N
N

N

HAL

open science

Comprendre et prévenir le cycle photocatalytique responsable
du gotut de lumiére dans les vins blancs et les Champagnes

Amaury Furet

» To cite this version:

Amaury Furet. Comprendre et prévenir le cycle photocatalytique responsable du goat de lumiére dans
les vins blancs et les Champagnes. Chimie organique. Université de Bordeaux, 2021. Frangais. (NNT:

2021BORD0190). {tel-04162670)

HAL Id: tel-04162670
https://theses.hal.science/tel-04162670v1

Submitted on 16 Jul 2023

HAL is a multi-disciplinary open access archive
for the deposit and dissemination of scientific re-
search documents, whether they are published or not.
The documents may come from teaching and research
institutions in France or abroad, or from public or pri-
vate research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est des-
tinée au dépot et a la diffusion de documents scien-
tifiques de niveau recherche, publiés ou non, émanant
des établissements d’enseignement et de recherche
francais ou étrangers, des laboratoires publics ou
privés.

Au‘to':'lizition
HAL Authorization


https://theses.hal.science/tel-04162670v1
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://hal.archives-ouvertes.fr

universite
“BORDEAUX

THESE PRESENTEE
POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE
L’'UNIVERSITE DE BORDEAUX

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES
CHIMIE ORGANIQUE

Par Amaury FURET

Comprendre et prévenir le cycle photocatalytique
responsable du godt de lumiére dans les vins blancs et les
Champagnes

Sous la direction du Dr. Dario BASSANI

Soutenue le 15 juillet 2021

Membres du jury :

M. DARRIET, Philippe Professeur, Université de Bordeaux, Président

M. ALLONAS, Xavier Professeur, Université de Haute-Alsace, Rapporteur

M. HOFFMANN, Norbert Directeur de recherche, Université de Reims, Rapporteur

Mme POIX, Svitlana Ingénieure de Recherche, Bordeaux Sciences Agro, Examinatrice
Mme LANGLERON, Emilie R&D Innovations Manager, Martell Mumm Perrier-Jouét, Examinatrice

M. BASSANI, Dario Directeur de recherche, Université de Bordeaux, Directeur de these

Mme ABSALON, Christelle Ingénieure de recherche, Université de Bordeaux, Invitée






Remerciements

Ces travaux de these sont I'aboutissement de plus de trois années de travail a I'Institut
des Sciences Moléculaires (ISM) de [I'Université de Bordeaux au sein de ['équipe
Nanostructures Organiques (NEO). Je remercie I'ensemble des personnels de I'ISM avec qui
j’ai pu étre en contact et qui ont veillé au bon déroulement de cette these. Je remercie
également I’Agence Nationale de la Recherche pour le financement de ce travail ainsi que

Martell Mumm Perrier-Jouét pour sa grande implication dans ce projet de recherche.

Je souhaite remercier 'ensemble des membres du Jury qui ont accepté de prendre de
leur temps pour évaluer ce travail. Tout d’abord, un grand merci au Pr. Xavier ALLONAS ainsi
gu’au Dr. Norbert HOFFMANN qui ont été les rapporteurs de ce travail et qui ont examiné ce
rapport en profondeur afin de me donner leurs conseils avisés. Je souhaite également
remercier le Pr. Philippe DARRIET, président du Jury, pour son implication et ses précieux
commentaires. Je remercie la Dr. Svitlana POIX, examinatrice, qui a également lu ce manuscrit
en détail qui et m’a apporté son expertise. Je souhaite remercier Mme Emilie LANGLERON,
examinatrice et R&D Innovations Manager chez Martell Mumm Perrier-Jouét, pour son
accompagnement tout au long de ce projet et pour sa disponibilité. J’ai pu découvrir de
nombreux aspects en rapport avec le monde du vin et du Champagne ! Enfin, je remercie Mme
Christelle ABSALON, invitée et ingénieure de recherche au sein de I’équipe CESAMO de I'ISM,
pour toute son aide et ses conseils sur le développement des méthodes analytiques et plus
particulierement sur I'utilisation de la SPME. Je la remercie pour sa disponibilité lorsque j’avais

souvent besoin de son aide.

Je remercie tout particulierement le Dr. Dario BASSANI, mon directeur de thése a qui
je souhaite adresser tout ma gratitude. Tout d’abord, merci de m’avoir permis de travailler sur
ce beau projet de recherche qui possédera, je 'espére, de nombreuses applications dans le
futur. Merci pour ta disponibilité tout au long de ces trois années et demi de travail ainsi que
pour tes conseils qui ont toujours permis d’orienter ce travail de recherche dans le bon sens.
Merci au Dr. James FINDLAY qui a synthétisé toutes les résines présentées dans ce rapport et
qui a beaucoup apporté a ce projet. C’'était un réel plaisir de travailler avec toi. Je tiens

également a remercier Solene GRADELET de Martell Mumm Perrier-Jouét pour son aide



concernant les irradiations et les analyses sensorielles sur les échantillons de Champagne

authentiques.

Je souhaite également remercier I'ensemble des permanents de I’équipe NEO pour le
tres bon cadre de travail qu’ils m’ont offert. Merci a Damien, Pascale, Clotilde et Guillaume
pour toute leur aide au laboratoire et pour leur bonne humeur quotidienne. Une pensée
particuliére pour Jean-Marc et pour ces nombreuses séances de natation passées ensemble,
toujours tres agréables. Merci également a tous les doctorants, post-doctorants et stagiaires
gue j'ai pu cotoyer durant ces trois années et qui ont contribué a les rendre si agréables : Alex,
Avijit, Axel, Baptiste, Borja, Julien, Laura, Marine, Maxime, Morgan, Nicolas, Quentin et tant

d’autres...

Ces remerciements ne sauraient étre complets sans évoquer I'ensemble des amitiés
gue j’ai pu nouer au cours de ma vie et qui m’ont apporté tant de bonheur, merci a vous tous.
Le soutien des membres de ma famille a également toujours été indispensable et je souhaite
les remercier pour cela. Merci d’avoir toujours cru en moi et de m’avoir accompagné durant
toutes ces années. Enfin, ces huit derniéres années n’auraient pas été les mémes sans la

présence, le soutien et I'amour d’Elise, merci pour tout.



Table des matieres

1o To [V Tat o T Ta I =] 1= g 2 -2 1
Chapitre 1 : Etude bibliographique....................cevveeuecirvvenniiiinenesiisnnensssssinsnnsesssssesssssenns 3
1.1 Présentation générale surle Champagne .......ccceeeueiieiiiiiiineeneiieinnineeeneneeiensneeessnsssses 4
1.2 Le golit de lumiére, un défaut organoleptique reconnu ..........ccceeeeeeerreeecereeenccerereneeenenes 6
1.2.1  Le golt de lumiére dans l'industrie de 1a DI€re. .......coceiiiiiiiiiiiiiee e 6

1.2.2  Le golt de lumiere dans I'industrie laitiere et [€s COrps gras.....ccoevvuveivieeeenciieeeeiieeesceeeesreeeeens 11

13 Le golit de lumiére dans I'industrie du vin et du Champagne ........ccccceeevieiciiinienneennnnnn. 17
1.3.1  Définition et CaraCtBriStigqUES ... cievuiirtiieie ettt et st e e sab e eanee s 17

1.3.2  Parametres pouvant favoriser I'apparition du goGt de lumiére dans les vins et les Champagnes 20

1.3.2.1 La longueur d’onde de |a SOUrce [UMINEUSE ......ccuveeeeiiiieeciee ettt e et 21
1.3.2.2 LA FIDOFIAVING .t sttt 21
1.3.2.3 LES ACIAES AMINES ..ttt ettt st sat e st sbeesb e bt e bt et e eneesseesbeenbeenbeas 24
1.3.24 Les gluCIAes €t 1€5 SUITILES ...eeeueiiiiieeiee st 25
1.3.25 Les fongicides et PestiCides ........c.eiviieiiiiniieee e 26
1.3.2.6 LeS @StErs d'aCide Bras ..ceiuierieeiiieeiee sttt ettt st st a e e s ane e 27

1.3.3  Etatdel'art sur la compréhension du mécanisme de formation du go(t de lumiere dans les vins
L (O o =T ] o T 1 SRR 27
1.4 La photochimie de 1a riboflaving .......cceeurieeiiieeiiiecrr e cren e ene e senes 33
1.4.1  Rappels théoriques de photoChIMIE ........cc.ciiiiiiiiieir e 33
1.4.1.1 Absorption de la lumiére par des molécules Organiques .........ccocceeeveieneerniiencieesiee e 33
1.4.1.2 Les états excités et leurs transitions électroNiqUES .........cccvveviicieeeerie e 33
1.4.1.3 Processus de désactivation des MolEcules. .........coveiieierienieiic i 35
1.4.14 Les transferts d’énergie et les transferts d’électron..........ccccevcieeeeciecccciee e e, 37
1.4.2  La photoréactivité de 1a riboflavine .........ccueeiioiiii i 41
1.5 Les moyens de protection des vins et des Champagnes .........cccevveeecerrieeccrreenncereennncenns 47
1.5.1  Les contraintes industrielles et |a sensibilisation du consommateur.........ccocceevveviriiniencneenen. 47
1.5.2 Les moyens de protection PRYSIQUES ......ceiiie ittt e e e e e e e aare e e e e e e eeanraes 48
1.5.3  Diminution de 1a sensibilité des VINS ........c.coiiiiiiiiiiiiieeeseeeee et 51
1.6 Conclusions du chapitre 1 et objectifs de la th@se......cccccovveuiiriiiciiiiiecccrrrcccrereceee, 52
Chapitre 2 : Etudes mécanistiques de la formation du goiit de lumiére........................ 55

2.1 [0 o o Yo 8 Tt 4 T o TP 56



2.2 Mesures de rendements quantiques et systemes d’irradiation ......ccccccceeeeiiiniiiennnennnnne. 57

b 2 Y15 =T s =Ko M T =T L= o o D PO SUTPPR 57
2.2.2  PrinCipe de 'aCtiNnOMELIIE ...ccoviiiiieiiie et s et 58
2.2.3  Utilisation d’un actinometre PhySIQUE ......cocceiie ittt et e e e e e e e e e aneeas 61
2.2.4  Calcul des rendements QUANTIQUES ....ccccuvvieeeiieeeiireeeectteeeeiteeesite e e e sttreeesereeesnreeeesstreeeenseeesnsenas 62
23 Développement de la méthode analytique.........cceueeirieeiiiiieiiirrccrrre e 64
2.3.1  Optimisation de la méthode analytique avec une GC-PFPD et présentation de la SPME............. 64
2.3.2  Injection directe de solutions MOEIES ........cc.eeeeiiiieeeiiiie et e e e e e e e e aneeas 65
2.3.3  Extraction des especes soufrées volatiles avec des solvants organiques .........c.ccceecvveeeevveeesnnen. 66
2.3.4  Développement de la méthode SPIMIE-GC-PFPD ........cccueeieiiiiieiiieeeecieeeeeciree e etree e e svve e ee e e 68
2.3.4.1 Choix de la fibre et optimisation des conditions d’extraction par SPME..........cccccceevveeenneen. 68
2.3.4.2 Choix de I’étalon interne pour I'étalonnage du MeSH, du DMDS et du DMTS.................... 69

2.4 Préparation des solutions modeéles, conditions expérimentales et courbes d’étalonnage
des composés SOUFrés VOIatils........ccceeeeciiieeeiiiiicciirer e e s ene e s s e ne s s s e nanaseenanes 71
2.4.1  Préparation des solutions modeles et conditions expérimentales ...........cccccceevieeeviieeeecinee e, 71
2.4.2  Courbes d’étalonnage des composés soufrés volatils analysés par SPME-GC-PFPD. .................... 72
2.5 Formation photochimique des espéces soufrées volatiles..........cccceeerrirenierriennccrneennens 75
2.5.1  Effet de I'oxygene sur les rendements quantiques des espéeces soufrées volatiles...................... 75
2.5.2 Influence du pH sur les rendements quantiques de DMDS et DMTS........coociiieeeiiiieeccieeeecciiee e 77
2.5.3  Variation de la concentration en méthionine dans des solutions modéles irradiées................... 78
2.6 Mesures de rendements quantiques avec des analogues de la méthionine .................. 83
2.6. 1 INEFOTUCTION «eeeiiiiiieteeet ettt st ettt e b e st e e bt e s be e s bt e s beesabeesabeeeseesabeesneenane 83
2.6.2  SYNTRESE AU MBA ...ttt st ettt e st e st e bt e s b e e s bt e s beesabeesabaeenseesabeesneenane 84
2.6.3 Irradiations en présence de méthionine, MBA €t IMP .........cc.eiiiiiieieciiie ettt e 84

2.7 Proposition d’un mécanisme alternatif de formation des espéces soufrées volatiles .... 86

2.7.1  Présentation dU MECANISME. ....ciiiii ittt ettt ettt et e st e e bt e st e e s bt e sbeesbeesabeeeseesabeesnneesane 86
2.7.2  Détection de la glycing Par GC-MS......cccuei ittt st b e b e s neesbeesneesane 93
2.7.3  Etude de I'encombrement stérique sur le mécanisme de formation des especes soufrées
VOIREIIES. . s ettt et re s 94
2.7.3.1 Synthese de I'iISOPrOPIONINE .....ccoiviiieeiiie e et e et e e e s tae e e eabe e e eanaeas 96
2.7.3.2 Courbe d’étalonnage du 2-propanethiol ..........c.cccceciiiiiiiiie e 97
2.7.33 Irradiation de solutions modeéles contenant I'isopropionine ........ccccceeeecieeecciieeeeccieee e, 98
2.7.3.4 Irradiation de solutions modeles contenant I'isopropionine et la méthionine.................... 99

2.8 Conclusion du chapitre 2 ... ree e reaeessn e senssssnnsssnnsenennes 103



Chapitre 3 : Etudes photochimiques sur des matrices complexes ...............c.ceeueueeennn. 105
3.1 1Y 4o e L1 4o o RNt 106

3.2 Influence de la longueur d’onde d’irradiation sur les rendements quantiques des espéces
SOUTIEES VOIATIIES ....ceenneiieeeiiieeeiiireieee e et reeeeetrenneeerenaseeeeenssessesnssesseenssessnsnssessennssassennnes 107

3.3 Influence de I'oxygene sur les rendements quantiques des espeéces soufrées volatiles 108
3.3.1 Takd oo [¥ Lot o] o NSRS UUTN 108

3.3.2  Suivi cinétique de formation des especes soufrées volatiles en absence totale d’oxygene et a
(] o] o LI T (8T 01 T=T o PSP 109

3.3.3  Suivicinétique de formation des especes soufrées volatiles en conditions aérobie et anaérobie

.................................................................................................................................................................... 112
3.4 Influence de I'ajout de sulfites et de sucres sur les rendements quantiques des espéeces
SOUFTE@s VOIALIlES ....ccvveeeeeiiiiiiiiiiiiiiniiiiirrrrrsie s ss st r e e ssaassssessssssesssssssssssssneesnnnsssss 114
3.4.1 INEFOTUCTION 1.ttt e et e s ettt e e st e e e e sabe e e seabbee s sttt e e enbeeessubaeeesabeeanans 114
3.4.2  Impact de la concentration en sulfites sur les rendements quantiques des especes soufrées
VOIatileS €N PreSENCE U SUCTES....ccuiieeeiiiieeeitee e ceite e sttt e e e tte e e s raeeeesbeeeeettaeesssaaesasteeseessaeesasseseeassaneeanes 117
3.4.3  Impact de la concentration en sucres sur les rendements quantiques des especes soufrées
vOolatiles €N Présence de SUIITES........uii it tre e e s te e e e st a e e e etae e e seaaeeesebaeeeennes 120

3.4.4  Influence du pH de la solution sur les rendements quantiques des espéces soufrées volatiles en

PrESENCE AE SUITIEES ..iiieiiiee ittt et e e et e e et e e e s et e e e sbbeeeesataeesensaaeesssaaeeastaeeeansteeessseens 122
3.5 Etude de la transformation de la riboflavine en absence d’oxygéne.........cccceeuecrreennnnns 124
3.5.1 T} Ao o 18 ot o o ISR 124

3.5.2 Irradiation d’une solution contenant la riboflavine jusqu’a obtenir une absorbance minimale 124

3.5.3 Irradiation d’une solution contenant la riboflavine jusqu’a obtenir une absorbance initiale

Lo TN T =Tl o T e [0 SR USRS 126
3.6 Conclusion du chapitre 3 ......ceeeiiiiiiieiiieiireerereeerreerenseereseresserensesensessnssesnssssassesnnnes 128
Chapitre 4 : Protection des vins blancs et des Champagnes ..............cceceueeeercereeniennnans 129
4.1 0o T o o o o 130
4.2 Adsorption de méthionine avec une résine a base de porphyrines........cccceeerreeerninneen. 131
4.2.1 Présentation et applications des matériaux Organiques POrUX.........cccueeeecureeeeiireeeeeivreessveeeans 131
4.2.2  Complexation de la méthionine avec des porphyrines en milieu aqUEUX .......ccceveveveeeervieernnns 134
4.3 Synthése des meéso-porphyrines CUIVIEES .......cc..ceeeeeuiereeeniereeenieereneneeerennneeesennseessennes 141
4.3.1 Synthése des méso-porphyrines cuivrées 1a et 2a de type AaBa.....coccueeeeiiiiieeciiii i 141
43.1.1 Syntheése des aldéhydes 5a et 5B..........oooouiiiiiiiiii e e 144
43.1.2 Synthese des N-tosylimines 82 €t 8b...........covviiiieeiiii e 145
43.1.3 Synthese du 5-phényldipyrromeéthane 6 ............cceeeciiiiiciiee i 146

43.1.4 Synthése des méso-porphyrines 7a et 7b de type AzBa......cooeeevieeniieiieeniiesieeniee e 146



43.1.5 Synthese des méso-porphyrines hydrosolubles 9@ et 9b..........ccccccvvviveiieeevciee e, 147

43.1.6 Métallation des porphyrines 9a et 9b afin d’obtenir les composés la et 1b.................... 149

4.3.2  Synthese des méso-porphyrines cuivrées 2a et 2b avec quatre substituants anioniques.......... 150
4321 Synthese de la méso-tétrakis(4-sulfophényle) porphyrine cuivrée 2a..........cccccccuvvrenneeen. 150
4.3.2.2 Synthese de la méso-tétrakis(3-sulfonatophényle) porphyrine cuivrée 2b ...................... 150

44 Suivi de complexation de la méthionine par spectroscopie RMN H........cccccceeeeneeennee 152
4.5 Suivi de complexation de la méthionine par spectroscopie UV-Visible......................... 157

4.6 Complexation de la tetraphénylporphyrine cuivrée avec des molécules soufrées dans le
Chloroforme deuUtré........... . oot rreceee s renee e s rene e s renasssrenassssrensssssrensssssrenssassrennns 159

4.7 Syntheése de résines a base de porphyrines et complexation de la méthionine (travaux

effectués par le Dr. James FINAIAy). ...ccu.ciiieeeiiiieeniiiiieenieeitenneetrenseeereensseeerenssessrenssessssnssessssnnns 161
4.7.1  SYNTNESE UES MESINES ...vviiiiiieeeiiieeecctee e eete e e sttt e e e tte e e eeaee e e s beeeeetteee s sbaeeassteeeeassaeesasseeesassseeeanes 161
4.7.2  Etude de complexation de la méthionine par RMN H avec les résines synthétisées ................ 165
4.8 Conclusion du chapitre 4 .........ceeeiiiiiicirieiceereieereenneeseennseeseennseseenssssseenssnsseensnsnnees 167
Chapitre 5 : Vers l'utilisation de solutions authentiques ...............cceeeeeereeeeneeveeeeennnns 169
5.1 INtrOdUCHION ... 170
5.2 Courbes d’étalonnage des espéces soufrées volatiles dans des solutions authentiques de
(6 T-1 ] o -1 TSP 171
5.3 Analyse des espeéces soufrées volatiles formées dans des échantillons de Champagne
irradiés et analyse SeNSOrielle..........cceuuiiieeeiiiieccerrecee e rrecee s re e e s s e na s ssenaseseenasaseennns 174
5.4 Irradiations avec un Suntest Q-1000 et analyses de Champagne frais et aéré............... 178
5.5 Protection de solutions authentiques de Champagne avec une résine fonctionnelle ...183
5.6 Conclusions et PErsPECLIVES .....ccuuueiieeueierteiucerreiaeereenneereennseeseennssessennssssennsssesennssssnens 187
Conclusion générale et PEIrsSPECLIVES ...........ceeeueeeeerereeererenneereeserrensereesssenssessnssessasessnssessnns 189
0] {1 =1 Lol =P 193
WY o142 o T o PN 205

Partie eXPEriMeENtaIE .............e.eeeeneeeenrereenerenerereunseeeaseesensessnsseseasssssssessnssessnsssssnssssnsssssnne 207



Introduction générale

Les vins et les Champagnes sont des produits consommeés dans le monde entier et une
attention particuliere est accordée a leur qualité. Cependant, de nombreux défauts peuvent
apparaitre, de leur élaboration jusqu’a leur stockage. La déviation aromatique la plus connue
du grand public est le golt de bouchon qui se manifeste lors de I'ouverture de la bouteille. Un
autre défaut qui est tout aussi délétere pour les vins et les Champagnes peut se
développer suite a I’'exposition du produit a la lumiére : le « go(t de lumiére ». Cette altération
organoleptique entraine la formation de go(ts rappelant le chou cuit ou d’odeurs de laine
mouillée. Bien que le mécanisme de formation soit différent, ce défaut est également présent
dans l'industrie brassicole et I'industrie des produits laitiers. Le phénomeéne a été largement
étudié dans ces industries et des méthodes de protection physiques et chimiques
performantes existent. Dans |'industrie viticole, seule I'utilisation de contenants permettant
de protéger le produit de la lumiére a démontré son efficacité. C’'est pourquoi la plupart des
bouteilles de vin sont conditionnées dans du verre opaque. Cependant, le consommateur
aime voir le produit qu’il achéte et la commercialisation de vins conditionnés en bouteille

blanche peut étre souhaitable.

Le go(it de lumiére est formé suite a la réaction de photooxydation des acides aminés
soufrés naturellement présents dans les vins par un photosensibilisateur : la riboflavine. Cette
molécule est plus connue sous le nom de vitamine B2 et elle est essentielle au bon
fonctionnement du corps humain. Les humains ne peuvent pas la synthétiser et se la
procurent par I'alimentation. Lorsque la riboflavine absorbe la lumiére, un état excité singulet
est formé. Cet état est majoritairement transformé en un état triplet par un croisement inter-
systéme et il peut oxyder les acides aminés soufrés par transfert d’électron. Ces acides aminés
peuvent ensuite se dégrader en produits soufrés volatiles tels que le méthanethiol, le
diméthyldisulfure et le diméthyltrisulfure. Ces especes soufrées ont des seuils de perception
trés bas et des concentrations de I'ordre du micromolaire entrainent la formation d’un go(t
de lumiere. De plus, le vin peut développer ce défaut trés rapidement. En effet, I’exposition
d’une flite de Champagne a la lumiére du soleil d’été pendant 15 min peut suffire pour former

le golt de lumiere.



Le premier chapitre est une étude bibliographique sur le go(t de lumiéere dans les
industries brassicoles, laitieres et viticoles. Les études antérieures permettant de comprendre
le mécanisme de formation du go(t de lumiére ainsi que les parameétres pouvant influencer
son apparition sont présentés. La photochimie de la riboflavine et plus particulierement la
réactivité de I'état triplet sont également décrites. De plus, les méthodes de protection

physiques et chimiques existantes seront également détaillées.

Le deuxieme chapitre est consacré a I'’étude mécanistique de la formation du golt de
lumiére dans des solutions modéles de vin. Les espéces intermédiaires formées sont détaillées
et un mécanisme de formation des especes soufrées volatiles est proposé. Le développement
d’'une méthode analytique SPME-GC-PFPD ainsi que les systémes d’irradiation utilisés lors de

ces études sont également présentés.

Le troisieme chapitre a pour but d’étudier les parameétres pouvant influencer la
formation du go(t de lumiére dans des solutions modeéles plus complexes. En effet, la teneur
en oxygene dissous, la longueur d’onde d’irradiation, I'ajout de sulfites et I'ajout de sucres
peuvent avoir une influence sur les concentrations des espéces soufrées volatiles formées.

L’étude de la transformation de la riboflavine en absence d’oxygéne est également présentée.

Le quatrieme chapitre porte sur I'amélioration de la stabilité du vin afin de minimiser
I'apparition du golt de lumiére. La synthése de porphyrines hydrosolubles ainsi que leur
capacité a complexer la méthionine sont présentées. La synthése d’une résine poreuse
insoluble dans les solutions hydro-alcooliques constituée de motifs porphyrines et permettant

de complexer sélectivement la méthionine est également détaillée.

Enfin, le dernier chapitre est consacré a I'étude de la formation du go(t de lumiére
dans des solutions authentiques de Champagne. Des irradiations d’échantillons authentiques
de Champagne avec un simulateur solaire sont présentées. Une analyse sensorielle effectuée
par un panel d’experts permet de montrer la corrélation entre les analyses chimiques et les
tests olfactifs. De plus, des résultats de complexation de la méthionine avec une résine a base
de porphyrines dans des solutions authentiques de Champagne sont présentés dans ce

rapport.
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1.1 Présentation générale sur le Champagne

Le Champagne est un vin principalement consommé lors de moments festifs ou pour
des célébrations. Il est mondialement connu et est considéré comme un produit raffiné et
élégant. Afin d’obtenir une bouteille de Champagne, il est nécessaire d’utiliser en moyenne
1,150 kg de raisins et le produit fini contient un degré d’alcool compris entre 12 et 13%, 1 a
plus de 50 g/L de sucres, 4 a 6 g/L d’acide tartrique, 5 a 8 litres de gaz carbonique dissous pour
atteindre une pression comprise entre 6 et 8 bars a 20°C, ainsi que plusieurs centaines d’autres
composés.! Le Champagne est donc un produit riche en composés du fait de son processus
d’élaboration qui est long et complexe. Afin d’obtenir I'appellation de vin de Champagne, il
est essentiel que les vignes se situent dans la région Champagne et que I'élaboration du
produit suive la « méthode champenoise ». Elle repose sur trois étapes incontournables :
I’élaboration de vins tranquilles, I'assemblage de ces vins clairs et la deuxiéme fermentation
alcoolique.? Lors de I'élaboration des vins tranquilles, les vignes sont vendangées a la main
afin de choisir les grappes de raisin qui sont considérées comme arrivées a maturité. Ces
derniéres sont ensuite pressurées pour obtenir le jus de raisin, appelé mo(t, qui deviendra du
vin clair aprés une fermentation alcoolique et éventuellement une fermentation malolactique.
La deuxieme étape est 'assemblage : la maison productrice du Champagne choisit différents
crus champenois et les assemble. Lors de I'élaboration d’un vin millésime, seuls les vins issus
d’une récolte de la méme année peuvent étre utilisés. Cette étape est trés importante car elle
permet de donner le caractére souhaité au Champagne et de se démarquer des autres
produits. Le vin obtenu est ensuite filtré, clarifié et tiré en bouteille pour subir une deuxieme
fermentation qui est aussi appelée prise de mousse. Celle-ci dure trois mois et I'élevage sur
lies dure 12 mois. Les lies sont les résidus de levures mortes qui sédimentent au fond de la
cuve ou de la bouteille a I'issue de la fermentation. Elles sont riches en composés aromatiques,
en acides aminés, ainsi qu’en mannoprotéines qui permettent d’améliorer la sensation en
bouche. A I'issue de cette seconde fermentation, le contenu est mélangé par un remuage et
un dégorgement permet d’éliminer les levures mortes résiduelles. Enfin, le vin subit un dosage
avec une ligueur d’expédition qui permet de définir le type de Champagne voulu (doux, sec,

demi-sec ou encore brut).
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Historiguement, les romains ont amené la vigne en Champagne dés I’Antiquité et cette
région était considérée comme une région de vin rouge jusqu’au XVI®™e siécle. Ce n’est qu’au
XVIIIEme sigcle, lorsque la fabrication de vins effervescents a pu étre maitrisée, que cette région
se tourne vers le vin blanc. Au XVIII®™e siécle, le Champagne commence a étre stocké dans des
bouteilles a teintes claires.® Déja a cette époque, il est observé que le jour est délétére pour
le Champagne et le vin en général. Ainsi, en décrivant la cave idéale, A.B de Périgord déclare
en 1825 : « Le jour doit en étre sévérement banni ; le soleil est mortel pour la cave ».% C'est
pourquoi dés la fin du XIVe™e siécle, du manganése a été incorporé dans la composition du
verre afin de protéger le contenu des rayons lumineux.! Le manganése induit une couleur
foncée au verre qui peut maintenant bloquer jusqu’a 95% des rayons ultraviolets.! Les
propriétés organoleptiques du Champagne sont nombreuses et peuvent varier en fonction du
type de Champagne que I'on étudie. Elles peuvent néanmoins étre regroupées dans plusieurs
catégories communes. Tout d’abord, il y a les caractéristiques visuelles. On s’intéresse alors a
la limpidité, la couleur ou encore la tenue de mousse du produit. Il est communément admis
gu’un Champagne qui a été parfaitement fabriqué doit avoir une limpidité cristalline. La
couleur se situe dans la gamme des jaunes mais I'apparition de certaines nuances rosées ou
jaunes verdatres peuvent étre observées en fonction du cépage utilisé pour I'élaboration du
Champagne.! La tenue de mousse, quant a elle, doit étre généreuse et étre composée de

bulles tres fines.

Ensuite, il y a les caractéristiques odorantes. Cette catégorie décrit les arbmes, le
bouquet ou la fraicheur d’odorat. Ces caractéristiques varient en fonction de I'assemblage et
du vieillissement. Ainsi, la fraicheur d’odorat d’un Champagne diminue avec son age du fait
de I'oxydation des composés volatiles et de la diminution du taux de gaz carbonique. Enfin, il
y a les caractéristiques sapides qui concernent le golt du Champagne. En fonction de
I'assemblage des cuvées, il existe des variations sur le fruité, le corps ou encore la finesse du
produit final.! En dépit des soins apportés lors de la fabrication, de nombreux défauts peuvent
se développer dans un Champagne. On parle alors de déviations aromatiques. La plus connue
est le « go(it de bouchon », qui apparait généralement dans les vins fermés avec un bouchon
en liege. Il est décrit comme donnant des odeurs de moisissure, de champignon, ou de terre

humide au produit. L’espéce responsable du go(t de bouchon est le 2,4,6-trichloroanisole et
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cette molécule est formée suite a I'action de micro-organismes sur des composés chlorés
phénoliques.® Ce défaut ne peut pas étre éliminé mais il devient de plus en plus rare grace aux
progrés techniques qui ont été faits sur la fabrication et le traitement des bouchons en liége.®
Un défaut moins connu du grand public est le « goGt de lumiere ». Cette altération
organoleptique est liée aux conditions de conservation du Champagne, de son élaboration
jusgu’a sa vente. Sa formation est due a I'action de lumiére contenant des longueurs d’onde
d’émission correspondant a I'ultraviolet et au bleu (entre 300 et 500 nm). L’exposition du
produit a la lumiére entraine alors la formation de produits soufrés volatiles fortement
malodorants.” Ainsi, un vin touché par le go(t de lumiére développe des odeurs désagréables
de chou cuit et de laine mouillée. Dans certaines conditions, I'exposition d’une flte de
Champagne pendant une quinzaine de minutes au soleil peut étre suffisante pour qu’un go(t

de lumiere se développe.

1.2 Le golt de lumiere, un défaut organoleptique reconnu

Le go(t de lumiére est décrit comme une altération des propriétés organoleptiques
d’un produit suite a son exposition a la lumiéere. La protection des produits alimentaires face
au golt de lumiére constitue un véritable enjeu industriel dans de nombreux domaines tels
que la filiere brassicole, les produits laitiers, les huiles alimentaires ou encore les vins et les
Champagnes. Le mécanisme de formation du golt de lumiére ainsi que les molécules
responsables de son développement ne sont pas les mémes pour chaque domaine. De plus,
le processus est bien mieux connu et maitrisé dans I'industrie de la biére et des produits
laitiers que dans celle du vin. Cette partie présente les mécanismes de formation du go(t de
lumiere ainsi que les moyens de prévention existant dans I'industrie brassicole et I'industrie

des produits laitiers.

1.2.1 Le go(t de lumiere dans I'industrie de la biere

Le go(t de lumiére peut apparaitre dans la biére et on s’y référe sous les termes de
« light struck flavor » ou « skunky odor ». Il est décrit comme une odeur soufrée tres

désagréable rappelant celle des jets de putois. C'est en 1875 que la présence du go(t de

6
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lumiére dans la biére est évoquée pour la premiére fois par C. Lintner.® Cependant, ce n’est
gu’en 1961 que la molécule a I'origine de ce défaut a été mise en évidence et qu’un premier
mécanisme de formation a été proposé.® Il s’agit du 3-méthyl-2-buténe-1-thiol, aussi appelé
MBT (Schéma 1.2), et ce composé a également été identifié dans le vin.? Cette molécule a un
seuil de perception extrémement bas ce qui signifie que tout go(t de lumiére qui se forme
dans la biére sera trés facilement détectable par le consommateur. Le seuil de détection varie
selon les individus et le type de biére mais la valeur se situe autour de 4 ng/L.** Un premier

mécanisme a été proposé par Kuroaiwa & al. en 1963 mais celui-ci a été révisé par la suite.?

Les composés a l'origine de la formation du go(t de lumiére dans la biere sont les
humulones qui sont des molécules naturellement présentes dans le houblon et qui participent
a I'amertume de la biére. Le mo(t contenant des humulones est chauffé lors de I’élaboration
de la biere ce qui a pour effet de transformer les humulones en un mélange de cis-
isohumulones et trans-isohumulones (Schéma 1.1).13 Ces isohumulones sont sensibles a la
lumiére et deux mécanismes ont été proposés pour expliquer leur dégradation. Il été montré

que les composés trans sont moins stables que les composés cis vis-a-vis de la lumiére.'*

)\////,, )\////,,
R R
Chauffage HO HOm,
— $ +
o= OH O OH

20-30%
\ ratio3:7 \

Humulones
R = chaine carbonée aliphatique

Trans-isohumulones Cis-isohumulones

Le premier mécanisme de dégradation des isohumulones menant a la formation de
MBT est appelé mécanisme d’irradiation directe car il ne fait pas intervenir de
photosensibilisateur supplémentaire. Ainsi, une molécule d’isohumulone absorbe la lumiere
et est excitée vers un état singulet qui est transformé en un état excité triplet par un
croisement inter-systéme. Ensuite, un transfert d’énergie intramoléculaire de I’état triplet du
tri-carbonyle énolisé au motif acyloine s’opére. Cette étape est discutable car ce transfert

d’énergie n’est pas favorisé pour des raisons de mésomérie. Un clivage de Norrish de type |
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du motif acyloine a ensuite lieu, ce qui mene a une décarbonylation du radical carbonyle et a
la formation des radicaux 1 et 2. Enfin, le radical 2 forme le MBT en présence d’une source de

soufre telle que la cystéine (Schéma 1.2).%4

O o0
)\/ i, R )\///,,,
HOm hv (UV) HO

N — $
0= oH o< | oH
A \
Croisement inter-systéme

Isohumulones

3[ H -
Transfert d'énergie
intramoléculaire
Clivage de Norrish
de type I,
décarbonylation

Source de soufre
S i, . par exemple)
ﬁ)k R — \
HO OH

Radical 1 Radical 2

Le deuxieme mécanisme de dégradation des isohumulones menant a la formation de
MBT fait cette fois intervenir un photosensibilisateur naturellement présent dans la biére : la
riboflavine (aussi appelée vitamine B2). Dans ce mécanisme, la riboflavine absorbe la lumiere
pour former un état excité singulet. Cet état est transformé en un état excité triplet par un
croisement inter-systéme et oxyde I'isohumulone par transfert d’électron. Apres abstraction
d’hydrogéne inter- ou intramoléculaire, le radical 1 est formé. Cette étape peut étre discutée

car I'abstraction d’hydrogéne n’est pas favorisée. En effet, le radical 1 est moins stable que
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celui de la structure précédente. Le clivage en position alpha puis la décarbonylation méne
ensuite a la formation du radical 2. Dans ce mécanisme, la source de soufre est la cystéine. Le
triplet de la riboflavine oxyde la cystéine par transfert d’électron pour former le radical

sulfhydryle 3. Aprés recombinaison radicalaire entre 2 et 3, le MBT est obtenu (Schéma 1.3).*

Riboflavine (Rf)

0@ ¢ hv

J

SRf
Transfert d'électron

-
- of\(o
o

Isohumulones Abstraction d'hydrogéne
inter- ou intramoléculaire

)\/ I, IijLNH

. y N"NTTo
0= - Rf: \OH

A\ Clivage en alpha HOYNAOH

du carbonyle oH

Décarbonylation
HS. MBT
D i
2
3 SH
Cro)t
NH,
Cystéine HO\’H\/SH
0]

Schéma 1.3 : Mécanisme de formation du MBT a partir d'isohumulones par irradiation sensibilisée avec la
riboflavine.

Il suffit que quelques millimoles d’isohumulones réagissent pour détecter un go(t de
lumiére et il est donc nécessaire de protéger la biere de la lumiére.> Afin de minimiser
I'apparition de ce défaut dans la biere, les industriels peuvent utiliser deux types de

protection : la protection physique ou I'amélioration de la stabilité du produit.
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La protection physique consiste a utiliser les bouteilles en verre les plus opaques
possibles. C’'est pourquoi les bouteilles commercialisées sont majoritairement de couleur
verte ou brune. Comme l'indique la Figure 1.1, la transmission de la lumiére dépend de la

couleur du verre utilisée.

— 2000-
8 bouteille blanche
—_
E \
£ 1500 bouteille bleue
Q
—
© \
:§ 1000 = bouteille verte
c
=
2 500
)
c
3
S

0 bouteille brune/

1 1 1 I 1 1
300 400 500 600 700 800

Longueur d’onde (nm)

Figure 1.1 : Transmission de la lumiére par différents types de verre en fonction de la longueur d'onde.*®
Reproduit avec permission.

Les bouteilles brunes offrent la meilleure protection car elles filtrent jusqu’a 98% des
rayons lumineux dans la région UV-Visible. Certains industriels choisissent également d’utiliser
des récipients en aluminium pour protéger leurs biéres. Ce packaging est trés efficace pour
contrer I'apparition du go(t de lumiére.'” Cependant, le récipient en aluminium souffre d’une
mauvaise image car il est associé a des bieres de basse qualité mais ce type de contenant tend

a étre de plus en plus utilisé.

Certains fabricants préferent utiliser des méthodes chimiques pour éviter que le go(t
de lumiére ne se développe dans la biere. En effet, les consommateurs aiment voir le produit
gu’ils dégustent et les bouteilles opaques le masquent. Ainsi, depuis 1974, un procédé peut
étre utilisé pour extraire les humulones du houblon et les transformer en isohumulones en
amont du brassage.®® Il est aujourd’hui utilisé pour de nombreuses biéres produites dans le
monde. Cette méthode permet d’extraire les humulones présentes dans la biere et de les
chauffer afin de les transformer en isohumulones. Il est alors possible de doser les

isohumulones afin de donner I'amertume souhaitée a la biére, ce qui est trés intéressant pour
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les fabricants. Ensuite, ces isohumulones sensibles a la lumiére peuvent étre transformées en
molécules moins sensibles a la lumiére tout en gardant des propriétés organoleptiques
similaires. Dans ce procédé, les isohumulones sont réduites en dihydroisohumulones qui
possedent le méme degré d’amertume mais qui sont plus stables photochimiquement.
Néanmoins, une étude de Huavere & al. suggére que les dihydroisohumulones peuvent
également étre sensibles a la lumiére.!> En effet, les auteurs ont mis en évidence la formation
possible de MBT a partir de ces molécules et ont proposé un mécanisme de formation du MBT

incluant une photooxydation par la riboflavine a I'état triplet.

1.2.2 Le got de lumiére dans I'industrie laitiere et les corps gras

Le golt de lumiére peut également se développer dans les produits laitiers tels que le
lait, le beurre ou le fromage et ce phénoméne est connu depuis le début du XX°™e siécle. Il a
été largement étudié et est décrit comme donnant un go(t de mais, d’herbe coupée aigre ou
encore de chou cuit terreux aux produits laitiers.!® Le principal composé a I'origine de la
formation du goGt de lumiére dans les produits laitiers est la riboflavine. C'est en 1879 que le
chimiste Blyth met pour la premiére fois en évidence la présence d’un composé fluorescent
jaune dans le lait.2° Ce composé est ensuite caractérisé et nommé en tant que riboflavine dans

les années 1930. Dans le lait, la concentration en riboflavine est de I'ordre de 1,75 mg/L.%!

Dans les produits laitiers, le go(it de lumiere est principalement formé suite a la
dégradation d’acides aminés (et de protéines) mais il peut aussi étre formé suite a la
dégradation de lipides. Il existe d’autres composés photosensibles dans le lait tels que des
porphyrines ou des chlorines mais a des concentrations plus faibles.?? Les acides aminés
pouvant étre oxydés par la riboflavine sont nombreux et parmi eux, on peut citer la cystéine,
I’histidine, le tryptophane ou la méthionine.?*>?4 Cependant, ce sont les acides aminés soufrés
qui sont a I'origine de la formation du go(t de lumiére car leurs produits de dégradation sont
fortement odorants. Ainsi, il a été prouvé que le principal acide aminé a I'origine du go(t de
lumiére dans le lait est la méthionine.?* De nombreuses études de 1960 a 1990 proposent que
la méthionine peut réagir avec le triplet de la riboflavine pour former le méthional?>2® qui est
ensuite dégradé en composés soufrés volatils malodorants tels que le méthanethiol (MeSH)

ou le diméthyldisulfure (DMDS) (Schéma 1.4). Les premieres études ont attribué le go(t de

11
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lumiére au méthional et les suivantes ont postulé que ce sont en fait les molécules soufrées
volatiles (MeSH et DMDS) issues de la dégradation du méthional qui sont responsables de

I’apparition du go(t de lumiére.?’

NH,
hv + riboflavine + O,
s OH g " CO,+NH;+ \S/\)]\H —®» —SH + S—S
0 N \
Méthionine Méthional MeSH DMDS

Plus récemment, Cardoso & al. ont étudié en détail la réactivité du triplet de la
riboflavine dans le lait et les produits alimentaires en général.?® Ainsi, dans les années 2010,
les auteurs ont proposé deux grands types de mécanismes possibles pour la

photosensibilisation de substrats par la riboflavine (Schéma 1.5).

Mécanisme de type I Mécanisme de type I1

hv
hv
. Rf
102
1 *
o x
2 3Rf lRf*
Croisement inter-systeme Croisement inter-systéme

Substrat S

Dans le mécanisme de type Il, la riboflavine a I'état fondamental est excitée en
riboflavine a I'état singulet. Puis, apres un croisement inter-systéme, un état triplet est formé.
Il réagit ensuite avec I'oxygene a I’état fondamental par transfert d’énergie pour former de
I’oxygene singulet et de la riboflavine a I'état fondamental. Dans le mécanisme de type |, le
triplet de la riboflavine oxyde cette fois un substrat S pour former le radical cation du substrat
et le radical anion de la riboflavine. Si de I'oxygene est ajouté au milieu, il y a formation de

I'anion superoxyde et de riboflavine a I'état fondamental. Le mécanisme de type Il est favorisé
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pour des milieux riches en oxygene et le mécanisme de type | pour des milieux pauvres en

oxygene.

En se basant sur les mécanismes de type | et Il, les auteurs ont alors proposé un
mécanisme de formation du DMDS qui ne fait pas intervenir la formation du méthional et qui

tient compte de la formation d’oxygéne singulet en milieu fortement oxygéné (Schéma 1.6).

?OH 0}
41
Type II ros /+\/ﬁ)}\ OH - = OH
1 NH, NH,
Rearrangemen
de Pummerer
(0] Beta
o fragmentatlon
+
s N oH~
l NH, Mn+1 OOH NH,

k

N
w* MH
- w

- OH + R

(0]

- NH,

Schéma 1.6 : Proposition de la formation du DMDS suite a I’absorption de lumiere par la riboflavine selon un
mécanisme de type I ou de type I1.%

La partie haute de ce mécanisme fait intervenir le mécanisme de type Il, c’est a dire en
présence d’'une forte teneur en oxygéne. La méthionine est oxydée par |I'oxygene singulet pour
former I'espece 1. Aprés plusieurs étapes, I'hydroperoxyde 2 est obtenu. La partie basse,
guant a elle, fait intervenir le mécanisme de type | dans lequel la riboflavine a I'état triplet
oxyde préférentiellement la méthionine. Ainsi, aprés oxydation, il y a formation du radical
anion de la riboflavine et du radical cation de la méthionine. Aprés abstraction d’hydrogéne,
un radical qui réagit avec de I'oxygéne a I’état fondamental est formé pour finalement donner

I’hydroperoxyde 2. Cette espéce est alors dégradée en radical thiométhyle suite a la perte de
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HO et d’'une B-fragmentation. Enfin, la recombinaison radicalaire entre deux radicaux

thiométhyles permet de former le DMDS.

Les lipides peuvent étre dégradés de plusieurs facons. Tout d’abord, il peuvent réagir
avec l'oxygene a I'état fondamental selon un mécanisme radicalaire classique (initiation,
propagation, terminaison).?! Les lipides deviennent réactifs suite a une réaction d’abstraction
d’hydrogéne engendrée par un initiateur tel qu’un métal ou de la chaleur. Ce type d’oxydation
ne fait pas intervenir la riboflavine et n’est donc pas le résultat d’un goGt de lumiére méme si
les produits formés peuvent étre des composés soufrés volatils. Bien que le lait contienne
majoritairement des acides gras saturés (environ 2/3 des lipides), il contient également des
acides gras insaturés tels que l'acide oléique ou I'acide linoléique.?® Ces derniers sont
particulierement sensibles a I'oxygene singulet formé apres réaction de I'oxygene
fondamental avec la riboflavine a I'état triplet. Les acides gras insaturés peuvent former des
produits d’oxydation primaires : les hydroperoxydes (Schéma 1.7). Ces composés peu stables
se décomposent ensuite en de nombreux produits d’oxydation secondaires tels que des
aldéhydes (pentanal, hexanal...)?>3° ou des composés soufrés volatils (MeSH, DMDS)?”3%32, En
outre, plus I'acide gras posséde d’insaturations et plus son taux d’oxydation est élevé du fait

de la forte mésomérie présente dans ces molécules.?3

SRf* _— 102*
1o 2* +RH —— » ROOH (hydropéroxyde)

R = acide gras insaturé

Selon un mécanisme alternatif et trés fortement minoritaire, la riboflavine a I'état
triplet peut également arracher un hydrogene a un acide gras insaturé pour former un radical

libre qui réagit avec I'oxygeéne a I'état fondamental (Schéma 1.8) :2%28

SRE‘+RH ——— » R

R = acide gras insaturé
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De nombreuses études montrent que les longueurs d’onde entre 300 et 500 nm sont
responsables de I'apparition du godit de lumiére dans les produits laitiers.3*3> Cela s’explique
par le fait que les rayons UV sont plus énergétiques et par le fait que la riboflavine absorbe
majoritairement la lumiére UV et la lumiere bleue. Cependant, une étude de Trine & al. a
montré que des longueurs d’onde entre 500 et 700 nm peuvent également mener a la
formation de défauts dans le lait.?? Cela serait d{i a la présence de dérivés de chlorophylles et
de porphyrines qui absorbent la lumiére dans cette gamme de longueurs d’onde et qui jouent

le réle de photosensibilisateurs dans ces réactions.

La formation du go(t de lumiere dans les produits laitiers et ceux contenant des acides
gras est le résultat d’'un mélange de produits de dégradation issus d’acides aminés et de
lipides. Les produits soufrés volatiles, du fait de leur seuil de perception bas (0,2 pg/L pour le
méthanethiol et 19 pug/L pour le DMDS dans le lait), contribuent majoritairement a ce défaut.3®
Ces produits de dégradation issus de photoréactions peuvent étre formés directement suite a
une réaction entre la riboflavine a I'état triplet et les constituants du lait par transfert
d’électron (mécanisme de type 1) ou bien a travers la formation d’oxygéne singulet

(mécanisme de type Il).

Les produits laitiers étant des aliments susceptibles de développer un go(t de lumiére,
il est indispensable de les protéger. Comme pour la filiere brassicole, les industriels peuvent
utiliser deux types de protection : la protection physique ou I'amélioration de la stabilité du
produit. La protection physique la plus répandue afin de protéger le lait est I'utilisation
d’emballages compléetement opaques tels que le polyéthylene haute densité (PE-HD) en mono
ou en multicouches.?” Ce type de polymére posséde deux avantages : il est complétement
opaque vis-a-vis de la lumiere et il est également étanche a I'oxygéne. Ce contenant permet
donc d’éviter la formation du go(t de lumiéere dans le lait. Des études sur d’autres types de
contenants ont également été menées. Ainsi, du polytéréphtalate d’éthylene (PET) avec des
38

pigments de couleur ou des filtres UV peut également étre utilisé mais il est moins efficace.

Dans tous les cas, les contenants transparents sont a proscrire.

Le développement de méthodes permettant d’améliorer la stabilité du produit a

également été envisagé mais elles ne sont pas utilisées par les fabricants car elles sont plus
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coliteuses et moins efficaces. En 2005, une étude menée par Van Aardt & al. a évalué
I'efficacité de I'ajout d’antioxydants naturels et artificiels afin de protéger les lipides du lait. 1°
Les auteurs ont montré que I'ajout d’antioxydants de synthése est efficace pour protéger le
lait mais il est nécessaire d’en ajouter régulierement et il n’est plus possible de le faire une
fois le lait embouteillé. Une étude menée par Jung & al. en 1998 a également montré que
I’'ajout d’acide ascorbique au produit permet de diminuer la quantité de DMDS formé, ce qui

a été confirmé par une amélioration du profil gustatif du lait par un panel sensoriel.?’

Certaines études ont également évalué I'efficacité de produits naturels a désactiver le
triplet de la riboflavine. La crocine est un caroténoide hydrophile naturel qui possede des
propriétés médicales et qui est présente dans le safran et certaines plantes. C'est une
molécule tres soluble dans I'eau en raison de la présence de chaines latérales

polyhydroxylées (Figure 1.2).
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En 2012, @yangen & al. se sont intéressés a la chimie de la crocine afin de protéger les
produits laitiers.3> Leurs travaux montrent que la crocine peut désactiver I'état triplet de la
riboflavine par transfert d’électron et par transfert d’énergie. Ainsi, la présence de crocine

accélére la décroissance exponentielle de I'état triplet de la riboflavine (Figure 1.3).
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007 10' Molécule k (M‘l.cm‘l)
s A | Crocine 9,00 x 108
0.0 E | A

e Cystéine 9,82 x 10’

0.02 0.04
[C]/mM

Histidine 7,93 x 107
Meéthionine 4,52 x 10’
Tryptophane 1,79 x 10°

Tyrosine 1,25 x 10°

Time/ps

Figure 1.3 : (a gauche) : Décroissance exponentielle de I'état triplet de la riboflavine sans crocine (courbe du
haut) puis avec crocine a différentes concentrations a pH = 7 et a 296 nm. (a droite) : Constantes de vitesse de
désactivation de I'état triplet de la riboflavine.?* Reproduit avec permission.

Le tableau de la Figure 1.3 exprime les constantes de vitesse de désactivation de I’état
triplet de la riboflavine. La constante de vitesse de désactivation de la riboflavine avec la
crocine est plus grande que celle de la désactivation avec la méthionine. Cependant, ces
résultats sont a nuancer avec une autre étude de Cardoso & al. qui montre que la crocine ne
peut pas désactiver I'état triplet de la riboflavine a des pH plus acides.?® Les auteurs ont
également évalué l'efficacité des tocophérols, du trolox, de l'ascorbate et d’autres
caroténoides a réagir avec le triplet de la riboflavine a un pH de 6,4.3° lls ont montré que les
tocophérols, le trolox et les ascorbates peuvent réagir efficacement avec le triplet de la
riboflavine, contrairement aux caroténoides. Ces espéces peuvent protéger le lait de la
formation du goQt de lumiere en désactivant préférentiellement le triplet de la riboflavine par

rapport a 'oxygéne ou les acides aminés soufrés.

1.3 Le go(t de lumiere dans l'industrie du vin et du Champagne

1.3.1 Définition et caractéristiques

La lumiére est considérée comme un danger pour le vin dés le XVIII®Me sjécle.
Cependant, ce n’est qu’au début des années 1980 que ce phénomeéne a réellement été étudié
en détail. Trois principaux facteurs sont a I'origine de I'augmentation du goQt de lumiére dans

le Champagne.*”® Premiérement, le mode de commercialisation du Champagne a été
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grandement modifié. En effet, le commerce de proximité a diminué au profit des ventes en
grandes surfaces et les bouteilles sont donc exposées pendant plus longtemps a la lumiere sur
les étalages. De plus, le verre utilisé pour fabriquer les bouteilles a progressivement été
modifié. La mise en place du recyclage du verre a entrainé des changements dans sa
composition et son pouvoir filtrant a diminué. Enfin, la composition du vin a également changé
du fait de I’évolution des modes de culture et des méthodes de vinification. Partant de ce
constat, des dispositions ont été prises afin de minimiser I’apparition du go(t de lumiere. Cela
se traduit notamment par la modification du type d’éclairage ainsi que par 'utilisation de

verres ayant un pouvoir de protection plus important.

Le golt de lumiere dans le vin et le Champagne peut étre décrit ainsi: c’est une
modification olfactive et gustative du produit suite a une exposition prolongée a la lumiere
artificielle ou naturelle. Ce défaut entraine I'apparition d’odeurs rappelant le chou cuit, le
chou-fleur ou encore la serpillére.4%4! Au niveau gustatif, le vin développe une amertume
prononcée. Ce défaut est généralement observé dans les vins blancs et les vins effervescents
mais il peut aussi apparaitre dans les vins rosés. Le vin rouge est moins a risque car il possede
une couleur plus foncée ainsi que des tanins qui sont de trés bons antioxydants.*? Le graphique
ci-dessous indique les spectres de transmission de différents types de vin en fonction de la
longueur d’onde (Figure 1.4).*3 Les longueurs d’onde critiques correspondent aux maximum
d’absorption de la molécule responsable du golt de lumiére dans les vins blancs et les

Champagnes : la riboflavine.
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Figure 1.4 : Transmission de différents types de vin en fonction de la longueur d'onde (%). (1) = vin blanc ; (2)
= vin rosé ; (3) = vin rouge.** Reproduit avec permission.

Le Champagne est potentiellement plus sensible aux rayonnements lumineux que le
vin car il est plus riche en acides aminés et en riboflavine. En effet, celui-ci est élevé sur lies et
est en contact pendant au moins douze mois avec les restes de levures ce qui lui confére cette
richesse en acides aminés et en riboflavine.** La composition des vins blancs élevés sur lies

ainsi que des vins effervescents est présentée dans le Tableau 1.1.

Composé Concentration

Riboflavine 160 a 320 pg/L**
Méthionine 8-10 mg/L%
Sulfites libres 20-185 mg/L*
Sucres 3-50 g/L¥

pH 3.3,5%
Acide tartrique 2-6 g/L®
Ethanol 11-13 %*8

Tableau 1.1 : données sur la composition des vins blancs élevés sur lies et des vins effervescents.
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De plus, les vins et les Champagnes contiennent de nombreuses espéces soufrées
volatiles. Lors de la formation du go(t de lumiére, les concentrations en méthanethiol,
diméthyldisulfure et diméthyltrisulfure augmentent.** Le Tableau 1.2 résume les notes
aromatiques ainsi que les seuils de perception associés a plusieurs espéeces soufrées pouvant

étre présentes dans les vins.

Composés Note aromatique Seuil de perception olfactif
Sulfure d'hydrogéne Soufré, ceuf pourri 1 -2 pg/L dans le vin®°
Méthanethiol Chou cuit, putréfaction 1,8 — 3,1 pg/L dans le vin blanc®?
Diméthyldisulfure Chou cuit, oignon 20 - 45 pg/L dans le vin blanc
Diméthylsulfure Chou, asperge 10 — 160 pg/L dans le vin
Méthional Purée, oignon 0,5 pg/L dans le vin
Diméthyltrisulfure Oignon, légumes 0,1 pg/L dans la biére>?

Tableau 1.2 : Seuils de perception olfactifs et notes aromatiques de quelques espéces soufrées.>?

Le processus de formation du golt de lumiére dans les vins et les Champagnes est en
partie similaire a celui observé dans le lait. En effet, c’est la photooxydation des acides aminés
soufrés par la riboflavine qui est a I'origine de la formation des espéce soufrées volatiles
malodorantes.*® Cependant, le mécanisme est largement moins décrit dans la littérature que

pour le lait ou la biére.

1.3.2 Parametres pouvant favoriser I'apparition du goGt de lumiere dans les vins et les
Champagnes
Les vins et les Champagnes sont des produits complexes contenant de nombreuses
molécules. La riboflavine, les acides aminés soufrés et la longueur d’onde d’émission de la
lumiére sont les principaux facteurs pouvant influencer la formation du go(t de lumiere mais
d’autres composés présents dans cette matrice complexe peuvent également jouer un réle. Il
est donc nécessaire de prendre en compte tous les composés pouvant avoir une influence sur

la formation du go(t de lumiere pour comprendre pleinement son apparition.
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1.3.2.1 Lalongueur d’onde de la source lumineuse

Le spectre d’émission de la source lumineuse a un impact important sur la formation
du go(t de lumiére. En effet, la riboflavine posséde des maximums d’absorbance entre 300 et
500 nm. Il faut éviter d’utiliser des sources lumineuses contenant des longueurs d’onde
d’émission entre 300 et 500 nm et il faut donc privilégier I’utilisation de lumiéres orange par
exemple. Le type de lampe choisi pour I'éclairage des caves chez les producteurs de

Champagne joue donc un réle important dans la formation du goGt de lumiere.
1.3.2.2 La riboflavine

La riboflavine est une vitamine qui a pour la premiére fois été mise en évidence par
Blyth en 1879%°. Ce composé a ensuite été étudié plus en détail par Chick & Roscoe> puis par
Gyorgy>>, Kuhn® et Karrer®”. Il a été isolé dans des aliments et le vin plus tard au cours du
XXéme sigcle. Son nom vient de « flavus », qui signifie jaune en latin. La riboflavine est
photosensible, photooxydante et posséde une solubilité limitée dans I'eau (0,07 g/L a 20°C).%°
On la trouve dans de nombreux aliments a la fois d’origine animale et végétale. La riboflavine
est présente a haute concentration dans les ceufs, le foie, les produits laitiers et les boissons
alcoolisées fermentées telles que la biére et le vin.?® C'est d’ailleurs cette molécule qui
contribue a donner au vin blanc sa couleur jaune caractéristique. La structure de la riboflavine

est présentée ci-dessous (Figure 1.5).
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La molécule de riboflavine comporte un noyau isoalloxazine qui lui confere son
caractere photosensible ainsi qu’une chaine D-ribityle. La riboflavine est un oxydant fort qui
peut réagir avec des radicaux libres susceptibles d’endommager I’ADN. Les hommes et les
animaux ne peuvent pas synthétiser la riboflavine et doivent donc se la procurer par leur
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alimentation. En effet, seuls certaines plantes et micro-organismes peuvent la synthétiser.
Cependant, sous l'action de flavokinase ou de FAD synthétase, la riboflavine peut étre
respectivement transformée en ses formes biologiquement actives : la FMN et la FAD. La FMN
correspond a de la riboflavine phosphorylée et la FAD a de la riboflavine adénylée (Figure 1.6).
Elles participent en tant que co-facteurs dans les flavoprotéines pour une grande variété de
réactions métaboliques. La formation de FMN et FAD est fortement dirigée par la nutrition,
les hormones et les médicaments. Par exemple, 'enzyme NADPH cytochrome P450 contient

du FMN et de la FAD en tant que groupes prothétiques.>®

Riboflavine (Rf) Flavine mononucléotide (FMN) Flavine adénine dinucléotide (FAD)
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Les propriétés physico-chimiques des flavines leur sont conférées par leur cycle
isoalloxazine. En effet, la riboflavine existe sous plusieurs états d’oxydo-réduction : la forme
oxydée, la forme semi-quinone réduite d’un seul électron et la forme hydroquinone
complétement réduite. Ces états redox jouent un réle sur la géométrie du cycle isoalloxazine
puisque les formes oxydées et semi-quinones sont planes contrairement a la forme

hydroquinone (Figure 1.7).>°
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Dans les vins, la riboflavine est produite par la fermentation alcoolique des baies de
raisin suite a I'action spontanée des levures, puis par I'ajout de levures supplémentaires
(ensemencement). En général, la teneur en riboflavine serait de 8 a 133 pg/L dans les vins
blancs et de 0,47 a 1,9 ug/L dans les vins rouges.* Une autre étude menée sur des vins italiens
expose des teneurs similaires pour les vins blancs mais des valeurs beaucoup plus importantes
pour les vins rouges : entre 156 et 292 ug/L.%° Ces différences peuvent s’expliquer par le type
de vin ainsi que par la méthode d’analyse utilisés qui ne sont pas les mémes. Les vins
effervescents contiennent en général plus de riboflavine car ils sont élevés sur lies : entre 160
et 318 pg/L.** Logiquement, la plupart des vins ayant une concentration en riboflavine
importante ont plus de chance de développer un go(it de lumiére. Cependant, une étude
menée en 2000 par Mattivi & al. présente certains résultats surprenants.®! En effet, les auteurs
ont montré que certains vins contenant une concentration en riboflavine importante (autour
de 150 pg/L) ne développent pas le golt de lumiére tandis que certains ayant des
concentrations en riboflavine plus modestes (autour de 100 pg/L) développent un golt de
lumiére important. Il existe donc d’autres facteurs que la concentration en riboflavine qui
peuvent influencer I'apparition du go(t de lumiére. Les auteurs suggérent que la teneur en
polyphénols ou la présence d’ions métalliques joueraient un role mais sans en apporter la

preuve directe.
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Il est possible de classer les vins et les Champagnes en fonction du risque qu’ils
développent un golt de lumiére. Ainsi, on considere qu’une concentration en riboflavine
supérieure a 200 pg/L entraine un risque important d’apparition du go(t de lumiére alors
qu’une concentration inférieure a 50 pug/L le minimise.®? Le Tableau 1.3 permet de résumer

les concentrations en riboflavine ainsi que les sensibilités pour chaque vin :

Type de vin Blancs Rouges Effervescents

Teneur en riboflavine

83250 0,5 2 290 160 3 320
(ng/L)

Sensibilité Faible a forte Faible Moyenne a forte

Tableau 1.3 : Sensibilité des différents types de vin en fonction de leur teneur en riboflavine.

1.3.2.3 Les acides aminés

La formation du go(t de lumiére dans un vin ou un Champagne est due a la
photooxydation d’acides aminés soufrés par la riboflavine menant a la formation d’espéces
soufrées volatiles malodorantes. Une étude de Fracassetti & al. a montré qu’il existe une
corrélation entre la concentration en méthionine dans un vin et sa sensibilité face a la
formation du goQt de lumiére.®2 Ainsi, plus un vin contient de méthionine et plus il est a risque.
Au pH du vin et du Champagne (autour de 3,5), la méthionine se trouve sous la forme

zwitterionique (Figure 1.8) :

Hy* H;" NH
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Figure 1.8 : Formes chimiques dominantes de la méthionine en fonction du pH.

Dans les vins, la méthionine et la cystéine ne sont pas les acides aminés présents a la
plus forte concentration mais ils sont les seuls a mener a la formation du go(t de lumiére. En
moyenne, la méthionine est présente dans les Champagnes a une concentration de 10 mg/L
et la cystéine n’est quasiment pas présente.*> Cependant, I’élevage sur lies de certains vins
blancs et des Champagnes peut modifier les quantités d’acides aminés présentes dans les
vins.3 En effet, le Champagne s’enrichit en de multiples composés incluant les acides aminés

et la riboflavine.? C’est pour cette raison que tous les vins n’ont pas la méme sensibilité face a
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I'apparition du go(t de lumiere et que, dans certains cas, celle-ci peut augmenter avec la durée

de I'élevage sur lies.
1.3.2.4 Les glucides et les sulfites

Les sucres et les sulfites sont les composés les plus abondants dans les vins apres
I’éthanol. En effet, selon le type de Champagne, la concentration en sucres varie de 3 a plus
de 50 g/L.*’ Les concentrations en sulfites libres se situent entre 20 et 185 mg/L.*® En 1999,
Silva & al. ont montré que le glucose est lentement oxydé en présence de riboflavine et d’une
source de lumiere. Les auteurs ont montré que la cinétique de photoconversion du glucose
est proportionnelle  la concentration en riboflavine.®* Cependant, ce phénoméne est favorisé
pour des pH neutres ou basiques. La dégradation du glucose serait également moins efficace
gue celle des acides aminés ou des lipides. Certains sucres peuvent également réagir avec des
ions sulfites via le mécanisme présenté dans le Schéma 1.9. En effet, en 1953, Braverman a
montré que les sulfites peuvent réagir avec la fonction aldéhyde des monosaccharides
réducteurs (par exemple le glucose) par addition nucléophile.®> Cependant, cette addition ne
peut se faire que sur les sucres a chaine ouverte et pas sur les sucres sous forme cyclique. Ces

deux formes sont en équilibre en solution aqueuse.
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L’équilibre qui en résulte dépend fortement de la structure du sucre, de sa
concentration et surtout du pH de la solution étudiée. Un pH compris entre 5 et 7 serait

optimal pour former ces complexes tandis que des pH acides favoriseraient leur dissociation.
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Des expériences préliminaires effectuées par M. Lahoucarde en 2016 au sein du laboratoire
ont montré que la présence d’'un mélange sucre / bisulfite de sodium peut ralentir la

dégradation de la riboflavine lors de la formation du go(t de lumiére.®®
1.3.2.5 Les fongicides et pesticides

De nombreuses maladies telles que le « mildiou » ou le « botrytis » peuvent affecter la
qualité de la vigne et, par conséquence, la qualité du vin. Afin de s’en protéger, certains
viticulteurs choisissent d’utiliser des fongicides et des pesticides. Cependant, I'utilisation de
pesticides est trés reglementée dans la viticulture et ils sont présents a I'état de traces. Ces
produits contiennent des molécules soufrées telles que les dithiocarbamates qui se réduisent
en acides dithiocarbamiques en milieu acide. Ces composés sont peu stables et se
décomposent en isothiocyanates ainsi qu’en composés soufrés tels que le sulfure d’hydrogéne

et le disulfure de carbone (Schéma 1.10).%

- R-N —H -
WBRNR ot 20 = & == CS, + H,S + (X N
R_'N\n/s R_I/\l?\n/—S/TH n R-N=C=S§
H S H S Isothiocyanate
Dithiocarbamate Acide dithiocarbamique

Ces espéces sont fortement odorantes et peuvent participer au développement d’une

odeur soufrée non désirée.

L'acéphate est une molécule présente dans de nombreux insecticides et contient un
substituant thiométhyle. L’hydrolyse lente de cette molécule peut conduire a la formation de
méthanethiol et de DMDS. Le Schéma 1.11 ci-dessous résume le mécanisme de formation de

ces espéces soufrées volatiles.*
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Il est important de préciser que I’hydrolyse de I'acéphate se fait tres lentement et que
cette molécule est actuellement interdite pour traiter les vignes. Les dithiocarbamates et
I’acéphate ne ménent donc pas a la formation du golt de lumiére car ce n’est pas |'action de
la lumiére qui entraine I'apparition de ces défauts. Cependant, les produits de dégradation
sont similaires a ceux formés lors de I'apparition du goQt de lumiére et il faut donc étre

sensibilisé a I’existence de ces sources de soufre.
1.3.2.6 Les esters d’acide gras

Une étude menée par D’Auria en 2003 suggére que la dégradation des esters d’acide
gras peuvent modifier le profil aromatique du Champagne.*! En effet, les auteurs postulent
gue les esters sont oxydés suite a I'action de la riboflavine a I'état triplet selon un mécanisme
similaire a celui existant dans les produits laitiers. Cependant, la décomposition des esters est

seulement de I'ordre de 9% dans des solutions modeles.

1.3.3 Etat del'art sur la compréhension du mécanisme de formation du go(t de lumiére

dans les vins et les Champagnes

En 1983, Maujean & al. ont mis en évidence la formation d’espéces soufrées volatiles
suite a I'irradiation d’une solution modele contenant de la méthionine, de la cystéine et de la
riboflavine.?® Ils ont alors observé la formation de sulfure d’hydrogéne, de méthanethiol et de
DMDS. Les auteurs ont également montré que I'ajout de méthionine, de cystéine et de
riboflavine a du Champagne accélere la formation des espéces soufrées volatiles pendant
I'irradiation du produit. Dans cette étude, Maujean & al. ont également mesuré I'absorbance
des solutions irradiées et ils ont mis en évidence la réduction de la riboflavine. En effet, la
riboflavine a I’état réduit est incolore et I'absorbance des solutions avait diminué. Ils en ont

donc déduit que I'exposition du vin et du Champagne a la lumiére excite la riboflavine vers un
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état singulet qui, apres croisement inter-systeme, forme un état triplet. Celui-ci oxyde ensuite
la méthionine par transfert d’électron. Maujean & al. ont alors proposé le mécanisme

présenté sur le Schéma 1.12 pour expliquer la formation du méthanethiol et du DMDS.
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Dans un premier temps, la riboflavine absorbe un photon pour former un état excité
singulet qui évolue vers un état triplet par un croisement inter-systéme. Cet état triplet oxyde
ensuite la méthionine par transfert d’électron photoinduit. Il y a alors formation du radical
cation de la méthionine et du radical anion de la riboflavine. Ensuite, une décarboxylation
intramoléculaire s’opére pour conduire a la formation d’un radical a-ammonium. Le radical
anion de la riboflavine peut alors déprotoner le radical a-ammonium pour former une
molécule de riboflavine & I'état semi-réduit et un a-amino radical. Apres abstraction
d’hydrogene par la riboflavine, il y a formation d’une imine ainsi que de riboflavine a I'état
complétement réduit. Aprés hydrolyse de l'imine, il y a formation d’ammoniaque et de
méthional. Le méthional peut ensuite subir une réaction de type rétro-Michael pour former
I'acroléine et le méthanethiol qui, par oxydation directe, forme le DMDS. Ce mécanisme est

communément admis dans la littérature et est souvent cité en tant que référence pour

expliquer la formation du go(t de lumiéere dans les vins et les Champagnes.

En 1967, Yang & al. ont montré qu’en présence de lumiéere et de FMN (une forme

biologiquement active de la riboflavine), la méthionine est dégradée en éthyléne.®” Selon les
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auteurs, il existe plusieurs chemins de dégradation de la méthionine en éthylene. La premiere
se fait selon un mécanisme similaire a celui proposé par Maujean & al. : la FMN a I'état triplet
oxyde la méthionine par transfert d’électron photoinduit et aprés plusieurs étapes, il y a
formation de méthional, de dioxyde de carbone et d'ammoniaque. Ensuite, la FMN a I’état
triplet oxyde le méthional pour former le radical anion de la FMN et le radical cation du
méthional. Comme leurs expériences ont lieu en milieu basique (pH = 8,5), une addition
nucléophile des ions HO™ permet de former le méthanethiol, le DMDS, I'éthyléene et I'acide

formique (Schéma 1.13).

0 N 3 Plusieurs étapes
S O + \ . 0
-~ 0) \I:I NH; + Hk/\s/ +CO,

NH, —_—

o) Méthional
Méthionine 3FMN"
N_ 3

Transfert | ~
d'électron ~®

photo-induit N

SFMN"
(0]

Addition

0 s o
nucléophile )
2 tTe  |+2HO 2 +e 2 MeSH + 2 CH,=CH, + 2 HCOOH
H)K/\S/ HO)\J\S/ 2 2

Méthanethiol; Ethyléne; Acide formique

On retrouve dans ce mécanisme la plupart des especes formées dans celui de Maujean
& al. Cependant, la formation d’éthyléne n’est pas expliquée dans le mécanisme de Maujean
& al. en raison du pH acide du Champagne et donc de I'absence d’anions hydroxyles. Ces deux
mécanismes ne proposent également pas le méme schéma réactionnel pour la formation du

méthanethiol et du DMDS.

Selon Yang & al., la méthionine peut aussi étre dégradée selon un autre mécanisme
qui mene a la formation d’éthyléne, de méthanethiol, de DMDS, d’ammoniaque et d’acide

formique suite a un transfert d’électron photoinduit entre la FMN a I'état triplet et la
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méthionine.®’ Ces auteurs ont montré par des expériences de radio-tracage que I'éthyléne
provient des carbones en position 3 et 4 de la molécule de méthionine, que le méthanethiol
et le DMDS proviennent du carbone 5, que I'acide formique provient du carbone 2 et que le
dioxyde de carbone provient du carbone 1, sans donner de mécanisme de formation précis

pour cette voie (Figure 1.9).

o)
S22
5/ 4 Lo
NH;"

Les auteurs précisent que le rendement d’éthylene formé avec leurs conditions

expérimentales serait d’environ 50% pour chaque mécanisme de formation

Plusieurs études sur le mécanisme de formation du go(t de lumiére ainsi que sur des
moyens d’empécher son apparition ont été réalisées par Fracassetti & al. En 2017, ces auteurs
ont publié une étude sur l'influence du type de levure utilisé pour la fermentation du vin sur
la production de riboflavine.®? Ils ont montré que la quantité de riboflavine obtenue apres
vinification est directement dépendante du type de levure utilisé et des nutriments qui la
composent (sur 15 souches, entre 30 et 170 pg/L de riboflavine ont été mesurés avec 3
souches ayant une concentration supérieure a 100 pg/L). Par ailleurs, la contribution en
riboflavine présente initialement dans les raisins avant la fermentation est souvent minoritaire
(entre 3 et 60 pg/L).%8 Pour rappel, un vin est considéré comme a risque pour des teneurs en
riboflavine supérieures a 100 pg/L.5* Afin de limiter le risque d’apparition du godt de lumiére,
les auteurs préconisent donc l'utilisation de levures qui entrainent de faibles teneurs en
riboflavine et en méthionine. En effet, les levures qui ménent a de fortes concentrations en

riboflavine produisent également de forts taux en méthionine.5?

Pour des vins artificiels a forte teneur en riboflavine (350 pg/L) et donc a risque face a
I'apparition du golt de lumiere, Fracassetti & al. ont montré qu’un traitement avec des
adsorbants inorganiques tels que du charbon actif ou de la bentonite a haute concentration

permet de diminuer jusqu’a 100% de la quantité initiale de riboflavine. (Figure 1.10).
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120

Riboflavine résiduelle (%)

Figure 1.10 : Concentration résiduelle en riboflavine dans des solution modéles de vin contenant 350 ug/L de
riboflavine et traitées avec de la bentonite (BEN6) et du charbon (CHA1 et CHA2) a plusieurs concentrations.?
Reproduit avec permission.

Le charbon actif et la bentonite ont la propriété d’adsorber la riboflavine. Cependant,
les résultats sur des vins authentiques sont plus contrastés du fait de la compétition avec
d’autres especes telles que les protéines ou les phénols (Tableau 1.4). En effet, méme avec
100 mg/L de charbon et 24h de traitement, une diminution de 71% de la quantité résiduelle

de riboflavine au maximum est observée.

Riboflavine résiduelle (%)

Vin de type Chardonnay Solution modéle de vin

Charbon activé (mg/L)
2h 24 h 2h 24 h
0 100 100 100 100
5 88 85 43 35
10 84 83 13 8
50 46 42 0 0
100 30 29 0 0

Tableau 1.4 : Effet de la concentration en charbon activé et du temps de traitement sur la quantité résiduelle
en riboflavine dans des solutions modéles de vin et dans du Chardonnay (350 ug/L de riboflavine pour chaque
échantillon).5?

La diminution de la concentration en riboflavine peut entrainer une atténuation de la

couleur du vin obtenu. En effet, la riboflavine contribuant a la coloration caractéristique des
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vins blancs, une diminution de la quantité de riboflavine dans le vin peut donc étre
problématique. De plus, ces adsorbants ne sont pas sélectifs de la riboflavine et ils peuvent

adsorber d’autres espéces ce qui peut avoir comme effet de modifier le profil sensoriel du vin.

Dans une autre étude publiée en 2019, Fracassetti & al. ont montré que
I’augmentation de la concentration en méthionine dans des solutions modéles de vin entraine
I’augmentation de la concentration en espéces soufrées volatiles formées.?® En fait, la
concentration en méthionine aurait méme un impact plus important que celle de la
riboflavine. La concentration en méthionine obtenue dans le vin a l'issue de la fermentation
est donc également un facteur prépondérant dans la formation du go(t de lumiére. De plus,
les auteurs ont évalué I'influence de I'ajout de tanins hydrolysables sur la formation du go(t
de lumiere dans des solutions modeéles de vin. L'ajout de tanins permet de diminuer la
guantité d’espéces soufrées volatiles formées en conditions aérobie et anaérobie car ils
entrent en compétition avec la méthionine et I'oxygene pour réagir avec le triplet de la
riboflavine. D’un point de vue cenologique, I'ajout de tanins n’est pas sans conséquence sur le
vin. En effet, I'ajout de tanins peut modifier la sensation du vin en bouche. Cependant, la
concentration ajoutée pour cette étude (40 mg/L) ne devrait pas augmenter 'amertume du
vin.®? Cette étude ayant été réalisée sur des solutions modéles, Iefficacité de ’ajout de tanins

sur des solutions authentiques doit encore étre prouvée.

Enfin, dans cette étude, les auteurs ont évalué 'effet de I'ajout de sulfites sur la
dégradation de la méthionine. Les auteurs ont montré que l'ajout de SO; entraine une
dégradation de la méthionine plus importante en condition aérobique. En effet, le SO;
consomme indirectement de |’'oxygene en réagissant avec des produits d’oxydation tels que
le peroxyde d’hydrogene ou les o-quinones ce qui entraine une accélération du taux de
consommation de 'oxygéne.** Cela a pour effet de favoriser un mécanisme de type | dans
lequel la riboflavine oxyde la méthionine. Cependant, I'analyse sensorielle montre que la
perception du go(t de lumiere est atténuée lorsque du SO est ajouté. Cela est possiblement
dd a I'oxydation du méthanethiol formé en son sulfoxyde correspondant et a I’oxydation de

la méthionine en méthionine sulfoxyde.
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1.4 La photochimie de la riboflavine

La formation du go(t de lumiére dans les vin et les Champagnes est due a la réaction
entre la riboflavine a I'état triplet et des acides aminés soufrés. C'est donc la riboflavine qui
est I'élément déclencheur de I'apparition de ce défaut. Afin de pleinement comprendre ce

phénomeéne, il est donc nécessaire de connaitre en détail la photoréactivité de la riboflavine.

1.4.1 Rappels théoriques de photochimie”®

1.4.1.1 Absorption de la lumiere par des molécules organiques

La photochimie est une science qui étudie les transformations chimiques des
molécules sous I'action de la lumiére. Elle concentre I'ensemble des études dont le but est de
déterminer la nature des états excités réactifs obtenus suite a I'absorption de la lumiere,
notamment ceux qui conduisent a des produits différents des réactifs initialement irradiés. La
photochimie a donc pour but d’étudier et de comprendre les mécanismes chimiques
impliqués apres irradiation d’une ou plusieurs molécules. Selon Planck et la théorie quantique,
I'absorption d’énergie ne se fait pas de facon continue mais est quantifiée. Ainsi, chaque
transition correspond a l'absorption d’un « quantum » d’énergie aussi appelé photon.
L’énergie de ce quantum est égale a E = hy, ou h est la constante de Planck et v la fréquence
de la radiation absorbée. L'énergie nécessaire pour former un état excité se situe dans la

gamme des longueurs d’onde de I'UV-Vis et elle varie selon le type de molécules étudiées.
1.4.1.2 les états excités et leurs transitions électroniques

Lorsqu’une molécule absorbe un photon de lumiere, elle passe de I'état fondamental
a un état excité. Cela correspond a un transfert de densité électronique d’une orbitale vers
une nouvelle. Il existe différents types d’états pour une molécule : les plus courants sont les
états singulets et les états triplets. Cette dénomination est liée a la multiplicité des raies en
spectroscopie. Ainsi, la multiplicité est égale a 2S + 1 ou S correspond au moment résultant de
spin. Pour un état singulet, les spins sont dans des sens opposés donc S = - %+ % =0 et la
multiplicité est égale a 1. Pour un état triplet, les spins sont dans le méme sens doncS=% +

% =1 et la multiplicité est égale a 3.
33



Chapitre 1 : Etude bibliographique

La plupart des molécules ont leurs spins appariés dans leur état fondamental et la
molécule se trouve donc dans un état singulet. Lors de I'excitation de la molécule, la regle de
conservation de spin impose que I'état excité soit également un état singulet. Cependant, cet
état excité singulet peut évoluer en un état excité triplet par un croisement inter-systeme.
Cette inversion de spin est rendue possible par le couplage spin-orbite qui peut étre important
dans les molécules possédant des atomes lourds tels que I'iode ou le brome. La figure ci-
dessous montre les différents niveaux électroniques existant ainsi que leur peuplement

(Figure 1.11) :

LUMO —— l T
Etat Etat Etat
fondamental excité excité

singulet Sy singulet S; triplet T,

Les transitions électroniques d’un état fondamental vers un état excité obéissent au
principe de Franck-Condon.” Ce principe stipule que les transitions électroniques étant trés
rapides comparées aux mouvements nucléaires (environ 101> s), les niveaux vibrationnels
sont favorisés lorsqu’ils correspondent a une modification minime des coordonnées
nucléaires. Il découle ainsi de ce principe que les transitions électroniques entre deux surfaces
d’énergie potentielle peuvent étre représentées par des verticales reliant ces surfaces (Figure

1.12) :
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Energie

Coordonnées nucléaires

Figure 1.12 : Courbes d’énergie potentielle pour I'état fondamental Soet un état excité S1 selon le principe de
Franck-Condon.

De ce fait, la transition électronique verticale intercepte la courbe de potentielle de
I’état excité a un niveau qui correspond a une énergie vibrationnelle et rotationnelle
supérieure a v' = 0, dés que I'état excité ne posséde pas une géométrie identique a I'état
fondamental. Ce type de transition qui correspond a une excitation a la fois électronique et
vibrationnelle est appelée transition vibronique. La configuration de la molécule sur la surface
potentielle de I'état excité peut résulter en un déplacement de la position d’équilibre des
noyaux présents dans la molécule. Il existe donc des effets d’environnement et de solvants.
Dans la Figure 1.12 ci-dessus, ce déplacement de coordonnées nucléaires observé entre |'état

fondamental et I'état excité est appelé qo1.
1.4.1.3 Processus de désactivation des molécules.

Afin de comprendre les différents processus de désactivation possibles des états
excités apres absorption d’un photon, le diagramme de Perrin-Jablonski peut étre utilisé

(Figure 1.13).
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Figure 1.13 : Diagramme de Perrin-Jablonski.”?

Dans ce diagramme, il convient de séparer les processus radiatifs des processus non-
radiatifs. Les processus radiatifs correspondent a une transition qui est accompagnée de
I’absorption ou de I’émission d’un photon : on parle alors de phénomeéne d’absorption ou de
luminescence respectivement. La désactivation radiative peut se faire d’un état singulet vers
un autre état singulet : c’est le phénomene de fluorescence. La durée de vie de I'état excité
singulet est courte (entre 10° et 10”7 s) et la décroissance de fluorescence est donc rapide. La
désactivation radiative peut également se faire entre un état triplet et un état singulet : on
parle alors d’'un phénomeéne de phosphorescence. La décroissance de la phosphorescence est
cette fois-ci plus longue (entre 10 et 103 s). Cela est d{ au fait que cette transition est

interdite par les régles de conservation de spin.

Les processus radiatifs obéissent généralement a la loi de Kasha, un
principe photochimique stipulant qu'aprés I'absorption d'un photon par une molécule dans
I'état fondamental et le peuplement résultant des états excités, I'émission radiative qui
s'ensuit (fluorescence ou phosphorescence) se fait depuis I'état excité de plus basse énergie

(par exemple, depuis I'état S; et non pas depuis I'état S,).
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Les processus non-radiatifs correspondent a des relaxations entre des états
énergétiques différents qui ne s’"accompagnent pas de I'émission de photons. Par exemple, un
état excité Si peut retourner a I'état fondamental Sp par simple dissipation de chaleur. Ce
phénomeéne s’appelle la conversion interne. Elle sera d’autant plus rapide que les niveaux
d’énergies des deux états S1 et So sont proches. Le phénomeéne peut étre décomposé en deux
parties : la premiere étape correspond a une transition non radiative de I'état S; vers un niveau
vibrationnel de I'état fondamental (entre 10° et 108s) qui est iso-énergétique. La deuxiéme
étape correspond a une relaxation vibrationnelle (entre 1013 et 1012 s) au sein méme de I'état
fondamental So. Enfin, il peut se produire un processus de croisement inter-systeme. |l s’agit
d’une transition non-radiative entre deux états électroniques de multiplicité différente.
Typiquement, ce type de processus décrit le passage d’un état singulet de multiplicité 1 a un
état triplet de multiplicité 3. Il y a donc inversion de spin de I'un des électrons non-appariés.
En regardant le phénomene plus en détail, il y a d’abord couplage entre un état singulet S;
vibrationnellement excité et I'état vibrationnel isoénergétique de I'état triplet puis il y a
relaxation jusqu’a I'état vibrationnel zéro de I'état triplet. Comme le premier phénomene est
interdit par la régle de conservation de spin, il est plus long que celui de la conversion interne
(pour une transition S vers T, entre 100 et 10 s). Le retour a I’état fondamental singulet est
également une transition interdite et la durée de vie de I'état triplet est plus longue que celle
d’un état singulet (entre 10 et 10s). D’apres les régles de El-Sayed, le taux de conversion de
I’état singulet le plus bas en énergie vers un état triplet lors d’'un croisement inter-systéme
peut étre élevé si cette transition non-radiative implique un changement de la symétrie de

I'orbitale moléculaire.
1.4.1.4 Les transferts d’énergie et les transferts d’électron

Il existe plusieurs processus conduisant a la désexcitation d’'une molécule aprés
absorption de lumiere. Tout d’abord, comme cela a été présenté dans le paragraphe ci-dessus,
elle peut se désactiver par des processus radiatifs (fluorescence et phosphorescence) ou non-
radiatifs (conversion interne et croisement inter-systeme). Il existe d’autres possibilités de
désexcitation pour ces molécules. La molécule a I'état excité peut réagir de maniere

unimoléculaire par des processus d’isomérisation, de réarrangements, ou encore de clivage
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de liaisons selon les réactions de Norrish | et II. Il peut également se produire des réactions
biomoléculaires telles que des dimérisations, des additions, ou des solvolyses. D’autres
réactions bimoléculaires reposent sur deux grands types de processus: les transferts

d’énergie et les transferts d’électron que nous allons développer dans cette partie.

Le principe d’un transfert d’énergie est le suivant : le donneur D absorbe un photon
pour former I'état D*. Si un accepteur est ajouté au milieu, il peut alors avoir formation de
I’état excité de I'accepteur suite a un transfert d’énergie depuis le donneur (Schéma 1.14) :

hv A

— D*—> D+A"

Lors du processus, si on considere la désactivation de D* par A, on parle alors de
« quenching » de D* par A. Par contre, si on considéere I'excitation de A par D*, on parle alors
de photosensibilisation. Les transferts d’énergie peuvent avoir lieu quelle que soit la nature
ou la multiplicité de D* et de A a condition que le transfert d’énergie se produise avec
conservation de spin. Il est nécessaire que I'énergie de D* soit plus élevée que celle de A* et
gue le transfert d’énergie soit plus rapide que la durée de vie de D*. Aprés que ce transfert ait
eu lieu, le donneur D* retournera toujours a |'état fondamental. L’accepteur A peut étre une
molécule a I’état fondamental ou bien déja excitée. Les transferts d’énergie ont plusieurs
utilités : ils permettent d’avoir acces a des niveaux d’énergie excités de A non accessibles
depuis son état fondamental’®, d’estimer la distance entre D* et A’?, ou encore de générer de

la lumiére blanche’3.

Il existe plusieurs types de transferts d’énergie radiatifs et non-radiatifs en fonction de
la proximité entre le donneur et I'accepteur. On s’intéresse ici aux transferts non radiatifs qui
impliquent une certaine interaction entre les molécules. Il existe deux types de mécanismes
différents : le mécanisme de Forster et le mécanisme de Dexter. Le mécanisme de Forster
correspond a un transfert d’énergie non-radiatif résonant (Figure 1.14).”% Il résulte d’une
interaction dipdle-dipole longue distance entre le donneur et I'accepteur. Pour que ce type de

mécanisme ait lieu, le spectre d’émission du donneur doit recouvrir, du moins en partie, le
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spectre d’absorption de I'accepteur (Figure 1.14). Ainsi, ces interactions perturbent les

structures électroniques des deux espéeces.

E

PR N

Ce type de transfert d’énergie est utilisé pour des applications de « régle moléculaire »
afin d’avoir accés aux distances entre D* et A’° ou encore pour des applications de « balise
moléculaire » avec des molécules biologiques’. Il est inefficace pour la formation d’un état

triplet par transfert d’énergie triplet-triplet.

Le mécanisme de Dexter correspond a un transfert d’énergie par échange d’électron
concerté. Cela nécessite que D* et A soient trés proches afin qu’il y ait un recouvrement
orbitalaire.”® Ainsi, comme l'indique la Figure 1.15, D* transfére un électron vers la LUMO de
A* et en méme temps la HOMO de A transfére un électron vers 'orbitale équivalente de D.
Le mécanisme étant concerté, il n’y pas de formation d’ions. Ce type de transfert d’énergie
peut se faire entre deux états triplets. Ainsi, il existe des applications a ces transferts d’énergie

triplet-triplet dans la synthése de molécules’” ou la conversion ascendante de photons’®.

E

39



Chapitre 1 : Etude bibliographique

Les transferts d’électron photoinduits reposent également sur des processus bi-
moléculaires entre une molécule M; et une molécule Ma. My, aprés absorption de lumiere,
peuple un état excité M1*. Il y a donc un déplacement de densité électronique d’une orbitale
occupée vers une orbitale vacante de plus haute énergie. Cela implique que M1* est a la fois
un meilleur donneur et un meilleur accepteur d’électron. Il existe deux types de transfert

d’électron : le transfert oxydant et le transfert réducteur.”?

Dans le premier cas, M1* agit comme un réducteur et transfére un électron a Mz

pauvre en électrons : c’est donc un transfert d’électron oxydant (Figure 1.16).

E
A

#
K] i

M, * M, M;oxydé M, réduit

Figure 1.16 : Transfert d'électron de type oxydant avec M: pauvre en électrons.

Dans le deuxiéme cas, M1* agit comme un oxydant et recoit donc un électron

provenant de Mz plus riche en électrons : c’est un transfert d’électron réducteur (Figure 1.17).

E
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M, * M, M, réduit M, oxydé

Figure 1.17 : Transfert d'électron de type réducteur avec M: riche en électrons.
Le type de transfert qui peut avoir lieu dépend donc de la nature de M; et de ses
niveaux d’énergie.
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1.4.2 La photoréactivité de la riboflavine

La riboflavine appartient a la famille des flavines, qui sont des colorants naturels jaunes
dont la structure est basée sur un noyau isoalloxazine. C’est cette partie de la riboflavine qui
lui donne ses caractéristiques de photosensibilisateur. La riboflavine absorbe dans le domaine
de l'ultraviolet et du visible jusqu’a 500 nm. En solution aqueuse, la riboflavine posséde des
pics d’absorption a 350 et 445 nm pour les longueurs d’onde supérieures a 300 nm. Elle émet

également une fluorescence a 530 nm (Figure 1.18).
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Figure 1.18 : Spectres d'absorption et de fluorescence de la riboflavine (en orange) et de la flavine
mononucléotide (traits en pointillés) en fonction de la longueur d’onde.®’ Reproduit avec permission.

L’absorption de lumiére par la riboflavine a été décrite dans de nombreuses études et
la riboflavine peut étre dégradée en plusieurs photoproduits.8¥8 En effet, elle peut se
dégrader en lumichrome (LC), en lumiflavine (LF), en carboxyméthylflavine (CMF) ou en 2,3-
butanedione.?4 De plus, en présence d’anions divalents tels que les ions phosphates ou les
ions sulfates, la photodégradation de la riboflavine peut également mener a la formation de
cyclodéhydroriboflavine (CDRF). Cependant, les produits largement majoritaires sont le
lumichrome et la lumiflavine (Figure 1.19).% Les conditions de dégradation de la riboflavine
en ses différents photoproduits vont dépendre du solvant utilisé, du pH de la solution et du
taux d’oxygeéne.? Les états excités singulet et triplet sont tous les deux impliqués dans la
formation de photoproduits mais ils ne ménent pas aux mémes espéces.?> L’état triplet méne

a la formation de LC et de LF alors que I'état singulet mene a la formation de LC et de CDRF.
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Cependant, la durée de vie de I'état triplet est beaucoup plus élevée (t = 15 ps) que celle de
I’état singulet (t = 5 ns), ce qui rend I'état triplet beaucoup plus réactif vis-a-vis de réactions
bimoléculaires.®® La formation de LC et de CRDF depuis I'était excité singulet sera donc trés

fortement minoritaire.
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Pour tous ces produits de dégradation, le noyau isoalloxazine est conservé. Cela signifie
gue les propriétés photosensibilisantes de la riboflavine sont également conservées dans les
photoproduits. Le pH est le facteur déterminant pour la photodégradation de la riboflavine.
Comme l'indique la Figure 1.19, les principaux photoproduits formés sont le LC en milieu acide
et neutre et le LC et la LF en milieu alcalin. lls correspondent a la perte de la partie ribose. La
riboflavine a I’état fondamental possede deux sites de protonation avec des pKa autour de 0
et 10.° La vitesse de photolyse dépend donc de son état d’ionisation et de sa susceptibilité a
passer a un état excité. Ahmad & al. ont publié une étude sur la cinétique de photolyse de la
riboflavine en fonction du pH de la solution.® Ils ont montré que la riboflavine était plus stable
autour d’un pH de 5-6 du fait de son faible potentiel redox sur cette gamme de pH. De plus, la

vitesse de photolyse de la riboflavine augmente lorsque le pH de la solution augmente, pour
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atteindre un maximum autour d’un pH de 10. Cette hausse est due a une activité plus forte
du triplet de la riboflavine dans la gamme des pH alcalins. Lors de leurs études, Ahmad & al.
ont montré que les états excités singulet et triplet de la riboflavine possédent des pKa autour

de 0 et de 10 qui sont semblables a ceux de la riboflavine sous sa forme quinone (oxydée).

Comme d’autres flavines, la riboflavine posséde un caractére de photosensibilisateur.
Ainsi, aprés irradiation par une source lumineuse qui émet dans son domaine d’absorption, la
riboflavine a I’état fondamental absorbe un photon pour former un état excité singulet (Figure
1.20). Cet état singulet a durée de vie courte (T = 5 ns) peut alors émettre de la fluorescence
avec un rendement quantique de ¢ = 0,27.8 Il peut aussi subir un phénomeéne de conversion
interne par un processus de dissipation d’énergie non radiatif. Cependant, cet état excité
singulet évolue principalement en un état excité triplet par un croisement inter-systéme avec
un rendement quantique de ¢ = 0,7. Cet état triplet possede une durée de vie plus longue (T
=15 ps) du fait de la nature interdite du retour a I’état fondamental qui est un état singulet.8®
L'état triplet peut également oxyder des espéces telles que des acides aminés soufrés
(méthionine, cystéine) qui sont présents dans le milieu par transfert d’électron. Le radical
cation de I'espéce oxydée et le radical anion de la riboflavine sont alors obtenus. Si de
I’oxygeéne est présent, le radical anion de la riboflavine peut réagir avec lui et mener a la
formation d’un ion superoxyde ainsi que d’une molécule de riboflavine oxydée. En I’'absence
d’oxygene dans le milieu, le radical anion de la riboflavine est protoné, puis une réaction de
dismutation a lieu. Une molécule de riboflavine complétement réduite (incolore) et une
molécule de riboflavine oxydée sont alors formées. Si de I'oxygéne est ajouté au milieu, la
riboflavine réduite est a nouveau oxydée et la formation de peroxyde d’hydrogéne est

observée (Figure 1.20).°886
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Figure 1.20 : Excitation de la riboflavine apreés absorption de lumiére et réactivité de I'état triplet.

Il est essentiel d’étudier et de comprendre la réactivité de la riboflavine a I'état triplet
car c’'est cette espece qui méne a I’oxydation des acides aminés soufrés et donc a I'apparition
du go(t de lumiéere dans les vins et les Champagnes. En 2004, Cardoso & al. ont étudié le
spectre d’absorption transitoire de la riboflavine a I’état triplet en solution aqueuse a un pH
de 6,4 en absence d’oxygéne (Figure 1.21).23 Sur ce spectre, des maximums a 320, 380 et 720
nm sont présents. Il y a également un minima a 445 nm qui correspondrait a I'épuisement de
I’état fondamental de la riboflavine. Ainsi, ce spectre permet de suivre la réaction de I'état

triplet de la riboflavine avec des molécules telles que des acides aminés ou des peptides.
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Figure 1.21 : Spectre d'absorption transitoire (état excité moins état fondamental) de la riboflavine a une
concentration de 6,7 x 107 M en solution aqueuse désoxygénée a pH = 6,4 en fonction de la longueur d’onde.
Spectre enregistré 0,2 us aprés une irradiation & 440 nm.?* Reproduit avec permission.
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Les auteurs ont également étudié la cinétique de disparition du signal de I’état triplet
de la riboflavine a 720 nm en présence de plusieurs acides aminés et peptides. Ils ont alors
montré que la désactivation de I'état triplet de la riboflavine est accélérée en présence de
certains acides aminés. Comme le montre la Figure 1.22, la présence de cystéine entraine le
déclin de I’état triplet de la riboflavine. Toujours sur la méme figure, on observe que le déclin
est proportionnel a la concentration en acide aminé ajouté. Les auteurs montrent le cas de la
cystéine dans cet exemple mais ces conclusions sont valables pour les autres acides aminés

étudiés.
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Figure 1.22 : Variation du déclin de I'état triplet de la riboflavine a 720 nm. (courbe du haut) : en absence de
cystéine et (autres courbes) : en présence de cystéine a différentes concentrations (mol/L).?* Reproduit avec
permission.

La désactivation de I'état triplet de la riboflavine suit une cinétique de pseudo premier
ordre en présence d’acides aminés. Cardoso & al. ont étudié la cinétique de pseudo premier
ordre a 720 nm en présence d’acides aminés pour déterminer les constantes de réaction de
second ordre de désactivation de la riboflavine. Les résultats obtenus pour plusieurs acides

aminés sont présentés dans le Tableau 1.5.
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Acides aminés k2 (L.mol™.s™)
Cystéine 2,16 x 107
Tyrosine 1,40 x 10°

Tryptophane 1,75 x 10°
Cystine Pas de réaction

Meéthionine 6,36 x 107

Histidine 5,22 X 107
Phénylalanine Pas de réaction

Les auteurs ont montré que la méthionine réagit plus rapidement avec le triplet de la
riboflavine qu’avec celui de la cystéine. Cependant, ces valeurs sont assez faibles si on les
compare a la constante de vitesse de désactivation du triplet de la riboflavine avec I'oxygéne

(k2 =9,8 x 10% L.mol.s1)?8 ou aux constantes de vitesse avec le tryptophane et la tyrosine.

Lorsque la riboflavine a I’état fondamental absorbe un photon, elle est excitée vers un
état singulet et la plupart de cet état est transformé en un état triplet par un croisement inter-
systéeme. Cet état triplet peut déclencher des réactions de photooxydation a travers deux

mécanismes bien distincts, comme cela a été montré dans la partie 1.2.2.

Tout d’abord, le mécanisme de « type | » correspond a un transfert d’électron entre la
riboflavine et un substrat S. Dans un premier temps, la riboflavine a I'état fondamental
absorbe un photon pour former un état excité triplet. Ensuite, le substrat est oxydé par la
riboflavine par transfert d’électron pour former le radical cation du substrat et le radical anion
de la riboflavine (Schéma 1.15). Ce type de mécanisme est favorisé dans des milieux pauvres
en oxygene. Comme l'indique la Figure 1.20, la riboflavine reste a I'état réduit en absence
d’oxygene ce qui meéne a une perte de la couleur jaune de la solution. La riboflavine oxydée

peut étre reformée si de I’oxygéne est ajouté au milieu.?®

Rf+hy —» 'Rff o 3Rf" Formation de I'état excité triplet

SRf*+S ——»  Rf*"+S°" Formation du radical cation du substrat
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Ensuite, le mécanisme de « type Il » est un processus qui permet de former I'oxygeéne
singulet par transfert d’énergie. Dans ce mécanisme, |'état excité triplet de la riboflavine réagit
avec I'oxygene fondamental a I'état triplet pour former une molécule de riboflavine oxydée
et une molécule d’oxygene singulet. En présence d’un substrat dans le milieu, ce dernier est
oxydé par I'oxygene singulet pour former un hydroperoxyde (Schéma 1.16). L’hydroperoxyde
est ensuite dégradé en divers sous-produits. Un exemple de mécanisme de type Il a été donné

plus tét dans ce rapport : la dégradation des acides gras insaturés dans le lait (Schéma 1.7).28

Rf+hv — » 'Rf — » 3Rf* Formation de I'état excité triplet
SR +30, — 5 Rf+ '0," Formation de l'oxygene singulet

'10,+S ——» S,y Formation d'hydroperoxydes

La compétition entre le mécanisme de type | et le mécanisme de type |l dépend des

réactifs, de la nature du photosensibilisateur et des conditions de la réaction.

1.5 Les moyens de protection des vins et des Champagnes

1.5.1 Les contraintes industrielles et la sensibilisation du consommateur

Afin de protéger les vins et les Champagnes, plusieurs types de protection sont
utilisables : les protections physiques et I'amélioration de la stabilité du produit. Cependant,
il est aussi possible de minimiser I'apparition du go(t de lumiére en identifiant les zones a
risque pour le produit, de sa conception jusqu’a sa consommation. Théoriquement, le
Champagne est a risque deés la premiere fermentation puisqu’il développe de la riboflavine et
des acides aminés soufrés lors de cette étape de vinification. Le produit devient encore plus
sensible lors de I'étape de la deuxieme fermentation puisque la concentration en acides
aminés soufrés et en riboflavine augmente.** La lumiére peut donc entrainer la formation du
go(t de lumiére dans le Champagne sur son lieu de fabrication. Cette problématique est bien
connue des maisons de Champagne et des mesures préventives sont prises en amont de la

commercialisation. En effet, la lumiére du jour ou I’éclairage par néons sont évités et des
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éclairages avec des diodes électroluminescentes (DEL) pour lesquelles la longueur d’onde
d’émission peut étre choisie sont utilisés.®” En effet, ce sont les longueurs d’ondes comprises
entre 300 et 500 nm qui sont absorbées par la riboflavine et il faut donc éviter ce type de
lumiere. Les caves s’équipent donc de lampes orange (500-600 nm) qui correspondent a des
longueurs d’onde pour lesquelles la riboflavine n’absorbe pas la lumiére. Lorsque le produit
est prét a étre commercialisé, celui-ci passe par différentes plateformes logistiques avant
d’étre acheminé chez chaque revendeur. Cette étape est aussi sensible car il faut protéger le
produit de la lumiére du jour. Pour ces raisons, la plupart des bouteilles de Champagne sont
mises dans des cartons de protection pendant leur transport. Une fois arrivées chez un
revendeur, il faut également qu’il les conserve a I'abri de la lumiére, ce qui n’est pas toujours
le cas. Enfin, la bouteille doit également étre stockée dans un endroit a I'abri de la lumiere
chez le consommateur. Les étapes de transit des bouteilles de Champagnes sont donc
nombreuses et les personnels de la grande distribution ou les consommateurs ne sont parfois
pas sensibilisés au golt de lumiere. Il y a donc une véritable nécessité de protéger le produit,
méme aprés sa fabrication, par des méthodes physiques ou en améliorant la stabilité du

produit.

1.5.2 Les moyens de protection physiques

Les protections physiques n’interagissent pas avec les constituants du Champagne et
ont pour but de protéger le produit de la lumiére. Elles doivent satisfaire a quatre principales
caractéristiques : posséder des propriétés filtrantes efficaces pour les longueurs d’onde
responsables de I'apparition du go(t de lumiére (300-500 nm), étre économiques et pouvoir
étre mises en ceuvre industriellement sans surcolt excessif, étre esthétiques et enfin
respecter les réglementations sur I’environnement et la sécurité alimentaire pour étre aux
normes QSE.® Plusieurs types de protection physique correspondant a ces critéres peuvent
étre utilisés. Tout d’abord, il est possible d’agir sur le type de verre de la bouteille. Le premier
critére a prendre en compte est la protection du verre sur la gamme de longueur d’onde qui
meéne au golt de lumiere (300-500nm). Ainsi, le verre choisi doit transmettre la lumiere le

moins possible dans cette région.
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La Figure 1.23 montre que la couleur chéne est celle qui protéege le mieux le produit
des longueurs d’onde en dessous de 500 nm avec un pourcentage de transmission inférieur a
15%. Ce type de verre n’est cependant pas le plus esthétique. L'utilisation de verre transparent
ne permet pas de protéger le produit des longueurs d’onde supérieures a 300 nm. Le verre de
couleur verte, bien que plus efficace que le verre blanc, ne permet pas de filtrer toute la
lumiere et une transmission supérieure a 30% autour de 360 nm est obtenue. Cependant, il
existe des verres de couleur verte améliorés (« verre Champagne ») qui ont un faible

pourcentage de transmission de la lumiére a 400 nm.*°

Arapitsas & al. ont récemment étudié 'influence de la couleur de la bouteille sur
I"apparition du golt de lumiére en conditions réelles.®® Les auteurs ont reproduit les
conditions de conservation des vins dans un supermarché et ils ont montré que tous les vins
stockés en bouteille transparente développent un go(t de lumiére quatre semaines apres le
début de I'expérience. Au contraire, le vin en bouteille verte présente un go(t de lumiere plus
modéré, voire inexistant. Dans tous les cas, le vin est naturellement protégé pour les
longueurs d’onde inférieures a 300 nm car n’importe quel verre bloque ces rayons.’? Une
autre facon de protéger les vins et les Champagnes de la lumiére est |'utilisation de contenants
opaques, comme pour le lait. Ainsi, il est possible de stocker les vins dans des récipients en
aluminium ou dans des emballages a base de PET colorés. Ce type de contenant, en plus de

u umineux, Voir u aticité vis-a-vi Xyge
bloguer les rayons lumine ermet d’avoir une herméticité vis-a-vis de I'oxygene et de
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conserver le vin pendant plus longtemps. En effet, I'oxydation du vin peut entrainer des
défauts organoleptiques. Ce type de packaging est utilisé pour certains vins sous la forme de

« bags-in-box® » (Figure 1.24).

Figure 1.24 : Contenants de type "bag-in-box®" complétement opaques a la lumieére.

Cependant, cette technologie ne peut pas étre utilisée pour le Champagne car la
réglementation de ’AOC Champagne l'interdit.®® De plus, il y aurait des problémes liés a la
pression exercée par le CO; (entre 6 et 8 bars) et I'utilisation de ce type d’emballages souffre
d’une mauvaise image vis-a-vis du consommateur. Afin de rendre la bouteille de Champagne
plus opaque et moins sensible a la lumiere, I'utilisation de sleeves est également possible. Il
s’agit d’'un habillage de la bouteille qui permet de lui donner une certaine esthétique et

d’épouser sa forme (Figure 1.25).

Figure 1.25 : Bouteilles de Champagne de différentes marques entourées d’un « sleeve » dfin de les protéger
de la lumiére et de leur donner une certaine esthétique.>

Enfin, il est possible d’utiliser des coffrets de protection afin de préserver les

bouteilles de Champagne de la lumiére (Figure 1.26).

C MMUMLH.O

Figure 1.26 : Coffret de protection d'une bouteille de Champagne qui permet de protéger le produit de la
lumiére.
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C'est actuellement la méthode la plus utilisée et la plus efficace afin de protéger le
Champagne en bouteille blanche qui est a risque. En effet, ce type d’emballage permet de

bloquer totalement les rayons lumineux.

1.5.3 Diminution de la sensibilité des vins

Des méthodes permettant d’améliorer la stabilité du produit ont été étudiées afin de
minimiser la formation du go(t de lumiére dans les vins et les Champagnes. Pour cela, la
composition du Champagne est modifiée en ajoutant ou en enlevant certains constituants.
Cependant, il est important de conserver les qualités organoleptiques du produit. Une étude
menée par Descoins & al. montre que la teneur en sucre du Champagne a un effet sur la
cinétique de dégradation de la riboflavine.® En effet, en ajoutant une grande quantité de
sucre (50 g/L), la dégradation de la riboflavine au cours du temps est plus lente. Cependant,
en modifiant fortement la concentration du sucre dans le Champagne, son profil sensoriel est
altéré. Par exemple, il n’est pas souhaitable d’ajouter une telle quantité de sucre a un
Champagne brut. En effet, il changerait de catégorie et serait classé dans la catégorie des

Champagnes doux ou demi-sec qui n’ont pas les mémes caractéristiques organoleptiques.

Le sulfate de cuivre est parfois ajouté dans les vins pour diminuer la formation des
composés soufrés volatils pendant la fermentation. Selon certaines études, I'augmentation de
la prévalence du golt de lumiere dans les vins est due a I'abandon du cuivre dans les
tuyauteries des caves.’’ En effet, I'inox s’est largement imposé et a donc diminué la
concentration en cuivre dans les vins. Cependant, la concentration en cuivre dans les vins est
limitée par des normes et un excés de cuivre peut entrainer I'apparition d’'un phénomene de
« casse cuivreuse ». La casse cuivreuse correspond a la formation d’un précipité de sulfure de
cuivre (issu de la réaction entre le cuivre (II) et le SO2) qui entraine un trouble dans le vin aprés
complexation avec des protéines.®* Les normes peuvent varier mais |’Organisation
Internationale de la Vigne et du Vin autorise une concentration en cuivre de 1 mg/L au

maximum.®®

L'utilisation de tanins peut également permettre de minimiser la formation du go(t de
lumiére. Les tanins catéchiques, aussi appelés tanins condensés, sont des substances

végétales de la famille des polyphénols présents dans les pépins de raisin. Ils sont
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hydrosolubles et ils ont la capacité de précipiter les protéines, les alcaloides et les
polysaccharides.”® En 1983, Maujean & al. ont déterminé qu’une dose de I'ordre de 40 mg/L
permet de limiter I"apparition du go(t de lumiére.* Plus récemment, Fracassetti & al. ont
montré que |'utilisation de tanins galliques, aussi appelés tanins hydrolysables, permet de
nettement diminuer les concentrations en espéces soufrées volatiles formées dans des
solutions modeles de vin.®3 Ces tanins sont couramment utilisés dans I'industrie viticole pour
améliorer la stabilité du vin et ses caractéristiques sensorielles.*?°’ |ls peuvent réagir a la fois
avec I'oxygéne singulet®® et le triplet de la riboflavine.®® Les tanins galliques entrent donc en

compétition avec la méthionine.

Enfin, I'acide ascorbique peut étre utilisé afin de protéger les vins de I'apparition du
golt de lumiere. Ce composé est naturellement présent dans les vins a hauteur de 50-100
mg/L et il peut également étre ajouté en tant qu’additif.®® Il est normalement utilisé pour
protéger les vins de I'oxydation. La teneur maximale en acide ascorbique autorisée dans les
vins est de 300 mg/L.>> Une étude menée sur le lait de soja a montré que I’ajout de vitamine
C au produit permet de le protéger vis-a-vis de la lumiére.?! De plus, des études ont également
montré que le triplet de la riboflavine peut réagir avec I'acide ascorbique par transfert
d’électron photoinduit.3%1% Les acides aminés soufrés sont alors en compétition avec I'acide
ascorbique pour réagir avec le triplet de la riboflavine ce qui a pour effet de diminuer le risque

de formation du go(t de lumiére.

1.6 Conclusions du chapitre 1 et objectifs de la these

Le go(t de lumiére est un phénoméne complexe qui entraine la formation de
composés soufrés volatils indésirables dans de nombreux produits alimentaires. Le
phénoméne est globalement bien compris et maitrisé dans les filieres brassicoles et laitiéres
mais il reste une problématique d’actualité dans la filiere viticole. En effet, I'utilisation de
verres transparents ainsi que le développement de la commercialisation des vins en grande
surface a entrainé une recrudescence du go(it de lumiére dans les vins. Le Champagne est

encore plus a risque car il posséde des teneurs en riboflavine et en acides aminés soufrés plus
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importantes que les vins classiques. La tres faible teneur en oxygene dans les Champagnes
rend également le triplet de la riboflavine trés réactif vis-a-vis de la méthionine ce qui a pour

effet d’augmenter le risque de développement d’un go(t de lumiére.

Le premier objectif de cette these est de comprendre le processus d’apparition du go(t
de lumiere dans les vins blancs et les Champagnes. En effet, la complexité de la matrice rend
son étude compliquée. Des méthodes analytiques et des protocoles d’irradiation de solutions
modeles de vin sont présentés afin de mettre en évidence les principaux intermédiaires
réactionnels qui entrent en jeu dans la formation des espéces soufrées volatiles. Cela permet
de proposer un mécanisme de formation du godt de lumiére. De plus, des études sur les
parameétres pouvant influencer la formation du go(t de lumiére tels que I'oxygéne, le pH de
la solution ou la longueur d’onde d’irradiation sont détaillées. Des composés présents dans le
Champagne tels que les sulfites ou les sucres sont également ajoutés aux solutions modeles

afin d’étudier leur impact sur la formation du go(t de lumiére.

Le deuxieme objectif correspond a I'étude de la protection des vins blancs et des
Champagnes face a l'apparition du go(t de lumiere. En effet, bien que ['utilisation de
protections physiques permette de protéger le produit, il n’existe a ce jour pas de méthodes
efficaces permettant d’améliorer la stabilité du produit et qui n’affectent pas les propriétés
organoleptiques des vins et des Champagnes. Un systéme de coordination basé sur des
interactions entre la méthionine (principal acide aminé responsable de I'apparition du go(lt
de lumiere dans les vins et les Champagnes) et des porphyrines est présenté. Ces composés
permettent de complexer la méthionine ce qui 'empéche d’étre oxydée par le triplet de la
riboflavine. La polymérisation de porphyrines ayant ces caractéristiques permet d’obtenir une
résine poreuse pouvant complexer la méthionine et ainsi diminuer la concentration en

espéces soufrées volatiles formées apres exposition du produit a la lumiére.

Enfin, le troisieme objectif de cette these est d’étudier le mécanisme de formation du
go(t de lumiere dans des solutions authentiques de Champagne et d’évaluer I'efficacité du
systéme de protection dans cette matrice. Pour cela, des simulateurs solaires sont utilisés afin

d’irradier les échantillons de Champagne et les résultats sont présentés dans le chapitre 5.
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Chapitre 2 : Etudes mécanistiques de la formation du go(t de lumiére

2.1 Introduction

Ce chapitre décrit le mécanisme de formation du go(t de lumiéere dans des solutions
modeéles de vin. La formation d’espéces soufrées volatiles dans des vins synthétiques
contenant de la riboflavine et de la méthionine a été mise en évidence pour la premiére fois
par Maujean & al.** Afin de mieux comprendre les processus impliqués, des études
photochimiques de dégradation de la riboflavine en présence de méthionine ont été réalisées.
Pour cela, il a été nécessaire de développer des protocoles d’irradiation reproductibles ainsi
gu’une méthode analytique fiable pour la détection des espéces formées. Les composés
impliqués dans la formation du go(t de lumiere sont le méthanethiol, le DMDS et le DMTS et
ces molécules ont des seuils de perception bas (entre 0,3 et 25 pg/L).>>'%Y De nombreux
parametres sont a prendre en compte lors de I'étude de la formation du golt de lumiére. En
effet, la quantité d’ox