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a propos de

Pourquoi la couleur bleue est-elle rare dans nos assiettes

et nos verres?
part les muyrtilles, les quetsches et certains raisins

N

A (figure 1), il est rare que la couleur bleue apparaisse dans
notre assiette. Il existe cependant d'autres aliments dont la
couleur est a dominante bleue : certaines variétés de tomates,
de mais, de haricots, de pommes de terre... lIs sont toutefois
peu répandus. Quant aux boissons bleues, elles se comptent
sur les doigts d’'une main : le célébre Curagao, bien sar, mais
aussi le gin Sharish Magic blue, le thé bleu, les vins dits « bleus »
et certains sirops. Une telle rareté s'explique par le fait que
la nature est parcimonieuse en pigments végétaux bleus.
Voyons pourquoi.

Pourquoi les pigments végétaux bleus
sont-ils rares ?

Les couleurs qui prédominent dans le regne végétal sont
d'origine pigmentaire [1] ; elles sont de fait rarement bleues [2].
On constate par exemple que, sur environ 300 000 plantes a
fleurs, moins de 10 % produisent des fleurs bleues. Quelques
rares végétaux doivent leur couleur bleue non pas a des
pigments mais al'interaction de la lumiére avec des nanostruc-
tures particuliéres : on parle alors de couleurs structurelles [1].
C'est le cas par exemple des feuilles du bégonia paon ou des
fruits du laurier-tin et de Pollia condensata: la couleur bleu
métallique est due a des interférences lumineuses sur des
multicouches. Les couleurs structurelles sont observées plus
fréquemment dans le regne animal (ailes des papillons
Morpho, plumes de paon par exemple), alors que les couleurs
bleues pigmentairesy sont rares,comme dans le régne végétal.
Pourquoi une telle rareté des pigments bleus dans le monde
vivant ? Rappelons tout d’abord qu’un pigment apparait bleu
lorsqu'’il absorbe la majorité des radiations de lumiére solaire
sauf celles de longueurs d'onde correspondant au bleu qui
sont renvoyées. Il absorbe donc aux grandes longueurs
d’'onde, ce qui est possible seulement avec des composés
de formule complexe. De ce fait, le fort co(it en énergie que
nécessite leur synthése par les organismes vivants la rend peu
probable. C'est la raison souvent évoquée pour expliquer
la rareté des pigments bleus.

Les seuls pigments a l'origine de la couleur bleue des végétaux
sont les anthocyanes — constituant un sous-groupe important
de la famille des flavonoides [1] - comme I'évoque I'étymolo-
gie du mot anthocyane qui vient du grec anthos, «fleur », et
kyanos, « bleu ». C'est la couleur bleue qui nous intéresse ici,
mais il faut savoir que les anthocyanes peuvent prendre
d’autres couleurs (rouge, pourpre, jaune...) selon leur struc-
ture chimique et les conditions dans lesquelles ils se trouvent
(voir ci-apres).

Il estimportant de souligner qu’un végétal n’est jamais réelle-
ment bleu car il contient de toute facon des chlorophylles
(de couleur verte), des caroténoides (de couleur jaune, orangé
ou rouge) ainsi que d'autres flavonoides (jaune, créme) que les
anthocyanes. Ainsi, les mélanges de pigments conduisent a
de nombreuses nuances de couleurs qui font la beauté de
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Figure 1- Quelques fruits bleus communs. En haut : myrtille, bleuet. En bas : raisin (cabernet
sauvignon), quetsche. (Crédits: Katarzyna Matylla/Wikimedia Commons; Tiia Monto/
Wikimedia Commons; Jonathan Billinger/Wikimedia Commons; Christophe Eyquem/
Wikimedia Commons).

la nature. A cet effet de mélange s'ajoute la sensibilité de la
couleur des anthocyanes au pH du milieu et a 'association
avec des ions ou des composés neutres. Examinons de plus
prés ces divers aspects.

Dans quelles conditions les anthocyanes
sont-ils bleus ?

Les anthocyanes sont des pigments constitués d’anthocyani-
dines (cyanidine, delphinidine, pétudinine, malvidine, etc.)
liées a un ou plusieurs sucres, souvent le glucose. Il sagit donc
de formes glycosylées, d'ou leur autre nom d'anthocyano-
sides. La liaison avec un sucre renforce la stabilité du pigment
et le rend plus soluble dans I'eau. La couleur d'un anthocyane
dépend en premier lieu de la structure chimique de I'antho-
cyanidine, c’est-a-dire des substituants sur la formule de base
(figure 2).

En outre, I'acidité du milieu joue un réle important. Un cas bien
connu est le jus de chou rouge qui offre un des plus beaux
exemples d’indicateur coloré naturel. L'anthocyane est dans
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Figure 2 - Formules des anthocyanidines et des anthocyanes les plus courants.
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Figure 3 - Le jus de chou rouge contient un anthocyane, la cyanidine glycosylée, dont la couleur dépend considérablement du pH. Les formules chimiques correspondant aux formes dont les
couleurs sont rouge, bleu et jaune sont données dans la figure 4. © Andy Brunning - Compound interest 2017/Creative Commons.

ce cas la cyanidine glycosylée. En milieu trés acide, la couleur
rouge observée est due au cation flavylium (figure 3). En milieu
neutre ou légérement basique, la couleur bleue vient de la
forme quinoide. Enfin, en milieu trés basique, la forme
chalcone est responsable de la couleur jaune (voir figure 4 les
formules de ces différentes formes). En milieu peu acide, la
couleur est pourpre (mélange de rouge et de bleu) et en milieu
modérément basique, elle est verte (mélange de bleu et de
jaune).

L'association avec des ions métalliques (fer, magnésium,
aluminium...) est également responsable des changements
de couleur des anthocyanes. L'illustration la plus frappante est
la différence de couleur du coquelicot et du bleuet alors que
ces deux fleurs possédent le méme pigment: la cyanidine
glycosylée [3]. Dans le bleuet, la couleur bleue de ce pigment
n'est pas due a un effet du pH, comme on I'a longtemps cru,
puisque dans les vacuoles des cellules végétales, le pH est
de 4,6. C'est en fait I'association de six molécules de cyanidine
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(glycosylée) avec un ion fer (Fe>*) et un ion magnésium (Mg?*)
qui est responsable de la couleur bleue. On explique de facon
analogue la couleur des hortensias bleus : dans ces derniers
la delphinidine (glycosylée) est liée a un ion aluminium [3].
Mélanger, au pied d’'un hortensia rose, la terre avec de la
poudre d'ardoise (qui contient de I'alumine) fera bleuir les
fleurs.

Outre les effets de pH et de complexation avec des ions métal-
liques, des variations de couleurs résultent également de
I'association avec des composés phénoliques dénommés
co-pigments.

Les aliments bleus

Puisqu’aucun végétal n'e
sous le qualificatif « bleu » t
la dominante: bleu-violet,
turquoise, bleu lavande..

nt bleu, on regroupera ici
les teintes dont le bleu est
pourpre, bleu cyan, bleu
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Figure 4 - Formules des diverses formes des anthocyanes.

Les aliments bleus sont essentiellement des fruits. Qutre les
fruits bleus bien connus, déja cités, il en exi putres, certes
moins répandus: certaines variétés de b de mais,
d’olives, de tomates, de haricots... (ce sont to0
Il faut ajouter des pommes de terre (qui sont de
comestibles) et les champignons (qui ne sont
végétaux).

Petit tour d’'horizon (non exhaustif) des aliments blé
courants ou « exotiques » :

« Myrtilles et bleuets (figure 1) : ces fruits d’arbrisseaux app
tiennent a la méme famille et au méme genre (Vaccinium)
il s'agit d'espéces différentes. La myrtille est le
myrtillier (Vaccinium myrtillus), commun ou sauvag
originaire d'Europe. Sa peau est noir bleuatre
bleu violacé. Les baies de bleuet (Vaccini

- qui n‘a rien a voir avec la fleur appelée bl , originaires
d’Amérique du nord, sont plus grosses et plusBleutées que les
myrtilles européennes. Leur chair blanchatr, tache pas et courants : bananes Blue Java, mais Hopi, olives bleues.

est un peu moins savoureuse. Le bleuet cu France est ' mmons ; Photo courtesy photos-public-domain.com;

commercialisé sous le nom de bluet des Vos
Vosges.

+Quetsches (figure 1): cette variété de prunes
oblongue est le fruit du quetschier (un des sous-cu
prunier de Damas). Sa peau est bleue et sa chair est jaune
Au Canada, elle est commercialisée sous le nom de pru
bleue.

- Raisins (figure 1) : les raisins que I'on dénomme noirs p,
des raisons historiques sont en fait d’'un bleu plus ou
foncé souvent violacé. La peau, appelée pellicule,
en anthocyanes. La pulpe est en revanche incolo
des baies de cépages teinturiers).

e 5) : la variété Blue Java a une peau qui est en
r cyan (intermédiaire entre le bleu et le vert)
n'est pas tout a fait mare. La peau devient jaune
aturité et la chair de couleur blanc-creme a un golt de
notable. Ces bananes poussent aux Philippines, aux iles
Hawaii. Cette variété est un cultivar, c’est-a-dire une
nue artificiellement pour étre cultivée.

: c'est un fruit (!) habituellement jaune mais
ent sous d’autres couleurs. En particulier, la
des grains bleu-violet. Il doit son nom
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pigments et colorants

Investigation de Ia stabilité en solution de colorants naturels

Les anthocyanines

Résumé L'étude de la stabilité des colorants reste une problématique importante en chimie et un enjeu industriel. En
effet, les colorants utilisés doivent étre suffisamment stables dans le temps pour assurer la qualité des produits. La
compréhension des mécanismes mis en jeu dans leur stabilité thermique et photochimique est ainsi indispen-
sable. En s’appuyant sur le cas des anthocyanines — colorants naturels rencontrés notamment dans le domaine
alimentaire, par exemple dans les boissons —, une démarche d’investigation incluant les principales techniques
utilisées pour I'étude de la stabilité de colorants en solution aqueuse est présentée dans cet article, en particulier
le vieillissement accéléré des solutions, la spectrométrie UV-visible, la modélisation moléculaire, la résonance
paramagnétique électronique (RPE) et la voltamétrie cyclique.

Mots-clés  Décoloration, colorants, anthocyanines, vieillissement accéléré, spectrométrie UV-visible, modélisation
moléculaire, RPE, voltamétrie cyclique.

Abstract Investigation of stability in solution of natural dyes: the anthocyanins
The study of colorants remains a challenging issue from a chemical and industrial point of view. Indeed, the dyes
need to be sufficiently stable in time to ensure the good quality of the products. The understanding of the
mechanisms involved in their thermal and photochemical stability is therefore essential. This article presents
an investigation approach, introducing the main techniques used for characterizing the stability of colorants in
solution by focusing on one example, anthocyanins, which are natural colorants mainly used in food industry,
for instance in beverages. This includes in particular the accelerated ageing of the solutions, the UV-visible
spectrometry, the molecular modelling, the electron spin resonance (ESR) and the cyclic voltammetry.

Keywords Colour fading, dyes, anthocyanins, accelerated ageing, UV-visible spectrometry, molecular modelling,
electron spin resonance (ESR), cyclic voltammetry.

J étude des colorants d’origine naturelle est un sujet de
recherche en pleine expansion. En effet, ils attirent de

plus en plus I'attention des industriels désireux de satisfaire
les consommateurs sensibles aux problématiques environne-
mentales et a I'innocuité des produits [1]. Parmi ces colorants,
un engouement a été observé pour les anthocyanines, ou
anthocyanes, solubles dans I'eau et appréciées pour leurs cou-
leurs attractives allant du rouge au bleu [2]. Ces pigments sont
contenus dans des fleurs, feuilles, [égumes, fruits et racines
(par exemple dans le raisin, les baies de cassis, le chou rouge,

les orchidées, etc.). Les extraits contenant des anthocyanines goulcay
sont constitués d’'une multitude de molécules généralement  Pelargodinin H H Orange
dérivées des six structures polyphénoliques principales listées Cyanidin OH H Rouge-orange
en figure 1. La composition en anthocyanines dépend de la .
nature des extraits et du procédé d’extraction utilisé. el 085 H Rouge
Comme en témoignent des études archéologiques [4], les  Delphinidin OH OH Violet
extraits naturels contenant des anthocyanines entraient autre- Petunidin OCH, OH Violet
fois dans la composition de certaines peintures. Actuellement, o .
Malvidin OCH, OCH, Violet

les anthocyanines sont particulierement utilisées dans le
domaine de 'alimentaire [1-2, 5]. En effet, elles ont 'avantage
d'offrir une source renouvelable de pigments de couleur
intense solubles dans I'eau. De plus, elles apportent des vertus  Figure 1 - Structures et couleurs des principales formes d‘anthocyanines [3]. L'extrait en
bienfaisantes pour la santé grace a leur activité antioxydante poudre correspond a un mélange d'anthocyanines extraites de carottes noires.

[6]. Des études commencent également a s'intéresser a leur

utilisation pour la teinture de textiles [7]. lumiére, la chaleur, la présence d’oxygene, le pH et a la réacti-
vité avec les autres molécules en présence [8]. En dehors
d’'une éventuelle toxicité que pourraient avoir les produits
de dégradation, ce manque de stabilité conduit souvent a une
décoloration du milieu contenant les anthocyanines et affecte
Les anthocyanines, comme la plupart des colorants naturels, négativement la perception de la couleur. C'est pour cela que
sont sensibles aux facteurs environnementaux tels que la de nombreuses études s'intéressent a la stabilité des colorants

R: groupement glucoside

Les colorants naturels
sujets a un manque de stabilité
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Figure 2 - Schéma d'un protocole de recherche pour I'étude de la stabilité de colorants en solution aqueuse et de leur mécanisme de dégradation sur des échantillons modeles.

naturels et aux mécanismes de dégradation afin de pouvoir
améliorer leur stabilité et les rendre aptes a étre utilisés indus-
triellement.

En prenant I'exemple d’anthocyanines extraites de carottes
noires, un protocole de recherche est présenté ici pour I'étude
de la stabilité des colorants en solution aqueuse et de leur
mécanisme de dégradation (figure 2) : vieillissement accéléré
des solutions, spectrométrie UV-visible, modélisation molécu-
laire, résonance paramagnétique électronique (RPE) et volta-
métrie cyclique. Dans le cas des boissons, ce type d'étude
a pour but le développement de nouvelles formulations
plus saines pour le consommateur.

Vieillissement accéléré

Il est nécessaire tout d'abord de préparer des solutions
modeles pour se rapprocher des conditions réelles. Dans le
cas des anthocyanines utilisées comme colorants dans les
boissons, on se place par exemple dans une solution aqueuse
d’acide citrique a un pH = 3 correspondant a celui de nom-
breuses boissons, et a des concentrations significatives.

Pour I'étude de leur stabilité, un vieillissement accéléré est
ensuite effectué. Afin de différencier les principales voies de
dégradation, les facteurs environnementaux potentiels de
dégradation (i.e. thermiques et photochimiques) font l'objet
d'études séparées (figure 3). Pour simuler un stockage dans
un environnement non tempéré (stabilité thermique), les
échantillons sont placés dans le noir dans une étuve a tempé-
rature élevée mais réaliste, par exemple 45 °C, température
qui pourrait étre atteinte en été dans un container. Pour I'effet
de la lumiere (stabilité photochimique), les échantillons
peuvent étre soumis a l'irradiation d’'une lampe simulant le
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Figure 3 - Vieillissement accéléré par voies thermique et photochimique.

spectre solaire ou artificiel. Le choix de la durée de vieillisse-
ment accéléré est déterminé de sorte qu’elle corresponde
aux conditions extrémes de transport ou de stockage des
boissons.

L'atmosphére joue également un réle important sur la stabi-
lité. Connaitre son effet sur le mécanisme de dégradation
des colorants permet de les conditionner au mieux pour leur
stockage. Ainsi, il est utile d’étudier séparément les colorants
en solution aqueuse sous air, pour 'action de l'oxygéne (O,),
et sous une atmosphére inerte, par exemple sous azote (N,).

Suivi de la stabilité en solution aqueuse
par spectrométrie UV-visible

Les colorants tels que les anthocyanines ont l'avantage
d’absorber dans le visible, ce qui permet de suivre leur stabilité
dans le temps par spectrométrie d’absorption UV-visible [9].
L'absorbance du colorant en solution étant proportion-
nelle a la concentration selon la relation de Lambert-Beer,
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Figure 4 - Suivi par spectrométrie UV-visible de la décoloration photochimique sous air d'anthocyanines extraites de carottes noires, en solution acide (tampon citrate pH 3 ; Giocyanines
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sa stabilité peut étre déterminée par I'évolution de I'absor-
bance maximale (figure 4).

Cette méthode permet de suivre facilement la stabilité des
anthocyanines dans différentes conditions. La figure 5 montre
que les anthocyanines se dégradent a la fois sous I'effet de la
chaleur mais également de la lumiére, avec une dégradation
plus élevée en présence d’oxygéne (au contact de l'air) que
sous atmosphére inerte. Dans l'optique d’empécher la dégra-
dation des anthocyanines, ces paramétres sont a prendre en
compte dans le conditionnement et le stockage des boissons.

Ajout d’antioxydants en solution

Afin d’améliorer la stabilité de la couleur de la solution et
puisque les colorants alimentaires sont rarement seuls en
solution, I'effet d'autres composés en solution, tels que des
antioxydants, doit étre étudié.

Prenons I'exemple de l'acide ascorbique, aussi appelé vita-
mine C, qui est I'un des antioxydants les plus utilisés dans les
boissons. La figure 6 met en évidence l'effet positif de son
ajout sur la photostabilité des anthocyanines en solution.
L'effet observé peut également renseigner sur le mécanisme
pouvant étre impliqué dans la dégradation des anthocya-
nines. En effet, 'augmentation de la photostabilité des antho-
cyanines en présence d’acide ascorbique, alors connu pour
son réle de piégeur de radicaux, suggére un mécanisme radi-
calaire induit par l'irradiation.

Pour aller encore plus loin dans I'amélioration de la stabilité
des colorants dans les boissons, des antioxydants supplémen-
taires peuvent étre ajoutés en plus de I'acide ascorbique, par
exemple des composés phénoliques pouvant jouer le role de
«filtres UV » [10], tels que l'acide chlorogénique, extrait des
grains de café, ou encore l'acide sinapique, issu des graines
de colza.
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D’autres méthodes pour suivre la stabilité
sont également possibles

La spectrométrie UV-visible est une méthode simple et
efficace pour I'étude de colorants. Cependant, elle ne peut
étre utilisée que pour les anthocyanines seules ou en pré-
sence d’autres composés qui n‘absorbent pas dans la zone
400-600 nm. En effet, si I'absorbance des autres composés
se superpose a celle des anthocyanines, il n‘est alors plus
possible de discriminer le comportement des espéces
séparées. Dans ce cas, une autre méthode peut étre envisagée
[9].

Sile colorant fluoresce, le suivi de la stabilité peut étre effectué
par émission de fluorescence a une longueur d'onde d’exci-
tation pour laquelle les autres produits en solution ou les
produits de dégradation ne fluorescent pas.

La chromatographie en phase liquide ou la spectrométrie
de masse sont également des méthodes d’analyse adap-
tées. Bien que plus contraignantes a mettre en place, elles
ont I'avantage de permettre la distinction entre différentes
molécules qui auraient des longueurs d’onde d’absorption
ou d’émission de fluorescence identiques, grace a un principe
de séparation pour la chromatographie en phase liquide
ou par détection de leur masse pour la spectrométrie de
masse. De plus, la chromatographie en phase liquide couplée
a la spectrométrie de masse permet l'identification des
produits de dégradation, ce qui est important a connaitre
a la fois pour comprendre les mécanismes de dégrada-
tion, mais également pour |'étude de la toxicité éventuelle
que pourraient engendrer les produits de dégradation des
colorants.
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47

Figure 7 -Modélisation moléculaire de I'orbitale occupée de plus haute énergie (HOMO)
et de I'orbitale vacante de plus basse énergie (LUMO) pour la cyanidine.

La modélisation moléculaire
pour prédire des mécanismes de réaction

La modélisation moléculaire peut permettre la prédiction ou
la compréhension des mécanismes de dégradation, par la
simulation des orbitales moléculaires (figure 7) et par le calcul
des énergies de liaison des molécules, grace a la théorie de
la fonctionnelle de la densité [11].

Lorsque lI'on passe d'un caractére liant dans l'orbitale la plus
haute occupée (HOMO) a un caractere anti-liant dans la plus
basse vacante (LUMO) lors d'une transition électronique, on
peut déstabiliser une liaison chimique et sa rupture devient
alors possible. Mais pour que la liaison rompe, I'énergie appor-
tée doit étre supérieure a I'énergie de liaison. Pour les liaisons
d'énergie inférieure a 5107°J (A = 400 nm), la rupture est
assez favorable car elle correspond a des photons de lon-
gueur d’'onde générés par la lumiére ambiante.

Ainsi, en fonction des conditions de luminosité de stockage,
il est possible de prédire les liaisons susceptibles de se rompre
(par la visualisation des orbitales HOMO et LUMO ainsi que le
calcul des énergies de liaison), et par conséquent d’anticiper
certains produits issus de la dégradation photochimique.

Mécanisme radicalaire suspecté ?
Confirmation par RPE

Si un mécanisme radicalaire est suggéré, la RPE, appelée
également résonance de spin électronique (RSE), est une
méthode a privilégier pour le confirmer [12]. Cette méthode
est basée sur les propriétés d’absorption de radiations électro-
magnétiques par les molécules possédant des électrons non
appariés (espéces paramagnétiques). Les radicaux ayant cette
propriété, la RPE permet ainsi de prouver leur présence en
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Figure 8 - Spectres RPE sous azote d'une solution acide de TEMPO contenant des anthocyani-
nes extraites de carottes noires, avant et apres 100 s d'irradiation (solution aqueuse a pH 3
préparée a partir d'acide chlorhydrique HCI dilué; Grgypg - 10%M; Ganthocyanines - 309 LY
irradiation : 18W(m'2; paramétres d'acquisition: se référer a [10]) et schéma corres-
pondant au mécanisme de piégeage des radicaux par le TEMPO.

solution et par conséquent I'existence d'une réaction impli-
guant la formation de radicaux.

Cependant, la plupart des radicaux libres en solution ont une
durée de vie trop courte pour étre détectés par RPE. Ainsi, dans
le cas des anthocyanines, un piégeage de spin («spin trap-
ping ») [13] est nécessaire, ici par le TEMPO (2,2,6,6-tétramé-
thylpipéridine 1-oxyl).

Seul en solution et étant une espéce radicalaire, le TEMPO
donne un signal RPE. Mais lorsqu’un radical libre est présent
en solution, il s'associe avec lui et forme une espéce diama-
gnétique indétectable par RPE, ce qui conduit a une diminu-
tion du signal.

Dans la figure 8, une diminution du signal du TEMPO est obser-
vée apreés irradiation d'une solution contenant du TEMPO et
des anthocyanines. Cela met en évidence I'existence de radi-
caux en solution issus de l'irradiation des anthocyanines et
renforce le mécanisme radicalaire suggéré en figure 6.

La voltamétrie cyclique
pour I'étude des propriétés d'oxydoréduction

Comme observé dans la figure 5, les anthocyanines peuvent
également se dégrader sans source lumineuse. Des méca-
nismes chimiques autres que radicalaires sont alors respon-
sables de la décoloration.

Par exemple, les colorants peuvent subir des réactions d'oxy-
doréduction, dont les propriétés, telles que les potentiels
d’oxydation ou de réduction, peuvent étre déterminées par
voltamétrie cyclique [14]. Cette technique électrochimique
enregistre la réponse en courant résultant de deux balayages
de potentiels successifs en sens inverse de I'électrode de
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travail sur laquelle se produit la réaction électrochimique
étudiée (figure9). Le potentiel de réduction, Eggquction
peut étre directement extrait du diagramme de voltamétrie
cyclique. Par comparaison avec le potentiel d’oxydation
d’une autre espéce en solution, par exemple un agent réduc-
teur, la possibilité d'une réaction d’oxydoréduction peut étre
évaluée.

Dans le cas de lajout dacide ascorbique
(Eoxydation = 0.4 V vs. ECS (électrode au calomel sature) [10]),
la différence de potentiel redox, AE = Eqyydation - ERéductions
est inférieure a 1V. Ainsi, une réaction d’oxydoréduction
entre les anthocyanines (Antho) et I'acide ascorbique (A) est
possible :

Antho + A > Antho® + A®*

L'allure du voltamogramme renseigne également sur la réver-
sibilité de la réaction d’oxydoréduction. Dans la figure 9, la
courbe de voltamétrie cyclique n’est pas symétrique; la réac-
tion de réduction n’est donc pas complétement réversible.
Cela est cohérent avec une dégradation de la coloration en
milieu réductif. En effet, alors que I'acide ascorbique améliore
la photostabilité des anthocyanines (figure 6), sa présence en
solution est néfaste face a la chaleur [10]. Cela peut alors
s'expliquer par la réaction d’oxydoréduction qui s'opére entre
les anthocyanines et 'acide ascorbique. Dans ces circons-
tances, pour empécher ou diminuer cette dégradation, s'il
n'est pas possible de retirer I'acide ascorbique de la formula-
tion, des additifs alimentaires supplémentaires doivent étre
ajoutés, comme l'acide chlorogénique ou l'acide sinapique
mentionnés précédemment.

Cette différence de réactivité des composés en solution face
aux différents modes de stockage montre qu'il est essentiel de
séparer les deux effets (thermique et photochimique) dans la
phase de recherche de nouvelles formulations pour mieux
comprendre la stabilité des anthocyanines utilisées comme
colorants dans les boissons.

Quelles solutions pour empécher la décoloration ?

L'utilisation de différentes méthodes d’analyse en parallele
permet de suivre la stabilité de colorants en solution et de
comprendre les mécanismes de dégradation pouvant étre en
jeu (mécanisme radicalaire, oxydoréduction...). Les résultats
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obtenus donnent les premiers indices permettant d'imaginer
des solutions pour la stabilisation de colorants face a leur
environnement.

Pour les colorants sensibles aux facteurs environnementaux,
tels que les anthocyanines, l'idéal serait évidemment de
conserver les solutions a basse température et dans le noir.
Cependant, les colorants sont utilisés en industrie pour
I'aspect visuel qu'ils conferent aux produits. Par conséquent, si
le contrOle de la température reste relativement possible en
pratique, I'effet de la lumiére est quant a lui un facteur de
dégradation potentiel incontournable. L'ajout de molécules
stabilisantes telles que des antioxydants est ainsi indispen-
sable.

L'ajout de tout composé supplémentaire susceptible de
dégrader les anthocyanines devrait également étre évité.
Cependant, cela n’est pas toujours possible, notamment dans
le domaine alimentaire, que ce soit pour des raisons de marke-
ting ou tout simplement parce que certains composés sont
naturellement contenus dans les fruits ou les plantes a la base
de la boisson. De plus, un méme composé peut avoir un com-
portement différent selon son environnement, comme cela
a été évoqué pour l'acide ascorbique. Il est alors important
de connaitre les facteurs critiques sur lesquels se concentrer
pour le choix des additifs alimentaires.

Ainsi, il n‘est pas toujours possible d'éviter complétement
la dégradation, mais elle peut étre diminuée ou ralentie.

La démarche d’investigation présentée ici a été élaborée
a partir de résultats d'un mélange d’anthocyanines extraites
de carottes noires, mais elle reste valable pour d’autres extraits
(jus de raisin, patates douces violettes) [10] et peut étre
appliquée a d'autres colorants naturels (B-caroténe) ou syn-
thétiques, en solution.

Evidemment, le choix de solutions pour I'amélioration de la
stabilité des colorants dépend de la finalité de la formulation.
Dans le domaine des boissons, les additifs alimentaires ainsi
que leur concentration sont choisis dans le respect des
normes alimentaires en vigueur.
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. delavigne aux vins

Les pigments des vins rosés

La couleur est un élément clé de la qualité des vins rosés. Elle couvre une large palette, liée a la présence
d’anthocyanes quisont les pigments rouges duraisin, ainsi qu’a celle de nombreux produits résultant des réactions
des anthocyanes mais aussi d'autres composés phénoliques au cours de la vinification. Les avancées récentes sur
la composition des vins rosés et la structure des pigments a l'origine de leur diversité de couleur sont présentées

Vin rosé, couleur, pigments, polyphénols, anthocyanes, métabolomique, spectrométrie de masse,

Color is a key element in the marketing of rosé wines. It is extremely diverse, due to the presence of anthocyanins,
the red grape pigments, and of numerous derivatives formed from them and from other compounds during wine-
making. Recent advances on the phenolic composition of rosés wines and on the drivers of their color diversity

Résumé
dans cet article.
Mots-clés
chimiométrie.
Abstract Rosé wine pigments
are presented in this article.
Keywords

Rosé wine, color, pigments, polyphenols, anthocyanins, metabolomics, mass spectrometry, chemometrics.

L a couleur est un élément essentiel dans la qualité des vins
rosés, immédiatement percue par le consommateur,
grace aux bouteilles non teintées dans lesquelles ils sont
généralement commercialisés. Cette couleur couvre une large
palette, depuis des teintes tres pales de type «sable» ou
«nacre » jusqu'a des « grenat » intenses, en passant par des
nuances orange « abricot » ou « melon » ou rose « framboise »,
décrites par le nuancier développé par le Centre du Rosé

Ces couleurs sont liées a la présence de divers pigments,
extraits du raisin ou formés par réaction des constituants du
raisin au cours des opérations de vinification, appartenant,
pour la plupart, a la famille des polyphénols.

Les composés phénoliques du raisin

Les composés phénoliques du raisin appartiennent a diffé-

(figure 1).

rentes classes moléculaires, les trois principales (détaillées

Figure 1- Le nuancier, présenté sous la forme d'un coffret pédagogique, est un référentiel qui permet de qualifier précisément la couleur d'un vin rosé. Il comporte treize références qui ont été
contre-typées a partir des couleurs les plus représentatives du monde Rosé (de gauche a droite) : grenat, cerise, groseille, corail, mangue, abricot, saumon, péche, framboise, pomelo, litchi,

nacre, sable.
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Figure 2 - Les trois principales classes de composés phénoliques du raisin et leur localisation dans la baie.

ci-apres) étant les anthocyanes, les flavanols et les acides
hydroxycinnamiques (figure 2).

Les pigments rouges de la baie de raisin sont des anthocyanes,
famille particuliere de polyphénols classée dans les flavo-
noides. Cette famille comprend une grande diversité de struc-
tures, en raison de la présence de différentes substitutions
(hydroxyles, méthoxyles, glucosides, acylations du glucose).
Elles sont représentées classiquement sous la forme de leur
cation flavylium, sous laquelle elles sont détectées dans les
conditions acides utilisées pour leur analyse. Cependant, cette
forme rouge ne prédomine qu’en milieu trés acide et se trouve
en équilibre avec d'autres formes, colorées ou non, dans les
solutions faiblement acides telles que le vin (pH compris entre
3 et 4). Ainsi, lorsque le pH augmente, le cation flavylium subit
une déprotonation conduisant a une base quinonique de
couleur bleue ou une réaction d’hydratation associée a une
déprotonation générant une forme hémiacétale incolore puis,
par ouverture du cycle et tautomérisation, des formes
chalcones [égérement jaunes [1-2]. Du fait des pK de ces diffé-
rentes réactions (4,6 pour la premiére et 2,6 pour la seconde,
dans le cas de la malvidine 3-glucoside, anthocyane majeure
du raisin), les formes majoritaires au pH du vin sont les
formes hydratées incolores ou peu colorées, sauf si I'équilibre
d’hydratation est déplacé par des phénoménes d’interaction
(auto-association ou copigmentation) stabilisant la forme
cation flavylium. Les anthocyanes réagissent également avec
I'ion bisulfite, utilisé en vinification ou produit par les levures,
pour donner un adduit incolore, réversible en milieu acide [3].
Les figures 3 et 4 présentent respectivement les principales
formes de la malvidine 3-glucoside rencontrées dans les vins
et I'impact du pH sur la couleur des solutions de ce pigment.
Les flavanols sont présents sous forme de monomeres mais
aussi d'oligomeéres et de polyméres, classiquement désignés
par le terme de « tanins condensés » qui fait référence a leur
capacité a précipiter les protéines. Cette propriété, mise a
profit historiquement pour le tannage des cuirs, est a l'origine
de la sensation d’astringence induite par la précipitation des
protéines salivaires par les tanins. Ces molécules sont les
principaux composés phénoliques du raisin, treés abondants
dans les pellicules et les pépins et présents en faible quantité
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Figure 3 - Principales formes de la malvidine 3-glucoside dans les vins.

dans la pulpe et par conséquent dans les vins rosés, obtenus
sans macération ou avec des macérations courtes.

Les acides hydroxycinnamiques, dont les principaux représen-
tants dans le raisin sont les acides caféoyltartrique (caftarique,
figure 2) et coumaroyltartrique (coutarique), sont présents
en concentration importante dans les pulpes et dans les
pellicules.

Extraction des composés phénoliques
au cours de la vinification

Les pigments anthocyaniques sont localisés dans la pellicule
(ou peau) du raisin et absents dans la pulpe, excepté dans
quelques rares cépages, dits teinturiers, dont les pulpes sont
colorées. Par conséquent, leur extraction nécessite une phase
de contact entre les pellicules et le jus ou le moQt en fermen-
tation, et il est possible d'obtenir un vin blanc a partir d'un
cépage noir, en évitant toute macération avant le pressurage.
Les vins rosés ne peuvent étre obtenus par assemblage
de blancs et de rouges, cette pratique n'étant pas autorisée
en France sauf quand cela est précisé dans le cahier des
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Figure 5 - Extraction des composés phénoliques en vinification (haut : vinification en rouge ; milieu : vinification en rosé ; bas : vinification en blanc).

charges de production, comme dans le cas de I'appellation
Champagne. Leur élaboration implique une macération plus
courte que celle des rouges, suivie d'une fermentation en
phase liquide, comme celle des vins blancs, ce qui impacte les
quantités et proportions des différentes classes de composés
phénoliques extraites a partir du raisin. Les principales étapes
permettant I'élaboration de vins blancs, rouges ou rosés et
leur influence sur la composition phénolique de ces vins sont
résumées dans la figure 5.

Notons que le pressurage avant la phase de fermentation
favorise également I'action d’enzymes d’oxydation, les poly-
phénoloxydases (PPO), présentes dans le raisin, qui oxydent
les composés phénoliques (monophénols et ortho-diphénols),
et notamment les acides hydroxycinnamiques et les flavanols
monomeéres en ortho-quinones, en utilisant I'oxygéne comme
co-substrat. Ces phénomeénes d’oxydation enzymatique sont
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a l'origine du brunissement des moUts largement décrit dans
le cas des vins blancs.

Les polyphénols : défis et stratégies analytiques

Les polyphénols, ou composés phénoliques, constituent un
large groupe de métabolites secondaires de végétaux, synthé-
tisés par les plantes pour remplir diverses fonctions telles que
I'attraction des pollinisateurs ou la défense contre les stress et
les bioagresseurs. Ces molécules présentent une grande diver-
sité de structures, a l'origine de leurs multiples propriétés,
accrue par leur forte réactivité conduisant a de trés nombreux
dérivés, notamment lors des opérations de transformation des
végétaux telles que la vinification. Cette multiplicité de struc-
tures, depuis des molécules relativement simples qui ne sont
pas a proprement parler des polyphénols (terme construit
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a partir des radicaux poly, plusieurs, et phénol) jusqu’a des
polymeéres trés complexes, constitue un véritable défi pour
I'analyste.

Les techniques d’analyse classiques reposent sur une sépara-
tion par chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrophotométrie UV-visible, ces molécules présentant
des spectres UV-visible caractéristiques de chaque famille,
ou a la spectrométrie de masse qui apporte des informations
sur la masse moléculaire et, grace aux schémas de fragmen-
tation, sur les motifs structuraux présents dans chaque
composé. Plus récemment, des approches dites de métabolo-
mique ont été développées pour caractériser la composition
de mélanges tres complexes, tels que les échantillons biolo-
giques. Ces approches consistent a analyser I'ensemble des
composés de faible masse moléculaire présents (métabolo-
mique non ciblée) ou a quantifier des groupes de composés
préalablement définis (métabolomique ciblée). Elles mettent
en ceuvre l'acquisition d’empreintes métaboliques caractéris-
tiques de chaque échantillon et des traitements de ces
données par des analyses chimiométriques pour en extraire
des informations permettant de regrouper ou de discriminer
les échantillons et de relier leur composition a certaines carac-
téristiques, telles que la couleur par exemple.

Ainsi, de trés nombreux travaux utilisent la spectrométrie de
masse, couplée ou non a une séparation chromatographique,
pour générer des empreintes métaboliques, soit ciblées sur
une liste pré-établie de composés qui sont alors quantifiés,
soit sans a priori. La spectrométrie de masse repose sur la
détection d’'ions négatifs ou positifs formés dans la source du
spectromeétre de masse et séparés en fonction de leur rapport
masse sur charge. Cette technique trés sensible s’aveére parti-
culierement bien adaptée a I'analyse des composés phéno-
liques qui représentent une forte proportion des métabolites
détectés dans les vins par spectrométrie de masse [4-5]. Elle a
fait ses preuves pour I'authentification des vins, certains profils
métaboliques permettant de discriminer les vins suivant leur
cépage ou leur origine géographique [4-5], le suivi des
réactions des composés phénoliques [6], I'étude de l'impact
des procédés de vinification, ou encore I'analyse des relations
entre composition et des propriétés telles que la couleur [7].

Evolution des composés phénoliques du raisin
au cours de la vinification

Les premieres réactions intervenant au cours de la vinification
sont les réactions d’oxydation enzymatique, catalysées par la
PPO de raisin, des que l'intégrité des cellules de la baie est
rompue et que I'enzyme et son substrat phénolique sont mis
au contact de l'air, c'est-a-dire au moment du foulage et du
pressurage. L'acide caftarique est le substrat préférentiel de la
PPO du raisin qui I'oxyde en o-quinone d’acide caftarique.
Différentes réactions de cette quinone ont été décrites dans
les mo(ts de raisin. En tant qu’électrophile, la quinone d'acide
caftarique subit I'addition nucléophile du glutathion pour
former le « grape reaction product » (GRP), identifié comme
I'acide 2-S-glutathionyl caftarique, et ses isomeéres [8-9]. Elle
peut également réagir avec des flavonoides et notamment les
anthocyanes pour donner des adduits acide caftarique-
anthocyane [10]. Par ailleurs, elle peut aussi oxyder diverses
molécules comme l'acide ascorbique ou les sulfites ou encore,
par des mécanismes d’oxydation couplée, d'autres o-diphé-
nols comme le GRP et les flavanols, pour donner des
o-quinones dites secondaires, également trés instables [11].
Par exemple, I'addition de la catéchine sur son o-quinone
formée par oxydation enzymatique ou chimique conduit a des
dimeéres de catéchine incolores (déhydrodicatéchines B) qui
subissent une seconde oxydation intramoléculaire donnant
naissance a des pigments jaunes (déhydrodicatéchines A)
[12]. Ces différents mécanismes sont schématisés dans la
figure 6.

Aprés cette premieére phase de réactions enzymatiques
trés rapides, I'évolution des composés phénoliques se
poursuit par des réactions chimiques plus lentes. En particu-
lier, les réactions des anthocyanes conduisent a de nombreux
produits, incluant divers types de pigments, comme l'illustre
la figure 6. Ainsi, les anthocyanes réagissent avec les acides
hydroxycinnamiques ou les vinylphénols issus de leur décar-
boxylation et avec certains métabolites de levures produits
pendant la fermentation alcoolique, comme l'acétaldéhyde
et l'acide pyruvique, pour donner différents types de
pyranoanthocyanes qui sont des pigments orangés. Ces
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Figure 6 - Mécanismes d'oxydation enzymatique dans les moits de raisin.
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Figure 7 - Réactions des anthocyanes décrites dans les vins. Cette figure illustre aussi la formation des sels de xanthylium par condensation des flavanols avec les aldéhydes.

molécules sont résistantes a la décoloration par les sulfites
comme aux réactions d’hydratation et se trouvent donc sous
forme colorée dans les vins, a la différence de leurs précur-
seurs anthocyaniques majoritairement incolores. Les antho-
cyanes peuvent également réagir avec les flavanols pour
former des adduits flavanol-anthocyane présentant les
mémes propriétés que les anthocyanes (décoloration par les
sulfites et par la réaction d’hydratation).

Une autre réaction trés importante dans les vins rouges est la
condensation des flavonoides (anthocyanes et/ou flavanols)
avec les aldéhydes (R-CHO), et notamment |'acétaldéhyde
(CH3-CHO) qui génére des structures oligomériques dans
lesquelles les unités de flavonoides sont reliées par des ponts
alkyl R-CH (e.g. méthylméthine, souvent improprement
appelé éthyl, dans le cas de I'acétaldéhyde). Lorsqu’au moins
une des unités est une anthocyane, ces structures sont de
couleur violette et plus résistantes a la réaction d’hydratation
que les anthocyanes, le chromophore étant protégé par
un phénoméne de copigmentation intramoléculaire. Cepen-
dant, les produits de condensation des flavonoides avec les
aldéhydes sont instables et peuvent donner naissance, apres
rupture du pont méthylméthine, a des flavanol-pyranoantho-
cyanes ou, par une réaction de déshydratation et d’oxydation
a des sels de xanthylium, de couleur orangée (figure 7).

Ces différents mécanismes et produits ont été mis en évidence
en solution modele ou dans les vins rouges, et notamment
les vins de Porto, d’ou d'autres produits plus complexes de
couleur bleue, résultant des réactions de certaines pyrano-
anthocyanes, ont également été isolés [13]. Leur importance
relative dépend des proportions des différents précurseurs
impliqués (anthocyanes, flavanols, acides hydroxycinna-
miques, métabolites de levures) et des conditions du milieu
(pH, degré d'alcool, présence de catalyseurs métalliques ou
apport d’oxygéne notamment).

Ainsi, la diversité des substrats et des réactions décrites
ci-dessus conduit a des milieux d’une trés grande complexité,
dans lesquels les produits connus ne représentent que la
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partie émergée d'un «iceberg polyphénolique ». Ce phéno-
meéne a été récemment illustré sur des systémes modéles
simples utilisant les réactions de condensation de la catéchine
et de la malvidine 3-glucoside avec I'acétaldéhyde pour établir
une preuve de concept. Ainsi, une stratégie basée sur une
approche métabolomique sans a priori par spectrométrie de
masse haute résolution (HRMS) a permis de mettre en
évidence de grandes séries de molécules (80 formules brutes
a partir d’'un seul substrat phénolique, plus de 160 a partir de
deux), incluant les produits de réaction attendus, mais aussi
des composés jusqu’alors inconnus, issus de cascades de
réactions aléatoires [6].

Composition phénolique des vins rosés

Les travaux sur la composition phénolique des vins rosés sont
eu nombreux. Cependant, la comparaison degyi
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