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PREFACE

Le groupe Amorim, né du liege en 1870 au
Portugal, a fondé les bases de son développement
sur cette extraordinaire matiere premiere, a travers
la production de cet humble mais inséparable
compagnon du Vin: le bouchon de liege.

Notre volonté de servir la cause du vin s’est
toujours exprimée dans la recherche technologique
sur la filiere 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 ['’Académie Amorim, un
lieu de rencontre 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
significatifs qui concourent a la défense et a la
promotion 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 vceeu que cette
collection, dédiée aux Lauréats du Grand Prix de
I’Académie, devienne, 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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Grand Prix 2010 -Caroline LE GOFFIC
La protection des indications géographiques en France, dans la Communauté
européenne et aux Ftats-Unis

Grand Prix 2009 - Katharina ZOTT
Les levures non-Saccharomyces : dynamique, caractérisation et interaction avec
Saccharomyces durant les étapes pré-fermentaires et la fermentation alcoolique

Grand Prix 2008 — Elise SARRAZIN
Recherches sur I'aréme des vins liquoreux de pourriture noble issus des cépages Sémillon et
Sauvignon blanc
Caractérisation de composés clés et étude de leur genese

Grand Prix 2007 — Alexandre PONS
Recherche sur I'arbme de vieillissement prématuré des vins blancs sec

Grand Prix 2006 - Paulo LOPEZ
« Etude des phénoménes oxidatifs pendant le vieillissement des vins en bouteille.
Réle de l'obturateur »

Grand Prix 2005 - Stéphane LA GUERCHE
« Les défauts moisis terreux des vins : la géosmine identifiée comme principale responsable »

Grand Prix 2004 - Michael JOURDES
« Réactivité, sythése, couleur et activité biologique d’Ellagitannins C-Glycosidique
et Flavano-Ellagi tannins »

Grand Prix 2003 Dominique ROUJOU DE BOUBEE
« Recherches sur la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine dans les raisins et dans les vins »

Grand Prix 2002 - Catherine PEYROT DES GACHONS
« Recherches sur le potentiel aromatique des raisins de Vitis vinifera L.cv Sauvignon »

Grand Prix 2001 - René SIRET
« Etude du polymorphisme génétique de la vigne cultivée (Vitis vinifera L.)
a l'aide de marqueurs microsatellites : application a la caractérisation des cépages dans les vins »

Grand Prix 2000 - Takatoshi TOMINAGA
« Recherches sur I'aréme variétal des vins de Vitis vinifera
L. cv. sauvignon blanc et sa genese a partir de précurseurs inodores du raisin »

Grand Prix 1999 - Isabelle CUTZACH-BILLARD
« Etude sur I'aréme des vins doux naturels non muscatés au cours de leur élevage
et de leur vieillissement. Son origine. Sa formation »

Grand Prix 1998 - Virginie MOINE-LEDOUX
« Recherches sur le réle des Mannoprotéines de levure
vis a vis de la stabilité protéique et tartrique des vins »

Grand Prix 1997 - Valérie LAVIGNE-CRUEGE
« Recherche sur les composés soufrés formés par la levure au cours de la vinification
et I'élevage des vins blancs secs »

Grand Prix 1996 - Sylvie BIAU
« Ftude de la matiére colorante des vins blancs de Bordeaux »

Grand Prix 1995 - Samuel LUBBERS
« Etude des interactions entre les macromolécules d’origine levurienne
du vin et les composés d’arébme »

Grand Prix 1994 - Ziya GUNATA
« Etude et exploitation par voie enzymatique
des précurseurs d’arbme du raisin, de nature glycosidique »

Grand Prix 1993 - Pierre-Louis TEISSEDRE
« Le plomb, du raisin au vin »

Grand Prix 1992 - Pascal CHATONNET
« Incidence du bois de chéne sur la composition chimique et les qualités
organoleptiques des vins, applications technologiques»
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Un candidat passionné pour un sujet passionnant !
Axel Marchal a bati un pont entre la perception
sensorielle du dégustateur et la rigueur scientifique
du chimiste.

En érigeant ce pont, il leve le voile sur la saveur
sucrée des vins blancs secs, cette douceur qui est
le fondement de I'équilibre gustatif et dont l'origine
chimique était jusqu’alors parfaitement inconnue.

En alliant I'approche sensorielle et I'approche
analytique, notre lauréat est parvenu a découvrir
de nouveaux composés qui ouvrent le monde de
I'cenologie sur de nombreuses perspectives.

L’Académie Amorim a particulierement apprécié
la rigueur scientifique de ce travail de these et
I'enthousiasme de son auteur qui semble réunir
toutes les qualités pour marquer de son empreinte
I'cenologie de demain.

Axel Marchal peut d’autant plus se réjouir d'étre le
lauréat de ce 20°™ Grand Prix de '’Académie que
celui-ci a été marqué par I'excellence des travaux
présentés.

Cette année 2011 voit également la création d’'un Prix
de I'Initiative qui s'adresse aux jeunes entrepreneurs
ayant réalisé concretement un projet innovant autour
du vin.

Parmi les nombreuses initiatives qui nous sont
parvenues, nous avons retenu la « Vieri Carafe »,
une carafe design qui permet la maitrise de la
température du vin pendant la décantation, I'aération
et le service... de quoi appliquer, sans se poser de
questions, la recommandation réguliérement inscrite
sur les étiquettes : « Aérer deux heures et servir a
18° ».

Merci a nos talentueux lauréats pour leur formidable
contribution a faire avancer les connaissances sur le
vin ... et a en faciliter la consommation raisonnable !

Robert Tinlot

Président de I’Académie Amorim
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INTRODUCTION

La dégustation d'un vin est un acte complexe, impliquant des mécanismes physiques,
physiologiques et cognitifs, au cours duquel le dégustateur construit une représentation
dobjets chimiques dans son champ de conscience'. Cette représentation repose, d'un point
de vue sensoriel, sur les paramétres visuels, tactiles, olfactifs et gustatifs du vin dégusté.
De nombreux travaux se sont attachés, depuis plusieurs années, a la caractérisation molé-
culaire des composés volatils intervenant dans l'olfaction ; il est désormais possible d'associer
certains ardmes du vin a une ou plusieurs molécules, parfois seulement présentes a ['état
de traces dans les vins’.

De la méme facon, des études récentes, portant sur les interactions entre les polyphénols
du vin et les protéines salivaires, permettent d'interpréter la sensation d'astringence®>.
Toutefois, I'équilibre gustatif d'un vin ne repose pas uniqguement sur sa structure tannique
ou son acidité, mais également sur sa douceur®, le mot doux répondant a la définition
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suivante : « qui procure une sensation agréable au godt, suave » (Grand Larousse, 1988).

Le vocabulaire de la dégustation emprunte ainsi plusieurs mots au champ lexical de la
douceur, et notamment le terme « sucrosité ». Ce néologisme, récurrent dans les com-
mentaires de dégustation des professionnels du vin, décrit I'aptitude d'un vin a procurer
une impression sucrée. Or, dans les vins secs, les hydrates de carbone sont présents a
des concentrations nettement inférieures a leur seuil de perception ; la douceur ressentie
correspond donc a une « sucrosité sans sucre ».

Cette sucrosité contribue a la complexité et a la typicité des vins, et plus particulierement
des grands vins. Elle est d'autant plus valorisée dans la gustation par l'attirance innée qu'elle
exerce sur le dégustateur (cette valence attractive ou répulsive dépend de sa propre gly-
cémie), alors que l'appréciation des saveurs acides ou ameres nécessite un apprentissage
culturel, méme si la composante innée n'est pas négligeable.

Néanmoins, les déterminants moléculaires de la saveur sucrée dans les vins secs n'ont pas
encore été caractérisés, en dépit de I'évidence de leur importance sensorielle. Compte
tenu de la nature du sujet d'étude et du manque de données le concernant, nous avons
adopté une double approche, utilisant conjointement des techniques analytiques et sen-
sorielles.

Aprés avoir clarifié le réle de I'éthanol et du glycérol, nous avons ainsi étudié deux facteurs
qui pourraient, dapres beaucoup de vinificateurs, concourir a l'augmentation de la sucrosité
des vins secs au cours de leur élaboration : la macération post-fermentaire des vins rouges
et I'élevage des vins dans des contenants de bois de chéne. Lutilisation de techniques
analytiques nous a permis de donner une interprétation moléculaire a ces observations em-
piriques, en identifiant plusieurs nouvelles molécules possédant des propriétés gustatives.

I. Roles de Péthanol et du glycérol sur la saveur sucrée des vins secs

L'éthanol et le glycérol sont, avec l'eay, les espéces chimiques majoritaires des vins secs. Ces
deux molécules sont essentiellement formées au cours de la fermentation alcoolique des
hexoses par Saccharomyces cerevisae. Plusieurs auteurs ont décrit le goGt sucré de I'éthanol
et du glycérol en solution aqueuse’, mais aussi l'amertume et le caractére brilant associé
a I'éthanol®'o!",

On préte fréquemment a I'éthanol et au glycérol un effet sur la sucrosité des vins secs.
Néanmoins, les études sur ce sujet sont contradictoires, et il nous a semblé utile de clarifier
leur impact sensoriel dans les vins.

A cette fin, des quantités connues d'éthanol et de glycérol ont été ajoutées a un vin rouge
(Bordeaux 2007, 12.2% Vol, 6.9 g/L de glycérol, 0.37 g/L de glucose+fructose). Deux séries
ont été proposées aux dégustateurs : I'une consistant en des ajouts d'éthanol, lautre en
des ajouts de glycérol. Ces composés ont été additionnés au vin de base, une heure avant
la dégustation, dans les quantités mentionnées au tableau |.

Tableau | - Modalités préparées pour I'analyse sensorielle de I'influence de I'éthanol
et du glycérol sur la perception de la sucrosité.

Modalité Modalité | Modalité 2 Modalité 3 Modalité 4

Quantité d'éthanol Témoin (122 %) +05% (12.7 %) + 1% (132%) +1.5% (137 %)
ajoutée (teneur finale)

Quantité de glycérol ~ Témoin (69 gL) + | gL (79 gL) +3gL(99¢g) +5gL(119¢gL)
ajoutée (teneur finale)

Les modalités obtenues ont été proposées a un panel de dégustateurs dans le cadre d'un
test de classement. La session rassemblait 38 étudiants du Dipléme Universitaire d'/Apti-
tude a la Dégustation, tous professionnels du vin, auxquels il a été demandé de classer les
échantillons par ordre croissant d'intensité de la saveur sucrée. Le traitement statistique
utilisé a fait appel au test de Page (AFNOR ISO 8587:2006). Les résultats sont présentés
dans le tableau 2.
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Tableau 2 - Résultats de la dégustation des ajouts d'éthanol et de glycérol
interprétée par le test de Page.

Facteur R, R, R, R, L L Résultat

étudié

Ethanol 98 88 94 100 956 0.34 Non
significatif

Glycérol 89 93 99 99 968 1.0l Non
significatif

La statistique de Page permet de conclure que le test n'est pas significatif, au risque de
5 %, pour chacun des deux composés. Les valeurs de L' (paramétre du test de Page) sont
nettement inférieures a la valeur critique (1.645) et indiquent que les dégustateurs n'ont pas
été capables de classer les vins de fagon significative en fonction de leur sucrosité.

Le vin de base utilisé présente des concentrations faibles en glucose+fructose, nettement
inférieures aux seuils de perception ; il sagit bien d'un vin sec. Les tests effectués apres
addition d'éthanol et de glycérol montrent que les dégustateurs n'ont pas pu classer les
différentes modalités de facon significative. Ainsi, l'ajout de ces deux molécules n'a impliqué
aucune modification nette de la sucrosité percue dans le vin utilisé. Des résultats similaires
ont été obtenus a partir d'un vin blanc. Cette étude corrobore les conclusions de travaux
publiés précédemment'®'’,

En conclusion, I'analyse sensorielle a permis de montrer que I'éthanol et le glycérol ne pos-
sédent pas d'impact sur la sucrosité dans les conditions décrites. Il est possible qu'un effet
matrice existe et que ces résultats puissent étre légérement modifiés en utilisant des vins de
base différents. Toutefois, au regard des faibles variations de concentrations fréquemment
observées dans des vins présentant des écarts nets de saveur sucrée, le réle de I'éthanol
et du glycérol sur la sucrosité des vins secs nous semble tres limité.

11. Effet des macromolécules de levures sur la sucrosité des vins.
Mise en évidence du rodle de la protéine Hspl2

Au cours de l'autolyse des levures, diverses modifications organoleptiques majeures sont
observées dans les vins. Les praticiens constatent en particulier une nette augmentation
de la saveur sucrée des vins rouges pendant la macération post-fermentaire, qui est conco-
mitante a lautolyse des levures.

I. Etude de l'effet de I'autolyse des levures sur la perception de la sucrosité

Afin d'étudier le role éventuel des lies de levures sur la sucrosité, des quantités différentes
de levures sont additionnées dans un méme vin de base, placé ensuite dans les conditions
dautolyse caractéristiques des vins rouges, a 32°C pendant 10 jours'?. La variable de cette
expérience est la quantité de levures introduite. Quatre modalités sont préparées : une
modalité témoin (sans ajout de levures), et trois modalités correspondant a des ajouts de
levures a hauteur de 2.10%, 4.108 et 8.10° cellules/mL respectivement. Les levures sont ajou-
tées dans des vins secs ; comme elles ne disposent pas de nutriments dans le milieu, elles
n'ont aucune activité fermentaire. Apres ajout des levures, les vins sont conservés a 32°C
pendant |0 jours. Ces conditions reproduisent celles de la macération post-fermentaire de
la vinification en rouge, favorables a l'autolyse des levures.

Les différentes modalités sont proposées a un panel de dégustateurs sous forme d'un test
de classement par rangs, selon le critére de sucrosité. Linterprétation statistique fait appel
au test de Page (tableau 3).

Tableau 3 - Résultats de la dégustation interprétée par le test de Page.

Facteur R, R, R, R, L L Résultat
étudié
Lies de 67 71 106 123 1019 3.87 Significatif
levures a0.l%

6

18/07/11 19:29 ‘



La statistique de Page permet de conclure que le test est significatif au risque de | % :
les échantillons ont été jugés globalement différents par les dégustateurs. On voit que
les sommes de rangs augmentent avec les modalités, c'est-a-dire que la sucrosité percue
par les dégustateurs augmente avec la quantité de levures introduite.

Cette expérience a permis de relier de facon rigoureuse 'augmentation de sucrosité
observée dans les vins au cours de la phase post-fermentaire avec l'autolyse des levures.
Il apparait en effet que la saveur sucrée des vins rouges augmente de facon significative
avec la quantité de lies de levures présentes au cours de 'autolyse.

Ces résultats nouveaux suggerent la libération de composés de la levure au cours de la
phase d'autolyse, modifiant la perception gustative des vins secs.

2.Role de la protéine Hspl2 dans 'augmentation de la perception
de sucrosité au cours de l'autolyse

Ces travaux, initiés par le Docteur Virginie Moine, se sont attachés au fractionnement et
a la purification d’extraits de levures, en vue d'identifier les composés sapides libérés au
cours de l'autolyse'? Les mises en ceuvre successives d'ultrafiltrations et de méthodes
chromatographiques telles que la CLHP de tamisage moléculaire LH20 et la CLHP CI8
ont permis de collecter une fraction sapide. L'analyse de cette fraction en chromato-
graphie liquide couplée a un spectrométre de masse a révélé la présence de peptides
majoritairement issus d'une protéine de choc thermique membranaire de la levure :
Hspl2.

Afin d'étudier I'hypothése d'une contribution de cette protéine au gain de sucrosité
consécutif a 'autolyse, nous avons comparé, dans un vin rouge, I'impact organoleptique
de levures capables ou non de synthétiser cette protéine.

Pour des raisons sanitaires, 'analyse sensorielle a été effectuée a partir de levures ne
possédant pas de protéines recombinantes d'origine bactérienne. Un « mutant zéro »
A°hsp |2 a ainsi été construit en collaboration avec le Docteur Philippe Marullo, et com-
paré a la levure cenologique Fx 10, dont il ne differe que par I'absence du géne HSP12. Les
levures ont été introduites dans un vin sec a des concentrations identiques et cohérentes
avec la réalité cenologique (2.10° cellules/mL). Les conditions utilisées sont celles de la
macération post-fermentaire des vins rouges, décrites précédemment.

Un test triangulaire est effectué et montre une différence organoleptique significative
entre les deux modalités (au seuil de 5 9%). Selon les dégustateurs, la présence de la pro-
téine Hsp |2 est en outre associée a une augmentation de la sucrosité, ce qui confirme
limplication de cette protéine dans le gain de saveur sucrée lié a l'autolyse.

A notre connaissance, ces résultats constituent le premier exemple de la mise en évi-
dence d'un lien entre une protéine de la levure et un caractére gustatif du vin. En raison
de la masse moléculaire des constituants de la fraction sapide, il est vraisemblable que
le gain de sucrosité soit imputable a des peptides issus de Hsp |2 et libérés au cours de
I'autolyse sous I'action d'enzymes endogénes.

Par ailleurs, I'expression du gene HSP[2 est notamment régulée par la température, le
stress oxydatif ou bien encore la concentration en éthanol et en glycérol ; de nombreuses
applications cenologiques sont donc envisageables. Dans cette optique, la détermination
de la structure moléculaire exacte des peptides impliqués ainsi que I'étude des méca-
nismes de leur formation devront faire I'objet d'études ultérieures.

111, Effet de Pélevage sous bois de chéne sur la sucrosité des vins secs

L'élaboration des grands vins et de nombreux spiritueux met en jeu un élevage en bar-
riqgue de bois. Au cours de ce vieillissement, les vins et les alcools subissent différentes
modifications physico-chimiques se traduisant par une évolution de leurs caractéristiques
organoleptiques. En pratique, on observe a la fois un apport de composés d'ardmes et un
gain de saveur, notamment de sucrosité, vraisemblablement imputables a I'extraction de
composés volatils et non volatils présents dans le bois de chéne. De nombreux travaux
ont porté sur l'identification et le dosage des substances aromatiques clés apportées
par I'élevage en barriques : la vanilline, la whisky-lactone, le furfurylthiol, ou encore des
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phénols volatils'*'*. En outre, le bois de chéne contient des composés non volatils extrac-

tibles, de type phénolique, auxquels il a été prété des propriétés gustatives d'astringence
et d'amertume'>',

En revanche, peu d'études se sont intéressées au phénoméne d'édulcoration observé
lors de 'élevage en barrique. Aucun composé non volatil a saveur sucrée n'a d'ailleurs
été identifié jusqu'ici dans le bois de chéne.

|. Effet de la nature du contenant d’élaboration sur la sucrosité des vins secs

Le phénomene d'édulcoration observé empiriquement mérite d'étre étudié de facon
plus approfondie. Dans cette perspective, quatre contenants différents ont été utilisés
pour la fermentation et I'élevage d'un lot homogéne de mo(t de Bordeaux blanc 2007
d'une part, et pour I'élevage d'un lot de Crozes-Hermitage rouge (tableau 4).

Tableau 4 - Panels et modalités utilisés pour I'étude
de l'effet du contenant sur la sucrosité.

Vin Panel Modalité | Modalité 2 Modalité 3 Modalité 4
Bordeaux blanc 32 dégustateurs  Cuve inox Cuve bois Barriques Barriques
2007 DUAD 4 hL 50hL [ an neuves
Crozes-Hermitage 28 dégustateurs  Cuve bois Barriques Barriques Barriques
rouge 2008 ISW 85 hL 2 ans I an neuves

A lissue de leur élevage, les quatre modalités obtenues pour chaque expérimentation
ont été soumises a une analyse sensorielle : il a été demandé a un panel de classer les
vins en fonction de leur sucrosité (caractére moelleux/suave). Les résultats obtenus, en
appliquant un test statistique de Friedman, sont consignés au tableau 5.

Tableau 5 - Résultats du test de classement par rangs.

Vin R, R, R, R, F Aa5% Aal% Résultat
Bordeaux blanc 52 73 90 105 3063 781 1134 Significatif a | %
2007

Crozes-Hermitage 52 71 74 83 1093 78l 1134 Significatifa 5 %
rouge 2008

Pour les deux expérimentations, le test est significatif. Ces résultats traduisent la capa-
cité des dégustateurs a distinguer et hiérarchiser de fagon statistiquement significative
les vins dégustés en fonction de leur saveur sucrée. Les modalités ont été classées par
ordre croissant de l'influence du bois, ce qui confirme I'observation initiale, c'est-a-dire
que I'élevage au contact du bois de chéne confere un supplément de sucrosité aux vins.

2. Incidence des composés volatils du bois de chéne sur la sucrosité

La mise en évidence du pouvoir édulcorant de I'élevage en barrique suggere I'existence
de composés provenant du bois de chéne et participant a la saveur sucrée des vins secs.
Ces molécules sont vraisemblablement extraites par le vin au cours de I'élevage.

Or, I'élaboration des vins sous bois conduit a la libération de molécules volatiles telles que
la vanilline ou la whisky-lactone, dont les descripteurs aromatiques sont généralement
associés a des go(ts sucrés dans I'alimentation. Ces composés pourraient alors contribuer
non au go(t, au strict sens physiologique du terme, mais a la « représentation sucrée »
construite dans le cerveau du dégustateur. Nous avons par conséquent souhaité étudier
l'incidence de ces composés volatils sur la perception de la saveur sucrée des vins.

La vanilline, la whisky-lactone et I'eugénol ont été quantifiés en GC-MS dans les différentes
modalités de Bordeaux blanc et de Crozes-Hermitage rouge décrites précédemment'”.
Les concentrations en ces composés ont ensuite €té ajustées aux valeurs les plus élevées,
retrouvées dans les modalités « barriques neuves », afin d'homogénéiser 'ardbme boisé
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dans les différents échantillons. Les vins obtenus ont alors été dégustés par les mémes
panels, dans des conditions similaires (tableau 6).

Tableau 6 - Résultats du test de classement par rangs obtenus
aprés ajout de vanilline, whisky-lactone et 2-furaneméthanethiol

Vin R, R, R, R, F Aa5% Aal% Résultat
Bordeaux blanc 57 66 89 108 2981 781 1134 Significatif a | %
2007

Crozes-Hermitage 54 69 74 83 947 78l 1134 Significatifa 5 %
rouge 2008

Pour chaque série, le classement de la sucrosité des échantillons et la significativité du
test apparaissent invariants apres ajout des composés volatils. Ces résultats montrent
que les écarts de saveur sucrée percus entre des vins provenant de différents types de
contenants ne sont pas imputables aux molécules volatiles étudiées (vanilline, whisky-
lactone et I'eugénal).

De méme que l'autolyse des levures engendre la libération de peptides augmentant la
saveur sucrée, il apparait que I'élaboration sous bois participe a une édulcoration des vins,
qui ne peut étre attribuée aux composés volatils clés issus du bois de chéne.

Des lors, nous pouvons conjecturer I'existence de molécules non-volatiles, libérées par
le bois de chéne et participant a la saveur sucrée des vins secs.

IV. Purification et identification de molécules non-volatiles
du bois de chéne a saveur sucrée

|. Développement d’une technique de purification guidée par le goit

Nous avons cherché a purifier et a identifier des composés du bois de chéne a saveur
sucrée. En raison de la grande diversité chimique des molécules possédant des propriétés
édulcorantes, la stratégie développée repose essentiellement sur une démarche inductive,
basée sur la purification d'extraits de bois.

L'étape préliminaire a la mise en ceuvre de la purification consiste a extraire des molé-
cules par macération du bois de chéne dans un milieu liquide. Des copeaux de bois de
cceur de chéne sessile du Caucase maturé a l'air libre pendant 3 ans ont été macérés
dans un mélange eau/éthanol 50/50 pendant 20 jours a 22°C environ.

Apres fiftration du macérat, nous avons développé un protocole de fractionnement basé
sur la dégustation et impliquant diverses techniques séparatives.

La premiere étape consiste en des extractions liquide/liquide, en utilisant successivement
3 solvants : le n-heptane, 'acétate d'éthyle et le méthyl ter-butyl éther (MtBE). Ces trois
extractions sont réalisées en série. A l'ssue de chacune d'elles, les phases organique et
aqueuse sont lyophilisées puis dégustées. La phase présentant la saveur sucrée la plus
intense est conservée pour étre utilisée dans 'extraction ultérieure. La phase organique
de I'extraction au MtBE est ainsi sélectionnée aprés la derniére extraction.

La deuxiéme étape du protocole de purification fait appel a la chromatographie de par-
tage centrifuge (CPC). Cette technique est une méthode de chromatographie liquide/
liquide sans support solide |8. Elle est basée sur les différences de partage de divers
solutés entre deux phases non miscibles, de densité différente. 'appareil est constitué
d'une colonne comportant un grand nombre de cellules de petite taille, pour un volume
total d'environ 200 mL. Cette technique permet un fractionnement de I'extrait a I'échelle
préparative et le caractére liquide de la phase stationnaire évite toute adsorption irré-
versible, ce qui augmente considérablement le rendement de la séparation.

En collaboration avec le Docteur Pierre Waffo-Téguo du laboratoire GESVAB (ISVV)
dirigé par le professeur Mérillon, nous avons développé une méthode de CPC permet-
tant le fractionnement de la phase organique de I'extraction au MtBE, obtenue a l'issue
de I'étape précédente.

Les tubes récoltés sont analysés en CLHP-UV, puis regroupés en |5 fractions (I a XV),
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sur la base de leur profil chromatographique. Aprés double lyophilisation, ces quinze
fractions ont été présentées a quatre dégustateurs entrainés. Ils ont tenté de caractériser
la perception gustative associée a chaque échantillon, et d'en évaluer l'intensité sur une
échelle de O a 5 (figure 1).

Les aromaticiens couplant la chromatographie en phase gazeuse et |'olfaction emploient
les termes d'olfactométrie et d'olfactogramme. Par analogie, nous avons convenu d'utili-
ser les termes de gustatométrie et de gustatogramme dans le cadre de la gustation des
fractions issues d'un fractionnement.

* Systéme quaternaire de solvants
* Injection de 700 mg
* 10 mL/min

* 1 tube/min

* Analyse en HPLC-UV

* Constitution des fractions

=
a=

!
ue

90 tubes - 15 fractions

i Etablissement d’'un
—_

==y
=
=+

* Lyophilisation

gustatogramme

Figure 1 — Principe et mise en ceuvre de la Chromatographie de Partage Centrifuge
couplée a la Gustatométrie (CPC-G).

Le gustatogramme obtenu présente plusieurs fractions sucrées, d'intensité variable. La
fraction X (59 mg) est la plus sucrée d'entre elles et présente un profil chromatogra-
phique relativement simple, avec quatre pics majoritaires (figure 2).

mAU
&

Figure 2 - Chromatogramme HPLC a 280 nm de la fraction sucrée X
obtenue par CPC-G.

Le couplage CPC-Gustatométrie, développé dans le cadre de notre travail, a permis
d'isoler une fraction sapide contenant quatre composés majoritaires, notés A, B, C et
D. Cette nouvelle technique apparait particulierement prometteuse pour I'étude des
substances non-volatiles possédant des propriétés organoleptiques.

La troisieme étape du protocole a mis en ceuvre la purification des molécules A, B, C
et D par CLHP préparative. L'obtention de ces quatre composés (tableau 7) conclut le
protocole de purification développé dans notre étude.
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Tableau 7 - Aspect et masse des composés A, B, C et D aprés lyophilisation.

Composé Aspect Masse obtenue
A Poudre blanche 16 mg
B Poudre blanchétre 49 mg
C Poudre blanche 1.2 mg
D Poudre blanche 0.3 mg

2. Détermination de la structure chimique des composés A, B, C et D

La purification des quatre composés constituant la fraction X permet d'envisager leur
identification. A cette fin, nous avons utilisé deux outils analytiques puissants et complé-
mentaires : la spectrométrie de masse a transformée de Fourier (FT/MS) et la résonance
magnétique nucléaire (RMN).

Notre laboratoire a acquis, en janvier 2010, un spectromeétre de masse équipé d’'un ana-
lyseur Orbitrap. Cette nouvelle technologie de FT/MS permet une mesure trés précise
des rapports m/z (< | ppm), couplée a résolution élevée (> 100 000 a m/z=400 Th).
Ces performances analytiques sont a I'origine de I'enregistrement de spectres de masse
particulierement informatifs et conduisent a une détermination fiable de la formule brute
des composés analysés (figure 3).

81740149
CaaHe O1s
-0.12842ppm

10 65534839 T 93139417

. CirHs1 010 et CasHe2017F3

N -056329 ppm i . -031460 ppm

0 T T T T T T T
650 700 750 800 850 900 950

Figure 3 - Spectre de masse du composé C en mode négatif.

La RMN du proton 'H et du carbone *C, a une et a deux dimensions, fournit quant a
elle des informations majeures sur la formule développée des composés. Nous avons
notamment utilisé diverses expériences de corrélation afin de déterminer I'enchainement
des atomes dans la molécule (COSY, HSQC, HMBC), la position des groupements fonc-
tionnels (HMBC) et la stéréochimie relative des centres stéréogenes (ROESY).
L'utilisation conjointe de ces deux techniques nous a permis d'enregistrer des données
analytiques particuliérement complétes et ainsi d'identifier les composés A, B, C et D
(figure 4).

Le composé A est un lignane, appelé lyonirésinol, dont la présence a été rapportée
dans le genre Quercus'®?!
dans les vins?.

Le composé B est le dérivé 6'-O-gallate de I'acide (35,45)-4-B-D-glucopyranosyloxy-3-
méthyloctanoique, qui avait été identifié par dans un extrait de bois de Quercus petraea®

. mais aussi dans diverses eaux-de-vie élevées sous bois'?? et
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comme |'un des précurseurs de la cis-B-methyl-y-octalactone ou whisky-lactone.
Nous le notons ainsi P-WL.

HaCO .

OH .

H
HO Y o 0

OCH,E
HO,
o
HaCO OCHg Ho
OH o &f

Lyonirésinol (A) PWL (B)

HO.

HO

HO OH
OH
Quercotriterpénoside I (C) Quercotnterp énoside 11 (D)

Figure 4 - Structure chimique des composés A, B, C et D

Les composés C et D sont deux isomeres, de formule brute C,,H O ., possédant un
squelette triterpénique de type oléanolique, sur lequel sont fixés un glucopyranosyle et
un galloyle. Ces deux molécules, qui different par la position du galloyle, n'avaient jamais
été identifiées, ni dans un extrait de chéne, ni méme dans aucune espece naturelle.
Nous les avons ainsi respectivement nommées Quercotriterpénosides (QTT) | et ll, en
référence au nom de 'espece dans laquelle nous les avons identifiées pour la premiére
fois. A notre connaissance, aucun triterpénoide galloylé et glucosylé n'avait en outre été
identifié dans le bois de chéne.

3. Utilisation de la LC-FT/MS pour l'identification de nouveaux triterpénoides
dans les extraits de bois de chéne

L'étude structurale des composés de la fraction X nous a conduits a identifier deux
nouvelles molécules, appartenant a une famille chimique inconnue dans le bois de chéne.
Les performances de la FT/MS en termes de précision de mesure de masse permettent
d'étudier la présence d'éventuels isomeres ou de dérivés glycosylés dans un extrait de
bois, par ciblage d’ions caractéristiques (figure 5). Nous recherchons ainsi les ions de
formule brute C,,H, O . (isomeres, notés Mono-Glu), C,;H, O, (dérivés glycosylés,
notés Di-Glu) et C,.H, O, (Tri-Glu).

NL: 5.84E5

"3 [onea]

NL: 5.74E4

Tri-Glu

S NL: 4.14E3
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Figure 5 - Chromatogrammes d'ions extraits pour les m/z correspondant
aux especes mono- (Mono-Gly, en noir), di- (Di-Glu, en rouge)
et tri-glycosylés (Tri-Glu, en vert) d'un extrait de bois.

La figure 5 montre la présence de plusieurs isomeres des QTT | (2.28 min) et Il
(3.00 min) dans I'extrait de bois étudié. A ce stade, nous n'avons pas encore identifié I'iso-
mere majoritaire, a 2.69 min (noté composé E). Le chromatogramme en rouge montre
la présence d'un dérivé glycosylé majoritaire (2.85 min, noté composé F). Lintensité tres
faible du signal enregistré pour le chromatogramme en vert montre que les triterpénes
tri-glycosylés ne sont présents qu'a I'état de traces.

Sur la base de ces observations, nous avons mis en place une stratégie de purification
afin d'isoler l'isomére majoritaire des QTT | et Il (composé E), ainsi que leur principal
dérivé glycosylé (composé F). Ces deux composés ont ensuite été identifiés en utilisant
la FT/MS et la RMN. Il s'agit également de nouvelles molécules, appelées respectivement
QTT I et IV (figure 6).

OH
HO OH
(8]
- HO..,
o © "
H OH
HO #o OH \
OH OH » HO™ Son
Quercotnterpénoside I1I (E) Quercotniterpénoside IV (F)

Figure 6 - Structure chimique des Quercotriterpénosides Il et IV.

V. Propriétés sensorielles des composés identifiés dans le bois de chéne.
Quantification et impact gustatif dans les vins et les eaux-de-vie

Parmi les composés identifiés dans I'extrait de bois de chéne, certains sont nouveaux (les
QTT), d'autres n'ont jamais été 'objet d'études sensorielles approfondies (lyonirésinol et
P-WL). Leur caractérisation gustative et leur quantification sont nécessaires pour discuter
de leur impact organoleptique dans les vins.

En raison des faibles quantités purifiées, seuls quatre composés ont pu é&tre dégustés,
dans deux matrices différentes, a une concentration fixe de 10 mg/L (tableau 8).

Tableau 8 - Sensations associées a la présence des quatre composés étudiés
dans une solution eau/éthanol | % v/v et dans un vin blanc.

Molécule Solution eau/éthanol Bordeaux blanc 2008

Lyonirésinol Amertume persistante Dureté et amertume
renforcées en finale

P-WL Pas de go(t Pas de go(t
Quercotriterpénoside | Légere douceur Sucrosité augmentée, diminution
et sensation rémanente de l'acidité et de 'amertume,

sensation douce
et persistante en finale

Quercotriterpénoside |lI Légere douceur Diminution de la perception acide
et sensation rémanente en attaque, augmentation
de la douceur

Si le lyonirésinol est amer et le P-WL ne possede pas de go(t, la dégustation effectuée
montre que le QTT | possede une saveur douce, particulierement marquée dans un vin
blanc. Ce composé contribue vraisemblablement a la sucrosité percue dans la fraction X.
Par ailleurs, les seuils de perception du lyonirésinol et du QTT I dans un vin blanc sont
respectivement de .52 mg/L et 590 pg/L.
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En outre, nous avons développé une méthode de quantification en LC-FT/MS
du lyonirésinol ainsi que des QTT | et Ill dans les vins blancs.
Une trentaine de vins ont ainsi été analysés, et la plupart d'entre eux possédent une
teneur en lyonirésinol supérieure au seuil de perception, pouvant aller jusqu'a 3 mg/L.
Ce composé possede donc un impact organoleptique direct et confére de I'amertume
aux vins blancs élevés sous bois.
Les concentrations en QTT | et Ill sont nettement plus faibles, variant de quelques
dizaines a quelques centaines de microgrammes par litre. Aucune d'entre elle n'atteint
le seuil de perception du QTT | ; seul, ce composé ne posséde donc pas d'impact
sensoriel direct. En revanche, nous ne connaissons pas le seuil de perception des autres
QTT, et il est vraisemblable que ces molécules, appartenant a la méme famille chimique,
développent des effets synergiques, a I'instar du glucose et du fructose par exemple. Il
n'est donc pas exclu que les QTT contribuent a la saveur sucrée conférée par I'élevage
sous bois de chéne.

CONCLUSION

La qualité des vins, c'est-a-dire I'agrément qu'ils procurent au dégustateur, dépend de
la complexité et de 'harmonie de leurs odeurs et de leurs go(ts. La représentation de
cette qualité dans la conscience du dégustateur se construit par la perception sensorielle
des nombreux composés volatils et non volatils du vin, suivie de l'intégration neurophy-
siologique et cognitive des stimuli percus.

La saveur douce, évoquant celle du sucre, caractérise paradoxalement I'équilibre gustatif
des vins secs, et plus particulierement des grands vins. Elle atténue l'acidité, 'amertume
ou bien encore I'astringence, générées par certaines molécules du vin comme les acides
organiques ou les polyphénols. Les déterminants moléculaires de cette « sucrosité sans
sucre » n'ont jamais été clairement caractérisés jusqu'ici. Leur connaissance est toutefois
nécessaire a la compréhension des mécanismes neurophysiologiques impliqués lors de
la dégustation.

Des expériences d'analyse sensorielle ont permis de montrer que l'impact de I'éthanol et
du glycérol sur la sucrosité des vins secs est limité. Les faibles variations de leurs concen-
trations ne permettent pas d'expliquer des différences sensibles de l'intensité du go(t
sucré. Ces résultats invalident la théorie de leur contribution gustative déterminante et
suggerent I'existence de molécules édulcorantes dans les vins secs.

Nous avons en outre étudié le role gustatif des lies de levures dans la « sucrosité sans
sucre » des vins rouges. L'utilisation couplée de techniques sensorielles et biomoléculaires
a permis d'établir I'implication d'une protéine de choc thermique de Saccharomyces
cerevisae dans ce phénomene : Hsp|2. L'expression du gene HSPI2 est notamment
régulée par la température ainsi que par la concentration en éthanol et en glycérol. De
nombreuses applications cenologiques sont donc envisageables. A notre connaissance,
il s'agit de la premiere mise en évidence d'un lien entre une protéine de la levure et un
caractére gustatif des vins.

Par ailleurs, nous avons montré que I'élaboration des vins sous bois de chéne participe a
une augmentation de leur sucrosité, et que cette modification organoleptique n'est pas
imputable aux composés volatils extraits du bois.

Afin d'étudier la contribution des molécules non-volatiles du bois de chéne a la saveur
sucrée des vins, nous avons adopté une démarche inductive et mis en place une méthode
de purification basée sur la dégustation. Une nouvelle technique d'analyse des molécules
a propriétés organoleptiques a ainsi été mise au point : la CPC-Gustatométrie. Cette
derniére nous a permis d'isoler une fraction sapide a partir d'un extrait de bois de chéne.
La spectrométrie de masse a transformée de Fourier et la résonance magnétique nu-
cléaire ont été utilisées pour la caractérisation structurale des composés purifiés. Nous
avons ainsi identifié plusieurs molécules, dont la plupart n'avaient jamais été découvertes
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dans la nature ; nous les avons nommées Quercotriterpénosides. Certaines d'entre elles pos-
sedent une saveur sucrée. Enfin, la quantification et la détermination du seuil de perception de
plusieurs des composés purifiés a permis d'évaluer leur impact sensoriel dans les vins.

Ce travail constitue une premiere étape dans la compréhension des bases
moléculaires du golt du vin, au sens ontologique du terme, et ouvre de nombreuses
perspectives de recherche. A titre d'exemple, I'existence de variations importantes de
sucrosité en fonction des terroirs et des cépages suggere la présence de composés non
glycosidiques provenant du raisin et possédant une saveur sucrée. lls sont I'apanage des
grands vins et leur étude constitue un défi passionnant.
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