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Vers un controle des vins par spectroscopie Raman ?

La spectroscopie Raman a été tres peu exploitée pour I'analyse des vins. Des difficultés notables limitent son
utilisation car les molécules d’intérét pour leurs vertus organoleptiques sont en trés faible concentration dans un
milieu constitué a 95 % d’eau et d'éthanol. Par ailleurs, la fluorescence émise par les vins irradiés par un
rayonnement laser dans le visible est trés importante, masquant le plus souvent I'émission Raman. Cet article
montre que ces difficultés peuvent étre contournées en exploitant les phénomeénes d’exaltation de la diffusion
Raman par effet de résonance électronique. Il discute également briévement de I'exaltation du signal Raman par

Spectroscopie Raman de résonance, vins blancs et rouges, acides hydroxycinnamiques, anthocyanes, SERS.

Raman spectroscopy has been little used for wine analysis. Notable difficulties limit its use because the molecules
of interest for their organoleptic virtues are in very low concentration in a medium composed of 95% water and
ethanol. Moreover, the fluorescence emission in wines irradiated by a laser radiation in the visible range is very
high, often making it impossible to observe Raman scattering. This article shows that these difficulties can be
overcome by exploiting the phenomena of enhancement of Raman scattering by resonance effect. It also briefly

discusses the enhancement of the Raman signal by plasmon resonance in the presence of silver nanoparticles.
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La spectroscopie optique pour I'analyse des vins

Il existe une trés grande variété de techniques analytiques,
souvent complémentaires, pour la détermination de la
composition, le contréle de la qualité et l'authentification
des vins.

Les méthodes optiques basées sur le phénoméne d’absorp-
tion de la lumiére ont connu des développements importants
ces dernieres années pour la caractérisation des vins. Il s'agit
de la spectroscopie d'absorption dans l'infrarouge moyen
(MIR, longueurs d’onde entre 2 et 30 um) et le proche infra-
rouge (NIR, longueurs d’'onde entre 0,7 et 3 um) pour étudier
les vibrations moléculaires fondamentales et leurs harmo-
niques [1-2], et de la spectroscopie d'absorption dans 'UV et le
visible (UV-vis) pour sonder les transitions électroniques [3].
La spectroscopie d'absorption dans linfrarouge permet
d’identifier les molécules a travers leurs vibrations. Du fait de
son efficacité, de sa simplicité d'utilisation et du coit modéré
de I'équipement, cette technique est aujourd’hui routiniére
dans les laboratoires d'analyse en chimie. Cependant, pour le
cas particulier des vins et plus généralement des solutions
aqueuses, la spectroscopie d'absorption infrarouge présente
un inconvénient majeur. En effet, le vin est constitué essentiel-
lement (a plus de 95 %) d’eau et d'éthanol. L'absorption des
photons par les molécules sera d'autant plus efficace que
leurs vibrations engendrent de fortes variations de polarité,
ce qui est le cas de I'eau H,O et des vibrations de I'éthanol
CH3CH,0H impliquant la liaison O-H. Il en résulte que le
spectre d'absorption dans l'infrarouge moyen d’un vin sera
dominé par les vibrations des molécules d'eau, les vibrations
impliquant des liaisons C-H de I'éthanol conduisant a des raies
d'absorption considérablement plus faibles. Les absorptions
des quelques % de molécules organiques restantes dans la
composition d’un vin seront donc négligeables ; il n’y aura pas
de différences nettement visibles entre les spectres de diffé-
rents vins [4]. C'est pourquoi cette méthode analytique est
indissociable de la chimiométrie qui consiste a analyser les
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Resonance Raman spectroscopy, white and red wines, hydroxycinnamic acids, anthocyanins, SERS.

infimes différences entre les spectres de différents vins par
des méthodes statistiques et de les attribuer par la suite a
des compositions chimiques supposées car issues d’'un
modele [5].

L'analyse Raman offre potentiellement une alternative. Les
prodigieux progrés dans les sources et détecteurs de rayonne-
ment conduisent a une miniaturisation et une chute des
colts des spectrometres lasers et a leur emploi grandissant
par les douanes, la police scientifique, les personnels effec-
tuant sur site la recette de produits, ou encore la détection de
contrefacons de spiritueux au travers de leur contenant [6].
Des smartphones sont transformés en spectrometres [7]. De
plus, en diffusion Raman, la contribution de I'eau est faible.
Des techniques d’excitations spécifiques permettent de
détecter de nombreuses molécules, en particulier comportant
des cycles carbonés, a des concentrations de 10°g/L ou
encore plus faibles. La mise au point de procédures adaptées
pourra faciliter le contréle qualité et identifier des marqueurs
spécifiques d'une production vinicole donnée.

La spectroscopie Raman des vins

Les vins sont colorés; ils contiennent dans leur formulation
des molécules absorbant dans le visible. Comme l'eau et
I'éthanol, qui constituent les vins a plus de 95 %, sont des
fluides transparents, la coloration observée ne peut étre due
gu’a des molécules en tres faible concentration absorbant le
rayonnement dans le visible. Par exemple, le vin blanc est
jaune, c'est-a-dire qu'il absorbe la lumiére violette de longueur
d’onde de moins de 400 nm. Le vin rouge absorbe la lumiére
dans une large gamme du visible, sa couleur dominante
percue par l'ceil étant liée a I'absorption de la lumiere verte
vers 530 nm.

Le choix crucial de la longueur d’onde d’excitation

Ainsi, si on irradie un vin avec une émission laser pouvant
étre partiellement absorbée, le spectre de fluorescence se
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Figure 1- Spectres d’émission de la lumiére (fluorescence et Raman) pour un vin rouge (a) et un vin blanc (b). Les longueurs d’onde d’excitation laser et les couleurs associées aux spectres
sont indiquées sur la figure. Les lignes verticales localisent les raies Raman associées a I'éthanol.

superposera, en le masquant le plus souvent, au spectre de
diffusion Raman bien plus faible en intensité. La figure 1a
présente la superposition de plusieurs spectres Raman d'un
vin rouge pour différentes valeurs de la longueur d’onde du
rayonnement laser incident, allant du proche infrarouge a
1064 nm au proche UV a 325 nm. Cette figure illustre tres
simplement pourquoi la spectroscopie Raman n’a jusqu’ici
jamais été considérée comme un outil analytique viable pour
les vins, c’est-a-dire qu’aucune raie Raman ne peut étre distin-
guée du fond de fluorescence pour des longueurs d’onde
d’excitation « conventionnelles» (c’est-a-dire entre 450 et
785 nm). Il faut noter les deux exceptions que sont les spectres
enregistrés aux deux extrémes de la gamme d’excitation laser,
c'est-a-dire dans le proche infrarouge a 1 064 nm et le proche
UV a 325 nm. Le spectre a 1 064 nm de la figure 1a, avec un
fond de fluorescence négligeable, est presque a l'identique
celui d'un mélange d’eau et d’éthanol (@ 12 % volumique)
simulant un vin ordinaire, alors que celui a 325 nm présente
de nombreuses raies Raman supplémentaires se superposant
a la fluorescence [8]. Mais les molécules en faible concentra-
tion sont difficilement détectables.

La méme expérience a été réalisée pour un vin blanc sec
(figure 1b). Les conclusions sont globalement similaires avec
une excitation dans le proche infrarouge, c’est-a-dire que nous
ne voyons que le mélange eau/éthanol, alors qu’avec une
excitation a 325 nm, des raies Raman additionnelles sont
intenses (en particulier vers 1600cm™). Nous reviendrons
plus loin sur ces raies additionnelles.

Ces premiers résultats montrent que le spectre Raman de
I'eau est considérablement moins intense qu’en spectrosco-
pie d'absorption infrarouge améliorant le contraste pour
I'observation des autres vibrations moléculaires, en particulier
celles de I'éthanol. Les spectres obtenus, a I'exception des
spectres a 325 nm, restent toutefois trés proches de celui d'un
simple mélange eau-éthanol de sorte que des méthodes
d’analyse statistique restent, comme pour la spectroscopie
d'absorption infrarouge, nécessaires.
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Figure 2 - Spectres d'absorption UV-vis pour un chemin optique de 1 mm des trois vins
(rouge : vin rouge ; bleu : vin blanc moelleux ; vert : vin blanc sec).

La diffusion Raman des vins
exaltée par effet de résonance électronique

Les spectres d’absorption UV-visible des vins

L'absorption des photons dans le visible et la fluorescence qui
en découle sont indissociables (voir encadré). Nous avons
reporté sur la figure2 les spectres d'absorption UV-visible
entre 200 et 700 nm de deux vins blancs et d’'un vin rouge.
Pour les vins blancs sec et moelleux, nous observons des
maximas d’absorption vers 270 et 330 nm, I'échantillon est
donc transparent aux photons de longueur d’'onde supérieure
a 400 nm. Pour le vin rouge, nous observons des absorptions
intenses et surtout un fond d’absorption tres large entre 400
et 700 nm. Le spectre d'absorption UV-visible des vins est bien
connu [9], les maximas d’absorption vers 260 nm sont attri-
buables aux acides phénoliques, ceux vers 330 nm aux acides
hydroxycinnamiques, et enfin le massif large entre 400 et
700 nm aux anthocyanes (qui n’existent en principe pas dans
un vin blanc).
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Encadré

La diffusion Raman et I’émission de fluorescence

En spectroscopie d’absorption optique, lorsque I'énergie d’'un
photon correspond a la différence d'énergies entre I'état quantique
fondamental d'une molécule et I'un de ses états quantiques excités,
un phénomene de résonance (absorption) se produit avec transi-
tion de I'état fondamental vers I'état excité. Pour des photons ayant
des longueurs d’'onde dans I'ultraviolet (UV) ou le visible, les niveaux
quantiques impliqués correspondent a des niveaux électroniques.
L'exces d'énergie absorbée par la molécule sera dissipé dans le
milieu jusqu'a ce qu’elle atteigne le niveau excité de plus basse
énergie, puis la molécule irradiée retournera finalement dans son
état fondamental en émettant un photon de plus faible énergie que
le photon initial. Ce processus d’émission de photon apres absorp-
tion est la luminescence qui englobe la fluorescence lorsque la
«durée de vie» dans I'état électronique excité est relativement
breve (quelques dizaines de nanosecondes).

Il y a cependant un autre mécanisme d'interaction lumiére-matiére
provoquant, comme la fluorescence, une émission de photons dans
les domaines de I'UV proche, du visible et du proche infrarouge. Ici,
les photons incidents (non absorbés) vont forcer les électrons des
molécules a osciller autour de leur position d’équilibre et a adopter
un état d'énergie supérieur, dit niveau quantique «virtuel », de
durée de vie nulle. Le retour a I'état fondamental (instantané)
provoque soit la réémission d’'un photon de méme énergie que le
photon incident (diffusion élastique) pour la diffusion Rayleigh, soit
la réémission d’'un photon d'énergie différente (diffusion inélas-
tique) pour la diffusion Raman. La différence d'énergie entre le
photon incident et le photon diffusé inélastiquement (positive pour
la diffusion Stokes et négative pour la diffusion anti-Stokes) corres-
pond a la différence d'énergie entre le niveau vibrationnel fonda-
mental et le premier niveau vibrationnel excité. La longueur d’'onde
du photon émis dépend de la longueur d’onde du rayonnement
incident ; en d'autres termes, la différence des longueurs d'onde
entre photons incidents et photons émis est constante. Il faut bien
distinguer ce mécanisme de diffusion de la lumiere de celui de la
fluorescence qui nécessite au préalable I'absorption de photons
amenant la molécule dans un état électronique excité « réel » et non
«virtuel ». Le nombre de photons émis par fluorescence ou par
diffusion Rayleigh est trés largement supérieur a celui de la diffusion
Raman. Pour un milieu coloré, c'est-a-dire intégrant dans sa formu-
lation une fraction de molécules absorbant dans le visible, les deux
phénomeénes d'émission de la lumiére (fluorescence et diffusion
inélastique Stokes) peuvent coexister. Lorsque lintensité de
I'émission de fluorescence est modérée, il est possible de la modéli-
ser mathématiquement par une fonction plus ou moins complexe
et ainsi de la soustraire du spectre brut.

Identifier les chromophores des vins blancs a I'origine
de la diffusion Raman exaltée par effet de résonance

Pour mieux comprendre 'analyse qui va suivre, nous avons
reporté figure3 le spectre de diffusion Raman, avec une
excitation a 532 nm, d'une solution mére contenant de I'eau,
de I'éthanol (@ 12 % volumique), 5 g/L d’acide tartrique et
quelques gouttes d'une solution aqueuse d’hydroxyde de
sodium dans le but d'ajuster le pH de la solution autour de 3,5
(pH moyen des vins). Cette solution mére, utilisée par la suite
pour préparer des solutions modéles, n'absorbe pas la lumiere
pour des longueurs d’onde supérieures a 200 nm, les spectres
Raman de cette solution ne présentent donc aucune fluores-
cence. Les raies Raman de la solution mére sont, a I'exception
des bandes larges vers 3 000-3 500 cm™' (vibrations d’élonga-
tion O-H) et vers 2250 cm™' (vibrations de déformation
d’angle H-O-H), toutes attribuées a I'éthanol. C'est ce spectre,
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Figure 3 - Spectre de diffusion Raman de la solution mere enregistré avec une excitation laser
a532nm.
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Figure 4 - Acides hydroxycinnamiques.

superposé le plus souvent a un fond de fluorescence, que
nous observons qualitativement sur les spectres Raman de la
figure 1 des vins blancs pour des excitations de longueur
d’onde supérieures a 400 nm et pour le vin rouge avec une
excitation a 1 064 nm. Les spectres Raman des vins enregistrés
avec des excitations ne correspondant pas a des raies
d'absorption du spectre UV-visible, diffusion Raman que nous
qualifierons de « normale », sont donc trés proches du spectre
de la solution mére ne contenant que de |'éthanol et de
I'eau.

A la longueur d’onde d'excitation de 325 nm, qui correspond
a I'absorption électronique des acides hydroxycinnamiques
[10], nous observons des raies Raman supplémentaires que
I'on peut attribuer a de la diffusion Raman de résonance. II
s'agit ici du cas ou le niveau quantique « virtuel » se situe au
voisinage de niveaux «réels» de I'état électronique excité.
Les chromophores impliqués dans les processus d’absorption,
de fluorescence et donc dans celui de la diffusion Raman
résonante, dont la famille est schématisée sur la figure4,
ont été identifiés théoriquement a I'aide de calculs de chimie
quantique TD-DFT («time dependent density functional
theory ») et expérimentalement sur la base de solutions
modeles des différentes espéces majoritaires d'acides
hydroxycinnamiques libres (acide caféique par exemple) ou
liés (acide caftarique par exemple) observées dans les vins
[10-11]. L'absorption UV-visible ainsi que I'émission de fluores-
cence sont dues essentiellement aux acides hydroxycina-
miques et plus précisément a la conjugaison du groupement
styréne et du groupement benzoique.
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Figure 5- Spectres Raman aprés soustraction du fond de fluorescence du vin blanc sec
pour les longueurs d’onde 325 nm (noir) et 532 nm (vert).

Les spectres Raman des vins et des solutions modéles
montrent que les vibrations intensifiées par effet de résonance
ne concernent que les groupements fonctionnels impliqués
dans le mécanisme d’absorption électronique [10-11]. La
comparaison des spectres Raman d’un vin blanc sec enregis-
trés avec des longueurs d’'onde d’excitation de 325 et 532 nm,
reportée dans la figure 5, illustre bien I'effet d'intensification
des raies Raman par effet de résonance. Si les spectroscopies
d'absorption UV-visible et de fluorescence ne permettent pas
d'identifier, dans un mélange comme le vin, les especes
moléculaires, la diffusion Raman permet en partie cette identi-
fication. Les raies vers 1 600-1 700 cm™' sont particulierement
intenses et nous observons dans la plupart des cas deux
maxima, le premier pic vers 1600 cm™" attribué majoritaire-
ment aux élongations C=C du cycle phénolique, et le second
vers 1630 cm™' attribué majoritairement aux vibrations
d’élongation du groupement styréne -HC =CH- de la
molécule.

En réalisant une somme pondérée des spectres des solutions
modeles d'acides «libres», on peut parvenir a reproduire
assez bien le spectre du vin blanc, comme nous pouvons le
constater sur la figure 6, et ainsi en déduire les concentrations
des différentes familles de molécules excitées par la longueur
d’onde laser utilisée. Pour ce vin, les espéces majoritaires sont
I'acide p-coumarique et I'acide caftarique.

Diffusion Raman exaltée des vins rouges

La formulation d’'un vin rouge est beaucoup plus complexe
que celle d’'un vin blanc. S'il est aussi possible d’exalter les
signaux Raman des acides hydrocycinnamiques, a l'instar des
vins blancs comme le montre la figure Ta pour une excitation
a 325 nm, leur analyse est cependant plus délicate en raison
de la forte intensité de I'émission de fluorescence. Nous ne
sommes pas parvenus a exalter les spectres Raman des antho-
cyanes (dont la malvidine-3-O-glucoside est une molécule
prototype) que l'on trouve dans les vins macérés (rouge),
I'émission de fluorescence étant toujours beaucoup trop
intense. Nous nous sommes alors tournés vers une autre
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Figure 6 - Spectre Raman a 325 nm du vin blanc sec (noir) et de la somme pondérée des
spectres des acides hydroxycinnamiques.
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Figure 7 - Spectres SERS d’un vin rouge (noir) et d'une solution modele de malvidine
3-O-glucoside (gris).

méthode permettant d'amplifier le signal Raman, la technique
dite de diffusion Raman exaltée de surface (SERS, «surface
enhanced Raman scattering»). Il s’agit ici de préparer un
substrat recouvert de nanoparticules d'or ou d’argent en
interaction avec I'échantillon analysé. Excitées par le laser a
leur maximum d’absorption électronique (c’est-a dire a la
fréquence du plasmon (ou gaz d'électron) se formant a la
surface des nanoparticules), les nanoparticules métalliques,
en contact avec les molécules analysées, voient le champ
électrique généré localement amplifié, ce qui permet d'inten-
sifier considérablement les raies Raman des molécules en
interaction.

Nous avons ainsi réalisé un dépot métallique d’argent [12]
dont le maximum de la large bande plasmon est vers 568 nm,
énergie correspondant a la région spectrale dans laquelle
les dérivés d’anthocyanes absorbent le rayonnement. Nous
avons déposé sur ce substrat SERS une goutte de vin rouge
irradiée avec un laser a 532 nm. Nous obtenons en quelques
secondes un signal Raman trés intense avec une puissance
laser de quelques dizaines de uW (figure 7). Nous avons
reporté sur cette méme figure le spectre SERS de la solution
modéle de malvidine-3-O-glucoside (maximum d’absorption
vers 523 nm) a pH acide. Manifestement ces deux spectres

Décembre 2022




sont proches, avec cependant des différences notables liées
au fait que la composition du vin rouge est évidemment bien
plus complexe que celle de la solution modéle.

Ces résultats ne sont que trés préliminaires, méme si l'utilisa-
tion de substrats SERS semble prometteuse, et il reste
beaucoup a faire avant d'utiliser cette technique a des fins
analytiques.

Perspectives

Il est clair que les spectres vibrationnels d'absorption infra-
rouge ou de diffusion Raman normale des vins, hors
résonance électronique ou hors effet SERS, ne permettent pas
d’identifier des espéces. En amplifiant considérablement et
sélectivement les signatures Raman de certaines molécules
inobservables dans d’autres conditions, de nouvelles perspec-
tives s’‘ouvrent pour l'analyse chimique des vins. D’autres
familles moléculaires que les acides hydroxycinnamiques
(les acides phénoliques par exemple) sont probablement
identifiables par spectroscopie Raman de résonance pour des
longueurs d’onde d’excitation inférieures a 325 nm. En ce qui
concerne I'emploi de substrats SERS pour analyser les antho-
cyanes, une difficulté majeure est certainement de pouvoir
fabriquer des plateformes identiques permettant de réaliser
des expériences répétables et reproductibles. De nombreuses
équipes travaillent sur la préparation de substrats SERS [13-14]
et de leur production industrielle afin de détecter de tres
faibles concentrations ou des traces de molécules dans des
domaines d’applications tres variés allant de 'agro-alimen-
taire jusqu’au médical. On peut penser que ces progres bénéfi-
cieront aux études du vin.
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