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Développement d’une méthodologie de dosage
du glutathion et glutathion oxydé dans les lies et

les dérivés de levures

Les lies et les dérivés de levures sont employés en vinification pour améliorer et préserver
les qualités organoleptiques des vins. Parmi les divers bienfaits de I'élevage sur lies sur
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la qualité des vins blancs, la protection vis-a-vis des phénoménes d’oxydation gréce
au relargage du glutathion (GSH) a été bien décrite. Des études plus récentes montrent
aussi que les dérivés de levures riches en GSH ont une capacité & préserver les vins
des phénoménes oxydatifs. Le dosage précis du GSH dans ces matrices levuriennes est
donc nécessaire pour mieux maitriser leur utilisation en vinification. Cet article propose
une méthodologie optimisée d’extraction et d’analyse du glutathion dans sa forme

réduite et oxydée dans ces deux matrices, lies et dérivés de levures.

Contexte

le glutathion (GSH) est un fripeptide présent dans divers aliments :
et boissons, dont le moGt de raisin et le vin, sous sa forme réduite :
[GSH) ou oxydée (GSSG)'. lors du vieillissement sur lies, le GSH
relargué permet de limiter les phénomeénes d'oxydation du vin! 28, la :
macération préfermentaire, le pressurage doux dans des conditions :
inertes, |'élevage sur lies ef |'utilisation de dérivés de levures (DL) :
enrichis en glutathion sont de bonnes pratiques pour protéger et :
augmenter les niveaux de GSH dans les vins?34,

les DL sont des préparations obtenues & partir de levures
Saccharomyces cerevisiae et/ou non-Saccharomyces®. Des études
récentes ont montré les propriétés antioxydantes de ces composés®. :
La profection contre |'oxydation observée dans les vins traités avec les :
DL, comme dans le cas de I'élevage sur lies, semble étre liée & leur :
capacité de consommer I'O, et & la présence du GSH*. Néanmoins,
si les quantités de GSH présentes dans le vin sont mesurables avec :
des méthodes validées, les quantités de GSH présentes dans les lies ef
les DL sont souvent inconnues. Actuellement, on ne refrouve pas dans :
la littérature des méthodes spécifiques d'extraction et d'analyse du
glutathion total dans les lies de vin. En revanche, le glutathion présent :
dans les dérivés de levures peut étre quantifié par des méthodes :
colorimétriques utilisant une gamme étalon de glutathion pur. Toutefois,
les méthodes rapportées dans la littérature varient considérablement, :
ce qui les rend souvent non comparables. Par conséquent, nous avons
développé une méthode opfimisée pour évaluer le potentiel GSH
dans ces deux matrices levuriennes. Ensuite, le GSH et GSSG ont :
été dosés dans divers échantillons de lies ef dérivés de levures. les :
résultats présentés dans cet article technique sont la synthése du travail :
publié récemment sur le journal Food Chemisiry’.

Expérimentation

Une série de 23 échantillons de lies de vin blanc collectées auprés :
des propriétés vinicoles bordelaises a été ufilisée pour |'étude. Elles :
ont été prélevées aprés fermentation alcoolique (aprés 1 semaine) :

TABLE 1. Condiions opfimales d'extraction du glutathion pour les lies de vin blanc et les dérivés de levures.

Durée Ratio solide- :

Ethanol y ) .. ) :

%) d’extraction liquide GSH extrait :

min g/l :

Lies
(ug/g de lies) 0 105 10 4.30

Dérivésde
levures -DL
(mg/g de DL)

50 30 10 49.20

: Développement
. quantification et extraction du GSH et du
: GSSG

iQuantification du GSH dans

: ou aprés élevage (6-12 mois) du vin. les DL (15 échantillons)
. naturellement riches en composés réducteurs dont le GSH ont été
- fournis par des fabricants. Aprés exiraction, les échantillons ont été
- lyophilisés, puis analysés par chromatographie liquide couplée & la
: spectrométrie de masse & haute résolution [LC-HRMS). La méthodologie
- d'analyse chromatographique est décrite dans 'article originale de
: Winstel ef al.”.

de la méthode de

: Pour étudier la composition de matrices complexes comme les lies ef
¢ les DL, des instruments puissants ef fiables sont essentiels. Lla LC-HRMS
: est appropriée a la quantification du GSH gréce a sa large gamme
: dynamique et sa précision de mesure de masse.

¢ Ainsi, aprés extraction du GSH des lies ef DL, les conditions
: chromatographiques ont été optimisées pour améliorer la séparation
: du GSH et du GSSG et permetire leur quantification dans les deux
: matrices levuriennes.

. Aprés le développement de la méthodologie d'analyse, I'extraction
: du GSH a été optimisée. Ainsi un plan d'expériences incluant le type
. de solvant, le temps d'extraction et le ratio solide-liquide a été effectué
¢ afin d'évaluer I'impact combiné de ces facteurs sur I'extraction du
: GSH. les conditions optimales (Tableau 1] pour extraire la totalité du
: GSH ont été obtenues en utilisant une solution éthanol/eau & 50 %,
: & 10 g/L pendant 30 minutes pour les dérivés des levures et une
- solution d’eau 100 % ultrapure, & 10 g/L pendant 105 minutes pour
¢ les lies. Grace & cette étude d'optimisation, il est alors possible de
: quantifier dans ces deux matrices le potentiel en GSH.

différents

: échantillons de lies de vin blanc

: Des échantillons prélevés dans différentes caves, de différents
i cépages, différentes souches de levures, différents millésimes et

du vin de goutte ou de presse, ont éfé analysés afin d'évaluer la
gamme de concentrations de GSH ef de GSSG que I'on peut trouver
dans les lies suivant les pratiques cenologiques (Figure 1A ef 1B
Comme le montre la Figure 1A, les concentrations variaient de 0,3
& 7,7 pg/g et de 0,3 & 34,4 pg/g pour le GSH et le GSSG,

: respectivement. Pour certaines lies (1 & 4 et 7), le GSH éfait présent
¢ & des concenfrations plus élevées que le GSSG, tandis que l'inverse
: est observé pour les lies 56 et de 8 & 15. Une concentration plus
¢ élevée de GSSG pourrait s'expliquer par le fait que les lies n'étaient

1 Ce travail est disponible sous la licence Creative Commons Aftribution 4.0 International.
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1 semaine aprés la fermentation alcoolique ou aprés 6 mois d'élevage) de vin blanc de différentes

(Figure 1B). Condifions d"extraction : lies dans I'eau @ 10 g/L pendant 105 min.

des pratiques cenologiques.

concentrations ont été observées d'une lie & 'autre, allant de 0,8 &

dans le cas d'une vinification sans sulfites.

Quantification du GSH dans différents dérivés

de levures

Actuellement, I'analyse du GSH dans les dérivés de levures est :
réalisée principalement & I'aide de méthodes colorimétriques, la plus :
courante étant la méthode d'Ellman utilisant le réactif DTNB. Cette :
méthode permet de quantifier les groupes -SH, mais elle n'est pas :
spécifique au dosage du glutathion. C'est dans ce contexte que :
nous avons appliqué notre méthodologie pour le dosage du GSH
aux dérivés de levures (DL). Quinze DL commerciaux de 6 marques :
différentes ont été analysés pour mesurer les concentrations de GSH
et de GSSG (Figure 2). Les résultats ont montré que les deux molécules :
ont été défectées dans tous les échantillons, avec une valeur moyenne :
de 7,1 et 1,7 mg/g pour le GSH et le GSSG, respectivement. les :
concentrations de GSH étaient significativement plus élevées que :
celles du GSSG, avec des valeurs allant jusqu'a 40 mg/g pour le :
GSH contre 5,1 mg/g pour le GSSG (Figure 2). En général, la teneur
en glutathion de ces produits commerciaux est assez variable. le :
dosage précis du GSH dans les DL s'avére alors indispensable pour :
orienter avec maitrise leur utilisation suivant les itinéraires cenologiques :

ef le type de vin souhaité.
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FIGURE 2. Concentration en GSH et 6SSG dans 15 dérivés de levures commerciales. Condifions
- dextraction optimisées : eau/éthanol 50 % et DL a 10 g/L pendant 30 mn.

FIGURE 1. Concentration du GSH et du 6SSG dans 15 lies (L1-L15, récupérés a la propriété Conclusion

i le présent travail propose une méthode optimisée pour extraire et
propriétés (Figure 1A) et 8 lies de lo méme propriété mais issues de fermentation alcooliue 0vec g tifier le potentiel en glutathion dans les lies de vin blanc ef les
différentes souches de levure (S1-58, récupérés 1 semaine aprés la fermentation alcoolique) = . . . ) . . )
© dérivés de levures. Celte méthodologie peut donc étre applicable
¢ par les laboratoires d'analyses chimiques cenologiques équipés d'un
o , SR g il de chromatographie liquid lé a | troméfrie d
pas protégées de I'oxydation (vinification sans SO,). La sensibilité du : dapparer’ de c/romo Ogrf]p |e, 1qui ? coupie a la §Pec .rome re ae
glutathion & I'oxydation lors de la vinification a déja é1é démonirée? | MO Des méthodologies d'extraction et de quantification peuvent
ef la concentration finale de GSH dans les lies est donc dépendante : etrefi |/nteref pour le dosgge du GSH e.f donc pour une gestion plus
: maitrisée de |'¢levage sur lies ef 'utilisation des dérivés de levures en

le GSH et le GSSG ont également été quantifiés dans des échantillons vinification, dans un contexte de préservation des niveaux de GSH.

des lies du méme vignoble et du méme jus de raisin, mais vinifiés :
avec différentes souches de levure (Figure 1B). Des variations de :
. Remerciements : (e travail est supporté par I'ANR Valoli (ANR-21-CF43-0003) et la chaire
Q13,5 pg/g et de 72,6 a 213,7 pg/g pour le GSH et le GSSG,
respectivement (Figure 1B). Les lies prélevées dans le vin fermenté : les entreprises de produits eenologiques pour les dériveés de levures.
avec la souche de levure 3 contenaient la plus forte concentration :

de glutathion. Ces résultats montrent bien |'importance de choix de :

la levure de fermentation pour la préservation du GSH et notamment
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