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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).
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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



Introduction Bibliographique 37

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
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» 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 jour