 2-5 minutes
Mode Positif Négatif
Gamme de balayage 200-900 Th 600-1000 Th
SID (collision dans la source) Aucun 30V

Temps d'injection maximal 100 ms

Contréle automatique du gain 3%i6ns ("High dynamic range")

Calibrage Externe

Résolution 25 000 (&n/z200 Th) "Enhanced"
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Traitement des résultats

L'analyse des résultats est effectuée grace ali@gmn Quan Browser du logiciel Xcalibur, en ig#nt
l'algorithme Genesis. L'intégration automatique d@giaux est utilisée.

La quantification est basée sur le rapport ensaies du pic du composé étudié et de I'étalarimet

Une fenétre de masse de 5 ppm est utilisée paanistruction des chromatogrammes d’ions extraits.

Préparation des échantillons

Le dosage des composés étudiés est réalisé dansyges de matrices : vin blanc et eau-de-vie

La quantification est effectuée en injection diegcfest-a-dire sans étape de purification préalabl

Les vins sont dilués au demi avec de I'eau milliQes eaux-de-vie au dixieme. Les échantillons $idinés a
0.45 um a l'aide d'un filtre-seringue. L'étalon intern&KIDC) est ajouté a tous les échantillons, a une
concentration de 100g/L.

Les gammes-étalons sont réalisées dans un vin l@anme eau-de-vie de raisin non boisés. Une soluti
éthanolique a 1 g/L est réalisée pour chacun depeasés, puis les différentes concentrations saetnoles par
des dilutions successives ; elles sont identiqaes tés deux matrices (tableau 43). Les ajoutsréafités apres
dilution de la matrice ; le facteur de dilution psis en compte lors de I'expression des résultasséchantillons.
Les injections en LC-FT/MS se font dans le sens dexentrations croissantes, afin d'éviter des &ds
phénomenes de « carry-over ».

Tableau 43 - Concentrations (C1, C2...C6) en lyomm$t en quercotriterpénosides préparées pour les
différents échantillons de la gamme-étalon.

Molécule C1 C2 C3 Cc4 C5 C6
Lyonirésinol 50ug/L 100ug/L 200ug/L 500ug/L 1 mg/L 2 mg/L
QTTI 2ug/L 5ug/L 10ug/L 20 ug/L 50 ug/L 100pg/L
QTT I 5 ug/L 10pug/L 20 ug/L 50ug/L 100ug/L 200pug/L
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ANNEXE 2 : Fiches de degustation pour un test de
classement par rangs et un test triangulaire

DEGUSTATION DU 17 AVRIL 2009

Nom :

Série 1 : Test de classement.

Veuillez vous servir des 4 vins proposés dans tersuivant :458 511, 237, 709 et les
classer paordre croissantde sucrosité.

Le moins intense Le plusense

Série 2 : Test de classement.

Veuillez vous servir des 4 vins proposés dans torsuivant :646, 183 927, 693 et les
classer paordre croissantde sucrosité.

Le moins intense Le plusense

Dégustation triangulaire

Nom :

Test trianqulaire :

Parmi ces trois échantillons, lequel est gustatergndifférent ?

Lequel (lesquels) posséde(nt) la saveur sucréeisamense ?
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ANNEXE 3 : Données RMN du lyonirésinol

OCH3

HsCO OCH3

OH
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Annexe 3.1 : déplacements chimique$i et **C du lyonirésinol
(dans le méthanol)

Numéro de I'atome 5 *H (en ppm)multiplicité (J)  §**C (en ppm)
2.58dd (11.8:; 15.1 Hz)

1 32.1
2.71dd (4.6; 15.1 Hz)
2 1.63m 39.5
20 65.4
3 1.99m 47.5
3a 62.8
4 4.32d (5.6 Hz) 40.9
5 146.3
6 137.5
7 147.3
8 6.6s 106.4
9 128.8
10 124.9
11 3.39s 58.7
12 3.87s 55.3
1 137.9
2',6' 6.4s 105.5
3,5 147.6
4' 133.2
13, 13 3.7% 55.2
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Annexe 3.3 : carte HSQC du lyonirésinol dans le MeB-d4
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Annexe 3.4 : carte HMBC du lyonirésinol dans le Me®-d4
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Annexe 3.5 : carte COSY du lyonirésinol dans le MeB@-d4
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ANNEXE 4 : Données RMN du P-WL

0]
WOH
0]

© OH

HO

0
HO
HO
O OH

HO
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Annexe 4.1 : déplacements chimique$i et **C du P-WL
(dans le méthanol)

Numéro de I'atome & 'H (en ppm)multiplicité (J) 8*°C (en ppm)

1 177.9
2.20m
2 2.63dd (5.1; 14.6 Hz) 38.4
3 2.23m 34.6
4 3.60m 83.9
1.43m
5 15m 32.3
1.21m
° 1.33m 29.1
1.15m
7 1.19m 23.7
8 0.75t (7.2 Hz) 145
9 0.95d (6.6 Hz) 15.1
Glucopyranosyle
1 4.37d (7.7 Hz) 104.4
2' 3.23dd (8.3; 9 Hz) 75.6
3 3.42m 78.3
4 3.40m 72.3
S' 3.58m 75.4
, 4.44dd (6.1; 11.7)
© 4.51dd (2.3; 11.7) 05.2
Galloyle
1" 121.7
2"/6" 7.15s 110.4
3"/5" 146.7
4" 139.9
7" 168.5
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Annexe4.2 : spectre RMN*H du P-WL dans le MeOF-d4
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Annexe 4.3 : carte HSQC du P-WL dans le MeOHti4
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Annexe 4.4 : carte HMBC du P-WL dans le MeOHd4
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Annexe 4.5 : carte COSY du P-WL dans le MeOHii4
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ANNEXE 5 : Données RMN du
Quercotriterpénoside |

HO OH

OH
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Annexe 5.1 : déplacements chimique'$i et **C du Quercotriterpénoside |
(dans le méthanol)

Numéro de 3 ™H (en ppm) 8 °C (en ppm)
I'atome multiplicité (J)
1 0.99m 46.4
1.98dd (12.3; 4.3 Hz)

2 3.76td (9.9; 4.3 Hz) 67.9

3 3.45d (9.9 Hz) 76.4

4 42.4

5 1.38m 47.8

6 1.48m 17.8
1.39m

7 1.26m 31.9
1.42m

8 39.4

9 1.85t (9.3 Hz) 48

10 37.7

11 2.02m 23.6

12 5.33t (3.3 Hz) 123.1

13 143.5

14 41.2

15 0.95m 27.8
1.62m

16 1.7m 26.9

2.3td (13.7; 4.3 Hz)

17 45.6

18 3.05d (4.0 Hz) 43.7

19 3.27d (4.0 Hz) 80.9

20 34.4

21 1.01m 28
1.76m

22 1.66m 31.7
1.76m

23 4.07d (11.3 Hz) 65.2

4.23d (11.3 Hz)

24 0.86s 12.3

25 1.08s 15.7

26 0.76s 16.3

27 1.19s 23.4

28 176.7

29 0.95s 27.4

30 0.96s 23.5

Glucopyranosyle

1 5.38d (8.2 Hz) 94.5

2' 3.31d (9.1 Hz) 72.6

3 3.35m 77.2

4 3.36d (8.1 Hz) 69.7

5' 3.44d (9.1 Hz) 76.9

6' 3.69dd (11.7; 4.1 Hz) 61.1

3.82brd (11.7 Hz)
Galloyle
1" 120.2
2"/6" 7.1s 108.2
3"/5" 145.2
4" 138.7
7" 166.8
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Annexe 5.3 : carte HSQC du Quercotriterpénoside | @ns le MeOHd4
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Annexe 5.4 : carte HMBC du Quercotriterpénoside | dns le MeOH-d4
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Annexe 5.5 : carte HSQC-TOCSY du Quercotriterpénosie | dans le MeOHéd4

[wdd] L4 or 09 0B ool 0zl
1 1 _ 1 1 1 _ 1 1 1 _ 1 1 1 _ 1 1 1 _ 1 1 1 _ 1 1
- =
— o
= [+
-< . : s s | o
- L
- -
- - ) B
= = B
2 T = = o [—
- - — 3
= ¥ 2 3 2 B
L-3 E | -
= T a = E ] i
= - a .ﬂ_ -
x= - k- -
L
— =i
E_|
- B
— LW
- = o zO0 = = - L
— ROy
— =

274



Annexe 5.6 : carte COSY du Quercotriterpénoside | @ns le MeOH-d4
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Annexe 5.7 : carte ROESY du Quercotriterpénoside dlans le MeOHd4
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ANNEXE 6 : Données RMN du
Quercotriterpénoside |l

HO

HO
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Annexe 6.1 : déplacements chimique$i et **C du Quercotriterpénoside |I
(dans le méthanol)

Numéro de 3 ™H (en ppm 13
latome muItiéIiciFép(J)) 6 °C (en ppm)
1 1.08m 47.9
2.05m
2 3.94td (11 ; 4.6 Hz) 65.7
3 4.7d (10.3 Hz) 84.8
4 443
5 1.09m 56.1
6 1.49td (13.3 ; 5.3 Hz) 19.8
1.72m
7 1.30m 32.8
1.46m
8 40.3
9 1.87t (9.0 Hz) 47.9
10 38.1
11 2.05m 23.7
12 5.36t (3.4 Hz) 123
13 143.2
14 44.9
15 1.69m 27.8
1.79m
16 1.76m 26.4
2.35td (13.4 ; 3.6 Hz)
17 45.3
18 3.08d (3.5 Hz) 43.9
19 3.30d (3.5 Hz) 81
20 34.3
21 1.02m 28
1.70m
22 1.66m 32.1
1.76m
23 1.06s 21.8
24 3.85d (11.6 Hz) 63.9
3.90d (11.6 Hz)
25 1.15s 15.7
26 0.79s 16.5
27 1.33s 23.8
28 177.5
29 0.97s 27.2
30 0.96s 23.8
Glucopyranosyle
1 5.39d (8.2 Hz) 94.4
2' 3.32m 72.3
3 3.35m 77.3
4 3.37m 69.6
5' 3.41d (9.2 Hz) 77.1
6' 3.69dd (12.1 ; 4.4 Hz) 61
3.83brd (11.1 Hz)
Galloyle
1" 120.3
2"/6" 7.13s 108.3
3"/5" 144.9
4" 138.2
7" 167.1
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Annexe 6.3 : carte HSQC du Quercotriterpénoside Idans le MeOH-d4
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Annexe 6.4 : carte HMBC du Quercotriterpénoside lldans le MeOH-d4
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Annexe 6.5 : carte HSQC-TOCSY du Quercotriterpénosie Il dans le MeOH-d4
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Annexe 6.6 : carte COSY du Quercotriterpénoside Idans le MeOHd4
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ANNEXE 7 : Données RMN du
Quercotriterpénoside Il

HO

HO

OH

OH

HO

OH
OH

285




Annexe 7.1 : déplacements chimique$i et **C du Quercotriterpénoside I
(dans le méthanol)

Numéro de 3 ™H (en ppm 13
latome muItiéIiciFép(J)) 6 °C (en ppm)
1 1.06m 46.7
2.01dd (12.6; 4.7 Hz)
2 3.99td (9.9; 4.7 Hz) 66.4
3 5.05d (9.9 Hz) 78.7
4 43.3
5 1.53brd (11.4 Hz) 46.5
6 1.46td (13.0; 2.7 Hz) 17.8
1.53m
7 1.33m 31.8
1.69m
8 39.4
9 1.92t (8.6 Hz) 47.6
10 37.6
11 2.04m 23.2
12 5.36t (3.3 Hz) 123.4
13 142.6
14 41.4
15 1.74m 27.4
16 1.74m 27.1
2.35td (13.4; 4.1 Hz)
17 45.6
18 3.07d (4.1 Hz) 437
19 3.29d (4.1 Hz) 81.1
20 34.3
21 1.03m 28
1.70m
22 1.66m 31.7
1.76m
23 3.01d (11.9 Hz) 63.7
3.32d (11.9 Hz)
24 0.86s 13.7
25 1.11s 16.3
26 0.79s 16.4
27 1.34s 23.3
28 177.1
29 0.97s 23.8
30 0.96s 27.3
Glucopyranosyle
1 5.39d (8.2 Hz) 94.4
2' 3.34m 72.6
3 3.34m 77.9
4 3.36m 69.6
5' 3.36n 77.3
6' 3.69dd (11.8; 4.3 Hz) 60.9
3.82brd (11.8 Hz)
Galloyle
1" 120.4
2"/6" 7.12s 108.2
3"/5" 145.1
4" 138.1
7" 167.5
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Annexe 7.3 : carte HSQC du Quercotriterpénoside llidans le MeOHd4
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Annexe 7.4 : carte HMBC du Quercotriterpénoside llldans le MeOH¢4
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Annexe 7.5 : carte HSQC-TOCSY du Quercotriterpénosie Il dans le MeOH-d4
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Annexe 7.6 : carte COSY du Quercotriterpénoside llidans le MeOHd4
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ANNEXE 8 : Données RMN du
Quercotriterpénoside IV
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Annexe 8.1 : déplacements chimique$i et **C du Quercotriterpénoside 1V

NUméro de Fatome 'H (en ppm) 3°C Numéro de & *H (en ppm) e
1 multiplicité (J) (en ppm) l'atome multiplicité (J) (en ppm)
1 0.87m 454 Galloyle
1.96 dd(13.2; 3.8 Hz) 1 119.3
2 3.82m 66.7 2" /6™ 7.11s 108.5
3 3.21d (9.9 Hz) 94.4 3"/5™ 144.8
4 44.9 4™ 138.7
5 1.05m 55.7 ™ 166.4
6 1.46td (13.2 ; 2.3 Hz) 18.4
1.63m
7 1.33m 32.8
1.54m
8 39.6
9 1.77m 47.5
10 37.1
11 1.76m 23.8
2.01m
12 5.34t (3.3 Hz) 123.0
13 142.8
14 41.2
15 1.01m 27.8
1.68m
16 1.73m 27.6
2.33td (13.5 ; 3.9 Hz)
17 45.7
18 3.07d (3.9 Hz) 43.9
19 3.29d (3.9 Hz) 81.0
20 34.4
21 1.02m 28
1.79m
22 nd nd
23 1.25s 21.9
24 3.41d (11.4 Hz) 63.1
3.92d (11.4 Hz)
25 0.92s 15.0
26 0.75s 16.2
27 1.29s 23.4
28 177.0
29 0.95s 27.2
30 0.96s 24.2
Glucopyranosyle 1
1 5.38d (8.1 Hz) 94.2
2' 3.32m 72.6
3 3.35m 77.3
4 3.35m 69.6
5' 3.41m 77.0
6' 3.69dd (11.9 ; 4.3 Hz) 60.9
3.82brd (11.9 Hz)
Glucopyranosyle 2
1" 4.51d (8.2 Hz) 104.2
2" 3.30m 74.3
3 3.46m 76.4
4" 3.47m 70.2
5" 3.68m 74.4
6" 4.38dd (12.1 ; 5.2 Hz) 62.7
4.63dd (12.1 ; 2.1 Hz)
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Annexe 8.3 : carte HSQC du Quercotriterpénoside I\dans le MeOHd4
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Annexe 8.4 : carte HMBC du Quercotriterpénoside IVdans le MeOHd4
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Annexe 8.5 : carte HSQC-TOCSY du Quercotriterpénosie IV dans le MeOH-d4
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Annexe 8.6 : carte COSY du Quercotriterpénoside I\dans le MeOHd4
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