GRAND PRIX 2000

Takatoshi TOMINAGA

Faculté d’Enologie,
Université Victor Segalen Bordeaux 2

Recherches

sur I’arome variétal
des vins

de Vitis vinifera

L. cv. sauvignhon blanc
et sa genese a partir
de précurseurs
Inodores du raisin

MIF&!JEP«.AGRIM



PREFACE

Le Groupe Amorim, né du liege en 1870 au Por-
tugal, a fondé les bases de son développement sur
cette extraordinaire matiére premiere, a travers la
production de cet humble mais inséparable com-
pagnon du Vin : le bouchon de liége.

Notre volonté de servir la cause du vin
s’est toujours exprimée dans la recherche tech-
nologique sur la filiére liege, base de notre activité.
En 1992, nous avons souhaité aller plus loin et
nous engager davantage aux cotés des chercheurs
en cenologie en créant I’Académie Amorim, un
lieu de rencontre et d’échange entre cenologues,
ingénieurs, professeurs, sommeliers, auteurs,
artistes... tous animés d’'une méme passion du Vin.
Chaque année, notre Académie encourage et
soutient la recherche en cenologie par la remise
d’un Prix a un chercheur ou a une équipe de
chercheurs ayant fait paraitre des travaux signifi-
catifs qui concourent a la défense et a la promo-
tion de la qualité du Vin. Que soient ici saluées
les personnalités, membres de cette Académie,
qui contribuent si généreusement a cette mission.
Je formule le veeux que cette collection, dédiée
aux Lauréats du Grand Prix de I’Académie, devi-
enne, au fil des ans, une référence et la mémoire
vivante des efforts et des travaux engagés dans le
monde entier pour servir la noble cause du Vin.

Americo Ferreira de AMORIM

Président du Groupe Amorim
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aissons nous envahir
par les arbmes varétiaux
des vins des cépages a “saveur simple”,
et suivons Takatoshi Tominaga
sur les chemins de la connaissance aromatique
du sauvignon blanc : des odeurs de buis,
de bourgeon de cassis, de pamplemousse
et de fruit de la passion nous submergent déja !
Mais quels sont les composés
responsables de ces caractéres odorants
qui sont I’essence-méme de notre plaisir ?
Notre lauréat, a travers un travail
d’une grande rigueur scientifique,
aborde de facon claire et compréehensible
un sujet dont les répercussions théoriques
et pratiques sont déja considérables
et le seront encore plus dans I’avenir.
“There is more than aroma than meets the nose”
nous glisse dans I’oreille
notre ami Brian Croser a propos de cet ouvrage.
Plus simplement, je dirai merci
a nos talentueux candidats qui hissent
chaque année plus haut

la recherche en cenologie.

Robert TINLOT
Président de I’Académie Amorim



Introduction

Le Sauvignon est I'un des grands
cépages blancs de Vitis vinifera. Sa pré-
sence dans le vignoble bordelais
(Graves, Sauternes, Coteaux de la rive
droite de la Garonne) et ceux du
Centre de la France (Sancerre, Pouilly)
est attestée depuis le 18 siecle. Les
vins jeunes de Sauvignon ont un aréme
caractéristique, aisé a distinguer des
autres cépages. lls présentent une vaste
palette aromatique dont les principaux
descripteurs sont le poivron vert, le
buis, le genét, le bourgeon de cassis, la
feuille de tomate, le pamplemousse, le
fruit de la passion et dans certains cas,
la fumée. Ces caractéres odorants, sont
peu marqués dans le modt et se déve-
loppent essentiellement au cours de la
fermentation (PEY-
NAUD,1980).

alcoolique

Les travaux essayant d’expliquer, par
I’analyse chimique, I'aréme particulier
des vins de Sauvignon sont relative-
ment récents. La mise en évidence d’au
moins deux thiols volatils & odeur de
buis, dans I’'ardme variétal des vins de
Sauvignon est un travail fondateur dans
la recherche sur les ardbmes variétaux
des cépages non muscatés (DARRIET et
al., 1993, DUBOURDIEU et DARRIET,
1993). L'un de ces deux composés a
été identifié a la 4-mercapto-4-méthyl-
pentan-2-one (4AMMP) (DARRIET et al.,
1995). L’identification de ce composé a
démontré qu’un thiol volatil trés odo-
rant possédant un seuil de perception
olfactive tres faible (0,8 ng/L en solu-
tion hydroalcoolique) pouvait contri-
buer a I'arbme caractéristique des vins
de ce cépage, et en particulier a
I'odeur de buis et de genét. Cependant,

I'intervention de ce seul composé ne
peut rendre compte de la complexité
aromatique du cépage Sauvignon dont
I’odeur sui generis évoque outre celle
du buis, des nuances plus fruitées de
pamplemousse et de fruit de la passion.

Quand aux composés responsables des
nuances fruitées des vins de Sauvignon,
ils restaient inconnus ainsi que le
deuxieme thiol volatil sentant le buis
avant le présent travail. De méme,
I'apparition de I'ardme variétal du Sau-
vignon au cours de la fermentation
alcoolique demeurait un phénoméne
en grande partie inexpliquée. En effet,
bien que les travaux de DARRIET
(1993) et DARRIET et al., (1993) aient
mis en évidence I’existence d’un pré-
curseur non glycosilé de la 4MMP dans
le raisin et dans le moQt, ce composé
difficile a purifier n’avait pas pu étre
identifié.

Nos recherches sur les ardbmes et pré-
curseurs d’arébmes du Sauvignon com-
portent trois parties. La premiére porte
sur I'identification, le dosage et les pro-
priétés organoleptiques de nouveaux
thiols volatils participant aux ardémes
des vins de Sauvignon. La présence
éventuelle de ces composés dans les
fruits, les plantes ou les vins d’autres
cépages dont les arébmes évoquent
ceux du Sauvignon, est également
recherchée. La deuxieme partie
concerne I'identification des précur-
seurs de I’'arébme variétal des vins de
Sauvignon. Enfin, la troisieme partie
traite du dosage de ces précurseurs
dans le mo(t et de leur évolution au
cours de la maturation du raisin.



1. Recherches sur I’'ardme soufré des vins de Sauvignon

1. MISE AU POINT D’UNE METHODE D’EXTRAC-
TION SPECIFIQUE DES THIOLS VOLATILS A

L’ETAT DE TRACE DANSLES VINS BLANC

Un réactif, composé organomer-
curique, I'acide p-hydroxymercuriben-
zoique (p-HMB), se combine spéci-
figuement avec les composés posse-
dant une fonction thiol (JOCELYN,
1972 ; ASHWORTH, 1976). Le com-
plexe formé est décombiné par un
autre thiol en excés tel que la cystéine
(JOCELYN, 1987) (figure 1).

RS+ *Hg—@COO' — R-s-HgOCOO'
R-S™ + Cys-Hg—@—COO'

Cystéine

Fig 1 : Réaction de combinaison d’un thiol par le
p-HMB et décombinaison du complexe par addition
de cystéine.

L’addition de ce réactif dans un vin de
Sauvignon conduit a la disparition de la
nuance buis, ainsi que d’autres nuances
fruitées, notamment de type fruit de la
passion et pamplemousse. De plus,
I’'aréme disparu est rétabli par I’addition
de cystéine. De ce fait, outre la 4AMMP,
la contribution d’autres thiols volatils a
I'arbme caractéristique des vins de Sau-
vignon est trés vraisemblable. L’identifi-
cation de ces composés nécessite la
mise au point d’une méthode d’extrac-
tion spécifique a partir du vin. Nous
avons donc cherché a exploiter les pro-
priétés du p-HMB dans le but de préci-
ser le role des thiols volatils sur I’'aréme
de vins de Sauvignon.

Apres extraction de composés volatils
totaux par dichlorométhane, les thiols
volatils dans la phase organique sont
extraits par une solution aqueuse du p-
HMB. L’originalité de la méthode rési-
de dans la purification du complexe

par percolation sur une colonne de

résine anionique type Dowex (TOMI-
NAGA et al., 1998b). Les thiols volatils
combinés avec le p-HMB peuvent y
étre fixés par la fonction carboxylique
du p-HMB. Evidemment, les autres
constituants chargés négativement dans
la phase aqueuse du p-HMB, les acides
gras par exemple, sont également rete-
nus sur la résine. Les contaminants non
chargés ou chargés positivement sont
éliminés par lavage de la colonne avec
un tampon adéquat. Apreés lavage de la
colonne, I’élution sélective des thiols
volatils est réalisée par percolation
d’une solution de cystéine. Ce progres
analytique permet d’identifier de nou-
veaux thiols volatils odorants des vins
et les doser précisément.

2. IDENTIFICATION DE NOUVEAUX THIOLS
VOLATILS INTERVENANT DANS L’AROME CAR-

ACTERISTIQUE DES VINS DE SAUVIGNON

L’extrait de vin obtenu par la méthode
mise au point est analysé par CPG-FPD
sur colonne BP-20 (figure 2). Les pics
1, 2, 3,5, 7 et 9 ont déja été identifiés
dans les vins. Le pic 1 correspond a la
4-méthyl-4-mercaptopentan-2-one
(DARRIET et al., 1995), composé a
odeur de buis, participant a I’arébme
des vins de Sauvignon. L’acétate de 2-
mercaptoéthyle et I'acétate de 3-mer-
captopropyle (pics 2 et 5), évoquant
une odeur de viande rotie, et le 3-mer-
captopropan-1-ol (pic 7) possédant une
odeur de sueur ont été identifiés et
doseés dans les vins par LAVIGNE et al.
(1998). Le pic 3 correspond au 2-mer-
captoéthanol dont la présence dans les
vins est connue depuis longtemps
(RAPP et al., 1985) ; ce composé est
malodorant mais sa teneur dans les
vins est généralement inférieure a son
seuil de perception. Le pic 9 a été
signalé pour la premiére fois par
LAVIGNE (1996) dans les vins blancs ;
et il a été identifié par BOUCHILLOUX

et al. (1998) dans les vins rouges. Il



s'agit du 3-mercapto-2-méthylpropan-
1-ol. Son odeur qui évoque I'ail et le
caoutchouc est désagréable.

Ainsi, a I’exception de la 4MMP, la
contribution de ces thiols volatils a
I'arébme particulier des vins de Sauvi-
gnon est peu vraisemblable.
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Fig 2 : Analyse par couplages CPG-FPD des thiols
volatils extraits d’1,5 L de vin de sauvignon (Clos
Froridene, 1995).

(pic 1: 4-mercapto-4-méthylpentan-2-one (4AMMP) ; pic 2:
acétate de mercaptoéthyle ; pic 3: 2-mercaptoéthanol ;
pic 4: 4-mercapto-4-méthylpentan-2-ol (4MMPOH) ; pic 5:
acétate de 3-mercaptopropyle ; pic 6: composé non
identifié ; pic 7: 3-mercaptopropanol ; pic 8: 3-mercapto-3-
méthylbutan-1-ol (3MMB) ; pic 9: 3-mercapto-2-méthyl-
propan-1-ol ; pic 10: acétate de 3-mercaptohexyle (A3MH) ;
picll: 3-mercaptohexan-1-ol (3MH) ; pic 12: composé non
identifié)

Les pics 4,8,10 et 11 sont nouvelle-
ment identifiés dans cette étude. Le pic
10 (figure 2) correspond, en olfactomé-
trie, a une zone fortement odorante
évoquant le buis, déja signalée par
DARRIET et al. (1991), mais avec une
nuance plus complexe de fruits tropi-
caux. Le temps de rétention de ce com-
posé est proche de celui du méthionol,
composé trés abondant dans le vin, ce
qui interdisait son identification avant

gue nous ne disposions d’'une méthode

d’extraction des thiols suffisamment
spécifique. Il est maintenant identifié a
I'acétate de 3-mercaptohexyle (A3MH)
(TOMINAGA et al., 1996). En méme
I’A3MH,

d’extraction spécifique des thiols vola-

temps que la méthode
tils décrite ci-dessus permet d’identifier
trois nouveaux mercaptoalcools dans
les vins de Sauvignon. Il s’agit du 4-
mercapto-4-méthylpentan-2-ol
(4MMPOH) (pic 4), du 3-mercapto-3-
meéthylbutan-1-ol (3MMB) (pic 8) et du
3-mercaptohexan-1-ol (3MH) (pic 11)
(TOMINAGA et al., 1998a) (tableau I).
Gréce a la mise au point d’une métho-
de d’extraction spécifique des thiols
volatils des vins, outre la 4AMMP & forte
odeur de buis, 4 thiols volatils odorants
ont été identifiés dans les vins du cépa-
ge de Sauvignon. Le 3MH et ’A3SMH
n'avaient été jusqu’ici caractérisé que
dans le fruit de la passion (ENGEL et
TRESSL, 1991). Le 3MMB a été identi-
fié dans le café torréfié (HOLSCHER et
al., 1992). En revanche, jusqu’a présent
le AMMPOH, n’a jamais été mis en évi-
dence dans la nature.

La contribution a I’'aréme des vins de
Sauvignon des différents thiols volatils
identifiés a été précisée. Le seuil de per-
ception olfactif en solution hydroalcoo-
ligue modele par test de dégustation tri-
angulaire et la teneur dans les vins par
le dosage ainsi que I'indice aromatique
(concentration dans le vin/seuil de per-

ception) ont été déterminés.

CHg—C—CH, —CH, —OH

1) DARRIET et al., (1995) S

Composés Structures Descripteurs Seuils
olfactifs (ng/L)
4MMPY CIPI-b Buis, 0.8
CHs—C— GH—C— CH Genét
SH o]
A3MH CHy— CHy— CHy— CH—CHp—CHz— O—C— CHg Buis, 4
1
SH g Fruit de la
passion
3MH CHT—CH= Chp = CH=Cho= Chg=0H Pamplemousse 50
SH Fruit de la
passion
4MMPOH ?Hs Zeste 55
CFB—C;—CHZ—CH—CHg d’agrume
SH OH
3MMB ChHy Poireaux cuits 1500

Tableau 1 : Seuils de perception et descripteurs olfactifs des thiols volatils identifies dans les vins de sauvignon.
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Le seuil de perception de '’A3MH est
en solution modele hydroalcoolique
de 4,2 ng/L. Il s’agit donc d’un com-
posé fortement odorant mais toutefois
moins que la 4AMMP détectée & 0,8
ng/L en solution modéle selon DAR-
RIET et al.(1995). L’odeur de I’A3MH,
comme celle de la plupart des thiols
est désagréable a forte concentration ;
elle change au voisinage de son seuil
de perception, en évoquant le buis,
mais aussi le fruit de la passion et le
zeste de pamplemousse, descripteurs
fréqguemment utilisés pour caractériser
I’arbme des vins de Sauvignon. Les
seuils de perception du 4AMMPOH et
du 3MH sont proches et relativement
bas (50 a 60 ng/L). lls sont cependant
moins odorants que la 4MMP et
I’A3MH. du 4MMPOH
évoque le zeste d’agrume et le pam-

L’odeur

plemousse. L’ardme du 3MH rappelle
a la fois celui du pamplemousse et du
fruit de la passion. Par contre, le
3MMB, a odeur de poireaux cuits, a
un seuil de perception beaucoup plus
élevé (1500 ng/L).

Les dosages des 5 thiols volatils ont
été pratiqués sur plusieurs vins de
Sauvignon de Sancerre et de Bor-
deaux (tableau Il). Les teneurs en
AMMP, et 3MH sont toujours supé-
rieures a leurs seuils de perception
dans les vins analysés. En conséquent,
I'indice aromatique de ces composés
est largement supérieur & 1. Cepen-
dant ’A3MH n’est plus présent dans
les vins de vieux millésimes. Les
teneurs en 4AMMPOH et 3MMB sont
toujours inférieures a leurs seuils de
perception indépendamment de I’age
des vins analysés.

L’impact olfactif de la 4AMMP & odeur
de buis, et du 3MH a odeur de pam-
plemousse et de fruit de la passion est
donc indéniable dans I’ardme des
vins de Sauvignon. L’A3MH contri-
buera & I’odeur de buis dans certains
vins jeunes, tandis que la contribution
du 4MMPOH et du 3MMB sur
I’'ardme des vins de ce cépage est peu
vraisemblable.

Composés Teneurs Indic_e
(ng/L) aromatique
4MMP 4-44 5~55
A3MH 600~12000 10-200
3MH 0-800 0-200
4MMPOH 0~100 0-2
3MMB 80~130 0

Tableau 2 : Incidence organoleptique des thiols
volatils identifiés dans les vins de Sauvignon

L’incidence des trois premiers compo-
ses sur la perception par le dégustateur
des trois nuances de I’ardbme des vins
de Sauvignon, buis, fruit de la passion
et pamplemousse a été étudiée. Nous
avons étudié pour chaque descripteur
la relation entre I'indice aromatique
d’un composé et I'intensité de I'odeur
percue. L’intensité de I'odeur de buis
percue par les dégustateurs est forte-
ment corrélée a I'indice aromatique de
la 4AMMP dans les vins (r = 0,956). Les
odeurs de fruit de la passion et de pam-
plemousse sont également bien corré-
lées a I'indice aromatique du 3MH. Le
coefficient de corrélation est plus élevé
pour le descripteur pamplemousse (r =
0,952) que pour le descripteur fruit de
la passion (r = 0,703). Quant a
I’A3MH, L’intensité de I'odeur de buis
est fortement corrélée (r = 0,971) a
I’indice aromatique de I’A3MH. En
revanche, ’A3MH contribue peu ou
pas aux nuances de pamplemousse et
de fruit de la passion des vins de Sauvi-
gnon, bien qu’en solution modéle son
odeur évoque a la fois celle du buis et
des fruits tropicaux. Cette analyse sen-
sorielle permet de confirmer la contri-
bution de la 4AMMP, du 3MH et de
I’A3MH aux nuances de buis, fruit de
la passion et pamplemousse des vins

de Sauvignon.

3. CONTRIBUTION DES THIOLS VOLATILS A
L’AROME DE VINS BLANCS, FRUITS OU
PLANTES DONT L’ODEUR RAPPELLE CELLE DU

SAUVIGNON

Certains descripteurs des vins du Sauvi-

gnon, voire I'aréme du Sauvignon lui-



méme, sont aussi parfois utilisés pour
évoquer les nuances particuliéres de
vins d’autres cépages. Ainsi, I’arbme
des cépages mansengs est comparé a
ceux du pamplemousse ou du fruit de
la passion, tandis que le colombard, le
muscat d’Alsace et certains riesling
peuvent avoir des nuances " sauvignon-
nées ". Les thiols volatils intervenant
dans I'ardbme des vins de Sauvignon,
sont également identifiés dans d’autres
vins blanc, fruits ou plantes possédant
des odeurs comparables (TOMINAGA
et DUBOURDIEU, 1997 ; TOMINAGA
et al., 2000).

La 4MMP se trouve en quantité parti-
culiéerement importante dans les vins
de muscat d’Alsace ; les valeurs
atteintes dépassent méme celles trou-

vées jusqu’ici dans les vins de Sauvi-

gnon les plus riches (tableau Ill). Ce
composé existe également dans le
buis, le genét et I'’eucalyptus en quan-
tité abondante. Le 3MH est présent en
quantités largement supérieure a son
seuil de perception dans les vins de
gewurztraminer, petit manseng et
colombard (tableau Ill). Ce composé
est aussi dosé en quantité variable
dans la rhubarbe, la feuille de tomate,
la goyave, le jus de pamplemousse et
le fruit de la passion. L’A3MH est trou-
vé dans les vins jeunes de petit man-
seng et colombard ainsi que dans la
goyave et le fruit de la passion.

Ainsi, I’ensemble de ces résultats
montre que certaines analogies olfac-
tives utilisées empiriquement pour
décrire 'ardme de vins de Sauvignon

reposent sur des similitudes chimiques.

Cépages AMMP 4MMPOH 3MMB A3MH 3MH
Gewurztraminer (.15 5-10  900-1400 2-6  2000-3300
Riesling 0-8 0-4 45-110  0-3  550~1000
Muscat 30-100 4-30 20-140 0 260-600

Petit manseng 0 0 20-40  5~100  1000~5000
Colombard 0 0 0 20-60  400-1000

Tableau 3 : Teneur en thiols volatils (ng/L) dans les vins d’autres cépages blancs.

2. Recherches sur les précurseurs

des arémes soufrés des vins de Sauvignon

1. IDENTIFICATION D’UN NOUVEAU TYPE DE
PRECURSEUR D’AROME DANS LE MOUT DE

SAUVIGNON

Les variétés de raisin dites "florales”
comme les Muscats, donnent des
mo0ts dont I'arbme, ressemble a celui
de leur vin. Il est essentiellement
constitué de monoterpénes (RIBEREAU-
GAYON et al., 1975) dont une partie
existe sous forme glycosylée (STAHL-
BISKUP et al., 1993 ; WINTERHALTER
et al., 1990 ; STRAUSS et al., 1988 ;
WILLIAMS et al., 1982). En revanche,
chez les cépages dits a "saveur simple”
ou "non floraux", tel le Sauvignon,

I'arbme caractéristique de la variété est

beaucoup plus intense dans le vin que
dans le modt. Les mécanismes de for-
mation des composés volatils identifiés
des vins de cépages "non floraux" de
Sauvignon au cours de la fermentation
alcoolique étaient jusqu’a présent
inconnus.

L’existence d’un précurseur d’ardbme de
Sauvignon explique le surprenant phé-
noméne du "
décrit par PEYNAUD (1980) et bien
connu des praticiens. Lorsque I'on

retour aromatique ",

croque un grain de raisin de Sauvi-
gnon, ou lorsque I'on en déguste le
modt, on en ressent d’abord que tres
faiblement les arbmes caractéristiques ;

on ne les percoit que quelques



secondes, voire une minute plus tard,
par rétro-olfaction dans I'arriere cavité

buccale. D’ou I'image du " retour en
bouche ", utilisée pour rendre compte
de cette perception différée de I'arébme
des modts de Sauvignon.

De précédents travaux (DARRIET,
1993) ont clairement montré que la
4AMMP ne peut pas étre libérée de son
précurseur par les glycosidases
capables d'hydrolyser les hétérosides,
précurseurs des monoterpénols et de
certains dérivés norisoprénoides inter-
venant dans I'ardme des cépages mus-
catés, catégorie de précurseurs
d'arémes aujourd'hui bien connus
grace aux nombreux travaux de COR-
DONNIER et BAYONOVE (1974),
WILLIAMS et al., (1982), GUNATA et
al., (1988, 1990), STRAUSS et al.,
(1988). Le précurseur de la 4AMMP
n'est donc vraisemblablement pas un
hétéroside.

Parmi les activités enzymatiques,
capables d'assurer la rupture d'une liai-
son carbone-soufre en libérant un thiol,
la B-lyase des S-conjugués de la cystéi-
ne (EC4.4.1.13) a retenu notre attention.
Cette enzyme, produite par une bacté-
rie intestinale Eubacterium limosum
(LARSEN, 1985 ; LARSEN et STEVENS,
1986) catalyse la coupure de la liaison
thioéther de nombreux conjugués (S-
alkyl- et S-aryl-) de la L-cystéine, en
libérant outre le mercaptan, de I'ammo-

nium et de I'acide pyruvique (figure 3).

B-lyase
R-S —CH,—CH—COOH ——M8M8M¥ —»
NH,
S-conjugué 2 la cystéine

R-SH + CH,—C—COOH + NH,

Il
o

mercaptan acide pyruvique ammonium

Fig 3 : Réaction d’une R-lyase sur un S-conjugué a
la cystéine.

L’extrait brut et non volatil de précur-
seurs d’arébmes soufrés (EBPAS) de jus
de Sauvignon, préparé par percolation
sur colonne de silice greffée Cis, et

élué par I'éthanol, est soumis a

I'action du broyat cellulaire d’Eubac-
terium limosum. Aprés incubation
pendant 15 minutes a 30°C, une forte
odeur rappelant les ardbmes de Sauvi-
gnon se dégage du milieu réactionnel.
Les composés volatils formés sont ana-
lysés (figure 4). Les pics 1,2 et 3 sont
identifiés par I'analyse de spectromé-
trie de masse. La 4AMMP (pic 1), le
4AMMPOH (pic 2) et le 3MH (pic 3)
sont formés par action du broyat cellu-
laire sur ’EBPAS. En présence de
broyat bactérien inactivé par la cha-
leur aucun thiol n’est libéré (TOMI-
NAGA et al., 1995a,b).

Compte tenu de la spécificité de I'acti-
vité R-lyase présente dans la prépara-
tion bactérienne, on peut envisager que
les précurseurs de ces différents thiols
dans ces fruits soient des S-conjugués a
la cystéine.

ei 4MMP 4MMPOH 3MH

QR

20

L

Fig 4 : Libération enzymatique de la 4AMMP, du
4AMMPOH et du 3MH a partir d’un extrait non
volatil de mo(t de sauvignon en présence du broyat
cellulaire d’Eubacterium limosum (Analyse par
couplage CPG-FPD).

L’identification directe de S-conjugués
a la cystéine a été effectuée comme
suit. L’EBPAS contenant les précurseurs
d’arbmes soufrés a identifier sont puri-
fiés par percolation sur une colonne de
Chelating Sepharose 4B possédant la
propriété de fixer certains acides ami-
nés par I'intermédiaire du cuivre chéla-
té (BELEW et PORATH, 1990). La frac-
tion retenue est éluée par HCI (50
mM). Apres évaporation & sec de
I’éluat, extraction a I’éthanol du résidu
et séchage, les extraits de précurseurs
d’ardbmes purifiés sont analysés par
CPG-SM sous forme de dérivés trime-
thylsilylés. Cette analyse permet
d’identifier les structures des précur-

seurs de trois thiols volatils aux S-4-(4-



méthylpentan-2-one)-L-cystéine, S-4-
(4-méthylpentan-2-ol)-L-cystéine, S-3-
(hexan-1-ol)-L-cystéine (figure 5)
(TOMINAGA et al., 1998c).

L’identification d’un précurseur cys-
téinylé du 3MH dans le raisin de
Sauvignon nous a donné I'idée de
vérifier si un tel composé existe
aussi dans le fruit de la passion, car
ce fruit contient abondamment le
3MH (ENGEL et TRESSL, 1991). Les

mémes analyses chromatogra-
phiques sont donc effectuées sur
I’extrait du jus de fruit de la pas-
sion. La présence d’un S-conjugué a
la cystéine, la S-3-(hexan-1-ol)-L-
cystéine a été mise en évidence
dans ce fruit (TOMINAGA et al.,
2000b). Ainsi, les S-conjugués a la
cystéine constituent une nouvelle
famille chimique de précurseurs

d’arébmes des fruits.

CHy @
HaC-G-CHz—C-CHy
S-CH,CH(NHZ) COOH

S-4-(4-méthylpentan-2-one)-L-cysteine

CHaCHoCH,CHCH,CH,OH
S=-CH,CH(NH,)COOH
S-3-(hexan-1-ol)-L-cysteine

GH,  OQH
HyC-C-CHzC H—CHg
-CH,CH(NH,)COOH

S-4-(4-méthylpentan-2-ol)-L-cysteine

Fig 5 : Précurseurs des thiols volatils identifiés dans le moQt de Sauvignon : S-conjugués a la cystéine.

2. LIBERATION DES AROMES DU SAUVIGNON
ET DEGRADATION DES S-CONJUGUES A LA

CYSTEINE CORRESPONDANTS

Lorsque I’on fait agir le broyat cel-
lulaire d’Eubacterium limosum sur
I’EBPAS, la libération de thiols
volatils observée in vitro résulte
de la dégradation enzymatique des
S-conjugués a la cystéine, ce que
la figure 6 montre pour le 3-mer-
captohexan-1-ol et la S-(3-hexan-
1-ol)-L-cystéine. Au cours de la
fermentation alcoolique d’un jus
de raisin (var. Sauvignon), on
observe un net accroissement de
ses teneurs en thiols odorants
(figure 7). Cette amplification de
I'arbme du cépage par le métabo-
lisme de la levure de vinification
(Saccharomyces cerevisiae) proce-
de d’une dégradation des précur-
seurs d’arébmes cystéinylés du rai-
sin, conduisant a la formation des
thiols volatils correspondants
comme le montre I’expérience sui-

vante. Un milieu modele addition-
né de S-3-(hexan-1-ol)-L-cystéine
(1 nmol/ml) synthétisée au labora-
toire, est inoculé par Saccharo-
myces cerevisiae (souche VL3c).
La figure 8 montre la libération de
3-mercaptohexanol au cours de la
fermentation alcoolique. Une peti-
te partie du précurseur d’aréme
dégradé est transformée en ardme
libre. Lorsque la fermentation est
inhibée par la pimaricine, la libé-
ration d’ar6me et la dégradation

du précurseur sont trés limitées.

% dégradé nmol/mL
g o09% 10
nﬁ ﬂ
¥ O104%75
g i
g 3
TRW0AE S
2% o lE
=
= 30 §2,5
& d
g 40= & 0
< [m] | S N R — |
0 25 5 7,5 10 125
min

Fig 6 : Libération in vitro du 3MH par action enzy-
matique du broyat cellulaire d’Eubacterium limo-
sum sur la S-3-(hexan-1-ol)-L-cystéine de 'EBPAS :
libération du 3MH (OJ) et dégradation de la S-3-
(hexan-1-ol)-L-cystéine (D).
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Fig 7 : Libération de thiols volatils au cours de la
fermentation alcoolique d’un moQt de Sauvignon.
Le jour O correspond a celui de I'inoculation par la
souche de levure VL3c.

Chez Passiflora edulis (fruit de la pas-
sion), le 3-mercaptohexanol et son pré-
curseur cystéinylé coexistent dans le
fruit. Dans le raisin de cépage Sauvi-
gnon, les composés soufrés odorants
caractéristiques de I'ardme de cette
variété, n’existent qu’a I’état de traces.

Fig 8 : Libération du 3MH au cours de la fermenta-
tion alcoolique d’un milieu modele additionné en
S-3-(hexan-1-ol)-L-cystéine de synthése sans (O) et
avec (D) pimaricine. Le jour O correspond a celui de
I'inoculation par la souche de levure VL3c.

s sont libérés au cours de la fermenta-
tion alcoolique par dégradation, par la
levure, des S-conjugués a la cystéine
correspondants. Cette amplification de
I’'arbme du raisin par la vinification,
jusqu’ici inexpliquée, recoit une inter-
prétation moléculaire.

3. Recherches sur le potentiel aromatique du raisin

1. MISE AU POINT D’'UNE METHODE DE
DOSAGE DU POTENTIEL AROMATIQUE DU

MOUT DE SAUVIGNON

La qualité des raisins destinés a élabo-
rer des vins blancs aromatiques ne peut
se définir seulement par la richesse en
sucre et I'acidité des modts. Leur com-
position en arbmes et, pour les cépages
a saveur simple, en précurseurs
d’arbmes variétaux, intervient aussi de
facon déterminante. Or il n’existe pas
de coincidence systématique entre la
composition optimum des raisins en
précurseurs d’ardémes et leur teneur
maximum en sucre ou leur niveau opti-

mum d’acidité. La " maturité aroma-
tique ", notion pourtant communément
utilisée par les praticiens et les ceno-
logues, n’est pas simple a définir et
encore moins & mesurer. Jusqu’a pré-
sent, il n’est pas possible d’apprécier
analytiquement le potentiel d’ar6me
variétal des cépages non muscatés. En
fait, la qualité aromatique des raisins
n’est vraiment constatée qu’a posteriori
par I'intensité et la finesse des ardmes

variétaux du vin obtenu.
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Connaissant maintenant le substrat (S-
conjugués a la cystéine) et les produits
de la réaction étudiée (thiols volatils cor-
respondants), nous avons cherché une
méthode enzymatique de libération des
thiols volatils a partir du modt. L’origina-
lité réside dans la libération des thiols
volatils par percolation directe du moat
sur une colonne d’enzyme immobilisée
de type d’une b-lyase. Pour ce but, nous
nous somme intéressés a la tryptophana-
se d’Echerichia coli (EC 4.1.99.1), dispo-
nible dans le commerce sous une forme
partiellement purifiée, pouvant catalyser
le méme type de réaction que la R-lyase
d’Eubacterium limosum (MORINO et
SNELL, 1967).

Hs/Hei

" 2,51 3MH

2,

=

4 1,51

K|

g 14

& 4AMMP

ﬁ 0,5

= 0 AMMPOH
0 10 20 30 40 50 mL

Quantité de mofit

Fig 9 : Linéarité de la libération enzymatique des
thiols volatils par rapport aux volumes croissants de
mo(t percolés sur la tryptophanase immobilisée.



50 mL de milieu réactionnel contenant
différentes quantités de modt (5, 10,
20, 40 mL) sont percolés sur la trypto-
phanase immobilisée. Les thiols volatils
formés pendant la percolation sont
analysé par CPG-FPD. La figure 9
montre la linéarité de la libération des
thiols volatils par rapport aux volumes
de mo(t croissants percolés. Autrement
dit, la quantité en thiols volatils libé-
rées est proportionnelle a la teneur en
précurseurs dans un modt.

Lors de la percolation du mo0Qt sur la
colonne, une partie seulement des pré-
curseurs est transformée en arémes.
Ainsi la détermination de la teneur
absolue en précurseurs du mo0t est
réalisée par plusieurs percolations du
méme mo0t jusqu’a ce qu’il n’y ait plus
de libération ; ce qui permet d’établir
les courbes étalons. Elles permettent de
doser la teneur en précurseurs d’un
mo0Qt a partir d’une seule percolation
sur la tryptophanase immobilisée. Ainsi
une méthode de mesure du potentiel
aromatique des raisins de Sauvignon
blanc basée sur le dosage des S-conju-
gués a la cystéine dans les mo(ts a été
mise au point.

2. EVOLUTION DU POTENTIEL AROMATIQUE DU

MOUT PENDANT LA MATURATION DU RAISIN

La méthode de dosage des précurseurs
d’arémes soufrés du Sauvignon mise au
point ci-dessus est appliquée pour
suivre I’évolution du potentiel aroma-
tigue du moQt pendant la maturation
du raisin. Les deux terroirs de la région
des Graves étudiés, au cours de la

maturation du millésime 1996, ont été
choisis pour leur aptitude a produire
des vins " typés " de Sauvignon. Le ter-
roir A, plutdt tardif, correspond & un sol
de sable argileux sur dalle calcaire ; le
terroir B, précoce, est une grave
sableuse.

L’évolution du potentiel aromatique sur
les deux terroirs différents est présenté
a la figure 10. Au début de la matura-
tion, I’évolution de la teneur en précur-
seur de la 4MMP sur les deux terroirs
est paralléle. Cependant la teneur en ce
composé sur le terroir B, diminue plus
tét, plus brutalement, et atteint des
valeurs beaucoup plus basses que sur
le terroir A. Au contraire, elle baisse
plus lentement sur le terroir A.

Au début de la période de maturation
étudiée, le raisin ne contient pas de
précurseur du 4AMMPOH, quel que soit
le terroir considéré. La teneur des
modQts en ce composé augmente ensui-
te de fagon linéaire puis atteint un
maximum. Elle est plus élevée sur le
terroir B, mais chute une semaine apres
son maximum ; elle est plus stable sur
le terroir A.

La biosynthése du précurseur du 3MH
se déclenche beaucoup plus t6t sur le
terroir B que sur le terroir A. Au début
de la période de maturation étudiée, les
modts du terroir B sont beaucoup plus
riches en précurseur du 3MH que ceux
du terroir A, mais leur concentration en
précurseur du 3MH baisse rapidement,
alors qu’elle ne cesse pas d’augmenter
dans les moQts du terroir A. Le maxi-
mum en précurseur du 3MH corres-

pond a peu prés a la date de récolte

—L—  Terroir A

P-4MMP P-4MMPOH
(ng eq.arome/L) (ng eq.arome/L)
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Fig 10 : Evolution de la teneur du moQt de sauvignon en précurseurs de la 4MMP, du 4MMPOH et du 3MH au
cours de la maturation de deux parcelles différentes en 1996 : terroir A tardif et terroir B précoce.
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pour le terroir A. En revanche, pour le
terroir B, la récolte intervient alors que
la teneur des raisins en précurseur du
3MH a déja fortement décru.

Un point surprenant est la différence
d’évolution des différents précurseurs
étudiés, notamment pour le terroir A.
La teneur maximale du précurseur de
la 4AMMP précéde clairement celle du
précurseur du 4AMMPOH et du précur-
seur du 3MH. Cela explique un fait
bien connu des praticiens : sur un ter-
roir donné, le vin de Sauvignon posse-
de une nuance buis d’autant plus mar-
quée que la cueillette est précoce tan-

dis qu’il est plus fruité s’il provient de
raisins cueillis quelques jours plus tard.
Ces observations demandent & étre
renouvelées et étendues a d’autres
conditions pédoclimatiques pour tirer
de véritables conclusions sur le com-
portement du Sauvignon sur les diffé-
rents terroirs du bordelais, ainsi que
I’'amélioration de la méthode de dosage
du potentiel aromatique du modt (PEY-
ROT des GACHONS et al., 2000).
Cependant ces premiers résultats
s’accordent bien avec les notions empi-
riques sur la maturité aromatique du
cépage Sauvignon.

Conclusion

De tous les grands cépages non musca-
tés, le Sauvignon est aujourd’hui le seul
dont I'ardbme soit partiellement interpré-
table par I'analyse chimique. Des com-
posés soufrés, responsables de certaines
nuances odorantes caractéristiques des
vins de ce cépage, ont été identifiés,
ainsi que leurs précurseurs inodores
dans le raisin. Pour autant, ces quelques
molécules clefs ne rendent certaine-
ment pas compte, a elles seules, de la
complexité aromatique des plus grands
vins. Certes, les plus typés sont toujours
les plus riches en 4AMMP et 3MH, mais
d’autres composés, peut-étre également
soufrés, interviennent sdrement.
D’autres molécules odorantes restent

vraisemblablement a identifier. Le dosa-
ge des thiols volatils dans les vins et de
leurs précurseurs cystéinylés dans le rai-
sin, sont un outil précieux pour mieux
comprendre et maitriser la typicité aro-
matique de ce cépage.

Enfin notre travail ouvre la voie a de
nouvelles recherches dans deux
domaines : la chimie des ardmes et
I’enzymologie des levures. Il faut préci-
ser le mécanismes de la synthése des
précurseurs correspondants dans le rai-
sin en relation avec le métabolisme
soufré ainsi que la nature et propriétés
de (des) enzyme(s) de la levure assurant
la transformation des précurseurs cystéi-

nylés en arébmes.

=
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