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CONTEXTE ET SITUATION DU SUJET

La transformation du raisin en vin est un procédéplexe et la qualité des vins
dépend de nombreux facteurs relatifs a la quaétéadnatiere premiére et aux techniques de
vinification employées. La qualité des vins roug@s$ en grande partie déterminée par les
composés phénoliques, et plus particulieremenamtisocyanes, qui sont responsables de la
couleur rouge, et les tanins, a l'origine de lass¢ion d’astringence. L'extraction de ces
molécules a partir de la baie de raisin s’effeg@mdant la phase de macération. Leur
concentration dans les vins est modulée par laéngapremiere (cépage, maturité,...) mais
peut étre également modifiée par les conditionsiiéication. Les tanins et les anthocyanes
extraits sont des molécules trés réactives quiuwsedt a la formation de nombreux produits
dérivés contribuant également aux propriétés olgatiques des vins. Ces réactions sont
déterminées par les proportions des molécules agmtxtraites et notamment par le rapport
entre tanins et anthocyanes. La maitrise de la ositipn phénolique et de I'extraction est un
enjeu important pour le vinificateur, notammentmaitrise de la stabilisation de la couleur
par transformation des anthocyanes en d’autres guitgn au travers de réactions avec les
tanins.

Des auxiliaires technologiques comme les enzymegté développés pour améliorer
les procédés de vinification (macération, pressjyratarification, élevage). Depuis plusieurs
décennies, diverses préparations enzymatiques canates sont utilisées durant la phase de
maceération en vinification en rouge pour amélidesrrendements en jus de goutte et faciliter
'extraction des pigments et des tanins. Les cibleses préparations, a base de pectinases
principalement, sont les polysaccharides des parégeétales qu’elles dégradent, ce qui
entraine une libération accrue des anthocyanes®ttahins dans le milieu liquide. Les
polysaccharides ont la capacité d’interagir aveccdemposés phénoliques. L’'adsorption des
polyphénols sur les parois peut constituer un feeleur extraction. Dans les vins finis, les
interactions entre les polyphénols et les polysaitdbs sont impliquées dans les propriétés
organoleptiques des vins, plus particulierementsdian modulation de la perception de
l'astringence des tanins. L'utilisation d’enzymes donc un moyen de modifier I'extraction
des composeés d’intérét (polysaccharides et compais&®liques) en dégradant la paroi de la
baie de raisin, ce qui influe sur leur comportemdtdérieur et les propriétés qualitatives des
vins.

Cependant, dans la littérature, les résultats’sapact des traitements enzymatiques

sont divergents : dans certains cas, ils ne madifias la composition phénolique des vins
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tandis que dans dautres cas, ils favorisent lation des tanins mais pas celle des
anthocyanes ou, parfois, une augmentation des stvratiens des pigments ou de la couleur
est observée. L'objectif de ce travail de thésedesic de clarifier 'impact des enzymes de
maceération sur la composition en polysaccharidesnepolyphénols des vins rouges, et de
mieux comprendre I'effet qui en découle sur la eaul
Dans un premier temps, il est important dans I'étoithliographique de définir la baie

de raisin et ses constituants (polysaccharides oftplpénols) puis les phénoménes de
maturation de la baie et donc les enzymes du raisenfin le passage du raisin au vin des

différents composeés et l'utilisation des enzymeasnmerciales de macération.

Apres ces rappels bibliographiques, nous présemgefétude, articulée autour de
deux axes :

Axe 1 : Impact des enzymes de macération sur Igosition en polysaccharides et en
polyphénols des vins rouges.

Jusqu’a aujourd’hui, peu de travaux portant a les feur I'effet des traitements
enzymatiques sur les polysaccharides et les patypséles vins rouges sont disponibles dans
la littérature. Dans cette partie, les polysacdeariont été quantifiés et, pour la premiere fois,
les oligosaccharides ont été caractérisés. Endedgeanthocyanes, les tanins et les acides
phénols ont été dosés et la couleur des vins anélgsée. L'étude de tous ces composés et de
la couleur a permis de comparer I'effet de plusqréparations enzymatiques commerciales
sur trois millésimes.

Axe 2: Etude de I'évolution des polyphénols et qedysaccharides en milieu
« modele vin ».

Suite aux résultats obtenus dans la premiere paetila these, le deuxieme axe de
recherche s’est orienté vers un travail en solutionodéle vin » pour mieux comprendre
I'évolution des anthocyanes et des tanins en peoésen non de polysaccharides. Plusieurs
parametres ont été suivis au cours du temps :Ukegoet la stabilité colloidale des solutions

suivant leur composition et la réactivité des cos@o

Cette thése a été co-financée par la société Novez et la société Laffort Enologie.
Réalisé au sein de I'équipe « Polyphénols et Intemas » de I'UMR Sciences pour
I'Oenologie, ce travail s'integre dans la thémagigle I'équipe qui vise a connaitre d’'une part

la structure des polyphénols et leur réactivita'atitre part les mécanismes d’interactions
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physico-chimiques impliquant ces composés et lecidence sur les caractéristiques des vins

ou sur l'efficacité/la sélectivité des procédéshtertogiques mis en ceuvre.
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| NTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

I. LA BAIE DE RAISIN

Le mdrissement de la baie de raisin se traduitigpaamollissement, le changement de
couleur, I'accumulation de sucres associée a umendtion de I'acidité et la synthése de
composeés aromatiques. La paroi joue plusieurs ndlpertants positifs sur la baie :
- elle participe a la cohésion des cellules et @mnfdonc les propriétés
mécaniques de fermeté et de texture a la baie,
- elle représente une protection vis-a-vis ded@e d’agents pathogénes et est
impliquée dans les phénomeénes de résistance.
Par ailleurs, en vinification, elle peut constituerfrein & la diffusion de composés recherchés
dans les vins comme les polyphénols.
Dans cette premiere partie, quelgques généralitédasstructure des parois, les enzymes

présentes et la composition en polyphénols deiéadmmt abordées.

A. LA STRUCTURE GENERALE DES PAROIS DE LA BAIE DE RAISI N

La paroi est une structure complexe et dynamiqueposée de polysaccharides de
haut masses moléculaire (Fry, 2004; McCanal, 2001; Ridley, O’Neill & Mohnen, 2001)
et de protéines (respectivement 90 et 10% en sadp Les protéines sont divisées en deux
types : les protéines a activité catalytique (ereg)net les protéines structurales. Des cations
tels que C& (1 & 5% du poids sec) participent également augrigtés physiques des parois,
principalement a travers leur interaction avec pedysaccharides pariétaux. Les parois
renferment également des lipides ainsi que desaui®es de faible masse moléculaire, tels
que d’autres minéraux ou encore des composés aquasitet phénoliques ainsi que des
petites molécules telles que des sucres circul@das le cas du raisin, en vinification la
paroi joue un réle de barriere dans les mécanisheggraction des constituants du raisin.

Le modéele architectural communément admis des gpgmdinaires comprend trois
domaines de structures indépendantes interconnesié® eux (Carpita & Gibeaut,
1993)(Figure 1). Le premier domaine est constitaél@ réseau cellulose-hémicellulose dans
lequel est enchevétré le second domaine constiguka anatrice pectique (polysaccharides
pectiques composés de HG : homogalacturonane, RMBbmnogalacturonane, RGII:
rhamnogactaturonane de type |Il, voire dans certeas d’apiogalacturonane, de
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xylogalacturonane (Visser & Voragen, 1995). Le di@nine domaine est représenté par les
protéines pariétales de structure (extensines).

Dans les modeles couramment décrits, le réseaulasdthémicellulose supporterait
la structure des parois. La présence des hémiosdlal empécherait I'agrégation des
microfibrilles de cellulose insolubles facilitaninsi I'expansion des parois (Chanliaatal.
2004). La matrice pectique interviendrait dans laropité et dans le contrdle de
I'environnement ionique de la paroi (Carpétaal, 1993) , mais aussi dans lI'adhésion des

cellules (Jarvigt al.2003).

Pellicule Microfibrille de

cellulose

o Jt My
.”5-;*’1 "F
[ S |

D’aprés Coombe, 19!

Pulpe

sopm 1 D’aprés Carpita §Gibeault, 199
D’aprés Fougeér-Rifot, 199¢

Figure 1 : Coupe d’'une baie et organisation tissulee (Coombe, 1987; Fougére-Rifoet al. 1996). Modéle

d’organisation structurale de la paroi végétale pninaire (Carpita et al, 1993).

1. Le réseau cellulose-hémicellulose

a. Cellulose

La cellulose est formée de chaines linéaires namifices constituées d’'un
enchainement déD-glucopyranoses liés en-(#4) (Figure 2). Le cellobiose, qui correspond
a deuxp-D-glucopyranoses liés en #4), constitue l'unité de répétition de la cellulose
L’organisation spatiale de la liaisghl,4 de la cellulose fait que les fonctions homakx)
des monomeres se trouvent alternativement au-dessusn dessous du plan. Cette

organisation implique que les chaines de cellubosg ensuite liés de maniere non-covalente
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par de nombreuses liaisons de type hydrogene gedate Van der Waals et s’organisent en

microfibrilles.

B-1—4 Glycosidic linkage

Figure 2 : Séquence primaire de la cellulose et Igons hydrogéne entre deux chaines de cellulose.

Par microscopie électronique charabidopsis thalianaon observe que les motifs
structuraux dominants qui correspondent aux mioritits de cellulose, d’'un diamétre
d’environ 3 nm, enveloppent la cellule et sont kédes chaines de polysaccharides de type

xyloglucanes (Somervillet al, 2004).

b. Leshémicelluloses

Les hémicelluloses sont une classe de polyméresvages tant au niveau des oses
constitutifs qu’au niveau des branchements. Entioncde leur conformation et de leur
composition, les hémicelluloses peuvent se liereeglies, ainsi qu'avec les microfibrilles de
cellulose, mais aussi avec les polysaccharidesqoest de la paroi. La présence de courtes
chaines latérales sur la chaine principale implique ces polymeres sont susceptibles de
s’'associer de maniere non covalente par des pombodenes et donc de constituer des
fibrilles. lls peuvent ainsi jouer un role fondartedndans le maintien d'une architecture

pariétale organisée en liant les microfibrillescéulose entre elles.
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> Xyloglucanes (XGs)

Les hémicelluloses du raisin sont principalementistituées par les xyloglucanes
(XGs) et représentent ~10% des polysaccharidesétpan (Nunanet al. 1997). Les
xyloglucanes des parois cellulaires de la baieainr ont des structures similaires a celles
des xyloglucanes d'autres dicotylédones. lls sonstitués d’une chaine principale -
glucopyranoses liés en -#4) substitués erD-6 par des résidus @D-xylopyranose. Le
résidu xylosyl peut-étre substitué par un résiduldarabinose, d@-D-galactose, ou par le
disaccharide p-D-galactosex-L-fucose (Figure 3). Les xyloglucanes isolés desoipar
cellulaires de pulpe et de pellicule de baie desimaisont composés de sept motifs
oligosaccharidiques similaires: XXXG, XLXG, XXLG, IXG, XXFG, XLFG, XFFG et
XXG (Docoet al2003) d’apres la nomenclature de Etyal(Fry et al, 1993).

Xyloglucanes o-o-0-@ .—z—.—.
A & &

Galactose @
Glucose i z_._. ® *
Fucose B
wiose A N
viose

& &

o—:—o—o—o—o—o—f’ /-0-0-0-0-0-0-0-0

KX

Figure 3. Représentation schématique des xylogluces.

> Xylanes

Les xylanes sont formés d’'une chaine principal@itésD-xylopyranoses liées g
(1—4). Cette liaison glycosidique de tyfe(1—4) confére a la chaine une conformation
relativement étendue. Les xylanes sont généralememnthétéropolysaccharides, le xylose
pouvant étre substitué en position 3 et plus ranénem position 2. Selon la nature et
I'agencement des substituants, on définit diffeseypes de xylanes.

Les xylanes neutres sont peu branchés et contiepearou pas d’acides uronigues.

Les arabinoxylanes (AX) sont substitués sur latmosi3 ou sur les positions 2 et 3
par des unités d’arabinose ; ils peuvent égalemamtenir en faible quantité d’autres unités
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telles que du galactose, du rhamnose et des acidesques, particulierement l'acide
glucuronigue et son dérivé méthylé @Me-a-D-GICcpA).

Les glucuronoxylanes (GX) sont principalement st par l'acide a-D-
glucuronique, fréequemment sous forme d’acid®-#éthylglucuronique, lié par une liaison
a-(1—2) sur la chaine de xylose.

Les arabinoglucuronoxylanes (AGX) sont substitugsl’arabinose, lié e®-3 a des
résidus xylose, et I'acide-D-glucuronique et/ou son dérivé méthylé, lies@2 du xylose
(Figure 4). Les AGXs sont les principaux polymepedsents dans les parois secondaires, ils

jouent le méme réle que les XGs en interagissaatt Bas microfibrilles de cellulose.

Ac a-L-Araf Ac
N N2 N
3 3 3

—>4)-B-D-Xylp-(1-4)-B-D-Xylp-(1-4)-B-D-Xylp-(1->4)- F-D-Xylp-(1-4)-4-D-Xylp-(1->4)-4-D-Xylp1 >
2

T
1

(4-O-Me)-a-D-GlcpA

Figure 4 : Séquence primaire des arabinoglucuronoxsines (AGXs) (Vidal, 1999).

2. Les polysaccharides pectiques

Les polysaccharides pectiques sont un des comosajeurs des parois primaires.
Les pectines sont représentées par un certain eoddmpolysaccharides distincts dont les
structures sont représentées sur la Figure 5. Gsngres forment ensemble la matrice
pectique qui comble les intervalles ou intersticks réseau cellulose-xyloglucane. Les

pectines sont principalement caractérisées paékepce d’acide galacturonique.
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. AG-II
Arabinanes

000 \:'o * AG-I|
AGPs RCE L

Figure 5 : Représentation shématique de pectines taies de raisin (Docat al. 1995).

a. Homogalacturonanes (HG)

La chaine la plus simple est un polymere non-r&mifacidea-D-galacturonique
appelé homogalacturonane (HG). Les homogalactuesnaant des homopolymeres d’acide
a-D-galacturonique lié en £24) contenant de 70 a 200 résidus pour des pedm@g®mme,
de betterave sucriére et de citron (Oosteretldl. 2000; Thibauliet al. 1993; Zhan, Janssen
& Mort, 1998). Cependant les techniqgues mises emr@edans ces études provoquent la
rupture des liaisons covalentes et les fragmentsolgalacturoniques obervés peuvent donc
étre issus d’'un polysaccharide plus important.

Ces polysaccharides abondants dans la matriceqpectiont dans les parois sous
forme méthylestérifiée sur la fonction carboxyligpertée par le carbone 6 (Figure 6). Le
degré de methylestérification (DM) est défini par pourcentage molaire de fonctions
carboxyliques méthylées par rapport aux fonctioaaxyliques libres. La diminution du
degré de méthylestérification permet, par l'intediaée d’ion calcium C#, I'assemblage
des homogalacturonanes en structures organiséealclam favorisant la formation de gels.
D’autres modifications ou substitutions des homacfaironanes, moins répandues que la
méthylestérification, sont aussi observées. Lesdyatacturonanes peuvent étre sous forme

acétylée erD-2,3 par de l'acide acétique. Les pectines natim@sgénéralement un degré
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d’acétylation faible. Les acides galacturoniquesstitutifs des homogalacturonanes peuvent
également étre substitués sur @3 par du xylose, formant ainsi un domaine
xylogalacturonique. Des structures similaires ogalément été obervées avec des résidus
d’apiose formant des domaines apiogalacturonighes la pomme (Schokt al. 1995).

Ces maodifications, ainsi que les différentes comisions possibles, peuvent induire
des changements dans les propriétés des pectipaslatméme du domaine pectique.

A ‘ Estérification
o par CHOH

HO
Acylation
par CHLCOOH w
Acide-a-D-galacturonique

HO

O- (@]
(@] O—"C / /\\H O O . OH/O
— // oH O o \'

\ OH O o .
- ) @
o (‘3_ OH
C HO 0 o .
o o~ —c° HO//\C
o0 0 HO \/ : .

‘ p ‘ o O
o- / -
OH © ©
Figure 6 : A) Schéma d’estérification par le méthaal ou d’acylation par I'acide acétique de I'aciden-D-
galacturonique. B) Complexation des ions calcium dbormation de gels par les chaines

homogalacturoniques partiellement desestérifiées.

b. Rhamnogalacturonane | (RG-I)

Le deuxieme polysaccharide des pectines est lenmbgatacturonane | ou RG-l, il
est composé par la répétition du disaccharide?2)fa-L-Rhap-(1—4)-a-D-GalpA-
(1—](Figure 7). Ce motif peut-étre répété plus de 1d® pour former cet hétéropolymere
(Albersheim et al. 1996). Le RG-l est abondant et il semble étrechéapar liaison
glycosidique aux domaines homogalacturoniques @fgillet al. 2001a). Les résidus

galacturonosyls du RG-lI peuvent étre estérifiés amétylés tout comme dans les
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homogalacturonanes ; dans la pectine de betteflageété montré qu’un petit nombre de
résidus galacturonosyls (~2%) était substitué par wnité d’acide glucuronique (Renaed,

al. 1999). Généralement, les résidus de rhamnoseittoifistdu RG-I sont substitués &4

a raison de 20 a 80% par des résidus d’'oses ndotreant des chaines dont la taille peut
varier de une a plus de 50 unités. Ces chainemliedésont majoritairement composées
d’arabinose et de galactose, bien que de faiblegoptions de fucose et de xylose aient été
détectées ainsi que de I'acide férulique et dedeacoumarique (Saulnier & Thibault, 1999).
Ces chaines peuvent étre constituées d'une seiiée [frGalp-(1—4)] ou de polymeres tels

gue les arabinanes, les galactanes ou les aralactayees.

H3C
OH

(0] fe) H3C
OH

HO

HO
OH HsC

Figure 7 : Modéle structural du squelette du rhamngalacturonane | substitué en R et R’ par des chairse

latérales (Flanzy, 1998).

Les chaines latérales principalement trouvées lgaR&-1 sont décrites ci-dessous.
La chaine principale des arabinanes est constitliée -arabinofuranose lié en
(1—5)(Figure 8). Ces chaines sont généralement hantdsmenchées par des résidus simples
ou des courtes chaines d’arabinose li©€h) et/ou erO-3 (Ridleyet al, 2001).
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—35)-o-L-Araf(1—=35)-o-L-Araf-(1—5)-o-L-Araf-(1—=3)-o-L-Araf~(1
3 3
t ™
1 1
o-L-Araf o-L-Araf

Figure 8 : Séquence primaire des arabinanes (Flanz$998).

Les arabinogalactanes de type | (AG-l) sont camssitde polymeres dp-D-
galactopyranose lié en{44), ramifié par la présenceodi-arabinofuranose qui se lie en O-3
d’'un résidu galactosyl (Figure 9).

—4)-p-D-Galp-(1—4)-5-D-Galp-(1—4)-8-D-Galp-(1—+4)-4-D-Gap-(1 =
3 -
1 !
(‘y‘-L-‘;-I af a-I_;.fuz_f’
T

or-L-Araf

Figure 9 : Séquence primaire des arabinogalactane type | (AG-I) (Flanzy, 1998).

Les arabinogalactanes de type Il (AG-Il) sont ctumés d’une chaine principale de
B-D-galactopyranose lié en {43), ramifi€¢ en O-6 par de courtes chaines [de-
galactopyranose lié en 46) pouvant étre elles-méme substituées en O-3,eocodrtes
chaines di-L-arabinofuranoses liés en—¢#) (Figure 10). D’autres oses sont également
détectés(-Rhag, D-Manp, D-Xylp, D-Glcp, et des acideB-glucuronique eb-galacturonique
et leurs dérivés ©-méthylés respectifs), leur pourcentage molaire2dant rarement 5 %.
Bien que les AG-Il soient souvent co-extraits alesc pectines et difficilement séparables,
leur appartenance aux pectines n'est pas clairerétttlie (Willatset al, 2001a). Les
arabinogalactanes de type Il sont souvent liéseaaupule protéique (2 a 10 % en masse,
caractérisée par la présence d’hydroxyprolinepehént ainsi les arabinogalactanes protéines
(AGP). Les AGP sont soient libres et solubles, ro@ssociés aux pectines, impliqués dans
des liaisons avec le RG-I. Lors de la maturatiodadieaie de raisin, une augmentation de la
part des AGP solubles ainsi que de I'hydroxyprolome été observées dans la paroi (Nunan,
et al1998).
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—3)-B-D-Galp-(1—3)-p-D-Galp-(1—3)-p-D-Galp-(1—3)-p-D-Galp-(1—3)- f-D-Galp-(1—
6 6 6 6 6

T T T T T
1 R 1 R R
B-D-Galp-6 — R B-D-Galp-6— R
3 3
T 1
1 1
B-D-Galp-6— R B-D-Galp-6— R
3 3 R’
T T T
1 1 4
B-D-Galp-6— R B-D-Galp-(6<1)-p-D-Galp-(6<—1)-p-D-Galp-(6—1)-p-D-Galp-(6—
3 3 3 3 3
T 1 T 1 1
1 1 1
R’ R’ R’
I I
R

R’ = o-L-araf,a-D-Glcp A, o -L-Rhap-(1 4)a-D-Glc A

Figure 10 : Séquence primaire des arabinogalactanee type Il (AG-Il) du raisin (Flanzy, 1998).

En raison de ces différents branchements, la zonB@-I est également appelée
«région hérissée » par opposition aux «zonesedissdes homogalacturonanes. Son

abondance et sa nature sont considérablement geglgelon I'espéce (Vinckenal, 2003).

c. Rhamnogalacturonane Il (RG-II)

Malgré la similitude des noms, la structure du rhagalacturonane Il ou RG-II
differe de celle du RG-I. Le RG-Il correspond a pwlymére de degré de polymérisation
proche de trente, ce qui lui vaut le nom de méggshccharide (Rodriguez-Carvagl al.
2003). Ishii et Matsunaga ont mis en évidence tareacovalente de la liaison entre la chaine
homogalacturonique des pectines et le RG-Il (l&hilatsunaga, 2001). Sa structure contient
un squelette homogalacturonique constitué de 8ré<ifus d’acide galacturonosyls liéscen
(1—4), substitués par 4 chaines latérales principéleB, C et D (O'Neillet al, 1996; Vidal
et al, 2000b). Ces chaines oligosaccharidiques contigroreze monosaccharides différents
incluant notamment des oses rares comnfiedeapiofuranose (Darvilet al. 1978), le 2-Cu-
L-méthylfucose, le 2-@-D-méthylxylose (Darvillet al, 1978), le DHA (acide 3-déoxXy-D-
lyxo-heptulosarique) (Stevensoret al. 1988), le Kdo (acide 3-deoxyb-manne
octolosonique) (Yorket al. 1985), et le résidu d’acide-L-acérique (acide & carboxy-5-
deoxyi-Xylose (Spellmanet al1983), ce dernier étant considéré comme un véeitabl
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marqueur de la présence de RG-Il. Le clivage sélettla perméthylation ont permis de
mettre en évidence le fait que les résidus d’apédske Dha sont directement liés au squelette
homogalacturonique (Puvanesaragthal. 1991). Des études par RMN ou modélisation ont
été menées pour déterminer la conformation de ogafrokgosaccharide en optimisant la
distribution des chaines latérales (Rodriguez-Galrea al, 2003; Vidalet al, 2000b) (Figure
11).

at-D-GalpA-{1-34)-0-D-GalpA~( 1 4)- {-0-D-GalpA-{1-34)- } ;-0-D-GalpA, 5<n<T
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Figure 11 : Schéma du RG Il avec les deux arrangemts possibles (déterminés par RMN) (du Penhoait
al. 1999).



Introduction Bibliographique 31

Le résidu dep-D-apiose présent dans la chaine A (caractériségardsence du
résidu de 2-O-methyt-D-xylose) peut-étre estérifié par de I'acide boridishii et al. 1999;
O'Neill et al, 1996). Le RG-Il se retrouve alors sous forme digée par I'établissement de
liaisons covalentes de diester de bore (O'N¢idll, 1996).

Dans les parois cellulaires de la baie de raisidahet al. (2001) ont montré que le
domaine pectique était constitué par des homogatatanes (HG), du rhamnogalacturonane
| (RG-I) et du rhamnogalacturonane Il (RG-Il) gaprésentent respectivement 80, 15 et 5%
de la totalité des polysaccharides pectiques deelicule et de la pulpe. L'ensemble HG,
RG-1 et RG-Il, issus de la pellicule, représent&o7ée la totalité des HG, RG-I et RG-Il au
sein de la baie (Vidat al. 2001), ce qui met en avant la forte quantité deigans ce tissu.
Une étude récente (Arnous & Meyer, 2009) a estimépburcentage des principaux
polysaccharides structuraux des parois des baidglatot, de Cabernet Sauvignon et de
Syrah : de 0,5 a 1,0% de mannane, de 55 a 61% HGron 5% de RG-I, de 3,5 & 4% de
RG-Il, environ 0,3% d'arabinogalactane, environ 7&arabinane, de 16 a 20% de
xyloglucane et de 5 a 10% de cellulose.

Le polymere d’homogalacturonane est généralemetdrcalé dans des zones
rhamnogalacturoniques. Il a été récemment sugg@degRG-| serait la base de la structure
sur laquelle les chaines homogalacturoniques gunsiles rhamnogalacturonanes Il (RG-II)
seraient liés de maniere covalente (Vinckéml, 2003). La matrice pectique ainsi composée

influence la perméabilité des parois (Willatsal, 2001a).
3. Les glucanes

a.B-(1—3) glucanes

Chez les végétaux supérieurs, Je$l—3) glucanes sont communément appelés
callose, en raison de leur role dans la formatiancdl. La liaisonp-(1—3) confere aux
polyméres une forme hélicoidale, parfois branchmégle>6), et des propriétés gélifiantes. Le
dépb6t de callose est généralement observé dantiskes blessés ou lors d'attaque de
pathogéne ou de stress physiologique. La contaimimates raisins paBotrytis cinerea
conduit aussi a la présence de glucank€l3) et f-(1—6) libérés par le champignon
(Dubourdieu, 1978).
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b. Glucanes mixtes

Les glucanes mixtes sont des polyméreg§-oe(1—4)-glucopyrannose dont certains
résidus sont alternés par des liaison$-€h—3). Les liaisons efi-(1—3) sont généralement
séparées par deux, trois ou quatre résidus lis(&n>4). Ces structures, au-dela de leur role

structural, sont des réserves, source d’énergie.

4. Les enzymes de la baie de raisin

La maturation du raisin s’accompagne d’'une pertéedueté des tissus. Ce processus
est di a la modification structurale des paroiples particulierement a la dégradation des
pectines et des xyloglucanes. Au cours de la maarde la baie de raisin, une augmentation
de la fraction soluble, parallélement & une dimorudes hémicelluloses, de la cellulose et
des pectines insolubles a été décrite (Huang, H8awWéang, 2005). Une autre étude montre
une perte de galactose provenant des AG-l, uneséais degré de méthylestérification des
pectines, une augmentation des protéines richepreime et en hydroxyproline et une
augmentation de la fraction soluble des polysaddésr(Vicens, 2007). Ceci suggére donc
une hydrolyse des polysaccharides structuraux sudes parois de la pellicule de raisin.
Toutes ces modifications sont le résultat de Kkactcombinée de nombreuses enzymes
(Barnavon, 1999). On distingue les enzymes agissant les chaines principales
(polygalacturonase, pectine et pectate lyases, mbgatacturonane hydrolases et lyases,
pectine méthyl et acétyl estérases, rhamnogalacinm acétyl estérases) ou celles agissant
sur les chaines latérales des zones hérissées(dumbnosidase$i-galactosidases...) ou sur
les xyloglucanes (cellulases, hémicellulases).dexginases sont classées en trois catégories :
les glycosylhydrolases, les estérases et les lyases

Dans ce paragraphe, seules les pectinases, ledasefi et les hémicellulases les plus

fréquemment décrites seront abordées.

a. Les pectinases

> Les glycosylhydrolases des pectines

Les glycosylhydrolases correspondent aux enzymedigueées dans I'hydrolyse de
liaisons osidiques. On distingue lexo et les endeO-glycosylhydrolases. Les exo-
glycosylhydrolases sont nombreuses dans la palieis sont généralement classées en
fonction de leur spécificité de substrat.
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- Les polygalacturonases

Les polygalacturonases (PG) composent une desléantds plus étudiées dans les
fruits au cours du développement. Les PG hydrotyketiaison glycosidique en-(1—4)
entre des résidus d'acide galacturonique non @&étérnotamment dans les zones
homogalacturoniques.

On distingue legxo et lesendoPGs : leexaPGs catalysent I’hydrolyse des résidus
d’acide galacturonique situés aux extrémités noducgtices des chaines d'acides
galacturoniques, libérant des unités monomériqiasdd galacturonique, alors que les endo-
PGs catalysent I'hydrolyse des chaines d’acidecgaianique de facon aléatoire, libérant de

courtes chaines d'acide galacturonique.
- Lesp-galactosidases

En raison de la grande diversité des résidus elialesns osidiques qui constituent les
chaines latérales des zones hérissées, de nondrensgmes sont impliquées dans leur
dégradationd- etp-galactosidases-arabinofuranosidasgskylosidases, arabinases,...).

Un des phénomeénes importants observés au courd ehaturation des fruits est la
perte de galactose pariétal, accompagnée généralaihee augmentation du galactose
solubilisé (Redgwellet al. 1997). Ces modifications ont été attribuées atibac de
galactosidases. Le$-galactosidases pourraient également étre implaju@as I'hydrolyse
des résidus galactosef-(1—3) et B-(1—6) des chaines polysaccharidiques des
arabinogalactanes protéines (AGP) (Kotakal, 2005). Chez le raisin, une diminution de la
présence de galactose au sein de la paroi estadétimputée a une diminution significative
des AG-I (Nunanet al, 1998). Une autre étude montre la diminution duagase

parallelement a une augmentation de I'actiigalactosidase (Barnavet al2000).
- Lesglycosidases

Elles sont spécifiques d'un sucre (glucosidaseadajasidase) et d’'un type de liaison
glycosidique B-glucosidase...). Elles sont capables d’hydrolyser peécurseurs d’arbme
glycosylés et ainsi libérer les arbmes. Les ter[epeuvent étre libérés a partir de leurs
précurseurs par hydrolyse enzymatique. Elles omt action potentielle sur les composés
phénoliques glycosylés et ont pour conséquence pare de couleur dans le cas des
anthocyanes et la formation de troubles dans delsiiflavonols.
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> Les estérases

Les estérases, pectine méthylestérase et acétghastécatalysent la rupture d’'une
liaison ester. Les pectine méthylestérases (PM&)ysznt I'hydrolyse de I'ester méthylique
des homogalacturonanes, libérant du méthanol eacidss pectiques. Une augmentation de
I'activité PME au cours de la maturation a été ol@e chez de nombreux fruits.

Chez les végétaux, la plupart des PME agissent ag@nf linéaire sur les
homogalacturonanes, en libérant les esters métiadiq partir des extrémités non-réductrices
ou d’'un résidu d’acide galacturonique non-estédi#é homogalacturonanes, et en procédant
linéairement par la suite le long des chaines. €eamisme d’action favoriserait I'interaction
des groupements carboxyliques avec les ions calcnduisant ainsi la rigidification des
parois et limitant I'accessibilité a la polygalacnase. Cela favorise aussi I'adhésion
cellulaire (Willatset al, 2001b). Au contraire, lorsque les PME agisserfaden aléatoire, la
déeméthylestérification permettrait de promouvoactivité de la polygalacturonase et, en ce
sens, les PME contribueraient au ramollissemenipdesis. Chez le raisin, la diminution du
degré de méthylestérification des acides uronigesis également décrite au cours du
développement (Barnavomt al. 2001; Nunanet al, 1998; Vicenset al. 2009). Une
augmentation de l'activité pectine-méthylestéragecaurs de la maturation a été observée
(Barnavoret al, 2001).

> Les lyases

Les pectate lyases, sous foremde ou exo catalysent la dégradation des chaines
homogalacturoniques par un mécanisme de transréltion entre deux résidus d’acide-
galacturonique non méthylestérifies liés er@), générant ainsi une double liaison entre le
C4 et le C5 a I'extrémité terminale non réductmite polygalacturonate. Les pectates lyases
pourraient agir en synergie avec la pectine-mésigtase au cours de la maturation en

dépolymérisant les pectines et en augmentant leinssolubilité.

b. Cellulases et hémicellulases

Concernant la famille des cellulases/hémicellulasssules les end®-1,4D-
glucanases (EGases) ont été décrites chez lesauggddans des conditioria vitro, ces
enzymes hydrolysent les liaisofisl,4-D-glucanes, ce qui suggere que le xyloglucane est un
bon substrain vivo. De plus, les EGases ne dégradent pas la cellatistalline mais elles
pourraient dégrader les régions non-cristalliness duicrofibrilles, modifiant ainsi

I'organisation et particulierement la cohésion déwilles (O'Donoghueet al. 1994).
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L’activité EGase est associée a la transformates hrois, a I'élongation des cellules et au
ramollissement du fruit (LIop-Toust al1999).

De nombreuses hémicellulases semblent impliquées l@aprocessus de maturation
des fruits. Les études portant sur la dégradatesnxgloglucanes rapportent un grand nombre
d’enzymes spécifigues de ce substrat dont pringipaht la xyloglucane endo-
transglycosylase/hydrolase (XET) (Fry, 2004; Reseal. 2002), unea-D-xylosidase active
sur les oligosaccharides issus de xyloglucane @vBniouanin, 2006).

Les XET catalysent une réaction de type « grefféémudaire » ou le squelette d’une
molécule de xyloglucane est clivé, résultant en em@te chaine de xyloglucanes qui est par
la suite transférée et liée a I'extrémité non-rédce d’'une seconde chaine de xyloglucanes
(Chanliaud et al, 2004). Les XET pourraient étre impliquées darmssdeémblage et
I'expansion des parois, dans l'incorporation devatles chaines de xyloglucanes permettant
I'extension des cellules, mais aussi dans le rel@emt des parois. Chez certains fruits,
comme le kiwi ou la pomme, il a été noté une cati@h entre 'augmentation de I'activité
XET et la maturation (Schrodest al. 1998; Vinckenet al. 1998). Dans le kiwi, cette
augmentation de l'activité XET est concomitantena aliminution de la masse moléculaire
des xyloglucanes. Ceci suggere gu’en plus de lepliGation apparente dans I'expansion
cellulaire, les XET favoriseraient la dépolymérisatet/ou la solubilisation des xyloglucanes

pendant le désassemblage des parois, par leuitétiydrolase.

B. LES PRINCIPAUX COMPOSES PHENOLIQUES DU RAISIN

Les composés phénoligues exercent une influenceumgajsur la qualité des vins
rouges. La connaissance des principaux composé®lngées du raisin est donc primordiale.
D’'un point de vue chimique, les composés phénofigeent caractérisés par un noyau
benzénique portant un ou plusieurs groupementokyt#rs. Deux classes sont a distinguer :

les composés non flavonoides et les flavonoides.

1. Les composés non flavonoides

Les composés non flavonoides recouvrent les aquihésols, divisés en acides
hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiquegeps d’'une chaine latérale insaturée,

mais également d’autres dérivés phénoliques teddepustilbenes.
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a. Les acides phénols

Dans les vacuoles des cellules de pulpe et decpliellidu raisin, les acides phénols
sont principalement des acides hydroxycinnamiq@aeactérisés par un squelette en C6-C3,
rencontrés sous forme d’esters tartriques (Ribé@mon, 1965). Les trois structures de
bases : I'acide caftarique, I'acide coutarique 'atitle fertarique, se différencient par les
substituants du noyau aromatique (Figure 12). dist grincipalement sous la forntens

mais existent aussi sous forie.

COOH R
| H
HC—O—C{
| N oH
HO—CH O

\ H

COOH
Esters hydroxycinnamiques R
Acide t-caféoyl tartrique (caftarique) OH

Acide t-p-coumaroyl tartrique (coutarique) H

Acide t-féruloyl tartrique (fertarique) OCHg3

Figure 12 : Structures des principaux esters hydroycinnamiques dans le raisin

Concernant les acides hydroxybenzoiques, caraesépar un squelette en C6-C1, le
raisin contient principalement de l'acide gallig(feégure 13), présent sous forme libre et

glycoside et aussi estérifié par les flavanolsi(Bf2.b, p 38)
OH

OH

HO
OH

O

Figure 13 : Structure de I'acide gallique

b. Les stilbenes

Les stilbénes sont des composés phénoliques comtanaminimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formansystéme conjugué. Cette particularité

leur confere une grande réactivité due a la résmnates électrons sur la totalité de la
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molécule. Les plus abondants dans le raisin somaitesresvératrol et son dérivé glucosylé :
le picéide (Jeandeet al. 1991; Waterhouse & Lamuela-Raventos, 1994)(Figide La
présence de resvératrol est observée particuligrtedans la pellicule alors qu’il n’est pas
rencontré dans les pépins, et les quantités pesséhictuent en fonction de la qualité
sanitaire du raisin. Des baies botrytisées, pamei& contiennent des teneurs en resvératrol
beaucoup plus élevés (Borie, Jeandet, Parize, B&s&drian, 2004).

OH
o O
R/ O \

OH

Figure 14 : Structures du resvératrol (R = H) et dupicéide (R = glucose)

2. Les composés flavonoides

Les flavonoides sont caractérisés par un squelettmse a 15 carbones (C6-C3-C6),
correspondant a la structure de la 2-phényl-benpogy (Figure 15). Ce groupe comprend
plusieurs familles qui se différencient par le @edtoxydation du noyau pyranique central.
Chez le raisin, deux familles de composés soncijpd@tbement représentées, les anthocyanes
et les flavan-3-ols, auxquels s’ajoutent les fagsiliies flavonols et des flavanonols.

Figure 15 : Structure du noyau 2-phényl benzopyrone

a. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont responsables de la colord@enraisins rouges. Elles sont
localisées dans les vacuoles des cellules de liayel(Amrani Joutei, 1993) et quelquefois
également de la pulpe pour les cépages teinturilss sont caractérisées par un noyau
flavylium glycosylé en position C-3 (Figure 16). lariation du degré d’hydroxylation ou de
méthoxylation du cycle B conduit aux cing aglycqgrnas anthocyanidines rencontrés dans le
genreVitis : la delphinidine, la cyanidine, la pétunidine, lapéine et la malvidine (Tableau
1). L’aglycone constitue le groupement chromophoreidmpnt. Les anthocyanes se divisent
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en différentes sous-classes en fonction de la eates substituants portés par le glucose du
cycle C. Le glucose peut-étre acylé en position & lacide acétique, I'acidgpara-

coumarique ou I'acide caféique (Tableau 2).

Figure 16 : Structures chimiques des anthocyanes daisin sous forme de cation flavylium

Tableau 1 : Anthocyanidines de base chéditis (substitution du cycle B).

Anthocyanidines R=H R1 R2

Delphinidine OH OH
Cyanidine OH H
Pétunidine OCH; OH
Péonidine OCH; H
Malvidine OCH; OCH;

Tableau 2 : Anthocyanes : sous-classes définies garsubstitution du cycle C.

Sous-classes R
Anthocyanidines H
Anthocyanes glucoside

Anthocyanes acylées

Anthocyanes acétylées aceétylglucoside

Anthocyanes coumaroylées | 6-p-coumaroyl-glucoside

Anthocyanes caféoylées 6-caféoyl-glucoside

Ces différentes possibilités conduisent a I'exis¢éede vingt formes, plus des formes
mineures 3,5 diglucoside et leurs dérivés acyléstelneur et la composition en anthocyanes
dans le raisin varient selon I'espéce et la valiilgzza & Miniati, 1993).

b. Les flavan-3-ol ou flavanols

Les flavanols regroupent les monomeéres et les gamom commun donné aux
oligomeres et polymeres de flavanols qui, du faitleur affinité avec les protéines, ont des

propriétés « tannantes ». lls jouent un réle imguridans les qualités organoleptiques des
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vins, notamment dans la sensation d’astringencgellicule, les pépins et les rafles sont les
zones de concentration de cette famille de compddéas précisément, dans les pépins, les
tanins sont essentiellement localisés dans lesl@pes internes et externes. Au sein de la
pellicule, ils se présentent sous forme granulaiwed’amas, dans les vacuoles des cellules. Ils
semblent également en partie liés aux parois e@lad et aux membranes vacuolaires
(Amrani Joutei, 1993).

> Les unités monomériques

Les formes monomériques des flavanols se difféeeicpar la stéréochimie des
carbones asymétriques C-2 et C-3, la présence lositsiants galloyles, ainsi que par le
niveau d'hydroxylation du noyau B (Figure 17, Tahble3). On distingue ainsi les formes
dihydroxylées (famille des catéchines) des formeshydroxylées (famille des
gallocatéchines). Ces dernieres n'ont pas étéifidest dans le raisin sous leurs formes
monomériques, mais leur présence dans les formgsn@oques, notamment dans les
pellicules et la pulpe d¥itis vinifera suggere leur existence en tant que monomeres|(®bu
et al1996, Maneet al, 2007).

OH

o~

G: OH

OH

Figure 17 : Structure des unités monomériques corigiitives des tanins condensés

Tableau 3 : Nomenclature des principales unités catitutives des flavanols présents dans le raisin.

Monomeres R1 R2 R3
Catéchine H OH
Epicatéchine OH H H
Epigallocatéchine OH H OH

Epicatéchine gallate OG H H




Introduction Bibliographique 40

» Les tanins condensés

Les tanins condensés du raisin sont des oligonoergmlymeéres de flavanols (Figure
18) qui ont la propriété de libérer des anthocyiaeislen milieu acide, a chaud, par rupture de
la liaison intermonomeérique a partir des unitésiddut », c’est-a-dire substituées en C4 dans
le polymere initial (Bate-Smith, 1954). Dans le smj on distingue deux types de
proanthocyanidines suivant la nature de lanthddyee libérée. D'une part, les
procyanidines (polyméres de catéchine et d'épibaté); qui libérent de la cyanidine, et
d'autre part, les prodelphinidines (polyméres déocmtéchine et d'épigallocatéchine), qui
libérent de la delphinidine. Dans les tanins deinmpseules les unités procyanidines sont
présentes (Prieur, Rigaud, Cheynier & Moutoune®4)9alors que les tanins de pellicules et
les rafles contiennent des unités procyanidinepretielphinidines (Souquedt al, 1996;
Souquetkt al2000).

Figure 18 : Structure des tanins condensés (R1, RR3 : Tableau 3)

Outre la nature des unités constitutives, les tarsi@ différencient par le nombre
d’'unités, appelé degré de polymérisation, qui tasstituent ainsi que par le type et la position
des liaisons intermonomériques. Les proanthocyaesdde type B se caractérisent par une
liaison intermonomérique entre le carbone 4 (C4ljuleté supérieure et le carbone 6 (C6) ou
le carbone 8 (C8) de l'unité inférieure, de confagion trans par rapport a I’hydroxyle en
position C3. Les proanthocyanidines de type A @mtéent une liaison éther supplémentaire
entre le carbone C2 et les hydroxyles 5 ou 7 damdy inférieur. Ces structures de type A
ont déja été identifiées dans le litchi par exenm(pke Roux, 1999, Boukhartat al. 1988;
Ricardo da Silva, 1992). Il est a noter que I'extisie de proanthocyanidines de type A n’est
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pas confirmée dans le raisin mais seulement supp@sépartir de caractéristiques
chromatographiques (Glories$ al. 1996; Salagoity-Auguste & Bertrand, 1984).

Les tanins de pépins sont constitués de procyasdiartiellement galloylées. Leur
degré moyen de polymérisation (DPm) de I'ordre Beedt largement inférieur & ceux des
pellicules qui contiennent également des prodeigimas et dont le degré moyen de
polymérisation (DPm) avoisine en moyenne les 3@sn({Prieuret al, 1994; Souquett al,
1996). Au sein de la pulpe, la présence de monameral’oligomeres de flavanols a été
détectée, et certaines teneurs sont reportées ldatigérature (Bourzeixet al. 1986).
Récemment, la présence de tanins de plus haut degréolymérisation dont les
caractéristiques s’approchent de celles des tadengellicules a été mise en évidence
(Souquet, Veran, Mané & Cheynier, 2006).

c. Les flavonols

Dans la baie de raisin, les flavonols, pigmentscdeleur jaune pale, sont présents
uniqguement au sein de la pellicule. lls sont soosné de glycosides en position 3,
généralement glucosylés mais on trouve égalemeanuintités importantes de glucuronides.
Quatre flavonols glycosylés dérivés de quatrescaglgs (la kaempférol, la quercétine, la

myricétine et l'isorhamnétine, Figure 19) sont mitgoement présents dans le raisin. Des

dérivés de syringetine et de laricitrine ont récemirété mis en évidence dans les variétés
rouges (Mattiviet al. 2006).

Flavonols R1 R2
Kaempférol H H
Quercétine OH

Myricétine OH OH
Isorhamnétine OCH H
syringétine OCH OCH;
laricitrine OH OCH;

Figure 19 : Structure aglycone des flavonols du rain
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d. Les flavanonols

Cette famille de composés a été identifice dangdbicule de raisin blanc.
L’astilbine et I'engélétine (3-rhamnosides de dilmgliercetine et dihydrokampferol) en sont
les représentants (Figure 20). Ces mémes moléonleggalement été observées dans les
rafles (Souquett al. 1998).

OH
Flavanonols R
engeletine H
Rhamnosyl astilbine OH

~

OH o

Figure 20 : Structure des flavanonols

[I. DU RAISIN AU VIN

Au cours de la vinification, la paroi de la bai¢ dégradée mécaniquement avec le
foulage et biochimiquement par les enzymes dumalses polysaccharides pectiques sont
alors libérés dans le modt. Cette dégradation ieetia libération des composés phénoliques
dans le milieu liquide. L’extraction de tous cesngmsés peut étre modulée par la qualité et la
maturité des baies, les conditions de vinificati(tesnpérature, temps de macération, teneur
en alcool et en SOremontages) et, ce qui nous intéresse dans éeitie, par I'utilisation
d’enzymes commerciales de macération. Dans cettéepdes polysaccharides et les
composeés phénoliques présents dans le vin ainsi'gueloi des enzymes de maceération

seront donc abordés.

A. LES POLYSACCHARIDES DU VIN

Avant de décrire les polysaccharides issus de ia da raisin, une autre famille de
polysaccharides présents dans les vins est a maetio ceux provenant des parois des
levures utilisés pour la fermentation alcooliquéesta-dire les mannoprotéines (MP).
Concernant les polysaccharides issus de la baie,chie les parois cellulaires puissent libérer
leurs constituants lors de la macération des pastidides, tous les polysaccharides ne sont
pas solubles dans le vin. On ne retrouve pas dedrd’ AG-1 dans les moUts ou les vins.

Vidal et al. (2003b) ont montré que les polysaccharides d'mnreuge étaient composés de :
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35% de MP, 42% d’AGP, 4% de RG-I et de 19% de RQdlferai ici la distinction dans les
vins de trois familles majoritaires issus des patgharides pectiques de la baie : les
polysaccharides riche en arabinose et galactos@@Re rhamnogalacturonane de type I

(RG-II) et les oligosaccharides.

1. Les mannoprotéines (MP)

Ce sont des protéoglycannes libérés dans les radfermentation, dés le début de la
croissance des levures (Llaubéetsal. 1987, Water®t al. 1993). Elles sont composées par
environ 20% de protéines et 80% de chaines de rsamn@s em-(1—6), a-(1—2) eta-
(1—3). Leur masse molaire est tres hétérogene, ala®000 a plus de 400000. Les teneurs

dans les vins sont proches de 100-150 mg/L sulasstuche de levures utilisée.

2. Les polysaccharides riches en arabinose et gaase (PRAG)

Les PRAG regroupent les arabinogalactanes (AGdHy arabinogalactane-protéines
de type Il (AGP) et des arabinanes.

Les AG-Il sont des chaines latérales liées awduésrhamnose des RG-I présents
dans les zones hérissées des pectines. lls sénédilau cours de la macération des parties
solides de la baie par dégradation enzymatique.cdistiennent a la fois des acides
glucuronigues (de 6 a 15%) et galacturoniques @%in taux de protéine faible (Pellegh
al. 1995).

Les AGP sont solubles dans la paroi et diffusestlda@ébut de la vinification dans le
milieu liquide. Une étude a identifié plusieursctians d’AGP (Vidalet al, 2003b) dont les
caractéristiques sont présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4. Composition et masse molaire apparentesd fractions d’AGP isolées a partie d'un vin rouge
(Vidal et al, 2003b).

Glycosyl-residue AGPODL AGPC AGPY AGP2 AGP3 AGPS
Newtral
Arabinose 403288 36413 41923 0.2 24 369 (0.6} 243¢0.8)
Rhamnose 1.0 {0.6) 14 404y 3002 39 {02 9202 14.1 (0.2}
Fucose ad” nd nd nd nd 03¢0
Xylose 0.6 (0. nd nd 0.6 (0.2} nd 2.690.1}
Mannose 8400 1.6 (04 14{0.2) 204 509045
Galactose S51LE{(14) 51413 46.7(24) 40 ) 28.8(0.3)
Glucoss 1.6 {05} 5.6 (1.5} 0.5 (0.1} 14 {06} 0.6 (00 0.8 0.1
.!N [llllii
Galacturonic acid nd nd nd nd 5601 9.6 {0.3)
Glucuronic acid 12{04 3605 T0{0.3) 7.3 (0.5 T8 (0.3} 14.7 (0.5}
Apparent MW {kDa} 75 48 10 05 192 177
Ratio of anhydromoles
® The values are the mean of three repetitions {standard deviations in brackeis).
® Non-detected.
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Les chaines d'arabinanes liées aux zones héripséwent étre libérées dans le modt
au cours de la macération. Elles sont néanmoinspendantes dans les vins. Des études ont
isolé un arabinane soluble dans le modt, voire dlalt®ol 80% (Villettazet al. 1981) et un
arabinane linéaire insoluble dans un vin rouge I@Bdle et al. 1993). Ce phénomene
d’insolubilisation des arabinanes semble étre tHl@erte des résidus d’arabinose terminaux
liés ena-(1—3) sur la chaine principale sous I'action d’arakimanosidases. Tant que la
molécule reste branchée, elle est soluble méme l@dosol (par opposition a une molécule
linéaire).

La teneur en PRAG est comprise entre 50 et 150 rdgris les vins blancs et entre

100 et 200 mg/L dans les vins rouges.

3. Le rhamnogalacturonane de type Il (RG-II)

Le RG-Il est libéré dans le vin par dégradation deses lisses des pectines sous
I'action d’endo-polygalacturonase. L’abondance db-IRdans les parois de la baie de raisin
et sa résistance aux dégradations enzymatiquea daestructure si particuliére en font I'un
des polysaccharides majeurs des vins d’ou il peatfécilement isolé (Pelleriet al. 1996)).

Du fait de ses propriétés de dimérisation avecdee,bon peut le retrouver sous forme
monomere ou dimére dans le vin. (Viddlal. 2003b) a isolé plusieurs fractions de RG-Il a
partir de vin rouge, les caractéristiques des RGsblés a partir d'un vin rouge de Carignan
sont présentées dans le Tableau 5. Les fractiontl R@t 2 sont sous forme monomere, la
fraction 3 majoritairement sous forme dimére (87f)fraction 4 est un mélange des deux

formes (45% de forme dimére et 55% de forme monemer
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Tableau 5. Composition des fractions de RG-Il isolé partir d'un vin rouge (Vidal et al, 2003b).

Glyveosyl-residus RG-111 RG-112 RG-I13 RG-114
Nentenl

Adabinose” 135(1.2) 0.2{0.2) 2.4(0.4) T.7(0.2)
Rhamnose 14.4 (0.6) 14.2 (0.0 1535 (0.4) 153 (0.2)
Fucose 28003} 310.2) 4.1(0.2) 4.0 (0.1)
Xylose nd” i il nd
Mannose nd 0.35(0.1) 0.15(0.1) nd
Calactose 11.2{1.9) 6.7 (0.3) 53(0.2) 5.7 (0.2)
Apiose 3.9(1.7) 4.9 (1.0 5.8 (0.3} 4.5 (0.8)
2--Me-Xvlose 4.9(0.3) 5.8 (0.3) 3.T700.4) 5.6 (0.4)
2-0-Me-Fucose 4.1 {0.2) 4R 0.2) 5.000.3) 5.0 (0.4)
Aebdic

CGalacturonic acid  27.9(0.9) 33.6(1.0) 33.6(1.8) 353 (2.1)
Glucuronic acid 4.400.3) 3.600.3) 3.3{0.1) 15 (0.2)
Aceric Acid 5000.1) B.7(0.3) B5i(l.1) 24 (L1)
DA 1.5 (0.4) 25(0.1) 25(0.1) 233002
KD 2.2(0.6) 2.8 00.3) 3.000.1) 25004)

45

* Ratio of anhydromoles, The values are the mean of three repetitions
|.‘~"ilr.nd.-5nl deviation in brackers).
" Non-detected.

Le RG-II est présent dans les modts de raisinlel@ebut de la vinification ce qui
indique qu’il est probablement partiellement libéné cours de la maturation du raisin. Sa
concentration augmente au cours des étapes deatianétes parties solides (Doco, Brillouet
& Moutounet, 1996). La concentration du RG-Il eshd plus abondante dans les vins rouges
(80 a 150 mg/L) que dans les vins blancs (<50 mg/L)

Il est aussi important de noter que ce méga-daigdsaride possede des propriétés
remarquables :

- il a un effet sur la cristallisation de I'hydroustartrate de potassium. A basse
concentration (<30 mg/L, cas des vins blancs),stl a&ctivateur de la nucléation, a forte

concentration (> 100 mg/L, cas des vins rougeshibe la croissance des cristaux (Gerbaud
et al, 1996).

- il ne se dégrade pas dans les vins pendant eniffans (Docet al. 1999)

- il chélate le plomb dans les vins. Les dimeref@ell peuvent former des complexes

de coordination avec certains cations (Pelletial, 1997)

- il a des propriétés pharmacologiques. Plusiaaibns de polysaccharides pectiques
acides ont été testées, les plus actives contdrdesrRG-1 et du RG-Il (Yamada, 1996).

- il diminue l'astringence des tanins en solutiomzdeles vin (Vidakt al, 2004c).
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4. Les oligosaccharides

lIs sont constitués de fragments courts issus ddétpadation des pectines. Peu de
travaux dans la littérature décrivent cette fractiDans les vins, on retrouve des chaines
courtes d’acides galacturoniques de DP 2 a 6, plusnoins méthylés, produits de la
dégradation des zones lisses des pectines (Btoalo1997). Des résidus de xylose, mannose,
glucose sont détectés dans les modQts et les viissl@sastructures dont ils sont issus n’ont pas
encore été identifiés. Les oligosaccharides paemtaiprovenir non seulement de la
dégradation de pectines mais également de la ddgradi’hémicellulose et de cellulose et la

présence de fragments de xylanes ne peut pas ne@fpé écartée (Flanzy, 1998).

B. LES COMPOSES PHENOLIQUES DU VIN

Au cours de la vinification, les différents types@bmposés phénoliques présents dans
la baie de raisin sont libérés plus ou moins rapele dans le moQt suivant leur localisation
cellulaire, leur solubilité et leur adsorption das parois. A cause de leur réactivité, une
grande diversité et complexité des molécules @sésentée dans les vins par rapport a la baie
de raisin. Tous les phénomeénes biochimiques etigha#ms de transformation des composés
natifs ne seront pas abordés. Tout d’abord, nopssxons les acides phénols présents dans
le vin puis les anthocyanes et le phénoméne deoldewr, et enfin les tanins et leur

implication dans la sensation d’astringence.

1. Les acides phénols

Les acides phénols majoritairement présents dandnlesont I'acide caftarique et I'acide
coutarique. On y trouve aussi de 'acide fertarjgere moindre concentration. L’hydrolyse de
ces esters a lieu naturellement mais peut étreifaepsous I'action d’estérases. Les esters
caftarique, p-coumarique et fertarique sont ala@ngformés en acides caféiqup;
coumarique et férulique (Figure 21). lls sont igpks dans des phénomenes d’oxydation
enzymatique ou chimique qui conduisent au brunissg¢ndes jus de raisin et du vin
(Cheynieret al1989; Mane,et al. 2007). Leur influence sur le golt du vin semblel pe
importante (Noble & Shannon, 1987; Veredeal. 1988). Cependant, la dégradation des
acides p-coumarique et férulique conduit a la faimmade phénols volatils (vinyl- et éthyl-
phénol, vinyl- et éthyl- gaiacol) responsables dfauts olfactifs (Chatonnett al1993). La
Figure 22 montre la formation du vinyl-4-phénol pdécarboxylation de I'acidep-

coumarique, sa transformation en éthyl-phénol $action d’'une réductase (Baume, al.
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1986) et sa réaction avec une anthocyane pour foomexdduit vinylphénol-anthocyane (=
phenyl-pyranoanthocyane) de couleur orangée (Cardes Santost al1996) (cf. 11.B.4.a,
p 48).

HOOC

//

C\ /CH—OH
R

/ O—HC cinnamoyl! esterase R \ COOH
—_—
COOCH
HO HO

Esters Acides
hydroxycinnamiques R hydroxycinnamiques R
acide caftarique OH acide caféique OH
acide coutarique H acide coumarique H
acide fertarique OCHg3 acide ferulique OCHg3

Figure 21. Hydrolyse des esters hydroxycinnamiques.
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OH

CH,

I

CHg
éthyl- 4-phenol

' vinylphénol réductase

OH OH

JEE—— +

cinnamate décarboxylase
OGlucose

HO

CH,

COOH vinyl- 4-phénol

acide p-coumarique

OH
dérivé formé orangé

Figure 22. Formation de I'éthyl-phénol et du dérivéhydroxyphényl-pyranomalvidine-3-O-glucoside.

2. Les anthocyanes

Les anthocyanes, principalement présentes danlleute de la baie, diffusent
rapidement dans le moQ(t des le début de la vinifina Leur concentration atteint un
maximum en quelques jours pour ensuite diminuerfadu de leur implication dans de
nombreuses réactions (Ribéreau-Gayon, 1982; Sorh@r4, Cheynieet al. 1997a; Mayen,
et al1995; Romero-Cascales al. 2005). Ce sont des pigments instables mais |laativéeé

conduit a de nombreux pigments qui participent@olaleur des vins rouges et a sa stabilité.
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a. Equilibre des anthocyanes en milieu acide

En solution, les anthocyanes existent sous divdoseses en équilibre dépendant du
pH (Figure 23 et Figure 24).

100% ‘ PH Vin
80% 4 / AOH
60% +
40% -
20% - \ Cc
0% + P — T
0 1 2 3 4 5 6
pH

Figure 23. Equilibre des formes de la malvidine-3-&@lucoside en solution acide (Brouillard & Dubois,
1977) : A" : forme flavylium, AOH : forme hémiacétal, AO : forme quinonique, C : forme chalcone.

L’ion flavylium A*, forme colorée en rouge sous laquelle est repiéseg@énéralement
les anthocyanes, n’est prédominante qu’en miliedea@@H<2) et est soumise a des réactions
de déprotonation et d’hydratation des que le pHrearge (Brouillardet al, 1977). La
cinétique d’échange de proton® A AO seffectue trés rapidement, mais lors d'une
augmentation de pH, c’est la forme incolore hémad@&OH) qui prédomine. Au pH du vin,
compris entre 3 et 4, la forme coloréé e représente donc qu’entre 10 et 30% alors que la
forme incolore réprésente entre 60 et 80% des foreme équilibre. La forme incolore
hémiacétal AOH donne la chalcone jaune pale C gemdscis et trans) par ouverture du

cycle.
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tautomérie

Y

R 0.

bases quinoniques anioniques AO-
bleu-violet

O—glucose

tautomérie

O—glucose

OH

base hémiacétal (carbinol) AOH O—glucose

O—glucose incolore

Ho  HO
HO

HO

OH
HO Oglucose

_—
-

isomérie

O—glucose

HO

chalcone E
jaune C

HO

chalcone Z
jaune C

Figure 24. Structures des formes de la malvidine-®-glucoside (R=R'=0OH) en équilibre en solution acid.
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b. Réactions avec le dioxyde de soufre

L'apport de SQ@ pendant la vinification peut également influendar couleur des
anthocyanes. En effet, I'addition de métabisulfitesodium sur le carbone 4 de I'anthocyane
(Figure 25) conduit a sa décoloration (TimberlakeB&dle, 1967, Berkeet al1998) par
formation d’'un 4-sulfonate incolore. Cette réactest réversible et la forme flavylium rouge

peut étre régénérée par acidification ou ajouté&taldéhyde qui combine le bisulfite.

R’ R
OH OH
NaHSO5
HO R —_— > HO R
B —
H+
O—glucose O—glucose
HO HO SO3Na

Figure 25. Addition du bisulfite de sodium sur le ation flavylium.

c. Dégradation des anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments instables, sensila chaleur et aux agents oxydants. La
dégradation de la malvidine-3-O-glucoside conduia ormation principalement de I'acide
2,4,6-trihydroxyphénylacétique et de l'acide symug (Cemeroglet al. 1994; Piffaut,et
al.1994, Figure 26). En condition oxydante, ces prsdpeuvent se former en passant par la
formation de malvone. La dégradation oxydante jp&issi conduire a I'apparition de forme

coumarine (Hrazdina & Franzese, 1974).

H3C_O
HO OH OH HO O °
HO
O-CH, Z ol
OH o OH
o
HO
acide 2,4,6-trinydroxyphénylacétique  acide syringique forme coumarine

Figure 26. Produits de dégradation de la malvidin-O-glucoside.
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d. La couleur des vins

Les différentes formes des anthocyanes et leueaoyeuvent étre stabilisées par des
phénoménes physico-chimiques, tels que lauto-#sme ou la copigmentation
intermoléculaire et intramoléculaire, résultant ldieteraction hydrophobe des anthocyanes
entre elles ou avec d’autres molécules du miliepifgnents). Ces phénomeénes se traduisent
par un effet hyperchrome (augmentation de lint&énsi’absorption) et bathochrome
(déplacement de la longueur d’'onde du maximum dadion vers les plus fortes longueurs
d’onde) sur le domaine visible (Brouillaed al. 1989; Gonzalez-Manzanet al. 2009; Goto
& Kondo, 1991; Haslam, 1998).

» La copigmentation intermoléculaire

Elle résulte de I'empilement vertical entre la amplane riche en électrons du
copigment et les formes colorées de I'anthocyarreuiBard et al, 1989; Caiet al. 1990;
Dangles & Brouillard, 1992a; Dangles & Brouillart992b). Les formes colorées (AA0)
ont des structures assez planes avec une forteati6htion des électrons permettant un
stacking de typen- m avec le copigment. La formation de ces complexestege
I'anthocyanne de I'hydratation entrainant ainsi unensification de la couleur due a la
stabilisation du cation flavylium.

Ce phénomene serait la premiére étape dans lesoréaentre anthocyanes et tanins
(Brouillard & Dangles, 1994; Liao, Cai & Haslam, 98 Rein & Heinonen, 2004).

» La copigmentation intramoléculaire

Elle met en jeu deux parties de la méme molécdéet I'une joue le réle de
copigment, l'autre étant le chromophore (Brouillaetdal1993; Dangles, Saito & Brouillard,
1993; Figueiredoet al. 1996; Gotoet al, 1991). Par exemple, dans les anthocyanes
coumaroylées et caféoylées, le noyau aromatiquia gertie acylée substituant le glucose

peut entrainer une stabilisation de la partie arytaoe sous forme flavylium.

» L’auto-association

A forte concentration, les formes colorées des auydnes se groupent entre elles
pour former des diméres non covalents par empileimairophobe vertical. Ce phénomeéene
entraine une intensification de la couleur et uéeation de la loi de Beer-Lambert (Asen,
1972; Gotoet al, 1991; Hoshino, 1991). Des diméres covalents pduaessi se former de
type A-A" (Salas, 2005; Vidatt al. 2004d).
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» La mesure de la couleur des vins

La couleur des vins est mesurée classiquementip@nkité colorante (IC) qui est la
somme des absorbances a 420, 520 et 620 nm einta {&) qui est le rapport entre
I'absorbance a 420 nm et 520 nm (Glories, 19843b&orbance a 280 nm (IPT, indice des
polyphénols totaux) est également mesurée poutyserales polyphénols dans les vins.
Compte-tenu des équilibres des anthocyanes eri@ulafautres indices ont été développés
pour affiner cette mesure (Atanasova, 2003; Sofdfsans, 1977). Au pH du vin, tous les
pigments ne sont pas colorés, des mesures de ftayge a 520 nm a pH acide (<1)
permettent d’assurer la conversion de toutes cetcmes sous forme flavylium et
d’atteindre les pigments totaux présents dansrie ha mesure des absorbances aprés ajout
d’acétaldéhyde permet d’accéder a tous les pignanpH du vin en libérant les anthocyanes
impliquées dans les adduits bisulfites (cf.B.2.b43). La mesure apreés ajout de bisulfite
permet d’atteindre les pigments dérivés résistantas décoloration, issus des réactions des

anthocyanes avec les autres constituants du viméa...).

3. Les tanins et leurs propriétés

Au cours de la vinification, I'extraction des prélaocyanidines est plus lente que celle
des anthocyanes. Les proanthocyanidines de pellidiffusent plus rapidement que celles
provenant des peépins, a cause de leur localisatiorde la solubilité supérieure des
prodelphinidines par rapport aux procyanidines oyédes. L'extraction des
proanthocyanidines des pépins démarre quand lartemealcool augmente (Labarbe, 2000,
Canalset al. 2005, Cheynieet al, 1997a). Les tanins sont réactifs et peuvent forpae
réaction avec eux-mémes ou avec les anthocyanewmbreux deérivés tanins-tanins ou
anthocyanes-tanins dans les vins. lls ont ausspagsiétés physico-chimiques particulieres

et peuvent former des agrégats et interagir aveprigéines et les polysaccharides.

a. Les phénomeénes d’interactions tanins-tanins agting-

polysaccharides

Les tanins ont la propriété de s’agréger et sopliqués dans la structure colloidale
des vins. En effet, ils peuvent former des agrégaiteidaux en fonction de leur structure, de
leur concentration et de la nature du solvant @ianal, 2008; Saucieet al1997; Vernhet
et al. 2002). Leur agrégation peut étre modifiée par lgderaction avec les autres
constituants du vin comme les polysaccharides (Rtoal. 2002). Vernheet al. (2002) ont

montré que la taille moyenne des particules fornpaasl’agrégation des tanins augmentait
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avec le DPm (jusqu’a un DPm de 10) puis diminuaiirpdes fractions de tanins de plus haut
DPm. A cause de leur partie galloylée, les fractide tanins issus de pépins forment des
particules de tailles plus grandes que des polygneanstituués d’épicatéchine et de
catéchine. Les interactions entre tanins et potfssaides sont aussi modulées par la teneur
en alcool et la force ionique du milieu : elleséent lorsque la teneur en alcool augmente et
accroient lorsque la force ionique augmente. Ldgspocharides influencent également ces
agrégations. lls ne préviennent pas I'agrégatiors foaent un réle sur I'évolution de la taille
des particules. Les AGP et le RG-Il sous forme mo#@r@ n'ont pas dimpact sur les
agrégations alors que celles ci sont fortemenbids par les MP et les AGP les plus acides
(Riou et al, 2002). Le RG-Il sous forme dimere augmente lgetdies particules suggérant la
co-agrégation des particules de tanins avec legspotharides (Riowet al, 2002). Ces
propriétés d’interactions avec les polysaccharideat notamment exploitées dans des
procédés cenologiques tels que l'utilisation de tanme arabique pour empécher la
précipitation des tanins présents a I'état collbidtmns les vins. La formation de complexes

solubles (tanins-polysaccharides) pourrait étieldalse de cette stabilisation.

b. Les phénomenes d’interactions entre taninsctéimes

Les tanins ont également la capacité d’interagacdes protéines. En particulier, les
interactions avec les protéines de la salive riolesproline produisent une sensation de
desséchement en bouche, une perte de la lubriiicatiésignée par le terme d'astringence
(Bate-Smith, 1954). Cette propriété d’affinité pdes protéines est aussi utilisée dans des
procédés cenologiques tel que le collage protéiqueamnduit a la précipitation sélective des
tanins de plus haut degré de polymérisation (Matigl, 2001).

Beaucoup d’études se sont intéressées a ces tiaaa(Canoret al. 2008; Haslam, 1974;
Pascalet al. 2008; Sarni-Manchado & Cheynier, 2002; Sarni-Maddet al1999; Saucier,
1997 ; Simoret al, 2003). Les interactions sont modulées par l¢etdd charge, le type de
protéines, la structure et la concentration emtaainsi que par le solvant. Parmi les facteurs
en relation avec le niveau d’astringence, les é&esolution modele de (Videl al, 2003a)
montrent que le degré de polymérisation des taress une variable importante.
L’augmentation du degré de polymérisation est ¢éeréd une augmentation des qualificatifs
« crayeux », « agressifs » et « asséchants »,iéssag niveau d’astringence. De méme,
I'astringence des tanins galloylés est plus éleyée celle des homologues non galloylés

(Vidal et al, 2003a). Dans d’autres études, il a été obserig apncentrations égales, les
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tanins de pépins de faible DPm seraient ausshgstnts que des tanins de pellicule de plus
haut DPm et de taux de galloylation plus faibleo@aud, Cheynier & Noble, 2001). Les
monomeres sont plus amers qu’astringents alorsogsgue le DPm augmente, les tanins sont
plus astringents quamers (Lea, 1978; Robichaud &bld, 1990; Sarni-Manchado &
Cheynier, 2006). Pour finir, les oligomeres de dlaB-ols formés avec la participation de
'acétaldéhyde ont une astringence équivalente tanins de méme masse (Vidat al.
2004b). Toutefois, l'astringence n’est pas uniquanen relation avec la composition et la
concentration en flavanols natifs. Ces derniers sofets a de nombreuses réactions qui
conduisent a divers types d’'adduits issus desiofactlirectes d’addition nucléophile entre
tanins et anthocyanes et des réactions impliguanéthldéhyde dont lincidence sur le
caractere astringent reste a déterminer. Par wlleune étude de [linfluence des
polysaccharides pectiques du vin sur I'interacBaire des tanins condensés et deux protéines
salivaires montre un effet des polysaccharides, end@met effet est fonction de la nature de la
protéine, de la nature du polysaccharide et dehapge (Carvalh@t al. 2006). Ces résultats
sont cependant difficilement extrapolables a lasagon détectée en bouche. Une étude par
analyse sensorielle d’un jus frais ou d’une solupoire de tanins purifiés de kaki montre que
I'astringence est largement diminuée par ajoutetgipe de citrus (Taira & Ono, 1997). Dans
les modéles de type vin, le RG Il est responsabieeddiminution de I'astringence (Vidat

al., 2004a; Vidalet al, 2004c) alors que les autres polysaccharides npastd’effet sur la
perception des tanins. La formation de complexasaiees solubles (tanins-protéines-RGll)

pourrait étre a la base de cette réduction d’'aggrine.
4. Réactions des tanins et des anthocyanes
Plusieurs mécanismes dus a la réactivité chimicege fihvonoides peuvent donner

naissance a de nombreux types de produits. Le n8yast nucléophile, le noyau B est

oxydable et le noyau C est électrophile (sous farat®nique seulement) (Figure 27).
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Figure 27. Réactivité chimique des flavonoides.

a. Produits de type pyranoanthocyane

Des pigments basés sur une structure pyranoantmeayat été détectés dans le vin
(Bakker & Timberlake, 1997; Cameira dos Sargbal, 1996; Fulcranckt al. 1996; Reuvilla,
et al. 1999). Leur mécanisme de formation (Fulcradal. 1998) consiste en une addition
entre les anthocyanes et d’autres constituantsmjypessédant une double liaison polarisable,
incluant divers métabolites des levures comme ta&déhyde, I'acide pyruvique et le vinyl-
phénol (BenAbdeljaliet al. 2000; Fulcrancet al, 1998 ; Fulcranckt al, 1996). Les dérives
pyranoanthocyane, carboxy-pyranoanthocyane et pipgrgnoanthocyanes produits par
réaction de la malvidine 3-glucoside et de sesvdériacylés avec l'acétaldéhyde, I'acide
pyruvique et le vinyl,4- phénol, respectivemenig(ife 28) ont été mis en évidence dans les
vins. Un pigment résultant de la réaction entr@riacyanidine dimere, 'acétaldéhyde et la
malvidine-3-O-glucoside a obtenu en solution mo@Etancia-Arichaet al. 1997). Mateust
al. (Mateus & Freitas, 2001; Mateu al. 2002) ont isolé a partir d’'un vin de Porto des
structures similaires : (épi)catéchine- pyranonuhe-3-O-glucoside et flavanol dimere-
pyranomalvidine-3-O-glucoside. La spécificité de peoduits réside dans leur couleur jaune-
orangé mais aussi leur grande stabilité, notammwisra-vis de la décoloration par le bisulfite
et les variations de pH (Bakket al, 1997; Sarni-Manchadet al1996 ).
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Figure 28. Structure des pyranomalvidine-3-O-glucdde détectés dans le vin ou solution modéle : R = H
pyranomalvidine-3-O-glucoside ; R= COOH, carboxy-pyanomalvidine-3-O-glucoside ; R= phénoal,
4,hydroxyphényl-pyranomalvidine-3-O-glucoside ; R=flavanol monomére ou dimére, flavanyl-

pyranomalvidine-3-O-glucoside.

b. Produits de type A-T

Dans ce type de réaction, I'anthocyane se trouus $arme cationique et réagit par
son sommet C4 sur un centre nucléophile du tanth ¢@ C8) pour donner un produit
incolore (anthocyane-flavan-3-ol) de type flaveRrare 29). Celui-ci peut évoluer vers une
forme cycligue dont la structure est analogue ke ads dimeres te type A ou vers le cation
flavylium correspondant. Ce dernier peut se régeampour des pigments de couleur jaune-
orangée (Hrazdina & Borzell, 1971; Liabal, 1992; Salas, 2005; Santos-Buetgal 1995 ;
Somers, 1971; Timberlake & Bridle, 1976).
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Figure 29. Structures des produits de type A-T (R #flavanol),).

c. Produits de type T-T et T-A

En milieu acide, les liaisons interflavaniques tkesins condensés sont labiles. Par
rupture, un 4-carbocation se forme au niveau deitBusupérieure, l'unité terminale étant
libérée telle quelle. Ce carbocation réagit avec canbone 6 ou 8 du cycle A d'une
anthocyane présentant un caractere nucléophile €&oni971). En effet, sous forme
hémiacétal, le noyau A de I'anthocyane a un caractacléophile en C6 ou C8. La forme T-
AOH incolore est en équilibre avec la forme T-ouge ((Salagt al. 2003), Figure 30)).
Leur présence dans les vins a été démontrée aussides formes T-A-A(Alcalde-Eon,et
al. 2007). Les carbocations libérés par rupture @aésoins interflavaniques des tanins peuvent

aussi réagir avec une autre molécule de flavanot gdonner naissance a un nouveau tanin.
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Ces mécanismes de rupture et de recombinaison mecweduire soit a une augmentation de
degré de polymérisation moyen des tanins soit a diménution de celui-ci si le milieu

contient un exces d’unités monomériques (Haslai@);19idal et al. 2002).
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Figure 30. Mécanisme de formation des adduits T-A
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d. Réactions via les aldéhydes

D’autres types de réactions existent faisant ieteirvdes aldéhydes comme par
exemple l'acétaldéhyde qui se forme par décarbtirylale I'acide pyruvique (Liu & Pilone,
2000) ou oxydation de I'éthanol (Wildenradt & Siegin, 1974). Dans ce mécanisme, la
forme protonée de I'acétaldéhyde est I'espécerélgiaiie. Le carbone C6 ou C8 nucléophile
du flavanol attaque le carbone positif de I'acéhbigle pour donner un adduit flavanol-
acétaldéhyde. Ce dernier, qui se protone en maede, devient électrophile en perdant une
molécule d’eau et subit I'attaque du carbone C8C6éud’'une anthocyane sous forme d’'un
hémiacétal (Figure 31). Le produit résultant detecataction est un adduit flavanol-
anthocyane dans lequel les noyaux A des deux ftiides sont liés par un pont
methylmethine (CH-CHS3), généralement appelé « ptimgl » dans la littérature cenologique.
L’adduit flavanol-éthyl-anthocyane, initialementusoforme d’'un hémiacétal, donne le cation
flavylium correspondant par déshydration et protoma L'intermédiaire flavanol-
acétaldéhyde peut aussi réagir avec une autre uleléle flavanol pour donner un dimére
catéchique dont les unités sont reliées par un @thhyf CH-CH. La présence de structures
dimériques et trimériques de type catéchine-éthtdahine (Cheyniest al. 1997b; Saucieet
al. 1997) ainsi que de type catéchine-éthyl-anthocy@ktanasova, 2003; Es-Saét al.
1999b) a été démontrée dans des solutions modéalies & le vin, confirmant la formation de

ces composés au cours de la vinification.
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Figure 31. Mécanisme de formation des adduits flavel-éthyl-flavanol et flavanol-éthyl-anthocyane par

réaction de condensation avec l'acétaldéhyde.

e. Caractéristigues physico-chimiques des pignagrisés

Les structures des pigments issus des réactions ad#scyanes natives sont
susceptibles de présenter de nouvelles propriéées notamment aux modifications des
équilibres physico-chimiques d’hydratation et dihid. Des travaux antérieurs (Dueneisal.
2006) ont permis d’établir les constantes d’hydrateet d’acidité des pigments de type T-A
et T-éthyl-A (Tableau 6). On en déduit que le dien&A a un comportement tres similaire a

la molécule d’anthocyane mére. De ce fait, on peumser que ce type de structure contribue
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trés peu a la couleur des vins. En revanche, lgmguts formés par condensation avec
I'acétaldéhyde ont une plus grande stabilité wigsade la réaction d’hydratation du fait de
leur auto-association. lIs restent colorés damgatame de pH des vins en étant présents sous
deux formes, cations flavylium et bases quinoniq&es conséquent, la formation de ce type
de pigments pourrait apporter une intensificatieladcouleur des vins (Cheynigral, 2006)
dans la mesure ou cette réaction s’opére a patiadorme incolore de I'anthocyane. En
outre, ces pigments concourent probablement arteteiolette que présentent certains vins

du fait du maximum d’absorbance des formes quingsqFigure 23).

Tableau 6. Constantes expérimentales d'hydratatioet d'acidité.

Pigment pKh pKa
Malvidine3-glucoside 2,8 4,2
T-A 2,6 -
T-éthyl(R)-A 4,2 3,5
T-éthyl(S)-A - 3,3
A(l)-éthyl-A(z) 1,&1) 4,612) -

Tous ces mécanismes ne sont pas exhaustifs, bgau®uréactions entre les
molécules natives du raisin et leurs dérivés sesqmasau cours de la vinification et du
vieillissement du vin. Certains produits ont étentifiés dans les vins mais sont plus rarement
dosés. En effet, ces nombreuses réactions conduiseles structures polymériques tres

hétérogenes et en faible quantité dans les viagagit des propriétés colorantes différentes.

C. L’ UTILISATION DES ENZYMES EN OENOLOGIE

En cenologie, les enzymes exogéenes ont commenceé atiisées dans les années 70.
Les préparations enzymatiqgues commerciales seegsantiellement a amplifier et améliorer
les phénomeénes naturels observés au cours dess é@apeinification. Elles contiennent
principalement des pectinases (PG, PL, PME) et flgtucanases. Ces activités sont
naturellement présentes dans le milieu puiqu'onrééuve dans le raisin, la levure ou la
flore microbienne contaminante. Les enzymes comialesc sont produites par des micro-
organismes sélectionnéf\spergillus nigerpour les pectinasest Trichoderma harzianum
pour les B-glucanases. Les préparations s'utilisent tout aagl du processus de

vinification (Canal-Llauberes, 2000) :
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- sur le raisin (macération, pressurage)
- sur le modt et le vin de presse (clarificatio@bdurbage)

- sur le vin jeune en fin de fermentation alcoodidélevage, filtration).

Apres un rappel des applications technologiques pléparations enzymatiques
commerciales, nous aborderons plus en détail I'enhpkes enzymes de macération sur la

composition en polysaccharides et en polyphéndbs &iuleur des vins.

1. Applications technologiques des préparations epmatiques

commerciales

a. Le débourbage des modts et la clarificationvites

Dans les modts, les macromolécules (chaines hoamigebnanes) chargées et leurs
interactions électrostatiques conduisent au maintiee particules en suspension. La
dégradation des chaines homogalacturonanes satisrfa@onjuguée d’endo-PG et de PME
facilite la décantation rapide des bourbes (Martdaal. 1963). L’ajout d’enzymes joue sur la
viscosité et sur la vitesse de débourbage (Camalbdres & Barbe, 1989). D’autres activités
enzymatiques sont utilisées pour clarifier les vites B-glucanases lorsque les vendanges

sont contaminées p8otrytis cineregVillettaz et al. 1982).

b. L'amélioration des rendements en jus

L’ajout d’enzymes, en augmentant la dégradationpdgsis cellulaires de la baie de
raisin, conduit a une plus grande libération de [tsmélioration des rendements en jus lors
du pressurage a été confirmée (Marteau, 1972). priécisément, une augmentation de la
quantité de jus de goutte est observée (Canal-elagbt al, 1989 ; Villettaz, 1996).

c. L’amélioration des extractions lors des maceéresti

La dégradation poussée des parois cellulaires deellicule par les préparations

commerciales entraine aussi une augmentation daé&daion du potentiel aromatique et
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polyphénolique de la vendange (Canal-Llauberesp19%cas, 1994 ; Villettaz, 1996). Les
préparations dites de macération sont riches etinpses et contiennent des activités
secondaires type cellulase-hémicellulase pour ane¢li’extraction des anthocyanes et donc
de la couleur. Cependant, des activités contamesaftD-glucosidases) des cellulases
dégradant les anthocyanes et les flavonols ontléteéctées (Le Traon-Masson & Pellerin,
1998) entrainant la perte de couleur pour les aytres et I'apparition de trouble du fait de

la faible solubilité des aglycones des flavonoleni®rs & Ziemelis, 1985).

d. L’amélioration de la filtrabilité des vins

Le colmatage par les vins des supports de fillnatest d0 a la présence des
polysaccharides issues de la dégradation des pauaigisin et des levures, des glucanes, en
cas de contamination pddotrytis ciner@, et des polyphénols (Bellevillet al. 1992 ;
Boissier, 2006; Cameira Dos Santos, 1995 ; Vilgtl®90). L'utilisation de pectinases et de
B-glucanases améliore la filtrabilité des vins (Hemiet al. 2003).

e. La libération d’arbme a partir des précurselysosylés

Les préparations commerciales de pectinases, asdis)] hémicellulases ou glucanases
contiennent des glycosidases impliqguées dans daalilon d’arébme (Cordonniest al1989 ;
Canal-Llaubéeres 1990 ; Dupet al. 1992 ; Gunatat al. 1993). Elles permettent d’enrichir le
milieu en composés d'arbmes grace a I'hydrolysdedes précurseurs glycosylés (Dugh
al., 1992). Pour éviter I'apparition de défaults dlftsctels que les arbmes phénolés, les
préparations ont été mises au point et purifiédsadavité cinnamoyl estérase conduisant a la
formation de vinylphénols (Barbe, 1995; Chatoretedl 1992).

2. Les enzymes de macération et leur impact sur @uleur, sur la

composition en polyphénols et en polysaccharides

Tout d’abord, les études traitant de l'effet dewmyees de macération sur la
composition en polysaccharides des vins seront iorerdes. Concernant l'effet des
préparations enzymatiques sur la composition p@gphque, les résultats trouvés dans la
littérature sont conflictuels. Il convient, par séquent, de faire le point sur ces résultats

divergents.
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a. Enzymes de macération et composition en polisaickes

Peu de publications ont étudié l'effet des enzynss la composition en
polysaccharides des vins. Dans les modts et les biancs, (Brown & Ough, 1982) ont
montré une diminution de pectines méthylées et (&hal. 1996), une diminution de la
turbidité, une augmentation des acides galactuuasicet une baisse des polysaccharides
neutres et acides. Cependant I'effet est dépertlaoépage et du millésime. Plus récemment,
dans les vins rouges, il a été démontré que legneew entrainaient une augmentation de la
concentration de RG-II (Ayestarat al. 2004; Docoet al. 2007). L’effet sur les PRAG est
plus partagé : (Docet al, 2007) observent une diminution et une modificatiperte
d’arabinose) des PRAG et (Ayestaranal, 2004) une augmentation des AG et des AGP.
L’ensemble de ces résultats semble indiquer questeymes de macération modifient la
composition en polysaccharides des vins différeninseivant le cépage, le millésime, la

qualité de la vendange, les conditions de viniitcaet la nature des enzymes.

b. Enzymes de macération et composition en polymkén

Beaucoup d’études ont cherché a démontrer I'dfstenzymes sur la composition des
vins en polyphénols. Une extraction accrue desnsamit I'augmentation de l'indice des
polyphénols totaux sont observés dans de nombrasiRautista-Ortiret al. 2005; Canal-
Llaubéres, 1990; Guadalupeal. 2007; Kelebelet al. 2007; Revillaet al. 2003; Revillaet al.
2002; Salinagt al2003; Villettaz, 1996). Les effets sur I'extractidas anthocyanes et sur la
couleur sont plus controversés. Une augmentatida tneur en anthocyanes est décrite dans
certains cas (Bautista-Ortet al, 2005; Kammereet al. 2005; Parley, 1997; Wightmaast
al. 1997) tandis que dans d’autres études, 'effetateymes sur les anthocyanes n’est pas
décelable ou se traduit par une perte (Kelastestl, 2007; Pardet al. 1999; Reuvillaet al,
2002; Salinaset al, 2003). La couleur étant liée a de nombreux pam@mdréactivité des
anthocyanes, pH, bisulfite, copigmentation), liropades traitements enzymatiques sur
I'intensité colorante n’est pas toujours corréldaaconcentration en anthocyanes. Ainsi,
(Kelebeket al, 2007) ont observé une augmentation de I'IC etatdbhocyanes alors que
d’autres auteurs (Bautista-Orti al, 2005; Parley, 1997) ont démontré une augmentalgon
'IC et une diminution des anthocyanes et suivaed préparations enzymatiques, une

diminution de I'lC et des anthocyanes.



Introduction Bibliographique 66

(Pineloet al. 2006; Sacchet al. 2005), dans deux revues concernant les technatpies
vinification proposent plusieurs phénomenes contamts pouvant expliquer ces résultats
disparates :

- la dégradation de la paroi de la baie de raiainlgs enzymes utilisées au cours de la
macération peut entrainer une meilleure extradies tanins et des anthocyanes et par
conséguent un gain de couleur

- la formation de pigments dérivés (réactions eatrthocyanes et tanins) peut expliquer
la diminution des anthocyanes et 'augmentatiotiidiensité colorante

- les activités contaminantes telles que feglucosidases présentes dans certaines
préparations enzymatiques dégradent les anthocgyaesjui induit une perte de
couleur.

Toutes ces études relatent la difficulté d’établirement I'effet des enzymes sur la
composition des vins, d’autant plus que PimentaBtaal. (1998) ont montré que toutes les
préparations enzymatiques commerciales ne sordqasalentes entre elles et présentent des
spectres difféerents d’activités. Pour expliquerstdes phénomenes observés, beaucoup de
parameétres rentrent en jeu tels que le cépage, aturneé des baies, les conditions de
vinification, la réactivité des polyphénols, lestiatés enzymatiques des préparations
commerciales. L'originalité des travaux de cettesth compte-tenu de ce contexte, a consisté
a étudier simultanément les polysaccharides etptdgphénols des vins avec différentes
méthodes analytiques. Ceci permettra une intetatalétaillée des données analytiques

pour comprendre les effets des enzymes et leuideimees sur la qualité des vins.



Introduction Bibliographique

67



Matériel & Méthodes 68

MATERIEL & METHODES

I. MATERIEL
A. VINS

1. Cadre de I'étude

Les vins de trois millésimes (2004, 2005 et 2008@)é&ié préparés a partir de baies de
Merlot (Vitis Vinifera L.Figure 32A) récoltées sur une parcelle expérimentahstituée de
14 rangs de 130 pieds (Figure 32B) sur le vigndolehateau Goudichaud (Saint Germain du

Puch, Bordeaux, France).

Figure 32. A-Grapes de Merlot

B-Parcelle expérimentale

Les grappes ont été vendangées dans des cageft8kgleCes cagettes ont été numérotées et
distribuées tous les six pieds dans le but d’obtani échantillonnage représentatif de la

parcelle dans chaque cuve.
2. Préparation des essais
Les essais 2004, 2005 et 2006 ont été préparélsaaexpérimental de Novozymes et

de Laffort Enologie au chateau Goudichaud (Fig@)e Bes lots de 170 kg de vendanges ont
ete éraflés, foulés et distribués dans des cuvédle
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Figure 33. Chai expérimental (Crédit photo©, Novozges).

A I'encuvage, le bisulfite (6g/hL) et les différestpréparations enzymatiques ont été
ajoutés. Les difféerents essais d’enzymes et deédéscde vinification pour chaque millésime
sont récapitulés dans le Tableau 7. Aprés une a@@érpré-fermentaire a froid (MPF) a
12°C, durant 12 heures, sous atmosphére de dickgdmarbone, les modts ont été levurés
avec Excellence SP (Lamothe-Abiet, Bordeaux, Fraree20g/hL pour démarrer la
fermentation alcoolique. Pour compenser une carencazote de la parcelle, les modts ont
été enrichis en Thiazote (Laffort (Enologie, Bordeabrance) pour atteindre 180 mg/L
d’azote assimilable. L’'hnomogénéité des modts atdlantation des levures ont été controlées
par le laboratoire S.A.R.C.O. (laboratoire de LeffBordeaux, France). L'aération des modts
et I'arrosage du chapeau ont été réalisés par dgurntages quotidiens de 75L durant les
premiers jours de la fermentation alcooliqgue. Emsuies remontages ont été faits sans
aération une fois par jour jusqu'a la fin de larfentation alcoolique. Les cinétiques de
fermentation ont été régulées par un systeme dedterde température équipant les cuves.
La vinification a été suivie de maniére quotidienpa des mesures de densité et de
température, et tous les deux jours par des mesmadgtiques d’intensité colorante (IC) et
d’'indice des polyphénols totaux (IPT). En fin denfentation alcoolique, les mo(Qts ont été
égouttés et presseés. Les volumes des jus de geutie presse ont été mesureés et les jus de
goutte de chaque essai ont été transférés dansuweede 200L. La fermentation malo-
lactique a été ensuite induite par implantatiorbdetéries lactiques. Apres six mois, les vins

ont été filtrés, mis en bouteille et conservéstmi expérimental jusqu’a leur analyse.
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Tableau 7. Liste des essais 2004, 2005, 2006.
[Code Modalité desessais | Dose:/100kg | Procédé |
Essais 2004
control04 [témoin sansenzyme 0 12 h MPF
A04 Vinozym Vintage FCE° 3,59 12 h MPF
ABO4 Vinozym Vintage FCE+ Vinoflow FCE 3,59+3g 12 h MPF
co4 Lafase HEGrand Qru 4q sans MPF
Q4 Lafase HEGrand Qru 4q 12 h MPF
X04 Enzyme concurrente liquide non FCE 0,8mL 12 h MPF
Essais 2005
control05 [témoin sansenzyme 0 12 h MPF
A05 Vinozym Vintage FCE 3,59 12 h MPF
ABO5 Vinozym Vintage FCE+ Vinoflow FCE 3,59+3g 12 h MPF
Qo5 Lafase HEGrand Qru 49 12 h MPF
D05 Lafase Fruit 49 12 h MPF
controlc05 |[témoin sans enzyme - C: série corsée 0 24 h MPF
Ac05 Vinozym Vintage FCE 3,59 24 h MPF
Essais 2006
control06 [témoin sansenzyme 0 12 h MPF
A06 Vinozym Vintage FCE 3,59 12 h MPF
ABO6 Vinozym Vintage FCE+ Vinoflow FCE 3,59+3g 12 h MPF
BO6 Vinoflow FCE 5g 12 h MPF
D06 Lafase Fruit 49 12 h MPF
B6 USP concentré FCE 29 12h MPF
Acx06 Vinozym Vintage FCE+ cx: cellulase (NS35012) 3,59 +10mL 12 h MPF
Fo6 PG/ PE(NS33081) + PL (NS33008) + cx (NS35012) 10+10+10mL |12hMPF
G06 PG (NS35011) + PE(NS33009) + PL (NS33008) +cx (NS35012) |10+ 10+ 10+ 10mL{12 h MPF
106 pectinase ssf (NS35010) 10mL 12 h MPF
J6 pectinase ssf (NS35013) 10mL 12 h MPF

* MPF macération préfermentaire a froid, °FCE faible en activité cinnamoyl-estérase
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B. SOLUTIONS MODELES
1. Préparation des fractions

a. Fraction de tanins

» Extraction des tanins de pépins de raisin

La fraction de tanins issus de pépins de raisitégpparée au laboratoire suivant le
protocole adapté de précédents travaux (Rioal, 2002). 686,59 de pépins de Carignan ont
été réduits en poudre au broyeur a billes (Dango)nsaus azote liquide. La poudre de
pépins a ensuite subi deux extractions succesaiVasétone 60% pendant 3h sous agitation
a température ambiante. Les 3,5 L de liquide déetion ont été centrifugés puis évapores
pour réduire le volume a 1,4 L. Une extraction ikpdliquide avec de I'hexane (6*250mL) a
permis d’éliminer principalement les composés Igues. Seule la phase aqueuse a été
conservée et concentrée a I'évaporateur rotatif @& déposer le moins de volume possible

(800mL) sur la colonne de fractionnement.

» Fractionnement de I'extrait de tanins de pépins

L’extrait a été fractionné par chromatographie d@gtion stérique sur une colonne
Buchi (diamétre interne 70mm, Rungis, France). Roéparer la colonne, le Fractogel TSK
HW-50F a été conditionné avec le solvant EtOMIAFA (55/45/0.05, v/viv). Les 800 mL
de la phase aqueuse mélangés a 500 mL de Fraetiogelconditionnés ont été déposés en

téte de colonne (Figure 34).

Figure 34. Préparation de la colonne de fractionneamt des tannins.



Matériel & Méthodes 72

Plusieurs élutions successives ont permis de ségokantillon en plusieurs fractions :

- €lution avec le solvant EtOHB/TFA (55/45/0.05, v/viv), débit 10ml/min :
obtention de deux fractions F1, contenant uniqueéntkn solvant, et F2
contenant les flavanols monomeres et dimeres@téagallique.

- élution a l'acétone 30%, débit 3ml/min, colledkes fractions toutes les deux
heures : obtention de 8 fractions F3 a F10

- élution a l'acétone 60%, débit 10ml/min : obtentde la fraction F60%

Les fractions ont ensuite été concentrées, conggléis lyophilisées. Les fractions F5 a F8
ont été regroupées et cette fraction qui sera cddéar la suite a été retenue pour I'étude en

solution modéle.

b. Fraction d’anthocyanes

Un pool d’anthocyanes disponible au laboratoira s pellicules d’Alicante Bouchet
a subi deux purifications successives a l'aide dystéme Gilson comportant 2 pompes (305
et 306) et un détecteur UV-visible Jasco utilis#8@ nm. La purification été réalisée sur une
colonne Dynamax C18 (60A 83-241C, 25 cm x 4.14 sniyant les conditions présentées

dans le Tableau 8.

Tableau 8. Gradient d’élution de la premiére purification du pool d’anthocyanes.

Temps (min) Débit Solvants
eau/HCI 0,2% |eau/acétonitrile 80% /HCI 0,2%

0 2mL/min 80 20
0,2 injection de 8 mL 80 20
0,5 4mL/min 80 20
0,8 20mL/min 80 20

20 20mL/min 60 40

24 20mL/min 40 60

26 20mL/min 40 60

28 20mL/min 80 20

Les fractions collectées n’étant pas suffisammemep ont été concentrées, congelées puis
lyophilisées pour étre a nouveau purifiées. La seeopurification a été réalisée sur une
colonne Microsorb C18 (B0-220-C5, 25 cm x 2.14 emiyant les conditions présentées dans

le Tableau 9.
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Tableau 9. Gradient d’élution de la seconde purifiation.

Temps (min) Débit Solvants
eau/HCI 0,2% | eau/acétonitrile 80%/HCI 0,2%
0 10mL/min 82 18
0,01 injection de 2 mL 82 18
10 10mL/min 79 21
20 10mL/min 70 30
22 10mL/min 20 80
24 10mL/min 20 80
26 10mL/min 82 18

Les fractions contenant principalement de la mak&eB-O-glucoside ont été regroupeées,
concentrées, congelées et lyophilisées. Cetteidragurifiée sera codée A pour I'étude en

solution modéle.

c. Fraction d’arabinogalactane-protéine

Plusieurs fractions d’arabinogalactane-protéingyge Il (AGPO, 1, 2, 3, 4) issues de
vin rouge ont été préparéees lors de précédentauxafDocoet al, 1995) et sont disponibles
au laboratoire. La fraction AGP3 qui sera codéeaGla suite a été retenue pour I'étude en

solution modéle.

d. Fraction de rhamnogalacturonane Il

Plusieurs fractions de rhamnogalalacturonane IIIIR@, 3, 4) issues de vin rouge
ont été préparées lors de précédents travaux (iRede al, 1996) et sont disponibles au
laboratoire. La fraction RGII3 qui sera codée R [sasuite a été retenue pour I'étude en

solution modéele.

e. Fraction d'oligosaccharides

> Dégradation d’acide pectique

La fraction d'oligosaccharides a été obtenue arpadetla dégradation d’acide pectique
(Fluka) par une polygalacturonase Il (PGllase faupar Novozymes, Danemark) selon le
protocole suivant :

-200 mg d’acide pectique ont été dissous dans 4@ensolution tampon d’acétate de
sodium 0,1M a pH=4,2
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-1mg de PGllase a été dissous dans 1mL de cetters@otion tampon
-40uL de la solution de PGllase ont été ajout@ssilution d’acide pectique
-Aprés deux heures de dégradation a températuréaatapl’enzyme a été inactivée

par 5 minutes de bain-marie a 100°C.

> Purification de la fraction d’oligosaccharides

Cette fraction a été purifiée par passage sur stesye de chromatographie liquide
d’exclusion stérigue moyenne pression équippé daalenne Superdex 30 (1,6 cm x 60 cm,
domaine de fractionnement 5*1@ 1d, Amersham Biosciences). Cette colonne a été
équilibrée par du formiate d’ammonium 30mM a pH=&,6n débit de 1mL/min. Les 40 mL
d’acide pectique dégradé ont été fractionnés pg@ctions successives de 2mL. La
chromatographie d’exclusion stérique d’'une duréd2ie min (Figure 35) a été suivie sur un
réfractométre (Erma, Japan). La fraction intéretesast collectée de 74 a 90 min puis

congelée et lyophilisée. Elle a été retenue paiudie en solution modele et sera codée O par

la suite.
" M\
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Figure 35. Profil chromatographique des oligosacchales issus de la dégradation de I'acide pectique.

2. Préparation des solutions en milieu modéle vin

a. Modele vin

Le milieu modele vin utilisé est une solution aggeed’éthanol a 12% contenant 2 g/L
d’hydrogéno-tartrate de potassium et 0,8 g/L d’bygide de potassium. Le pH a été ajusté a

3,4 par addition d’acide sulfurique.
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b. Conditionnement des solutions

Afin d’éviter les contaminations des échantillgga des microorganismes, la verrerie
utilisée (entonnoirs, béchers, pipettes) et 23dofta a sertir, septums et bouchons ont été
autoclavés pendant 20 min a 120°C. Dans le mémedabsiblution mére contenant la fraction
de tanins et celle contenant la fraction d’anthaegaont été ultracentrifugées a 100 000 g
pendant 45 min. Les solutions contenant les frastide polysaccharides ont été filtrées sur
filtre 0,22 um de diametre de pore (Millex-GV PVDMIllipore, Irlande). Toutes les

opérations de préparation ont été realisées sdtesdflux laminaire.

c. Incubation des solutions

234 flacons de 3mL ont été remplis avec 2,5 mL différentes solutions. lls ont
ensuite été placés dans une armoire thermosta2é€Ga I'abri de la lumiére jusqu’a leur

analyse.
IIl. METHODES

A. PLAN D’EXPERIENCE ET SUIVI CINETIQUE DES SOLUTIONS
MODELES

Les différentes solutions ont été préparées enngétmt les différentes fractions A,
T, G, R, O dans le milieu modele vin (cf I.B.2.a)vant le plan d’expérience expliqué dans le
Tableau 10.

Tableau 10. Plan d’expérience des solutions modeles

de d fraction A fraction T fraction G fraction R fraction O
code des
d'anthocyanes de tanins d'AGP3 de RG-II d'oligosaccharides
C=500mg/L C=2,8g/L C=200mg/L  C=200mg/L C=200mg/I

0

solutions

A

AG
AR
AO

T

TG
TR
TO
AT
ATG
ATR
ATO
GRO
ATGRO

I :présence ; O : absence

RPORRPRRPRRPROOOORRRER
RPORRRRRRPRRLRRPLOOOO
PRPOOROOOROOORO
PRPOROOOROOORO

PRPRPOOOROOOROOO
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Les solutions ont été analysées a t=0, 3, 6, 1(R1431, 45 jours et lan.
B. ANALYSE DES VINS ET DES SOLUTIONS MODELES
1. Caractérisation et dosage des polysaccharides

a. Préparation de la fraction de polysaccharides/ohes

La fraction de polysaccharides a été isolée arpdetichaque vin des trois millésimes
comme décrit précédemment (Vidatl al, 2003b). 2,5 mL de vin ont été mis a sec par un
évaporateur sous vide (EZ-2, Genevac®). Le résatuas été redissous par 0,5 mL d’eau
milliQ. L'addition de 2,66 mL d’éthanol 95% acidifipar 0,5% HCI permet de précipiter les
colloides totaux du vin aprés une nuit a 4°C. Lmageant a été éliminé apres centrifugation
(10 min, 15000 tours/min). Le culot a ensuite éigsalis dans 1mL d'eau milliQ. La
purification de la fraction polysaccharidique é&élisée par passage sur une colonne (volume
total de 4mL) échangeuse d’ions (Mix Bed Resin AG-X8, Bio Rad). Les polysaccharides,
non retenus, ont été élués par 10 mL d'eau milliCcedte fraction a été congelée puis

lyophilisée.

b. Analyse des masses molaires apparentes desgdigsides

» Dans les vins

La distribution des masses moléculaires des patysaities des vins a été déterminée
par chromatographie d’exclusion stérique hautespasutilisant un systeme équipé d’un
injecteur automatique (234-137 Gilson, Roissy, Eednd’'une pompe LC-10 AS Shimadzu
(Kyoto, Japon).

1 mg de la fraction des polysaccharides des vigséadissout dans 250 pL d'eau
milliQ. 50 pL ont été injectés et élués a ImL/meldNO; 0,1M sur deux colonnes Shodex
Ohpak KB-803 et KB-805 (0,8 cm x 30 cm, Showa Denkkapon) montées en série et
reliées a un réfractometre (ERC-7512, Erma, Japon).

Les masses molaires apparentes ont été déduitediade la courbe de calibration
établie avec un kit de calibration de pullulanegi(®, PM = 380 000 ; P-200, PM =186 000 ;
P-100, PM = 100 000 ; P-50, PM = 48 000 ; P-20, kB 700 ; P-10, PM = 12 200 ; P-5,
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PM =5 800 ; Showa Denko K.K., Japon). L'équatiena courbe de calibration est log PM =
28,321-1,04tR (tR = temps de rétention au maximurpid et f = 0.997).

» Dans les solutions modeéles

At = 0 jours et 1lan, 50 pL de chaque solution &bét directement injectés sur le

systeme décrit précédemment.

c. Analyse de la composition en oses neutres ass vi

L’analyse de composition a été réalisée selon lthode& décrite par Albersheim
(Albersheimet al. 1967) modifiéé par Harris (Harrgg al. 1984).
Hydrolyse
Les polyosides (de 1 a 2mg de la fraction des pobfsarides des vins) ont été
hydrolysés en milieu acide (acide trifluoroacéti@M, 0,5mL) pendant 75 min a 120°C afin
de libérer les oses constitutifs (Figure 36). Cstihution a alors été séchée sous air avant
ajout des étalons internes (inositol, il0G 1 mg/mL, et allose, 1@ a 1 mg/mL).
Réduction
Les échantillons ont été a nouveau séchés puistséuar 50QlL de borohydrure de
sodium (NaBH dans NH 1N, 20mg/mL) pendant 60 min a 60°C. Apres réduGtE00uL
d’acétone ont été ajoutés pour stopper la réaetigermettre un séchage sous air plus rapide.
Acétylation
Les échantillons ont ensuite été dissous dans LaDgcide acétique puis acétylés par
addition de 500 pL d'acétate d'éthyle, 1,5 mL dphtide acétique et 50 pL d’acide
perchlorique a 70% (v). Apres 15 minutes au baiftrasons, I'exceés d’anhydride acétique a
été éliminé par 5 mL d’bD en présence de 50 puL de 1-méthylimidazole.
Extraction
Les dérivés réduits et acétylés sont alors ext@ts500 uL de chloroforme. Aprés
décantation, la phase organique est récupéréansférée pour étre conservée au congélateur
jusqu’a injection.

Injection en chromatographie en phase gazeuse

Les unités osidiques ainsi transformées, ou acttdt@lditols, sont séparées en
chromatographie en phase gazeuse en isotherme°@ 2L0 une colonne capillaire en silice
fondue greffée a 50 % par du diméthylpolysiloxahé &0 % par du cyanopropylsiloxane
(DB-225) (L = 30 m, ID = 0,32 mm, film = 0,5 pm)ethpérature de I'injecteur : 250°C,
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injecteur split : 1/10, gaz vecteur,Hiébit 1 mL/min). La détection se fait par ionisatde
flamme a 250°C. Pour identifier et quantifier chaqose, les temps de rétention et les
coefficients de réponse ont été calculés a l'aitlm anélange d'oses standards et d’'une
solution étalon d'allose (1 mg/mL). La quantité eses constitutifs exprimés en mg/L a
permis de calculer les concentrations en manndpegéMPs), en polysaccharides riches en
arabinose et galactose (PRAGS) et en rhamnogatectoe type Il (RG-Il) présents dans
chaque vin, calcul décrit dans de précédents traflaacoet al, 1999; Vidalet al, 2001).

CHZOH CH OH CHZOH
n
ATFA 2N
120 °C; 75 min
CH20H
O
OH
1o \OH
OH
n
Ko —

a- Exemple d'hydrolyse d'un polvoside

CHO CH,OH CH,0COCH,
4 OH HeduETan OH Acétylation OCOCH,
=D e H e HEOEYOE
OH NaBH4 OH (CH,CO,) OCOCH,
+ catalyseur
CH,OH CHp0H & CH,0COCH
D-Xylose Xylitol 1,2,3,4,5-penta-O-
acétyl xylitol

b - Réduction et acétylation d'un monosaccharide

Figure 36. Hydrolyse acide des polysaccharides ébération des monosaccharides constitutifs

analysés sous forme d’acétates d'alditals
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2. Caractérisation des oligosaccharides des vins

a. Préparation de la fraction d’oligosaccharides

La fraction d’oligosaccharides a été isolée a paléis vins. 5 mL de vin ont été
décolorés sur colonne (volume 3,5 mL) de polyan@d6 (grosseur grains 0,05-0,16 mm)
par €élution de 4 mL de NaCl 1M. L’éluat a ensuité éoncentré a I'évaporateur rotatif
jusqu'a un volume de 2 mL. Ces 2 mL ont été ineaér un systeme de chromatographie
liquide moyenne pression d’exclusion stérique éoglig’'une colonne Superdex 30 (1,6 cm X
60 cm, domaine de fractionnement 5.801¢, Amersham Biosciences). Cette colonne a été
équilibrée par du formiate d’ammonium 30mM a pH=8,6n débit de 1mL/min. L’élution
d'une durée de 120 min a été suivie sur un réfraetee (Erma, Japan). La fraction

d’oligosaccharides est collectée de 60 a 93 migu{iei 37) puis congelée et lyophilisée.

uw ]

Polysaccharide < Fraction collectée d'oligosaccharid
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Figure 37. Profil chromatographique de la fractioncollectée d'oligosaccharides.

b. Analyse des oses neutres et acides par trinsgtigtion

Les oligosaccharides ont été méthanolysés en midmde parfaitement anhydre pour
éviter toute réaction d’hydrolyse. Les fonctionslitoxyles des oses sont triméthysilylées afin
de les rendre volatiles pour I'analyse en chromafaigje en phase gazeuse (Doco, O'Neill &
Pellerin, 2001).

Méthanolyse
La fraction d'oligosaccharides a été reprise parml. d’eau milliQ. 200 pL ont été
prélevés et 50 pL de solution standard d’inositoll ang/mL ont été ajoutés. Apres

lyophilisation, I'échantillon a été préalablemegtisé sous vide a 50°C en présence A& P
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durant deux heures minimum. Puis, 500 pL d’'un ngdaméthanol-HCI & 0,5 N ont été
ajoutés. Le mélange est préparé extemporanémeajpatant 140 pL de chlorure d’acétyle
(CH3COCI a 99 %) a 1 mL de méthanol anhydre dans dgldee fondante. L’'ensemble
échantillon/mélange méthanol-HCl est placé a 80°@nhdpnt 16 h. A ce stade,
I'oligosaccharide a été méthanolysé : un grouper@entéthyl apporté par le méthanol est
fixé par substitution nucléophile au niveau du oastion.

Apres refroidissement, les échantillons ont étépékas a sec sous courant d’air a 40
°C afin d’éliminer I'exces de méthanol-HCI. Un seddavage a été effectué en ajoutant du

méthanol et en séchant & nouveau sous air.

Silylation
Le résidu obtenu a été repris dans 330 pL de fédetiriméthylsylilation qui est

alors en excés (ampoule Tri-5iReagent, Pierce). L'ensemble est placé & 80 °@amer20
minutes. Aprés refroidissement, les tubes sontéseaM0 °C sous flux d’air puis 0,5 mL de
n-hexane ont été additionnés afin d’extraire lesvé@srtrimeéthylsilylés.

Injection en chromatographie en phase gazeuse

Les dérivés ont alors été injectés sur une colaapillaire en silice fondue greffée a
100% par du diméthylpolysiloxane (DB-1) (L = 30 i@, = 0,25 mm, film = 0,25 um) dans
les conditions chromatographiques suivantes :

\ Injection de 1 pL d’échantillon

\ Gaz : hydrogéne & un débit de 2 mL/min

\ Fuite 20 mL/min injection en split/splitless

\ Gradient de la température du four :

Température initiale : 120 °C

Gradient 1 de 120 a 145°C avec une montée en tatopéide 1,5 °C/min.

Gradient 2 de 145 a 180°C avec une montée en tatopeide 0,9 °C/min.

Gradient 3 de 180 a 230°C avec une montée en tatopeide 50 °C/min.

\ Temprérature de l'injecteur et du détecteur : 250

\ Temps d’acquisition : 65 minutes

\ Température de la ligne de transfert vers le spexitre de masse : 280 °C

Au niveau du spectromeétre de masse a filtre qualdiie, la fragmentation des molécules
est obtenue par impact électronique :

< Courant d’émission et énergie d'ionisation : 34fet 70 eV

\ Température du quadripdle : 106 °C
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\ Température de la source : 230 °C
\ Mode scan : de 50 & 650 & 2,5 scans/s

L’analyse des données a été realisée avec ledb @€l Productivity Chemstation.

c. Analyse des liaisons glycosidiques par permatiop

L’analyse de structure par perméthylation permeadéterminer la nature des liaisons
osidiques des oses constitutifs des oligosacclsaridans un premier temps, les hydroxyles
libres (ou engagés dans une liaison de type déabgle en milieu alcalin) des oligosaccharides
ont été meéthylés (Figure 38). Dans un deuxieme sempligosaccharide a été hydrolyse,
libérant ainsi des oses partiellement méthylésedpéduction et acétylation, les composés
ont été séparés et identifiés par chromatogragireugse couplée a un spectromeétre de masse.

Méthylation

La fraction d’oligosaccharides a été reprise parml. d’eau milliQ. 200 pL ont été
prélevés, lyophilisés et placés a 50°C soi3sBous vide pendant 24h, puis placés dans des
piluliers purgés a l'argon. La méthylation a ét@lis®e selon des travaux précédents
(Hakomori, 1964; Harrieet al, 1984). On a alors ajouté 0,5 mL de diméthylsuféiex
(DMSO) sous agitation et éventuellement placé lelipr a 80°C pour permettre une bonne
dissolution des produits. Puis 0,5 mL d’anion dimy&tulfinyl de sodium ont été ajoutés et le
milieu a été maintenu sous agitation pendant lhég\gaturation des piluliers en argon, ils
ont ensuite été refroidis au congélateur. Au miliéactionnel congelé, 0,5 mL d’iodure de
méthyle ont été ajoutés. La réaction exothermigéeédaissée sous agitation a température
ambiante pendant 1 h. On a alors procédé a I'édititin de I'ilodure de méthyle, tres volatil,
en placant les échantillons sous flux d’air penddhtnin. Les oligosaccharides partiellement
méthylés ont été extraits par 2 mL d'un mélangeribrme/méthanol (2/1, v/v) et cette
phase organique a été lavée par 5 x 5 mL,@Hfin d’éliminer le DMSO en exces puis

séchée sous air.
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S=—0 + NaH —» P
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Figure 38. Réaction de perméthylation des polysacatides et oligosaccharides.

Hydrolyse, réduction , acétylation et extraction

La réduction a été réalisée avec une solution dedeotéride de sodium a 20 mg/mL
dans NH 1N. La réduction avec du NaBpermet d’'orienter le monosaccharide libéré en
marquant les substituants du carbone C1. L’hydegplyscétylation et I'extraction des
acétates d’alditols partiellement méthylés ontfétiles comme décrit plus haut (cf. Il.B.1.c).

Une solution d’inositol & 1mg/mL est ajoutée apgrgdrolyse comme étalon interne.
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Injection en chromatographie en phase gazeuse

Les polyols partiellement méthylés et acétyléséaatséparés en CPG sur une colonne
capillaire en silice fondue greffée a 100% par gméthylpolysiloxane (DB-1) (L = 30 m, ID
= 0,25 mm, film = 0,25 um) (température de l'ingat : 250°C, injecteur splitless : 1/20, gaz
vecteur H, débit 2 mL/min). Le gradient de température essdivant : 170°C pendant 15
minutes puis augmentation de 1°C/min jusqu’a 210°C.

La détection s’est faite par ionisation de flamm@a spectrométrie de masse dans
les mémes conditions que celles décrites précédatr(efdl.B.2.b).

Les pics identifiés grace a leur spectre de masdeators été intégrés. Les
pourcentages molaires ont été calculés par ragptatsurface totale des pics ainsi que par
familles d’oses en utilisant les surfaces corrigemsles facteurs de réponse établis par Sweet
(Sweet, Shapiro & Albersheim, 1975).

En cas de coélutions, les échantillons ont été&tégesur une colonne capillaire en
silice fondue greffée a 50 % par du diméthylpolysiine et a 50 % par du
cyanopropylsiloxane (DB-225) (L = 30 m, ID = 0,32nnfilm = 0,5 pum) (température de
I'injecteur : 250°C, injecteur split : 1/10, gazcteur H, débit 1 mL/min).

d. Analyse par spectrométrie de masse

> Analyse par ESI-IT

1 mg de la fraction d'oligosaccharides de chaqueaviété dissout dans 0,1 mL de
MeOH/H,O (50/50). Les spectres de masse haute résolutibrété obtenus par injection
automatique de 5 pL d’échantillon au sein d’'un filex phase mobile a I'aide d’'un passeur
d’échantillons automatique (appartenant a un systétRLC, sans séparation préalable)
couplé a un spectrométre de masse équippé d'urreeselectrospray et d’'un analyseur a
temps de vol (ESI-TOF-MS) AccuTOF (JMS-T100LC, JEQIlokyo). Les solvants de la
phase mobile (solvant A : eau, solvant B : méthaoot été élués isocratiquement, 50% de A
et 50% B. Le systeme de masse est équipé d'uneesalipnisation électrospray (ESI) et
d'un analyseur a temps de vol (TOF). Les spectrasété enregistrés dans les conditions
suivantes :

conditions de la source :

\ Mode : négatif

\ Tension de l'aiguille : -2000V

\ Tension de l'orifice 1 : -45V
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\ Tension de l'orifice 2 : -8V
\ Température de la chambre de désolvatation : 250°C
\ Température de l'orifice 1 : 80°C
condition de I'analyseur :
\ Tension du guide d’ion : 2400V
conditions du détecteur :
\ Tension du détecteur : 2300V
\ Plage d’acquisition m/z : 200-4000
L’analyse des spectres a été réalisée avec ladblass Center (JEOL, Tokyo).

» Analyse par fragmentation

Les structures des oligosaccharides ont été detéawipar fragmentation (MSn). Les
analyses ont été réalisées avec un spectrometmadse Thermo Finnigan LCQ Advantage
équipé d'une source electrospray et d'une trappeque (permettant de réaliser de la
fragmentation MSn) controlées par le logiciel LOg@vant les conditions suivantes :

\ Mode : négatif

\ Tension de source : 4500V

\ Tension du capillaire : 31V

\ Température du capillaire : 200°C

\ Gamme de masse : 150-1200

Les conditions d’analyses telles que I'’énergiecdiision pour la fragmentation ont

été ajustées suivant les structures.

3. Analyse de la couleur par spectrophotométrie UWisible des

vins et des solutions modeéles

L’analyse de la couleur des vins et des solutiondétes par spectrophotométrie UV-
visible a été réalisée selon le protocole adapté aterbe (Labarbe, 2000). Les mesures

d’absorbance ont été effectuées avec un spectmplette SAFAS® UV (Monaco).
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a. Réactifs

Les réactifs utilisés ont éte :
- une solution de S{préparée a partir de 1g deJSz05 dans 5 mL d’HO.
- une solution d’'HCI 1M
- une solution d’acétaldéhyde (EHO 12,6%vol.)

b. Mesures

Les échantillons ont été centrifugés (10 min a 3 @) avant les mesures. Les
spectres des différents échantillons ont été estrégidans les conditions suivantes :

- Condition 1 : échantillon seul, trajet optique de 1 mm

- Condition 2: 1 mL d’échantillon + 10 pL de solution d’acéhyde, trajet
optique de 1 mm, 30 min de repos avant la mesuegout d’acétaldéhyde
permet de décombiner et de recolorer les anthosyanpliquées dans des
adduits avec le bisulfite.

- Condition 3: 1 mL d’échantillon + 15 pL de solution de S®@ajet optique de
1mm, 30 min de repos avant la mesure. L'ajout de #@met de décolorer les
anthocyanes natives et certains pigments dérivés.B2.b)

- Condition 4: échantillon dilué 100 fois par la solution d’HQM, trajet
optique de 10 mm, 4h de repos avant la mesureilligod par 100 permet de
mesurer l'absorbance a 280 nm et le milieu acidempe de mesurer
I'absorbance a 520 nm apres la conversion compiéseanthocyanes sous la

forme flavylium.

c. Calcul des indices de couleur

Les indices de couleur ont été calculés tels queitdgrécédemment (Atanasova,
Fulcrandet al. 2002; Glories, 1984; Somees al, 1977) a partir des absorbances mesurées
exprimées pour une dilution unitaire et un trajatique de 10 mm. Le calcul de ces indices a

partir de ces absorbances est expliqué dans ledaill.
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Tableau 11. Calcul des indices de couleur en foneti des absorbances A(exprimées pour une dilution de

1 et un trajet optique de 1 cm).

Conditions de

Indices abbréviations Calcul
mesure (cf p 80)
N Intensité colorante IC As0+Asz0tAs20
Condition 1 :
Teinte T As20/As20
Intensité colorante corrigé de la
- , _ ICcorr As20+As20tAs20
Condition 2 décoloration au SO,
Pigments au pH du vin PV Aszo
N Pigments résistants a la décoloration
Condition 3 PRso2 Aszo
au SO,
N Indice des polyphénols totaux IPT Aogo
Condition 4 :
Pigments totaux a pH < 1 PpH<1 As20

4. Caractérisation et dosage des polyphénols

a. Analyse par HPLC-DAD des vins

» Conditions d’analyse

L’analyse des polyphénols a été réalisée par iojectirecte des vins sur un systeme
chromatographie liquide haute pression (HPLC) oduplun détecteur a barrette de diode
(DAD, Waters 996). La chaine HPLC est une chaineéeW§aAlliance équipée d’un systéme
de pompe 2690, d'un injecteur automatique et dour fpour colonne. Le pilotage de la
chaine est géré par le logiciel Millenium (Wateilford, Etats-Unis). La séparation des
composes a été réalisée sur une colonne phasesenddliantis dC18 (250 mm x 2,1 mm,
particules de 5 um) protégée par une pré-colon@er@ x 2,1 mm, particules de 5 um) et
d’'un pré-filtre constitué d’'une cartouche SecunizgiTM C18 (Phenomenex, 4 mm x 2
mm). Le volume injecté est de 5 pL et le four astrmostaté a 30°C. Les solvants d’élution
sont: le solvant A constitué d'eau/acide formid®s/%, v/v) et le solvant B constitué
d’acétonitrile/eau/acide formique (80/15/5, viv/ige gradient d’élution utilisé, avec un débit
de 0,250 mL/min, est décrit dans le Tableau 12a leté suivi d’'un lavage et d'une

rééquilibration aux conditions initiales de la cute.
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Tableau 12. Gradient d’élution utilisé pour la sépaation des composés phénoliques.

Temps (min) Solvants
A (%) B (%)
5 100 0
25 90 10
40 80 20
55 65 45
70 40 60
75 20 80

» Caractérisation et dosage

Le dosage des polyphénols a été realisé par dabibréinéaire externe avec des
solutions étalons. Les coefficients de réponseébditdéterminés suivant des composés de
référence :

- a 280 nm, la catéchine et I'épicatéchine sontieygs en équivalent catéchine
en mg/L

- a 320 nm, les acides phénols sont exprimés eivaquat acidet-caftarique
(purifié au laboratoire) en mg/L

- a 520 nm, les anthocyanes sont exprimés en dquotvanalvidine-3-O-

glucoside (Extrasynthése) en mg/L.

b. Analyse par HPLC-DAD des tanins apres phloraghlgse

des vins et des solutions modeéles

Les tanins ont été analysés par HPLC-DAD apresagéven milieu acide en présence
de phloroglucinol comme décrit précédemment (Kougdaiazaniet al. 1993, Kennedy &
Jones, 2001). Le mode opératoire a été optimisébaumatoire pour I'analyse des vins rouges.

Le principe de la méthode est une dépolymérisamdo-catalysée par chauffage en
milieu méthanolique en présence d’'acide et d'umtgecléophile (Figure 39). Les unités
supérieures sont converties en unités monomérispies forme de dérivés phloroglucinol et

les unités terminales telles quelles.
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Figure 39. Mécanisme de la dépolymérisation des tans (Kennedyet al, 2001).

» Phloroglucinolyse des vins

4 mL de vin ont été évaporés a sec sous vide (EZehevac®). Le résidu sec a
ensuite été dissous dans 4 mL d’eau/acide acéifig, v/v) puis homogénéisé par passage
au vortex et aux ultrasons. 1 mL a été déposérsicartouche d’extraction C18 phase solide
(Waters, Vac tC18 3cc) grace a un robot automéfigénark RapidTrace®SPE workstation).
Les sucres et les acides organiques ont été ébnaméc 5 mL d’eau/acide acétique (98/2,

v/v) et les composés phénoliqgues ont été réecupgmés8mL de méthanol. 100 puL d'une
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solution a 2g/L de méthyl parabéne ont été ajoot#ame étalon interne. Les 8 mL de
solution méthanolique ont ensuite été mis a se@ypaporation sous vide au Genevac® puis
dissous dans 200 puL de MeOH contenant 0,2 N d’BG¢/L de phloroglucinol et 10 g/l
d’acide ascorbique. La phloroglucinolyse a étéiséala 50°C pendant 20 min puis stoppée

par I'ajout de 200 pL d’acétate de sodium 200mM.

» Phloroglucinolyse des solutions modeles

Le mode opératoire est le méme que pour le vin reaipartant de 250 uL de
solutions modeles évaporés a sec sous vide (EZehevafl) puis repris par 2 mL

d’eau/acide acétique (98/2, v/v).

> Analyse par HPLC-DAD

Les unités libérées aprés phloroglucinolyse (sois terminales et d’extension) ont
été analysées par chromatographie liquide haussipre couplée a un détecteur a barrette de
diode (HPLC-DAD). Le systeme HPLC est une chaingevgaAlliance équipée d’'un systéme
de pompe 2695, d'un injecteur automatique et dour fpour colonne. Le pilotage de la
chaine est géré par le logiciel Empower MilleniuWagers, Milford, Etats-Unis). La
séparation des unités a été réalisée sur une elomase inverse Atlantis dC18 (250 mm X
4,6 mm, particules de 5 um) protégée par une daxne (20 mm x 4,6 mm, particules de 5
pum) et par un pré-filtre constitué d’'une cartou&exurityguardTM C18 (Phenomenex, 4,0
mm x 3,0 mm). Le volume injecté est de 10 pL dole est thermostaté a 30°C. Les solvants
d’élution sont: le solvant A constitué d’eau/aciftemique (98/2, v/v) et le solvant B
constitué d’acétonitrile/eau/acide formique (80218//v/v). Le gradient d’élution utilisé dont
le débit est de 1 mL/min est décrit dans le TablEau

Tableau 13. Gradient d’élution utilisé pour la sépaation des sous-unités de tanins.

) Solvants
Temps (min)
A (%) B (%)

5 100 0
35 90 10
70 80 20
75 0 100
80 100 0
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Les unités constitutives des tanins obtenues giésoglucinolyse ont été quantifiées
a partir de l'aire des pics détectés a 280 nm @adita partir de standards externes : soit
commerciaux pour les unités terminales (catéchépeatéchine, épigallocatéchine (%egc),
épicatéchine-3-O-gallate (%gal)), soit purifiés laboratoire pour les unités d’extension
(dérivés phloroglucinol de ces mémes unités). Lacentration en tanins a été calculée
comme étant la somme des concentrations des difé&rainités constitutives (terminales et
dérivés phloroglucinol). Le degré de polymérisatinayen (DPm) a été calculé a partir des
proportions des différentes unités par le ratio :

DPm :Zterminal+extensio‘£terminal

c. Analyse par HPLC-DAD-ESI/IT-MS des solutions ratss

Le suivi cinétique des solutions modéles a étéis&gbar injection directe sur un
systeme de chromatographie liquide haute perform@htPLC) couplé a un détecteur a
barrette de diode (DAD) ainsi qu'a un spectrometiee masse équipé d'une source

électronébulisation et d’'une trappe d’ionisatioS HET-MS).

» Conditions des analyses HPLC

Le systeme de séparation est constitué d’'une chAfaers Alliance équipée d'un
systeme de pompe 2690, d’'un injecteur automatitjd@ia four pour colonne. Le pilotage de
la chaine est géré par le logiciel Millenium (Wateavlilford, Etats-Unis). La séparation des
composés a été réalisée sur une colonne phaseénddiantis dC18 (250 mm x 2,1 mm,
particules de 5 pm) protégée par une pré-colonReamactéristiques identiques (4 mm x 2,1
mm). Le volume injecté est de 10 pL et le fourtestmostaté a 38°C. Les solvants d’élution
sont: le solvant A constitué d’eau/acide formi®8/2, v/v) et le solvant B constitué
d’acétonitrile/eau/acide formique (80/18/2, viv/ie gradient d’élution utilisé dont le débit
est de 0,250 mL/min est décrit dans le Tableau 14.
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Tableau 14. Gradient d‘élution utilisé pour la sépeation des composés des solutions modeles.

Temps Solvants
(min) A (%) B (%)
0 100 0
2 98 2
12 98 2
15 97 3
25 92 8
40 80 20
45 75 25
55 75 25
70 35 65
75 35 65
77 20 80
82 20 80
85 0 100
95 0 100
98 100 0
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» Conditions des analyses par spectrométrie de masse

Les analyses ont été réalisées avec un spectrooh@tneasse ThermoFinnigan LCQ

Advantage équipé d’'une source electrospray et diappe ionique (permettant de réaliser de

la fragmentation M3 contrdlées par le logiciel LCQ suivant les coiudis suivantes :

conditions de la source :

\ Mode : positif
\ Tension de source : 4000V
\ Tension du capillaire : 31V

\ Température du capillaire : 250°C

Les conditions d’analyses telles que le mode f{fhosu négatif) et I'énergie de

collision pour la fragmentation de nouveaux prosldiirmés ont été ajustées suivant les

COMpOSES.

> Calibration et suivi des solutions modeles

Les solutions ont été analysées avant et apresggfilieinolyse sur le systeme décrit

précédemment. Pour quantifier les différents corposine calibration externe a été

réalisée. Les coefficients de réponse ont été lga@n utilisant les standards suivants :

la malvidine-3-Oglucoside pour quantifier lesmignts rouges a 520 nm
la catéchine pour quantifier la catéchine etd@sns a 280 nm
I'épicatéchine, I'acide gallique, I'acide syrigie, I'acide vanillique et I'acide

protocatéchique pour quantifier respectivementcoasposés a 280nm.
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5. Analyse de la stabilité des solutions modéles mpdiffusion

dynamique de la lumiére

Pour étudier la stabilité des solutions, l'inte@giiffusée exprimée en kilocounts par
seconde pour chague solution a été suivie parsitififudynamique de lumiére (DDL) a t=0, 3,
6, 10, 14, 21, 31, 45 jours sur un Zetasizer HO30Aalvern) équipé d'un laser (He-Ne)
35mV. L’'angle d’incidence du laser est de 90° dofayueur d’onde & = 633 nm.

6. Analyse des précipités formés dans les solutionsodéles aprés

un an

a. Analyse des précipités par IR

L’acquisition des spectres infrarouges des préipia éte réalisée avec un
spectrometre Avatar 360 équipé d’une cellule &xébn totale atténuée (ATR) avec un cristal
de germanium (Nicolet) géré par le logiciel Omries spectres ont été enregistrés de 950
cmi' & 1850 crit avec une résolution de 2 ¢m

b. Analyse des précipités par HPCL-DAD-ESI/IT apres

phloroglucinolyse

De 1 a 2 mg de précipité a été écrasé au mortiar Ipaéduire en fine poudre et mis
en suspension apres passage au vortex et auxonkrdans 40QL de de MeOH contenant
0,2 N d’HCI, 50g/L de phloroglucinol et 10 g/l dide ascorbique. La phloroglucinolyse a été
réalisée a 50°C pendant 20 min puis stoppée pprutade 400 puL d’acétate de sodium
200mM. Les précipités apres phloroglucinolyse aauiennent solubles dans le milieu ont été

analysés par injection sur le systeme HPLC-DAD-HSEcrit précédemment (cf 11.B.4.c.)

7. Analyse statistique des données

La méthode d’analyse en composantes principale®jAGté utilisée pour explorer la
variabilité des données. Une ACP est un outil ftigtie qui permet d’explorer, de simplifier
et de mieux visualiser les propriétés d’un enserdbldonnées. Elle permet de représenter les
données d’'une matrice complexe (a n dimensionggspondant & n variables) sur un nombre

plus restreint de dimensions, appelées composapritespales.
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Les données de composition et de couleur obtesueses vins ont été centrées et
réduites pour pouvoir les explorer par une ACP. kpectres UV-visible des solutions
modeles et les spectres infrarouges ont aussi ratest par analyse en composantes
principales grace au logiciel XLSTAT (Addinsoft).

Pour les spectres de masse, un prétraitementraadige pour obtenir des empreintes
spectrales homogénes des fractions d’oligosacawnd@ chaque vin. Tout d’abord, les 30
premieres secondes du courant ionique total (Th&)é&we utilisées pour avoir un spectre
moyen de I'’échantillon injecté. Le spectre a emsate extrait sous format ASCII et exporté
vers le logiciel de traitement Matlab. Pour évil&ventuels décalages de masse et avoir des
spectres homogenes, les spectres ont été lisggsesal ré-échantillonnés et normalisés. La
plage d’acquisition (m/z) a été réduite de 200 @012°ACP a été réalisée avec le logiciel

Matlab sur les spectres de masse obtenus en mgdsfr{éf 11.B.2.d) préalablement traités.
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RESULTATSET DISCUSSION

CHAPITRE | . EFFET DESENZYMES DE MACERATION SUR LA
COMPOSITION EN POLYSACCHARIDESET EN POLYPHENOLSDES

VINS ROUGES.

Au cours de la vinification, la rupture de l'intégrdes cellules de la baie de raisin
entraine la libération des polysaccharides pecsiguide transfert des composés phénoliques
dans le modt. L'utilisation des enzymes de maad@matonduit a une dégradation accrue des
parois cellulaires de la baie. Cependant, I'effetcd traitement sur I'extraction des différents
groupes de composés et la composition des vins wenoentroversé. Son efficacité dépend
vraisemblablement de la qualité et de la maturiée lal vendange, des conditions de
vinification et des préparations enzymatiquesséés, ce qui pourrait expliquer ces résultats
divergents.

Dans ce chapitre, l'effet des enzymes sur la couleu la composition en
polysaccharides et en polyphénols de vins obtemasta de raisins de Merlot récoltés sur la
méme parcelle expérimentale a été analysé sur mndiesimes (2004, 2005, 2006). Les
oligosaccharides ont été pour la premiere foisgs@t caractérisés pour les essais 2006. La
modulation de I'impact de I'enzymage par I'effetllésime sera discutée.

|. RAPPEL DES ESSAIS ET CARACTERISATION DES VENDANGES

Les différents essais sont récapitulés dans (Taklep 62). Les enzymes A et AB ont
éte testées en 2004, 2005 et 2006, I'enzyme C @4 @02005, I'enzyme D en 2004 et 2006
et I'enzyme E en 2006. Les enzymes A, B, C, D, & sles enzymes commerciales issues
d’Aspergillus nigera I'exception de I'enzyme B qui provient idchoderma harzianunDes
modalités ont également été testées avec ou sa&atian préfermentaire a froid (MPF) en
2005 et suivant des durées difféerentes de MPF @2h24h) en 2004. En 2006, des
préparations hon commerciales issues de soucHeésedifes ont été utilisées. Leur origine ne
sera pas divulguée.

La caractérisation des vendanges 2004, 2005, 208 a€alisée par le laboratoire

SARCO (laboratoire de recherche de Laffort cenojodies données cenologiques de chaque
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millésime sont présentées dans le Tableau 15. Ladargje 2004 a été récoltée
particulierement tard par rapport aux deux auttesvendange 2005 est la plus acide et le
poids des baies est plus faible pour ce millésimes.indices d’extractibilité des anthocyanes
(A pH=3,2) ainsi que des polyphénols (DO280) sdus glevés en 2005 qu’en 2006 et plus
faibles en 2004. Ces données vont permettre detdisde I'effet de I'enzymage suivant la

maturité de la vendange.

Tableau 15. Données oenologiques des vendanges 2Q005, 2006.

date de SR! AT? A’ pH=3,2

Millésime vendanges  (g/l)  (HaSOs g/L) Poids de 200 baies (g) pH (ma/L) DO280"
2004  29/09/2004 215 2.8 379 35 852 57
2005 19/09/2005 222 3.64 312 3.34 1017 65
2006 21/09/2006 232 3.54 350 3.47 963 62

1: Sucres réducteurg,: Acidité totale,3 : Anthocyanes a pH=3,2 déterminées par la métided€lories4 :

Absorbance a 280nm.

II. LES POLYSACCHARIDES ET LES OLIGOSACCHARIDES DES VINS

A. PROFIL DE DISTRIBUTION EN MASSES MOLAIRES DES

POLYSACCHARIDES ISOLES A PARTIR DES VINS ROUGES DE MERLOT

1. Effet des préparations enzymatiques commerciales

Les profils de distribution en masses molaires eppgas des fractions
polysaccharidiques de chaque échantillon de vins éé@ analysés par chromatographie
d’exclusion stérique liquide haute performance calonne Shodex (cf. 11.B.1.b, p 68) pour
les trois millésimes 2004, 2005 et 2006. Les psofies masses molaires obtenus pour les
polysaccharides isolés a partir des vins de Mééiotoins ou enzymés correspondent a ceux
décrits précédemment dans la littérature (Ayestataad, 2004; Docoet al, 1999). lls sont
constitués de trois pics majoritaires (Figure 40) :

- un premier pic entre 14 et 16,5 minutes contémsentiellement des mannoprotéines de

hautes masses molaires (MP).
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- un second pic élué entre 16,5 et 18 minutes eonfirincipalement les polysaccharides
riches en arabinose et galactose (les PRAG sontpas#s d'un mélange d’AGP et
d’arabinanes) et ainsi que des MP.

- le troisieme pic avec un temps d’élution entreef&9 minutes correspond pour environ
50 a 60 % des polysaccharides de ce pic au rharaobg@nane |l (RG-1l) avec quelques
des traces de PRAG et de MPs de faible masse naikécu

Pour les trois millésimes, 2004, 2005 et 2006,pesils de distribution en masse des
polysaccharides des vins enzymés sont différentsede des vins témoins (en rouge, Figure
40). Nous pouvons observer une augmentation dusiéroe pic qui correspond
majoritairement au RG-Il de 40, 24 et 75 % en maggpour les vins enzymés en 2004, 2005
et 2006 respectivement. Cette augmentation du RGd8ja été décrite préecédemment (Doco
et al, 2007). On constate également une modificatiotechps de rétentiod\(Tstention= 0,3
min.) du pic des PRAG qui correspond a un déplacerdenviron 50 Kda vers les plus
basses masses, ce déplacement de masse moléaplpieente est calculé par I'équation
suivante : logMy= 28.321 — 1.04x &ention Obtenu par calibration de la colonne d’exclusion
stérique avec des pullulanes standards. Toutemnigsnes testées ont le méme impact sur le
profil des masses des polysaccharides des vingraleanmillésimes, avec cependant un effet
nettement moins marqué en 2005, a I'exception elezi/me E. Cette derniére préparation
enzymatique, qui n’a été testée qu’en 2006, augmlentraction riche en RG-Il, comme les
autres préparations, mais elle ne modifie pas ddilpde distribution en masse du pic des
PRAG. Ces résultats confirment que I'ajout d’enzgraeentrainé une plus forte dégradation
des parois cellulaires du raisin durant la vintii@a, libérant ainsi des polysaccharides de plus
petites masses et probablement du RG-Il, commeacélg montré précédemment (Dato
al.,, 2007). Cet effet est plus prononcé en 2004 e62&nd 2005, peu de différences sont
observées entre le pic des PRAG du vin témoin stviles enzymés et 'augmentation du
dernier pic est également plus modérée que powutiees millésimes. Par conséquent, I'effet
des enzymes est dépendant du millésime. Ce phémopegn étre expliqué par une différence
de maturité et de qualité de la vendange commédidjrent les données cenologiques des

vendanges (Tableau 15).
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Figure 40. Profils de distribution des masses molias apparentes des polysaccharides des vins 2009,(A
2005 (B), 2006 (C). Les masses molaires apparentes été déduites d’'une calibration faite a partir &

pullulanes (P-400, PM = 380 kDa ; P-D0, PM=100 kDa ; P-10, PM= 12,2 kDa).
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2. Effet de préparations non commerciales

En 2006, des enzymes non commerciales (Figure #1gté testées (106 et JO6) ainsi
que des activités enzymatiques isolées a partsodehes différentes (FO6 et G06). Un essai
complémentaire dans lequel une activité cellulageaitilisée en combinaison avec I'enzyme

A a également été réalisé (Acx06).

——control06
—F06

G06

Acx06
— 106
—J06

A06

—

MP PRAG RG-I

Indice relatif de réfraction

14 14,5 15 15,5 16 16,5 17 17,5 18 18,5 1

min

Figure 41. Profils de distribution des masses molas apparentes des polysaccharides des vins 2008iti#s

par des préparations non commerciales

Toutes les enzymes non commerciales conduisene augmentation du pic de RG-
II. L'allure du pic des PRAG est modifiée par cagparations. L'ajout de cellulase a

I'enzyme A n’induit pas de modifications particuté du profil.

3. Effet du temps de macération pré fermentaire ardid (MPF)

En 2004, l'effet de I'enzyme CL&fase HE grand cru) a été testé avec et sans
macération préfermentaire a froid (C04 et C'04peesivement). En 2005, la modalité témoin
et 'enzyme A (Vinozym Vintagd-CE) ont été testées avec 12h et 24h de MPF (control05
A05 et controlc05, Ac05).
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Sur la Figure 42, nous observons que la MPF ne fireqais le profil des masses des
polysaccharides du vin, lorsqu’elle est associderzyme C : la modification du pic des
PRAG et 'augmentation du pic riche en RG-Il pgopart au vin témoin obtenu sans MPF

sont les mémes avec ou sans MPF.

—control04

—C'04

Co4 \

P
|

MP PRAG RG-I

14 14,5 15 15,5 16 16,5 17 17,5 18 18,5 19

min

Indice relatif de réfraction

Figure 42. Effet de la macération pré fermentaire droid, associée a un traitement par 'enzyme C, sue

profil de distribution des masses molaires apparees des polysaccharides des vins 2004.

La Figure 43 montre des profils de distribution erasse des polysaccharides
différents pour les deux vins témoins : le témagiara subi 24h de MPF (codé c05) présente
un pic de RG-II plus faible et une quantité supéeade MP et de PRAG. La macération plus
longue favorise la diffusion de métabolites utsiggar la levure au cours de la fermentation,
ce qui se traduit par une libération plus impogade mannoprotéines au final. Cette
macération plus longue des parties solides de ia ta raisin conduit également a une
augmentation dans les vins des polysaccharidesmiggdans les parois cellulaires (Vidal
al. 2000a). L'effet de I'enzyme est le méme apres b2 B4h de MPF.
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Figure 43. Effet du temps de macération préfermeniee a froid sur le profii des masses des

polysaccharides des vins témoins et traités par heyme A en 2005.

B. EFFET DES ENZYMES SUR LA COMPOSITION EN POLYSACCHARI DES

La composition en oses constitutifs des polysadcdeardonne des informations
complémentaires par rapport aux profils de distrdmuen masse et permet de déterminer la
concentration en polysaccharides majoritaires des(Docoet al, 1999). Les concentrations
en mannoprotéines (MP), en polysaccharides richarabinose et galactose (PRAG) et en
rhamnogalacturonane Il (RG-I) des vins des troibésimes (Figure 44) ont été déduites a
partir des concentrations en monosaccharides tatifstide leurs polysaccharides (Tableau
16). Tout le mannose est attribué aux mannoprataiedevure (Waters, Pellerin & Brillouet,
1994). Les PRAG, représentant principalement lebiaogalactanes, les arabinogalactane-
protéines et les arabinanes des vins, sont estimpéstir de la somme des résidus de galactose
et d'arabinose (Franciodit al. 1999; Pellerinet al, 1995; Vidalet al, 2003b), et en tenant
compte du rendement d'hydrolyse (Dataal, 1999). La concentration en RG-Il des vins est
calculée a partir de la somme de ses sucres castigiées : apiose, 2 O-Me-fucose et 2 O-
Me-xylose. Pour un résidu de 2 O-Me-fucose, le RGhtient un résidu de 2 O-Me-xylose,
un résidu de fucose, 2 résidus d'apiose, 4 régithuabinose, 2 résidus de galactose, et 4
résidus de rhamnose. Il est ainsi possible d'essaeoncentration dans les vins (Detal,
1999; Pelleriret al, 1996). Les polysaccharides des vins corresporalémsomme des trois
familles des polysaccharides MP, PRAG et RG-Il iliéys dans les vins.
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Le mannose, le rhamnose, l'arabinose et le galacskmnt les principaux sucres des
polysaccharides des vins de Merlot analysés (Tallé3. Les résultats (Figure 44) montrent
que les vins enzymés ont une concentration supérigéel 60 % en moyenne en RG-Il par
rapport aux vins témoins pour les trois millésina@mlysés, ce qui est en accord avec les
résultats des analyses de profils de distributiomasse. Le RG-Il s’accumule dans le vin au
cours de la vinification en rouge par macératios p@rties solides (Docet al, 1996). Il est
libéré par hydrolyse enzymatique des pectines desigcellulaires de la baie de raisin et |l
n'est pas dégradé par les enzymes pectinolytiqdesoet al. 1997).

L'effet des enzymes sur la concentration en PRAGdépendant du millésime : en 2004,
I'ajout d’enzymes conduit a une diminution des PRf&Btre 20 a 30 %), en 2005, ils sont
peu modifiés et pour le millésime 2006, ils suhi¢sae chute importante d’environ 75 % par
rapport aux PRAG du vin témoin, excepté pour I'eng\E. Cette diminution est caractérisée
par une perte en arabinose pour les PRAG des vimgreés, mais également, a un degré
moindre, par une perte de galactose. On observeaugmentation de la concentration en
rhamnose dans les polysaccharides des vins enzgarésée avec une augmentation du
rapport arabinose/galactose (Tableau 17). Ce rappos/Gal est caractéristique des
polysaccharides riches en arabinose et en galaetgsrmet de décrire les modifications des
PRAG résultant de I'action des enzymes ajoutéemars du procédé de vinification.

L’enzyme E a un comportement différent, elle augimde rapport Ara/Gal d’'un facteur 2,
indiquant des mécanismes enzymatiques différerdsad&es préparations. La préparation E
libere des polysaccharides deux fois plus richearabinose que ceux du vin témoin, alors
gue la concentration en galactose ne change pasréSaltats indiquent que les enzymes
pectinolytiques des préparations testées hydraysms un premier temps les zones
homogalacturonanes des pectines et libérent danslié des zones hérissées de maniére plus
importante que lors d’'une vinification sans ajotgndymes (cas des vins témoins). De
manieére concomitante ou séquentielle, les chautésales de ces zones hérissées riches en
arabinanes, galactanes et arabinogalactanes sutbides dégradations conduisant a la
formation de structures de plus faible masse desizihs. Cette modification des PRAG est
modulée en fonction du millésime. En effet la diotian de l'arabinose et du galactose est
plus importante dans le millésime 2006 que danaué®s millésimes. Le rapport Ara/Gal est
augmenté de 15 a 25 % dans les PRAG isolés a gagivins enzymés par rapport aux vins
témoins. L’augmentation de ce rapport est encare plarquée dans le cas du traitement par
'enzyme E bien que ce traitement ne modifie pagrigfil de distribution en masse des
PRAGs.
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Tableau 16. Analyse de la composition en oses dedysaccharides des vins 2004, 2005, 2006 (mg/L).

2-OMe-Fuc®® +° | Rha®® +° |Fuc®® +° | 2-OMe-Xyl*® +"|Ara®® +° Q‘fi{c + | Man®® +° |Gal*® +° |Glc?*® +°
essais 2004
control04 2,3 08| 32,1 109| 30 13 1,3 02| 36,9 98| 11,0 33| 167,6 405| 753 182| 23,0 115
A04 3,6 1,7| 49,3 7,5 3,8 12 2,7 09| 37,2 84| 13,3 19| 1305 267| 68,0 142| 243 90
ABO4 3,6 09| 465 9,7 43 13 2,7 06| 353 94| 151 43| 1329 271| 58,2 153 24,7 105
c'o4 3,3 06| 545 137 45 17 2,6 04| 384 97| 16,1 51| 123,7 239| 59,7 125| 251 121
X04 3,4 01| 53,9 7.3 40 10 2,9 os| 47,8 70| 146 17| 1474 219| 73,1 96 | 235 93
C04 3,3 02| 47,8 8,1 3,9 11 2,6 04| 339 44| 141 27| 1266 95| 56,1 47| 220 97
essais 2005
control05 2,2 01| 39,1 7.6 33 15 1,5 01| 27,1 46| 13,9 09| 1254 112| 61,9 65| 26,3 1,2
A05 3,0 02| 45,9 0,9 31 o1 2,2 o1| 30,4 29| 140 18| 121,1 129| 50,8 67| 21,5 31
ABO5 3,0 01| 41,1 8,0 34 07 2,2 01| 31,9 34| 14,7 30| 1252 78| 53,2 52| 242 37
CO05 2,7 05| 36,9 4,2 46 39 2,0 09| 275 39| 13,1 11| 995 138| 459 57| 180 o7
D05 3,0 02| 533 16| 39 14 2,3 03| 39,1 40| 17,3 27| 129,7 219| 69,2 88 | 28,0 41
controlc05 1,1 01| 21,9 2.1 1,7 03 1,2 07| 446 56| 13,3 16| 1729 119| 759 99| 250 18
Ac05 3,0 01| 46,6 5,9 3,7 06 2,5 06| 382 41| 146 27| 106,3 114| 536 32| 20,8 32
essais 2006
control06 1,8 o1| 12,1 0,0 1,3 0.1 1,6 04| 29,1 o7 35 04| 1009 10| 60,0 o8 9,6 2,0
A06 2,8 01| 14,0 1,0 19 o3 2,1 03| 129 11| 42 04| 84,2 190| 220 10| 7,3 14
B06 2,9 00| 14,9 04 22 06 2,4 02| 146 o3| 44 03| 103,2 22| 323 09| 80 09
EO06 2,7 01| 15,9 0,4 16 01 2,2 o0| 60,2 15| 43 04| 955 05| 543 o6 | 97 09
D05 3,0 02| 154 1,7 19 o3 2,3 02| 159 o,7| 46 03| 101,3 92| 33,1 12| 6,7 05
ABO6 2,8 03| 13,6 0,4 1,7 01 2,4 04| 12,3 02| 44 02| 94,9 32| 17,3 20 6,4 15
FO6 3,1 02| 17,3 0,6 1,8 01 2,4 01| 254 11| 47 03| 1054 24| 492 19 3,6 0,9
G06 2,7 02| 154 0,9 1,7 0.2 2,0 01| 22,4 13| 45 o042| 1182 15| 46,9 26 3,2 1,7
Acx06 3,4 01| 15,5 1,7 1,9 o2 2,5 03| 150 18| 49 03| 1174 62| 265 30 3,1 0,9
106 3,0 04| 15,0 2.1 22 03 2,8 02| 166 26| 44 04| 1188 76| 295 38| 36 07
JO6 4,0 03| 174 13| 19 03 2,9 01| 16,4 o8| 59 05| 1234 83| 21,4 04| 3,2 03

a : Moyenne sur 3 mesures, b : écart-type ; ¢ : 2-O-CHs-Fuc, 2-O-CHs-Fucose; Rha : Rhamnose; Fuc : Fucose; 2-OmeXyl : 2-O-CHs-Xylose; Ara : Arabinose;
Api : Apiose; Xyl : Xylose; Man : Mannose; Gal : Galactose; Glc : Glucose.
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Figure 44. Concentrations (mg/L) des vins 2004 (AR005 (B), 2006 (C1, enzymes commerciales, C2, eneg non commerciales) en mannoprotéines (MP), en

polysaccharides riches en arabinose et galactoseRRG) et en rhamnogalacturonane Il (RG-II).
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Tableau 17. Rapport arabinose/galactose (ara/galed polysaccharides des vins 2004, 2005, 2006.

essais 2004 ara/gal *

control04 0,49 0,02
A04 0,55 0,00
ABO4 0,61 0,03
c04 0,64 0,05
X04 0,65 0,04
Co4 0,60 0,02
essais 2005

control05 0,44 0,10
A05 0,60 0,01
ABO5 0,60 0,02
C05 0,60 0,05
D05 0,57 0,01
controlc05 0,59 0,03
Ac05 0,71 0,09
essais 2006

control06 0,48 0,01
A06 0,59 0,05
B06 0,45 0,02
E06 1,11 0,04
D05 0,48 0,01
ABO6 0,71 0,08
FO6 0,52 0,01
G06 0,48 0,00
Acx06 0,57 0,01
106 0,56 0,04
JO6 0,77 0,05

En conclusion, l'ajout d'enzyme lors de la vinificem modifie le contenu
polysaccharidique des vins, ce qui peut présemtentérét pour le produit final. En effet, les
polysaccharides interviennent dans I'équilibre dies, et une modification de cet équilibre
peut avoir des conséquences sur les propriétéspatrteption organoleptique des vins traités

par les enzymes.

C. EFFET DES ENZYMES SUR LES OLIGOSACCHARIDES

La préparation et la caractérisation des oligosatges des vins témoins décrites dans
ce chapitre fait I'objet d’'une publication soumigaeCarbohydrate Polymers et donnée en

annexe 1.

1. Effet des enzymes sur le profil des masses dégasaccharides

La fraction des oligosaccharides a été collectdes des vins 2004 (témoin et enzymes
A et AB) ainsi que sur tous les essais 2006, miliés ou l'effet des enzymes sur les

polysaccharides a été le plus marqué. La puriboaties oligosaccharides s’effectue sur une
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colonne préparative d’exclusion stérique Superdéx p&rmettant d’exclure au VO les
polysaccharides et d’obtenir une séparation de®sdiccharides. Le profil de distribution des
masses des molécules glucidiques présentes danssesFigure 45) comporte trois zones
dans ces nouvelles conditions chromatographiques :

- €lution entre 40 et 50 min : pic exclu des MRlet PRAG

- €lution entre 50 et 60 min : RG-II

- élution entre 60 et 93 min : fraction d’oligoshaddes collectée pour I'analyse.
L’analyse des profils confirme les effets des emgyntonstatés précédemment pour les
millésimes 2004 et 2006 sur les PRAG et le RGdiminution des PRAG et augmentation du
RG-Il. L'allure du profil de la fraction d'oligosabarides du vin témoin est également

différente de celles des vins enzymés A et AB pesideux millésimes.

—control04
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ABO4

MP + PRAG

o
RG-Il [ Fraction d'oligosaccharides /
C < / g
il
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®
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Figure 45. Profils de distribution des masses deslysaccharides et des oligosaccharides des vins 20

2006 (témoin, enzymes A et AB).
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2. Effet des enzymes sur la composition en monosheacides des

oligosaccharides

Les oses constitutifs des oligosaccharides des 2006 ont été quantifiés par analyse
GC-MS des dérivés triméthylsilylés (TMS) formés epméthanolyse. La composition en
oses de la fraction d’'oligosaccharides est donrades de Tableau 18 en mg/L de vin pour
chaque essai 2006. Cette fraction oligosacchardég non négligeable dans les vins puisque
la teneur moyenne dans les vins analysés est de n@d/&. La concentration en
oligosaccharides est équivalente a celle des afaénedles de sucres déja identifiés dans les
vins rouges : 150 mg/l pour les MP, 150 a 450 mglr les PRAG et 250 mg/l pour le RG 1l
en moyenne dans les vins (Flanzy, 1998). Les dligdsarides sont constitués des oses
classiquement retrouvés dans la composition desaotharides isolés a partir des vins : le
rhamnose, I'arabinose, le galactose, le xylose®tatides galacturoniques et glucuroniques
qui proviennent de la dégradation des parois déde®de la baie et le mannose et le glucose
issus des parois des levures. Leur identificatmmfiome la présence de résidus de structures
d’arabinogalactanes, de rhamnogalacturonanes ahaeanes dans les oligosaccharides.
L’identification de xylose et de l'acide 4-O-Me-glwronique indique la présence de traces
d’hémicelluloses de type xylanes qui ont pu éttalstisées par la dégradation de la paroi de
la baie. L'absence des sucres caractéristiques @@&ll Rlans la composition des
oligosaccharides confirme I'exceptionnelle résistarde cette structure a la dégradation

enzymatique.

Tableau 18. Concentration en mg/L des oses constilfis des oligosaccharides des vins 2006.

control06 A06 BO6 EO06 D06 ABO6 FO6 GO06 Acx06 106 JO6

Rha? 22 22 44 42 26 11 37 33 37 34 31
Fuc 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1
Ara 47 11 22 67 13 6 33 24 19 24 13
Gal 19 28 31 23 20 23 21 23 22 21 18
Glc 33 36 37 33 29 29 19 27 27 21 24
Man 24 23 27 22 19 20 22 21 22 23 18
Xyl 21 13 18 20 14 9 14 16 17 13 15
Gal A 62 62 56 54 46 45 52 53 49 56 40
Glc A 4 7 6 8 5 5 4 5 6 6 4
4-O-MeGlc A 9 7T 7 9 7 7 8 6 7 8 7
Xylitol 3 2 3 2 2 2 1 1 2 1 1
Total mg/L 245 212 253 279 181 157 214 210 210 209 173

# Rha, Rhamnose ; Fuc, Fucose ; Ara, Arabinose ; Gal, Galactose ; Glc, Glucose ; Man, Mannose ; Xyl, Xylose ; Gal A, Acide

Galacturonique ; Glc A, Glucuronic acid ; 4-O-MeGlc A, Acide 4 O methyl Glucuronique.
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Excepté I'enzyme E, toutes les enzymes entraineet chute de l'arabinose. Ce
phénomeéne déja observé sur les polysaccharideséfreuexpliqgué par une dégradation des
PRAG par les enzymes. A partir du tableau de componsen monosaccharides, il est
possible d’établir un certain nombre de rappoAsa/Gal, Rha/Gal A et (Ara+Gal)/Gal A.
L’analyse de ces rapports (Tableau 19) va nous gttiende discuter de I'impact des enzymes
sur les différentes structures libérées :

- le rapport Ara/Gal, comme pour les polysaccharidest caractéristique des
oligosaccharides riches en arabinose et en gatactbspermet d’identifier les
modifications résultant de I'action des enzymeslasiAGP et les arabinanes au cours
du procédé de vinification.

- le rapport Rha/Gal A permet d’estimer la richesdative des oligosaccharides de vin
en structures de type rhamnogalacturonane (répétiiu disaccharide -{2)-a-L-
Rhap-(1- 4)-a-D-GalpA-(1-]) provenant des zones hérissées (ZH) par rapport a
structures homogalacturonanes des zones lissesi€8Lpectines.

- le rapport (AratGal)/Gal A permet d’estimer liorance relative des chaines
latérales (CL) substituant les zones rhamnogalactures libérées dans le milieu par

les enzymes pectolytiques.

Tableau 19. Rapports déduits a partir de I'analys@e composition en oses des oligosaccharides.

control06 A06 BO6 E06 D06 ABO6 F06 GO6 Acx06 106 JO6
Ara/Gal (PRAG) 2,42 041 0,73 2,87 0,67 027 154 1,06 087 1,15 0,73
Rha/Gal A (ZH/ZL) 035 0,35 0,78 0,78 0,55 0,23 0,71 0,62 0,75 0,61 0,79
(Ara+Gal)/GalA(CL) 1,06 0,63 0,94 1,67 0,72 063 1,04 090 0,85 0,79 0,77

On constate une diminution du rapport Ara/Gal dans les oligosaccharides des vins
enzymeés excepté pour la préparation E. La diminufiw rapport est liée majoritairement a la
perte d'arabinose (Tableau 18), elle est d’enviB@d% dans les vins traités avec les
préparations commerciales, alors que dans lesqun®ent été traités avec des préparations
« non purifiées », la diminution du rapport Ara $bal est seulement de 50 %. Dans les
oligosaccharides isolés du vin traité par la préfan enzymatique E, on constate une
augmentation du rapport Ara/Gal et du rapport (&ab/Gal A lié a une quantité plus
importante d’arabinose provenant des chaines lagéides polysaccharides de type RG-I.
L’augmentation du rapport Rha/Gal A, excepté pasr préparations A et AB, indique une
plus grande libération d’oligosaccharides de typammogalacturane provenant des zones
hérissées par les enzymes utilisées. L'utilisatittn préparations enzymatiques avec des
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spectres d’activités légéerement différents (parmgle PG + ou — purifiés) conduit a
I'obtention d’oligosaccharides de natures difféesntCes oligosaccharides de structures

différentes pourraient avoir un role et des prapsadlifférentes dans les vins.

3. Effet des enzymes sur la structure des oligoséderides

L'analyse des liaisons glycosidiques par permétioyla(cf. p 77), nous a permis de
déterminer la structure des oligosaccharides quii Beerés pendant la vinification des vins
témoins ou enzymés (Tableau 20). Le mannose eshlbsition- 2, en -3, en- 3,6 et en
position terminale non-réductrice. Ces liaisonsgespondent a celles typiquement trouvées
dans les mannoprotéines de levure constituées titespehaines de un a quatre résidus de
mannose liés en -(1.2) ou (1 -»3) (Saulnieret al. 1991; Waterset al, 1994). Les
oligosaccharides (tableau 6) contiennent de I'mcea lié en -5 et -3,5 caractéristique des
arabinanes des chaines latérales des rhamnogalznes (RG) des pectines. La présence
des RG est confirmée par l'identification de 2 et2j4-Rha dans le tableau de méthylation
(Vidal et al, 2003b). L'arabinose en position terminale nonucéite, qui substitue les
chaines de3-(1- 6)-galactanes des AGPs, a été également identidi®.oligosaccharides
contiennent également tous les éthers méthyliqoeespondant au galactose lié e3; - 6;
-3,6; -4,6 et -3,4,6, des chaines de galactosefefi—3) et enp-(1-6) des AGPs
(Pellerin et al, 1995; Vidalet al, 2001). La présence de 2,3@Hi-méthyl- et 3,4-dio-
méthyl-xylopyranose dans I'analyse de méthylaties aligosaccharides des vins montre que
les oligosaccharides contiennent des structuresygie xylane, provenant de chaines de
xyloses liés en (2 4) et (1- 2).

Pour les oligosaccharides des vins controlO6 et EQ@§e majoritaire est I'arabinose
(29,5% et 37,1% respectivement) alors que poualg®s oligosaccharides isolés a partir des
vins enzymés A06, AB06, B06, Acx06, FO6, GO06, I86J06, le rhamnose est dominant. Ceci
indique une plus grande libération des zones rhgalaoturonanes et une dégradation de
I'arabinose des PRAG par les enzymes utilisées guni vinification. Plus précisément,
I'analyse des éthers méthyligues montre que celssrdrabinoses liés ersb et en 3,5
qui diminuent le plus dans les essais enzymés. éaepce de xylose lié en—i et
I'identification de l'acide 4-O-Me-glucuronique ciiiment que les oligosaccharides des vins

contiennent des structures de type 4-O-Me-glucwygaoes (Ebringerova & Heinze, 2000).
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Tableau 20. Analyse structurale par perméthylatiordes oligosaccharides des vins 2006 (% molaire

relatif).

Méthyl éther  liaisons controlo6 A06 B06 E06 D06 AB06 F06 GO06 Acx06 106 JO6
234 Rhamnose  T®-Rhap 3,2 6,2 96 51 58 6,9 74 49 9,7 8,2 6
34 Rhamnose® 12 14,5 23,3 20,4 14,7 23,3 216 17,5 195 17,7 20,9 24
3 Rhamnose 1-24 2,5 3,7 20 23 3 1,9 24 3,3 1,8 24 372
Total

Rhamnose 20,2 33,2 32,0 22,1 32,1 304 27,3 27,7 29,2 315 33,2
2,3,4 Fucose T-Fuc 0,6 09 08 04 0,8 1,3 09 1.1 1,7 0,8 0,8
235 Arabinose  T-Araf 6,3 49 82 87 4 55 11,2 64 96 11,0 41
234 Arabinose  T-Arap 2,2 24 27 23 27 43 33 27 3,9 30 27
25 Arabinose 1- 3 0,7 2 22 09 1,8 2,4 23 19 2,2 1,7 1
35 Arabinose 1-2 0,5 04 09 05 05 05 1,0 0,6 1,0 1,2 0,5
23 Arabinose 1-5 17,4 15 14 236 14 15 20 1,8 1,3 16 0,6
2 Arabinose 1- 35 2,4 05 08 11 0 0 19 1,2 0,8 0,7 0
Total

Arabinose 29,5 11,7 16,1 37,1 10,4 14,2 21,7 146 188 19,2 8,9
23 et 34 xylose 1: i et 10,8 82 71 89 94 11,8 82 82 10,8 8,5 10,2
2346 Galactose T-Galp 0,7 1.8 34 06 1,1 1,8 28 172 4.0 2.8 1
234 Galactose 1-6 11 21 25 11 21 22 19 21 25 21 21
246 Galactose 1—3 3.1 28 20 33 45 25 3,1 5 2,3 51 5.2
236 Galactose 1— 4 2.3 53 53 29 45 46 47 49 5,8 42 4.8
24 Galactose 1- 3,6 1,3 1,7 11 05 11 0 0,8 1,2 3,2 06 14
2 Galactose 1—- 3,46 1,3 0,8 1,6 1 0,9 0,4 14 15 1,0 1,2 0,9
Total

Galactose 9,8 145 159 94 142 115 14,7 159 18,8 16,0 154
2346 Glucose T-Glcp 1,5 19 18 1,2 2 2,4 1,8 1,7 1,9 1,7 15
234 Glucose 1-6 5 51 3,8 2 53 29 39 31 25 32 45
236 Glucose 1— 4 2,4 28 24 22 29 31 25 29 2,2 26 26
24 Glucose 1- 3,6 1,7 24 23 14 18 31 1,0 25 1,5 28 36
26 Glucose 1- 34 1,5 21 00 35 16 0,8 0,0 4,2 0,0 0,0 2,2
23 Glucose 1-46 0 10 09 09 13 0,6 14 1,6 1,5 0,8 1
Total Glucose 12,1 15,1 11,2 11,2 149 129 105 16 95 11,1 154
2346 Mannose  T-Manp 5,7 55 6,2 4 66 78 44 6 5,2 51 6
346 Mannose 1-2 6,8 53 43 37 67 6 3,7 5.8 2,8 3,6 5,8
246 Mannose 1- 3 2,4 27 24 22 29 31 41 29 2,2 26 26
24 Mannose 1— 3,6 2,1 1,7 16 12 23 1,6 1,0 2 0,9 09 26
Total Mannose 17 15,2 146 11,1 18,5 18,5 13,2 16,7 11,2 12,2 17
Rapport Term/Branchés ° 1,44 149 2,34 1,77 181 3,76 2,00 1,28 3,12 2,2 1,43

2T : terminal ;> 34 Rhamnose : 1,2,5-tri-acétyle-3,4@lméthyl-rhamnitol, etc..; rapport

term/branchés : rapport des oses terminaux ssks branchés.
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La proportion des différentes familles de polysacictes pariétaux d’ou proviennent les
oligosaccharides (Tableau 21) a pu étre détermpaéd’attribution des liaisons osidiques.
Ces calculs sont basés sur la contribution desgrdifts résidus caractéristiques des familles
de polysaccharides définies. Ces estimations ssues d’'un certain nombre d’hypotheses
structurales et sont employées comme indicatelgpua#ils des contenus de chaque famille
de polysaccharides (Gorshkostal, 1996; Nunaret al, 1998; Nunaret al, 1997; Vicenst

al., 2009). Le contenu en xyloglucanes est estimeta pa I'addition du glucose lié en 1,4,6,
et en 1,4 (équivalent a un tiers de 4,6-glucosejuefucose terminal. Les AG Il ont été
obtenus par addition du galactose lié en 1,3 efl,86 et d’'une proportion d’arabinose
équivalente a celle du galactose lié en 1,3,6. preportions d’AG | ont été déduites de
I'addition de galactose lié en 1,4 et du galacteseninal. Le contenu en arabinanes a étée
estimé a partir de I'arabinose lié en 1,5 et 1,B¢s. mannanes issus principalement de levures
ont été calculés a partir du mannose lié en6l 12, et 1-3,6, les xylanes a partir du
xylose lié en H2 et 1-4. La cellulose est estimée a partir du glucoseestiél-~4, les
glucanes a partir du glucose lié en3,6 et 156. Les zones rhamnogalacturoniques (zones
RG) sont calculées a partir du rhamnose lie-er2 bt 1-2 4.

Tableau 21. Estimation des familles de polysacchales présents dans la fraction d'oligosaccharides sle

vins 2006 en % molaire relatif.

control06  A06 B06 EO6 D06 AB06 FO06 GO6 Acx06 106 JO6

xyloglucane 3,0 40 35 29 41 46 39 45 44 36 37
AG type Il 5,7 6,2 41 43 6,7 25 48 7.4 8,7 6,4 8,0
AG type | 3,0 71 87 35 56 64 75 6,1 9,8 71 58
arabinanes 19,8 20 21 247 14 15 39 30 2,1 22 06
mannanes 11,3 97 83 71 119 10,7 8,8 10,7 6,0 71 11,0
xylanes 0,6 09 08 04 08 13 09 11 1,7 0,8 0,8
cellulose 1,6 10 07 12 14 16 09 13 0,3 1,2 1,0
glucane 6,7 74 61 34 71 60 48 56 3,9 6,1 8,1
zones RG 17,0 27,0 22,4 17,0 26,3 235 199 22,8 195 23,3 27,2
Total 68,7 65,2 56,7 64,5 653 58,1 554 62,5 56,4 57,8 66,2

Les oligosaccharides des vins enzymés sont coéstpar des fragments d’AG de type |, et
surtout de fragments de rhamnogalacturonanes éd.t{gar contre les activités enzymatiques
présentes conduisent a une perte de 90 % des amabimans les oligosaccharides des vins
enzymés par rapport au vin témoin. La modalité guété traitée avec la préparation
enzymatique E (base USP concentrée FCE) présenteprafii oligosaccharidique
completement différent avec plus d’arabinanes (+2p&6 rapport a la modalité témoin, et la

méme proportion des autres types de structures.
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4. Analyse de la fraction des oligosaccharides papectrométrie de
masse

La spectrométrie de masse est un outil puissdrgéupour identifier et déterminer la
structure des polysaccharides et des oligosacasamd notamment ceux provenant des
pectines (Raletet al. 2008). L'utilisation de la spectrométrie de massmis a permis
d’identifier les différentes structures d'oligoshaddes présentes dans les fractions isolées a
partir des vins. Nous avons suivi l'effet de défftes préparations enzymatiques sur la
répartition en masse et donc sur le degré de poigat®n et les structures des
oligosaccharides pectiques présent dans les vimomparaison directe entre les spectres
ESI-MS permet notamment de déterminer l'effet duwaitement par une préparation

enzymatique commerciale sur le profil oligosacdgtie d'un vin.

a. ldentification des ions

Les spectres ESI-TOF-MS obtenus a partir des tvas (A06, AB06, B06, Acx06,
E06, FO6, GO06, 106, et JO6) montrent les structot@gsaccharidiques résultant de l'action
des enzymes commerciales. lls sont présentés exazn
Les ions préedominants [M-Hprésents dans les vins 2006 sont détecté&a545, 559, 605,
661, 737, 749, 807, 837 et 983. Les structures edeians ont pu étre déterminées par
fragmentation a I'aide d’un spectrométre de maslelE

Les schémas de fragmentation pour des oligosddelsapectiques ont été décrits
précédemment (Ralett al, 2008) suivant la nomenclature établie par (Dorabal. 1988).
Pour illustrer la détermination des structures gméss dans la fraction d’oligosaccharides, les

fragmentations de trois ions ont été prises poample :
Iion m/z 559 (

- Figure 46) est un acide trigalacturonigue méthgiér le second acide. La
fragmentation MS montre un ion fragment & m/z 383 correspondaiat @ette d’un
acide galacturonique (GalA, -176). La perte d'uagfnent a 190 a partir de I'ion 383
correspond a la perte d’'un acide galacturoniquehyiéét Ceci est confirmé par le
fragment 351 qui est dd a la perte d’'un groupemaithoxyle par I'ion 383 (OMe, -
32, (Raletet al, 2008). Cette structure est typique des zones palacturoniques.

Dans le spectre, on trouve également les ions [M-adJm/z545 et 573 qui
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correspondent respectivement a un acide trigalaigme non méthylé ou méthylé
deux fois.

- lion m/z 837 (Figure 48) correspond au pentasaccharideAfRabL-GalA. Les
fragmentations jusqu’a MSnontrent successivement la perte d’acide galacimue
et de rhamnose (-176 et -146, respectivement)réeité réductrice étant pour cet ion
un acide galacturonique. Cette structure est typides zones RG constituées par la
répétition du disaccharides[2)-a-L-Rhap-(1- 4)-a-D-GalpA-(1-1]).

- lion 605 (Figure 49) possede une structure paligre. La présence des fragments a
m/z 573 et 415 correspond a une perte d’'un grougtanyle (-32) et d’'un acide
uroniqgue méthylé (-190). La perte de deux pent@skd?2) donne deux fragments a
m/z 283 et 151. L’ion 151 correspond a un pentltalcorrélation de la fragmentation
de l'ion 605 avec I'analyse de composition et decitire a permis de proposer une
hypothese de structure pour cet ion. Il seraitiatosstitué par de l'acide 4-OMe-
glucuronigue (4-OMe-GlcA), deux résidus de xyloXgl) lié en 14, et un résidu
xylitol. La fragmentation du xylitol (M§ commercial et la fragmentation M$le
I'ion 605 correspondent (Figure 50), ce qui cormepait la présence de ce pentitol. Ce
type de structure a été précédemment décrit pas,(Reimbra, Domingues, Ferrer-
Correia & Domingues, 2004) dans les olives et elie caractéristique des xylanes,
plus précisément des 4-OMe-glucuronoxylanes.

La structure proposée pour cet oligosaccharidda&ste sur le schéma de fragmentation en
masse et nécessitera une confirmation par RMN. iKéms, le faisceau de données
analytigues obtenues (analyse de composition, @ésomhs, spectrométrie de masse,....)
donne a penser que cet oligosaccharide est bisemirdans tous les vins analysés pour cette

étude ou sur d’autres vins provenant de diverdgses.
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Les ions pseudomoléculaires et les structures suorelantes identifiées dans les
oligosaccharides des vins sont récapitulés dahabéeau 22.

Tableau 22. Récapitulatif des principales structurse présentes dans les oligosaccharides des vins.

M [M-H]"  Structures
516 515 [GalA-Rha]-GalA®
546 545 [GalA]s
560 559 [GalA]sMe;
574 573 [GalA]sMe;
606 605 [4-OMe-GIcA-[Xyl]o-Xylitol]
661 661 [Rha-GalA],
738 737 [4-OMe-GlcA-[Xyl]sXylitol]
750 749 [GalAlsMe;
808 807 [Rha-GalA],-Rha
838 837 [GalA-Rha]-GalA
984 983 [Rha-GalA];

8. GalA, acide galacturonique ; Rha, rhamnose; Me, méthyle; 4-Ome-GIcA, acide 4-O-CH;-

glucuronique ; Xyl, xylose.

Le bilan de Tlidentification des oligosaccharidggr MS montre qu'ils sont
majoritairement acides alors que l'analyse de catipn et de méthylation indique que les
oligosaccharides contiennent aussi des structi@esas qui ne sont pas détectées par la MS.
Il est donc nécessaire de dérivatiser ces oligbsaittes neutres par une molécule permettant
d’obtenir une réponse et ainsi de les détecter BSI-MS. La dérivatisation des
oligosaccharides par le 2-amino-benzamide devragrmpttre d'obtenir un profil
d’oligosaccharides contenant a la fois les aciddeseneutres (Ishigt al. 2002 ; Konishi et
al. 2006).

b. Analyse en composante principale (ACP) des speaie

masse des oligosaccharides des vins

Les spectres de masse des fractions d’oligosadelsaisolées a partir des vins 2004
(control04, AO4 et AB0O4) et des vins 2006 ont étéuis par ESI-TOF. L'ensemble des
spectres a été traité par analyse en composaritespptes pour explorer et mieux visualiser

'impact d’'un traitement enzymatique sur les oligosharides libérés ou présents dans les
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vins. Les deux premiéres composantes principaléxl (€&t CP2) expliquent 80,1% de la
variabilité de I'ensemble des spectres. L'axe 1 1CBépare les vins témoins des vins
enzymes et représente 63,5% de la variabilité.aRet(Figure 51B) est défini positivement
par des masses représentant les zones rhamnogatéqiies (zones RG) et négativement par
des masses représentant des structures des zanegdiacturoniques (zones HG). Les ions
correspondant a des acides galacturoniqgues méttmlés45, 559, 749) sont plus abondants
dans les vins témoins tandis que les ions correpua a des fragments de
rhamnogalacturonanesn(z 661, 837, et 983) sont associés aux oligosacadwrnids vins
enzymeés. Ceci confirme que les préparations eniguest entrainent une plus grande
libération des zones hérissées et qu’elles dégrdderzones lisses. En outre, la nature des
oligosaccharides associés a la discrimination feylde I'axe 1 indique que des activités
pectine-méthylestérase et polygalacturonase pesseafdns les préparations enzymatiques
déméthylent et dégradent les oligosaccharideséiibarpartir des zones lisses des parois des
cellules de la baie au cours des étapes de vitifica_'axe 2 (CP2), représentant 16,6% de la
variabilité, différencie les millésimes 2004 et BOQFigure 51A). L'axe 2 est défini
négativement par les structures contenant le xylRmure 51C, [M-H] a m/z605 et 737),
plus abondantes dans les vins 2006. Ce type dectigteu correspondant a des
glucuronoxylanes est libéré dans tous les vins re@gyou non et ils ne semblent pas

spécifiques d’un traitement enzymatique.
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Figure 51. Analyse en composantes principales dgsestres de masse des oligosaccharides des vins 2804
2006 (A) projection des vins sur le plan formé parles deux premiéres composantes principales ;
contribution des variables a (B) la composante pricipale 1 (CP1 63,5%) et (C) la composante principal2
(CP2 16,6%).

Les composantes principales 3 et 4 (CP3 et CP4igeremt 15,8% de la variabilité de
I'ensemble des spectres. Elles séparent les e23@dset 2006 ayant subi le double traitement
enzymatique AB (Vinozym Vintage FCE et Vinoflow FCHe I'ensemble des autres vins
(Figure 52)
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Figure 52. Analyse en composantes principales dgsestres de masse des oligosaccharides des vins 2804
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variables a (B) la composante principale 3 (CP3 1&%) et (C) la composante principale 4 (CP4 3,2%).

Les composantes principales 3 et 4 (Figure 52.8)etont définies en positif par des masses
représentant des structures de zones hérisséegmmt @ acide galacturonique en unité
terminale ([M-H]- m/z 515, [GalA-Rha]-GalA et m/Z38, [GalA-Rha]2-GalA). Ce résultat
indique une spécificité des activités enzymatiqies préparations A et B utilisées ensemble.
Les oligosaccharides des vins enzymeés par F, &) Icentiennent également des structures
de zones RG mais possédant le rhamnose en umiingéde ([M-H]- m/z 807, [Rha-GalA]2-
Rha), ce qui indique un mécanisme de clivage desszbérissées différents des préparations
enzymatiques A et B. Les oligosaccharides du vié E0nt ni [GalA-Rha-GalA], ni [GalA-
Rha]2-GalA, ni [Rha-GalA]2-Rha ; ils ne contiennenqie des structures de type [Rha-
GalA]2n. L’analyse en détail des différentes stuues présentes dans les oligosaccharides des

vins laisse supposer que les oligosaccharides deat marqueurs des activités et des
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mécanismes de dégradation des pectines. Ainsi ohd#uire que toutes les préparations
enzymatiques testées possedent une activité rhafawbgronase, mais avec un site de
clivage du substrat différent. Les oligosaccharioletenus ont des structures différentes apres
action de I'enzyme (Figure 53) présente dans |lpgredion testée. Ainsi les préparations A,
AB et D possedent vraisemblablement une rhamnogataase qui hydrolyse entre un
résidu d’'acide galacturonique et de rhamnose étrdilun oligosaccharide avec un acide
galacturonique terminal alors que les préparatibnsG, | et J ont le méme site de

reconnaissance mais libérent un oligosaccharide @vehamnose terminal.
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Figure 53. Libération des oligosaccharides pectiqse ( .-I:l [Rha-GalA]) dans les vins par des

préparations enzymatiques contenant une activité R&e différente.
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D. BiLAN

Dans cette partie, les principaux effets dedemnaents enzymatiques sur les
polysaccharides ont pu étre identifiés. Les enzyemeaugmentant la dégradation de la paroi
des cellules de la baie induisent une importabtrdtion de RG-II dans les vins. L'influence
des préparations enzymatiques sur les PRAG sentgle@nditionnée par le millésime. En
2004 et 2006, une diminution des PRAG est obseala¥s qu’en 2005, ils sont peu modifiés.

Pour la premiére fois, la fraction des oligosacdcles des vins a pu étre isolée et
caractérisée par trois méthodes complémentairemalyse des dérivés triméthylsilylés a
permis de déduire la composition en oses de ceitdidn, 'analyse par perméthylation a
conduit a la détermination des types de liaisoe &g oses et I'analyse par spectrométrie de
masse a l'identification des principales struciudtes oligosaccharides présents dans les vins.
L’identification d’oligosaccharides riches en xydoset plus particulierement de
glucuronoxylanes tels que [4-OMe-GIcA-[XyKylitol] et [4-OMe-GIcA-[Xyl]s-Xylitol]
permet d’expliquer la présence de xylose dans ies & de proposer une hypothése de
structure pour la premiére fois pour ce type dadigccharide contenant des résidus de xylose.
La présence de ce type d'oligosaccharide provedast structures hémicellulosiques des
parois montre que ces polysaccharides de type eysmmt modifiés et/ou hydrolysés soit
pendant la maturation de la baie soit pendantidication. Les hémicelluloses ne sont pas
identifiées dans les polysaccharides du vin et ssalds fragments de 4-Ome-oligo-
glucuronoxylane sont présents. Concernant la pcésda xylitol dans ces structures, aucun
phénomene connu a ce jour ne peut I'expliquer.

L’'analyse des oligosaccharides des essais 202@0& a mis en évidence gu'ils sont
des marqueurs des activités enzymatiques dégraldamgaroi. Les enzymes utilisées
déméthylent et hydrolysent les zones lisses (zéf&sdes pectines. Excepté la préparation
E, elles entrainent la solubilisation et la lib&natde fragments de type AG |, dégradent les
chaines latérales des arabinanes et libérent lesszioérissées (zones RG). L'identification
par masse de structures de type RG, terminéesupdrathnose ou de I'acide galacturonique
suivant les préparations, a démontré qu’elles sardctéristigues des mécanismes impliqués

dans la dégradation des pectines.
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[ll. LA COULEUR DES VINS ROUGES ET LES POLYPHENOLS

A. EFFET DES ENZYMES SUR LA COULEUR DES VINS

Les principaux indices de couleur pour les ess@® 22005, 2006 agés de 20 mois
ont été calculés a partir des mesures d’absorbé@lmies, 1984; Somerst al, 1977)
(Tableau 23). L'intensité colorante (ICcorr) esstamme des absorbances a 420, 520 et 620
nm et l'indice des pigments rouges au pH du vin d&Y) correspond a la valeur de
'absorbance a 520 nm. Ces valeurs dites corrigées) sont mesurées apres addition
d’acétaldéhyde qui combine le sulfite et liberedations flavylium qui étaient présents sous
forme d’adduits incolores avec le sulfite (Atanasetval, 2002). Des différences importantes
sont observées entre les millésimes. L'indice delypbénols totaux (IPT) et lintensité
colorante (ICcorr) sont plus élevés en 2005 (IPTedlZ~14) qu’'en 2004 et 2006 (IPT~40 et
IC~10). Les données d’absorbance montrent, commanalyses cenologiques et les analyses
de polysaccharides, des différences entre lesgimiks.

L'IPT est plus élevé dans les vins enzymés que an®moins excepté pour certains
échantillons ou il est équivalent (C05, Ac05, A@X)6, E06, B0O6). Cette augmentation
suggere que la dégradation des parois cellulagda Baie par les préparations enzymatiques
conduit & une extraction plus importante des co@pgshénoliques. Un gain en intensité
colorante (ICcorr) et en pigments rouges au pH iduPVcorr) est également observé dans
les vins enzymés des millésimes 2004 et 2006. @a@héne peut étre imputé a une plus
grande extraction des pigments du raisin ou/et a plus importante conversion des
anthocyanes en pigments dérivés dans les vinédrpdr les préparations enzymatiques. Cette
derniére hypothese est confirmée par 'augmentatempigments résistants a la décoloration
au bisulfite (PRoy dans les vins enzymeés. Les anthocyanes nativeaisin sont en effet
décolorées par le bisulfite alors que certains pigis dérivés issus des réactions entre les
anthocyanes et les autres composés du vin ne tepssn Ceci n'est pas observé dans les
essais 2005. Il semble que I'addition d’enzymestpas d’'impact sur la couleur pour une
vendange plus concentrée initialement en anthosyanen polyphénols totaux. L'indice des
pigments rouges a pH acide < L{H, condition ou toutes les anthocyanes et dérigéas
converties en forme rouge flavylium) représentepigenents totaux. Il est constant pour les
trois millésimes et peu affecté par les traitementsymatiques. Pour une teneur en pigments
totaux identique, la proportion de formes coloraaspH du vin est plus forte dans les vins

2005 : cela peut étre d0 a une teneur supérieungiggnents dérivés présents sous forme
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colorée au pH du vin et/ou a une copigmentatios phportante Les pigments résistants a la
décoloration par les sulfites contribuent a 50%adeouleur rouge des vins 2005 et seulement
a 40% de la couleur rouge des vins 2004 et 2006aceord avec la premiere de ces

hypotheses. La teinte (T) est plus élevée dangdsais 2006 que dans les autres mais ne

semble pas modifiée par l'utilisation d’enzymes.

Tableau 23. Indices de couleur des vins 2004, 20@BD06 agés de 20 mois.

Essais ICcorr® + T! + IPT' £ PVeorr’ % PRsoy % Ppa' *
Essais 2004

control04 10,07 0,02 0,574 0001 36,9 1,6 5,78 002 231 003 124 05
A04 10,98 002 0,572 0001 43,8 1,6 6,33 002 258 003 126 05
ABO4 11,4 002 0,572 0001 40,3 16 6,49 0,02 2,7 003 11,7 05
c'04 11,36 0,02 0,599 0,001 44,7 16 6,42 002 275 003 135 05
X04 11,28 002 0,595 0001 42,8 1,6 6,38 002 261 003 13,2 05
co4 10,54 002 0,615 0001 42,1 1,6 592 002 256 003 12 0,5
Essais 2005

control05 14,8 0,2 0,581 0,003 40,49 06 8,09 005 441 012 125 04
AO05 13,5 0,2 0,579 0,003 44,26 06 764 005 3,75 012 13,6 04
ABO5 14,3 0,2 0,588 0,003 41,84 06 8,01 005 3,8 012 135 04
C05 13,4 02 0,618 0,003 40,43 0,6 723 005 401 012 10,8 04
D05 14,2 0,2 0,602 0,003 44,85 06 7,79 005 3,64 012 14,7 04
controlc05 154 02 0,611 0,003 52,1 06 8,3 005 373 012 16,4 04
Ac05 15 0,2 0,592 0,003 50,8 06 8,15 005 4,2 012 14,8 04
Essais 2006

control06 9,62 0,03 0,636 0005 36,74 06 549 004 202 001 12,8 02
AO06 10,8 0,03 0,613 0,005 36,61 0,6 597 004 241 o001 121 0.2
D06 9,83 003 0,651 0005 36,29 06 558 004 207 001 125 0.2
EO6 11,18 0,03 0,606 0,005 37,66 0,6 6,22 004 244 001 13,3 02
B0O6 10,41 0,03 0,651 0,005 37,55 0,6 583 004 223 001 128 0.2
ABO6 10,32 0,03 0,647 0,005 39,06 0,6 586 004 228 001 131 0.2
FO6 10,74 0,03 0,651 0,005 40,49 0,6 6,13 004 253 001 134 0.2
G06 9,44 0,03 0,657 0,005 3853 06 532 004 255 001 10,6 0,2
Acx06 10,4 003 0,642 0,005 38,41 06 586 004 258 001 122 0.2
106 10,3 0,03 0,641 0,005 39,86 0,6 595 004 225 001 136 0.2
JO6 11,48 003 0,62 0,005 39,59 0,6 6,32 0,04 2,8 001 129 02

1: moyenne de trois mesurex; écart-type ;ICcorr : intensité colorante corrigée de la décoloratan
bisulfite ; T : teinte ; IPT : indice des polyphénols totau¥PVcorr : indice pigments rouges au pH du vin
corrigé de la décoloration au bisulfitd®Rso,: indice des pigments rouges résistants a la détaa au

bisulfite ; Pyn<, : indice des pigments rouges a pH acide < 1.
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B. EFFET DES ENZYMES SUR LES POLYPHENOLS

1. Identification et dosage des polyphénols par HRE-DAD

Le profil chromatographique des vins extrait a 820 permet de visualiser les acides
phénols (Figure 54). Parmi les acides phénols @srmir la Figure 54, I'injection de standard
et/ou I'analyse des spectres UV-visible permettdtater les pics (Tableau 24). lls sont dosés
dans les vins en équivalent acide caftarique.

Les anthocyanes ont été identifiees a 520 nm (Ei§6). Leur temps de rétention et
maximum d’absorption sont donnés dans le Tableall&bpigments dérivés (adduits tanins-
anthocyanes et phenylpyrano-anthocyanes proveratd taction avec le vinylphénol) ont
été identifiées par HPLC-DAD couplée a la spectroieéie masse. Les anthocyanes et les
pigments dérivés ont été dosés a partir des sgrfdeepics a 520 nm et sont exprimés en

équivalent malvidine-3-O-glucoside.
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Figure 54. Profil chromatographique du témoin 2006 320 nm.

Tableau 24. Acides phénols présents dans les vins.

temps de
pics COMpPOSEés rétention A max (nm)
(min)
1 acide trans-caftarique 8,5 328
2 acide cis-coutarique 10,6 312
3 acide trans coutarique 11,8 312
4 acide caféique 15,6 324
5 acide p-coumarique 22,8 309
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Figure 55. Profil chromatographique du témoin 2006 520 nm.
Tableau 25. Anthocyanes natives et pigments dériv@sésents dans les vins.
temps
. . de A max
pics composes rétention (nm)
(min)

a adduit (épi)catéchine-delphinidine-3-O-glucoside 24,2 530
b adduits (épi)catéchine-pétunidine-3-O-glucoside 27,7 528
c adduits (épi)catéchine-péonidine-3-O-glucoside 30,4 530
d adduits (épi)catéchine- malvidine-3-O-glucoside 32,0 535
e delphinidine-3-O-glucoside 32,9 523
f cyanidine-3-O-glucoside 35,5 516
g pétunidine-3-O-glucoside 38,8 525
h péonidine-3-O-glucoside 41,0 521
[ malvidine-3-O-glucoside 43,4 528
] delphinidine-3-O-acétylglucoside 46,3 528
k cyanidine-3-O-acétylglucoside 48,7 518
I pétunidine-3-O-acétylglucoside 50,7 528
m péonidine-3-O-acétylglucoside 52,8 516
n delphinidine-3-0O-6-p-coumaroyl-glucoside 53,2 530
o] malvidine-3-O-acétylglucoside 54,1 521
p cyanidine-3-0O-6-p-coumaroyl-glucoside 55,8 528
q pétunidine-3-0-6-p-coumaroyl-glucoside 57,1 526
r péonidine-3-0-6-p-coumaroyl-glucoside 58,9 526
S malvidine-3-O-6-p-coumaroyl-glucoside 59,8 530
t 4-hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-glucoside 62,2 503
u 4-hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-acétylglucoside 64,2 505
% 4-hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-0-6-p-coumaroyl-glucoside 66,1 505
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La concentration et la composition qualitativegigemoyen de polymérisation (DPm),
% des unités épicatéchine 3-Ogallate (%gal) et udees épigallocatéchine (%egc)) des
tanins des vins ont été déterminées par dosageundigds constitutives libérées aprés
phloroglucinolyse par HPLC a 280 nm (Figure 56 a&bl€au 26). Le profil des vins a 280 nm
aprés phoroglucinolyse présente de nombreux piogsmpondant aux acides phénols, aux
anthocyanes et a de nombreuses molécules issussagéens entre les composeés.
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Figure 56. Profil chromatographique du témoin 2006 280 nm aprés phloroglucinolyse.

Tableau 26. Unités constitutives des tanins déteet®a 280nm aprés phloroglucinolyse des vins.

temps de

pics unités rétention )\(rr]nma)x
(min)
épigallocatéchine
: (unité supérieure) 18,3 271
I catéchine 29 3 2781
(unité supérieure) : ,
épicatéchine
. (unité supérieure) 30,0 278,1
IV catéchine 396 2781
(unité terminale) : ,
v épicat-3-O-gallate 470 075 7
(unité supérieure) : ,
VI épicatéchine 13 78 1
(unité terminale) ! )
VII meéthylparabene 711 054

(étalon interne)
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2. Effet des enzymes sur les tanins et les anthoogs

Les vins ont été analysés au méme stade d’éle@agd6, mois. La concentration en
tanins, leur composition qualitative (DPm, %gal, dif)e la concentration en anthocyanes
(ACN : somme des quinze anthocyanes détectéesh etdduits tanins-anthocyanes (TA :
somme des quatre adduits détectés) pour les tibésimes sont récapitulés dans le Tableau
27.

Les vins enzymés contiennent une plus grande déatgitanins que les vins témoins
dans les trois millésimes. La composition des tmnast également modifiée par les
traitements enzymatiques. Le degré moyen de polgatém des tanins (DPm) des vins
enzymeés est légérement plus élevé que celui desinénCe phénomene peut étre di a une
extraction plus importante des tanins de plus haaitls moléculaire facilitée par une
augmentation de la dégradation des parois celbdalu raisin induite par les enzymes. Dans
tous les cas, les % d’'unités épigallocatéchingietéchine 3-gallate montrent que les tanins
extraits sont principalement issus de la pelliauede la pulpe du raisin. Les valeurs des %
d’'unités épicatéchine-3-O-gallate et d'épigallochtée mesurées dans les vins sont
caractéristiques des tanins de ces compartimerdaadbt al, 2007; Souquett al, 1996) et
ne sont pas modifiées par les enzymes en 2005uetrp2004 et 2006.

Les teneurs en anthocyanes libres (ACN) et en &ithnins-anthocyanes (TA) sont variables
pour les trois millésimes. La concentration en A€3Y généralement supérieure dans les vins
du millésime 2006 et particulierement faible po@5Cet le témoin 2005. En 2004, les vins
enzymeés sont moins riches en anthocyanes libresegéenoin (sauf X04), ainsi que certains
vins en 2006 (A06, EO6, GO6 et Acx06) par rapparttémoin 2006. Aucune différence
qualitative n'a été observée sur les profils d'acgfanes libres ce qui indique que les
préparations enzymatiques testées sont dépourvaesviiés anthocyanase et anthocyane-
cinnamoylestérase. La concentration en anthocyaages est conditionnée a la fois par leur
extraction a partir des baies et par leur implaratians de nombreuses réactions chimiques.
La couleur des vins, particulierement intense dasséchantillons 2005, n’est donc pas
corrélée a la concentration en anthocyanes maisndép’'une part de la nature et de la
proportion des anthocyanes et de leurs dérivesé&srau cours de la vinification et d’autre
part du phénoméne de copigmentation. Les dériveagttibcyanes contribuant & la couleur du
vin incluent les adduits TA que nous arrivons aedgmr HPLC mais aussi d’'autres pigments

non dosés mais détectés par les mesures d’abserbtactuées directement sur le vin (IC et
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PV) et les mesures de pigments résistant a la aiétmn au bisulfilte (PRy)). Les quantités

de ces divers composés dépendent de la concentatitanins et en anthocyanes ainsi que
de leur rapport qui peut étre modifié par l'utiisa d’enzymes. Il a été montré, dans une
étude antérieure, que les concentrations des addult augmentent avec le rapport
tanins/anthocyanes, pour une variété donnée, neaisaleurs supérieures ont été dosées dans
les vins issus de variétés plus riches en anthesy@viorel-Salmiet al. 2006). Par ailleurs,
une corrélation négative de ces concentrations &veésistance des pigments du vin a la
décoloration par les sulfites a été observée, sagg@&ne compétition entre la formation de
ces composés sensibles a la décoloration et cellgrels molécules résistantes comme les
pyranoanthocyanes (Morel-Sal®i al, 2006). Les teneurs des vins enzymés en adduits TA
sont supérieures a celles des témoins en 2004tetisen 2005, ce qui est peut étre lié a une
extraction accrue des tanins, mais ce résultat pa&s confirmé en 2006. Les concentrations
de ces molécules restent tres faibles dans tousinesmais elles peuvent étre considérées
comme des marqueurs d'une large famille de pigmeéssiltant du méme mécanisme
réactionnel.

L’augmentation de l'intensité colorante dans lessvenzymés ne reflete pas une
concentration plus importante en anthocyanes reathams ces vins. Cette augmentation est
probablement due a d’autres phénoménes comme wsegphnde quantité de pigments
dérivés ou une plus forte incidence de la copigatenrt due a une meilleure extraction des
tanins (Fulcrandet al. 2004; Salagt al, 2003). Il a été montré que la couleur d’'une sotut
de malvidine-3-O-glucoside était augmentée en paesale tanins, ainsi que sa stabilité
lorsque le DPm de ces tanins augmentait (Malieneftdi al. 2002).



Résultats et discussion- Chapitre | 131

Tableau 27. Composition en tanins, en anthocyanes en adduits tanins-anthocyanes des vins 2004, 2005
2006.

Tanins ! ACN? N TA?

Essais (mg/L) + DPm' + %gal' + %egc! =+ mgl) E (mglL) +
Essais 2004

control04 425 20 465 o011 238 007 1790 106 63,3 16 1,35 008
A04 504 9 517 o005 3,10 0412 18,89 105 596 13 1,44 018
ABO4 524 29 512 013 3,33 014 18,78 045 554 2,6 1,42 0,10
c'04 525 10 529 o006 320 016 1896 091 60,8 23 1,49 025
X04 554 9 488 028 305 039 18,34 143 67,0 3,9 1,48 0,14
co4 476 11 501 o018 253 101 17,86 222 550 37 164 043
Essais 2005

control05 447 34 541 017 242 016 2253 039 251 0,2 1,18 0,08
AO05 558 37 584 031 316 033 2231 034 529 09 225 049
ABO5 520 50 567 002 1,35 018 23,43 122 584 0,6 1,89 017
C05 440 71 568 036 149 037 2366 133 246 07 1,36 0,19
D05 501 35 568 036 1,31 040 2350 027 64,6 1,4 2,43 025
controlc05 669 66 534 017 185 050 21,12 125 64,6 1,0 209 o011
Ac05 716 18 585 016 159 013 2153 016 549 0,4 2,06 029
Essais 2006

control06 572 8 496 006 168 003 2435 005 852 2,1 1,63 0,09
A06 583 6 5,18 001 210 001 24,02 023 576 08 1,31 0,06
D06 581 5 506 008 204 002 2429 017 856 09 1,46 0,08
EO06 622 8 507 004 200 004 24,02 009 70,5 1,2 1,37 0,10
B0O6 640 15 528 004 198 002 2418 o011 819 1,0 1,50 0,06
ABO6 648 3 5,11 003 218 000 2339 005 833 1,7 146 004
FO6 727 16 540 002 224 004 2403 013 874 07 1,63 0,110
GO06 716 20 507 003 202 002 2364 006 578 08 1,33 012
Acx06 671 16 512 002 2,28 002 2335 022 67,1 0,8 1,53 0,14
106 657 12 516 004 223 001 2349 013 926 06 1,60 0,07
JO6 701 13 532 004 230 002 2411 010 543 09 1,39 0,08

1: moyenne de trois mesureg; écart-type ;Tanins: concentration en tanins en mg/L déduites degsini
constitutives aprés phloroglucinolys®Pm: degré moyen de polymérisatioggal : % d'unité épi-3-O-
gallate ;%egc: % d'unité épigallocatéchineACN : concentration en anthocyanes en mg/L déduiteade

somme des 15 anthocyanes détectés dans lesMnsconcentration en adduits tanins-anthocyanes €h.mg

3. Effet des enzymes sur les acides phénols

Les acides phénols ont été dosés pour les trolégimies (Tableau 28). Les enzymes
commerciales purifiées dépourvues d’activité cinogimestérase n'ont pas d’effet sur les
acides phénols. En 2004 et en 2006, des enzymegpurdiees ont été testées : X04, F06,
GO06, Acx06, 106, JO6. L'essai X04 présente une pdue concentration en acide caféique
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que le vin témoin et les autres vins enzymés. Desiessais 2006 ayant été traités par les
préparations non commerciales, une augmentatida dencentration en acide caféique et en
acide p-coumarique est observée, indiquant uneolygir de l'acide caftarique en acide
caféique et de l'acide coutarique en acide p-coiguar L'effet est notamment tres marqué
dans I'échantillon GO6 ou la quasi-totalité de itgccaftarique et de I'acide t-coutarique ont
été convertis en acide caféique et en apideumarique, respectivement. En 2004, 2005 et
2006, l'utilisation de I'enzyme A n’a pas conduituae augmentation d’acide caféique et
d’acide p-coumarique. Ceci indique que dans I'échantillorx@&; c’est la préparation a base

de cellulase qui contient une activité cinnamojéese.

Tableau 28. Composition en acides hydroxycinnamiqedes vins 2004, 2005, 2006.

A 1 A 1
. Acide ! Acide Acide * Acide * Acide
Essais . * cis- + . * .- * p- +
t-caftarique : t-coutarique caféique .
coutarique coumarique
Essais 2004
control04 97,3 2.0 5,0 0,6 28,3 1,9 6,1 0,3 n.d
A04 98,9 3.0 55 0,6 31,6 2.3 5,2 0,8 n.d
ABO4 92,7 33 5,2 0,5 29,9 25 5,2 05 n.d
c'04 97,4 37 5,0 0.4 27,9 1,8 5,4 0,7 n.d
X04 97,1 2.9 4,6 0,3 24,0 1.4 9,2 0,9 n.d
Cco4 97,9 2,7 5,2 0,4 28,4 1,8 5,8 0,7 n.d
Essais 2005
control05 132,3 1,6 6,0 0,4 33,5 1,0 9,4 0,4 n.d
A05 121,7 3,1 5,8 0,2 32,4 1,9 8,8 0,2 n.d
ABO5 119,8 1,5 6,1 0,0 30,6 15 9,0 0,1 n.d
CO05 117,5 3,1 6,1 0,1 30,7 1,7 9,6 0,1 n.d
D05 124,2 3,0 5,9 0,2 29,9 1,7 8,8 01 n.d
controlc05 135,6 2,9 5,8 0,2 31,0 1.4 10,9 03 n.d
Ac05 129,1 1,8 6,0 0,2 29,9 1,4 9,1 0,3 n.d
Essais 2006
control06 115,3 0,8 5,4 0,2 23,8 1,6 17,5 2,9 3,8 0,3
A06 102,5 2,6 5,2 01 19,6 0,7 14,6 0,4 3,6 0,2
D06 100,1 1,0 4,8 0,2 19,7 0,0 16,3 0,3 3,4 0,1
E06 106,1 0,7 49 0,2 21,4 0,4 15,5 0,2 3,9 0,3
B06 109,6 0,9 49 0,2 21,6 0,3 15,2 0,6 3,8 0,2
ABO6 107,0 1,1 4,8 0,2 20,6 0,2 16,9 0,2 4,2 0,1
F06 68,1 0,7 45 01 55 06 47,1 01 7,1 0,7
G06 10,5 01 3,5 0,3 0,4 02 96,6 15 10,1 1,3
Acx06 60,6 0,5 4,2 0,2 4,2 0,4 46,3 0,4 7,5 0,4
106 76,2 0,1 4,0 0,6 9,8 0,7 33,4 0,1 51 0,2
JO6 84,4 0,5 3,9 0,2 11,6 0,5 32,6 0,5 5,5 0,7

1: moyenne de trois mesures ; écart-type ; n.d : non détecté.
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Les dérivés anthocyane-vinylphénol ont été dosés ts essais 2004 et certains essais 2006
pour montrer I'effet de préparations non purifiéas la formation de ces composés. Dans ces
échantillons, I'augmentation de l'acigecoumarique conduit aussi a 'augmentation de la
concentration en dérivés 4,hydroxy-phenylpyrandvacyanes — (Figure 57 et Figure 58).
L’acide p-coumarique peut en effet étre transfopaédécarboxylation en vinyl-4-phénol qui
réagit avec les anthocyanes pour former ces podtaingés (Figure 22, p 40).

1

0.9 O 4,hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-6-p-coumaroyl-glucoside
08 H 4,hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-acétylglucoside
0.7 B 4,hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-glucoside
0,6 |
0,5
0,4
0,3 |
0,2
0,1
0 T T T T
X04 Co4

control04 A04 ABO4

mg/L

Figure 57. Concentration en mg/L (€g. malvidin 3-glcoside) en 4,hydroxy-phenylpyrano-anthocyanes des
vins 2004.

0O 4,hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-6-p-coumaroyl-glucoside

5 1l 4,hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-acétylglucosid

e
B 4,hydroxy-phenylpyrano-malvidine-3-O-glucoside
4,
=
D 31
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2,
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Jm W - .
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controlo6  A06 ABO6 FO6 Acx06 106

Figure 58. Concentration en mg/L (€g. malvidin 3-glcoside) en 4,hydroxy-phenylpyrano-anthocyanes des
vins 2006.
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C. MODULATION DE L 'EFFET ENZYME PAR L 'EFFET MILLESIME

L’analyse des variations liées au millésime suifdtedu traitement enzymatique a été
approfondie en comparant les essais témoin, enZymsé enzyme AB effectués en 2004,
2005 et 2006. Cette partie a donné lieu a une gatidn dans Food Chemistry (annexe 3).

Une analyse en composantes principales a étéé&éaligartir de toutes les données
analytiques concernant les polysaccharides (MP, ®RRG-II), les polyphénols (ACN,
adduits TA, Tanins, %gal, %egc, DPm), et les inglide couleur (IC, IPT, T, PV, RR,

Por<1) Obtenues sur ces vins aprés 20 mois de consamn&tigure 59).

Vins 2005

control05

CP2 29,28 %
o

control06

ABO4 \
Vins 2004 |

enzyme

millésime

control04 /

-6-5-4-3-2\-1/0123456

CP1 36,43 %

Figure 59. Analyse en composantes principales desrthées analytiques des vins 2004, 2005, 2006 :
projection des vins sur les deux premiéres composges principales CP1 (36,43%) et CP2 (29,28%).
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Figure 60. Cercle de corrélation des données anaigties sur les deux premieres composantes CP 1 et 2
ICcorr : intensité colorante corrigedT : indice des polyphénols totauRV corr : pigments rouges au pH du
vin, PRso, : pigments résistants a la déecoloration au bisulfig.; : pigments rouges totaux a pH acide <1
TA : adduits tanins-anthocyand3Pm : degré moyen de polymérisatidRG-Il : rhamnogalacturonane type Il
%egc : pourcentage d'unités épigallocatéchirfégal : pourcentage d'unités galloylées: teinte, ACN :
anthocyanesMP : mannoprotéingsPRAG : polysaccharides riches en arabinose et galactose
Les deux premieres composantes principales expltghe71% (CP1 36,43% et CP2
29,28%) de la variabilité de I'ensemble des donnéasprojection des vins sur ces deux
premiers axes montre (Figure 59) que :
- l'axe 1 est avant tout un axe millésime puisqeépare 2006 des deux autres
millésimes.
- l'axe 2 sépare 2004 de 2005 et au sein desnrtlissimes, les témoins des enzymes.
La composante principale 1 (CP1) est définie pasitient par les anthocyanes (ACN), la
teinte (T), la concentration en tanins et négateetmpar les mannoprotéines (MP), les
polysaccharides riches en arabinose et galactd3AGI, l'intensité colorante (ICcorr), les
pigments rouges du vin (PVcorr), l'indice des pdigpols totaux (IPT) et les pigments
résistants a la décoloration par le bisulfite {PR(Figure 60). Cet axe fait ressortir les vins
2006 qui contiennent plus d’anthocyanes et de $aront une teinte plus élevée, moins de
polysaccharides et un indice de polyphénols tofdug bas par rapport aux vins 2005 et, dans
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une moindre mesure, aux vins 2004 qui présentemtirdiices de couleur plus élevés. La
concentration en anthocyanes est anti-corrélée [d@morr (R = -0,76), avec PVcorr (R = -
0,74) et PRBo2 (R = -0,78), ces trois valeurs étant fortementé&ées entre elles. Ceci indique
que la couleur des vins est principalement duepgments dérivés (Fulcraret al, 2004;
Salaset al. 2004). L’indice des polyphénols totaux est corr@@c les indices de couleur
excepté avec Ji<1. Cette décorrélation des anthocyanes libres agepigments et des tanins
dosés par HPLC avec I'IPT refléte une forte praparde molécules dérivées (pigments ou
non) qui ne sont pas dosées par ces méthodes. rhposante principale 2 est définie
positivement par le DPmf~;, TA, %egc et, dans une moindre mesure, par lessat les
indices de couleur. Elle est associée négativeanestt les PRAG et les MP (Figure 60). Cet
axe distingue les vins enzymés par A et AB des u#moins, d'une part, par leur
concentration élevée en RG-Il et faible en PRAG\di@& d’une dégradation accrue des parois
cellulaires, et d’autre part par une concentragartanins plus élevée et un plus haut DPm,
indiquant une meilleure extraction de tanins. Ldduis TA et Bu<i sont corrélés (R =
+0,72), suggérant que les dimeres TA sont des reargud’une plus large classe d’adduits
TA qui représente la majorité des pigments rouggsHa< 1. Ces adduits, comme les
anthocyanes natives, sont en effet colorés a ptkeauniais se trouvent majoritairement sous
forme incolore au pH des vins (Salesal, 2004). lls peuvent cependant étre impliqués,

comme les anthocyanes libres, dans des phénomemepidmentation.

[lI. CONCLUSION

L’objectif de ce travail était d’identifier I'effeles enzymes de macération sur la couleur
et sur la composition des vins en polysaccharitles @olyphénols.

L’effet des enzymes s’est traduit pour la plupas éssais de chaque millésime par une
augmentation des concentrations de RG-Il et dasaiiet effet est plus ou moins marqué sur
la couleur et la concentration en PRAG suivant il&sime. En particulier, 'augmentation de
l'intensité colorante et la dégradation des PRAGqprécisément des arabinanes) ne sont
pas observés en 2005, ce qui pourrait s’expligaeupe différence de maturité des baies par
rapport aux millésimes 2004 et 2006. La concemtnaén anthocyanes mesurée par analyse
HPLC est soit plus faible, notamment en 2004 esdasrtains des vins enzymés 2006, soit
non modifiée par le traitement enzymatique. Cependen 2004 et 2006, les indices de
couleur des vins enzymés sont plus élevés que ldangns témoins. Il est possible gu’une

extraction plus importante d’anthocyanes et/ou al@ns ait favorisé la conversion des



Résultats et discussion- Chapitre | 137

anthocyanes en d’autres pigments contribuant coldear des vins mais ceci n'a pas été
vérifié au stade mo0Qt. Cette hypothése est cepémpitumsible compte tenu de 'augmentation

des pigments résistants a la décoloration pawuléses dans les vins enzymés.

Concernant les mécanismes de dégradation de lagagendrée par les enzymes, I'analyse
des polysaccharides des vins des trois millésinmasraré que les préparations enzymatiques
dégradent les pectines, conduisant a la libérad®reurs chaines latérales. L'analyse des
oligosaccharides des essais 2004 et 2006 a mivideanée qu’ils sont des marqueurs des
activités enzymatiques dégradant la paroi. En ,efést oligosaccharides ont des structures
différentes suivant les préparations enzymatiquasligérent des structures de type RG,

terminées, soit par du rhamnose, soit par de kagalacturonique.

Cette étude montre que [lutilisation des enzymes ndacération entraine une
modification de la composition des vins en polysacites, en oligosaccharides et en
polyphénols. Ces changements pourraient avoir yadémnsur la stabilité colloidale et sur les
propriétés organoleptigues des vins. Pour mieux pcendre les conséquences de ces
modifications, une étude de I'évolution de ceséildhts groupes de composés, séparément ou
en meélange, en solution modéle vin a été réaliaée t suite de la thése et est décrite dans le

chapitre II.
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CHAPITRE ||. ETUDE DES POLYSACCHARIDESET DES

POLYPHENOLSEN MILIEU MODELE VIN.

Dans ce chapitre, nous avons cherché a identdiezomportement des tanins et des
anthocyanes pris séparément ou en mélange, empeése non de sucres en solution modele
vin (solution aqueuse a 12% d’éthanol, contenarit @hydrogénotartrate de potassium).
Nous avons choisi de fixer le pH a 3,4, valeur qoirespond au pH des vins analysés
précédemment. Les fractions de polyphénols utdisgeur cette étude sont des tanins de
pépins ayant un degré moyen de polymérisation dené,fraction d’anthocyanes contenant
principalement de la malvidine-3-O-glucoside (acifame majoritaire dans les vins). Les
polysaccharides testés sont 'AGP3 (deuxieme typ&R le plus présent dans les vins), le
RG-II (polysaccharide le plus libéré par la dégtastades pectines par les enzymes) et une
fraction d’oligosaccharides correspondant a degnients des zones lisses des pectines (type

d’oligosaccharides présents dans un vin non enzymeé)
|. CARACTERISATION DES FRACTIONS ET PLAN D’EXPERIEN CE
A. LES FRACTIONS DE POLYSACCHARIDES

1. La fraction d’AGP (G)

Les caractéristiques de la fraction d’AGP3 prépdo¥s d’'une précédente étude au
laboratoire (Vidalet al, 2003b) sont données dans le Tableau 29. Elle aapport
arabinose/galactose de 1, contient du rhamnosepskss acides. La Figure 61 montre son
profil de distribution en masse. Au maximum du pécmasse moléculaire apparente de la
fraction est de 67 kDa. Cette fraction (notée @té&utilisée a une concentration initiale de
200mg/L.
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Tableau 29. Caractéristiques de la fraction d'AGP3.

min

oses AGP3
neutres % molaire
arabinose 36,9
rhamnose 9,2
fucose nd
xylose nd
mannose 3,8
galactose 36,4
glucose 0,6
acides
acide galacturonique 5,6
acide glucuronique 7,8
masse molaire 15<MM<118
apparente (kDa)
MM = 67 kDa
16 16,5 17 17,5 18 18,5

Figure 61. Profil de distribution en masse obtenu @ HPSEC de la fraction d'AGP3.

2. La fraction de RG-II (R)

Les caractéristiques de la fraction de RG-Il prépators d'une précédente étude au
laboratoire (fraction RG-Il 3,Vida¢t al, 2003b) sont données dans le Tableau 30. Elle est
principalement composée de RG-Il sous forme din{8#%6), majoritaire dans le vin. La
Figure 62 montre son profil de masse. Au maximunpidy la masse moléculaire apparente

de la fraction est de 6,3 kDa. La concentratiotidl@ de R dans les solutions est de 200mg/L.
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Tableau 30. Caractéristiques de la fraction de RGH

oses RG-II
neutres % molaire
arabinose 8,4
rhamnose 15,5
fucose 4,1
xylose nd
mannose 0,2
galactose 5,3
2-O-Me-Xylose 5,8
2-O-Me-Fucose 5,7
apiose 5,0
acides
acide galacturonique 33,6
acide glucuronique 3,3
acide acérique 8,5
DHA 2,5
KDO 3,0
masse molaire
<MM<15
apparente (kDa) 3
MM = 6,3 kDa
i5 15,5 ]7.‘67*16',57 7;7 7 717‘,5 1‘8 12;,5 1‘9 15;,5 20

min
Figure 62. Profil de distribution en masse obtenu@r HPSEC de la fration de RG-II.

3. La fraction d’oligosaccharides (O)

La fraction d'oligosaccharides a été obtenue arpadetla dégradation d’acide pectique
par une polygalacturonase (cf 1.B.1.e). Aprés jmaifon par chromatographie d’exclusion
stérique, la fraction a été caractérisée par speétrie de masse (ESI-TOF, Figure 63). Elle
est composé d’acides galacturoniques de DP 2 & Baimum du pic, la masse moléculaire
apparente de la fraction est de 2,3 kDa (Figure 64)
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Figure 63. Spectre de masse ESI-TI de la fractionaligosaccharide.
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Figure 64. Profil de distribution en masse orlT)“tnenuspr HPSEC de la fraction d'oligosaccharides.

Cette fraction correspond a des oligosaccharidsgsi de la dégradation des zones
lisses des pectines tels que ceux présents dams uémoin non enzymé. La concentration

initiale de O dans les solutions est de 200mg/L.
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B. LES FRACTIONS D’ ANTHOCYANES ET DE TANINS

1. La fraction d’anthocyanes (A)

La fraction d’anthocyanes a été purifiee au latwora a partir de pellicules d’Alicante
Bouschet (cf. 1.B.1.b). Elle contient majoritairemede la malvidine-3-O-glucoside,
principale anthocyane des vins rouges, (I: 79,3%lal surface totale & 520 nm), de la
péonidine-3-O-glucoside (Il : 15,9%) et des tracks pétunidine -3-O-glucoside et de
malvidine 3,5 diglucoside (lll : 4,8%) (Figure 6%)n y détecte également des traces d’acide
vanillique et d’acide syringique, marqueurs d’urbuttde dégradation de la fraction. La
malvidine-3-O-glucoside représente 780 mg par grandm cette fraction.. La concentration

initiale de A dans les solutions sera de 500 mg/L.

0,29

0,24 -

0,19 -

UA

0,14

0,09

0,04 - 1]

'0,01 T T T T T
0 10 20 30 40 50
min
Figure 65. Chromatogramme a 520 nm de la fraction'dnthocyanes.

2. La fraction de tanins (T)

La fraction de tanins a été purifiée au laborataineartir de pépins de Carignan (cf. I1B.1.a).
Le profil chromatographique obtenu a 280 nm (Fige®¢ montre deux pics non résolus, la
premiere qui représente 84,3% de la surface to@tme une réponse en masse (Figure 67)
mais pas la seconde (15,7%). Les structures id&ggifdans le premier pic non résolu par
spectrométrie de masse sont données dans le Tadlledlanalyse de la composition de la
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fraction par phloroglucinolyse est donnée dansdeldau 32. Le DPm du pic 1 a été calculé a
partir de I'intensité des différents pics présatdss le spectre de masse. Il est de 5,9, valeur
inférieure a celle obtenue par phloroglucinolyseirpla totalité de la fraction (7,6). Ceci
suggere que le second pic est constitué d'uneidragilus polydisperse de tanins plus
polymérisés, ces deux paramétres étant connus affecter la détection des tanins en
spectrométrie de masse (Fulcragtdal, 2008). Le pourcentage d’unités galloylées (%gal)
également été calculé a partir du spectre de nigsse premier pic. La valeur obtenue (53%)
est tres supérieure a celle obtenue par phlorogilyse sur I'ensemble de la fraction : 19%.
Ceci peut étre expligué par un rendement de phliacowlyse faible sur des tanins galloylés
ou ramifiés ou par une meilleure réponse des egtdlisues en spectrométrie de masse. La

concentration initiale de T dosée dans les solatest de 1800 mg/L.

0,06
Pic 1
0,05 |
0,04 - Pic 2
< 0,03

0,02 -

0,01 -

ol W W

0 20 40 60
min

Figure 66.Chromatogramme a 280 nm de la fraction d&nins.
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Figure 67. Spectre de masse du premier pic.
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Tableau 31. Identification des flavanols présentsaihs la fraction de tanins.

Structures m/z M

flavanols non galloylés [M-H]®

DP1 289 290
DP2 577 578
DP3 865 866
DP4 1153 1154
DP5 1441 1442
DP6 1729 1730
flavanols galloylés [M-H]®

DP2 galloylé 729 730
DP2 digalloylé 881 882
DP3 galloylé 1017 1018
DP3 digalloylé 1169 1170
DP4 galloylé 1305 1306
DP4 digalloylé 1457 1458
DP5 galloylé 1593 1594
DP5 digalloylé 1745 1746
DP6 galloylé 1881 1882
Flavanols de plus haut DP [M-H]*

DP7 1008 2018
DP7 galloylé 1084 2170
DP8 galloylé 1228 2458
DP9 galloylé 1372 2746
DP10 galloylé 1516 3034
DP11 galloylé 1661 3324
DP12 galloylé 1804 3610
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Tableau 32. Caractérisation de la fraction de tanis par phloroglucinolyse.

teneurs en mg/g %gal DPm

Fraction de tanins
(M) 628 +13 19+3 7,6 +0,6

C. RAPPEL DU PLAN D’ EXPERIENCE

Ces cing fractions ont été mélangées (a des caatients analogues aux concentrations
rencontrées dans les vins rouges) suivant le pxpérience rappelé dans le (Tableau 33).
Elles ont été analysées at=0, 3, 6, 10, 14,2143 et 365 jours.

Tableau 33. Plan d'expérience des solutions modéles

fraction A fraction T fraction G fraction R fraction O
ggﬁj?ic()jr?ss d'anthocyanes de tanins d'AGP3 de RG-Il  d'oligosaccharides
C=500mg/L C=1,8g/L C=200mg/L C=200mg/L C=200mg/I
A 1 0 0 0 0
AG 1 0 1 0 0
AR 1 0 0 1 0
AO 1 0 0 0 1
T 0 1 0 0 0
TG 0 1 1 0 0
TR 0 1 0 1 0
TO 0 1 0 0 1
AT 1 1 0 0 0
ATG 1 1 1 0 0
ATR 1 1 0 1 0
ATO 1 1 0 0 1
GRO 0 0 1 1 1
ATGRO 1 1 1 1 1

1: présence ; 0 : absence.

II. ETUDE DES POLYSACCHARIDES

Apres un an d’évolution, un important précipitéss’®rmé dans les solutions contenant
les tanins. Ces précipités n'ont pas pu étre dssdRar conséquent, le profil des
polysaccharides a été réalisé a t=0 jours surddetesolutions et a 1 an sur les surnageants
des solutions (Figure 68).

L’analyse des profils des solutions montre des uédianis. Apres un an, le pic dAGP

(G) a diminué et nous pouvons observer un déplacemie maximum du pic dans les



Résultats & Discussion — Chapitre Il 147

solutions contenant des tanins. Il n’est pas médifi bout d’'un an en présence d’anthocyanes
(Figure 68, 1). Ces observations traduisent pragrabht que la fraction d’AGP3 et surtout les
polysaccharides de plus haute masse présents eldémdgraction interagissent et co-précipitent
avec les tanins. La présence des anthocyanes (RigGre 68, Il) et des deux autres fractions
de sucres (ATGRO, Figure 68, IV) ne modifie pascoenportement. Une légere perte
d’AGP3 est observée dans la solution qui ne conhtige les trois fractions de sucres bien
gu’elle reste parfaitement limpide (GRO, Figure 188,
Le pic de RG-II (R) a été modifié dans toutes lgsittons. Ceci peut étre expliqué par

trois hypothéses :

- le RG-ll s’est dégradé

- il n’est plus sous forme dimere mais monomere

- il a changé de conformation et son volume hydnadyique a diminué.
Le pic des oligosaccharides disparait dans legisnfide GRO mais il n'a pas évolué dans
ATGRO (Figure 68, V).

Ce suivi sommaire de I'évolution des polysaccharidegendre des questions sur leur
comportement vis-a-vis des tanins, des anthocyaheke la synergie des sucres entre eux.
Plusieurs observations peuvent étre faites : leeestévoluent en présence de tanins, les AGP
(surtout les plus gros) précipitent mais pas légoshccharides ; le RG-Il évolue dans toutes
les solutions mais la perte est plus importantes das solutions contenant les tanins ce qui
laisse supposer gqu'il est lui aussi co-précipitécaes tanins (Rioat al, 2002). Des analyses
plus approfondies devront étre mises en placemmtnt un suivi de I'évolution des sucres.
Plus particulierement, il faudrait réaliser deslgses de composition pour savoir exactement
comment ont évolué les fractions de sucres en ifamaie la présence de tanins et/ou

d’anthocyanes ainsi que pour suivre les modificetidu RG-II.
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Figure 68. Evolution des profils moléculaires desotutions modeéles (en rouge t=0, en noir t=1an) :)kolutions contenant la fraction d’anthocyanes A(ll) solutions

contenant la fraction de tanins T, (lll) solutionscontenant A et T, (V) solutions contenant les tr@ sucres AGP (G), RG-Il (R), oligosaccharides (O).
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[ll. ETUDE DE LA COULEUR

Apres un an d’incubation, un important précipitéss’formé dans toutes les solutions
contenant les tanins (Figure 69). Les précipités sldutions contenant les tanins sont de
couleur orange-brun (Figure 69.1) alors que lesipités de celles contenant a la fois les
tanins et les anthocyanes sont rouges (Figure)6Rd$ analyses de couleur ont été réalisées
de 0 a 45 jours. Aucun solvant n‘ayant été troumér glissoudre les précipités formés a lan,

seule la couleur des surnageants a été analysae a 1

Figure 69. Photographies des solutions at = 0 josiet t = 1 an : formation d'un précipité dans lesautions

contenant T (I) et dans les solutions contenant A & (l) apres 1 an.

Pour analyser la couleur et son évolution dansstdations modéles, nous avons
utilisé trois approches complémentaires :
- le suivi des principaux indices de couleur
- 'analyse en composantes principales des speti@mbsorbance des solutions
- la représentation dans I'espace CIELAB des difiés mélanges.
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A. CINETIQUE DES PRINCIPAUX INDICES DE COULEUR

Le suivi de 0 a 45 jours de lintensité colorant@)(et de l'indice des polyphénols
totaux (IPT) de toutes les solutions est représsmtda Figure 70 (A et B). La présence de
polysaccharides n’a pas d’influence significative la couleur et son évolution. L'indice des
polyphénols totaux reste stable durant les 45 memnjours d’incubation. L'IC des solutions
contenant A et AT diminue au cours des 30 prenjmuss puis se stabilise. Les solutions
contenant A perdent en moyenne 35% (£2%) d’inténsdtlorante en 45 jours, tandis que
celles contenant AT ne perdent que 17% (+4%), naohtque les tanins contribuent a la
stabilisation de la couleur. De plus, on observe tjintensité colorante des solutions
contenant les tanins augmente de 10% (+4%) enuS.jbes pigments rouges résistants a la
décoloration par le bisulfite (Figure 70C) dansdekitions contenant A et AT augmentent au
cours du temps : de 0 a 0,4 pour celles contenaeitde 0,2 a 1,7 pour celles contenant AT.
Ce phénomene reflete la conversion des anthocyameggments résistants a la décoloration
par les sulfites, bien connue en cenologie. |l egtlednent observé dans les solutions
contenant uniquement A, ce qui indique que lesamydmes natives réagissent non seulement
avec les tanins mais aussi entre elles pour fodegpigments non décolorables par .30
pH acide < 1, toutes les anthocyanes natives etédér se trouvent sous forme flavylium.
L'indice des pigments a pH<1 (Figure 70D) est églant dans toutes les solutions contenant
A et AT et diminue fortement au cours du temps. iGedique que toutes les solutions
subissent la méme perte de pigments détectés arpHislque les produits formés dans les
solutions AT se trouvent sous une plus forte proporde formes colorées a pH 3,4 que ceux
formés dans les solutions A. Ce phénomene peuegpkgué soit par une nature différente
(et des pK dhydratation différents) de ces pigmensoit par un phénomeéne de
copigmentation renforcant la couleur des pigmentshacyaniques dans les solutions
contenant les tanins (Brouillaréet al, 1989, Boulton, 2001). Ce phénomene de
copigmentation est clairement démontré par I'exames valeurs de IC mesurées dans les
solutions de A, de T et de AT a t0. En effet, lmmparaison de la somme de I'IC de Aetde T
avec I'IC de AT (Tableau 34) montre un excédeniLd@® d’IC pour la solution contenant le
mélange. Cette augmentation de I'IC due a de lggoogntation est principalement liée a une

augmentation de I'absorbance a 520 nm.
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Tableau 34. Evaluation de la copigmentation dansdesolutions contenant AT.

jours t=0
IC dans les solutions de A 9,99+0,18
IC dans les solutions de T 1,13+0,02
IC dans les solutions de AT 12,88 + 0,67
somme des IC des solutions
de AetdeT 11.12+0.18
IC due a la copigmentation 1,76 + 0,25

dans les solutions de AT

Abs 520nm due a la
copigmentation dans les 1,19+0,37
solution de AT

Pour évaluer qualitativement [I'évolution de lins#é colorante, la part des
absorbances (420, 520, 620 nm) contribuant a I'&¢acalculée a 0 et 45 jours (Tableau 35).
En 45 jours, la contribution de I'absorbance a 420 a I'lC augmente de 9,9% dans les
solutions de A, de 9,2% dans les solutions de Adliminue de 3,6% dans les solutions de
tanins. La contribution de I'absorbance a 520 nminlie de 11,5% dans les solutions de A,
de 13,2% dans les solutions de AT et de 1,4% demnsdlutions de tanins. La contribution de
I'absorbance a 620 nm augmente de 1,5% dans leos@ de A, de 4,1% dans les solutions
de AT et de 5% dans les solutions de tanins. Aodfs} les solutions contenant A et AT
deviennent donc plus brun-jaune, ceci pouvant é&tmiqué par la formation de produits de
dégradation des anthocyanes et des tanins. L'augt@nde la part de I'absorbance a 620
nm dans les solutions contenant T et AT peut &piquiée par des phénomenes de diffusion
a cette longueur d’onde dus a I'agrégation desisani

Tableau 35. Contribution des composantes de l'intesité colorante (420, 520, 620 nm) a O et 45 jours.

%420 nm %520 nm %620 nm

solutions de A a 0 jours 233+0,2 71,7+0,3 5,1+0,1
solutions de A a 45 jours 33,2+0,3 60,2+0,3 6,6+0,1
solutions de AT a O jours 270+04 67,6+05 54101
solutions de AT a 45 jours 36,2+0,4 544+0,7 95+03
solutions de T a O jours 67,2+06 322+0,7 06+0,2

solutions de T & 45 jours 636+09 30,8+0,7 56+0,7
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Figure 71. Evolution de la part des pigments rougedes solutions a t=0 et t=45 jours : PpH<1: pigmest
rouges a pH acide, PV : pigments rouges au pH dunyiPRSO?2 : pigmens rouges résistants a la
décoloration au bisulfite.

L’'indice des pigments & pH acide (PpH<1, Figure réprésente la totalité des pigments. Il a
été ramené a 100 pour estimer le pourcentage degepts rouges au pH des solutions (PV)
et celui des pigments résistants a la décolordBP®EQ) a t = 0 et 45 jours. Sur la Figure 71,
la part des pigments rouges au pH des solutionecant A et AT at = 0 jours est différente
de celle &t = 45 jours. En effet, a t = 0, lesy@gts rouges au pH du vin (PV) contribuent a
27% en moyenne (x1%) de la totalité des pigmenis dizs solutions contenant A et a 32%
(x2%) dans les solutions contenant A et T. Cettes ffbrte proportion d’anthocyanes sous
forme rouge dans les solutions AT, alors qu’il #atps mémes molécules dans les deux
solutions, confirme I'existence d’'un phénoméne dgigmentation avec les tanins. At = 45
jours, la part des PV passe a 29% (£1%) dans lesiats de A et a 44% (+1%) dans les
solutions de AT. Ce phénomeéne est di essentielleraebaugmentation de pigments
résistants a la décoloration au bisulfite (PRSO

-de 0% at =0 jours a 3% de PRS(= 45 jours pour les solutions de A

-de 1% a t= 0 jours a 14% de PRSI = 45 jours pour les solutions de AT.
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Ceci démontre gu’au bout de 45 jours, une pars$ jpoportante de la couleur rouge des
solutions contenant A et T est due a la formatienpyments dérivés par réactions entre
anthocyanes et tanins. Dans la mesure ou les pigmeésistants a la décoloration par les
sulfites ne sont pas majoritairement impliqués dassphénomenes de copigmentation, ce
phénomene peut étre considéré comme mineur ade sta

L'analyse a 1 an des principaux indices de coutlas solutions contenant A et des
surnageants des solutions contenant des tania®esée dans le Tableau 36. L'IC, I'IPT, les
PpH<1, et les PV ont fortement chuté au bout diunLAC est plus basse dans les solutions
contenant a la fois A et T (~2,8) que dans celtlegenant A (~3,5). La chute des indices dans
les solutions d’anthocyanes est due a leur dégeedators que, pour les solutions contenant
A et T, elle est due a la fois a la dégradation al@bocyanes et des tanins mais aussi a la
précipitation de la matiére colorante. Les pigmeagsstants a la décoloration ont augmenté
par rapport a t = 45 jours dans les solutions det Ahuté dans les solutions de AT, ce qui
suggere que les pigments résistants aux sulfiteséfe par réaction des anthocyanes avec les
tanins précipitent plus facilement que d'autresnp@gts (anthocyanes libres ou pigments
dérivés non résistants) tandis que les pigmenistaéss formés a partir des anthocyanes

seules restent solubles.

Tableau 36. Principaux indices de couleur des solohs at = lan.

IC  IPT PRSO, PpH<1l PV

Alan 3,50 10,44 0,84 2,52 1,53
AGlan 3,58 9,90 0,82 2,45 1,55
ARlan 3,43 10,38 0,80 2,56 1,49
AO1lan 3,46 10,49 0,80 2,36 1,45
Tlan 0,63 8,66 - 0,46 0,18
TG1lan 0,68 9,89 - 0,48 0,19
TRlan 0,65 9,24 - 0,75 0,18
TOlan 0,69 10,60 - 0,55 0,20
ATlan 2,96 22,21 0,90 2,37 1,31

ATGlan 2,63 20,21 0,82 2,06 1,13
ATR1an 2,80 20,50 0,84 2,13 1,22
ATOlan 2,69 19,84 0,80 2,10 1,15
ATGROlan 296 21,93 0,89 2,34 1,29
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B. EVOLUTION DES SPECTRES D' ABSORPTION

Pour analyser I'ensemble des spectres UV-visibéestdutions a t = 0 et 45 jours, une
analyse en composantes principales a été réakspad 72) sur les spectres d’absorption des
solutions mesurés directement. L'axe 1 (CP1) remtés 95,53% de la variabilité des
spectres. Il sépare principalement les solutionstez@mnt T, A et AT. La projection des
spectres sur CP1 est caractéristique d’'un speetpéginents anthocyaniques avec biesix a
526 nm (CP1, Figure 72). Les spectres des soluten&T sont les plus forts en absorbance,
suivis par ceux des solutions de A puis de T. L'axeprésente 3,83% de la variabilité des
spectres. Il sépare les solutions a t = 0 joursales a t = 45 jours, principalement celles
contenant T et AT et, dans une moindre mesuregsethintenant A. L’évolution entre 0 et 45
jours se traduit en particulier par une perte diabance entre 484 et 558 nm et une
augmentation d’absorbance entre 350 et 484 nm. /@i de ces observations, l'intensité
colorante ne parait pas forcément un bon indice @aaluer la couleur des solutions évoluées
puisqu’elle englobe les trois absorbances 420, 2620 nm et qu’'on perd ainsi la notion
qualitative sur la couleur qui évolue. Ceci indigues perte des composeés de couleur rouge et
une augmentation de composés de couleur orange-lrangmentation de la bande
d’absorbance entre 558 et 700 nm peut étre ex@igaé deux phénomenes : la formation de
composés de couleur violet-bleu ou le fait questdations diffusent a cause de la présence de

particules en suspension.
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Figure 72. Analyse par composante principales depectres UV-visible des solutions : CP1, composante

principale 1 (95,53%), CP2 composante principale €3,83%).

C. EVOLUTION DE LA COULEUR DANS L 'ESPACECIELAB

Les composantes L*, a*, b* de chaque solutionéiétcalculées (Tableau 37) a partir
des spectres d’absorbance et chaque solution® 45 jours et 1 an a été représentée dans le
plan a*b* de I'espace CIELAB (Figure 73). Cettehnirjue refléte au plus prés la perception
de I'ceil humain (Hernandeet al. 2009) et est couramment utilisée pour analysgpligion
de la couleur des vins et de solutions modelesNfitoz et al. 1997; Gomez-Miguezt al.

2007; Jordat al. 2006; Main & Morris, 2007). La composante L* vade 0 a 100, du noir
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au blanc, la composante a* de -60 a 60, du verbage et la composante b* de -60 a 60, du

bleu au jaune.

Tableau 37. Composante L*, a*, b* des solutions & @5 jours et 1an.

solutions L* a* b*

A0 71,2 48,7 51
A45 80,8 26,8 2,0
Alan 902 81 7,1
AGO 715 48,2 -52
AG45 80,5 27,2 2,0
AGlan 900 82 71
ARO 71,6 48,0 -51
AR45 80,3 27,2 22
ARlan 204 78 71
AOQ 72,1 46,7 -5,2
AO45 80,9 26,3 2,3
AOlan 90,7 7,0 8,0
TO 982 -0,7 79
T45 96,1 -1,1 13,7
Tlan 99,1 -0,7 4.3
TGO 980 -04 79
TG45 958 -1,5 14,8
TGlan 99,0 -0,8 4,7
TRO 98,2 -0,7 8,0
TR45 96,3 -1,5 14,3
TR1an 99,1 -08 44
TOO 98,2 -0,7 8,1
TO45 96,1 -1,3 13,3
TO1lan 990 -0,8 4,8
ATO 63,8 57,7 0,1
AT45 70,1 36,5 7,7
ATlan 924 55 9,0
ATGO 65,2 55,3 -0,3
ATG45 70,2 36,2 75
ATGlan 934 44 877
ATRO 659 545 -04
ATR45 69,8 36,4 8,0
ATRlan 93,0 49 89
ATOO 66,7 52,8 -0,8
ATO45 70,4 346 8,1
ATOlan 933 44 89
ATGROO 66,7 52,7 -0,6
ATGRO45 70,3 34,8 8,7
ATGROlan 926 5,1 9,3
GROO 99,7 0,0 0,0
GRO45 99,3 0,0 05
GRO1lan 100,0 -0,1 0,0
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270

Figure 73. Représentation de I'évolution des solutns dans le plan a*b*de I'espace CIELAB : a en
abscisse, b en ordonnée.

At =0 et 45 jours, la composante a* est plusédedans les solutions contenant AT
gue dans celles contenant A. Ceci indique queéagurce de tanins entraine d’'une part une
augmentation de la couleur rouge due a de la cagitation (surtout a t0), d’autre part la
formation d’autres types de pigments par réacties thnins avec les anthocyanes (a 45
jours), comme cela a été expliqué plus haut. Aut ldbwun an, les solutions de A ont une
composante a* supérieure a celle des solutions @e Globalement, cette composante
diminue au cours du temps dans les solutions cantefs et AT, ce qui correspond a une
chute de couleur rouge. La composante b* dansolesians de AT est plus élevée que dans
les solutions de A. La présence de tanins oxydéduiba I'augmentation de la couleur jaune.
Concretement, les solutions contenant AT sont pduges et plus jaunes que celles contenant
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A. Ces différences se maintiennent de 0 a 45 jpuis, aprés un an, la perte est plus grande
dans les solutions de AT du fait de la précipitatibes solutions de T sont principalement
définies par la composante b*. De 0 a 45 jourdecgimposante augmente, les solutions sont
plus jaunes a cause de I'accumulation de taninglésxyAu bout d’'un an, elle diminue
fortement, phénoméne probablement expliqué parréaigitation des tanins. La solution
contenant les trois sucres (GRO) est au centreedpace CIELAB, démontrant qu’elles
restent incolores au cours du temps.

At =0 et 45 jours, la clarté (L*, Tableau 37sdmlutions contenant A est supérieure
a celle des solutions de AT. La présence de taonguit & une diminution de la clarté par
rapport aux solutions contenant les anthocyanekeseRourtant, les solutions contenant
uniqguement T ont une clarté tres élevée démontramt c’'est le mélange de tanins et
d’anthocyanes qui diminue la clarté. Une étude antrdo que le phénomene de
copigmentation diminuait la clarté et augmentaited’* (Gonzalez-Manzanet al, 2009).
De 0 a 45 jours, la clarté des solutions de T dimipuis elle augmente a 1 an a cause de la

précipitation.

IV. ETUDE DE LA STABILITE COLLOIDALE : CINETIQUE D' AGREGATION

L'intensité diffusée par les solutions a été suipar diffusion dynamique de la lumiere
(DDL) (cf. p89) at=0, 3, 6, 10, 14, 21, 31 étjdurs. Cette technique permet d’étudier la
stabilité des solutions. Une augmentation de Iisi diffusée par les solutions a tO indique
un changement des équilibres colloidaux, une atiofgaDans ce suivi, la taille de ces
agrégats dans les solutions n'a pas pu étre calduéfait de leur forte polydispersité. La
Figure 74 montre la cinétique d’agrégation destgmis. L'intensité diffusée par la solution
contenant les trois sucres (GRO, Figure 74.l) restestante ; il n’y a pas d’agrégation au
cours des 45 jours. L’intensité diffusée par leduttns d’anthocyanes augmente
progressivement. L'agrégation n’est pas modifiéelpgrésence des oligosaccharides (AO)
ou du RGIl (AR) mais elle est plus rapide et plogportante dans la solution contenant
'AGP3 (AG). Les solutions contenant les tanins (&fTT, Figure 74.I1l et lll) présentent une
diffusion plus élevée a t0 que les solutions netermant pas de tanins, ce qui n'est pas
attribuable a la présence d’agrégats car les tamreux méme diffusent. Cette intensité reste
constante ou diminue légéerement pendant les 21 iprenpours sauf dans la solution
contenant 'AGP3 (TG) ou elle augmente fortemerns pliminue. Cette cinétique particuliere
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s’explique par une forte agrégation des tanins d¥€8P3. Cette agrégation entraine une
précipitation (observée des 31 jours), qui se itgohr une diminution de l'intensité diffusée
ensuite. Une augmentation de l'intensité diffusés thnins est également observée dans la
solution de tanins seuls, ou elle se produit netténplus tard, entre 21 et 45 jours. En
présence des deux autres fractions de sucre (G&Rgt I'agrégation est retardée. Aucune
précipitation n'a été observée au cours de la gérabanalyse excepté pour la solution TG.
Les mémes phénomenes sont observés dans les gslAflomais I'agrégation y semble plus
rapide que dans les solutions ne contenant pashdeyanes. Les cinétiques d’agrégation
dans les solutions AT ne sont que trés peu modifi@e la présence des fractions O et R. La
présence de 'AGP3 dans les solutions ATG et ATGIR@®aine également une augmentation
de l'intensité diffusée dés les premiers jours na@port aux autres solutions de AT mais ne
conduisant pas a la formation de précipités, dbtedaa I'oeil. Par conséquent, 'AGP3
semble jouer un réle sur la stabilité des solutiomstenant les anthocyanes, les tanins ou les
deux en mélange. (Rioet al, 2002) a déja montré l'influence des AGP et du IR&ur
I'agrégation des tanins :

- I'AGPO et le RG-Il sous forme monomere n‘augmanieas la taille des agrégats des

tanins

- I'AGP4 en diminue la taille

- le RG-Il sous forme dimere 'augmente.
Les différents types d’AGP n’ont donc pas le mémmportement vis-a-vis de I'agrégation
des tanins. Ces AGP se différencient structureltenpar leur acidité, leur taille et la
proportion du résidu protéique. Ce dernier paraangturrait étre un facteur important
compte tenu de l'affinité des tanins pour les pr&®, notamment riches en hydroxyproline.
Dans les conditions de notre étude, nous n’avossopaervé une augmentation de la taille

des agrégats en présence du RG-Il ou d’oligosaicidsam’ayant pas pu la mesurer.
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Figure 74. Suivi par diffusion dynamique de lumiérede la cinétique d’agrégation des solutions : (1)
solutions contenant les anthocyanes A et solutiosentenant les trois sucres (GRO), (ll) solutions

contenant les tanins T, (Ill) solutions contenant Aet T.
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V. ETUDE DES POLYPHENOLS

A. SUIVI DE LA DISPARITION DE LA MALVIDINE -3-O-GLUCOSIDE

La composition phénolique des solutions a été agalpar HPLC-DAD de t = 0 jours
a t = 45 jours. Les cinétigues de disparition dmédvidine-3-O-glucoside dans les solutions
de A et AT sont présentées dans la Figure 75.’dcidle syringique, produit caractéristique
de la dégradation de la malvidine-3-O-glucosidea@dinaet al, 1974; Lopeset al. 2007)
formé par la rupture de I'hétérocycle, a égalemaatdosé (Figure 75. II). A t = 45 jours,
57% de la malvidine-3-O-glucoside initiale a dispalont 16 % a été déegradée en acide
syringique alors que dans la solution de AT la eat@tion initiale d’anthocyane a chuté de
75% dont 12,5 % a été convertie en acide syringifae conséquent, la présence de tanins
semble accélérer la cinétique de disparition datifacyane, non pas dans la voie de
dégradation vers la formation d’acide syringiqueismdans des voies de réactions
concurrentes, vraisemblablement associant lesgaflies résultats avaient été déja observés
dans les travaux de Salas (Satal, 2003).
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Figure 75. Suivi de la disparition de la malvidine3-O-glucoside (1) et de la formation de I'acide syngique

).

B. IDENTIFICATION DES PRODUITS FORMES

La Figure 76 montre les profils & 280 nm de lasotuT a 0 et 45 jours. Apres 45 jours, la

concentration de l'acide gallique, provenant de/ditolyse des esters galliques a augmenté
ainsi que celle de l'acide protocatéchique, caratigue de la dégradation des tanins par
I'ouverture de I'hétérocycle central. A t=0 jours, pic 1 représente 83,4 % de I'absorbance
totale & 280 nm et le pic 2, représente 16,6%. Apkegours, le pic 1 passe a 71,4 % de
I'absorbance totale a 280 nm et le pic 2, a 27 j@6@guant une évolution des tanins vers des

structures plus polymérisées ou moins polaires. #pEejours, ces pics absorbent Iégérement
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dans le visibleXmax = 450 nm). A t0, le rapport des absorbancee @& nm et 280 nm est
1,8 fois plus élevé dans le pic 2 que dans le pi& 45 jours, ce rapport augmente de 25,9%
dans le pic 1 et de 22,5% dans le pic 2. Cetteldengd’onde est caractéristique de produits
d’oxydation des tanins et notamment de pigmentstyge xanthylium, dont les formes
connues n'ont pas été détectées dans ces soldiard ou apres dépolymérisation. On
observe simultanément une accumulation de mononatrds diméres résultant du clivage
des liaisons interflavaniques des tanins (HaslarB01¥idal et al, 2002). Ce phénomene
concerne tout particulierement un composé donnasignal a m/z 731, qui correspond a une
procyanidine dimeére galloylée (Figure 80). Les eaits’accumulent aussi mais celui-cil

semble particulierement abondant.
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Figure 76. Profil chromatographique a 280 nm de Igolution de T a O et 45 jours.

Les profils chromatographiques a 280 nm et a 520darta solution A a 0 jours et 45 jours
sont présentés sur la Figure 76. Les produits gpiasmissent sont caractéristiques de la
dégradation de la malvidine-3-O-glucoside ainsi deg autres anthocyanes présentes dans la

fraction initiale (comme l'acide vanillique issu da dégradation de la péonidine-3-O-
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glucoside). Aprés 45 jours, deux pics (1 et 2) résolus apparaissent sur le profil a 280 nm,

ils absorbent aussi a 520 et contiennent donc idesents dérivés.

0,24 A
Mv-3glc 280 nm
—A0

0‘19 B — A45

Pr-3glc
0,14 1 P1-3glc \

UA

0,09 - Acide pic 1
Acide  Syringique

vanillique

pic 2

0,04 +

'0,01 T T T T T T T

min

0,039 -

—AQ 520 nm

0,034 4
—A45

0,029

0,024 -

UA

0,019
0,014 1
0,009 4

0,004 4

-0.001 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 g0 70 g0

min

Figure 76. Profils chromatographiques a 280 et 520m de la solution de A a 0 et 45 jours.

L'extraction d’ions de certains dérivés d’anthogysr{m/z = 1047, 1001, 839, 809)
montre la présence de diméres d’anthocyanes dégctédé dans de précédentes études
(Atanasova, 2003; Salas, 2005)(Figure 77). Ces ceégpaolorés (excepté le composé

BN

détecté a m/z 1047 dont les deux unités malvidimet sous forme hydratée incolore)
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apparaissent dans premier pic. lls sont marqueuta dolymérisation des anthocyanes par un
mécanisme de substitution aromatique électroptflAE) sur les formes hydratées des
anthocyanes. Dans ce mécanisme, I'électrophileoétstasforme protonée de I'acétaldéhyde,
soit la forme flavylium d'une autre anthocyane. Ddaspremier cas, on observe des
polymeéres d’anthocyanes (m/z =1047) dont les urstad reliées par des liaisons éthyles,
provenant de l'acétaldéhyde, entre les noyaux Afldaee unité (C8-C8, C8-C6). Dans le
deuxieme cas, on observe la formation de polymdiasthocyanes (m/z =1001) dont les
unités sont reliées par des liaisons C4-C8 comnoe llgs tanins. La structure correspondant
au signal détecté a 839 uma a été attribuée au mgraale pigment ayant perdu un résidu
glucose sur une des deux unités anthocyaniquegiésg une instabilité de la liaison
glucosidique. Toutefois, cette attribution nécesaite confirmation par I'étude du schéma de
fragmentation de cette molécule. Le signal détacB®9 peut étre attribué au méme type de
structure dans laquelle une unité malvidine estptacge par une unité péonidine. Le
deuxieme pic ne donne pas de réponse en masgeuriait correspondre a des polymeres
d’anthocyanes de plus haut degré de polymérisatibau a des produits présentant une forte

polydispersité.
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Figure 77. Extraction des ions en mode positif présts dans la solution A a 45 jours : m/z 1047 (Mv3g
OH-ethyl- Mv3glc-OH), 1001 (Mv3glc-Mv3glc-OH), 83(Mv-Mv3glc-OH), 809 (Pn-Mv3glc-OH)

De fagon plus générale, toutes les structures pémgogour les ions détectés devront

étre confirmées par fragmentation (MSn).
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La Figure 78 montre les profils @ 280 nm et a 580 de la solution AT, & 0 et 45 jours.
Comme dans T, l'acide gallique et I'acide protochigue proviennent de la dégradation des
tanins. Comme dans la solution A, les acides sygimgiet vanillique provenant de la
dégradation des anthocyanes sont présents. En clevarles pigments dimériques
d’anthocyanes identifiés dans la solution de A jo#ss a m/z 1047, 1001, 839 ne sont pas
détectés dans la solution AT. Dans cette solutioextdaction d'ions a m/z 781, 751
correspondants a des diméres épicatéchine-malvB8dDaylucoside et épicatéchine-
péonidine-3-O-glucoside respectivement, montre é&sgmce de ces dérivés dans la solution,
et suggere que les produits formés résultent méfiellement des réactions entre
anthocyanes et tanins (Figure 80). L’ion 809 esicdattribué a un dimére épicatéchine-éthyl-
malvidine-3-O-glucoside. Par conséquent, tous lgsents dérivés identifiés dans la solution
AT, correspondant a des structures de type T-A ethj-d, sont formés selon le méme
mécanisme (SAE) que ceux identifiés dans la sollaioBes dimeres peuvent étre marqueurs
de pigments plus polymérisés, non détectés enrspaé&triec de masse. Apres 45 jours, sur les
profils chromatographiques enregistrés a 280 nmysnpouvons aussi observer une
diminution du pic 1 de la solution de AT, et une regtation importante du second pic, par
rapport au profil a t0. Ces pics, a t0 n'absorbaieas dans le visible ; a 45 jours, ils
présentent deuimax : 470 et 525 nm ce qui indique gu’ils contiertndes nouveaux

pigments issus de tanins et d’anthocyanes.
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Figure 80. Extraction des ions présents dans la smion AT a 45 jours et T45 jours : m/z 781 (Ec-Mv3ig),
751 (Ec-Pn3glc), 809 (Ec-éthyl-Mv3gic), 731 (dimemgalloyl€).



Résultats & Discussion — Chapitre Il 171

B. ANALYSE DES STRUCTURES POLYMERIQUES PAR
PHLOROGLUCINOLYSE

Les profils chromatographiques a 280 nm obtenuésaphloroglucinolyse des solutions T et
AT a 0 et 45 jours sont présentés sur la FigureAghes 45 jours, les surfaces des pics
correspondants aux unités constitutives des tahaisituellement dosées ont diminué.
Parallelement, nous pouvons observer une augmamidéis pics pouvant correspondre a des
tanins dérivés résistants, au moins partielleneefd,réaction de dépolymérisation. Les tanins
dans les solutions contenant AT et T ont été gfiémtaprés phoroglucinolyse a 0 et 45 jours
(Tableau 38). Sur la base de ce dosage, la coatientrdes unités constitutives des tanins
chute apres 45 jours, ce qui indique une converdastanins natifs en d’autres structures. Ce
résultat est reflété par une chute du rendememthtoglucinolyse que I'on calcule par le
rapport de la quantité de toutes les unités litetegmes phloroglucinolyse sur la quantité de
fraction de tanins mise au départ. Le % d’unitétvas, calculé par le rapport des unités
natives dosées a t45 et a t0, traduit le remplaoerd&inités constitutives des tanins
natifs, libérées par la phloroglucinolyse, en wide& nature différentes et/ ou dont certaines
liasisons sont devenues résistantes a la phlorogllyse (Tableau 38). Par exemple, des
unités anthocyaniques sont incorporées dans l@sstahles liaisons par lesquelles elles sont
rattachées aux chaines polymériques des taninsm@lsis rompues dans les conditions de la
réaction de dépolymérisation, résultats démontaéss dles travaux antérieurs (Es-Sefial.
1999a). De méme, les liaisons crées par oxydates tdnins se révelent résistantes au
clivage, comme I'ont montré les travaux de Guyony@, 1994). La chute de rendement de
phloroglucinolyse est particulierement importantngl la solution contenant les tanins en
présence d’AGP3 (TG), ce qui correspond probablénaegnphénomene de précipitation
observé dans cette solution. Cette diminution gateénent plus marquée dans les solutions
contenant les tanins par rapport aux solutionser@ntt a la fois les anthocyanes et les tanins.
Ceci suggére que les anthocyanes protégent lesstal@ certaines réactions et/ou de la
précipitation. Le DPm reste constant aprés 45 jdars les solutions, malgré I'accumulation
de monomeres et diméres signalée plus haut, ceingligue une augmentation de la
polydispersité des DP. Par ailleurs, nous pouvengarquer une augmentation du % d’unités
galloylées dans les solutions contenant A et Tsapkejours. Ceci peut étre expliqué par une
moins grande réactivité des unités galloylées gppart aux unités non galloylées, peut-étre

en raison d’'une implication plus forte de ces witlans des mécanismes d’association,
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d’interaction non covalente. Une autre hypothésaitsene précipitation préférentielle des
unités non galloylées qui conduit a une augmentatans le surnageant des unités galloylées.
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Figure 80. Chromatogrammes des solutions T et AT 280 nm aprées phloroglucinolyse a 0 et 45 jours.
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Tableau 38. Analyse des tanins a 0 et 45 jours dales solutions contenant T.

TO TGO TRO TOO ATO ATGO ATRO ATOO ATGROO

C'(mg/L) 1706 1752 1752 1788 1808 1764 1744 1769 1709
DPnf 8,7 8,8 8,6 8,7 8,8 8,5 8,6 8,6 8,5
%gaF 159 16,0 16,0 159 16,3 16,3 16,4 16,4 16,4
T45 TG45 TR45 TO45 AT45 ATG45 ATR45 ATO45 ATGRO45
C (mg/L) 1263 1014 1173 1255 1307 1292 1302 1329 1299
DPm 8,3 7,9 8,0 8,2 8,2 8,6 8,2 8,2 8,1
%gal 15,3 14,8 152 152 17,2 17,3 17,1 17,3 17,3
% unités
«natives» 740 579 670 702 723 732 74,7 75,1 76,0

1 : concentration en tanins, 2 : degré moyen de polymérisation, 3 : pourcentage d'unité épi-3-O-gallate.

Dans la solution contenant AT, I'extraction de i@ m/z 933 pouvant correspondre a
un dérivé phloroglucinol de I'adduit (épi)catéchithyl-malvidine-3-O-glucoside, marque la
présence de pigments de plus hauts degrés de pagtien issus des réactions entre
anthocyanes et tanins via I'acétaldéhyde (FigureF&fure 83). De nouveaux ions détectés a
m/z 577, 701, 989 peuvent étre interprétés comrseddeéeres et trimeres de tanins oxydeés
non clivés (- 2 uma par rapport aux tanins natif)s la mesure ou les liaisons formées par
oxydation des flavanols sont résistantes aux camditde la réaction de dépolymérisation
comme cela a été évoqué précédemment. Ces diméeteméres d’oxydation sont soit en
position terminale (m/z =577) soit en position sigée puisqu’on en trouve sous forme de
dérivés phloroglucinol (m/z =701, 989). L'étude gchéma de fragmentation de ces ions
permettrait de connaitre la nature des mécanisreesg/dhtion. En effet, un mécanisme
d’oxydation intramoléculaire (entre deux unitésriunéme chaine polymérique) conduirait a
la formation d’une liaison supplémentaire de typleeé entre I'hydroxyle en C7 de l'unité
inférieure et le C2 de l'unité supérieure. Les nnandoublement liés en C4-C8 et C7-O-C2
existent dans certains végétaux et sont communéapgaiés tanins de type A (Figure 83) ;
la fragmentation de ces structures est bien connue.

D’'un autre coté, un meécanisme d’oxydation interroolgire (entre deux unités
appartenant a deux chaines polymériques distinctegjuirait a la formation de liaison bi-
aryle ou biaryle ether entre les noyaux aromatiqéest B) des unités de tanins dont la
fragmentation mene aussi a des ions fragmentstéasiitjues (Guyoét al. 1996). Toutefois,
méme en I'absence d’étude de schémas de fragnmmtatsemblerait que le mécanisme soit

plutét intramoléculaire (liaison de type A) du fgite I'on n’ait pas pu mettre en évidence des
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unités supeérieures doublement substituées par dgaux phloroglucinol. En effet, un
mécanisme intermoléculaire devrait impliquer satxl unités supérieures (S, S), soit une
unité supérieure et une unité terminale (S, T), de@ux unités terminales (T, T) (Figure 81.1).
La proportion des dimeéres biaryl libérés par phiytwoinolyse S-S, S-T et T-T (Figure 81.11)
dépend de la longueur des chaines entrant enaBaptus le DP est grand, plus la proportion
de diméres formés a partir de deux unités sup@ses+S est élevée. Compte tenu du DPm de
la fraction initiale de tanins, le fait de ne pa&edter du tout de S-S avec deux noyaux

phloroglucinol laisse penser que ce mécanisme iestritaire.
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La présence de I'ion 989 démontre que les taniasitage type de liaison sont difficiles a
dépolymériser par phloroglucinolyse. Ceci condtidainc a une diminution du rendement de
phloroglucinolyse puisque seules les unités orlggaesont prises en compte et expliquerait

'augmentation des pics apres 45 jours.
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Figure 82. Extraction des ions dans les solutions4b et AT45 aprés phologlucinolyse : m/z 933 (Mv-gic
éthyl-Ec-phloro), 577 (dimére de flavanol oxydé otype A), 701 (dimere de flavanol oxydé ou type A -

phloro), 989 (trimére comportant un dimére de flavaol oxydé ou type A)
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Figure 83. Exemples de structures pouvant correspaine a m/z 933 (I : Mv-glc-éthyl-Ec-phloro), a 577
(I : procyanidine A2), a 701 (Il : A2-phloro), a 989 (IV : Ec-A2-phloro).

C. ANALYSE DES SOLUTIONS APRES UN AN D' EVOLUTION

1. Analyse des surnageants des solutions apres un a

La Figure 84 illustre les profils chromatographigukes surnageants des solutions A,
AT et T aprés un an. Nous nous sommes intéresagésd’abord aux pics des anthocyanes de

départ et aux produits de dégradation déja conamsme marqueurs de la dégradation, soit
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des tanins soit des anthocyanes : acide galligoeepant de I'hydrolyse des esters galliques,
acides protocatéchique, syringique et vanilliquevpnant du noyau B des tanins, de la

malvidine et de la péonidine, respectivement (Tab[@9).
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Figure 84. Profils chromatographiques a 280 nm desurnageants (s) des solutions A, AT et T aprés uma

Tableau 39. Caractérisation des composés présentnd les solutions As, ATs, Ts aprés lan.

. . tr Amax ; présent dans les
pics cOMpOses (min) (nm) M-H] solutions contenant
a acide gallique 55 270 169 TIAT
b acide protocatéchique 79 258;294 153 TIAT
c acide vanillique 18,4 261;291 167 A/AT
d acide syringique 27,3 275 197 A/AT
e dimere galloylé 36,7 277 729 TIAT
f péonidine -3-Oglucoside 44,3 278 ;518 461 A/AT
g malvidine -3-Oglucoside 459 279 ;528 491 A/AT

L'acide gallique et l'acide protocatéchique, prddude dégradation des tanins, ont été
détectés apres un an dans les solutions contenehtAT, et I'acide syringique, produit de

dégradation de la malvidine 3-glucoside, dansadégisns contenant A et AT (Tableau 40).
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Tableau 40. Dégradation des solutions contenant AT et T aprés lan en acide syringique, en acide

gallique et acide protocatéchique.

% d'unités
type des . ac., ,%MVZ, ac. gal.® % d'unites ac.protocat. ° de tanins
solutions solutions Syr. dégradée (mg/l ep|-3-Qg (mg/L) dégradées

(mg/L) en ac. syr. degradées en ac.
protocat.
As 102,3 62,6 - - - -
contenant AGs 100,4 62,5 - - - -
A ARs 102,0 63,6 - - - -
AOs 106,8 66,5 - - - -
ATs 60,2 37,1 6,3 12,2 2,7 0,9
contenant ATGs 61,0 39,6 6,7 13,8 3,1 11
AT ATRs 59,1 39,7 6.4 13,3 2,8 11
ATOs 61,0 40,8 6,6 13,4 2,6 1,0
ATGROs 60,6 40,8 6,3 13,3 2,5 1,0
Ts - - 9,6 21,0 34 1,3
contenant TGs - - 11,6 24,5 3,9 1.4
T TRs - - 10,4 22,0 3,3 1,2
TOs - - 10,9 22,6 3,5 1,3

1 : acide syringique, 2 : malvidine-3-O-glucoside,acide gallique, 4 : (épi)catéchine-3-O-gall&te acide

protocatéchique.

Dans les solutions contenant seulement I'anthoGyé®8% en moyenne (+ 1,8%) de
la malvidine-3-O-glucoside de départ se sont dérgah acide syringique. En se basant sur la
guantité d’anthocyane dégradée a 45 jours, soit 83 16% seulement en acide syringique,
cela signifie que les produits de réaction de Hanyane formés a 45 jours ne sont pas stables
au cours du temps et gu’ils sont capables de suareocie de dégradation vers l'acide
syringique. Comparativement, la quantité d’acidengyque dosée dans les solutions AT ne
représente que 39,6% (x 1,5%) de la quantité devidia¢ 3-glucoside de départ. Cette
différence importante montre que les anthocyanéséayi préférentiellement avec les tanins
plutbt que de suivre la voie de dégradation vexsidie syringique dans les solutions de AT,
comme nous l'avions vu a 45 jours, et que I'évolntile ces produits génére relativement peu
d’acide syringique. Dans les solutions contenarm2Zl5 % en moyenne (x 1,5%) des unités
galloylées ont perdu leur groupement galloyle (duesélibération d’acide gallique) alors que
13,2% (+ 0,6%) ont suivi cette méme voie dans ddstions de AT. Ceci suggere soit que les
anthocyanes protegent les tanins de I'hydrolyse lidésons galloyles par des mécanismes
d’interaction, soit que les produits formés dans oht plus résistants a I'’hydrolyse que les
tanins eux mémes ou encore que l'acide galliquérdikest impliqué dans des réactions en

présence d’anthocyanes. Le dosage de l'acide m@@duique, originaire de la partie
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contenant le noyau B de I'unité flavanol, permeéivdluer la dégradation des tanins. Tres peu
d’'unités de tanins sont dégradées en acide préugue. Cependant, nous pouvons
remarquer que dans les solutions de T, légerentestde tanins sont dégradés que dans les
solutions contenant AT (1,30% + 0,08 pour les T tmorl,02 £ 0,08 pour les AT).
Globalement, les anthocyanes et les tanins en gelae protégeraient mutuellement de la

dégradation en réagissant préférentiellement eotxe

2. Analyse des tanins

L’analyse des tanins par phloroglucinolyse a ésdigée sur les surnageants et les précipités
(Tableau 41).

Tableau 41. Analyse des tanins des surnageants és)Yles précipités (p) des solutions contenant T Afl

apres 1 an.

surnageants Ts TGs TRs TOs ATs ATGs ATRs ATOs ATGROs

Ctanins (mg/L) 102 72 104 96 452 370 400 361 431

DPm 3,8 3,6 3,7 3,6 5,3 5,3 55 54 55

%gal 204 20,9 204 20,6 26,6 28,9 28,3 28,4 26,5

% unités

« natives » 60 41 59 54 250 21,0 22,9 20,4 25,2
précipités Tp TGp TRp TOp ATp ATGp ATRp ATOp ATGROp

Ctanins (mg/L) 116 117 142 120 169 168 165 171 174

DPm 88 8,0 8,5 83 10,9 10,8 10,7 10,9 10,6

%gal 15,1 151 149 154 16,0 15,9 15,8 15,8 16,3

poids (mg) 11,1 10,6 11,8 10,7 10,4 105 10,3 10,2 11,2

% unités

« natives » 68 67 81 67 93 9,5 9,5 9,7 10,2

% unités

« natives » (S+P) 128 10,8 140 12,1 349 305 32,4 30,1 35,4

La concentration dosée en mg/g de tanins dangédegpiés a été convertie en mg/l de
solution a 1 an. Les concentrations d’unités cautstes de tanins, dosées, d’'une part dans les
surnageants, d’autre part dans les culots, ontratgenées aux concentrations d’unités
« natives » dosées dans la solution a tO0 pour esfianproportion d’unités natives conservée
au bout d'un an d’incubation. Le pourcentage démihatives résiduelles est extrémement
faible, ce qui indique de profondes modificatiomsl la structure des tanins aprés un an de
conservation. Il est de 12 % environ dans les gwigtcontenant les tanins seuls contre plus

de 30% dans les solutions AT, ce qui confirme ue grotecteur des anthocyanes sur la
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dégradation des tanins. Les quantités d’'unitésvemtdosées dans les culots et dans les
surnageants sont équivalentes dans les soluticaler$ qu’'une majorité d’unités natives se
retrouvent dans les surnageants des solutions &gucindique une meilleure solubilité des
produits formés par réaction des tanins avec l#soapanes. La quantité d’unités de tanins
dosées dans le surnageant de la solution TG estyli@rement faible. Ce résultat peut étre
lié a la précipitation importante observée dangecsoblution. Cependant, la perte dans le
surnageant n’est pas compenseée par un gain daokte Ceci suggere soit que les tanins ont
davantage évolué en présence d’AGP, soit que kecupeération a partir des complexes
tanins-AGP3 précipités est tres difficile. Le pamtage d’'unités galloylées mesuré par la
phloroglucinolyse, initialement de 19, est de 1 heyenne dans les tanins des surnageants et
des culots des solutions T et de 24 dans ceux desions AT. Comme cela a été dit
précédemment, ceci suggere une protection pagreuldes unités galloylées dans les
solutions contenant les anthocyanes. Le degré henpdsation moyen calculé a partir des
données de phloroglucinolyse est tres inférieuégpn an dans les solutions T (de 3,6 a 3,8)
un peu plus élevé dans les solutions AT (de 5,3%ahais dans tous les cas, inférieur au
DPm initial (7,6). Le taux de réaction doit doncegblus élevé pour les unités supérieures que
pour les unités terminales, surtout dans les solatl. Les tanins ayant précipité sont de plus
haut DPm et moins galloylés que ceux présents @ensurnageants. Ceci indique que les
tanins de haut DPm et les moins galloylés précipipeeférentiellement ou que la réactivité
des tanins galloylés est modulée par la présenseadéhocyanes, ce qui limitent leur
précipitation. Aucune différence n’est observéelssipoids des précipités formés dans toutes

les solutions.

3. Analyse des surnageants et des précipités par HB-MS apres

phloroglucinolyse

Ces précipités sont trés difficiles a analyser dentpnu de leur insolubilité quasi
totale dans tous les solvants testés. Aprés pHlmioglyse, les produits d’acidolyse
deviennent solubles. Les profils chromatographiqu@80 nm des précipités des solutions T
et AT apres phloroglucinolyse sont rassemblés aidgure 85. Ces profils présentent deux
pics non résolus d'allure différente de celle dmsrts de départ. La surface de ces pics a été
ramenée en mg/L en équivalent catéchine présems bt solutions avant et apres
phloroglucinolyse (Tableau 42). Globalement, lesiposés présents dans les pics 1 et 2 sont

résistants a la phloroglucinolyse. Dans les summatgedes solutions AT et T, 60% et 62%,
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respectivement, de ces composés ne sont pas phiciradysées. Plus précisément, les
composés présents dans le pic 1 semblent plusardtsisx I'acidolyse que ceux dans le pic 2.
En effet, dans la solution AT, on retrouve 69% du Jcontre 35% du pic 2 et de la méme
maniere, dans la solution T, 67% du pic 1 contri# 44 pic 2. Les deux pics des précipités

apres phloroglucinolyse restent également tres litapts.

0,05
Epi-30g-phloro
f Tclan
0,04 — ATclan
Cat/épi-phloro Tslan
— ATslan
0,03 - Epi-30g
<
)
0,02 ~ ﬂ
pic 1 pic 2
001 Epicatéching
PN
N i
0 ™~ T T T T T ‘
8 38 48 58 68

min

Figure 85. Profils chromatographiques a 280 nm apephloroglucinolyse des surnageants et des précipi
des solutions T et AT. Tclan précipité de la solution T aprés 1, &Tclan : précipité de la solution AT apres

lan Tslan :surnageant de la solution T aprés 1Aihslan :surnageant de la solution AT aprés 1 an.

Tableau 42. Estimation de la concentration en mg/(équivalent catéchine) des pics 1 et 2 présentesaat

et apres phloroglucinolyse.

mg/L équivalent catéchine pic 1 pic 2
surnageant de AT 943 313
surnageants de AT aprés phloroglucinolyse 647 109
surnageantde T 373 114
surnageant de T aprés phloroglucinolyse 250 51
précipités de AT aprés phloroglucinolyse 821 591

précipités de T aprés phloroglucinolyse 820 675
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Nous avons cherché des marqueurs de structuresauni@st modifiés aprés
phloroglucinolyse dans les précipités et les swaatp des solutions de T et AT par
spectrométrie de masse. L'extraction des ions mb/Z# 701 et 989 dans le précipité de la
solution de T indique la présence de tanins oxyd&ssemblablement de type A (Figure 86)
dont les hypothéses de structures sont rappeléssladrigure 83. Il en est de méme dans la
solution de AT (Figure 87). En plus de ce type tlactures, le précipité de AT contient un
marqueur des réactions de polycondensation vigtBddéhyde entre tanins et anthocyanes :
I'ion & m/z 933 (Figure 87). Ces structures avadsjh été identifiées a 45 jours. Cependant,
apres un an d’évolution, la comparaison de I'exibacde ces ions dans les précipités et les
surnageants montre que ces types de structuresniles tmodifiés sont principalement
présentes dans les précipités. Plusieurs modditsit{type A et liaison alkyle) peuvent se
produire successivement dans la méme chaine patyméentrainant des changements des
propriétés physico-chimiques trés importants faaort la précipitation.
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Figure 86.Extractions des ions a m/z : 577 (flavahdimere oxydé), a 701 (flavanol dimére oxydé -phto),
a 989 (flavanol trimére oxydé-phloro) dans les prépités et les surngeants des solutions T aprés

phloroglucinolyse.
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Figure 87.Extractions des ions a m/z : 933 (Mv-gléthyl-Ec-phloro), a 577 (flavanol dimére oxydé), &01
(flavanol dimére oxydé -phloro), a 989 (flavanol tmere oxydé-phloro) dans les précipités et les

surnageants des solutions AT apreés phloroglucinolgs

4. Analyse des précipités par RMNC du solide

Les spectres RMN®C des précipités ont été réalisés par RMN du sdalide Plate-

forme BIBS de I'INRA de Nantes. Pour pouvoir déteren le type des structures présentes
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dans les précipités, les spectres des fractionsales de tanins ;i (Figure 89.1) et
d’anthocyanes # (Figure 89.1) ont été attribués a partir des déptzents chimiques décrits
dans de précédentes études (Czochaeskal. 1980; Guyot, 1994; Jordheiet al. 2006;
Tarascouet al, 2007). Les signaux RMN enregistrés pour la faacth,, montre qu’elle
renferme un mélange de formes flavylium et hémacées spectres RMNC ont ensuite
été réalisés sur les précipités de T (Figure 86tije AT (Figure 89.1II) formés aprés un an.
Les pics fins a 181, 176, 75 et 73 ppm sont catiatities de I'acide tartrique présent dans le
milieu modele vin utilisé. Les spectres RMN du ppé&é de Tlan (Figure 89.1I) et de ATlan
(Figure 89.1ll) présentent les mémes déplacemenitmigues que Tini (Figure 88, Figure
89.1). lls sont constitués principalement de tanins déplacement chimique des carbones
présents dans les groupements méthoxyleés=&b6 ppm (Figure 90) est caractéristique des
anthocyanes et tout particuliéerement de leur nd@yaCependant, il est peu intense dans le
précipité de AT1lan (Figure 89.1ll). Ceci peut &seliqué par la dégradation de la malvidine-
O-glucoside en acide syringique, qui est retrouvguantité importante dans le surnageant de
AT1lan. Le dosage du glucose par la méthode deataséf’alditol (cf. Il.B.1.c, 166) dans le
précipité ATlan donne une concentration glucose28& mg/g de précipité, ce qui
correspond a une précipitation de 143 mg/L d’anthnes soit plus d’'un quart de la quantité
initiale. Etant donné la quantité d’acide syringiqarésent dans le surnageant et la quantité de
glucose présent dans le précipité, nous pouvors lfaypothése que des produits formés par
la dégradation de la malvidine-3-O-glucoside (péitienoyau B) précipitent directement ou
apres réaction avec les tanins, ou encore, queniéss anthocyaniques incorporées dans les
tanins sont susceptibles de se dégrader.

cycleA & (ppm) cycleB & (ppm) cycleC & (ppm)

4a 108,5 1 130,37 2 84,11
5 154,12 2' 11541 3 75,4
6 97,8 3 143,51 4 36,01
7 154,12 4 143,51
8 97,8 5' 115,41
8a 154,12 &' 115,41
cycleD & (ppm) cycleE & (ppm) cycle F & (ppm)
da 108,5 1 130,37 2 84,11
5 154,12 2' 11541 3 75,4
6 97,8 3 14351 4 27,7
7 154,12 4 143,51
8 108,5 5' 115,41
| 8a 154,12 &' 115,41

Figure 88. Attribution des déplacements chimques @&°C de la fraction Tini.
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dans la solution T1an (Il) et AT1an (lll).

Figure 89. Spectres RMN"C du solide de la fraction initiale Tini (1) et du précipité formé aprés un an
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Figure 90. Spectres et attributions RMN 13C de lar&ction initiale d'anthocyanes Aini.

Pour essayer de déterminer les modifications ttestsres des tanins présents dans
les précipités, la soustraction des spectres RMN1da et de Tini a été réalisée (Figure 91).
Les pics résiduels de I'acide tartrique sont retésua 181, 176, 75 et 73 ppm. Le pic du C7
des tanins de la fractions Tini a 154,12 ppm estagépa 150,25 ppm apres soustraction de
Tlan. Ce type de déplacement chimique est caraaj@asdes carbones 7 des tanins de type
A (Figure 83) lorsqu’ils sont impligués dans desisions de type éther cyclique (Le Roux,
1999). Le pic résiduel a 106,41 ppm pourrait aosgiespondre au déplacement du carbone 2
impliqué dans les liaisons de type A alors qu'it @s84,11 ppm dans la fraction Tini.
L’évolution des tanins au cours du temps auraitcdmnduit a la formation de précipités de
tanins comportant des liaisons de type A, commeoaérd précédemment. Le pic a 144,18
ppm caractéristique des carbones aromatiques pana@®H peut aussi laisser penser a une
augmentation des groupements hydroxyles sur leststes présentes dans le précipité de

tanins par un phénomeéne oxydatif.
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Figure 91. Différence des spectres RMIC : T1an - Tini.

5. Analyse des précipités par infrarouge

Les spectres IR des précipités des solutions @nc@mparés aux spectres de Tini
(Figure 92). Les principales bandes observées tintattribuées aux différents types de
liaisons présents dans les structures et sonttéasditjues des structures de tanins (Edelmann
& Lendl, 2002 ; Socrates, 2008, Paxtal. 2006, Fernandezt al. 2007, Jensert al. 2008).
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Figure 92. Spectres IR de la fraction de tanins itinles Tini et des précipités des solutions aprésah.

Les principales bandes des spectres IR des pgmnt moins intenses que celles de
la fraction de tanins initiale Tini, excepté la Hanentre 1090 et 1030 dmCette bande
correspond aux C-O des éthers cycliques caradtgiest des liaisons de type A. L'analyse
infra rouge des précipités confirme également ésg@mce de liaisons de type A.

Sur ces spectres IR, nous ne détectons ni la préskacide tartrique ni la présence d’AGP3

qui ont pourtant des spectres caractéristiquesofis probablement en faible quantite.
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VI. CONCLUSION

Le travail présenté dans ce chapitre a permis dislusieurs aspects essentiels a la
compréhension des phénomenes observés dans la wiilie
- 'implication des composés phénoliques (anthoegagt tanins) dans la couleur et
son évolution
- la stabilité colloidale des solutions en fonctiagle leur composition en
polyphénols et en polysaccharides.
- la formation de structures dérivées de taninsir{gaoxydés et dérivés tanins-

anthocyanes) et leur nature.

La présence de tanins stabilise clairement lesoap#ines et renforce l'intensité
colorante. Ce phénoméne peut étre expligué toubodd par un phénomene de
copigmentation renforcant la couleur des pigmentsharyaniques dans les solutions
contenant les tanins, puis, avec une importandssaste au cours du vieillissement, par la
formation de nombreux pigments issus de réactiatre ¢éanins et anthocyanes (pigments qui
ont été identifiés en solution). Nous n’avons paseové d'influence des sucres sur ces
phénomeénes. L'analyse fine de chague composante, 820, 620 nm) de lintensité
colorante et des coordonnées L*, a*, b* a été priiabe pour comprendre I'évolution
qualitative de la couleur. En effet, nous avons em<vidence les limites d’'un indice global
tel que I'IC puisque I'évolution de la compositientraine une augmentation des absorbances
a 420 et 620 nm qui est compensée par une dimmul® I'absorbance a 520 nm,

modification qui n’est pas traduite par I'indice.

En ce qui concerne la stabilité colloidale destswig, les sucres semblent jouer sur la
cinétique d’agrégation des tanins. En effet, ceillest plus forte dans la solution contenant
I’AGP et conduit rapidement a la précipitation tesins. Elle semble retardée en présence de
RG-Il et d'oligosaccharides par rapport a la solutcontenant uniqguement les tanins. Des
études plus approfondies sur I'évolution des stmest des sucres au cours du temps et en
présence de tanins devront étre envisagées powxnc@mprendre ces phénomenes. Les
solutions d’anthocyanes ne présentent que peuétjation et aucune précipitation n'y a été
observée, méme apres un an d’incubation. L'agm@gaties tanins est aussi réduite en
présence d’anthocyanes, ce qui indique que lesupsodésultant des réactions entre

anthocyanes et tanins sont plus solubles que ssusg des réactions des tanins seuls.
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L’étude des solutions a un stade trées avancé diéeal a permis de marquer les
difféerences de réactivité des tanins en présenceasudes anthocyanes. Les principales
réactions observées dans les solutions de tanuis sent des réactions d’oxydation et les
produits correspondant se caractériseraient pdoraation de liaison de type A. Ces
modifications structurales entrainent un changemdes propriétés physico-chimiques
important, notamment au niveau de leur solubili®.peu de structures non modifiées de
tanins retrouvés dans les précipités sont de phus BPm que celles restants en solution,
caractérisees par un plus faible DPm et un pouwsrgende galloylation plus élevé. Les
anthocyanes subissent d'un part des réactions deadhition impliquant la rupture de
I'hétérocycle, d’autre part, des réactions de pé@lysation. Les anthocyanes et les tanins se
protegent mutuellement de la dégradation. Les agtres limitent I'hydrolyse des unités
galloylées qui se retrouvent en plus grande guam#ns les surnageants. L’analyse des
pigments dérivés a montré l'incorporation d’unitBanthocyanes dans les chaines de tanins
qui pourrait expliquer leur protection mutuelle.

Cette étude montre des évolutions tres importagtesconduisent a des structures
formées complexes qui sont difficiles a caracténsalgré le panel de techniques analytiques

utilisées.
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CONCLUSIONS GENERALESET PERSPECTIVES

L’objectif initial de ce travail était d’analyseeffet des enzymes de macération sur la
composition des vins en polyphénols et en polysaidés afin de mieux appréhender leur

impact sur la qualité des vins rouges.

La démarche adoptée a consisté dans un premi@stancaractériser l'influence des
traitements enzymatiques sur la composition chimiges vins au travers de méthodes
analytigues de pointe. L’'analyse des vins n’exg@ijupas complétement les phénomeénes,
notamment au niveau de la couleur, en raison djuaede complexité des voies de réactions
des anthocyanes et des tanins et de I'impossiluktééterminer les quantités initialement

extraites, une approche en solution modeéle a &é am place dans un second temps.

En ce qui concerne les principaux résultats, lesyaas de vins réalisées sur trois
millésimes ont permis de mettre en évidence unemauntption systématique de la
concentration en tanins et en RG-Il. L'impact demyees sur la couleur et sur la
concentration en polysaccharides riches en arabimbsgalactose est modulé par I'effet
millésime. Il semble que lorsque la maturité degedast importante, la dégradation des
parois par des enzymes endogenes permet une brimaetien des composeés, de sorte que
I'effet des traitements enzymatiques est peu marguéque la maturité n’est pas pleinement
atteinte, l'utilisation de préparations enzymatgjexogenes permet une extraction accrue de
tanins et des anthocyanes, ces dernieres étaderapnt converties en pigments dérivés. La
couleur n'est pas directement corrélée aux anthmms/eet peut étre expliquée par la
modification du rapport anthocyanes sur tanins itedpar les enzymes dés le début de la
vinification lors de I'extraction de ces composks.gain de couleur observé dans les vins
enzymés est alors d au phénomeéne de copigmengdtéota formation de pigments dérivés
issus des réactions entre anthocyanes et tanins.

Les oligosaccharides présents dans les vins onisétés et caractérisés pour la
premiére fois. lls sont principalement issus delégradation des zones lisses des pectines
dans les vins témoins et de celle des zones hésigdes pectines dans les vins enzymés,
démontrant des mécanismes de dégradation des gmecsipécifigues aux préparations

enzymatiques commerciales par rapport aux enzymdegenes. Cette étude a également
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permis de mettre en évidence une structure issueglucuronoxylane qui n'avait jamais été

décrite et dont I'identification devra étre confém

Au niveau de I'étude des solutions modeles, le dlarpérience tel qu’il a été réalisé

a permis de mettre en évidence :

- une protection mutuelle des anthocyanes et dsstais-a-vis des phénomeénes

de dégradation

- 'influence des sucres sur la stabilité colloédgli dépend de leur structure et/ou

de leur taille, surtout en ce qui concerne lesinogalactane-protéines.

- un phénomene de copigmentation induit par leissagt renforcant la couleur

- la formation de pigments dérivés qui contribugatmaintien de la couleur lors

de I'évolution des solutions.
Le niveau de dégradation atteint dans les solutinndeles aprés 1 an est certainement lié
aux vitesses de réaction qui ont été amplifiéeslgahoix d’une température relativement
élevée (25°C) par rapport a la température deigatibn puis de conservation des vins. Ce
stade d’évolution avancé nous a permis de mettré&wetence les différentes propriétés
physico-chimiques des structures formées. Les hgses de structures devront étre
confirmées par I'étude de leur schéma de fragmienta&n spectrométrie de masse avant et
aprés dépolymérisation. Leur grande diversité etigenles difficultés au niveau de leur
analyse. En particulier, leur résistance a la mglucinolyse dans les conditions testées
nécessite de développer des méthodes plus drastitudépolymérisation. Par ailleurs, des
études sur la longueur des chaines des «tanimeepigs » devront étre envisagées en
chromatographie d’exclusion stérique avant et apik&solymérisation pour évaluer d’une
facon générale I'évolution des DP. Les analyse$isg&s par diffusion dynamique de la
lumiére ont montré une meilleure solubilité de pagments, par rapport aux tanins eux-
mémes et aux produits formés a partir des taninls.sglles ont également établi I'influence
des polysaccharides sur les cinétiques d’agrégatiole précipitation. Aussi bien en présence
gu’en I'absence d’anthocyanes, la fraction d’AGstée augmente fortement I'agrégation des
tanins, tandis que les fractions d'oligosaccharetede RGII I'inhibent. La fraction protéique
présente dans la structure de 'AGP pourrait jauerble dans ces phénoménes d’agrégation
et de précipitation. L'impact de ces différenteacfions sur I'astringence des vins reste a
déterminer. Cependant, nos résultats, en accoaiex d’études antérieures, suggerent que
la conversion des tanins en adduits tanins-antmesyplus solubles que les tanins pourrait

jouer un rdle dans la diminution de ce caractérecaus du vieillissement des vins.
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D’'un point de vue cenologique, les enzymes modiflanteneur en tanins et en
polysaccharides doivent donc avoir un rdle surtébibté colloidale des vins au vu des
résultats obtenus en solutions modeles. Il faudeanisager de tester les fractions de
polysaccharides et surtout d’oligosaccharides fpéeis de la dégradation des pectines par
les enzymes : fractions pauvres en arabinose,siehestructures issues des zones hérissées
des pectines. En enrichissant le vin en taninsla&ification, les enzymes de macération
peuvent orienter les réactions entre les anthosyahées tanins et favoriser la formation de
pigments dérivés a la fois des anthocyanes et algmst Les solutions modeéles ont aussi
clairement démontré l'intensification de la coulgaar un phénomene de copigmentation
impliquant les tanins. Des analyses sensoriellgsode étre réalisées pour étudier et corréler
toutes ces données de composition avec les préprsénsorielles telles que I'astringence et

sa modulation en présence de nouveaux polysacelarid
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Abstract

For the first time, we have isolated and charanterithe oligosaccharides of Carignan
and Merlot wines. In a first step, this fractionsMarepared after discoloration of the wines
and was collected by elution on a HPSEC systera.dacond step, the glycosyl composition
and linkages of wine oligosaccharides were detexthiny several methods. High resolution
MS spectra of the Carignan and Merlot oligosacdeariractions were obtained on an
AccuTOF mass spectrometer equipped with an elgutagsionization (ESI) source and a
time-of-flight (TOF) mass analyzer.

Oligosaccharides were present at a concentratiod30fand 250 mg/L in Carignan
and Merlot red wines, respectively. Glycosyl residcomposition analysis showed the
presence of mannose, arabinose, galactose, rhanfuosse, xylose, glucose, galacturonic
acid, and glucuronic acid. We show that oligosardea are present in significant amounts in
wines, that they result from the degradation of well polysaccharides and that they have an
extreme diversity, about thirty peaks in ESI-TOk®&pa corresponding each to at least one
oligosaccharidic structure. The ESI-TOF spectradagative mode of the Carignan and Merlot
oligosaccharides showed oligosaccharidic structcoessponding to oligogalacturonic acids,
partially esterified by methyl group (trigalacturomacid detected at m/z 545, m/z 559 and m/z
573) or to the repetition of the basic unit4)-a-D-GalAp-(1- 2)-a-L-Rhg- (1- ] two (m/z
661), or three (m/z 983) times. These units carsuiestituted either by a hexose, or by a
pentose, or by both, but also by deoxyhexose amicracid. The identification of [4-OMe-
GIcA-[Xyl] , -Xylitol] and [4-OMe-GIcA-[Xyl]s-Xylitol] by MS" fragmentation performed on
a mass spectrometer equipped with an ESI sourcea@andn trap mass analyser makes it
possible to explain the presence of xylose in wines

Keywords: Wines, oligosaccharides, Carignan, Merlot, ESI-TOglucuronoxylans,
oligogalacturonic acids, oligorhamnogalacturoniiciac
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Introduction

The macromolecules of wines include polyphenolsptgins and polysaccharides.
Polysaccharides have been thoroughly studied becaligheir technological and sensory
properties in wines. They have the ability to iat#rand aggregate with tannins (Riou,
Vernhet, Doco & Moutounet, 2002), to decrease r@gémcy in wine-like model solutions
(Vidal, Courcoux, Francis, Kwiatkowski, Gawel, ialins, Waters, & Cheynier, 2004), to
inhibit hydrogen tartrate crystallization (Gerbau@Gabas, Laguerie, Blouin, Vidal,
Moutounet, & Pellerin, 1996), to interact with wirsgoma compounds (Chalier, Angot,
Delteil, Doco, & Gunata. 2007), to prevent the fation of protein haze in white wine
(Waters, Pellerin, & Brillouet, 1994), and to fospecific coordination complexes with #b
ions (O'Neill, Warrenfeltz, Kates, Pellerin, Docbarvill,& Albersheim, 1996; Pellerin,
O'Neill, Pierre, Cabanis, Darvill, Albersheim, Mouhet, 1997). The structure and amounts
of polysaccharides released into the wines depenthe wine-making process and can be
modified by enzyme treatment (Ayestaran, Guadal@pkeon, 2004; Doco, Williams &
Cheynier, 2007; Guadalupe, Palacios & Ayestararf§720Unlike wine polysaccharides,
which have been the subject of many studies, digdsarides have never been isolated and
characterized, although their presence in winenswn. Sucrose and various diholosides
were identified in wines (Pellerin & Cabanis, 1998hd a global fraction of oligomers of
homo- and rhamnogalacturonan was described andnshowlecrease during the aging of
wines (Doco, Quellec, Moutounet, & Pellerin, 199@ligosaccharides can be found in
important medicinal, food and agricultural applicas (Qiang, YongLie, & QianBing, 2009).
These natural molecules play a significant roléh plant physiology and in particular in the
initiation of plant defenses responses (Darvill, Abersheim, 1984), but they are also
significant for their physicochemical propertiesclsuas chelation of cations (Cescutti, &
Rizzo, 2001). It is thus necessary to determiner teeact composition in wines and to
analyze their molecular structures in order to dretinderstand the technological and
organoleptic properties associated with them. @abksstructural characterization of
oligosaccharides has been obtained by glycosylliakdge analyses, by NMR or by mass
spectrometry techniques (Duarte, Godejohann, Branm&8praul, & Gil, 2003; Fernandez,
2007). The analysis of oligosaccharides by MS has beeremasdsible by the development of
soft ionization techniques such as MALDI (Matrixseted laser desorption ionization) and
ESI (electrospray ionization). Information in theSIBMS spectra concerning structural
characterization of oligosaccharides can be obdaiog analyzing the ion fragmentation
patterns thanks to the development of analyzets MB/MS or MS facility (Ralet, Lerouge,

& Quémener, 2009).

We describe herein for the first time the purificatof oligosaccharides from red Carignan
and Merlot wines and their characterization by Bfss spectrometry using time-of-flight
(TOF) and ion trap (IT) analysers. The MS technigueved to be particular efficient for the
analysis of mixtures of oligosaccharides and irtipalar for the fraction isolated from wine,
without prior derivatization.

Experimental

Grape samples— Carignan red wine was made from Grapes/iis vinifera cv.
Carignan grown at the INRA experimental Unit stati@Gruissan, Southern France) and
harvested in 2004 at commercial maturity (21.8°Brit00 kg of grape of variety Carignan
was crushed and destemmed using a destemmer-grpahar 100-L stainless steel tanks.

— Merlot red wine was made froMitis Vinifera var. Merlot grapes grown in an
experimental parcel located near Bordeaux in SontkReance (Chateau Goudichaud, Saint
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Germain du puch) and harvested at maturity in 2Q0®kg of Merlot grapes, representive
sampling of the parcel, were destemmed and crustmetidistributed into 200L stainless steel
tanks.

Wine samples— Alcoholic fermentations were carried out at th&RIA experimental

Unit (Gruissan, Southern France) and at the cledtated near Bordeaux (Southern France) in
tanks equipped with temperature control (28°C) &nglto regulate fermentation kinetics. At
the end of alcoholic fermentation, the musts wasged and the wine was stored in 50 L
tanks and added with lactic bacteria to induce faetw fermentation. At the end of
malolactic fermentation, the wine was racked inL3@ox tank and stored at low temperature
(-4°C) to induce tartaric stability. The wines weihen bottled and stored in a cellar at 18°C
until analysis (Doco, et al., 2007; Ducasse, Cafalberes, Lumley, Williams, Souquet,
Fulcrand, Doco, & Cheynier, 2009).).

Isolation of oligosaccharide fractions: Carignan and Merlot wines (5 ml), were
partially depigmented by decolourization onto aucmh of NN Polyamide SC6 (5X1 cm)
previously equilibrated with 1 M NaCl. Wine polysharides and oligosaccharides not
retained on the polyamide column were eluted bye@ volumes of 1 M NaCl (Brillouet,
Moutounet, & Escudier, 1989). High-resolution siaxclusion chromatography was
performed by loading 2 ml of the previous concdsttafraction on a Superdex 30-HR
column (60 X 1.6 cm, Pharmacia, Sweden) with agiteon (0.6 X 4 cm), equilibrated at 1
mL/min in 30 MM ammonium formiate pH 5.6. The elution of polysadtes was followed
with an Erma-ERC 7512 (ErfiaJapan) refractive index detector combined witWaters
Baseline 810-software. One fraction was collecszbading to elution time between 60 min.
and 93 min. The isolated fraction was freeze-drreddissolved in water, and freeze-dried
again four times to remove completely the ammongatt. This fraction corresponds to the
wine oligosaccharide fraction.

Neutral sugar composition as alditol acetatesNeutral sugars were determined as
alditol acetates after TFA hydrolysis by GLC (HsyrHenri, Blakeney & Stone, 1984).
Separation was carried out on a DB225 column (3@26 mm ID; 0.25um film; J&W
Scientific) with hydrogen as carrier gas (0.6 bdeti pressure). Allose was used as internal
standard. (Hilz, Williams, Doco, Schols, & Vorag@006).

Sugar composition as trimethyl silyl derivatives.The neutral and acidic sugar
composition was determined after solvolysis witlyalrous MeOH containing 0.5M HCL
(80°C, 6h), by GC of their per-O-trimethylsilylatedethyl glycoside derivatives. The TMS
derivatives were separated on a DB-1 (temperattogr@mming 120-200°C at 1.5°C/min)
capillary columns (30m x 0.32 mm i.d., 0.25 pum Jilncoupled to a single injector inlet
through a two-holed ferrule, with,tds the carrier gas on a Hewlett-Packard Model %80
chromatograph (Doco, O'Neill, & Pellerin, 2001).

Glycosyl-linkage determination- The glycosyl-linkages composition were
determined by GC-MS of the partially methylateditaldacetates. One mg of polysaccharides
in 0.5 ml dimethylsulfoxide was methylated usinghylesulfinyl carbanion and methyl iodide
(Hakomori, 1964). The methylated materials were ttieated with 2M TFA (1 h at 120°C).
The released methylated monosaccharides were d¢edver their corresponding alditols by
treatment with NaDW and then acetylated (Harrgs al., 1984). Partially methylated alditol
acetates were analyzed by GC GC-EI-MS using a Riagillary column (30 m x 0.32 mm
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i.d., 0.25 um film); temperature programming 1358C 10 min, then 1.2°C/min to 180°C,
coupled to a HP5973 MSD (Vidal, Williams, O'Ne#,Pellerin, 2001).

ESI Mass Spectrometrs Wine oligosaccharide samples (50 pg) in 1:1 Me@dder
(5 uL) were injected directly into an AccuTOF (AccuTORIMS-T100LC, Jeol, Japan) mass
spectrometer equipped with an ESI source and a-dirfight (TOF) mass analyzer in
negative ion modes. The source voltage was se2GQ0-V (negative ESI), the orifice voltage
at -45V (negative ESI), the desolvating chambenperature at 250°C, the orifice
temperature at 80°C, with the mass range being £06fhto 4000 Da. Mass center software
was used for analysis.

Further MS experiments and MSragmentation analysis were performed on a
ThermoFinnigan LCQ Advantage (San Jose, CA) masstspneter equipped with an ESI
source and an ion trap mass analyzer, which wargalted by Xcalibur navigator software.
The mass spectrometer was operated in the posigigafive ion mode in the rangerofz 150
to 1200 and under the same following conditionsire® voltage, 4.5 kV; capillary voltage,
40 V; capillary temperature, 200 °C; and collis@rergy for fragmentation, 25% for M&nd
30% for MS.

Results and discussion

Wine carbohydrates from Merlot and Carignan weralorized on Polyamide SC6, and
then were injected on a Superdex 30 HR column deroto separate polysaccharides from
oligosaccharides. The molecular weight distribugioh polysaccharides and oligosaccharides
of Carignan and Merlot wines are given in figurelhe first peak eluted on Superdex 30 HR
column between 41 to 49 minutes corresponded tpdahesaccharide fraction of highest mass
and rich in PRAGs (Polysaccharides Rich in Arabenasd Galactose) and mannoproteins
(Docoet al., 1999). The second peak eluted between 49 and B@8tesi corresponded to the
fraction classically containing mainly RG-II. (Do&b al., 1999). The fraction eluted in the
range 60 to 93 minutes contained a complex mixafigenall sugars and has been collected as
the oligosaccharide fraction from Carignan and bleslines.

Notable differences of the total oligosaccharidecemtration between these Carignan and
Merlot wines could be observed. The amount of tsdlafraction indicated that
oligosaccharides were present at approximate camdtems of 332 and 252 mg/L
respectively, in the Carignan and Merlot wines ws&d in this study. The differences of
concentration observed between the two wines caelbted to differences in maturity stages
between the cultivars at the time of the harvest, ddso to the different wine making
processes. It is known that the state of cell watld their possible weakening modulates the
extraction of various components, and in particyatysaccharides and oligosaccharides
(Nunan, Sims, Bacic, Robinson, Fincher, 1998; \&¢eRournand, Williams, Sidhoum,
Moutounet, & Doco, 2009), during wine making.

The glycosyl residue composition of Carignan andrlMeoligosaccharides was analyzed
(Table 1). They contain most of the sugars knowmatie@ part in the composition of wine
carbohydrates (Belleville, Williams, & Brillouet993; Doco, & Brillouet, 1993; Waterst

al., 1994; Pellerin, Vidal, Williams, & Brillouet, 1995 ellerin, Doco, Vidal, Williams,
Brillouet, & O’Neill, 1996; Vidal, Williams, DocoMoutounet, & Pellerin, 2003; Ayestaran,
et al., 2004). They include sugars such as rhamnose, naxsdyi galactose, xylose and
galacturonic and glucuronic acids coming from tketp-cellulosic cell walls of grape berries
but also mannose and glucose released from yedgsapoharides. Their identification
confirms the presence of mannan-, arabinogalactahgmogalacturonan- and
rhamnogalacturonan-like structures in red wine adagcharides. Identification of xylose,
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glucuronic and 4-O-Me glucuronic acid residuescatid that traces of hemicelluloses might
be solubilized from grape berry cell walls (Carp&aGibeaut, 1993; Doco, Williams, Pauly,
O’Neill, & Pellerin, 2003) and recovered as oligodaaride structures in wines.

Analysis of the Ara/Gal ratio obtained for oligosharide fractions indicated small
differences, 2.2 for Carignan wine and 2.8 for Mewine. The Ara/Gal ratio is characteristic
of the wine Polysaccharides Rich in Arabinose amtaGose (PRAG) (Vidakt al., 2003;
Doco, Vuchot, Cheynier, & Moutounet, 2003). Theaappears two-fold higher than that of
red wine polysaccharides, usually close to 1 (Det@|l.,2007). The increase of this ratio in
the oligosaccharide fractions suggests a releasaraifiinose or oligosaccharides rich in
arabinose arising from the pectic framework (Carp$t Gibeaut, 1993). The relative richness
of the wine oligosaccharides in homogalacturonaassus rhamnogalacturonans can be
deduced from the rhamnose/galacturonic acid r&traqus, & Meyer, 2009). The low value
determined for this ratio in Merlot oligosacchasd@®.4) indicates that homogalacturonan
predominate, whereas the ratio close to 1 (0.97)ke Carignan oligosaccharides indicates a
majority of rhamnogalacturonan organized with aeegpunit of [ 2)-a-L-Rhgp-(1- 4)-a-D-
GalpA-(1-].

As one might presume that most of the Ara and Gakasociated with pectin hairy regions,
the ratio of (Ara + Gal) to rhamnose was calculdtedstimate the relative importance of the
neutral side-chains to the rhamnogalacturonan lmaekbThese ratios were at 2.8 and 3.1 for
carignan and merlot oligosaccharides, respectividig. ratios Rha/GalA and (Ara + Gal)/Rha
indicate that the carignan oligosaccharides costaiore structures from the hairy regions of
pectins (rhamnogalacturonan like structures cagrymeutral lateral chains), and were the
result of a degradations of grape cell wall berbgspectinases. And, the (Ara + Gal)/Rha
ratio of the merlot oligosaccharides indicate thatrhamnogalacturonan oligomers present in
this wine carrying more neutral lateral chains.

Analysis of the glycosidic linkages enabled us étednine the structure of oligosaccharides
that were released into the must during winemakialgle 2). Mannose was linked in2, in
-3, in - 3,6 and in non-reducing terminal position in malatios very similar in the two
wines. These linkages correspond to those typiclliynd in yeast mannoproteins with
consist mainly of many small chains with one-torf@mimannose residues im-(1-2) or
(1-3) linked on the protein part (Ballou, 1976; SaeiniMercereau, & Vezinhet, 1991,
Waters,et al.,1994). The oligosaccharides (Table 2) containatiiaose linked in-5 and in

- 3,5 characteristic of branched arabinans on thenmogalacturonan chain of the pectins
(presence of 2- and 2,4-Rha) (Vidat, al., 2003), and terminal arabinose which may arise
from both AGPs and arabinans. It also containedmadthyl ethers corresponding to the
galactose linked in -3; -6; -3,6; -4,6 and -3,4ijftkages that are found in AGPs (Peller,
al., 1995; Vidal, et al, 2001). The presence of 2,3@imethyl and 3,4-d®-methyl-D-
xylopyranose in the methylation analysis showed i@ wine oligosaccharides contain xylan
structures, arising from the {44) and (32)-linked xylose chain units. Moreover
identification in the glycosyl residue analysistioé 4-O-methylated glucuronic acid (table 1),
and the presence of 3,4-@HmethylD-xylopyranose (table 2) indicated that the wine
oligosaccharides contained 4-O-metbybligoglucurono-xylan structures (Ebringerova &
Heinze, 2000).

The ESI-TOF spectra in the negative ion mode of@hegnan and Merlot oligosaccharides
are given in figure 2. The MS spectra showed aljoslaccharide molecules as the
deprotonated [M-H]ions. The predominant ions observed in the masstigpwere ions at
m/z 605, 661, 837 and 983 for Carignan oligosacchayided ions ain/z545, 559, 605, 661,
737 and 983 for Merlot oligosaccharides. The iobhseoved atm/z 661, 837 and 983
correspond probably to the deprotonated tetrasadeha[(1- 2)-a-L-Rhg-(1- 4)-a-D-
GalpA],, to the pentasaccharida:D-GalpA-(1 - 2)-0-L-Rhgp-(1 - 4)-a-D-GalpA-(1 - 2)-a-
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L-Rhg-(1- 4)-a-D-GalpA and the hexasaccharide: [2)-a-L-Rhag-(1- 4)-a-D-GalpA];
respectively. The ions amh/z 545, 559 and 573 correspond to the trigalacturanid and to
the trigalacturonic acid methylated once or twiespectively (figure 2B) coming from the
homogalacturonan backbones of the pectins. Thegegalacturonans are the result of a
pectinolytic activity present during the maturatioh the grape berry and/or during wine
making.

Negative ESI-M8 provides a sensitive means for structural analykidigosaccharides. The
MS" fragmentations of each oligosaccharide from winerewperformed on a mass
spectrometer equipped with an ESI source and atragnmass analyser. Figure 3 shows, as
an example, the MSspectra of the [M—H] ion at m/z 837 obtained from the Carignan
oligosaccharides. The fragment ions observed itMB&spectra are usually named according
to the nomenclature of Domon & Costello (Domon &s@thlo, 1988). The fragmentation of
oligosaccharides in the negative-ion ESI‘M8ondition involves the cleavage of the
glycosidic linkage between two monosaccharides,thadragmentation across the glycosidic
bond leading to mainly C- and Z-type ions (Kérnamberg, ChristensenMikkelsen, &
Roepstorff, 1999; Quéméner, Desire, Lahaye, Debeau& Negroni, 2003).). The MS
fragmentation (figure 3) of the ion at/z837 showed the presence of a fragment iom/at
661, due to the loss of a galacturonic acid res{d@é uma). The M&fragmentation (figure
3) of the ion atm/z 661 gave a fragment ion at/z 515 corresponding to the loss of the
rhamnose residue (146 uma). In the same manneM®eand MS spectra (figure 3) of the
ion atm/z515 showed the presence of a fragment iam/aB39, due to the loss of a second
galacturonic acid residue (176 uma), followed by lthss of a Rha residue (146 Da), resulting
in an ion aim/z175. All spectra showed the presence of an iontaless of a water molecule
(18 mass units). For example, the ionsné 819 and am/z 643 corresponded to the loss of
18 mass units by the ion a/z837 and by the ion at m/z 661, respectively. Anofi@nt of
the MS' spectra was the presence of a fragment ion dtieettbss of 60 mass units from the
parent ion, i.e. ion an/z777 for parent ion an/z837 (figure 3, M$ spectrum), and this loss
was specific of a 1.4 linkage and when a-D-GalpA residue was at the reducing end of
oligosaccharide.

The fragmentation scheme makes it possible to wunthat the ion am/z 837 have the
following  structure: a-D-GalpA-(1 - 2)-a-L-Rhg-(1 - 4)-0-D-GalpA-(1 - 2)-a-L-Rhag-
(1-4)-a-D-GalpA and corresponds to an oligosaccharide arising mfrothe
rhamnogalacturonan regions of pectins as a refdkgradation of grape cell wall berries by
pectinases during grape maturation and/or wine mgaki

The MS/MS spectrum obtained for the iomat 605, which was the major ion, observed in
the merlot wine oligosaccharide and less abundathe carignan wine is given in figure 4.
The spectrum showed the presence of an ian/at73 due to the loss of a fragment of 32
mass units from the parent iom/g 605) that can be assigned to loss of methanol.idiat
m/z529 must be due to the loss of a carboxyl groomfthe ion atn/z573. The presence of
an ion atm/z415 in the spectrum due the loss of 190 mass oarie explained by the loss
of a methyluronic acid residue. The MS/MS spectafiion atm/z415 showed the presence
of fragment ions ain/z 283 andm/z 265, due to the loss of a pentose residue (-132) wm
the loss of pentose with,B (-150 uma), followed for the ion at/z283 by a second loss of
pentose residue (-132 uma) to give an iom&at151 (Figure 4, M3spectrum). The ion an/z
151 would correspond to a pentitol. The comparsiothe fragmentation of iom/z605 with
glycosyl and glycosidic-linkage analysis made isgble to propose a structure for this ion
found in all the wines. It would thus consist oODMe-glucuronic acid (4-OMe-GIcA), two
xylose residues (Xyl) linked in-14, and a xylitol residue in non-reducing positi@he MS
fragmentation of commercial xylitol (figure 4.8 (from Sigma)and the M$ fragmentation
of the ion atm/z 605 (figure 4 B,) are consistent which corroborates the presendtisf



Annexe 1 224

pentitol. This type of structure has been previpuagscribed from olive fruit glucuronoxylan
(Reis, Coimbra, Domingues, Ferrer-Correia, & Domieg) 2004) and it is characteristic of
xylan families, more precisely of the 4-OMe-gluawaylans. The presence of
glucuronoxylan-like structure is consolidated by ghresence of an ion at/z 737 which
corresponds to the following structure [4-OMe-GIPAA] ,-Xylitol], that is to say one more

xylose residue compared to the iomdkz605.

The structures (figure 4C) suggested for this clageharide present in wines is an
assumption based on the mass fragmentation andeglire confirmation by isolating and
by characterizing this oligosaccharide. Nevertleldbe beam of analytical data obtained
(glycosyl and glycosidic-linkage analysis, mass cspen....) indicated that this
oligosaccharide is present in all the wines analyipe this study or in other wines coming
from various origins (data not show). The charazation of these oligosaccharides (4-OMe-
GIcA-[Xyl] -Xylitol and 4-OMe-GIcA-[Xyl],;-Xylitol) rich in xylose residues makes it
possible to explain the presence of xylose in winfethe fractions of low molecular weight
(Docoet al.,1999). The presence of these of oligosaccharidesng from the hemicellulosic
cell wall structures shows that these polysacckarigre modified and/or hydrolyzed either
during the maturation of grape berry or/and dunmge making. Hemicelluloses are not
identified in soluble polysaccharides of the wimal anly these fragments of 4-OMe-oligo-
glucuronoxylan are present in oligomer fractions.

In conclusion, for the first time, we have isolatadd characterized the oligosaccharide
fractions of two red wines by three complementagthuds: glycosyl composition analysis,
glycosidic-linkage and analysis by mass spectroméfiass spectrometry is a powerful tool
used to identify and determine the structure of dhngosaccharides and in particular those
coming from pectins (Ralegt al., 2008 ). Its use has enabled us to identify theouar
structures of oligosaccharides present in theifmastisolated from wines. The identification
by ESI-TOF MS of oligoglucurono-xylan make it pdssi to propose a structure for these
oligosaccharides rich in xylos&@hese molecules and other oligosaccharides idedtifi wine
represent the degraded structures of polysacclsaddginated from the grape berry cell wall, as a
result of endogenous present in grapes or exogeeonmgme activity, added by the winemakers,
present during the various stages of the wine ngakifihe use of mass spectrometry for
oligosaccharide analysis will make it possible tiadg the influence of various techniques of wine
making : fermentation off skins, red wine makinkinsmaceration, enzyme treatment, etc..... on the
final contents and composition of oligosaccharime®ine and the properties that could be related to
the presence of these molecules in wines.
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Table 1

Glycosyl composition (mole percentage) of oligo$aciles isolated
from wine

Carignan Merlot
Rhd 13.5 9.4
Fuc 0.5 0.5
Ara 26.5 21.6
Gal 12.2 7.6
Glc 13.6 13.1
Man 10.1 9.4
Xyl 6.1 9.8
Gal A 13.9 23.0
Glc A 1.5 15
4-O-MeGlc A 15 2.9
Xylitol 0.7 1.2
Conc mg/L 332.7 252.0

Ratio

Ara/Gal 2.17 2.84
Rha/Gal A 0.97 0.40
(Arat+Gal)/Rha 2.86 3.10

2Rha, Rhamnose;; Fuc, Fucose;; Ara, Arabinose;; Galactose; Glc, Glucose;
Man, Mannose;Xyl, Xylose; Gal A, Galacturonic adlg A, Glucuronic acid;
4-O-MeGilc A, 4 O methyl Glucuronic acid
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Table 2
GLYCOSYL LINKAGE COMPOSITION (MOLE PERCENTAGH OF OLIGOSACCHARIDES
FRACTIONS ISOLATED FROM WINES

Glycosyl residue Linkage Carignan Merlot
2,3,4-Rhamnose Terminial 3.6 3.2
3,4-Rhamnose 2-linked 17.0 14.1
3-Rhamnose 2,4-linked 1.7 25
2,3,4-Fucose Terminal 2.0 0.6
2,3,5-Arabinose Terminal furanose 11.2 6.3
2,3,4-Arabinose Terminal pyranose 1.7 2.2
2,5-Arabinose 3-linked 1.6 0.7
3,5-Arabinose 2-linked 0.7 0.5
2,3-Arabinose 5-linked 11.2 17.4
2-Arabinose 3,5-linked 3.2 2.4
2,3-Xylose 4-linked 5.7 10.8
2,3,4,6-Galactose Terminal - 0.7
2,3,4-Galactose 6-linked 2.1 1.1
2,4,6-Galactose 3-linked 3.4 3.1
2,3,6Galactose 4-linked 4.1 2.3
2,4-Galactose 3,6-linked 1.7 1.3
2-Galactose 34,6-linked 1.5 1.3
2,3,4,6-Glucose Terminal 1.9 15
2,3,4-Glucose 6-linked 4.4 5.0
2,3,6-Glucose 4-linked 1.1 2.4
2,4-Glucose 3,6-linked 2.9 1.7
2,6-Glucose 3,4-linked 2.1 1.5
2,3,4,6-Mannose Terminal 6.0 5.7
3,4,6-Mannose 2-linked 5.1 6.8
2,4,6-Mannose 3-linked 2.2 2.4
2,4-Mannose 3,6-linked 1.9 2.1

42,3,4-Rhamnose is 1.5di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-metimgmnitol, etc....
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Figure Captions

Fig. 1. Purification by high-resolution size-exétus chromatography of oligosaccharide
fractions isolated from Carignan and Merlot red @gnon Superdex-30HR column. The
hatched area indicates the oligosaccharide frestioat were collected.

Fig. 2. Negative ESI-TOF spectra of the oligosaddeafraction of Carigan wine (A) and
Merlot wine (B).

Fig. 3. Structure and spectra of RBagmentation by ESI-TI in negative mode of iomdk
837. The fragment ions are named according to tiaenclature of Domon & Costello
(Domon & Costello, 1988). (a) MSpectrum of the ion parentmtz837 ([M—HJ); (b) MS®
spectrum of the ion an/z661 from them/z837 ion ([M—HJ); (c) MS' spectrum of the ion at
m/z497 from the ion am/z661 ([M-H]) and (d) MS spectrum of the ion an/z339 from
them/z497 ion ([M-HJ).

Fig. 4. (A) Negative ESI MSspectra of a deprotonated molecule [M=kjn atm/z605 from
wine oligosaccharide fractions. 3 Negative ESI M&spectrum of ion atn/z605 and (By)
Negative ESI MSpectrum of Xylitol. (G) andCy,)) Possible structure for ion at/z 605,
which corresponds to the following structure 4-OleA-[Xylose]-Xylitol.
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C(a) 283 265 151
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ANNEXE 2. SPECTRES DE MASSE EST-TI DES OLIGOSACCHARDES DES VINS
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Effect of macerating enzymes on the polypheno! and polysaccharide composition of Meriot wines after
20 months of ageing was studied over three vintages {2004, 2005, 2006 ). Pectinase rich enzyme prepara-
tions, by degrading grape berry cell walls, led to 3 modification of the molecular weight distribution of
polysaccharides released into the wines. Enzyme-treated wines contained more Rhamnogalacturonan

1 {RG-11} and less polysaccharides rich in arabinose and galactose {PRAGs) over the three vintages. The
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enzyme treatment also modified wine polyphenol composition An increase of colour intensity, of derived
pigments resistant to sulphite bleaching and of proanthocyanidins {condensed tannins) was observed,
modulated by vintage effect. Principal Component Analysis of all the data indicated both vintage and
enzyme effects. Beside the vintage effect separating the wine samples, the impact of enzyme treatment
on wines was established for each year.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved

1. Introduction

Pectinase rich enzyme preparations obtained from Aspergilius
sp. are commonly used in red wine-making t maximise the
extraction of free-run juice during maceration, to aid in clarifica-
tion and filtration, and to facilitate the processes {Canal-Uaubéres,
1993 ) Pectinases act on the pectic substances which occur as the
structural polysaccharides in the middle lamelia and primary grape
cell wall {Pinelo, Arnous, & Meyer, 2006 ). The polysaccharidic frac-
tion of wines includes polysaccharides rich in arabinose and galact-
ose {PRAGs) such as type Il arabinogalactan-proteins {AGPs] and
arabinans, Rhamnogalacturonans {RG-! and RG-li} coming from
the pecto-celluiosic cell walls of grape berries {Doco & Brillouet,
1993; Pellerin et al., 1996; Pellerin, Vidal, Williams, & Brillouet,
1995; Vidal, Williams, Doco, Moutounet, & Pellerin, 2003}, and
mannoproteins {MPs) released by the yeasts during fermentation
{Liaubéres, Dubourdieu, & Villetaz, 1987; Waters, Wallace, Tate,
& Williams, 1993). The structure and amounts of polysaccharides
released in wines depend on the wine-making process and can
be modified by enzyme treatment {Ayestaran, Guadalupe, & Leon,

* Corresponding author. Tel: +#33 4 99 61 22 98: fax: +33 99 61 28 57,
E-muil wldress: cheynier @ upagroanrafr {V. Cheynier).

(308-8146/8 - see front matter © 2009 Hsevier Lid. Al nights reserved.
doi: 10,1016 foodchem 2009.04. 130

2004; Doco, Williams, & Cheynier, 2007; Guadalupe, Palacios, &
Ayestaran, 2007} Polysaccharides are one of the main groups of
macromolecules of wine. They have been thoroughly studied be-
cause of their technological and sensory properties in wines, They
play a role in the colioidal stability of wines through their ability to
interact and aggregate with tannins. Polysaccharides do not pre-
vent initial tannin aggregation but they influence particle size evo-
lution {Riou, Vernhet, Doco, & Moutounet, 2002). RGIl enhances
fannin particle size, suggesting co-ageregation between RGH and
tannins, It has been shown to decrease astringency in wine-like
mode! solutions {Vidal er al,, 20604} and is also known (o inhibit
hydrogen tartrate crystallisation {Gerbaud et al,, 1996). The effect
of enzymes on wine polysaccharide composition has been already
studied (Doco et al, 2007): an increase of RG-I and a decrease of
PRAGs were observed, along with a particular modification of
AGPs, with loss of their terminal arabinose residues. Additon of
macerating enzymes to the mash is also commonly performed to
increase the extraction of phenolic compounds, and especially
anthocyanins which are the red pigments of grapes, and thus to en-
hance wine colour intensity. However, studies on the effect of en-
zymes on wine colour and anthocyanin content have led to
conflicting results {Sacchi, Bisson, & Adams, 2005 ): some publica-
gons have shown an increase of anthocyanins {Kelebek, Canbas,
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Cabarogly, & Selli, 2007; Revilla & Gonzalez-Sanjose, 2003} or an
increase of colour {Bakker, Bellworthy, Reader, & Watkins, 1999;
Ducruet, An, Canal-Llauberes, & Glories, 1997), while others have
reported a decrease of anthocyanins (Wightman, Price, Watson, &
Wrolstad, 1997) or of colour {Bautista-Ortin, Martinez-Cutillas,
Ros-Garcia, Lopez-Roca, & Gomez-Plaza, 2005). These discrepan-
cies may be due to differences in grape polyphenol compositions,
in their extraction rates into the wines, and in their reactions in
wine, depending on many parameters, such as the cultivar, the
maturity of grape berries, and the wine-making techniques. in-
deed, the colour of red wine is not only due to anthocyanins ex-
tracted from the grape skins but also to various products formed
during wine-making and ageing In particular, tannins {i.e. pro-
anthocyanidins, which are oligomers and polymers of flavan-3-
ols such as catechins) that play a significant role in the taste of
wines {Cheynier et al, 2006} and contribute to the colour stability
of red wines as they react with anthocyanins to form derived pig-
ments such as tannin-anthocyanin and anthocyanin-tannin ad-
ducts {Fulcrand, Atanasova, Salas, & Cheynier, 2004; Salas,
Fulcrand, Meudec, & Cheynier, 2003). Tannin extraction is modu-
lated by their interactions between them and with polysaccha-
rides. In particular, it can be impeded by their adsorption on
polysaccharides of the cell and vacuole walls {Renard, Baron,
Guyot, & Drilleau, 2001). The effect of macerating enzymes on tan-
nin concentration has been evaluated using a precipitation method
{Romero-Cascales, Fernandez-Fernandez, Ros-Garcia, Lopez-Roca,
& Gomez-Plaza, 2008), and from absorbance measurements at
280 nm performed directly on wines {Kelebek et al,, 2007) or after
fractionation of wine proanthocyanidins {Bautista-Ortin et al,
2005): an increased extraction of annins was commonly observed.
However, to our knowledge, no information is available on the ef-
fect of enzyme treatments on wine proanthocyanidin composition.
Methods based on acid-catalysed cleavage in the presence of a
nucleophilic agent ({thiolysis, phloroglucinolysis), foliowed by
HPLC analysis of the resulting depolymerisation products, have
been developed to determine the quantitative and qualitative com-
position of wine proanthocyanidins. Their application has enabled
the characterisation of seed {Prieur, Rigaud, Cheynier, & Moutou-
net, 1994), skin {Souquet, Cheynier, Brossaud, & Moutounet,
1996) and pulp {Mane et al., 2007) proanthocyanidins, thus making
it possible to monitor their extraction into the wine {Morel-Salmj,
Souquet, Bes, & Cheynier, 2006} and to establish refationships be-
tween tannin composition and astringency {Vidal, Francis et al,
2003). In this study, the effect of macerating enzymes on the poly-
saccharide and polyphenol composition and the colour of Merlot
wines was determined over three vintages. Due t their impor-
tance in red wine quality, proanthocyanidin quantitative and qual-
itative compositions were determined by phloroglucinolysis.

2. Materials and methods
2.1. Grape materials
Raw materials for this study were grapes from Vitis Vinifera var.

Merlot grown in an experimental parcel located near Bordeaux in
Southern France and harvested at maturity {Table 1} over three

M.-A Ducasse et al /Food Chemistry 118 2010) 369-376

vintages (2004, 2005 and 2006 ). Analyses at harvest [reducing sug-
ars {RS) measured by a colorimetric method {01V, 2005}, total acid-
ity {TA), weight of grape berries (W}, pH, anthocyanins at pH 3.2
determined by Glories's method (Ribéreau-Gayon, Glories, Mau-
jean, & Dubourdiey, 2004) {ApH3.2), absorbance at 28D nm
{D0280}] were performed by SARCO (Laffort laboratory, France).

22. Preparation of trials

One hundred and seventy kilograms of grapes, representive
sampling of the parcel, were destemmed and crushed, and distrib-
uted into 2001 stainless steel tanks. Bisulphite {6 g/hl) was first
added. After homogenisation, different enzymatic preparations
were added: enzyme A {Vinozym Vintage FCE, Novozymes,
Denmark, a preparation of pectinases, mainly containing polyga-
lacturonase purified from cinnamoyl esterase activity for red
wine-making) was applied at 3.5 g/100 kg either alone or together
with enzyme B {Vinoflow FCE, Novozymes, Denmark, a purified
preparation of pectinases and beta-glucananses for red wine mat-
uration} at 5 g/hl Abbreviations used for trials are the following:
control wine {control), enzyme A {A); enzymes A and B {AB),
vintages: 2004 coded 04, 2005 coded 05, 2006 coded 06.

2.3. Wine-making

After 12 hof maceratdion at 12 °C, all fermentations were started
by implanting Excellence SP {commercial yeast, Lamothe-Abiet,
Bordeaux, France) at 20 g/hl and were carried out in 200 | stainless
steel tanks equipped with temperature control enabling to regulate
fermentation kinetics. Alcoholic fermentation started at 15 °C; the
temperature was allowed to rise during fermentation and was then
maintained at around 24-25 °C. When alcoholic fermentation was
finished {11 days), the free-run juice of each trial was transferred
to one 2001 tank. After devatting, the young wines were kept at
20-21°C to favour malolactic fermentation using thermoregula-
ton. Freeze dried bacteria culture was inoculated at 1 g/hl to in-
duce malolactic fermentation. Wines were filtered after 6 months
of ageing on clarifying 20 x 20 cm cellulose-Kieselguhr Seitz
K200 plates prior to bottling. Wine samples were stored in the
wine experimental cellar until analysis. All wines were analysed
after the same period of ageing, i.e. 20 months after the end of alco-
holic fermentation.

24. Preparation of total soluble polysaccharides of wines

The wine polysaccharides were isolated as previously described
{Vidal, Williams et al, 2003). Wine {2.5 ml} was evaporated in cen-
trifugal evaporator {EZ-2, Genevac®, Ipswich, UK). The residue was
dissolved in 0.5 miof water toobtain wine concentrated five times.
Ethanol {2.66 ml, 95%) containing 0.5% HO was added w obtain a
final concentration of 80% ethanol. After one night at 4 °C, wine
polysaccharides were precipitated and the supernatant was elimi-
nated after centrifugation {10 min, 15,000 rpm). The pellet that
corresponds to total wine colloids was dissoived in 1 ml of H;0
{Millipore). The oligosacchandes and salts contained in the total
colloids were eliminated by retention on a column {4 mi) of an

Table 1
Enclogical data at harvest of the three vintages.

Vintage Date of harvest RS' (g} TA (HaSDsgll) W {200 grape berries} (g} pH A% pH =32 {mgll) DO280°
2004 09/29/2004 215 28 379 35 852 57
2005 09/15/2005 br¥] 364 312 334 10m7 65
2006 09/21/2006 232 354 350 347 963 82

1: Redudng sugars, 2: total acidity, 3: weight of 200 grape berries, 4: anthocyaning at pH = 32 determined by Glories method 5 absorbance at 280 nm
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ion exchange mixed resin {Mix Bed Resin AG 501-X8, Bio Rad):
wine polysaccharides, not retained, were eluted by 2.5 bed vol-
umes of H;0. Tota!l soluble polysaccharides were obtained after
the freeze drying of water eluted materials.

2.5. Analysis of polysaccharides

The molecular weight distribution of the wine polysaccharides
was determined by high-performance size-exclusion chromatog-
raphy (HPSEC) using a system equipped with a 234-Gilson sam-
pling injector {Roissy, France}, a LC-10 AS Shimadzu pump
{Kyoto, Japan). HPSEC elution was performed on two serial Sho-
dex Ohpak KB-803 and KB-805 columns {0.8 x 30 cm; Showa
Denkko, Japan) connected to a ERC-7512 refractometer (Erma, Ja-
pan} at 1 mi/min flow rate in 0.1 M LiINQs. The apparent molecu-
lar weights were deduced from the calibration curve established
with a pullulan calibration kit {P-400, M,y = 380,000 P-200,
My = 1865,000; P-100, My, =10D,000; P-50, My, =48,000; P-20,
My = 23,700; P-10, My, =12,200; P-5, My = 5800; Showa Denko
KK, Japan). The calibration equation was log M, = 28321~
1.04 « tR (R~ column retention-time at peak maximum, and
% = 0.697). Neutral monosaccharides were released after hydroly-
sis of wine polysaccharides with 2 M trifluoroacetic acid (75 min
at 120 °C) {(Albersheim, Nevins, English, & Karr, 1967). They were
then converted to the corresponding alditol acetate derivatives by
reduction and acetylation and quantified by GC analysis {Harris,
Henry, Blakeney, & Stone, 1984) using a fused silica DB-225
{210°C) capillary column (30 m x 0.32 mm id., 0.25 um film)
with Hy as the carrier gas on a Hewlett-Packard Model 5890
gas chromatograph. The different alditol acetates were identified
on the basis of their retention time by comparison with standard
monosaccharides. Neutral sugar amounts were calculated relative
to the internal standard {myo-inositol). Polysaccharide composi-
ton of each wine was estimated from the concentration of indi-
vidual glycosyl residues, determined by GC after hydrolysis,
reduction, and acetylation, that are characteristic of the known
wine polysaccharides as previously described {Vidal, Williams,
O'Neill & Pellerin, 2001). The calculation of the wine polysaccha-
ride concentrations takes account of the composition of charac-
teristic monosaccharides as well as hydrolysis yield {Doco,
Quellec, Moutounet, & Pellerin, 1999}

2.6. Sample preparation and analysis of wine polyphenols

2.6.1. Analysis of anthocyanins and tannin-anthocyanin dimer
adducts

Anthocyanins and tannin-anthocyanin dimer adducts were
analysed by direct injection of wines into the HPLC system.
HPLC-DAD analyses were performed using a Waters 2690 system
equipped with an autosampler system, a Waters 996 photodiode
array detector, and a Millenium 32 chromatography manager soft-
ware {Waters, Milford, MA). Separation was achieved on a re-
versed-phase Atlantis dC18 column {250 x 2.1 mm id, Sum
packing) protected with a guard column of the same material
{20 2.1 mm id, 3 um packing) {Waters, Milford, MA). The elu-
ton conditions were as follows: 0.250 mi/min flow rate; oven tem-
perature 30 °C; solvent A, water/formic acid {95/5 v/v); solvent B,
acetonitrilejwaterfformic acid {80/15/5 v/vjv); elution began iso-
cratically with 0% B during 5 min, then continued with linear gra-
dients from O¥ to 10% B in 20 min, from 10% to 20% B in 15 min,
from 20% t 45% B in 15 min, from 45% w 60% B in 15 min, from
60% to 80X B in 5 min, followed by washing and re-equilibration
of the column. The injection volume for all samples was 5 ul Acal-
ibration curve was established using malvidin 3-O-glucoside from
Extrasynthese {Genay, France) to quantify red pigments at 520 nm
as equivalent malvidin 3-O-glucoside.

26.2. Analysis of tannins

Tannins were analysed by HPLC after acid-catalysed cleavage
in the presence of excess phloroglucinol as previously described
{Kennedy & Jones, 2001). The protoco! was adapted for analysis
of wine tannins as follows. Wine (4 ml) was evaporated in cen-
trifugal evaporator {EZ-2, Genevac®, ipswich, UK} The residue
was dissolved in 4 ml of water/acetic acid {98/2 vjv} and 1 ml
was applied on a C-18 solid phase extraction cartridge (Waters,
Vac tC18 3cc) using the RapidTrace™SPE workstation {Caliper Life
Sciences, Hopkinton, MA). Sugars and organic acids were eluted
with 5mi of water/acetic acid {98/2 v/v) and phenolic com-
pounds recovered with 8 ml of methanol. Methy! paraben {2 g/
1) was added as an internal standard. An eluent volume of
8 ml was evaporated to dryness under vacuum, redissolved in
200 @l of MeOH containing 0.2 N HO, 50 g/l phloroglucinol, and
10 g/l ascorbic acid and heated for 20 min at 50°C. Then, an
equivalent volume of aqueous 200 mM sodium acetate was
added to stop the reaction. Released terminal subunits and
extension subunit-phloroglucinol adducts were analysed by HPLC
using a Waters 2690 system with a reversed-phase Atantis dC18
column {Waters, Milford, MA; 5 um packing, 250 ~ 46 mm id.)
protected by a guard column of the same material
{20 x 4.6 mm id.; Waters, Milford, MA} and with a Security-
guard™ cartridge C18 (Phenomenex, Torrance, CA: 4.0 x 3.0 mm
id.) The mobile phase was a gradient of water/acetonitrilef/for-
mic acid {80/18/2 vjvjv; solvent B} in water/formic acid {98/2
viv; solvent A}, at a flow rate of 1 mi/min at 30 °C Proportons
of solvent B were as follows: 0-5 min with 0% B; 5-35 min, 0-
10%; 35-70 min, 10-20%; 70-75 min, 20~100%; and 75-80 min,
100-0%. The injection volume for all samples was 10 ul. The pro-
anthocyanidin units were detected by a Waters 995 photodiode
array detector and quantified from peak areas at 280 nm using
external calibration with known concentrations of flavan-3-ol
monomers from Sigma {Saint Louis, MO} and flavan-3-oi-phioro-
glucinol adducts, purified in the laboratory. Each analysis was
performed in triplicate. These analyses gave access to total pro-
anthocyanidin content, their mean degree of polymerisation
{mDP}, and the percentage of each constitutive unit {i.e. cate-
chin, epicatechin, epicatechin gallate {¥gal), epigallocatechin
{Zege). The mDP was calculated as the ratio between the
summed molar concentrations of all released constitutive units
and the summed molar concentrations of terminal constitutive
units.

2.7. Spectrophotometric measurements

Absorbance measurements were made with a SAFAS® UV mc2
spectrophotometer {Monaco) and colour indices were deduced
from these absorbance measurements as previously described (Ata-
nasova, Fulcrand, Cheynier, & Moutounet, 2002; Glories, 1984;
Somers & Evans, 1977). All the absorbance measurements were
converted to a 10-mm light path cell and a dilution of 1 before cal-
culating indices. Absorbance values at 420, 520, and 620 nm were
measured, 30 min after addition of acetaldehyde, in a 1-mm light
path cell Hue {H) was calculated as A420{A520 and colour intensity
corrected of bisulphite {Clcorr) as A420 + A520 + AB20. Wine pig-
ments corrected of bisulphite at wine pH {WPcorr) was defined as
the absorbance at 520 nm, 30 min after addition of acetaldehyde.
Colour due to derivatives resistant to sulphite bleaching was deter-
mined at 520 nm in a 1-mm light path celi, 30 min after addition of
a metabisulphite solution, and sulphite bleaching resistant pig-
ments {PRsoz) was calculated. Total pigments at acidic pH {Pyia )
was determined from absorbance at 520 nm with a 10-mm light
path, 4 h after a 100-fold dilution in HO 1 M. Total polyphenol
index (TPI) was determined from absorbance at 280 nm with a
10-mm light path after a 100-fold dilution.
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2.8. Statistical analysis

Data are expressed as the average of three measurements. ANal-
ysis Of VAriance {ANOVA) and Principal Component Analysis{PCA)
were carried out with the software XISTAT {Addinsoft, Paris,
France). The analytcal data were centred and normalised before
being treated by PCA.

3. Results and discussion
3.1. Effect of enzymes on wine polysaccharide profile

The polysaccharides isolated from Merlot wines have the same
molecular weight distribution as previously described in Carignan
{Doco et al,, 1999) and Tempranillo {Guadalupe & Ayestaran, 2007}
wines {Fig. 1}, A first peak eluting between 14 and 16.5 min corre-
sponds to mannoproteins {MPs) released from yeast during fer-
mentation; a second peak eluting between 165 and 18 min
corresponds mainly to a mixture of arabinogalactan-proteins
{AGPs), arabinans, and few MPs; and a third peak eluting between
18 and 19.2 min corresponds mainly to Rhamnogalacturonan i

e CONYOIOS
Ce ADS
——— ABGS

e T

Relative refractive index
N

4 7 f?'%,“v—‘/’:- T

control08

Retention time {min.)

Fig. 1. Maolecular weight distribution of polysaccharides isolated from 2004 wines
{A}, 2005 wines {B} 2006 wines (T}

{RG-1I) with AGPs and MPs of lower molecular weight Pectinase
addition leads to a modification of the molecular weight distribu-
tion of wine polysaccharides (Fig. 1). A shift from higher to lower
molecular weight polysaccharides is observed in enzyme-treated
wines; the decrease in the second peak indicates that AGPs and
arabinans have been pardy degraded to lower molecular weight
polysaccharides, while the increase of the third peak may reflect
a release of both lower molecular weight polysaccharides and of
RGH due to an extended cell wall degradation, as shown earlier
{Doco et al., 2007). The enzyme effect on the AGP peak seems to
be dependent of vintage. The decrease of the AGP peak in en-
zyme-treated wines was more pronounced in 2004 and 2006
{Fig. 1A and C, respectively) than in 2005 (Fig 1B). This phenome-
non may be due to a difference of maturity {Table 1) of grape ber-
ries between the three vintages.

32. Effect of enzymes on polysaccharide composition

Concentrations in MPs, PRAGs and RG-II were estimated from
the concentration of individual glycosy! residues { mannose, arabi-
nose, galactose, rhamnose, fucose, xylose, apiose, 2-0-methyi-fu-
cose and 2-O-methyl-xylose) determined by GC after hydrolysis,
reduction and acetylation. All the mannose is attributed to yeast
MPs. PRAGS, representing mainly arabinogalactan-proteins and
arabinans in wines, are estimated from the sum of galactose and
arabinose residues. RG-11 is calculated from the concentration of
apiose, 2-0-methyl-fucose and 2-0-methyl-xylose. Fig 2 presents
the concentrations of MPs, PRAGs and RG-II in mg/l in wines. The
data confirms the interpretation of molecular weight distribution
profiles. The use of pectolytic enzymes modified the composition
of the polysaccharides released from cell walls in wines as shown
by a decrease of PRAG concentration and an increase of RG-{i con-
centration. The loss of PRAGs was more pronounced in 2006 than
in 2004 (Fig. 2A and C, respectively) and was not observed in
2005 {Fig. 2B). Again, this may be related to differences in grape
maturity between the three vintages, as suggested above. As ex-
pected, no significant effect of pectolytic enzymes on MPs was
observed.

33. Effect of enzymes on wine colour

Total polyphenol and wine colour indices {Table 2) were de-
duced from the absorbance measurements {Glories, 1984; Somers
& Evans, 1977). Colour intensity was measured after addition of
acetaldehyde to release anthocyanins eventually involved in bisul-
phite adducts (Atanasova et al., 2002). Large vintage differences
were observed in the absorbance values. Thus, the total polyphenol
and colour intensity values were higher in 2005 than in 2004 and
2006 at 20 months of ageing, suggesting that higher maturity was
reached in this vintage. Indeed, monitoring of colour intensity and
total polyphenol index during alcoholic fermentation {Fig. 3)
shows a faster increase of these indices during the first days of fer-
mentation in 2005 {Fig. 38) than in 2004 and 2006 {Fig. 3A and C
respectively). In 2005, the extraction kinetics were identical in en-
zyme-treated wines and in the control wine. In contrast, in 2004
and 2006, TPI values were significantly higher in the treated wines
than in the controls throughout fermentation. The total polyphenol
index values after 20 months of ageing were also significantly
higher in the enzyme-treated wines than in the control except
for enzyme A in 2006. This suggests that the plant cell wall degra-
dation induced by the enzyme treatment resulted in increased
phenolic extraction from grapes andjor that changes in the wine
polysaccharide composition enhanced the solubility and stability
of phenolic compounds during wine ageing. The absorbance at
520 nm {WPcorr) and colour intensity {Clcorr) values were also
higher in the enzyme-treated wines, after 20 months of ageing
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for vintages 2004 and 2006, suggesting higher extraction of pig-
ments from the grape berries andjor higher conversion of anthocy-
anins to derived pigments in wines obtained with enzymatic
treatments. The latter hypothesis is confirmed by a higher fevel
of sulphite bleaching resistant pigments {PRgo2) in the treated
wines than in the control wines, as genuine grape anthocyaning
are bleached by sulphites while some derived pigments are not
This was not observed for the 2005 wines which showed higher
values compared to the others. It seems that enzyme addition
has no effect on Total Polypheno! index {TP1} and Colour Intensity
{Clywhen using grapes with high initial values of these parameters,
as above mentioned and shown by their monitoring of during alco-
holic fermentation (Fig. 3B). Finally, the total pigment values mea-
sured in acidic conditions {ensuring conversion of all anthocyanins
and derivatives to their flavylium pigment forms) were constant

over the three vintages and litde affected by the enzyme treat-
ments. This indicates that the higher colour intensities measured
in the 2005 wines are due to enhanced stabilisation of the pig-
ments in the wines through formation of derived pigments or
copigmentation rather than to a higher concentration of grape
anthocyanins. Indeed, the sulphite bleaching resistant pigments
contributed about 50% of the red colour in the 2005 wines and only
40% in the other two vintages, confirming that conversion of antho-
cyanin pigments occurred faster in the 2005 wines. The hue values
were higher in the 2006 wines than in the other two series but
were not modified by enzyme treatment.

34. Effect of enzymes on polyphenol composition

Tannin concentration (T) their qualitative composition {mDP,
%gal, ¥ege), anthocyanin (ACN) concentration and tannin-anthocy-
anin adduct {TA) concentration are presented in Table 3. The en-
zyme-treated wines contained larger amounts of tannins than
the control wines over the three vintages. Tannin composition
was also qualitatively different in the treated wines. Their mDP
were slightly higher than in the control wines. This may be due
to easier extraction of higher molecular weight tannins as aresults
of the increased degradation of grape cell walls induced by enzyme
addition. In all cases, tannins released into the wines are mainly
tannins from skins as evidenced by the Xegc. A slight but signifi-
cant effect of enzymes on %gal was observed in 2004 and 2006.
Inconsistent effects of enzyme treatments on the concentrations
of anthocyanins and tannin-anthocyanin adducts measured by
HPLC were observed (Table 3 ACN, TA). It should be emphasised
that the concentration of native anthocyanins reflects both their
extraction from the grape and their subsequent reactions in wine.
The colour properties are not related to anthocyanin concentra-
tions but depend, on one hand, on the nature and proportions of
genuine anthocyanins and derivatives formed from them during
wine-making, on the other hand on copigmentation phenomenon.
Anthocyanin derivatives include TA adducts which are mostly col-
ourless at wine pH but also other types of pigments that contribute
colour in wine. The relative amounts of these various compounds
depend on the concentrations of tannins and anthocyanins and
on their molar ratio which are modified by enzyme treatment.
The increase of colour intensity of enzyme-treated wines was not

Table 2
Wine colour indices vver the three vintages.

Trials Clorr? W2 e Wreorr'™®  PRan'®  Paia’
2004 vintage

Controld 1007 a 0574 b 369a 57 a 23t a 124 ab
AD4 1086 b 0.567 a 447 ¢ 627 b 258 b 1306
ABO4 1140 ¢ 0572b 403b 549 ¢ 270c¢ 117 a
p-Vahe peOHo0l p<0OI pelin PpOGO01  p<HO001 p<005
2005 vinlage

Control(5 1479 ¢ 0581a 405a BB 441 b 125a
ADS 351 a 0.579 a 443 ¢ ER 375 a 136 b
ABOS 1426 b 0.588 b 4180 801b 380 a 1356
p-Valie p<0000! p<005 p<QO0! p<fBO01 p<0001 p=<005
2006 vintagy

Control06 962 a 0.836 b 367 a 549 a 2R a 128 b
ADG 1080 ¢ 06132 366a 597 ¢ 241 ¢ 121a
ABDS 1032b 0.647 ¢ 391 b 5.86 b 238 b 131 b
pVahe p<0GO0! p<0001 p<O@s P00 p<GO0] p<{005

1 Average of three measurements, one-factor ANOVA a same letter means no
significant difference within each vintage, 2: colour intensity rrected (Abs
G20 nm + Als 520 mun + Abs 520 nm with acetaldehyde}, 30 hue {Abs 220 nmAbs
520 nm without acetaldehyde ) 4: Total Pulyphenals Index: absorbanae at 280 nm,
5 wine pigments corrected {Abs 520 nm with acetaldehyde | 6: pigments resisting
o sulphite bleadung {Abs 520 nm with 505, 7 pigments at acidic pH < 1{Abs
520 nm in HAL
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related to a higher concentration of residual native anthocyanins in
these wines. Thus, it is presumably due to other phenomena such
as increased formation of derived pigments and enhanced copig-
mentation as a result of increased extraction of tannins {Fulcrand
et al., 2004; Salas et al., 2003}, It has been shown that the colour
stability of malvidin 3-glucoside solutions was decreased in the
presence of flavan-3-ol monomers but enhanced in the presence
of procyanidin oligomers, especially as their the degree of poly-
merisation increased (Malien-Aubert, Dangles, & Amiot, 2002).

3.5, Vintage effect versus enzyme effect

Principal Component Analysis was performed on all the data
generated from polysaccharide and polyphenol analysis and spec-

wophotometric measurements of the nine wines. The first and sec-
ond Principal Components explained together 65.71% {PC1 36.43%
and PC2 29.28%) of the total variance (Fig. 4). Projection of the
wines on the first two PCs (Fig. 4A) shows a separation of the three
vintages along the first two axes while control wines and enzyme-
treated wines are separated along the second axis. PC1 is mainly
associated positively with anthocyanins (ACN), hue {H}, and tan-
nins, and negatively with MPs, PRAGs, Clcorr, WPcorr, TPI, and
PRsoz {Fig. 4B). It contrasts 2006 wines, which show higher levels
of free anthocyanins, H, and tannins, lower values of polysaccha-
rides, and lower total polyphenol index, with the 2005 and, to a
lesser extent, 2004 wines that exhibit higher values for total poly-
phenol and colour indices. Anthocyanin concentration is anti-cor-
related with Clcorr {R = -~ 0.78), absorbance at 520 nm at wine pH
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Table 3
Polyphenal composition of Merlot wines over the three vintages.
Trials T2 (mgll) mbp'3 %gal'# Segc'S ACN'S (mg/l) TAY {mgfl)
2004 vinlage
ControlD4 425 a 465 a 238a 1790 a 633 b 135a
AD4 S18 b 498 b 329b 1842 a 555 a 133a
ABDG 524 b 512b 333b 1878 a 554 a 142a
p-Value p<adi peddl p<0.001 ns p<005 ns
2005 vintage
Control0s 447 a 484 a 242b 2253 a 251 a 1.18a
ADS 558 b 5320 3.16¢ 2231 a 529 b 225b
ABOS 520 ab Bi1¢ 135a 2343 a 584 ¢ 185 b
p-Valie p<aos p<am p<Q001 ns. P <0000 p<os
2006 vinlage
ControlD6 572a 496 a 1568 a 2435¢ 852 b 162¢
ADB 583 a 518 b 210b 2402b 576 a 131a
ABUS 648 b 511b 218B¢ 233%a B33 b 146 b
p-Vakie p < 00001 p<oml p<0.0001 p<0.0001 P <0.0001 p<0o

1: Average of three measurements one-factor ANOVA a same letter means oo significant difference withinvach vintage, ns indicate no significant, 2: tannin concentration, 3:
mean degree of depolymerization, 4:% of epicatedhin gallate subunits, 50 ¥ of epigallocatechin subunits, 6: anthocyanin concentration, 7: flavanol anthowyanin dimer

concentration.
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Fig. 4. Principal Component Analysis of the polysaccharide, polyphenol and spedrophotometnic data of 2004, 2005, 20006 wines: projection of the wines on principal
wmpunent 1 {PC1} and principal component 2 (PC2}, control wine coded control: enzyme A coded A enzymes A and B coded AB vver three vintages: 2004 wded 04, 2005
coded 05, 2006 coded 06, (B} Correlation scatterplot of the chemical and spectrophotometric variables with PCY and PC2.

{WPcorr; R= ~0.74) and PRy {R = ~0.78), these three values being
highly correlated, again meaning that wine colour after 20 months
of ageing is mostly due to derived pigments { Fulcrand et al, 2004;
Salas et al, 2004). Total polyphenol index appears correlated with
colour indices but not with anthocyanins or tannins and thus is
mostly contributed by derived pigments. PQ2 is associated posi-
tvely with mDP, Py, T-A, Zegc, and, to a lesser extent, to tannins
and colour indices and negatively with PRAGs and MPs concentra-
tons {Fig. 4B} TA and Pyy., are positively correlated (R=+0.72),
suggesting that the T-A dimers can serve as markers of a large class
of T-A adducts which represent the majority of pigments in wine
acidified to pH < 1. These adducts, {ike anthocyanins, are coloured
at acidic pH but do not contribute much to red colour at the wine
pH. Within each vintage, the enzyme-treated wines are distin-
guished from the control wines along the second axis, on one hand,
by their higher contents of RGH and lower levels of PRAGs, related
o enzymatic degradation of plant celf walls, on the other hand, by
their higher tannin content, higher values of mDP, indicating an in-

creased extraction of tannins as a result of increased cell wall deg-
radation. The 2004 wines are also distinguished from the other two
vintages by their higher amounts of PRAGs and MPs.

in conclusion, the effect of enzyme treatment has been demon-
strated for each vintage, especially with regards to RG-land tannin
concentrations. This effect is more or less marked depending on
the vintage. In particular, the increase in colour and degradation
of PRAGs was not observed in 2005, possibly due to differences
in grape maturity. This should be investigated further. No effect
on wine anthocyanin concentration was observed. However, in
2004 and 2006, higher colour indices in the enzyme-treated wines
indicate that the enzyme treatment either resulted in higher
anthocyanin extraction followed by their conversion to other pig-
ments or favoured reaction mechanisms yielding derivatives that
are pigmented in wine. Indeed, the enzyme treatment leads to an
increase of pigments resistant to sulphite bleaching which contrib-
ute o wine colour. No effect was observed on the concentration of
TA adducts which are mostly colouriess at wine pH but appeared
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correlated to the red colour measured under acidic conditions
{pH < 1}. Finally, changes in polysaccharide composition induced
by enzyme treatments may impact the colloidal structure and
the mouth-feel properties of phenolic compounds in wines, as
shown earlier in model solutions.
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