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Contribution a la connaissance aromatique des vins rouges :

Approche sensorielle et moléculaire des nuances « vegétales, vertes » en lien avec leur origine

La famille aromatique du végétal dans les vins rouges recouvre une large diversité de nuances. Nos travaux
révélent que celles-ci n’ont pas toujours de lien direct avec les composés connus (2-méthoxy-3-alkylpyrazines,
alcools en C6). Aussi, aprés avoir été définie sensoriellement, les déterminants moléculaires de cette famille
d’odeurs ont été recherchés en s’appuyant, a partir de vins représentatifs, sur différentes techniques de
fractionnement (CLHP, distillation sous vide) puis MDCPG-O-SM. Une premiere origine de ces nuances a été
développée, celle associée a la maturité des raisins. La présence du 1,8-cinéole (eucalyptol), avec des notes
« vertes », selon une origine variétale en lien avec la maturité des raisins a pu étre attestée dans les vins de Cabernet
Sauvignon. La capacité d’un cépage a en produire des quantités significatives (Fer Servadou) ainsi qu’une origine
exogene associée a la présence d’une espéce d’armoise au vignoble (Artemisia verlotiorum) sont aussi établis. Une
autre origine d’apparition des nuances végétales a été considérée : le pressurage des marcs. Cette étude montre le
lien étroit entre la catégorie aromatique des vins de presse et la famille du végétal. En outre, elle révele la présence
de divers marqueurs odoriférants, en particulier le (Z)-4-heptenol dont I’évolution est corrélée au niveau de
pression et la contribution sensorielle établie, a I'inverse de la plupart des alcools en C6 ; de méme qu’elle suggére
I"implication de plusieurs composés carbonylés a I’odeur caractéristique des vins de presse. L’influence des
parametres technologiques (inertage, pression, SO, FML) est aussi précisée. La présence du salicylate de méthyle
comme marqueur de défense de la plante contre plusieurs maladies cryptogamiques (mildiou, black rot, esca) et
comme contributeur a I’odeur végétale de certains vins rouges a enfin pu étre démontrée.

Mots clefs : vins rouges, arémes végétaux, notes vertes, maturité, pressurage, origine exogene, 1,8-cinéole,
salicylate de méthyle

Contribution to the aromatic knowledge of red wines :
Sensory and molecular approach of the green nuances related to their origin

The green aromas family includes in red wines a large diversity of nuances. First, this study revealed that
these nuances are not directly related to known compounds (e.g. 2-méthoxy-3-alkylpyrazines, C6 alcohols). After
a sensory definition, the molecular determinants of these aroma nuances were investigated based on fractionation
strategies including HPLC and vacuum distillation then MDGC-O-MS. A first source of nuances associated with
grapes ripeness was developed. The presence of 1,8-cineole (eucalyptol) with a varietal origin was evidenced in
Cabernet Sauvignon wines. The ability of a grape variety to produce significant amounts (Fer Servadou) and an
exogenous origin associated with the presence of Artemisia species in vineyards (Artemisia verlotiorum) were also
highlighted. Another origin, related to the pressing of grape marc was then considered. This study shown the
connection between the aromatic category of press wines and the green aromas. Furthermore, it revealed the
presence of odoriferous molecules including (Z)-4-heptenol, with a sensory contribution, associated to the increase
of pressure in the press tank, but not for the majority of C6 alcohols. It also suggested the involvement of several
carbonyl compounds in the characteristic odor of press wines. The influence of technological parameters (without
oxygen, pressure, SO2, malolactic fermentation) was also specified. Finally, this study revealed the presence of
methyl salicylate as a plant defense marker against several fungal diseases (downy mildew, black rot, esca) and as
a contributor to fresh green aromas of certain red wines.

Keywords : red wines, green aromas, ripeness, pressing of marc, exogenous origin, 1,8-cineole, methyl salicylate

Université de Bordeaux, ISVV, Unité de recherche (Enologie, EA 4577-USC1366 INRA, Bordeaux INP,
210 Chemin de Leysotte, CS 50008-33882, Villenave d’Ornon, France.



A mes parents,



Remerciements

Il serait impensable d’entamer de tels remerciements sans que j’exprime ma profonde
gratitude au professeur Philippe Darriet, directeur de I’'unité de recherche Enologie. Il m’a
accueilli au sein du laboratoire qu’il dirige en me permettant de méler ma passion du vin et de
I’cenologie a ce projet, ce défi : cette thématique de recherche qui nourrissait ma curiosité et ma
sensibilité d’cenologue. Au cours de ces trois années, il m’a accordé confiance et liberté, tout
en me donnant les moyens indispensables a celles-ci. Sa connaissance scientifique et sa hauteur
de vue ont fait office de phare guidant notre navire ; sa qualité humaine lui a permis d’affronter
les tumultes en conservant I’espérance de le mener a bon port. Qu’il soit alors assuré de mon
estime et de mon impérissable reconnaissance.

Je remercie Monsieur Kees Van Leeuwen, Professeur a Bordeaux Science Agro, de
m’avoir fait le trés grand honneur d’accepter de présider le jury de thése. Il 'y a plusieurs années,
lorsque je dévorais ces cours d’agronomie avec passion, j’étais bien loin d’imaginer le retrouver
a une telle occasion. Je m’en réjouis et lui témoigne de ma plus haute considération.

Je remercie également les autres membres du jury, Madame Ana Escudero, Professeur a
I’université de Saragosse ; Monsieur Roland, Doyen de I’école de Changins ; Monsieur Thierry
Thomas-Danguin, Chargé de recherche au Centre du Godt et de I’ Alimentation de Dijon. Leur
expertise, leur disponibilité et les échanges constructifs que nous avons pu avoir ont
indiscutablement enrichi ce travail. Qu’ils trouvent ici une marque de déférence.

Je remercie le Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche ainsi que la
société Bucher-Vaslin de leur soutien financier a ce projet.

Je remercie par la méme plusieurs propriétés et laboratoires cenologiques de leur soutien
matériel : Chateau Lagrange, Chateau Cheval Blanc, Chéateau Pape Clément, Chateau Haut-
Bergey, Chateau Dauphiné-Rondillon, Chéateau Pichon-Longueville Comtesse, Chateau Baron
Pichon-Longueville, Chéateau Petit-Village, Etablissements Jean-Pierre Moueix, Laboratoire
Oeno-Conseil, Centre Enologique de Pauillac avec une pensée particuliere a Madame Sandra
Duboscq, cenologue, dont I’eil expert et attentif m’a guidé sur la piste d’Artemisia Verlotiorum.
Dans ce cadre, je remercie aussi Monsieur Alain Badoc, Maitre de conférence a I’'unité de
recherche Enologie, de sa précieuse aide dans I’identification de cette espéce.

Je me dois aussi de porter un remerciement particulier a Sophie Tempére, Maitre de
conférence a I'unité de recherche cenologie, pour ses remarquables conseils sur I’analyse
sensorielle, mais aussi pour sa gentillesse et sa grande disponibilité. Qu’elle soit assurée de
toute mon estime.



Je suis également reconnaissant envers Warren Albertin, Maitre de conférence a I’unité
de recherche cenologie, pour ses conseils et ses observations avisés qui ont permis, bien souvent,
d’éclairer les obscures statistiques du logiciel R.

Je remercie toute I’équipe du laboratoire des « procédés » dirigée par Madame Martine
Mietton-Peuchot, Professeur de I'université de Bordeaux, d’avoir hébergé I’cenologue
expérimental que je suis en lui permettant de réaliser un grand nombre de microvinifications.
Je pense aussi aux enseignements que j’ai effectués a leur coté. Leur jovialité n’a jamais manqué
d’égayer ces quelques années par de beaux éclats de rire. Que Rémy, Fabrice, Arnaud, Robin,
Rémy (2), Soizic, Sandra, Marie, Juliette soient certains de ma sympathie a leur égard.

Je remercie ’'UMR d’Ecophysiologie et Génomique Fonctionnelle de la Vigne de
m’avoir accueilli généreusement, toujours avec gentillesse et pédagogie, pour la réalisation des
broyages de matiéres végétales.

Je remercie aussi nombre de personnes appartenant a ce grand et beau navire qu’est
I’ISVV et avec qui j’ai pu avoir d’excellents rapports professionnels durant les années passées
en ce lieu : chercheurs et enseignants-chercheurs, personnels administratifs, informatiques ou
de maintenance.

Je témoigne toute ma reconnaissance aux stagiaires que j’ai été amené a encadrer et dont
la contribution est indissociable de ce projet : Coline Thomas, Chloé Ferron, Vanille-Charlotte
Achaintre, Bastien Giraud, Pierre Moulis, Marie Malepeyre, Margaux Chaminade. Chacun, a
son échelle, selon sa formation initiale, sa sensibilité et le temps qu’il avait & sa disposition, a
apporté — toujours avec grand intérét et motivation — les éléments indispensables a la
construction de cette thése. Qu’ils sachent que ce fOt un réel plaisir de les avoir @ mes cotés
dans cette aventure scientifique, mais aussi humaine.

Je n’oublie ce que je dois a I’équipe du laboratoire, a commencer par Pascaline Redon,
notre technicienne. Dois-je la remercier de m’avoir supporté durant toutes ces années ?
Assurément. Mais je tiens surtout a lui exprimer ma profonde reconnaissance pour son soutien,
pour nos échanges, nos réflexions, nos interminables discussions, et méme parfois nos
différends qui se sont toujours soldés sur une note constructive. Elle trouvera en ces mots le
témoignage de toute mon affection et de toute mon amitié.

Je remercie aussi Cécile Thibon, chargé de recherche INRA, de nos nombreux échanges,
du travail que nous avons réalisé ensemble et de I’article qui en a suivi. Elle a toujours su, en
s’appuyant sur son expérience, me prodiguer les conseils adéquats. Qu’elle soit pleinement
assurée de ma consideration.



Je remercie Alexandre Pons, chercheur détaché de Seguin Moreau, pour nos discussions
scientifiques, techniques et cenologiques, toujours tres enrichissantes. Je salue sa grande
expertise scientifique.

Je n’oublie pas, bien sar, les autres membres de I’équipage, des coéquipiers avec qui j’ai
pu travailler quelques mois ou quelques années : Rakusa, Lemia, Caroline, Fannie. J’exprime
une pensée toute particuliere a Blandine, ma « coéquipiere de thése » ; je la remercie de ces trois
années passées a avancer conjointement. A tous, je formule des voeux sincéres de bonheur et de
réussite dans les nouvelles directions qu’ont empruntées leurs vies.

Je pense aussi a Jacques, fidele compagnon de route et des moments difficiles. Nous
avons commencé l'aventure ensemble, le méme jour, avec la méme passion et les mémes
espérances. Treés vite, par nos prolixes échanges, nous avons enrichi respectivement nos cultures
cenologiques et brassicoles et les avons soudées autour d’une réelle amitié qui, selon Montaigne,
se nourrit de la discussion. Cette expérience nous a changée, nous a construit, nous a grandi. Je
le remercie de son soutien et lui souhaite tous mes veeux de réussite et d’épanouissement
personnel dans sa nouvelle perspective.

Je remercie Takis de sa gentillesse, de sa simplicité et de sa clémence — certainement
d’origine méditerranéenne — dont la constance que je salue force la plus haute admiration. Qu’il
sache que ce fOt un véritable plaisir de travailler a ces cotés durant ces quelques années et qu’il
trouve ici le témoignage de mes meilleurs sentiments ainsi que de ma plus sincere et de ma plus
fidele amitié.

Enfin, je remercie Lucile. L'un comme l'autre, nous avons connu des fluctuations, des
bouleversements, d0 faire face aux épreuves matérielles et psychologiques inhérentes a tout
projet de recherche et de thése. C’est ainsi qu’une étonnante complicité et une amitié sincére se
sont forgées. Je la remercie de son soutien de tous les instants et lui souhaite une entiere réussite
professionnelle et personnelle.

J’exprime une pensée a mes anciens maitres de stage. Je remercie Roland Hellmann,
chercheur a I'université de Grenoble, pour ces quelques mois passés a ces cOtés qui m’ont
transmis, trés tot, le godt de la recherche et de la démarche scientifique. Je remercie Etienne
Charrier, directeur technique du Chateau Prieuré-Lichine, de m’avoir transmis, avec gentillesse
et passion, de nobles connaissances sur la vinification des grands vins rouges de Bordeaux. Je
remercie Philippe Guigal, ainsi que toute sa famille, de m’avoir accueilli quelques mois, avec
une exceptionnelle gentillesse, au sein de leur domaine et permis d’en apprendre un peu plus
sur ces vins merveilleux de la vallée du Rhéne Nord qu’ils élaborent avec passion et savoir-
faire. J’apporte une pensée chaleureuse a Georges et a sa femme, dont cette expérience nous a
permis de nouer des liens d’amitié durables.



Au travers d’une pensée, je rends hommage au Professeur Denis Dubourdieu qui nous a
quittés récemment. Je salue le scientifique, le vinificateur et le professeur dont la vision du vin,
poétique et éclairée, n’a jamais manqué de séduire I’étudiant que j’étais. Incontestablement, les
nombreuses graines qu’il a semées germeront encore longtemps dans mon esprit, ainsi que dans
celui des passionnés et des amoureux du vin.

Je remercie tous mes collégues et amis cenologues, membres de I’Union des (Enologues
de France, membres de I’observatoire des pratiques cenologiques, membres de I’équipe
organisatrice du congreés des cenologues, membres de I’association des cenologues de Bordeaux,
et les autres.

Je remercie mes amis — la famille choisie — qui portent chacun en eux un fragment de
I’épanouissement nécessaire a une vie, et qui m’ont apporté un soutien indéfectible depuis tant
d’années. J’ai une pensee toute particuliere pour Romain dont nos parcours sont intimement
mélés depuis de nombreuses années, au point méme de soutenir nos théses a quelques mois
d’intervalle. Je pense aussi a Fabien et Angela, a VVanh et Lucille, a Simon et Coralie, a Nadége
et Thibaut, mais aussi @ Robin, Raph, Camille, Jordan, Florent, Dimitri, Nelcy, Alexis et Sylvie,
Raphaél et Julie, Nicolas et Solange, Quentin, Pierre, et bien d’autres encore. Je les remercie
simplement d’étre ce qu’ils sont.

J’exprime de tout coeur ma reconnaissance a mes parents, sans qui rien n’aurait jamais été
possible. Je les remercie d’avoir toujours été présents, de m’avoir offert les moyens de
I’intelligence et de la réflexion, de m’avoir donné I’éveil et la curiosité des choses, de m’avoir
encouragé a aller toujours plus loin et a donner le meilleur de moi-méme pour ne jamais avoir
a s’arranger avec le regret, de m’avoir laissé la liberté de vivre mes passions, de choisir mes
ambitions tout en m’offrant les moyens, le soutien et les mots pour les atteindre.

Enfin, je finirais ces remerciements par une pensée émue et toute particuliére pour
Clémence, celle qui partage ma vie et qui m’a accompagnée et soutenue durant toute cette
aventure. Jamais un prénom n’avait aussi bien été associé & une personne. Sa constance, sa
douceur, sa gentillesse, son intelligence, sa clairvoyance et sa patience ont été autant d’éléments
de soutien et de réconfort essentiels a la réussite de cette thése qui lui appartient dans une large
mesure.



“II faut toujours connaitre les limites du possible. Pas pour s'arréter,
mais pour tenter I'impossible dans les meilleures conditions.”

Romain Gary


http://evene.lefigaro.fr/citation/faut-toujours-connaitre-limites-possible-arreter-tenter-impossi-29763.php
http://evene.lefigaro.fr/citation/faut-toujours-connaitre-limites-possible-arreter-tenter-impossi-29763.php

SOMMAIRE

INTRODUCTION GENERALE .....cocoiiiiiiiiiiieisses e 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ...ttt 5}
1. LES AROMES VEGETAUX/IVERTS ..ottt sttt 6
Lo GBNEIALITES ...ttt bbb bbb bbb bbb ne b e 6
1.2.  Les nuances aromatiques végétales/vertes dans 185 VINS .......c.ccoviiveiiieiiieiiiesie e sie e eee e 9
1.2.1. DETINMILION ...ttt bbb bbb bbbt bbb e 9

1.2.2. L’impact des nuances « végétales » dans la perception fruitée des vins rouges ..........ccecevvevevenane. 11

1.3.  Les composés contribuant aux nuances aromatiques « végétales » des vins rouges................... 13
1.3.1 LS METNOXYPYTAZINES. ... eveeeeenieeieeite et iesteeste et steeste st e ste e et e see e s e ateenteaseeateeneeaneesseenseaneenaeeneeanean 13

1.3.2. LeS COMPOSES AlIPNALIGUES .......c.vereeeiieeieieie ettt et e st e nte s e sreeneeaneesaeeneeenean 20

1.3.3. LS COMPOSES TEIPENMITUES ... veeveeeeeeeesiesteesteeseestee e st e ste e e eteeseees e ateeseeaseesseeneeaseesseenseaseesseeneeanenn 24

1.34. Les COMPOSES SOUFTES VOIALIIS ........eeveeiiiieieieee ettt 28

1.35. AAULTES COMIPOSES . ...eve e ieeieeetee et e et e e et e ste e e et e e sae e s ee et e e ateeseeemeeneeaneeaseeneeaneeaseeseeneeareenseaneennean 30

2. LES METHODES D’ANALYSE DES COMPOSES VOLATILS EN ENOLOGIE....................... 32
2.1, MELhOTES 0 EXIFACTION. ... .ottt bbbttt b e b be e 32
2.1.1. Généralités sur les techniques d’eXITACTION. .........coviiieiie e 32

2.1.2. Principales techniques d’extraction appliquées a ’ENOIOGIE ........ccceervvreereeieiie e 32

2.1.3. Comparaison des performances des méthodes d’eXtraction..........c.cccverveieiieereniienieeie e 34

2.2.  Meéthodes de séparation et A aNAIYSE........cveiieiieiie e 35
2.2.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a I’Olfactométrie (CPG-O) ........ccceovvververirrnene. 35

2.2.2. La Chromatographie en Phase Gazeuse multidimensionnelle.............ccoccovviiiiinieieiinene e 37
2.2.2.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse bidimensionnelle (CPG-CPG).........ccccccevvvivriinnrienennn. 37

2.2.2.2. La Chromatographie en Phase Gazeuse bidimensionnelle compréhensive ou Chromatographie
intégralement bidimensionnelle (CPG X CPG).....c.uoiuiiiiiieeeie ettt nee st neeaneas 38

2.2.3. La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)..........ccooovviiiiiinieie e 40

2.3.  Exemple de méthodes d’analyse de composés volatils dans le vin : les méthodes de dosage des 2-
méthoxy-3-alkylpyrazines et leur optimisation par I’utilisation des plans d’expérience ....................... 42

3. L’ANALYSE SENSORIELLE ......ooiiiiiiiiiii i 44



3.1, LA PErCePLiON UES OUEUIS. .......ueeiieieieieeitee e tee ettt e ettt et et e e e s e e e sbe e et e e sbbeeasbeesnbeeanbeeennnee e 44

3.11 INEFOTUCTION ...ttt bbbttt b bbbt b bbbt nb b nne s 44
3.1.2. Physiologie du SySteme OIfaCtif..........ccoviiiiiieirie e 44
3.1.2.1.  La MUQUEUSE OIfACTIVE. .....veevieieieieeiie ittt e et te s e st e aeereesteeneeareeneeenes 45
3.1.2.2.  LeS rECEPLEUNS OIfACHITS ... .eoviiieieieciic ettt neeenes 46
3123, Le BUIDE OIfACHIT. .....eieeeiceee e 47

3. 124, Le COMEX CEMBIIAL. ... c..iiiiiiiiiiee bbb 47

3.2, LeS iNteraCtionS PEICEPLIVES .....ciueiiiieieiiiieeitie ettt et e ettt et e et e e be e e ebee e snbeeanbeesnbeeenes 48
3.2.1. Les MEcanismes PhYSIOIOGIGUES ........veeveiueeieeie ettt ettt seeaneeaneeeeeneas 48
3.2.2. La perception d’un MEIANGE 0 00U .......cuiieeieiee ettt sreeseeaneesreeeeaneas 48
3.2.2.1.  Lamodulation QUAITTATIVE .........ccveruieieeieiie ettt e st e st neesneeneeenes 49
3.2.2.2.  Lamodulation QUANTITALIVE .......c.eeiiiieiiiieieeie sttt sttt neeaneeneeenes 51

3.2.3. Les interactions perceptibles €N ENOIOGIE .........ovviiieiiiie i 53
3i2.3. L. GNBIANITES. ...ttt 53
3.2.3.2.  Exemple d’interactions perceptives pouvant contribuer a moduler les nuances « végétales »...... 54

3.3 L78valuation SENSOMIEIIE .....c..oiuiiiiee e 55
3.3.1 INEFOTUCTION ...ttt bbbttt bt bbbt bt bbb b nne s 55
3.3.2. Les notions d’évaluation qualitative et QUANTITALIVE ............cceeririiiiee e 56
3.3.3. LeS BPreuVeS SENSOTIEIIES ........eeiiieii ettt tesneenaeeneeenean 56
3.3.3.1.  Les EPreuves diSCIIMINALIVES ........ccviieeierierieesiesiee e esee st seesteesteeee et e naeaseesreenaeaneesreeneeaneeneeenes 56
3.3.3.2. LS BPreUVES ESCIIPLIVES .....viivierieeeieiteeie et sie et sttt ee st te st e nte et e nae e s e steeaeaneenteeneeaneeneeenes 57
3.3.3.3.  LES EPreuveS NBUONIGUES. ......civeeeeeeieiteeie et ie ettt e te et e st te st e steeee et e nte s e s teeaeaneeseeeneesreeneeenes 58

3.34. Les facteurs conditionnant le résultat de I’évaluation..............cccoeiiiiiiiiiiiiii e 58

4. LA NOTION DE TYPICHITE ..ottt e e e e e e 60
4.1, DEFINITION AU CONCEPL. ..ttt ittt ettt e e be et e et e e nbeenbeesteenaeeneees 60
4.2.  Exemple d’études sur a typiCite deS VINS..........cciiiuiiiiiiiiiiieiie e 62
5. LES VINS DE PRESSE...... ..otttk e et e e e b e e e e b e e e e neeas 64
5.1.  Origines et proc&dés d’8labOrations..........c.cccueiiieiireiiieiiie e 64
5.2.  Principales caractéristiques des VINS 08 PrESSE .....cviiuriiueiiueiieiiesiresiesreseesaeseesnesseesseesseens 65
5.2.1. Caractéristiques phySiCO-ChIMIGUES .........coiiiieieiie it ee e e enes 65

5.2.2. Caractéristiques OrganOIEPLIQUES .........cevieiiieeierieieeie ettt sie e ee st e ste et e st e e reesteeneeareenneanes 66



MATERIELS ET METHODES ..o 67

L. GENERALITES ....oco ittt ettt ettt ettt tesee 68
1.1, RaiSins €t Matlriel VEGELAL.........ccoviiiieiii e 68
1.1.1 Préparation des eXtraits de FAISIN ........cccviiiiieeieiie it e st et e st e neeaneesaeeneeeneas 68
1.1.2. Préparation des extraits d’Artemisia vulgaris et Artemisia verlotiorum ...........c.ccoooevvvvieieeiennenn. 68
1.2. MICTOVINITICAIIONS. ...ttt 69
1.3, Réalisation des SSaiS 08 PreSSUIAGE ... ..vivrerreiretrettesieesteesteesteesteesteesseesssesseesseesseesseesssesseenns 69
1.4, Constitution des MilIeUX MOUIES ..........oiiiiiiiii i 71
ST Y | OO TPV 72
1.5.1. Présélection de vins utilisée pour I’étude du champ lexical associée au descripteur « végétal » ....... 72
1.5.2. Vins commerciaux et expérimentaux utilisés pour I’étude des corrélations entre les nuances
aromatiques végétales et les marqueurs MOIECUIAITES CONMNUS...........coviireriireeieerieniee e areeseee e sreeseeeeesreeneeanens 73
1.5.3. Vins obtenus a partir des eXpérimentations de PreSSUTAgE .........eivvevereereeieneereeiesreeseeeeesreeneeanees 75
1531, MIlIESIME 2013 ...ttt bbbt bbbt b bbb bbbt b e bbb 75
1.5:3.2. MIIESIME 2015 .....cuiieiitiiiieee etttk bbb bbbttt b e bbbt b ettt nb e b b 75
1531, MIlIESIME 2014 ...ttt bbb bbbttt b ekttt b bbb b e 76

O T O 10 1= ]9 o T 1] USRS 76
2. ANALYSE SENSORIELLE .......ooioiie et 77
2.1.  Conditions expérimentales et parametres GENErAUX ..........ccueiveireriueriueriresiesireseesneseeseessnens 77
2.2, PNl .. 78
2.3, EPreUVES QESCIIPTIVES. ....vvevvveeeieeeeetee ettt ee ettt ettt ettt s s s s s ennnnanas 79
2.3.1 Génération d’un vOCADUIRITE TIDIE..........cviiiiiiiiiic e 79
2.3.2. Evaluation de I’intensité de desCripteurs 0UOFANES ...............cc.overeerereieeresisieesieseseesesseseseessieseneens 80
2.3.2.1. Caractérisation d’un MElange DINAITE ..........c.ovviiiiiiiie e 81

2.4, EPreuves diSCrMINALIVES. ............cccveveveverereeeeesceseeeeseeseeetsteee e et e et eteseseseses s s s s s snenenas 81
2.4.1. TESEETANGUIAITE. ... eceei ettt et te e e ste e te e s e sbeenseeneesteeneesneenneans 81
2.4.2. Seuil de dBteCtion OIFACLIVE ..........oiiiiieiei e 82
2.5.  Evaluation du niveau d’eXemPIarite................cccoveveveeereeeeeeecccceeeeeeee et 83
2.5.1. Famille aromatique du « végétal » et du « fIUite ».....oovueiiiiiiiiiiiiii e 83

2.5.2. Catégorie aromatique « VIN A€ PIESSE M ....veerureeiureriuieiieertieesiieasteeasteesteeesteeanteeaseeesseeasseesseesnneessneas 84



3. ANALYSE INSTRUMENTALE ...ttt 85

3.1, Produits chimigques eMPIOYES ..........ooiiiiiiieiesieei ettt 85
3.2, Techniques d’extraction et de fraCtionNEMENT...........ccuiiiiiiiiiiie e 86
3.2.1. EXEraCtion PAr SPIVIE ... ..oouiiieeiiiiie ittt sttt ettt et este s e steenteeneenteeneeaneenaeeneeanean 86
3.2.2. Extraction liquide/liquide deS VINS FOUQES.......c.iiuriieaierieieeiesiee e eree st eestee st eesneeseeaneesneeneeeneas 86
3.2.3. DISHIHAtION SOUS VIR .....cvieeieeee bbb bbb b 87
3.2.4. Fractionnement par CLHP SEMI-PréParatiVe ...........cceeiverviieeieiieieaee e e sree e ee e see e seeeneeaneas 87
3.2.5. Extraction liquide/liquide des fractions obtenues par CLHP semi-préparative ou distillation........... 88
3.3.  Techniques de chromatographie couplée a I’olfactometrie ........c.ccevveiieiiie i, 88
3.3.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (CPG-0) ......ccccceevvvviveienieieeienn 88
3.3.2. Chromatographie en phase gazeuse bidimensionnelle couplée a la spectrométrie de masse et a un mode

de détection olfactométrique (MDCPG-SM-=0)........cccuiiieiiiiiiieeiesee e se et see e seeaeeareeseeaneesseeneeanees 89

IR T2 T @) o1 o 10 =1 o] o I S SS 89
IR I 2 O ) o1 o 10 =1 o] o S SS 90

3.4, Meéthodes de quaNtIfiCatioN ULHISEES ........cveiieiieiie it 91
3.4.1. Méthode 1 : 2-alkyl-3-MEthOXYPYIAZINES. ......ccviiiiieeieeie et 91

3.4.2. Méthode 2 : alcools en C6, 1,4 et 1,8-cinéole, (Z)-4-heptenol, a-thujone, salicylate de méthyle et

10 101 94
3.4.3. Méthode 3 : alcools en C6, 6-methyl-5-hepten-2-one, méthionol, méthional, (Z2)-4-heptenal........... 96
3.4.4. Méthode 4 : COMPOSES CArDONYIES .......c.viieiiiieeie it ee s 98

PARTIE 1. APPROCHE SENSORIELLE ET ANALYTIQUE DE LA FAMILLE
AROMATIQUE DU « VEGETAL » DANS LES VINS ..ot 100

Chapitre 1. Etude du champ lexical couvert par le descripteur « végétal » dans les vins
(000 Y £ 0 1

L. INTRODUCTION ...ttt 101

2.  APPROCHE PAR L’ANALYSE SENSORIELLE DE LA FAMILLE AROMATIQUE DU

VEGETAL .ottt 102
2.1.  Premiére approche descriptive de nuances aromatiques autour d’une présélection de vins...... 102
2.1.1. SEIECHION GBS VINS ...ttt sttt ettt ettt et e st e teeseeste e st e aneenteeneeeneeneeaneeaneen 102

2.1.2. Evaluation des vins sélectionnés par génération libre de vocabulaire.............c.co.oovevrereviererenenn. 102

3. CONCLUSION ...t 105



Chapitre 2. Développement d’une méthode de quantification de 2-méthoxy-3-
alkylpyrazines par SPME-CPG couplée a la spectrométrie de masse en tandem

1. INTRODUGCTION ...ttt e e e bbb e e e sttt e e e e sbb e e e e bbe e e e ssbb e e e e annbeeesanneas 106
2. OPTIMISATION DE LA METHODE DE QUANTIFICATION .....cccooviviiiierereeeeereeeseseeee e 107
2.1, Optimisation des parametres de SPIME .........cccoviiiiiiiiiiiiieeeie e 107
2.1.1. Protocole eXPETIMENTAL .........ccveiiiiiiiee ettt e st et esreenaeeneenneens 107

2.1.2. Type de fibre SPIMIE €1 PH ....ooiiiieiieece ettt neeaneas 109

2.1.3. Temps et température d’incubation, vitesse d’agitation.............cccovvereririeerinie e 109

2.1.4. Dilution et quantité de SEl QJOULEE...........eiiiiie et eneen 111

2.2.  Optimisation des parameétres de SpPectromeétrie de MaSSE...........cvviruvirreriereereereereesee e 113
2.2.1. APProches PreIIMINGAITES .........ciiiiiiie ettt ste e e sreeaeareesteeneeareeneeenes 113

2.2.2. Energie de collision et pression du gaz de COHISION ..........c.cc.cvereererieieeiiees et 114

2.2.3. Optimisation des AULTES PArAMELIES..........eeuireeieeiereeestees e steesieas e sreesteaseesseesteaseesreeseeaseesseenseanens 115

2.3.  Validation de la méthode de qUaNtifiCatioN ...........c.covuviiiiiiiiiii s 116
2.3.1. Parametres de PEITOIMANCE ......cveviiiieieeie ettt ettt et e e nteeneesreenaeaneenneens 116

2.3.2. Estimation du niveau d’incertitude de 1a MEthOde ............cooiiiiiiiiiiiiiic e 117
2.3.2.1. L’incertitude associée a la préparation des standards (U1) .......ccccoevereriiiieereniieieeienee e 118

2.3.2.2.  L’incertitude associée a la courbe de calibration (Uz).........ccooeeiriierininineie e 120

2.3.2.3. L’incertitude associée a la précision de la mesure (Us) et a I’exactitude (Us)........cccccevevrreennnne 121

2.3.2.4.  L’incertitude globale €t BIargie .........ccoveiiiieiiiii e 123

3. CONGCLUSION ...ttt e et e e e et e e e bbbt e e s bt e e e e anbb e e e s anbbe e e s anneas 126

Chapitre 3. Premiéeres approches dans la recherche de marqueurs des nuances

aromatiques végétales : relation avec des marqueurs moléculaires connus............... 127
L. INTRODUCTION ....ooiiiiviiieeeeeeeeeeeeeeeeee e s sees st s s nasn s e s 127
2. LA SELECTION DES MODELES D’ETUDES DU DESCRIPTEUR "VEGETAL" ................... 128

2.1.  Approche de la caractérisation de la famille aromatique du végétal par un protocole de
CAtEYOriSAtION ATOMALIGUE . ... .eivvieiirieteesitetee it e et e e e e et e e teesbeestaesteesteesbeestsesseesseesseeasbensbeanbeanbeaneeenes 128

2.2.  Sélection de vins présentant des profils sensoriels CoNtrastés..........ccovvververviriviiivenrireeneenn 130

3.  CONFRONTATION DES DONNEES D’ANALYSE SENSORIELLE AVEC LE DOSAGE DES
ALCOOLS EN C6 ET DES METHOXYPYRAZINES ......cocoiuiiieiiieeiieeeieceeeeee e 133

3.1.  Quantification des alcools en C6 et des méthoxypyrazines dans les vins du modele d’étude .. 133



3.2.  Etude de la relation entre les variables sensorielles et analytiques ...............c.cccoevevereverernanne. 135

4. ETUDE DE L’IMPACT SENSORIEL DES MOLECULES ETUDIEES...........cccoee i 138
4.1.  Considérations des alcools 8N CB INSALUMES............ueiuiriiiiiiie st 138
4.2.  Considération de 1a SBMP et de 'IPMP.........cccooiiiiiiiiiiiiec e 139

5. CONGCLUSION ...ttt e ettt e e ettt e e e bbbt e e skt e e e e anbb e e e e anbbe e e s anneas 142

PARTIE 2. RECHERCHE DE NOUVEAUX MARQUEURS VOLATILS DES NOTES
VEGETALES EN LIEN AVEC LE STADE DE MATURITE DES RAISINS ............. 144

Chapitre 4. Approche sensorielle et analytique ciblée sur des vins expérimentaux issus

de raisins noirs récoltés a des stades de maturité contrastés...........cccoccevvvieninnnennnnn, 145
1. INTRODUGCTION ...ttt ettt e bbb e e e sttt e e e e tbb e e e e abbe e e e asbb e e e e annbeaesanneas 145

2. VALIDATION DU MODELE D’ETUDE ......coiiitcecteeeeeeeteee et 146

3. MISE EN EVIDENCE DE FRACTIONS D’INTERET PAR CLHP SEMI-PREPARATIVE........ 148
3.1 Caractérisation OlfaCtiVE. .........cuiiiieiiii e 148

3.2.  Validation de I’impact sensoriel des fractions d INtErét .............cccovvivviiiiiviiiciee e 149

4.  ANALYSE DES FRACTIONS D’INTERET PAR MDCPG-O-SM/TOF ET CARACTERISATION

DE COMPOSES AUX NUANCES VEGETALES. ...t 151
4.1.  Zones odorantes d’intérét avec identification du COMPOSE.........cccvevviiieiiieiiieiienie e 154
4.1.1. ZO 25 1,8-CINBOIE.....eeee ettt ettt e — e e e e e e —a e e e e e e e———aaas 154

4.1.2. ZO 5, 13 1 IBIMP ELIPIMP ...ttt ettt e et nb e nes 155

4.1.3. Z0 1, 3,4, 14, 16, 20 : alkanal, alkenals et alkadienals.............cccoveviieiiiiiiiiiiee e 156

4.1.4. Z0O 21 : salicylate de METNYIE ........ooiiieeie et 157

4.1.5. Z0 22 : (E)-1-(2,3,6-trimethylphenyl)buta-1,3-diene (TBP) .........cccccveiriieiiiie e 158

4.1.6. Z0 7, 8, 17, 18 : 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine, 3,5-diéthyl-2-methylpyrazine, safranal, benzoate
(0= 101 159

4.2.  Zones odorantes d’intérét avec identification partielle (tentative) ou absence d’identification du

[o00] 0] o0 TP 161
4.2.1. ZO 6 1 QLEITEUX, VEZELAL D ...uviitiiiiii ittt ettt ettt sttt ettt et e bt e bt et e e e be e mbeeabeeenbeeanees 161
4.2.2. ZO QA ZO 16 .t bbb bbb bbb bbb renne e 162

4221, ZO 1L €L 12 1 & VI, fFAIS ) weeeueeeiueeiiei ettt ettt ettt ettt ettt e et e aneeennee s 163
4.2.2.2. ZO 9et ZO 10 : « paASIEGUE, GOYAVE, VEFE M...veeueeaiiiiiieaiiieaaiia ettt ettt siee et anee s 163

4.2.2.3.  ZO 15 : « feuille de GEranmium » ............cccuuooiiiiiiiiiiiie ettt 165



4.2.3. Z0O 19 : «feuille de GETANIUM D ..co.veiiiiiiiiieitie ettt sttt ettt e et et e aneeeneeeenees 166

5. CONGCLUSION ...ttt e ettt e e e et e e ekt b e e e ekt e e e anbb e e e s anbbe e e s anneas 168
Chapitre 5. Etude du 1,8-cinéole dans les vins rouges selon une origine variétale .....170
1. INTRODUGCTION ...ttt ettt e e e bbb e e e st e e e e e sb bt e e e abbe e e e s bt e e e e anbbeeesanneas 170

2. ANALYSE QUANTITATIVE DU 1,8-CINEOLE DANS LES VINS ROUGES ...............ccoueee. 171
2.1.  Dosage du 1,8-cinéole dans les modeles d’étude de la maturité des raisins............cccoccverurnee. 171

2.2.  Teneurs en 1,8-cinéole dans les « bons » et les « mauvais modeles » de la famille aromatique du

LT 7= - PPN I 07

2.3.  Dosage du 1,8-cinéole dans les vins rouges franGais ...........ccovevveriviiieiisiienresiesrese e 173
3. ESTIMATION DE L’IMPACT SENSORIEL DU 1,8-CINEOLE DANS LES VINS................... 175
3.1.  Appréciation orthonasale de I’intensité du descripteur VEgetal...............ccovvevvirvinvinvennene, 177
3.2.  Evaluation de I’intensité des descripteurs « mentholé » et « POIVION Vert ».............ccocoervncens. 178

4.  Evolution des concentrations en 1,8-cinéole dans les raisins et les vins en fonction de composantes du

TEITONN T CHIMAL B SOL....i ettt oo e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e s s ss bbb e e e e eesssssabbeseeeessssaseees 180
5. CONGCLUSION ...ttt e ettt e et e e ettt e e et e e s ettt e e s et e e e st e e e s reraeeesenees 181

Chapitre 6. Localisation dans la baie et évolution au cours de la maturation du 1,8-
cinéole et des autres marqueurs d’armes VEGETAUX...........cuevveeriearieeiieesiieeieesieeens 183

L. INTRODUCTION ...ttt 183

2. QUANTIFICATION DU 1,8-CINEOLE ET DE L’IBMP DANS LES RAISINS DU MODELE
D’ETUDE DE LA MATURITE ..ottt ettt ettt ettt ee et e et et e et e e e et ee et e e eeeeeeee e 184

3. CINETIQUE D’EVOLUTION DES COMPOSES VEGETAUX AU COURS DU

DEVELOPPEMENT DE LA BAIE .....ooooiviieceeeeee ettt 185
3Ll L B-CINBONE. .. b et bbbt b b e ne 185
3.2, IPMP, SBMP €t @lCOOIS BN CB ....ccuveiieiiiiiiiiieiiicieee ettt 187

4. LOCALISATION DU 1,8-CINEOLE DANS LA GRAPPE ET DANS LA BAIE...........ccoc... 188

5. CONGCLUSION ...ttt e ettt e e e et e e ekt b e e e ekt e e e anbb e e e s anbbe e e s anneas 191

PARTIE 3. ETUDE DE LA CATEGORIE AROMATIQUE DES VINS DE PRESSE. 192

Chapitre 7. Définition sensorielle de la catégorie aromatique « vin de presse » ......... 193

L. INTRODUCTION ...ttt 193



2. PREMIERE APPROCHE DU CONCEPT DE « VIN DE PRESSE » PAR LE BIAIS D’UN

QUESTIONNAIRE ...t 194
3. CARACTERISATION DE L’ESPACE SENSORIEL PROPRE AUX VINS DE PRESSE........... 196
4. CONCLUSION ..ottt et 199

Chapitre 8. Approche analytique non ciblée de la catégorie aromatique des vins de
25324 0 I

L. INTRODUCTION ...ttt 201

2. APPROCHE PRELIMINAIRE DANS LA RECHERCHE DE MARQUEURS MOLECULAIRES

VEGETAUX ASSOCIES AUX VINS DE PRESSE ..ot 202
2.1.  Analyse des extraits organiques bruts par CPG-O .........coouieiiiriiieiiieiee e 202
2.2.  Fractionnement par CLHP SEMI-PréparatiVe .........c.coouviuveiriiiiieaieeiieeneesieesieesiee e seee e s 203

3.  APPROCHE DANS LA RECHERCHE DE MARQUEURS MOLECULAIRES VEGETAUX PAR
LA DISTILLATION SOUS VIDE ......coiiiiiiiiiiiiiii st 204

3.1.  Caractérisation olfactive des fractions de distillation et réalisation de tests sensoriels............ 204

3.2.  Caractérisation des composés volatils associés aux fractions de distillations par CPG-O et

IMIDCPG-O-SIM ...ttt ekttt e e ettt e e e ek kbt e e e bbb e e e e kbt e e e anbb e e e e anbr e e e nnrneeeane 206
3.2.1 Caractérisation de 18 fraCtion W2 ..ot 207
3.2.1.1.  Caractérisation PAr CPG-0 ........ccciiiiiieeie ettt st see st ee st e seeaseesteenteaseesreenneanean 207

3.2.1.2. Identification des composés associés aux zones odorantes d’intérét par MDCPG-O-SM.......... 208

3.3, Caractérisation de 1a fraCtion VI ........cooi it 211
3.3.1. Caractérisation par CPG-0 €t MDCPG-0.........cccueiiiiiiieeiesiee st sie et ee e ee e seeanees 211

3.3.2. Tentative d’identification des composés associés aux zones odorantes d’intérét par MDCPG-O-

31V P 212

I 67 )1 [od [T o] R TP T TPV PR TN 213

4.  QUANTIFICATION DES COMPOSES IDENTIFIES.........ccoiiiiiiiiiie e 213

5.  EVALUATION SENSORIELLE DE LA 6-METHYL-5-HEPTEN-2-ONE ET DU (2)-4-

5.1.  Estimation de I’impact de la 6-methyl-5-hepten-2-one par un test triangulaire....................... 216
5.2.  Détermination du seuil de détection olfactive du (Z)-4-heptenol...........cccovviviviiiiiininneinene, 217
B, CONGCLUSION ..ottt bbbt b e bt e b e b e e b e e b et e e bt e e e nbe st e ebe e b e 218

Chapitre 9. Approche analytique ciblée de la catégorie aromatique des vins de
25721 R |



L. INTRODUCTION ...ttt 219

2. DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE DE QUANTIFICATION DE SERIES D’ALKANALS,

ALKENALS, ALKADIENALS ET ALKADIENONE PAR SPME-CPG-SM.......cccccooiiiiiiiiiiieiiieeee 220
2.1, Protocole eXPErMENTAl ........c.eiiiiiiiiieie ettt 221
2.1.1. Optimisation de 12 METNOUE...........coiiiieie et sreeeeanees 221

2.1.2. Validation de 12 MENOGE. ........cceiiiiiiiii e 222

2.2.  Optimisation des parameétres de préparation et d’extraction des échantillons..................c....... 223
2.2.1. Type de fibre et qUantité de SEl QJOULEE .........cviiiiieeiieie et 223

2.2.2. Temps et température d’incubation, concentration en pFBHA et dilution............cccccovevviiviieinnnn. 223

2.3, Validation de 12 MENOUE. .........coiiiiiiiicie e 226

3.  QUANTIFICATION DES COMPOSES CIBLES DANS LES VINS ROUGES ..........c.ccccovenn.... 228
3.1.  Quantification de la (2)-1,5-octadien-3-one et du (Z)-4-heptenal...........cccoooeeiiiiiiiiiiiennene 228

3.2, Quantification des alkanals, alkenals et alkadienals dans les vins de goutte et de presse
expérimentaux en lien avec le stade de maturité des raiSinS ..........cccevvveriveriieniieniienie e 229

4. CONCLUSION ..ottt et 234

Chapitre 10. Impact sensoriel de composés susceptibles de contribuer a I’expression
AromMatiquUe des VINS 08 PIESSE .....cciueieiiieeiiieeeiieeariteeesitee et e e ssbeeessbeeesnbeeesbeeesseeeenees 235

L. INTRODUCTION ...ttt 235

2.  ESTIMATION DE L’IMPACT SENSORIEL DES ALKANALS, ALKENALS ET

3. MISE EN EVIDENCE DE CONTRIBUTEURS DE L’AROME DES VINS DE PRESSE............ 239
4. CONCLUSION ..ottt et 244

Chapitre 11. Influence de paramétres technologiques sur la composante aromatique
(0 LoV g 0 [l o] £SO RTPR 245

L. INTRODUCTION ...ttt 245

2. INFLUENCE DE PARAMETRES TECHNOLOGIQUES SUR LES CONCENTRATIONS EN

COMPOSES VOLATILS ...ttt sttt 246
2.1.  Influence du pressurage sur le niveau de concentration des alcools en C6 dans les vins......... 246
2.2.  Influence du pressurage et de I’inertage sur les teneurs en (Z)-4-heptenol dans les vins.......... 248

2.3.  Influence de la pression, de I’inertage, du sulfitage et de la FML sur la concentration des composés
(071 01001V 1T 251



2.3.1. Impact du dioxyde de soufre sur les teneurs en (Z)-1,5-octadien-3-0Ne .........cceovrverenieneerennnnn 255

3. INFLUENCE DE PARAMETRES TECHNOLOGIQUES SUR L’EXPRESSION AROMATIQUE
DES VINS DE PRESSE ........ooiiiiiiiiii ittt 256

4. CONCLUSION ..ottt et 259

PARTIE 4. PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX ET COMPOSANTE

AROMATIQUE VEGETALE ..ottt 261
Chapitre 12. Mise en évidence d’une origine exogéne du 1,8-cinéole ...................... 262
L. INTRODUCTION ....ooiiiiiiiiitiiicis st 262

2. ORIGINE ENVIRONNEMENTALE DU 1,8-CINEOLE LIEE A LA PRESENCE D’UNE ESPECE
D’ARMOISE AU VIGNOBLE : ARTEMISIA VERLOTIORUM .......cccccoiiiiiiiiiiiiieniic e 263

2.1.  Description des deux espéces d’armoises présentes au vignoble : Artemisia verlotiorum et

ANEMISIA VUIGAITS ...ttt e b e e b e e b e e beebeesbeesbeesbeesbeesbeesreens 263
2.2.  Authentification de la contamination par le dosage de 1’a-thuyone dans les vins................... 265
3. CONCLUSION ...ttt bbb b bbbt bt e b e b e e b b e b et e bt e e e b et e ene e b e 267

Chapitre 13. Le salicylate de méthyle, comme contributeur de nuances aromatiques
vegeétales, en réaction de défense de la plante aux pathogenes............cccovvvevieiieennnn, 269

L. INTRODUCTION ...ttt 269

D’EXTRACTION AU COURS DE LA VINIFICATION......coiiiiiiieiiieiicee e 275
5.  SALICYLATE DE METHYLE ET NUISIBILITE DE MALADIES CRYPTOGAMIQUES........ 278
6. CONCLUSION ...t 284
CONCLUSION GENERALE ......ooiiiiiiii e 286
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ..o 292

ANNEXES ..o 328



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Roue des ardmes du vin classé en famille et sous-famille (Noble et al., 1987). ......cccccoovvrieniiiiniene e 10
Figure 2. Structures chimiques de la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine (IBMP), de la 2-méthoxy-3-isopropylpyrazine (IPMP) et
de 1a 2-méthoxy-3-SeC-DULYIPYIazZing (SBIMIP).. .....ccuiiiiiii ettt ettt ettt e et neeeteenaeeneesreeteaneenneens 13
Figure 3. Evolution de la teneur en IBMP (exprimée pg/baie) des raisins de Cabernet franc (Vitis vinifera L. Cv. Cabernet
franc) a I’ombre (®~) ou exposés a la lumiére (© -+ en fonction du nombre de jours aprés floraison. ...........c.cccocvervvininennnne 15
Figure 4. Voie de biosyntheése hypothétique de I’IBMP dans le raisin adapté de Hashizume et al., 2001 (Guillaumie et al.,
{01 OSSR 17
Figure 5. Structures chimiques de la 3-méthoxy-2,5-méthylpyrazine (DMMP), de la 2-méthoxy-3,5-diméthylpyrazine (MDMP)
et de la 2-méthoxy-3-EthylpYrazing (ETIMP).........oiioiiie ittt te et ee et e steeeeateenaeeneeareenneaneenneens 20
Figure 6. Voie de biosynthése des composeés volatils dérivant des lipides, adaptée de Schwab et al. (2008)............cceevereennee. 21

Figure 7. Structures chimiques des principaux monoterpenes présents dans les vins. 25

Figure 8. Voie de formation hypothétique du 1,8-cinéole dans le raisin proposé par Wedler et al. (2015)...........cccccvevvrreeenen. 26
Figure 9. Structure chimique du 1,8-cinéole, du 1,4-cinéole et de la pipéritone. 27

Figure 10. Structure chimique de la (2)-1,5-octadién-3-one et du 2-éthoxy-3,5-hexadiéne. ..........ccccoevvriiiierinin e, 30
Figure 11. Mécanisme réactionnel conduisant a la formation du 2-éthoxy-3,5-hexadiéne dans les vins (Ribéreau-Gayon et al.,
2002 ettt E £ he £ Rt Rt bR e AR R R R £ e R e eR oA £ 4R e £ 4R e £ eE £ AR SR £ 4R e R £ eRe R £ R e e R e e e R e e e Rt eeeReeeeneete e ere e es 31
Figure 12. Génération et visualisation d’un chromatogramme en CPGXCPG (Dalliige et al., 2003). .......cccccvervrrerrverernnnne. 39
Figure 13. Représentation des neurones olfactifs dans la cavité nasale et de la transmission de I’information depuis I’épithélium
(EO) jusqu’au bulbe olfactif (BO) (MeSCher, 2009). .........eeiiiieieeieieereeestee et se e et see e ee e seeeseesreeseeaseesteeeeareeneeaneas 45
Figure 14. Codage combinatoire des composés odorants. Les récepteurs de couleur sont ceux activés par la molécule odorante
2 gauche (MalNIiC Bt @l., 1999). ... .i e iee ettt e e e st et e e s e see e bt ese e nbe e beeE e e nRe s bt R e e nRe s e Rt e neen e e nneeeeeneenreenes 46
Figure 15. Résultats théoriques sur la qualité de I’odeur (modification qualitative) d’un mélange de deux odorants (Thomas-
[ Tl U T a =) - | 0 S PTRURRR 50
Figure 16. Résultats théoriques sur I’intensité de I’odeur (modification quantitative) d’un mélange de deux composés odorants
(Thomas-DangUIN €L Al., 2014)........coii oottt ettt et s e ste et e ese e s bees b e ateenbees e e ebe e bees e e steesteateenteaneeareeneeaneas 52
Figure 17. Nombre de publications scientifiques associées aux termes « vin », « typicité » ou typicalité » sur une période 1992-
2015 obtenu a partir du Moteur de reCNEIrCHE SCOPUS. .. ...iiueeiiieieiie ittt st re e sre e nae e ere e 62
Figure 18. Graphique du cycle de pressurage (pression en fonCtion du tEMPS).......c.coverierieiieniere e 70
Figure 19. Schéma du systéme de distillation SOUS VIAE. ..........c.eiieiiiiiiieie et 87
Figure 20. Principaux descripteurs obtenus par génération libre de vocabulaire, exprimés en fonction de leur score
(Necitations*Nijuges) €t repérés selon les 3 sous-familles associées au descripteur végétal : végétal frais, cuit et sec................... 103
Figure 21. Graphique des contours de I’IBMP (0rdonnNEe*ahSCISSE). ........eevrrerrueeierieieaieneesieasiesiee e sseeseeeseesseesseasensseens 110
Figure 22. Diagramme de surface (Temps ; Température) de PIBMP. .........cccviieriiiiriieaieiie e e e srie e sie e nee e 111

Figure 23. Matrice des interactions (Quantité de sel ; Facteur de dilution) de I'IBMP obtenue par un plan factoriel complet.
...................................................................................................................................................................................... 112

Figure 24. Intensité des pics chromatographiques (aire du pic) des principales transitions de I’IBMP obtenue par I’application
de quatre niveaux de tension dans la cellule de COlliSION (VOIES).........eeiiiiiiieiiiie e 115

Figure 25. Variation de I’incertitude élargie (%) de I’'IBMP, de I’'IPMP et de la sSBMP en fonction des concentrations de
standards 124

Figure 26. Contribution de chacune des sources a I’incertitude globale (%) de I'IBMP & 25, 10 et 5 ng/L. ......ccocvvvrrvennene 125

Figure 27. Carte des individus (vins) obtenus par I’Analyse en Composantes Principales (ACP) évalués sur leur degré
d’exemplarité a la famille aromatique du € VEZELAL M. ...co.vvviiiiiiiiiiiii et e e 129

Figure 28. Représentation graphique des variables (juges) dans I’espace de notation obtenu par I’Analyse en Composantes
PPINCIPAIES. ... vteeeee ittt ettt ettt et ettt e s bt et e e £t et e e n e e eE e e et e Rt e eE e e et e Rt e eE e e eeeR e e eReenteeReenEeeneeeneeteentenneeneen 130

Figure 29. Moyenne des notes d’exemplarité centrées réduites des bons modeles (n=10) et des mauvais modeles (n=10)
associées a la famille aromatique du VEGELAL. ...........ooiieiiiie ettt e ettt re e nes 131



Figure 30. Carte des individus (bons et mauvais modeles) obtenus par I’ Analyse en Composantes Principales (ACP) évalués

leur degré d’exemplarité a la famille aromatique du € VEZELAL ». .....eevuveiiiiiiiiiiie e 132
Figure 31. Représentation graphique des variables (juges) dans I’espace de notation obtenu par I’Analyse en Composantes
PPINCIPAIES. ...eveeeee ettt ettt ettt e e et et et e see e st e e Rt e et e n e e eEe e et e s e eE e e et e R e e eReen et eR e e nEeenteeReeteeneeene e teeneenreennean 132
Figure 32. Nuage de points des vins étudiés représentant les notes moyennes centrées réduites d’exemplarité a la famille
aromatique du végétal en fonction des concentrations €n IBMP (NQ/L). .....coiveiiiieiieieiie e 136
Figure 33. Intensité moyenne du descripteur « végétal » dans les différentes modalités supplémentées par les alcools en C6
INSALUFES OU PAF I IBIMIP.. ... .ottt ettt ettt et e et e s ekt e et e s e e eRe e eeeme e et e e teemeeabeenseeneeneeensesneenneans 139
Figure 34. Intensité moyenne du descripteur « végétal » dans les différentes modalités supplémentées par la SBMP, I’'lPMP,
I”IBMP ou les trois MEthOXYPYIazZiNgS (IMPS)......c..ueuieiiiieieeieiteee sttt ste ettt see st e steesbe et esteeeeaseenteeneeareenseaneenneens 140
Figure 35. Effet de I’addition de SBMP (1,5 ng/L) sur I’intensité pergue du descripteur « végétal » d’un vin rouge contenant
2,5 ng/L d’IPMP. Représentation graphique [6= ()] par Patte et Laffort (1979). .....cccvveeieeririeieee e 141
Figure 36. Effet de I’addition de SBMP (1,5 ng/L) et d’IPMP (2,5 ng/L) sur I’intensité pergue du descripteur « végétal » d’un
vin rouge contenant 20 ng/L d’IBMP. Représentation graphique [6= f(t)] par Patte et Laffort (1979).. ...ccccervverrrierrnnnnne 142

Figure 37. Portions de chromatogrammes mettant en évidence la détection du 1,8-cinéole par MDCPG-O-SM/TOF (Analyse
sur colonne BP1 apres coupe sur colonne BP20 - 60 s-) a partir de fractions A issues de vins de modalité Maturité- (A) et de

MOUAITE IMAEUTTEEF (B). 1.vveveeteetie et e sttt ettt ettt et e te e s e skt e tees e sbe e aees e e ebe e e et e e aee e s ee et e e nteenee et e enteanenereenseaneenreans 154
Figure 38. Structure chimique du salicylate de MEAYIE. ..........cuiiiiii e 157
Figure 39. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 11 avec le spectre théorique du (E)-1-(2,3,6-Trimethylphenyl)buta-1,3-diene. ..........cccoovevieriinieeneneee. 158
Figure 40. Structure chimique de la 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine et 3,5-diéthyl-2-methylpyrazine, du safranal et du benzoate
01131 LTSS 160
Figure 41. Portion du chromatogramme obtenue apres séparation des zones odorantes 9-16 sur la colonne BP1 par CPG
multidimensionnelle (BP20 ; BP1) couplée a I’olfactométrie et la spectrométrie de masse a temps de vols (SM/TOF)........ 162
Figure 42. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 9 avec le spectre théorique du (Z,2)-3,6-N0NAAIENEL. ...........ciieiiiiiiiee e e 164
Figure 43. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 19c avec le spectre théorique du (1-methylpenta-1,3-dienyl)Denzene...........ccooovevviieiiene e 167
Figure 44. Concentrations (ug/L) en 1,8-cinéole mesurées dans les modalités Maturité- et Maturité+ des vins de Cabernet
Sauvignon du millésime 2014 (CS14), 2015 (CS15) et des vins de Merlot du millésime 2014 (Merlot 14)...........cccccveneeene. 171
Figure 45. Distribution des teneurs en 1,8-cinéole (ng/L) dans les vins appartenant a la catégorie des «bons » (n=10) et des
«mauvais modeles » (n=10) &tablis AU ChAPIIE 3..........iiiuiiiiie ittt b e e sab e e sae e e sbeessbeesrbeesbeaens 173
Figure 46. Distribution du 1,8-cinéole (ug/L) dans les vins frangais analyses (N=49).........ccovvvervrierieneiiene e eee e 173
Figure 47. Intensité moyenne du descripteur « végétal », « poivron vert » et « Mentholé ».........ccvevverrerriieeriearesieneereeseens 176

Figure 48. Effet de I’addition du 1,8-cinéole (2,5 ng/L) sur ’intensité pergue du descripteur « végétal » d’un vin rouge contenant
25 ng/L. I’ IBMP. Représentation graphique [o= f(t)] par Patte et Laffort (1979).......cccceoiiiiiiiiiienieeiee e 178

Figure 49. « Family-wise confidence level » sur le descripteur « mentholé » entre le témoin et le vin supplémenté par les
différentes concentrations en 1,8-cinéole (0,35 0,5; 0,75 15 1,5 G/L). cveevviieiieiieie et 179

Figure 50. Concentration (ug/L) en 1,8-cinéole dans des vins de Merlot (moyenne + écart type ; n=2) issus de parcelles cultivées
sur les principaux sols de la région de Bordeaux (argile, sable, graves) au cours de trois millésimes (2002, 2006, 2007) .... 180

Figure 51. Concentration en 1,8-cinéole et en IBMP (+ écart type) exprimée en ng/kg de matiere fraiche dans les raisins de

Cabernet Sauvignon ayant servi a I’élaboration du modele d’étude de la maturité (millésime 2014 et 2015)............ccve..... 184
Figure 52. Variation des concentrations (ug/kg et ng/kg de matiére fraiche) en IBMP et en 1,8-cinéole dans les raisins de
Cabernet Sauvignon et de Merlot au cours du développement des baies sur le millésime 2015. ..........cccovveviicinieeicnnene, 186
Figure 53. Tendance d’évolution des concentrations (jug/kg ou ng/kg de matiére fraiche) en IBMP et en 1,8-cinéole durant le
dernier mois de maturation des baies de Cabernet Sauvignon au cours du millésime 2015..........ccccccevvviiiiienienieieereee 186
Figure 54. Variation des concentrations (ng/kg de matiére fraiche) en IPMP, sSBMP et IBMP et (Z)-3-hexenol dans les raisins
de Cabernet Sauvignon au cours du développement des baies (MillESime 2015)........cccovoeiieririieieee e 187
Figure 55. Concentration en 1,8-cinéole (ug/kg de matiere fraiche) dans les baies et les rafles des raisins de Cabernet Sauvignon
des modalités Maturité- et Maturité+ du MilléSIme 2015. .........coiiiiiiiiiiii e 189
Figure 56. Localisation du 1,8-cinéole dans la baie de FaiSIN. ..........ccociiieriiiiiiee e 189

Figure 57. Caractéristiques du jury (166 personnes) ayant participé au questionnaire, représentation en secteurs................ 194



Figure 58. Images utilisées pour illustrer les 16 descripteurs du questionnaire. Corrélation au caractére presse, rouge :
positivement corrélé ; orange : tendance positive ; bleu clair : tendance négative ; bleu foncé : négativement corrélé. ....... 195

Figure 59. Principaux descripteurs regroupés par synonymes et obtenus a partir d’une série de 5 vins rouges de presse et de 5
VINS TOUGES T8 JOULLE.. ..vtieieieeiieitee ittt e ettt e sttt e s te et et e ettt e s et e e et e e et e s e eR e e eeemeeeEeeneees e e neeeneeemeeneeaneesneenseaneenneeneennes 197

Figure 60. Descripteurs « fruité » et « végétal » obtenus avec un regroupement par famille des termes générés a partir d’une
série de 5 vins rouges de presse et de 5 Vins rouges 08 QOULLE. . ....co.uiiueeiiririeee ettt see s 198

Figure 61. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 1 avec le spectre théorique de la 6-méthyl -5-hepten -2-0N€. .......cceeiieiiiieiieeee e 209

Figure 62. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 2 avec le spectre théorique du (Z)-4-hepten-1-0l. .........ccoiiiiieiiiie e 209

Figure 63. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 3 avec le spectre théorique du B-CYCIOCITIAl. .......oiiiiieii e 210

Figure 64. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic chromatographique associé a la
zone odorante 2 avec le spectre thEorique du 3-NEXEN-2-0NE..........c.cccueriiiiiieie e nee e 212

Figure 65. Concentrations (ug/L) en 6-méthyl-5-hepten-2-one et en (Z)-4-heptenol mesurées dans le vin de goutte et le vin de
presse ayant permis leur identification (BordeauxX DR14, CS). ......cccueiuiiieiieieiiesieeie e sie e stee e sneeseee e sneesaeeseesseesaeannens 215

Figure 66. Nombre de personnes en fonction de la concentration minimale en (Z)-4-heptenol (ug/L) percue dans un vin rouge
08 BOTTBAUX. ...ttt etttk bk btk h bbb b b e H £ h b b £ E £ b £ e H £ 4 E £ E £ E £ 4R £ b £ 4 b £ E e 4R £ e R £ e b £ b e bRt E e bR e b e b b renrs 217

Figure 67. Graphique des contours (ordonnée*abscisse) de la somme de surface des pics chromatographiques des alkanals.
Paramétres analytiques : incubation 45 °C, 40 min, 1 g/L pFBHA. L’intensité des couleurs est proportionnelle a la réponse
mesurée (aire du pic ChromatOgraPRICUE). ......coueieeieeieeie et eee sttt et e et e e e st e seeebesseesbeestesseesaeesbesseesbeaseesreenaeaneens 224

Figure 68. Diagramme factoriel des interactions de la concentration en pFBHA et de la dilution sur la somme des alkenals.
...................................................................................................................................................................................... 225

Figure 69. Diagramme factoriel des interactions de la concentration en pFBHA et de la température d’incubation sur la somme
des alkanals (A), alkenals (B), alKAQIENAIS (C). .. ..cuiiieiieieiierie ettt sree e eesaee e e neesaeesaeaneesaeeseeeneenaeeeas 226

Figure 70. Carte des individus (vins de presse et de goutte) obtenus par I’ Analyse en Composantes Principales (ACP).. .... 231

Figure 71. Représentation graphique des variables (aldéhydes) dans I’espace de notation obtenu par I’ Analyse en Composantes
Principales (A). Représentation des groupes obtenus par une Classification Ascendante Hiérarchique (B)..........ccccccevurnee. 232

Figure 72. Carte des individus (vins de presse et de goutte) obtenus par I’ Analyse en Composantes Principales (ACP)...... 233
Figure 73. Note moyenne d’exemplarité a 1a catégorie « VIn de PIESSE .. ....verueeruriierrereeaiesteeieseeseeaeesseesseaeesseessesneesses 238

Figure 74. Intensité moyenne d’exemplarité a la catégorie aromatique «vin de presse ». (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-
nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal (3N) ; (Z)-1,5-octadien-3-one (O) ; décanal (D).........ccovviierieneiiieneeneeeeneeee e 243

Figure 75. Note moyenne d’exemplarité a la catégorie aromatique « vin de presse ». (Z)-4-heptenol (Z4OH) ; (Z)-4-heptenal
(ZAAL) ; (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal (3N) ; (Z)-1,5-octadien-3-one (O) ; décanal (D).

...................................................................................................................................................................................... 243
Figure 76. Distribution des concentrantions en (E)-3-hexenol, (Z)-3-hexenol et hexanol (ug/L) dans I’échantillonnage de vins
analysés (n =35 vins ; 7 vins par Modalite de PrESSUTAQE).. .....eevererrueeiirieieesiesee e eseesteesieeree st e seeareesteeseeaseesteaeeaneeneeenes 247
Figure 77. Distribution des concentrations en (E)-2-hexenol et (Z)-2-hexenol (ug/L) dans I’échantillonnage de vins analysés
(N =35Vins ; 7 vins par MOUAlItE 08 PIrESSUIAGE). .. ..eueereerueerieerierteeteateesteeieateesteestesteesteaseesreeseeaseesseanseaseesseenseaneesseenseasees 247
Figure 78. Concentration en (E)-2-hexenol et (Z)-2-hexenol sur une série « type » (Pessac-Léognan HB14, CS)................ 248
Figure 79. Distribution des concentrations en (Z)-4-heptenol (ug/L) dans I’échantillonnage de vins analysés comprenant les
modalités de pressurage inertées et non inertées (n = 63 vins, 7 vins par modalité de pressurage).. .......cccoeververeereereernenne 249
Figure 80. Concentration en oxygene dissous des vins collectés aux différents paliers de pression (P1 a P4) au cours d’un
Pressurage iNEItE F NMON INEITE. ..........eiieiiieeie ettt et e ste e e et e et e st e ete e bt e s e e eteeeees e e ateenteeseesseaneeaseenseaneeaneenseeneeanean 250
Figure 81. Concentrations en (Z)-4-heptenol sur une série « type » (Pessac-Léognan HB14, CS).. .......cceocveveviiervninrnnnns 251
Figure 82. Somme des concentrations en alkanals, alkenals et alkadienals en ng/L (Pomerol 15, M)........ccccooeeerininrnenns 252
Figure 83. Diagramme factoriel des effets sur la somme des concentrations des alkadienals en C9 (ng/L) ; Pomerol 15, M..
...................................................................................................................................................................................... 253
Figure 84. Diagramme factoriel des effets sur la somme des concentrations des alkanals (ng/L) ; Pomerol 15, M............... 253

Figure 85. Mécanisme réactionnel de combinaison DISUITItIQUE. .........c.oiveiiiiiiiei e 254



Figure 86. Diagramme factoriel des effets sur la somme des concentrations des alkadienals en C9 (ng/L) ; Bordeaux DR15, M..

...................................................................................................................................................................................... 255
Figure 87. Concentration en (Z)-1,5-octadien-3-one ; (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal en
solution modeéle (témoin) supplémentée par 50, 100 et 250 MQ/L de SO2. .....cccvivieiieiiiie it see e 256
Figure 88. Distribution des notes centrée réduites d’exemplarité a la catégorie aromatique « vin de presse » dans
I”échantillonnage de vins analysés comprenant les modalités de pressurage inertées (i) et non inertées (Ni).........cc.cccevennene 257
Figure 89. Feuilles d’Artemisia verlotiorum (vignoble de Pauillac) et d’Artemisia vulgaris (vignoble de Cognac) a différents
SEAES B CTOISSANCE. ...ttt h bbbt bbb E bbb b bt e R e e b e e bbbt bbbt bbb b nnen s 263
Figure 90. Structure chimique du 1,8-cinéole, a-thuyone et B-tNUYONE. ........cccuiiieiiiiiieee e 264
Figure 91. Distribution du salicylate de méthyle dans I’échantillonnage de vins analysés (N=98).. ........cccceververerieernanens 271
Figure 92. Nombre de personnes en fonction de la concentration minimale percue en solution modéle (A), dans un vin rouge
(0 Lc 2 T0] (0 o 10D (=) OSSR 272
Figure 93. Intensité moyenne du descripteur « végétal ». MeSA : salicylate de méthyle...........ccooeriiieiiiiiiciiee 273

Figure 94. Concentration (ug/kg de matiere fraiche) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les rafles et dans les baies de
Cabernet Sauvignon (MIHESIME 2014). ........eoiuiiiieeie ettt sttt ettt et ente e st e areeaeeseesteeeeeseeaneeneeaneesseeneeanean 276

Figure 95. Evolution des concentrations (ug/L) en salicylate de méthyle (MeSA) au cours de la micro vinification des raisins
sains de Cabernet Sauvignon (MIllESIME 2015). .......eoiieiiiie et e st te et e steeteereeseeeeeareeneeenes 277

Figure 96. Distribution des concentrations en salicylate de méthyle dans les vins expérimentaux obtenus a partir de vignes
atteintes par le mildiou (n=10) ou de vignes de variétés résistantes (n=4) au cours des millésimes 2014 et 2015................. 279

Figure 97. Concentration (pg/L) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les vins expérimentaux de Merlot du millésime 2012
obtenus a partir d’ajouts croissants de baies atteintes par le mildiou (faciés « rot Brut »). ....c.ecveeervereriirieere e 279

Figure 98. Concentration (ug/L) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les milieux modéles de fermentation en présence de
baies saines (témoin), flétries naturellement, flétries sous I’action du mildiou (faciés «rot brun ») ou flétries sous 1’action du
(0] - 16l Q1 (. S TP TP U U TP PPN 281

Figure 99. Concentration (ug/kg de matiére fraiche) en salicylate de méthyle (MeSA) des baies de Cabernet Sauvignon
(millésime 2015) : saines (témoin), atteintes par la pourriture grise ou récoltées sur des plants de vigne touchés par I’Esca.282

Figure 100. Concentration en salicylate de méthyle (MeSA), exprimée en % par rapport au témoin, dans les vins expérimentaux
(fin de fermentation alcoolique) de raisins provenant de plants sains (témoin), modérément atteints par I’Esca (Escal),
fortement atteints PAr I’ESCA (ESCA2).. ....eveeueerueeeeeieerieeteeeeesteestesteesteastesseesteas e saeesteeseeste e eeasteste e eeaseesteeneeaseenseaneeaneeneeenes 283

Figure 101. Concentration (ug/kg de matiére fraiche) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les rafles de Cabernet Sauvignon
du millésime 2015, récoltées sur des plants de vigne sains (témoin) ou touchés par I’ESCa...........cccverereereerienieieeienee e 284



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Seuil de détection olfactive dans I’eau (pg/L) des principaux alcools et aldéhydes en C6 et CO.........ccccevevvrivennne 23
Tableau 2. Récapitulatif des principaux composés soufrés volatils associés a des odeurs végétales dans les vins.................. 28
Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques des vins de presse par rapport au vin de goutte (Ribéreau-Gayon et al., 2007).
........................................................................................................................................................................................ 65
Tableau 4. Matrice d’échantillonnage des vins de presse de la propriété Pomerol 15, M (Merlot, millésime 2015). .............. 71
Tableau 5. Composition du milieu modéle de moQt (Marullo et al., 2005). ......c.coveeriiririieeee e 72
Tableau 6. Vins utilisés au cours du ChAPIIE L.........eoiiiiiieee ettt e et e seeeneeereenteaneeaneens 73
Tableau 7. Vins utilisés au cours du ChaPItre 3.........ooiiiiiieee ettt e et e sae e ereenteaneeareens 74
Tableau 8. Vins obtenus par les expérimentations de pressurage réalisées au cours du millésime 2013. ............cceocvvivrrennnne 75
Tableau 9. Vins obtenus par les expérimentations de pressurage réalisées au cours du millésime 2015. ............cccccvvverrennnne 75
Tableau 10. Vins obtenus par les expérimentations de pressurage réalisées au cours du millésime 2014............cccccevvvrnennnne 76
Tableau 11. Récapitulatif des panels d’analyse sensorielle utilisés dans les différents chapitres. ..........ccccoovvveiiieriinininenne 78
Tableau 12. Composition des échantillons présentés pour la détermination des seuils de perception. ..........ccccoeevvenennnnnn. 82
Tableau 13. Temps de rétention, transitions et énergies de collision pour les méthoxypyrazines quantifiées et pour I’étalon
TNEEITNIE ULITISE. ...t bbb bbb bbb b E £ E e E £ E R R R e e b e e b bt e bbbt bt e bt b e bbb nns 93
Tableau 14. Parametres de validation de la méthode 2 de qUantifiCation ............cccoiieiiiierieie e 95
Tableau 15. Parametres de validation de la méthode 3 de qUaNtifiCatioN ...........ccccueiieiiiieniee e 97
Tableau 16. Tableau récapitulatif des composés carbonylés analysés et de leur odeur mentionnant le temps de rétention des
oximes formées avec le pFBHA et SON 10N CAraCLErISTIQUE. ... .c.viiieriieieiieiie ettt sne e e 99
Tableau 17. Plan d’expérience de Box-Behnken pour I’optimisation des conditions d’analyse par SPME-CPG-MS/MS de
méthoxypyrazines : température d’incubation, temps d’incubation et vitesse d’agitation. .............ccoeeveveiienienieiieneee s 108
Tableau 18. Plan factoriel complet pour I’optimisation du facteur de dilution et de la quantité de NaCl pour la quantification de
2-MENOXY-3-AIKYIPYTAZINES. ... ettt sttt se e s bt e b e et e sbe e b e e seenbe et e en e e nbe e beaneenbeenbeereeneeaneas 108
Tableau 19. lons fils majoritaires aprés fragmentation dans la cellule de collision (tension fixe de 10 V) des principaux ions
parents de I’'IBMP, de I'lPMP, de la sSBMP et de I’étalon interne [PHa]-IBIMP...........cccccoeiviiiiiiiiniieeirceeeeeee e 114
Tableau 20. Récapitulatif des paramétres de validation de la méthode de quantification (linéarité, répétabilité, recouvrement,
limite de détection et quantification) déterminés pour I’IBMP, PIPMP et [a SBMP. ........ccccooiiiiiiiniiiieee e nie s 116
Tableau 21. Incertitudes U2 liées a la courbe de calibration (%) a 25, 10 et 5 ng/L d’IBMP, IPMP et SBMP. ..................... 121
Tableau 22. Incertitudes Us et U4 associées a la précision de la mesure et & I’exactitude (%) a 25, 10 et 5 ng/L d’IBMP, IPMP
L] =Y SRR RPRTRRI 122
Tableau 23. Incertitudes globales (Ur) et incertitude élargie & 95 % de confiance avec un facteur k=2 (U) de I’'IBMP, de I’'IPMP
Lo (= o AV W I o T SR 123
Tableau 24. Concentration en alcools en C6 (moyenne + écart type pg/L) et en méthoxypyrazines (moyenne + U ng/L) et notes
moyennes centrées réduites obtenues (Fruit€ €f VEGELAI)..........ooviiieiieii i neeaneas 134
Tableau 25. Matrice de corrélation obtenue par un test non paramétrique de SPearman. ..........ccocevveererierieerenireneere e 135
Tableau 26. Date de récolte, parametres technologiques et description sensorielle réalisée par 3 experts des vins modéles de
Merlot (M) et de Cabernet Sauvignon (CS) au cours des millésimes 2014 et 2015. ........cccovvrieererieeieee e 147
Tableau 27. Description olfactive des fractions obtenues par CLHP a partir des vins de Cabernet Sauvignon (2014) aux deux
stades de maturité des raisins (Maturité- et MatUFITET). ........oiveiiiiiieee et re e e 148
Tableau 28. Notes moyennes obtenues sur I’ intensité du descripteur « VEZELAl ».........evuvririieriririieeie e 150
Tableau 29. Principales zones odorantes (groupe B) déterminées par MDCGP-O-SM/TOF........c.cccevoviiiiienienenee e 153

Tableau 30. Molécules odorantes identifiées dans les fractions 35 et 36 (groupe B) susceptibles d’étre associées a I’expression
AromMAatiqUE VEJELAIE (S VINS TOUGES. ... veeueerueeueeeeeueesueesteeteesteeseesaeesteastesseesteaseesaeeteaseesseeseeaseesseesseaseenseeneeaseenseaneeareeneeanes 169



Tableau 31. Concentrations en 1,8-cinéole (moyenne + écart-type pg/L) et en IBMP (moyenne + U ng/L) dans les vins

COMMETCIAUX OU EXPETTMENTAUX. 1.+ .vverteertereeeseeaseesteaseesseesaeasteaseeseeaseeaseesseaseeaseeaseaseeaseenseasessseenseassessesnseaneesseensessesssennsennes 175
Tableau 32. Vins de I’échantillonnage ayant permis la définition des espaces sensoriels propres aux vins de presse et aux vins
(0 L= 00 RR 197
Tableau 33. Description des fractions odorantes obtenues par CLHP du vin de goutte et du vin de presse correspondant
((=Ta 0 LT TE Dt I I T 1 PSSR 203
Tableau 34. Caractérisation olfactive des différentes fractions obtenues par la distillation sous vide du vin de goutte et du vin
(0 L= 0T 1SS 205
Tableau 35. Résultats des tests triangulaires a partir des fractions de vins goutte/presse obtenues par distillation et de leur
=10 o8] 1=] g T=1 o | ORI 205
Tableau 36. Principales zones odorantes végétales (fraction VV2) déterminées par CPG-0. ........ccccooveririiniieeieniiene e 207

Tableau 37. Principales zones odorantes végétales (fraction Vr) déterminées par CPG-O. ILR, indice linéaire de rétention sur
= OSSO 211

Tableau 38. Molécules odorantes identifiées dans les fractions V2 et Vr et susceptibles d’étre associées au caractére « presse »
(0 Lo S0 (0 oSSR 214

Tableau 39. Résultat du test triangulaire obtenu a partir d’une addition de 2,5 pg/L de 6-méthyl-5-hepten-2-one dans le vin
L0100 (= (T PSSR 216

Tableau 40. Parametres expérimentés (température d’incubation, temps d’incubation et concentration en pFBHA) lors de
I”optimisation des conditions de préparation et d’extraction de I’échantillon (plan d’expérience Box-Behnken). ................ 221

Tableau 41. Paramétres expérimentés avec un plan factoriel complet pour la précision des conditions
d’optimisation analytiques : température d’incubation, concentration en pFBHA, dilution. ...........cccooceviiiiiiiniiiieeiee 222

Tableau 42. Répétabilité, recouvrement, linéarité, limite de quantification (LOQ) et limite de détection (LOD) de la méthode
[0 L2010 o o< ST 227

Tableau 43. Concentrations en (Z)-1,5-octadien-3-one et (Z)-4-heptenal (moyenne + écart-type en ng/L) dans plusieurs vins de
goutte et VNS de PreSSe COMTESPONUANTS. .......eveeeereeeieeierteesieeseestee e eseesteesteaseesteasteaseesteaseeaseeseeaseeaseeneeaseeaneenseaneeaseensnanenn 228

Tableau 44. Concentrations (ng/L) en alkanals, alkenals, alkadienals dans les vins de goutte (G) et de presse (P) analysés. 230

Tableau 45. Caractéristiques (description, seuil de détection olfactive de la littérature) des molécules odorantes étudiées en lien
avec leur niveau abondance dans 1a catégorie « VINS de PIESSE M. ..oueeaueriuerruiiaiiieaieesreesiteesteeasieessbeesieeesaeesbeessbeesineeseeeans 236

Tableau 46. Concentrations en alkanals, alkenals et alkadienals dans le vin de presse CS_Mat+15(P++) et dans le vin de goutte
(oo g =] ool aTa o Lo L A O T 1Y L o T () OSSR 237

Tableau 47. Récapitulatif de la constitution des groupes A, B et C mentionnant la concentration ajoutée et I’OAV (ratio
concentration/seuil de détection théorique dans I’eau) pour chacun des COMPOSES. .......ceeerrerirrirreerieeeereeeeseeseeeee e 240

Tableau 48. Résultats des tests triangulaires obtenus a partir de I’addition des groupes A, B ou C dans le vin rouge (témoin).
...................................................................................................................................................................................... 240

Tableau 49. Résultats des tests triangulaires obtenus a partir de I’addition des groupes A, B ou C dans un vin rouge (témoin)
CONENANE UN OU PIUSIEUIS AULTES GIOUDES. .. ..vevereeeueeeseeseeeseseeseseeseseeseaseeeseseeseasasesseseaseseasessaseseasessasesssseasessasessasensasensns 241

Tableau 50. Résultats des tests triangulaires obtenus a partir de I’addition dans le vin rouge (témoin) des composés présents
dans le groupe C : (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal (3N) ; (Z)-1,5-octadien-3-one (O)... 242

Tableau 51. Résultats des tests triangulaires de I’évaluation orthonasale des modalités de vins Pomerol 15, M. ................. 258

Tableau 52. Concentration (mg/kg de matiére fraiche) en 1,8-cinéole, a-thuyone et B-thuyone (moyenne + écart type ; n=2)
dans les feuilles d’ Artemisia verlotiorium (vignoble de Pauillac) et d’Artemisia vulgaris (vignoble de Cognac)................. 264

Tableau 53. Concentration en 1,8-cinéole (moyenne + écart-type en pg/L) et a-thuyone (moyenne + écart-type en pg/L) dans
1eS ViNS COMMErCIAUX OU EXPETTMENTAUX ..veevveeveeeeesierseeiteesteseeesteasteseeesueaseesseeseeaseesseeseeassesseasseaseesseaseesseensesneesseenseseessenns 266

Tableau 54. Principaux descripteurs générés par I’évaluation d’une solution modéle supplémentée par 200 pg/L de salicylate
de méthyle (MESA) 0U 25 NG/L A7IBIMIP.........c.uiiii ittt ettt ettt et e st s e et e te e s eeeteenteeneeeseenseaneesreeneeenes 274

Tableau 55. Principaux descripteurs générés par I’évaluation d’un vin rouge de Bordeaux supplémentée par 200 pg/L de
salicylate de méthyle (MeSA) 0U 25 NG/L A’ IBIVIP..........oiiiieiieiee it siee ettt sttt ee st e steenee et e nteaneesreeneeanes 275



LISTE DES ABBREVIATIONS

3-AFC 3 — Alternative a choix forcé

ACP Analyse en Composantes Principales

AFNOR Association Frangaise de normalisation

ANOVA Analyse de variance

CLHP Chromatographie liquide haute performance

CPG Chromatographie en phase gazeuse

CPG-O Chromatographie en phase gazeuse — olfactométrie
CPG-SM Chromatographie en phase gazeuse — spectrométrie de masse
IBMP 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine

ILR Indice linéaire de rétention

IPMP 2-méthoxy-3-isopropylpyrazine

ISO Organisation internationale de normalisation

ISVV Institut des Sciences de la Vigne et du Vin

LLE Liquid liquid extraction

M Maturite

m/z Rapport masse sur charge des ions

MDCPG Chromatographie en phase gazeuse multidimensionelle

Chromatographie en phase gazeuse multidimensionelle —

MDCPG-0-SM olfactométrie — spectrométrie de masse
@) Olfactométrie

OAV Odor Activity Value

RA Reconstitution aromatique

sBMP 2-méthoxy-3-sec-butylpyrazine

SIM Selected ion monitoring

SPME Solid phase micro extraction

TAV Titre alcoométrique volumique



LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

Publication

Poitou, X. ; Thibon, C. ; Darriet, P. (En cours de révision) 1,8-Cineole In French Red Wines :
Evidence For A Contribution Related To Its Various Origins. Journal of Agricultural and Food

Chemistry.

Communication orale

Poitou, X. & Darriet, P. (2016) Sensory definition of green aroma concept in red French wines.
Evidence for the contribution of novel volatile markers. Macrowine 2016, HES-SO Changins
(Suisse), 27-30 juin 2016.

Communication affichée

Poitou, X. & Darriet, P. (2015). Investigations on the green aromas in French red wines related
to the grape ripening. 10éme Symposium International d’Enologie de Bordeaux (France), 29
juin-ler juillet 2015.



INTRODUCTION GENERALE




INTRODUCTION GENERALE

Le vin, produit de la vigne, plonge dans I’lhumanité comme les racines de celles-ci
s’enfoncent dans le sol. Depuis la trace des premiéres vinifications caucasiennes, il y a environ
8000 ans, a celles que nous connaissons aujourd’hui, le vin n’a eu de cesse de se transmettre
comme le produit des civilisations : Egyptienne, Grecque, Romaine, Gauloise, etc. L’évolution
des techniques de vinification est une longue marche au travers des siécles, faite de mouvements
parfois fulgurants et parfois dormants, rythmée par un tissu culturel local et dérivant au gré des
transmissions. Le vin rouge, tel que nous le connaissons aujourd’hui avec sa spécificité et sa
diversité émane de cette longue histoire. Longtemps, il fut baigné d’un savoir empirique qui
permettait de tirer de I’observation la meilleure partie du hasard. Au début du 17¢ siecle, cet
empirisme s’est affiné en empruntant les voies de ’expérimentation ; c¢’est le célebre Théatre
d’agriculture et mesnage des champs d’Olivier de Serres (1600). A partir de 13, I’histoire de
I’cenologie s’accélere et se jalonne par des ceuvres fondamentales a son développement qui sont,
selon Emile Peynaud (le Vin et les jours, 1988) : L’art de faire le vin de Chaptal (1800) ; Etude
sur le vin de Pasteur (1866) ; Traité d’cenologie de Jean Ribéreau Gayon (1947) et ses rééditions
successives par I’école bordelaise. Dés lors I’eenologie est devenu une science reconnue,
enseignée, et porteuse d’une connaissance étendue sur la physiologie de la vigne, la biochimie
du raisin, la microbiologie des fermentations, la composition des vins, la définition des
équilibres sensoriels, etc. La connaissance de I’odeur des vins, par la caractérisation des
composés chimiques qui en sont responsables, est initiée des 1956 par Robert Cordonnier
(Ecole nationale supérieure d’agronomie de Montpellier) sur I’étude des terpénes, puis illustrée
dans les années 90 par les travaux de I’équipe bordelaise de Denis Dubourdieu sur les ardmes
variétaux du Sauvignon blanc. Depuis, un grand nombre de recherches n’ont eu de cesse
d’apporter des éléments nouveaux de compréhension tout en révélant, dans un méme temps, la
prodigieuse complexité dont fait preuve I’ardme du vin. On estime a plus de 800 le nombre de
composés volatils, dont au moins une centaine de composés odorants (Maarse et al. 1989). Cet
axe de recherche, dans lequel nous inscrivons nos travaux, reste donc, a ce jour, une thématique

de choix vers une meilleure maitrise de la qualité et de « I’art de vinifier ».

Le terme «végétal» fait partie intégrante du lexique de la dégustation et de sa
terminologie ; c’est un attribut sensoriel trés largement usité en cenologie pour décrire I’arome
des vins. Traditionnellement, en Europe, ce terme a un usage plutét péjoratif puisqu’il renvoie

— le plus souvent — a des vins rouges obtenus a partir de raisins de faible maturité, notamment
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de la famille des Carmenets, dont I’odeur associée a la présence de 2-meéthoxy-3-alkylpyrazines

évoque celle du poivron vert.

Cependant, la question de la composante végétale des vins constitue un vaste sujet dans
le champ des descripteurs, couvrant plusieurs nuances et intégrant des aspects technologiques
de I';enologie — ayant trait au stade de maturité des raisins, aux modalités de vinification, a I'état
sanitaire de la vendange, etc.—, ainsi que des aspects sensoriels autour de dimensions

perceptives et cognitives.

Nous pensons que cette famille constitue I’une des portes d’entrée vers la compréhension
des équilibres qui gouvernent I’expression aromatique des vins rouges. En effet, elle est
souvent située en opposition a la composante fruitée. Aussi, sa dimension hédonique est
rarement appréhendée dans sa diversité, alors que certaines notes fraiches qui la constituent,
telles les nuances « menthées, mentholées » par exemple, contribuent a I'identité aromatique de

vins réputés (Peynaud, 1981 ; Picard et al., 2015a).

Notre étude avait donc pour objectif d’approcher cette notion sensorielle par une
considération plus large de ses tonalités et de ses origines. Intégrant des aspects sensoriels et
analytiques, elle devait permettre d’identifier de nouveaux déterminants moléculaires,
contributeurs aux nuances spécifiques de cette famille d’odeur. Aussi, ces travaux visaient a

soutenir les professionnels de la filiere par leurs implications viticoles et cenologiques.

Le point de départ de notre démarche, développé dans la premiere partie de ce manuscrit,
s’est concretisé autour de la définition, dans le champ des descripteurs, des réalités olfactives

recouvertes par le terme « végétal ».

Par ailleurs, une confrontation des observations sensorielles avec les données analytiques
de molécules odorantes connues a permis d’étudier leur niveau de corrélation. Fort de ces
premiers résultats, un travail de caractérisation de composé « clefs » a reposé sur une
combinaison d’approches sensorielles et analytiques, notamment par [’utilisation de la
chromatographie en phase gazeuse multidimensionnelle couplée a I’olfactométrie (MDCPG-

0O-SM), mais aussi par I’analyse des propriétés psychophysiques des composés identifiés.

En outre, notre démarche a laissé une place prépondérante a la compréhension de I’origine
des molecules. C’est la raison pour laquelle ce manuscrit a été articulé autour des diverses
origines considérées ou mises en lumiere. L’une des origines connues de ces nuances, la
maturité des raisins, a d’abord été reconsidérée et détaillée au cours de la seconde partie du

manuscrit ; de méme qu’une autre moins caractérisée, constituant la troisiéme partie de I’étude :

3
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le pressurage des marcs. De plus, de nouvelles origines responsables de certaines expressions
végétales se sont révélées au fur et a mesure de ’avancement de notre étude ; elles ont été

précisées dans la derniére partie de celle-ci.

Aussi, au cours de ce travail, une approche holistique, qui nait de la perception d’une
nuance et s’étire, par I’étude des molécules, de leur impact sensoriel et de leur origine, jusqu’a

la considération de certains facteurs technologiques, a été employée.

Finalement, au travers de I’angle d’approche qu’elle s’était fixée autour de cette famille
aromatique du «végétal», ce projet de recherche avait pour vocation de contribuer a
I’avancement de la connaissance de I’aréme des vins rouges, tout en étant en mesure de
proposer des considérations nouvelles quant a I’origine de certaines odeurs, mais également des

moyens d’action technologiques assurant leur modulation.
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1. LES AROMES VEGETAUX/VERTS

1.1. Généralités

Un végétal est un « étre vivant généralement chlorophyllien et fixé au sol, doué d’une
sensibilité et d’une mobilité extrémement discrétes, capable de se nourrir principalement ou
exclusivement de sels minéraux et de gaz carbonique, et dont les cellules sont habituellement
limitées par des membranes squelettiques de nature cellulosique. » ; telle est la définition
fournie par le dictionnaire Larousse. Ce terme, emprunt au latin médieval vegetalis « qui croit »,
et au latin tardif vegetare qui signifie également « croitre », se rapporte bien a la description
d’un organisme vivant, arbre ou plante, par opposition a minéral. Lorsqu’il est employé sous
une forme adjectivale, ce mot fait aussi référence a « ce qui appartient ou qui a rapport aux

végétaux » (Dictionnaire de I’ Académie francaise, 9° édition).

Si I’on se tenait a la stricte définition de ce terme, tous les arbmes, et méme plus
généralement toutes les odeurs qui trouvent leur origine dans le regne végétal pourraient étre
qualifiées de « végétales ». Le champ des nuances aromatiques couvert par ce terme deviendrait
alors extrémement vaste, y incluant le parfum des fleurs, des fruits, les diverses essences

d’arbres et de plantes.

Celui-ci n’est pourtant pas aussi générique qu’il le prétend puisqu’il permet, par un
emploi étendu et quelque peu détourné du sens premier, la qualification de nuances aromatiques
trés particulieres qu’expriment un certain nombre de produits, et notamment le vin. L’usage de
vocables spécifiques obtenus a partir d'un mot commun dont le sémantisme original a été
modifié pour rejoindre un lexique de dégustation se résume tres bien ainsi : « Vous pouvez
parler du vin comme s’il était un bouquet de fleurs (parfumé, fortement parfumé) ; un paquet
de lames de rasoir (métallique) ; un militaire (robuste, puissant) ; une troupe d’acrobates
(élégant, bien équilibré) ; un gros industriel (distingué, riche) ; une vierge dans un lupanar
(immature, promettant des plaisirs a venir) ; la plage de Brighton (propre et caillouteux) ; et
méme une pomme de terre (terreux) ou un gateau de Noél (gras, sucré, rond). » (Derek Cooper,
The Fireside Book of Wine)

L’équivalent anglais le plus couramment rencontré du terme «végétal » est I’adjectif

«green » (vert). Au-dela de la définition méme de couleur, ce terme, peu usité dans la langue
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frangaise pour la description des odeurs, fait référence a « ce qui est encore loin de la maturité »
(Dictionnaire Larousse) ou a « des végétaux qui ont encore de la séve, qui ne sont pas secs ».
A I’inverse de I’adjectif « végétal », le terme « vert » est finalement assez restrictif puisqu’il fait

directement référence a une origine donnée.

Appliquée au champ des odeurs, cette caractéristique aromatique «verte» est
couramment utilisée dans la littérature anglaise pour la description des fruits et des légumes
(Hui et al., 2010). C’est par exemple le cas de I’arome de tomate (Baldwin et al., 2004), de
I’abricot (Feng et al., 2015) ou de la fraise (Ikeura et al., 2009 ; Ubeda et al., 2012). Cette
nuance assure aussi la distinction de différent type de cafés (Scholz et al., 2013), de tabacs (Xia
et al., 2015), de thés (Erasmus et al., 2016). On la retrouve méme dans le lexique de dégustation
de certains produits alimentaires comme le miel (Galan-Soldevilla et al. 2005), mais aussi dans
le parfum (Retiveau et al. 2004) et le whisky (Wanikawa , 2001).

La récurrence d’utilisation du terme «vert» a conduit certains auteurs anglosaxons
(Hongsoongnern & Chambers, 2007) a en préciser le champ lexical. La composante « verte »
est ainsi décrite comme la synthese de multiples attributs sensoriels, le plus souvent associés a
des matériaux d’origine végétale. Ces auteurs mentionnent I’existence de 5 sous-catégories :
« vert/sous-maturité », «vert/cosse de pois», «vert/herbeux-feuillu», «vert/viney» et

« vert/fruité ».

La premiére, «vert/sous-maturité», s’associe naturellement a la définition du terme
«vert» puisqu’elle fait directement référence aux caractéristiques aromatiques de plusieurs
fruits insuffisamment mdrs. La seconde, « vert/cosse de pois », évoque les attributs sensoriels
des haricots verts, des brocolis, des asperges et des produits du soja. La troisiéme,
« vert/herbeux-feuillu », se référe aux nuances retrouvées dans I’herbe fraichement coupée et
dans certaines plantes aromatiques comme le basilic, le persil frais, la feuille de coriandre, mais
aussi les épinards et le thé vert. Un autre type de vert, qui est nommé « viney » par les auteurs,
évoque les odeurs des légumes verts comme la tomate fraiche, le concombre, mais aussi la
feuille de vigne ainsi que la rafle. Il est caracteristique de I’odeur du 2-isobutylthiazole, lui-
méme apparenté a I’odeur de tomate verte avec des tonalités vineuses et fraiches (Selli et al.,
2014 ; Piombino et al., 2013). Enfin, la catégorie « vert/fruité » renvoie a I’odeur de certains

fruits et produits dérivés du fruit, tels que la poire ou le jus de pomme.

De plus, ces mémes auteurs ajoutent que la majorité des composés aromatiques portant

ces différentes odeurs « vertes » expriment aussi des nuances de type « champignon/terreux ».
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Selon eux, il n’est donc pas rare de retrouver ces deux tonalités associées au sein d’un méme

produit. Ce point sera aborde ultérieurement (8 1.2.1).

Il est intéressant de relever que d’autres auteurs (Hatanaka et al., 1996) avaient, eux aussi,
préalablement tenté de préciser le terme « vert » et étaient arrivés, de la méme maniére, a la
génération de 5 sous-catégories assez similaires, a savoir « vert/feuillu », «vert/herbeux »,

« vert/insecte », « vert/légume » et « vert/fruité ».

Au regard de ces travaux, il apparait donc que le terme « vert », tres souvent appliqué a la
description des odeurs et a la caractérisation de produits, n’évoque pas un attribut précis, mais
constitue une catégorie d’ardmes regroupant des éléments sensoriels aux caractéristiques
communes. Dés lors, si le coeur garde une certaine constance, les contours de la classification
ne peuvent qu’étre ajustables et soumis a la libre appréciation d’un groupe de dégustateurs,

considérant les caractéristiques et la variabilité aromatique d’un produit donné.

Lorsqu’il est appliqué & la description d’un vin, le qualificatif «vert» vise plutot a
traduire, paradoxalement, un équilibre gustatif global porté vers I’acidité puisque, selon
Peynaud & Blouin (2006), il s’associe aux termes « maigre », « sec » et « acide ». Ceci ramene
a I’idée d’un défaut de maturité des raisins a partir desquels le vin est obtenu. Si nous tentions
alors d’appliquer la notion de « vert » a la description des odeurs en généralisant I’expression
aromatique des cépages, elle serait apte a décrire les nuances spécifiques d’un vin issu de raisins
insuffisamment mdris. Cependant, par une extension de langage qui se joint aussi a la définition
de fruit pas encore mir, les dégustateurs qualifient souvent un vin jeune, qui doit davantage
vieillir pour trouver sa pleine expression aromatique, de «vin vert» (Lehrer, 2009). Cette
dénomination appartient aussi a un type de vin produit dans le nord du Portugal, le Vinho Verde
ou «Vvin vert». Bien que I’origine de cette association puisse étre imputable aux nombreux
reflets verdatres qui ornent souvent la robe de ses vins blancs, I’existence de Vinho Verde rouges
suggere que le terme « vert » fait plutdt référence a la précocité des vendanges de cette région,
et donc & la faible maturité des raisins dont le mode de conduite en Pergola limite I’exposition
des grappes au soleil. De méme, ces «vins verts» trouvent leur expression dans la prime
jeunesse, autour de la fraicheur, et se destinent exclusivement a étre consommés comme tel.
Autant dire la confusion manifeste qui apparait dans I’application du terme & la description de

I’odeur du vin.
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1.2. Les nuances aromatiques végétales/vertes dans les vins

1.2.1. Définition

L’usage du descripteur «végétal» lors de la dégustation des vins est commun et
largement répandu, aussi bien sur les vins blancs que sur les vins rouges. En ce sens, il fait
partie intégrante du lexique de la dégustation (Lehrer, 2009), en y définissant I’'une des
catégories principales. Perrin (2008) confirme I’utilisation de ce terme par les experts puisqu’il
constitue I’'un des descripteurs les plus générés lors de I’évaluation des vins rouges par des
méthodes de profils libres (PL) ou de profils ultra flash (PUF).

Un expert est défini par Nicod et al. (2006), comme « une personne qui, se confrontant
trés régulierement au méme univers produit, a développé des images sensorielles propres aux
différents produits de son univers et utilise ensuite ces connaissances pour déguster et prendre
des décisions liées au produit ». Dans le cas du vin, I’expert se caractérise « par sa connaissance
des vins, connaissance acquise a la suite de nombreuses dégustations, et par sa capacité a
décrire des vins » (Chollet et al., 2000). Ajoutons que cet expert doit, selon Peynaud & Blouin
(2006), étre en mesure « de posséder un vocabulaire gustatif suffisamment étendu et précis pour

exprimer ses perceptions et motiver son jugement ».

Cependant, bien qu’il soit tres largement utilisé comme objet de discrimination par les
experts, I’emploi du terme « végétal » ne fait cependant pas toujours le consensus (Salomon,
1990 ; Perrin, 2008). La différence dans la perception interindividuelle pourrait en étre la cause,
notamment lorsqu’elle s’allie & la complexité de ce caractere «végétal» qui peut couvrir
plusieurs nuances aromatiques. Ainsi, selon Peynaud & Blouin (2006), le descripteur végétal
est «souvent liée a des raisins mal mdris, aux caracteres herbaces, de foin frais évoluant

souvent vers le foin sec, I’infusion fanée ».

Les travaux de Noble et al. (1987) qui ont conduit & regrouper les principales nuances
aromatiques percues lors de la dégustation des vins en les classant en famille et sous-famille,

montrent que cette composante apparait bien plus étendue encore (Figure 1).
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Figure 1. Roue des ardmes du vin classé en famille et sous-famille (Noble et al., 1987).

En effet, dans ce classement, la famille « végétale » apparait comme la troisieme plus
importante en nombre de descripteurs, apres les familles « chimique » et « fruité ». La famille
« végétale » a été decoupée par ces auteurs en trois sous-familles : végétal frais, végétal cuit et
végétal sec. La sous famille « végétal frais » regroupe les ardmes de tige, d’herbe coupée et de
poivron tout y associant celles, plus fraiches, d’eucalyptus et de menthe. La sous-famille
« végétal cuit » rassemble les descripteurs haricots verts, de I’asperge, de I’olive verte et noire

et de I’artichaut. Enfin, la sous famille « végétal sec » contient les nuances de thé, de tabac et
de foin.

Allen (2007) a complété cette classification en y intégrant, en plus des descripteurs
« végétal frais » et « herbe coupée » déja mentionnés, des nuances végétales et fruitées qu’il
nomme « fruité vert » et qui correspondent, selon lui, & des arébmes de « pomme verte », de

« kiwi », et méme parfois de « fruit de la passion ». Il ajoute aussi, de maniere surprenante, les
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odeurs de type « moisi » et «terreux » proche de I’humus et qui, selon Noble et al. (1987),
constituent une catégorie «terreuse » bien distincte de celle du «végétal ». Allen explique,
cependant, qu’il est difficile de placer une barriére stricte entre ces odeurs tout en précisant que
certaines de ces nuances peuvent revétir une connotation agréable, par exemple dans le cas des
vins blancs de Sauvignon. C’est le fameux végétal « noble » qu’énonce Denis Dubourdieu et
qui évoque « la menthe et la fougére » et confére « une complexite qui dépasse le fruit » (Berdin
& Dubourdieu, 2012). En revanche, Allen spécifie que I’appréciabilité de ce caractére ne
dépend pas que de I’ardme en lui-méme, mais surtout du contexte dans lequel il est pergu et
jugé. Il précise ainsi que ces odeurs, lorsqu’elles sont présentes dans les vins rouges,
correspondent a des défauts puisqu’étant souvent le signe d’un mangue de maturité des raisins
a la récolte. Bindon et al. (2013) appuient cette analyse par la mise en évidence d’une
association, par le consommateur, des nuances de «vert frais» associées aux descripteurs
« feuille de tomate, poivron vert, herbe, feuille » avec I’acidité des vins et le défaut de maturité
des raisins ; de plus, ces vins tendent a étre rejetés par les consommateurs. Toutefois, Lattey et
al. (2010) apportent un eclairage différent en montrant que, dans les vins rouges australiens, un
certain type de notes végétales peuvent étre appréciées par des groupes de consommateurs, et

notamment les nuances « menthées/mentholées » appartenant a la sous-famille « vert frais ».

1.2.2. L’impact des nuances « végétales » dans la perception fruitée des vins

rouges

La qualité des vins, et peut-étre plus encore celle des vins rouges, reste étroitement mélee
a une complexité aromatique qui s’articule principalement autour des arémes fruités. Si I’on
prend I’exemple des vins rouges de Bordeaux, le bouquet d’un Bordeaux classique dominé par
le Merlot peut se définir ainsi : « fraicheur et complexité avec des ardbmes de fruits noirs, de
mdre, de cerise a I’eau-de-vie, des notes de chocolat noir, de cigare havane avec, en méme
temps, un peu d’épices, de pivoine et de rose »; s’agissant des grands vins de Cabernet-
Sauvignon issus des plus beaux terroirs de graves, ils expriment « des nuances de réglisse, de
bois de cedre, de cacao, des notes de mdres, d’airelles, de cerise, de fraise des bois [...] la
cheminée froide, le bois brilé, étrangement mélé a des odeurs de rose » (Berdin & Dubourdieu,
2012).

De plus, un certain nombre d’études sur la filiation entre les attributs sensoriels des vins

rouges et I’acceptation par le consommateur affirment que les ardmes liés aux fruits sont
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positivement corrélés a cette préférence (Frost & Noble, 2002 ; Malherbe et al., 2013) avec,
dans le cas des vins rouges australiens, un jugement trés favorable vis-a-vis des notes de
confiserie, de fruits rouges, de cassis et de fruit noirs (Lattey et al., 2010), de fruits noirs encore,
de la vanille et de la saveur du fruit en générale(Bindon et al., 2013).

Si I’'on s’interroge sur la relation qu’entretiennent entre-elles les nuances fruitées et
végétales dans les vins rouges, on voit souvent apparaitre une dichotomie bien marquée et
observée depuis longtemps et ce, quelque soit le cépage : Cabernet-Sauvignon (Heymann et al.,
1987), Pinot Noir (Guinard & CIiff, 1987 ; Reynolds et al., 1996) ou Zinfandel (Noble &
Schannon, 1987).

D’autres auteurs (Hein et al., 2009) utilisant I’Analyse en Composantes Principales
(ACP), ont fait ressortir ce lien d’opposition entre les nuances « végétales » et « fruitées ». 1l est
intéressant de relever que cette étude a porté sur deux nuances particuliéres du descripteur
végétal, le végétal de type « poivron vert », mais aussi un végétal plus frais de type « menthe »
et «eucalyptus ». Seule la premiére de ces nuances impacte de maniére négative le fruité. De
plus, les mémes auteurs apportent des éléments de réponse a ce phénomene en démontrant un
effet de masquage de la perception végétale par la composante fruitée. En effet, ils remarquent
que I’ajout d’extraits de fruits rouges dans un vin marqué par des odeurs de poivron diminue la
perception olfactive de celles-ci. lls concluent sur le fait que le caractére aromatique global du
vin rouge soit sous la dépendance des notes végétales de type « poivron vert». En d’autres
termes, ce seraient ces nuances qui, par leur action sur I’équilibre des odeurs, gouverneraient
I’expression aromatique globale des vins rouges. Suivant cette méme idée partagée dans le
« nouveau monde » vinicole, Robinson et al. (2011a) montrent que deux grands styles
prédominent au sein des vins australiens de Cabernet Sauvignon, ceux répondant au type

« fruité » et ceux répondant au type « végétal/herbacé ».

Enfin, Preston et al. (2008) mettent aussi en évidence I’existence d’un contraste
fruité/végétal dans les vins de Cabernet Sauvignon américains, en regroupant dans la derniére
catégorie les ardmes d’eucalyptus, de poivre, de poivron, d’olive et de légumes cuits. Une fois
encore, si les nuances de poivre, de poivron, d’olive et de légumes cuits apparaissent s’opposer
directement a celles du fruit (cerise, fruits secs, vanille), les odeurs d’eucalyptus semblent se
démarquent de celles-ci, mais sans contraste direct. Ceci rejoint donc I’idée selon laquelle il
peut exister des tonalités aromatiques « végétales » considérées positivement — nommément

dans un qualificatif « végétal frais ». Celles-ci ne causent pas préjudice au caractere fruité des
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vins mais tendent plutét a renforcer la complexité de leur bouquet, notamment en lui conférant

fraicheur et élégance.

1.3. Les composes contribuant aux nuances aromatiques « végétales »

des vins rouges

1.3.1. Les méthoxypyrazines

Les pyrazines (ou 1,4-diazines) sont des hétérocycles azotés de formule brute CsHaN>
retrouvées dans la nature, aussi bien dans le regne végétal qu’animal (Maga et al., 1992). Une
partie d’entre elles, les alkylpyrazines, sont présentes dans un grand nombre d’aliments ou elles
dérivent de la réaction de Maillard lors de procédés de torréfaction (cacao et café), de grillage
(noisettes et amandes) ou de cuisson (viande). Leurs odeurs appartiennent majoritairement aux
registres «grillé », «viandé », «noisette », «pop-corn» ou «terreux» (Maga et al., 1973;
1992).

Une autre catégorie, les méthoxypyrazines, naturellement présentes dans les végétaux,
dérivent du metabolisme des acides aminés. Les trois principales de cette famille sont la 2-
méthoxy-3-isobutylpyrazine (IBMP), la 2-méthoxy-3-isopropylpyrazine (IPMP) et la 2-
méthoxy-3-sec-butylpyrazine (sBMP). (Figure 2)

OCH,4 OCH, OCH,

0L OC OC.

2-methoxy-3-isobutylpyrazine  2-methoxy-3-isopropylpyrazine ~ 2-methoxy-3-S€C.pytylpyrazine
(IBMP) (IPMP) (sBMP)
Poivron vert ; 15 ng/L! Petit pois, terreux ; 1-2 ng/L? Petit pois, poivron Vert ; 1-2 ng/L3

Figure 2. Structures chimiques de la 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine (IBMP), de la 2-méthoxy-3-
isopropylpyrazine (IPMP) et de la 2-méthoxy-3-sec-butylpyrazine (sSBMP). ! Seuil de détection
olfactive dans le vin rouge (Roujou de Boubée et al., 2000) ; 22 Seuil de détection olfactive dans I’eau
(Murray et al., 1970 ; Seifert et al., 1970).
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La 2-méthoxy-3-isobutylpyrazine (IBMP) a été mise en évidence pour la premiére fois
dans le poivron vert (Capsicum annum var. grossum) par Buttery et al. (1969). Ces mémes
auteurs estiment son seuil de détection olfactive dans I’eau a 2 ng/L, soit un seuil extrémement
bas qui, joint a la similarité de I’odeur, fait de ce composé le responsable de I’odeur du poivron
vert frais. Cette molécule est également retrouvée dans nombre d’autres légumes tels que le
piment (Capsicum frutescens), le petit pois (Phaseolus vulgaris), la feve (Vicia faba), la
betterave (Beta vulgaris), la laitue (Lactuca sativa), I’épinard (Spinacea oleracea), etc. (Murray
etal., 1975 ; Hui et al., 2010).

La premiére identification dans le raisin de Cabernet-Sauvignon a été réalisée par
Bayonove et al. (1975). Son seuil de détection olfactive extrémement bas dans le vin rouge, de
I’ordre de 15 ng/L dans un vin de Bordeaux (Roujou de Boubée et al., 2000) en fait I’'un des
contributeurs majeurs de I’arébme végétal de poivron vert pouvant étre percu dans les vins
rouges issus de différents cépages, en particulier ceux appartenant de la famille des
Carmenets tel que le Cabernet Sauvignon (Allen et al., 1990 ; 1994), le Cabernet franc (Roujou
de Boubée et al., 2000), le Merlot (Sala et al., 2000) et la Carmenere (Belancic et al., 2007).
Les niveaux de concentrations retrouvés dans les vins de Merlot restent généralement plus bas

que dans ceux des autres cépages étudiés (Roujou de Boubée et al., 2000).

Au-dela du facteur variétal, la concentration finale de ce composé dans le raisin est sous
la dépendance de plusieurs facteurs culturaux et environnementaux (Lacey et al., 1991 ; Allen
etal., 1996 ; Kotseridis et al., 1999 ; Roujou de Boubée, 2000). Un certain nombre d’études ont
ainsi cherché a préciser les niveaux d’abondance de ce composé dans les raisins et les vins en
étudiant, par exemple, les effets spécifiques de I’irrigation (Sala et al., 2005 ; Mendez-Costabel
etal., 2014), de la densité de plantation (Sala et al., 2005), de la lumiére (Hashizume & Samuta,
1999 ; Ryona et al., 2008 ; Koch et al., 2012), de la température (Falcao et al, 2007 ; Koch et
al., 2012), du rendement (Chapman et al., 2004) ou de la nutrition azotée (Mendez-Costabel et
al., 2014 ; Helwi et al., 2015).

De I'ensemble de ces travaux, il ressort que la concentration en IBMP dans les raisins a
la récolte dépendra de I’action croisée des facteurs considérés prealablement (Scheiner et al.,
2012) méme si, de maniere générale, elles restent largement associées a des rendements
excessifs et des microclimats peu favorables a la maturation des grappes : pas d’exposition des
baies au soleil et basses températures. Une vigueur excessive de la vigne, qui peut étre
engendrée par une disponibilité importante en eau du sol, (Van Leeuwen, 1991) ou une forte
alimentation azotée (Spayd et al., 1993) peuvent aussi favoriser des concentrations importantes
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d’IBMP dans les grappes, encore que ce dernier point ait été réecemment reconsidéré (Helwi et
al. 2016).

D’une maniére générale, d’importantes teneurs en IBMP a la récolte sont le plus souvent
associées a un défaut de maturité des raisins (Roujou de Boubée et al., 2000), mais parfois aussi
a un blocage de maturité (communication personnelle). En effet, les teneurs de ce composé dans
les raisins, aprés avoir atteint un pic d’accumulation entre les stades « fermeture de grappe » et
« véraison» selon les conditions physiologiques de la vigne et les parametres évoqués
préalablement, vont décroitre de maniere significative (Figure 3). Dans ce phénomene, la
premiére phase (accumulation) apparait comme la période déterminante des concentrations
finales retrouvées dans les baies. Il existe, en effet, un excellent niveau de corrélation entre les
concentrations en IBMP dans le raisin 2 semaines avant la véraison (pic d’accumulation) et les

concentrations a la vendange (Ryona et al., 2008).
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Figure 3. Evolution de la teneur en IBMP (exprimée pg/baie) des raisins de Cabernet franc (Vitis
vinifera L. Cv. Cabernet franc) a I’ombre (®) ou exposés a la lumiére ©--4 en fonction du nombre
de jours apres floraison. Différences significatives (test de Student) . ns, non significatif; * p < 0,08 ;
**p < 0,05 (Ryona et al., 2008).

Par ailleurs, la correspondance entre I’évolution des concentrations de ce composé et celle
de I’acide malique dans les raisins en cours de maturation, souvent observée, ont conduit a

formuler I'hypothése d'une dynamique similaire d'évolution (Lacey et al., 1991 ; Roujou et al.,
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2000; Bogart & Bisson, 2006). Toutefois, Ryona et al. (2008) montrent clairement une
différence dans le fait que, si les cinétiques d’évolution des deux composés présentent des
similitudes avec phase d’accumulation et phase de dégradation, elles ne sont pas, d’une part,
impactées de la méme maniere par I’exposition a la lumiere des raisins et, d’autre part, les
dynamiques d’évolution sont différentes : la dégradation de l'acide malique dans la baie étant
généralement plus précoce que celle de I'IBMP. Ainsi, il convient de relativiser la filiation entre
les teneurs en acide malique (considéré comme un marqueur de maturité) et celle de I'IBMP.,
Par exemple, au cours d'un millésime avec une période de prévéraison chaude et ensoleillée et
une période de maturation froide et nuageuse les niveaux de concentration en IBMP seront

susceptibles d'étre relativement bas au regard de ceux de I'acide malique.

A ce jour, de nombreuses étapes de la voie de biosynthése de I''BMP dans le raisin restent
a €lucider. Toutefois, Hashizume et al. (2001) ont proposé une voie de biosynthése dérivant de
la leucine et dont la derniére étape résulte de la transformation de la 2-hydroxy-3-
isobutylpyrazine (IBHP) en IBMP sous I’action de O-methyltransferases (OMT). Il apparait
que lactivité de ces enzymes est un facteur prépondérant qui détermine les niveaux
d’accumulation des méthoxypyrazines dans la baie (Hashizume et al., 2001 ; Dunlevy et al.,
2010). A ce jour, quatre génes codants pour ces enzymes ont été identifiés dans les baies de
Cabernet-Sauvignon : VWOMT1, VWOMT2 (Dunlevy et al., 2010), VWVOMT3 et VWOMT4
(Guillaumie et al., 2013 ; Dunlevy et al., 2013). Les genes VWVOMT3 et VVOMTA4 sont ceux qui
codent pour des enzymes possédant la plus grande affinité pour la 2-hydroxy-3-
isobutylpyrazine. Leur expression est maximale (forte activité transcriptionnelle) durant la
phase d’accumulation de I’IBMP dans le raisin (au cours des 4 & 8 semaines apres floraison)
puis décline par la suite, ce qui suggére que I’expression de ces génes est déterminante sur les
niveaux d’accumulation de I’IBMP dans le raisin (Guillaumie et al., 2013 ; Dunlevy et al.,
2013). En outre, I’expression des génes VVOMT1, VWOMT2 n’est pas bien corrélée avec les
profils d’accumulation d’IBMP dans la baie. Par ailleurs, Helwi et al., (2015) ont établi que
I’expression des genes VWVOMT3 et VWOMT4 n’était pas modifiée par un surplus de nutrition
azotée de la vigne (en conditions d’absence de contraintes hydriques). L’effet parfois observé
de I’azote sur les concentrations en IBMP est donc, dans ces conditions expérimentales précises
associé a un effet indirect, probablement imputable a la modification du microclimat de la zone

des grappes induite par une plus grande vigueur de la vigne.
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Figure 4. Voie de biosynthése hypothétique de I’'IBMP dans le raisin adapté de Hashizume et al.,
2001 (Guillaumie et al., 2013). IBHP, 3-isobutyl-2-hydroxypyrazine ; OMT, O-methyltransferase ;
SAHcy, S-adenosyl-L-homo-Cys ; SAM, S-adenosyl-L-methionine.

Les autres méthoxypyrazines identifiées dans les raisins et dans les vins avec des
récurrences beaucoup plus faibles sont la 2-méthoxy-3-isopropylpyrazine (IPMP) et la 2-
méthoxy-3-sec-butylpyrazine (sBMP) (Figure 2); mais aussi la 3-méthoxy-2,5-
diméthylpyrazine (DMMP), la 2-méthoxy-3,5-diméthylpyrazine (MDMP) et la 2-méthoxy-3-
éthylpyrazine (ETMP) (Figure 5).

Tout comme I’IBMP, les deux premieres méthoxpyrazines sont aussi retrouvés dans
certains légumes avec des prédominances pour chacune : I’asperge (Asparagus officinalis), le
pois (Pisum sativum), le concombre (Cucumis sativus), la laitue, la pomme de terre (Solanum
tuberosum) pour 'IPMP ou la betterave (Beta vulgaris L.), la carotte (Daucus carota sativa),
le persil (Petroselinum crispum) et le panais (Pastinaca sativa) pour la SBMP (Murray et al.,
1975 ; Maarse, 1991 ; Masanetz et Grosch, 1998). Ces composés, dont I’odeur végétale est
proche de celle de I'IBMP, avec un caractere plus «terreux» pour I'IPMP, présentent
également un fort pouvoir odorant. En effet, Seifert (1970) estime le seuil de détection olfactive
de I'IPMP dans I’eau se situe au méme niveau que celui de I’'IBMP, soit proche du ng/L. Cette
valeur est partagée par Maga (1989) pour les vins rouges et atteint méme 0,93 ng/L dans les jus
de Niagara et de Concord (Pickering et al., 2008). 1l en est de méme pour le SBMP dont le seuil

de détection olfactive dans I’eau est estimé a 1 ng/L (Murray et al., 1970).

L’IPMP identifiée dans les vins par Harris et al. (1987) et Lacey et al. (1991), a fait I’objet
d’études dans les vins blancs de Sauvignon (Allen et al., 1990) ainsi que dans les vins rouges
de la région bordelaise (Allen et al., 1995). Ces recherches ont mis en lumiére des niveaux de
concentration plus faibles que ceux de I’'IBMP. Allen et al. (1995) ne détectent qu’un seul vin
rouge de Bordeaux avec une teneur proportionnellement relativement importante (9,7 ng/L), la
majorité des autres vins n’en possédant pas plus de 0,5 ng/L. Ces auteurs formulent donc
I’hypothése d’une autre origine, extérieure a celle du processus normal de vinification ou du

raisin lui-méme. Récemment, Gracia-Moreno et al. (2011), considérant I’analyse des teneurs
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en IPMP de 71 vins rouges espagnols, ont montré que 61 % des vins étaient inférieurs a la limite
de détection de la méthode (0,4 ng/L) et que seulement cing d’entre eux dépassaient 2 ng/L.
Ainsi, la synthése de I’IPMP dans le raisin a partir de la valine et selon la voie de biosynthése
décrite précédemment pour I’IBMP (Figure 4), bien que suggérée par plusieurs auteurs (Gallois
et al., 1988 ; Murray et al., 1970 ; Murray et Whitfield, 1975), ne semble pas étre en mesure
d’induire des teneurs importantes dans les raisins et dans les vins. En revanche, des recherches
menées en Ontario sur le « ladybug taint », ou littéralement « contamination par la coccinelle »,
ont montré que la présence dans la vendange d’espéces de coccinelles, comme la coccinelle
asiatique (Harmonia axyridis) largement répandue sur le continent américain ou la coccinelle a
sept points (Coccinella septempunctata) courante en Europe, était susceptible d’induire de
fortes concentrations en IPMP, responsables d’un défaut olfactif dans les vins rouges (Pickering
et al., 2005 ; Botezatu et al., 2012a).

S’agissant de la troisieme méthoxypyrazine, la 2-méthoxy-3-sec-butylpyrazine (sSBMP),
ce composé n’a, a ce jour, été considérée que par quelques études ; aucune n’ayant réellement
fourni d’informations sur sa contribution au caractéere végétal des vins. Elle a ainsi été
mentionnée de maniere épisodique dans des mo(ts de Sauvignon blanc (Lacey et al., 1991), de
Merlot ou du Cabernet Sauvignon (Sala et al., 2000 ; Hashizume et al., 1996) avec des
concentrations n’excédant pas 10 ng/L. Sa présence dans les vins issus de plusieurs cépages
rouges et blancs reste tout aussi irréguliere, avec des concentrations trés souvent en dessous de
la limite de détection des méthodes d’analyses (Godelmann et al., 2007), et méme en dessous
de 0,4 ng/L (Schmarr et al., 2010). En outre, Lopez et al. (2011) ne mentionnent qu’un seul
vin de Sauvignon blanc chilien en contenant 1,1 ng/L sur I’ensemble des vins analysés (rouges
et blancs). Peu d’informations quant a son origine sont disponibles dans la littérature. Elle
semble cependant, comme les autres méthoxypyrazines, plutdét localisée dans la rafle
(Hashizume et al., 1996 ; 1997) et pourrait étre accrue dans les raisins par I’irrigation et le
manque de maturité de ceux-ci (Sala et al., 2005), bien que ces mémes auteurs ne la détectent
pas dans les vins qui en résultent. Au méme titre que I’IPMP, sa concentration pourrait étre
Iégerement accrue par Iincorporation de coccinelles (de I’espéce Harmonia axyridis
principalement) vivantes ou dont la mort n’excede pas 3 jours (Kotseridis et al., 2008 ; Botezatu
et al., 2012a). Botezatu et al., (2012a) supposent ainsi qu’elle pourrait contribuer, par un
phénomene sensoriel d’additivité avec I’IPMP, a une déviation aromatique a caractére végétal

de ces vins. On notera que ces mémes auteurs mentionnent la présence de sBMP a des teneurs
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relativement élevées (6,2 et 8,0 ng/L), respectivement dans les vins témoins de Cabernet-
Sauvignon et de Vidal.

Ces mémes auteurs rapportent la présence d’une autre méthoxypyrazine, la 3-méthoxy-
2,5-diméthylpyrazine (DMMP), connue pour sa contribution a I’odeur des coccinelles
asiatiques (Cai et al., 2007). L’augmentation des teneurs de cette molécule par I’incorporation
des coccinelles est finalement assez faible et la majorité du contenu présent dans les vins semble
appartenir au raisin lui-méme. Son seuil de détection olfactive orthonasale dans les vins rouges
est estimé a 31 ng/L (Botezatu et al., 2012b) avec, toutefois, un impact sensoriel autour de
nuances « vertes/végétales » et « moisies/terreuses » avec des concentrations voisines de 120
ng/L. L’analyse de 66 vins commerciaux montre une plage de concentrations comprises entre
18,8 et 166 ng/L dans les vins rouges, avec une prédominance dans les vins des cépages Merlot,
Cabernet-Sauvignon et Cabernet-Franc (Botezatu et al., 2016). De plus, 10 % des vins
sélectionnés présentent des teneurs autour de 120 ng/L, ce qui laisse penser que ce composé
pourrait contribuer, seul ou par des phénomeénes d’additivité avec les autres méthoxypyrazines,

au caractere végétal des vins rouges.

L’isomére de la 3-méthoxy-2,5-diméthylpyrazine, la 2-méthoxy-3,5-diméthylpyrazine
(MDMP) a aussi été identifié dans les vins atteints par le « goQt de bouchon » par Simpson et
al., 2004. Son odeur différe de la DMMP puisqu’elle évogue le bouchon, la noisette verte ainsi
que le caractere moisi et le terreux a forte concentration. Son seuil de détection olfactive est
extrémement bas : 2,1 ng/L dans les vins blancs secs (Simpson et al., 2004). Elle peut avoir
pour origine un développement d’une espéce de bactérie (Rhizobium excellensis) sur les
bouchons, mais aussi sur les bois de chéne (Chatonnet et al., 2010). Dans le cas du bois de
chéne, cette pyrazine est toutefois dégradée par la chauffe (10 min a 220 °C). Bien qu’elle soit
associée au cote « terreux » du défaut « godt de bouchon » avec le 2,4,6-trichloroanisole (TCA),
elle pourrait aussi contribuer a une composante « végétale » de ce méme défaut, en complément
de 'IBMP et de I'IPMP dont la présence a pu étre attestée dans certains bouchons défectueux
(Slabizki et al., 2015). De plus, I’optimisation de la séparation entre les deux isomeres par
chromatographie bidimensionnelle compréhensive (§ 2.2.2.2) et par I’utilisation d’une phase
de type cyclodextrine (LIPODEXG®) comme colonne analytique, a confirmé que le défaut
«go0t du bouchon » était bien associé a la MDMP, mais a cependant montré que les especes de
coccinelles H. axyridis et C. septempunctata ne contenait pas de la DMMP, mais plutot de la
MDMP.
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Enfin, une derniére méthoxypyrazine, la 2-méthoxy-3-éthylpyrazine (ETMP), & I’odeur
terreuse de pomme de terre crue et de poivron vert, a été reportée dans les vins blancs de
Sauvignon (Augustyn et al., 1982). Toutefois, ce composé n’était retrouvé dans aucun des 22
vins analysés provenant de plusieurs variétés et de plusieurs pays (Australie, Nouvelle-Zélande,
France) (Lacey et al., 1991). Vraisemblablement, la présence de cette méthoxypyrazine se
situerait a des niveaux de concentration faibles, bien inférieurs & son seuil de détection olfactive,
estimé a 400-425 ng/L dans I'eau (Buttery et al., 1970).

OCH, OCH,

OGRS OONOE

3-methoxy-2,5-dimethylpyrazine 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine 2-methoxy-3-ethylpyrazine
(DMMP) (MDMP) (ETMP)

Moisi, terreux, vert ; 31 ng/L:L Moisi, terreux, vert ; 2 1 ng/L2 Terreux, poivron Vert ; 400-425 ng/L3

Figure 5. Structures chimiques de la 3-méthoxy-2,5-méthylpyrazine (DMMP), de la 2-méthoxy-
3,5-diméthylpyrazine (MDMP) et de la 2-méthoxy-3-éthylpyrazine (ETMP). ! Seuil de détection
olfactive dans un vin rouge (Botezatu et al., 2012b) ; 2 Seuil de détection olfactive dans un vin blanc
(Simpson et al., 2004) ; 3 Seuil de détection olfactive dans I’eau (Buttery et al., 1970).

1.3.2. Les composés aliphatiques

Dans le regne végetal, un grand nombre d’alcools, aldéhydes, cétones, acides, esters et
lactones a courtes chaines sont issus de la dégradation des acides gras (Schwab et al., 2008).
Les composés aliphatiques qui en dérivent, et particulierement les alcools et aldéhydes en C6
et C9, sont des contributeurs majeurs de I’aréme d’un grand nombre de fruits et Iégumes (Hui
et al., 2010). Ceux a six atomes de carbones (C6) sont le plus couramment rencontrés dans le
raisin (Ferreira et al., 1995). Dans son ensemble, la voie métabolique de formation de ces
composés dans le raisin est similaire a celle des autres fruits (Crouzet et al., 1986). Cette voie
implique une série d’enzymes qui oxydent (lipooxygénase) et coupent (hydroperoxyde lyase)
les acides gras (Figure 6). D’autres enzymes permettent aussi la réduction des aldéehydes formés
en alcool (alcool déshydrogénase) ainsi que leur estérification (alcool acyltransférase).
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Figure 6. Voie de biosynthése des composés volatils dérivant des lipides, adaptée de Schwab
et al. (2008). AAT, alcool acyl CoA transférase ; ADH, alcool deshydrogénase; AER, alkenal
oxydoréductase; AOC, alléne oxyde cyclase; AOS, alléne oxide synthase; HPL, hydropéroxyde lyase;
JMT, jasmonate méthyltransférase; LOX, lipoxygénase; OPR, 12-oxo-phytodienoique acide réductase ;
3Z, 2E-El, 3Z, 2E-enal isomérase.

Cette voie de biosynthése est fortement induite lors du foulage des baies qui engendre la
libération des enzymes a partir de leur compartiment d’origine — initialement séparé du substrat
— et leur activation par incorporation d’oxygene (Chkaiban et al., 2007 ; Schwab et al., 2008).
La premiére étape, non mentionnée sur la Figure 6, consiste dans la libération, par I’action
d’acyl hydrolases (AH) sur les lipides membranaires, des acides gras saturés (acide linoléique)
ou insatureés (acide linolénique) servant de substrat & I’action des lipooxygénases (LOX). 1l est
intéressant de noter que I’affinité de I’enzyme pour son substrat va dépendre du fruit lui-méme,
dans le cas de I’olive, par exemple, la LOX a une plus grande affinité pour I’acide linolénique
par rapport a I’acide linoléique (Salas et al., 2000). La production majoritaire de composes
insaturés dans le raisin laisse supposer une orientation similaire de ces enzymes (Dunlevy et
al., 2009). L’étape suivante est réalisée par des hydropéroxyde lyases (HPL) conduisant a la
formation d’aldéhydes a 6 et 9 atomes de carbone (C6, C9), respectivement a partir des 13- et

9-hydropéroxydes. La prédominance des aldéhydes en C6 dans le jus de raisin montre que la
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voie des 13-hydropéroxydes est certainement la plus active, bien que la présence du 2,4-
nonadienal (aldéhyde en C9) dans les modts (Kotseridis et al., 2000) affirme I’existence de
I’autre voie. S’en suit alors une isomérisation des aldéhydes par diverses isomérases telles la
(2)-3:(E)-2-héxénal isomérase récemment identifiée (Kunishima et al., 2016) et qui permet
d’accroitre la stabilité chimique des aldéhydes. La réduction des aldéhydes générés au cours du
foulage du raisins en leurs alcools correspondants intervient, ensuite, sous I’action des alcool-
déshydrogénases (ADH) ; dans un contexte oenologique, la réduction se fait principalement par
I’ADH de la levure Saccharomyces cerevisiae (Dennis et al., 2012). Dans un certain nombre
de fruits, une estérification des alcools peut étre réalisée par I’activité d’alcool acétyl transferase
(AAT) ; toutefois, I’activité de ces enzymes dans le raisin reste faible comparée a celle d’autres
fruits (Dunlevy et al., 2009). Dans le vin, ces esters aux nuances fruitées, et notamment I’acétate
d’héxyle, sont majoritairement formés par les activités enzymatiques des levures de I’espéce S.
cerevisiae (Palomo et al., 2007 ; Keyzers & Boss, 2010 ; Dennis et al., 2012). De méme, la
levure dispose de fortes activités enzymatiques de réduction des insaturations, activité énol-
réductase [exception faite vis a vis des (Z)-3 et (E)-3-hexenol] qui contribuent & limiter la
quantité d’alcools insaturés au profit de la formation du 1-hexanol (Joslin & Ough, 1978 ;
Herraiz et al., 1990 ; Dennis et al., 2012). Bien que les odeurs de ces composés appartiennent
toutes au méme registre des nuances aromatiques végétales, feuillues, herbacées/herbe coupée,
punaise écrasée pour les alcools et aldéhydes a 6 atomes de carbone (C6), punaise écrasée et
concombre pour les C9, le seuil de détection olfactive des aldéhydes se trouve nettement
inférieur a ceux des alcools correspondants, et particulierement a celui de I’hexanol (Tableau
1). Ces phénomenes contribuent vraisemblablement a la disparition des odeurs d’herbes
coupées des modts de raisin apres la fermentation alcoolique, sinon a leur atténuation des odeurs
d’herbes coupées des modts de raisin apres la fermentation alcoolique (Kotseridis et al., 2000).
Bien que I’impact des alcools en C6 soit plus limité sur le vin, ils sont considérés comme des
marqueurs aromatiques du caractére végetal/herbacé des vins rouges dans de nombreuses
études (Noguerol-Pato et al., 2009 ; Mendez-Costabel et al., 2013, 2014).
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Tableau 1. Seuil de détection olfactive dans I’eau (ug/L) des principaux alcools et aldéhydes en C6
et C9.

Composé Seuil de détection olfactive Référence
P dans I'eau (ug/L)

Saturés

Hexanal 4,5 Buttery et al., 1969
Hexanol 2500 Buttery & Ling, 1995
Insaturés

(E)-2-Hexenal 17 Buttery et al., 1969
(2)-3-Hexenal 0,25 Buttery et al., 1971
(E)-2-Hexenol 400 Hansen et al., 1992
(2)-3-Hexenol 70 Buttery et al., 1969
Doubles insaturés

(E,2)-2,6-Nonadienal 0,0018-0,002 2 Burlingame et al. 1992
(E,Z2)-2,6-Nonadienol 1 Takahashi et al., 2002

A ce jour, le lien entre ces composés et la maturité des raisins n’a pas été clairement établi.
Si certaines eétudes montrent une décroissance des alcools en C6 au cours de la maturation des
raisins (Bindon et al., 2013a), d’autres révélent des tendances moins linéaires avec une
prédominance respective des esters d’acétate, des aldéhydes puis des alcools au cours du cycle
de la baie (Kalua et al., 2009) ; ou encore une diminution de ceux-ci a partir de la floraison
suivie d’un phénoméne d’augmentation et d’une nouvelle diminution au cours des deux
derniéres semaines de maturation (Mendez-Costabel et al.,, 2013). De plus, bien que
I’expression d’un géne codant pour I’une des alcool déshydrogénases (VVADH2) soit accrue au
cours de la maturation du raisin (Tesniére et al., 2000), sa surexpression ne semble pas impacter
les concentrations finales en alcools aliphatiques (Torregrosa et al., 2008). Le mécanisme
contr6lant leur production dans le raisin ne dépend donc pas uniquement de cette activité

enzymatique (Dunlevy et al., 2009).

D’autre part, les alcools et aldéhydes en C6, regroupés sous le terme de « Green Leaf
Volatiles» ou GLVs, sont aussi libérés lorsque le tissu des plantes subit des dommages
physiques (Hatanaka, 1993). Des études ont mis en évidence qu’ils permettaient une défense
directe vis-a-vis d'insectes herbivores : certaines especes de noctuelles (Heliothis virescens)
pour le tabac (De Moraes et al. 2001) ; pucerons pour la pomme de terre (Vancanneyt et al.
2001). lls peuvent aussi constituer des éléments de signalisation pour les plantes de la méme
espéce ou d’especes différentes (Baldwin et al., 2006) en jouant un réle majeur dans la diffusion
de I’information et la mise en garde des plants voisins (Engelberth et al., 2004).
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1.3.3. Les composés terpéniques

Les terpénoides constituent une classe de composeés organiques largement distribués dans
la nature. Les monoterpenes et les sesquiterpénes sont synthétisés, respectivement, a partir du
2-(E)-géranyl diphosphate (GPP) et du 6-E-farnésyl diphosphate (FPP) sous I’action de la
terpéne synthase (Lucker et al., 2004). Ces deux précurseurs dérivent, chacun, de I’isopentyl
pyrophosphate (IPP) et du diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) selon deux voies
principales : la voie du mévalonate (MVA) a I’origine du FPP ; la voie du methyl-erythritol-
phosphate (MEP) a I’origine du GPP (Rohmer et al., 1999) ; cette derniéere voie étant privilégiée

chez la vigne.

Un grand nombre de monoterpenes ont été identifié dans le raisin (Schreier etal., 1976 ;
Rapp , 1998) sous forme libre ou liée par glycosylation a des molécules d’arabinose, de
rhamnose, de xylose, apiose ou de glucose (Williams , 1993). Les formes liées sont souvent
majoritaires par rapport aux formes libres (Gunata et al., 1985a) et peuvent étre libérées sous
I’action enzymatique des glycosidases du raisin, bien que leur activité soit faible dans les
conditions physico-chimiques du moat (Pogorzelski & wilkowska, 2007). Elles peuvent aussi
étre libérées sous I’action enzymatique des levures (Bisotto et al., 2015), des bactéries lactiques
de I’espéce Oenococcus oeni (Grimaldi et al., 2005) ou de la salive du dégustateur (Mayr et al.,
2014a).

Parmi eux, les alcools monoterpéniques comme le linalol, le nérol, le géraniol, le
citronellol, 1’a-terpineol et parfois I’oxyde de rose sous ces differentes formes (cis/trans)
(Figure 7), contribuent a I’ardme des cépages dits « muscatés » (Etiévant & Bayonove, 1983 ;
Guth, 1997). Bien que la majorité d’entre eux possédent des propriétés aromatiques
s’apparentant au registre « vert frais », ils conférent surtout aux vins des nuances florales trés
caractéristiques (Gunata et al., 1985a). Leur présence dans les vins rouges d’un grand nombre
de cépages est attestée, mais avec des niveaux de concentration qui restent, toutefois, nettement
inférieurs a ceux des cépages muscatés comme le Gewurztraminer ou le Muscat (Black et al.,
2015), et souvent en dessous de leur seuil de détection olfactive ; hormis pour le linalol retrouvé
a des niveaux excessivement importants (jusqu’a 170 pg/L) dans des vins rouges néo-zélandais
de Pinot noir (Tomasino et al., 2015).
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Linalol Nérol Alpha-terpinéol Oxyde de rose
citron, floral; 50 pg/L*  rose, citron, vert; 400 ug/L!  floral, résine de pin; 400 pg/L® herbacé, floral ;0,5-80 ug/L?

)\/\/K/\OH )\/\/k/\w

Géraniol Citronellol
rose, citron; 130 pg/L! citronnelle, rose, vert;18 pg/L*

Figure 7. Structures chimiques des principaux monoterpénes présents dans les vins. * Seuil de
détection olfactive dans le vin (Ribéreau-Gayon et al., 2012) ; % Seuil de détection olfactive dans I’eau
(Black et al., 2015).

D’une maniére générale, la concentration de ces composes va dans le sens de la maturité
du raisin avec une augmentation a partir de la véraison, et particulierement pour le linalol
(Wilson et al., 1984 ; Park et al., 1991). Cette accumulation est sous la dépendance de
I’expression de génes (Vitis vinifera terpenoide synthases, VVTPS) au cours du développement
de la baie (Lucker et al., 2004 ; Martin et al., 2010).

Des études postérieures ont démontré la contribution & I’ardme des vins rouges d’un autre
monoterpéne, le 1,8-cinéole ou eucalyptol (Figure 9). Ce composé, a I’odeur fraiche,
médicinale et camphrée évoque I’essence d’eucalyptus dont il est le constituant a 90 % (Brophy
& Southwell 2002). 11 a éte identifie pour la premiére fois dans les vins californiens par Hervé
et al., (2003) qui ont estimé son seuil de détection olfactive a 1,1 pg/L dans les vins rouges de
Merlot provenant de la méme région. La compréhension de son origine a ensuite fait I’objet de
plusieurs investigations récentes. Rejoignant des études plus anciennes qui démontrent la
réactivité des composés terpéniques dans les conditions physico-chimiques du vin (Baxter et
al., 1978 ; Silva Ferreira et al., 2002), Farina et al. (2005) suggérent que le 1,8-cinéole retrouvé
dans des vins de Tannat (Uruguay) serait formé a partir d’autres terpénes (limonéne et o-
terpinéol) par hydrolyse acide et réarrangement au cours du vieillissement. Toutefois, le faible
taux de conversion (environ 0,6 %) sur une période de 2 ans indique que ces terpenes ne peuvent
étre I’unique source d’eucalyptol dans les vins (Capone et al., 2011). D’autres auteurs prouvent
I’origine exogene de celui-ci suggérée par Hervé et al. (2003), en lien avec les eucalyptus
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présents dans I’environnement des vignobles de certaines régions du monde comme I’ Australie.
Ainsi, I’incorporation de matériel végétal d’eucalyptus dans la récolte est la premiere cause
d’augmentation des concentrations en 1,8-cinéole. Le transfert aérien sur les feuilles —
susceptibles d’accroitre les teneurs en eucalyptol par leur intégration a la vendange — et sur les
grappes les plus proches des rangées d’eucalyptus, jusqu’a 50 m en moyenne, constitue aussi
une autre source de 1,8-cinéole dans les vins australiens (Capone et al., 2011 ; 2012). Toutefois,
la dimension variétale du 1,8-cinéole reste controversée et ses facteurs de variation peu compris.
En effet, Kalua et al. (2009) suggérent que ce composeé est le terpéne majoritaire formé dans les
tissus floraux, mais qu’il subit une disparition compléte précocement dans le développement de
la baie (7 semaines seulement aprés la floraison). Par ailleurs, d’autres études ont indiqué que
les concentrations en 1,8-cinéole étaient faibles jusqu’a la véraison et qu’elles augmentaient
notablement par la suite, suivant ainsi le schéma des autres terpénols (Farina et al., 2005). En
se basant sur un certain nombre d’études (Pemberton et al., 2015), notamment basées sur la
chimie quantique (Wise et al., 2002 ; Zu et al., 2012), Wedler et al. (2015) proposent un
mécanisme de formation possible du 1,8-cinéole dans le raisin, basé sur des carbocations

intermédiaires (Figure 8).

I pyrophosphate I allylic ]
cyclization loss transposition
-~ 4, —— S
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ldeprotonat.fon water capture

OH OH
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limonene a-terpineol .
1,8-terpine
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Figure 8. Voie de formation hypothétique du 1,8-cinéole dans le raisin proposé par Wedler et al.
(2015).
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Un isomére du 1,8-cinéole, le 1,4-cinéole (Figure 9), a aussi récemment été mis en
évidence dans les vins australiens, avec des concentrations supérieures pour les vins de
Cabernets-Sauvignon. Seul, il contribue & accroitre de maniére significative les nuances de foin
dans les vins rouges a partir d'une concentration de 0,63 pg/L. En revanche, lorsqu’il est associé
au 1,8-cinéole, il augmente la perception végétale de type « feuille de laurier » (Antalick et al.,
2015).

Récemment, des études ont porté sur un autre composé terpénique, la pipéritone,
identifiée dans les vins rouges par Pons (2006). Ce composé pourrait contribuer aux nuances
menthées caractéristiques du bouquet de vieillissement des vins rouges de Bordeaux (Picard et
al., 2016), bien que la concentration maximale retrouvée (1,09 pg/L) reste nettement inférieure
au seuil de perception théorique de 70 ug/L (Pons et al., 2016). De méme, le lien entre ce
composé et I’age du vin n’a pu étre formellement établi (Pons et al., 2016).

(6]
1,8-Cinéole (eucalyptol) 1,4-Cinéole Pipéritone
eucalyptus, médicinal, mentholé eucalyptus, mentholé, camphré, pin menthe poivrée
1,1 pg/t 0,63 pg/L? 70 pg/L®

Figure 9. Structure chimique du 1,8-cinéole, du 1,4-cinéole et de la pipéritone.  Seuil de détection
olfactive, vin rouge californien de Merlot (Hervé et al., 2003) ; 2 Concentration minimale d’impact
olfactif dans les vins rouges australiens (Antalick et al., 2015) ; 3 Seuil de détection olfactive, vin rouge
de Bordeaux (Pons et al., 2016).

Les nuances que procurent donc ces composeés au vin, et qui rejoignent le registre végetal
frais de type « menthé/mentholé » tel que défini plus haut (§ 1.2.1), trouvent bien des criteres
d'appréciation auprés du consommateur puisque, par exemple, le seuil de rejet du 1,8-cinéole
est de 27,2 pg/L (Saliba et al., 2009), soit un niveau de concentration rarement atteint dans les

Vins.
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1.3.4. Les composés soufrés volatils

Les composés organosulfurés sont assez communs et le plus souvent associés a de
mauvaises odeurs produites par les microorganismes. Ces molécules sont largement distribuées
dans les vins, avec des niveaux de concentration allant de quelques ng/L a quelques mg/L
(Tableau 2). En fonction de leur seuil de détection olfactive tout aussi variable, ils peuvent étre

des contributeurs majeurs de I’ardme des vins (Mestre et al., 2000).

Si la majorité de ceux produits par les microorganismes comme S. cerevisiae vont étre
associés a des odeurs nauséabondes «sulfurées» proche de I’ceuf pourri (cas du sulfure
d’hydrogéne ou H,S), une autre partie d’entre eux, les thiols volatils d'origine variétale, portent
des odeurs plus agréables, & mi-chemin entre des nuances fruitées (fruit de la passion,
pamplemousse) et des nuances vertes, végétales (buis, genét, rhubarbe).

Tableau 2. Récapitulatif des principaux composés soufrés volatils associés a des odeurs végétales
dans les vins.

Seuil de

Compose Structure chimique Descripteurs détection

4-methyl-4-sulfanylpentan-2- e : N
Ms M - gegﬁgturme e 0.8 ng/Ll
(4-MSP) s

SH

3-sulfanylhexan-1-ol Pamplemousse, fruit 1
(3-SH) /\)\/\OH de la passion 60 ng/L
acétate de 3-sulfanylhexan-1- S bui 5t fruit de |
°! /\)\/\ /K " geztl]sesi,or:uI = 4,2 ng/L*
(A-3-SH) o 0 P ’

sulfure de diméthyle

S 2
(DMS) PN Chou, asperge 27 nglL

3-methyl-thio-1-propanol S OH Chou cuit, pomme de ] .
(methionol) NN terre bouilie, ~ Z4SMIL

3-methyl-thio-1-propanal Oignon, pomme de

S (@] .
(methional) INTNF terre bouillie, viande 0.5 g/t

* 1 Seuil de détection olfactive en milieu modéle de vin (Darriet et al., 1995 ; Tominaga et al., 1998a) ;
2 Seuil de détection olfactive dans un vin rouge (Anocibar-Beloqui et al., 1996) ; * Seuil de détection
olfactive dans les vins (Mestres et al., 2000) ; * Seuil de détection olfactive en solution modéle (Escudero
et al., 2000).
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Les principaux représentants de cette derniére catégorie sont la 4-méthyl-4-
sulfanylpentan-2-one, 4-MSP (Darriet et al., 1995) ; I’acétate de 3-sulfanylhexan-1-ol, A-3-
SH (Tominaga et al., 1996) et le 3-sulfanylhexan-1-ol, 3-SH (Tominaga et al., 1998a). lIs sont
donc présents dans le raisin sous forme de précurseurs conjugués au glutathion (des Gachons
et al., 2002) ou a la cystéine (Tominaga et al., 1998b) et sont ensuite libérés par I’activité p-
lyase des levures au cours de la fermentation alcoolique (Dubourdieu et al., 2006). Bien que la
formation du 3-SH a partir d’une réaction de substitution nucléophile entre I’H,S et le (E)-2-
hexenal soit mentionnée (Schneider et al., 2006 ; Harsch et al., 2013), son rendement reste
faible (Bocker, 2014).

De plus, ces thiols volatils contribuent & I’aréme de vins issus d’un grand nombre de
cépages blancs tels que le Sauvignon, le Colombard, le Petit Manseng, le Semillon, ainsi que le
Riesling ou la petite Arvine (Darriet et al. 1995; Guth, 1997 ; Tominaga et al. 1998a, 2000;
Fretz et al., 2005 ; Schittler et al. 2015). Leur présence dans les vins rouges de Merlot, de
Cabernet-Sauvignon, de Cabernet franc et de Grenache est également attestée (Bouchilloux et
al., 1998 ; Blanchard et al., 2004 ; Ferreira et al., 2002a ; Picard et al., 2015b). Ces composés
possedent toutefois une forte réactivité avec les polyphénols du milieu qui tend & diminuer leur
concentration (Blanchard et al., 2004). Cette réaction avec les polyphénols oxydés (O-
quinones) est favorisée par I’absence de SO; et la présence de métaux tels que le fer ou le cuivre
(Nikolantonaki et al., 2012). Cependant, du fait de leur seuil de détection olfactive extrémement
bas (Tableau 2), ils sont reconnus comme des molécules d’impact dans les vins rouges ou ils
contribuent a renforcer les nuances de cassis (Blanchard et al., 2004 ; Rigou et al., 2014). Bien
qu’il soit possible de conjuguer I’odeur du cassis, dont le fruit posséde des teneurs en IBMP 6
a 20 fois supérieures aux autres baies (Roujou de Boubée, 2000), a une dimension végétale, son
arome integre toutefois la catégorie « fruitée » (8§ 1.2.1). Cependant I’élimination des thiols, en
particulier du 3-sulfanylhexanol dans les vins rouges, par ajout de sulfate de cuivre (< 100
mg/L) est souvent associée par certains degustateurs, a une diminution des nuances végétales

dans les vins (communication personnelle).

Un autre composé soufré leéger, le sulfure de diméthyle ou DMS, produit par la
dégradation de la cystéine et de la méthionine a aussi fait I’objet de plusieurs études dans les
vins. Contrairement aux thiols, sa concentration augmente au cours du vieillissement du vin en
bouteille (Marais et al., 1979 ; De Mora et al., 1987 ; Anocibar-Beloqui, 1998). Des recherches

ont montré que le DMS pouvait avoir un effet indirect sur I’aréme des vins en se comportant
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comme un exhausteur du fruité des vins rouges (Escudero et al., 2007 ; Lytra et al., 2014), mais
aussi induire directement des odeurs de truffe (Segurel et al., 2004 ; Picard et al., 2015b) et des
nuances végétales comme le foin, I’olive verte (Anocibar-Beloqui, 1996 ; Escudero et al., 2007)
ou I’olive noire dans les vins de Grenache et de Syrah (Ségurel et al., 2004).

Enfin, deux autres composés soufrés peuvent aussi occasionner des odeurs végétales dans
les vins : le 3-methyl-thio-1-propanol (méthionol) et le 3-methyl-thio-1-propanal (méthional).
Ces composés sont associés aux odeurs de « végétal cuit » (§ 1.2.1) comme la pomme de terre
bouillie, le chou et le chou-fleur cuisiné. Si le premier, le méthionol, dérive directement du
catabolisme de la méthionine par S. cerevisiae (Moreira et al., 2002) ou Oenoccus oeni (Vallet
et al., 2008), le second est issu de I’oxydation des vins (réaction de Strecker) dont il est tenu
responsable des odeurs de légumes cuits (Escudero et al., 2000 ; Mayr et al., 2015 ; Bueno et
al., 2016).

1.3.5. Autres composés

Des composés organiques identifiés dans les vins, appartenant a d’autres familles que
celles énoncées précédemment, peuvent aussi, par leur fort pouvoir odorant, leur conférer des
nuances végétales, avec des notes rappelant la feuille de géranium (Figure 10). Bien que cette
nuance aromatique ne soit pas décrite par Noble et al. (1987), elle rejoint pleinement la famille
aromatique du végétal par I’odeur trés « feuillue », quoique Iégerement « métallique », qu’elle

porte.

0]
\)W N0 a4
(2)-1,5-Octadien-3-one 2-éthoxy-3,5-hexadiéne
feuille de géranium feuille de géranium

0,9 ng/Lt 1 ng/L2
Figure 10. Structure chimique de la (Z)-1,5-octadién-3-one et du 2-éthoxy-3,5-hexadiéne. * Seuil de

détection olfactive dans I’eau (Darriet et al., 2002) ; 2 Seuil de détection olfactive (Chisholm & Samuel ;
1992).
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La (2)-1,5-octadien-3-one, identifiée comme produit d’autoxydation de lipides insaturés
(Swoboda & Peers, 1977), a été repéré pour la premiere fois par analyse chromatographique
dans une macération de grappes de raisin de Cabernet-Sauvignon en présence de rafles
(Hashizume et al., 1997), mais aussi dans les baies de raisins atteints par I’oidium (Uncinula
necator) ou elle est associée a la 1-octen-3-one présentant des notes de champignon frais
(Darriet et al., 2002). Au cours de la fermentation alcoolique, cette molécule subit une
hydrogénation sous I’action de S. cerevisiae a I’origine de la formation de la (Z)-5-octen-3-one
qui présente les mémes caractéristiques olfactives, mais un seuil de détection bien plus élevé
(1 pg.L) que celui de la (2)-1,5-octadienone (0,9 ng/L). Ce phénoméne explique la disparition
d’une grande partie de I’odeur fongique des modts atteints par I’oidium (Darriet et al., 2002).

Le 2-éthoxy-3,5-hexadiene possedent de fortes similarités d’odeur et de pouvoir odorant
avec la (2)-1,5-octadien-3-one puisque son seuil est également estimé a 1 ng/L dans les vins
(Chisholm & Samuels, 1992). Toutefois, son origine est bien distincte puisque ce composé
dérive de la dégradation de I’acide sorbique, fongistatique parfois employé comme complément
du SO pour la stabilité levurienne des vins, par les bactéries lactiques (Crowell & Guymon et
al., 1975). L’action des bactéries donne lieu a un intermédiaire réactionnel, le 2,4-hexadien-1-
ol, qui subit lui-méme un réarrangement électronique dans les conditions physico-chimiques du
vin pour former le 2-éthoxy-3,5-hexadiene (Figure 11). Bien que les composés intermédiaires
présentent aussi des odeurs végétales (herbe fraiche, feuille verte), ils sont nettement moins
odorants que le 2-éthoxy-3,5-hexadiéne (Chisholm & Samuels, 1992).

Bactéries ) A
COOH ' \ \ CH,OH

lactiques

Acide sorbique 2,4-Hexadién-1-ol

Rearrangement
/\ milieu acide
O
2-Ethoxy-3,5-hexadiéne 3,5-Hexadien-2-ol

Figure 11. Mécanisme réactionnel conduisant a la formation du 2-éthoxy-3,5-hexadiéne dans les
vins (Ribéreau-Gayon et al., 2004).
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2. LES METHODES D’ANALYSE DES COMPOSES
VOLATILS EN EENOLOGIE

2.1. Méthodes d’extraction

2.1.1. Généralités sur les techniques d’extraction

L’extraction représente une premiére étape, parfois déterminante, dans le processus
d’analyse des molécules volatiles. Les informations obtenues en aval, par analyse
chromatographique ou spectrométrique notamment, en dépendront. Qu’elle soit orientée pour
I’analyse qualitative ou quantitative de I’extrait, I’extraction doit limiter au maximum les
artefacts. Elle ne doit pas conduire a une discrimination entre les différents composés, ne pas
induire de réactions physico-chimiques (dégradations thermiques, oxydation, réduction,
hydrolyse, changement de pH) ou engendrer la perte excessive de composés. Le choix de la
technique d’extraction dépendra donc des attentes de I’analyste au regard des caractéristiques
de la matrice. Par exemple, dans le cas d’une matrice complexe comme le vin, constituée de
centaines de molécules volatiles, dont certaines présentes a I’état de traces (ng/L), I’ajustement
de sélectivité que permet cette étape pourra constituer un critere déterminant la qualité et la
réussite de I’analyse. A I’inverse, dans le cas d’une caractérisation générale, I’extrait le plus
représentatif de la matrice initiale sera recherché et I’extraction se voudra volontairement la

moins sélective possible.

2.1.2. Principales techniques d’extraction appliquées a I’Enologie

L’extraction liquide-liquide (LLE) est la technique de réference, classiquement utilisee
dans I’extraction des composés volatils des modQts (Schreier et al., 1976 ; Mamede et al., 2006)
et des vins (Moio et al., 1995 ; Schneider et al., 1998). Simple, elle repose sur la différence
d’affinité des solutés entre la phase organique constituée par le solvant et la phase liquide. Dans
le cas du vin, le caractere hydroalcoolique de la matrice engendre, généralement, une baisse du
rendement d’extraction. La comparaison des principaux solvants d’extraction utilisés en

enologie est favorable au dichlorométhane (Ferreira et al., 2000a). Les mémes auteurs
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précisent que I’ajout de sel augmente principalement le recouvrement des acides de Lewis et
que I’efficacité de I’extraction ne dépend pas uniquement de la polarité du solvant, mais aussi
de sa solubilité dans I’eau. Ils attestent aussi de I’efficacité de I’utilisation de certains polymeres
absorbants pour I’extraction des composés volatils.

Lopez et al., (2002) confirment I’efficacité de la technique d’extraction en phase solide
(SPE) pour I’analyse quantitative de 22 composés odorants du vin appartenant a différentes
familles chimiques (phénols, norisoprénoides, lactones, esters, terpenes). Cette technique a
aussi démontré son efficacité dans la quantification des composés soufrés volatils clefs des
vins tels que le 2-methyl-3-furanthiol, le 2-furfurylthiol, la 4-methyl-4-sulfanylpentan-2-one
(4-MSP), acétate de 3-sulfanylhexan-1-ol (A-3-SH) ou le 3-sulfanylhexan-1-ol (3-SH) (Mateo-
Vivaracho et al., 2009). Par rapport a I’extraction liquide/liquide classique, elle garde
I’avantage de limiter I’utilisation des solvants et la phase de concentration qui en résulte, mais

également d’atténuer les pertes associées a I’émulsion créée par I’agitation du vin.

Une autre technique, la micro-extraction sur phase solide (SPME), présentant I’avantage
d’exclure I’utilisation de solvants, a subi un fort développement depuis son introduction dans
les années 1990 (Arthur & Pawliszyn, 1990). C’est une technique simple, automatisable, qui
repose sur la capacité de sorption/désorption de molécules organiques sur une fibre de silice
recouverte d’un film de polymeres qui peut étre immergée (DI-SPME), ou, le plus souvent,
positionnée dans I’espace de téte (HS-SPME) de I’échantillon a analyser. Plusieurs paramétres
doivent étre optimisés lors d’un développement de méthode de quantification par SPME
(Risticevic et al. 2010). Le type de fibre constitue I’un des parametres principaux qui va
déterminer la sélectivité de I’extraction par sa polarité. Les fibres les plus couramment utilisées
pour I’analyse des vins sont composées de polydimethylsiloxane (PDMS), de polyacrylate
(PA), de divinylbenzene (DVB), de carboxen (CAR) ou d’un melange de deux ou trois de ces
polymeres (Vas et al., 2004). La température d’incubation est un autre facteur d’importance
qui assure 1’augmentation des composés cibles en phase vapeur ; de méme qu’un effet « salting-
out » par addition d’un électrolyte entraine une moindre solubilité des analytes dans la matrice
et engendre leur passage dans la phase gazeuse (Mazo et al., 2006). Le temps d’incubation
pourra aussi étre ajusté : trés court (< 5 min) si I’on souhaite analyser les composés présents
dans I’espace de téte ; plus long si I’on souhaite y inclure I’équilibre entre la phase gazeuse et
la phase liquide et accroitre la quantité d’analytes adsorbés sur la fibre. Un temps plus long (>
30 min) permettant la mise en place des équilibres de partage des analytes entre la phase liquide,
la phase gazeuse et la phase solide (fibre) est généralement recherché afin de limiter la
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variabilité de la méthode. De méme, une phase d’équilibration avant installation de la fibre
permet aussi une réduction des erreurs de mesure. L’ agitation et la désorption seront aussi des
paramétres impactant, le premier en facilitant le transfert des molécules dans I’espace gazeux,
le second en assurant leur transfert vers I’analyseur. Lorsque I’analyse est couplée a la
chromatographie en phase gazeuse, cette étape de désorption est réalisée dans I’injecteur a
chaud et dans des conditions qui permettent une désorption rapide tout en minimisant les
réactions thermiques. Une fois cette étape d’optimisation réalisée, la SPME, par sa simplicité
de mise en ceuvre, est une technique de choix pour I’'analyse de la plupart des familles de
composés odorants du vin (esters éthyliques d’acides gras et acétates d’alcools supérieurs,
acides gras, alcools supérieurs (Antalick et al. 2010 ; Siebert et al., 2005), monoterpénes et
dérivés C13-norisoprénoides (Camara et al., 2006), méthoxypyrazines (Hartmann et al. 2002),
composeés volatils issus du bois de chéne (Carrillo et al., 2006) ; avec, toutefois, des limites pour
I’analyse des composés soufrés présents a I’état de traces (certains thiols volatils). Aussi,
I’extraction par SPME est présentées comme une alternative intéressante a I’extraction liquide-
liquide dans le cas de la caractérisation d’échantillons par CPG-olfactométrie (CPG-0) (Glrbiiz
et al., 2006). Il convient cependant de garder a I’esprit le caractére sélectif de I’extraction mais
aussi le fait qu’il est plus difficile d’apprécier la représentativité odorante des extraits avant leur
analyse, comme cela est possible par I'utilisation de mouillettes sur les extraits organiques
obtenus par LLE ou SPE.

2.1.3. Comparaison des performances des méthodes d’extraction

Plusieurs auteurs ont comparé les performances de ces méthodes d’extractions sur la
quantification des composés aromatique du mo(t (Sanchez-Palomo et al., 2009) ou du vin
(Castro et al., 2004 ; Andujar-Ortiz et al., 2009). D’une maniére générale, les trois méthodes
principales (LLE, SPE, SPME) sont adaptées a cette problématique. Il en ressort cependant que
les techniques de LLE ou de SPE procurent généralement de meilleurs résultats de linéarité, de
recouvrement et de répétabilité par rapport a la SPME (Andujar-Ortiz et al., 2009). L utilisation
d’un étalon interne adapté a la méthode de quantification (étalon deutéré) est donc
particulierement recommandé (Polaskova et al., 2008 ; Ebeler et al., 2012). En terme de
sensibilité, la SPME affiche, en revanche, d’excellentes performances (Castro et al., 2004) qui
assurent méme, dans certains cas, la détection de molécules odorantes clefs non détectées par

I’extraction liquide/liquide (Dominguez et al., 2010).
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2.2. Méthodes de séparation et d’analyse

Afin d’analyser séparément les éléments organiques constitutifs de la matrice extraite,
différentes techniques de séparation — généralistes ou qui en dérivent — seront employées selon
une application particuliere, propre au domaine des composeés volatils odorants. Comme pour
les méthodes d’extraction, chacune constitue autant d’alternatives possibles a I’atteinte des
objectifs d’identification ou de quantification

Dans cette revue bibliographique, nous ne développerons pas les applications classiques
telles que la Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-
SM) par exemple, largement documentées dans la littérature, mais nous focaliserons notre
propos sur quelques applications spécifiques, propres au domaine des arémes et du vin, et qui
assurent I’étude des composés volatils présent a I’état de trace dans la matrice complexe qu’il

représente.

2.2.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a I’Olfactométrie
(CPG-0O)

La Chromatographie en Phase Gazeuse est la technique de référence dans le domaine de
I’analyse des composés volatils, c’est la technique de séparation qui reste — de loin — la plus
employée pour I’étude des arémes du vin. Sans rentrer dans le détail d’un principe bien connu,
elle repose, comme toutes les méthodes chromatographiques, sur une migration différentielle
des constituants d’un mélange a travers une phase stationnaire de polarité variable. Cette
technique de séparation peut étre couplée a des détecteurs non spécifiques tels que le détecteur
a ionisation de flamme (FID) ou spécifique de molécules soufrées (FPD) et azotées (NPD). Elle

est aussi trés souvent associée a un spectrometre de masse (SM).

Dés 1964, Fuller et al. proposent d’employer le nez humain comme détecteur.
L’adaptation de la chromatographie en phase gazeuse au champ des odeurs présente I’intérét
de séparer les différentes molécules constitutives de I’image olfactive du vin en vue de leur
caractérisation sensorielle. Elle a aussi I’avantage de considérer les molécules odorantes
d’impact souvent présentes a des concentrations extrémement faibles (8 1) ; le plus souvent en

dessous de la limite de détection des appareils de mesure.
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En complément de I'approche CPG-O, des méthodes de hiérarchisation des odeurs
percues ont été développées par plusieurs auteurs. Deux méthodes basées sur des dilutions ont
été initialement proposees pour évaluer la puissance olfactive des zones odorantes (Grosch,
1993, 1994 ; Ullrich & Grosch, 1987 ; Acree et al., 1984) : CHARM (Combined Hedonic
Aroma Response Measurement) et AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis). En AEDA, des
dilutions en cascade permettent d’estimer une valeur FD seuil (facteur de dilution) pour chacune
des zones odorantes correspondant a la derniere dilution ou I’odeur est perceptible. La méthode
CHARM repose sur le méme principe, mais ajoute simplement I’évaluation de la durée de
perception olfactive pour chacune des odeurs. Un grand nombre de travaux ont appliqué ces
deux méthodes pour la caractérisation des vins de cépages rouges comme le Merlot, le Cabernet
Sauvignon ou le Pinot noir (Kotseridis & Baumes, 2000 ; Yuan & Qian, 2016), le Grenache
(Ferreira et al., 2002a), le Sémillon et le Sauvignon blanc (Sarrazin, 2007) pour I’AEDA, mais
également le Chardonnay (Laurent et al., 1994 ; Moio et al., 1994) ou le Riesling (Chisholm et
al., 1994) pour la méthode CHARM. Ces deux méthodes sont assez longues a mettre en ceuvre.
Elles présupposent toutefois que la pente de réponse des composés odorants a la dilution soit la
méme et que chacun ait une relation linéaire en fonction de sa concentration, ce qui a éte

invalidé par les travaux de Sauvageot (1990) (8§ 3.3.2).

La mesure de fréquence de détection a été proposée la premiére fois par Linssen et al.,
1993 et ne repose pas, contrairement aux précédentes, sur un seuil de détection. Le nombre de
juges capables de détecter I’odeur donne la hauteur sur une échelle ayant pour unité la valeur
NIF (Nasal Impact Frequency) ou la valeur SNIF (Surface Nasal Impact Frequency (% de
fréquence x durée en seconde) quand la durée du stimulus est prise en considération. Ces
méthodes basées sur la fréquence de détection permettent de s’affranchir des différences de
sensibilités individuelles au sein d’une population, mais nécessitent de pouvoir réunir un panel

minimum de 8 personnes.

D’autres méthodes, enfin, reposent sur une évaluation de I’intensité de I’odeur. C’est le
cas de la méthode OSME (Odour Specific Magnitude Estimation) dans laquelle le juge
enregistre de fagon continuelle I’intensité de I’odeur par un curseur, de la méthode post-intensité
ou I’évaluation est effectuée a la fin du stimulus, ou encore de la méthode FSCM (Finger Span
Cross Modality) basée sur un mouvement intuitif de la main du panéliste lors du stimulus (Mc
Daniel et al., 1990 ; Drawert & Christophe, 1984 ; Etievant et al. 1999). Ces évaluations ont éte

utilisées en eenologie (Darriet et al., 1991), mais nécessitent des panelistes entrainés.
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Si ces méthodes restent de bons outils pour une premiere approche de caractérisation
des extraits par CPG-O, elles ne sont pas suffisantes pour conclure quant a I'impact d’un
composé odorant dans la matrice initiale, en I’occurrence le vin. L’impact olfactif d’une
molécule dans un mélange complexe reste globalement imprévisible a cause des nombreux
phénomenes d’interactions physico-chimiques susceptibles de se produire (§ 3.2.3). De plus,
un effet matrice et des interactions entre composés non volatils et volatils peuvent aussi
impacter la perception du composé (Pineau et al. 2007 ; Robinson et al., 2009 ; Sdenz-Navajas
et al. 2010, 2012). Une technique récente appelée CPG-olfactométrie de recomposition (GC-
R) permet de considérer ces effets par la cryofocalisation de plusieurs zones odorantes avant
I’évaluation sensorielle du melange dans le cone d’olfaction (Johnson et al., 2012). Elle
constitue ainsi une variante de la CPG-préparative utilisée depuis une vingtaine d’années
(Eglinton et al., 1996 ; Currie et al., 1997 ; Uchida et al., 2000) et qui permet, par un piégeage
cryogénique des zones odorantes, la récupération (condensation) des composés volatils en vue
de mesurer, par exemple, I’impact de leur omission dans le mélange initiale (Stamatopoulos et
al, 2015).

2.2.2. La Chromatographie en Phase Gazeuse multidimensionnelle

La chromatographie en phase gazeuse multidimensionnelle est une application
particuliére de la chromatographie classique qui s’adapte a la problématique principale qu’un
certain nombre de molécules contributrices de I’odeur sont présentes a des concentrations trés
faibles dans la matrice complexe du vin et sont coéluées avec d’autres composés volatils,
généralement plus abondants. Ainsi, les approches de chromatographie en phase gazeuse
bidimensionnelle visent a optimiser la séparation chromatographique des composés traces en

vue de leur identification ou de leur quantification.

2.2.2.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse bidimensionnelle
(CPG-CPG)

L’utilisation en cenologie de la CPG bidimensionnelle, impliquant le couplage de deux
colonnes capillaires, remonte aux années 1990. Herrainz et al. (1990) utilisent cette approche

pour la caractérisation d’extraits de Pisco (eau-de-vie de raisin chilienne et péruvienne) tandis
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que Martin & Etievant (1991) s’appuient sur cette technique pour la quantification du sotolon
dans les vins de Xeérés. Fréquemment aussi, la chromatographie bidimensionnelle permet la
séparation de formes énantioméres ; c’est le cas, par exemple, de Hollnagel et al. (1991) qui
I’ont employée pour la séparation du solerone et solerole dans le vin. De plus, elle a aussi été
appliquée, avec succes, a I’identification de molécules tres odorantes présentes a I’état de traces
dans les raisins et les vins (Darriet et al., 2002 ; Campo et al., 2006a ; 2006b ; Pons et al., 2008,
Stamatopoulous et al., 2014).

Le principe général de cette technique consiste a sélectionner une fraction mal résolue
d’un chromatogramme a la sortie de la précolonne pour la séparer a nouveau sur une colonne
aux propriétés différentes. Bien souvent, le choix des colonnes repose sur leur polarité,
I’analyste cherche alors une bonne orthogonalité sur ce critere : polaire/apolaire ou
apolaire/polaire. Leur dimension est variable et adaptable, mais leur longueur est généralement
de 30 ou 50 m avec des épaisseurs de phase pouvant aller jusqu’a 1 um. Le transfert de la
portion choisie du chromatogramme vers la seconde colonne est appelé « heart-cutting ». Il est
assuré par des piéces permettant la division physique des flux ou des modules de
microfluidiques comme le Dean switch (Sharif et al., 2016). Une cryofocalisation des composés
en téte de deuxiéme colonne permet d’accroitre le rapport signal/bruit des pics (Begnaud et al.,
2005). De plus, le grand intérét de cette technique réside surtout dans la possibilité d’un
couplage avec I’olfactométrie sur chacune des dimensions selon un ratio de division choisi.
Lorsqu’elle est aussi associée a la spectrométrie de masse en sortie de deuxieme colonne (CPG-
CPG-0O/MS), elle constitue un excellent outil d’identification des composes odorants. Elle offre
en effet la capacité a ’analyste de pouvoir effectuer un ou plusieurs « heart-cutting » sur la base
de I’odeur percue par CPG-O puis de relier cette odeur sur la deuxiéme colonne a un pic
chromatographique éventuellement associé a un spectre de masse interprétable. Le pouvoir
séparatif de cette technique permet alors d’accéder a une information initialement masquée a

cause des coélutions de pics chromatographiques.

2.2.2.2. La Chromatographie en Phase Gazeuse bidimensionnelle
compréhensive ou Chromatographie intégralement
bidimensionnelle (CPG x CPG)

De maniére complémentaire a la technique de CPG-CPG « heart-cutting », cette derniére

technique permet I’analyse en sortie de la seconde colonne, non pas seulement une part, mais

38



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

la totalité des composés élués de la premiére colonne (Dalllige et al., 2003). Les colonnes
employées ont aussi des polarités différentes, mais avec des dimensions beaucoup plus faibles
pour la seconde colonne : 1 a 2 m de longueur en moyenne, un diamétre interne compris entre
0,1 et 0,25 mm et une épaisseur de film compris entre 0,1 et 0,2 um. La piéce maitresse de ce
systeme de chromatographie est le modulateur qui piege les composés a la sortie de la premiére
colonne pour les transférer dans la seconde selon une fréguence établie par I’analyste. La
fréquence ne doit pas étre trop faible pour conserver la premi¢re dimension ; elle dépend du
systeme et de la matrice a analyser, mais se situe généralement autour de 5 a 10 secondes.
Plusieurs types de modulateurs existent, a azote ou & CO2.

1D chromatogram
(at first column outlet)

|} 1. Modutation
¥ ¥y ¥

L.

Raw 2D chromatogram
(at second column outlet)

2. Transformation

7

3. Visualization

Second-dimension chromatograms
stacked side by side

Figure 12. Génération et visualisation d’un chromatogramme en CPGxCPG (Dallige et al., 2003).

Les systemes de chromatographie intégralement bidimensionnelle sont généralement
couplés a des détecteurs de masse ayant une fréquence d’acquisition élevée (supérieure a
500 Hz), de type temps-de-vol (TOF). En effet, en sortie de la deuxiéme colonne, les pics
chromatographiques sont trés étroits (jusqu’a 0,1 seconde). Forte de sa capacité résolutive, la
chromatographie intégralement bidimensionnelle, initialement développée par Liu et al. (1991)
et Bushey & Jogenson (1990) a ainsi subi un essor important au cours des derniéres années
(Ong et al., 2002 ; Dalliige et al., 2003 ; Gorecki et al., 2004). En outre, cette technique, en
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comparaison d’autres systémes chromatographiques, accroit la sensibilité de détection, la
fiabilité de I’analyse quantitative et qualitative et procure une information globale des extraits
en un temps limité. Elle serait ainsi susceptible de doubler la quantité d’analytes détectés pour
un méme extrait (Polaskova et al., 2008).

Dans le domaine des arébmes du vin, un nombre croissant d’études s’appuyant sur son
utilisation ont été publiées depuis une dizaine d’années. Ryona et al. (2008 ; 2009 ; 2010) ont
utilisé cette technique pour quantifier les méthoxypyrazines dont les teneurs rencontrées dans
le raisin et le vin (8 1.3.1) imposent I'utilisation d’une méthode analytique tres sensible.
D’autres études ciblées ont été réalisées, sur le carbamate d’éthyle (Perestrelo et al., 2010) ou
sur les composés terpéniques du raisin (Rocha et al., 2007). Cette derniére étude atteste bien
des capacités résolutives de la technique ayant permis I’identification pour la premiére fois dans
le raisin de 20 monoterpénes parmi un total de 56 terpenes analysés. Plus récemment, I’analyse
non ciblée de composés a été réalisée sur des vins issus de protocoles technologiques de
microoxygénation (Schmarr et al., 2010), sur des vins de glace (Setkova et al., 2007a ; 2007 b),
ou provenant de plusieurs cépages afin d’en apprécier les différences en termes de composition
globale (Welke et al., 2012 ; 2013 ; 2014).

Au-dela de sa capacité a améliorer I’analyse qualitative des composés volatils, cette
technique, complémentaire de I’approche de CPG bidimensionnelle de type « heart-cutting »
peut s’avérer intéressante pour appréhender la composition globale d’un extrait, la classification
des composés volatils, la comparaison ou la différenciation de vins, éventuellement en vue

d’authentification.

2.2.3. La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)

Bien que la chromatographie en phase gazeuse soit la technique de choix dans I’analyse
des ardmes, la CLHP constitue une technique complémentaire, parfois intéressante en vue de
la simplification des extraits organiques, parfois comme alternative a la quantification des
composés volatils. Cette étape s’integre dans I’objectif de purification des extraits afin de
simplifier la matrice tout en conservant au maximum les composés d’intérét. La séparation peut
s’effectuer sur des colonnes en phase normale avec une série éluotrope de solvants ou en phase
réverse (silice greffée). Ainsi, Ferreira et al. (1999) ont appliqué la technique de CLHP semi-
préparative sur colonne de type silice greffée avec des groupements octadécyles et par
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I’utilisation d’un gradient eau/éthanol, en vue du fractionnement d’extraits de vin. Cette
technique, facile & mettre en ceuvre, présente I’avantage de permettre une caractérisation
sensorielle des fractions collectées apres séparation chromatographique sans nuisance
importante des solvants. Bien que des phénoménes d’adsorption irréversible ou de dégradation
soient susceptibles de se produire, et conduire au fait que la reconstitution totale des fractions
ne reproduise pas exactement I’odeur initiale du vin, cette approche a prouvé son efficacité dans
la mise en évidence de phénomenes d’interactions perceptives entre composés volatils du vin.
Par exemple, les tests d’omissions ou de reconstitution a partir des fractions de CLHP ont
permis de montrer I’implication d’esters éthyliques d’acides gras (en particulier des formes
ramifiées) ou d’acétates d’alcools supérieurs dans des phénomeénes d’interactions perceptives
conduisant au renforcement de notes fruitées dans des extraits de vins rouges (Pineau et al.,
2009 ; Lytra et al., 2012). De méme, cette approche s’est avérée tres utile dans I’identification
de composés d’impact sensoriel par le ciblage olfactif initial des composés volatils contenus
dans les fractions (Pons et al., 2008 ; Nikolantonaki & Darriet, 2011 ; Schiittler et al., 2012,
Stamatopoulos et al., 2014). La possibilité de travailler sur une portion choisie de I’extrait,
exprimant I’odeur recherchée, permet de simplifier la matrice d’étude et diminue ainsi la

probabilité de coélutions avec la molécule visée.

S’agissant des méthodes de quantification de composés volatils par CLHP, peu de
méthodes sont mentionnées en cenologie. Toutefois, depuis le développement du couplage de
la CLHP a des systemes de detection de masse haute-résolution, certains auteurs ont témoigné
du fait que cette technique peut étre parfaitement adaptée a la quantification de molécules
présentes a des niveaux de concentration extrémement bas puisqu’ils attestent de limites de
détection de 0,03 ng/L pour les méthoxypyrazines (Alberts et al., 2009), inférieure a celles
généralement obtenues par CPG-SM (Kotseridis et al., 2008). Enfin, Schmarr et al., (2010) ont
également démontré la possibilité intéressante de positionner une étape de séparation en phase
liguide en amont d’un systéme de CPG compréhensive (LC-MDGC).
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2.3. Exemple de méthodes d’analyse de composés volatils dans le vin :
les méthodes de dosage des 2-méthoxy-3-alkylpyrazines et leur

optimisation par I’utilisation des plans d’experience

Le dosage des 2-méthoxy-3-alkylpyrazines dans le vin, compte tenu des faibles
concentrations de composé est relativement compliqué et requiere I’application de méthodes
analytiques optimisées. Ainsi, depuis leur découverte dans les vins (Bayonove & Cordonnier,
1975), la littérature scientifique présente une diversité de méthodes qui ont tenté de doser ces
composeés en intégrant les exigences de fidélité et de justesse.

Harris et al. (1987) puis Allen et al. (1991) développent une méthode de quantification
des 2-méthoxy-3-alkylpyrazines basée sur une étape de distillation puis extraction sur une
résine échangeuse de cations, élution par un tampon alcalin suivi d’une extraction liquide-
liquide avec un solvant. lls introduisent de maniére pertinente I’utilisation de 1’homologue
deuteré de I'IBMP comme étalon interne. Roujou et Boubee et al. (2000) s’inspirent de ce
protocole en utilisant une étape de distillation par entrainement a la vapeur. Par la suite, d’autres
méthodes ont cherché a optimiser cette méthode fastidieuse par I’introduction d’une extraction
par SPE, de type C18 (Pickering et al., 2005) ou Lichrolut (Culleré et al., 2009). En paralléle
de cela, d’autres méthodes excluant I’utilisation de solvant ont été développées, une méthode
par SBSE (Franc et al., 2009), mais surtout plusieurs méthodes par SPME (Sala et al., 2000 ;
2002 ; Hartmann et al., 2002 ; Chapman et al., 2004 ; Prouteau et al., 2004 ; Ryan et al., 2005 ;
Boutou et al. 2007 ; Pickering et al., 2008 ; Ryona et al., 2009).

Afin d’atteindre la sensibilité requise, I’extraction par SPME a fait I’objet de couplages
specifiques pour la séparation ou I’analyse. Plusieurs auteurs ont ainsi démontré I’avantage
procuré par les techniques de CPG multidimensionnelle (§ 2.2.2) pour accroitre la capacité de
séparation, augmenter la sensibilité et la sélectivité : CPG-CPG (Culleré et al., 2009 ; Botezatu
et al., 2014) ; CPGXCPG (Ryan et al., 2005 ; Schmarr et al., 2010). L utilisation de détecteurs
spécifiques des composés azotés a aussi €té mentionnée (Sala et al., 2000 ; 2005 ; Ryan et al.,
2005 ; Prouteau et al., 2004). On notera aussi le développement d’une méthode par
chromatographie en phase liquide (Albert et al., 2009) voire méme d’un couplage en ligne de
la chromatographie en phase liquide avec la chromatographie en phase gazeuse
multidimensionnelle (LC-CPGXxCPG-SM) (Schmarr et al., 2010). Ce type de couplage releve

toutefois d’une haute technicité qui la rend difficilement transposable. D’autres auteurs ont fait
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le choix de conserver une chromatographie classique (simple dimension), mais d’accroitre leur
sensibilité et leur sélectivité par I'utilisation de la spectrométrie de masse en tandem
(Godelmann et al., 2007 ; Hjelmeland et al., 2012). Les premiers auteurs ont optimisé leur
méthode pour quatre méthoxypyrazines (IBMP, SBMP, IPMP, ETMP), mais ont obtenu des
limites de quantification assez élevée (33 ; 33 ; 72 et 189 ng/L respectivement), bien supérieure
au seuil de détection olfactive de ces composés. L utilisation d’un spectrométre de masse en
tandem ancienne génération (Bear Instruments - (Varian) - Kodiak 1200) en est peut étre la
cause puisque Hjelmeland et al. (2012) obtiennent des résultats trés satisfaisants sur I’'IBMP
avec une limite de détection de 1 ng/L et une limite de quantification de 2 ng/L en milieu modéle
de vin par I'utilisation d’un analyseur de type Agilent 7000B a triple quadripdle.

Les plans d’expérience, par la possibilité qu’ils offrent de limiter le nombre d’analyses
requises pour obtenir une réponse tout en considérant les interactions qui peuvent exister entre
les facteurs, sont des outils adaptés aux développements de méthode de quantification. Parmi
eux, celui de Box—-Behnken (Box & Behnken, 1960), bien que rarement utilisé dans un cadre
de développement de méthode pour I’oenologie, représente, selon Ferreira et al., (2007), une
alternative intéressante au plan composite centré. Ce plan permet de tester 3 facteurs selon 3
niveaux pour chacun (-a, 0, +a) et ne nécessite que 12 expériences contre 14 pour le plan
composite centré. De plus, les études de comparaison de ce plan avec d’autres (composite
centré, matrice de Doehlert ou plan factoriel complet a trois niveaux) ont démontré une
efficacité légérement accrue des plans de Box-Behnken et de Doehlert par rapport au plan
composite centré et une efficacité tres supérieure au plan factoriel complet. Ces derniers sont
des plans simples qui permettent d’étudier les effets que plusieurs facteurs peuvent avoir sur
une réponse. En faisant varier les niveaux des facteurs simultanément, ils permettent aussi
d’étudier les interactions entre les facteurs. Dans le cas d’un plan factoriel complet a 2 niveaux,
le nombre d’expériences est de 2%, k correspondant au nombre de facteurs. S’il est donc adapté
a un nombre limité de facteurs, il reste cependant peu économe en nombre d’essais. Dans le
vin, le plan de Box-Behnken a été utilisé par Martendal et al., (2007) pour optimiser les
paramétres SPME (temps et température d’incubation, quantité de sel) concernant le dosage du
2,4,6-trichloroanisole et 2,4,6-tribromoanisole. Ryona et al. (2009) I’ont aussi employé avec
succes pour optimiser les conditions de température et de temps d’incubation pour la
quantification des 2-méthoxy-3-alkylpyrazines. Prouteau et al. (2004) se sont, quant a eux,
appuyés sur un plan de Doelhert pour I’optimisation des facteurs pH, temps et température

d’incubation pour ces mémes composes.

43



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

3. L’ANALYSE SENSORIELLE

3.1. La perception des odeurs

3.1.1. Introduction

L’odorat est souvent négligé par rapport aux autres sens comme la vue et I’ouie et
considéré comme mineur chez I’Homme. Au méme titre que les autres, il est pourtant le garant
de notre perception du monde environnant, c’est-a-dire de notre capacité a percevoir les objets
qui nous entourent et & prendre conscience du réel. Il est donc notre fenétre sur le monde, celle
qui nous permet de comprendre et d’interagir avec notre environnement (Sinding et al., 2012).
Malgré le fait que I’odorat chez I’Homme ne soit pas — tant s’en faut — le plus développé des
mammifeéres, il joue un réle déterminant dans la recherche de nourriture puisque le choix d’un
aliment repose principalement sur sa perception olfactive (Fallon & Rozin, 1983). Dans certains
cas, il peut prévenir d’éventuels dangers par la perception des désordres odorants de
I’environnement. Mais il assure aussi d’autres fonctions plus vitales telles que la reconnaissance

du sein de la mere par le nourrisson (Schaal et al., 2009).

L’odorat reléve d’une grande complexité physiologique et constitue un sens extrémement
puissant puisqu’il serait en mesure de détecter, selon des estimations récentes, 10'2 odeurs
différentes (Bushdid et al., 2014) avec une sensibilité parfois bien supérieure a celle des
détecteurs physico-chimiques actuels.

3.1.2. Physiologie du systéeme olfactif

Dans un premier temps, deux voies d’accés vers la muqueuse olfactive peuvent étre
empruntées par un compose volatil, potentiellement reconnu comme stimuli : la voie « directe »
(orthonasale) par les narines, la voie « indirecte » (rétronasale) par le carrefour rhino-pharyngé.
Dans le premier cas, la norme ISO (ISO 5492 : 2009) recommande d'utiliser la terminologie
d’«odeur » pergue tandis que dans le second, c’est le terme «aro6me » qui est employé. Les
composés chimiques volatils contenus dans I’air inhalé ont d’abord vocation a étre solubilisés
dans un mucus secrété par des cellules glandulaires, puis vont atteindre I’épithélium olfactif
(EO) contenant les récepteurs olfactifs (RO), eux-mémes inclus dans la membrane des cils des
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neurones olfactifs (NO) qui recouvre I’épithélium du méme nom (EO). L'interaction d’une
molécule odorante avec un ou plusieurs récepteurs engendrera I’activation des neurones
olfactifs puis des glomérules correspondants situés dans le bulbe olfactif (BO). C'est le
phénomeéne de transduction qui pourra ensuite conduire a l'interprétation du flux nerveux par le

cerveau comme une odeur (Figure 13).
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Figure 13. Représentation des neurones olfactifs dans la cavité nasale et de la transmission de
I’information depuis I’épithélium (EO) jusqu’au bulbe olfactif (BO) (Mescher, 2009).

3.1.2.1.  Lamuqueuse olfactive

Chez I’'Homme, la taille de la muqueuse olfactive est estimée entre 1 et 3 cm? (Lanza &
Clerico, 1995) avec une épaisseur de mucus de 30 um environ (Getchell et al., 1988). La
capacité de diffusion d’une molécule au travers du mucus va constituer un critere déterminant
quant a sa perception, c’est-a-dire sa capacité d’interaction avec un récepteur olfactif. Il est
généralement admis que des molécules possédant un caractere hydrophobe assez marqué, un
poids moléculaire modéré (< 350 uma) et une pression de vapeur élevée, aient une bonne
disposition pour atteindre les récepteurs olfactifs. Cette diffusion au travers du mucus pourrait
aussi faire intervenir des protéines de transport (odor binding protein ou OBP) (Tegoni et al.,
2000). Ces protéines, au-deld de leur réle de transporteur, moduleraient I’interaction d’un

composé avec le récepteur olfactif en agissant comme un filtre qui limite la saturation, mais
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aussi en sélectionnant un composé par leur affinité respective avec celui-ci. Certaines études
mettent, par exemple, en évidence la forte interaction de I’IBMP avec ces protéines tout en
fournissant une modélisation du complexe formé (Staiano et al., 2007 ; Golebiowski et al.,
2012). Si le phénoméne n’explique pas a lui seul le pouvoir odorant de cette molécule (§ 1.3.1),

il ne peut qu’y contribuer.

3.1.2.2. Les récepteurs olfactifs

Les récepteurs olfactifs sur lesquels viennent interagir les molécules odorantes ont été
identifiés par Linda Brown Bruck et Richard Axel, prix Nobel 2004 (Buck & Axel ; 1991). Ces
mémes chercheurs ont montré qu’ils appartenaient a la famille des récepteurs couplés a la
protéine G. Chez les mammiféres, un type de récepteur donné est propre a un neurone olfactif
(Vassar et al., 1993 ; Ressler et al., 1994. De méme, chaque type de récepteur a une affinité
particuliére avec un stimulus volatil, qui peut lui-méme activer plusieurs récepteurs (Malnic et
al., 1999). Ainsi, chaque neurone olfactif reconnait plusieurs molécules odorantes, de méme
que chaque molécule peut interagir avec plusieurs types de récepteurs. Une spécialisation au
sein des récepteurs existe ; certains récepteurs sont trés spécialisés et ne fixent qu un nombre
restreint de molécules de structures chimiques particuliéres tandis que d’autres interagissent
avec le plus grand nombre. L’information qui résulte de I’activation des neurones olfactifs est

donc de nature combinatoire (Malnic et al., 1999 ; Figure 14).
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Figure 14. Codage combinatoire des composés odorants. Les récepteurs de couleur sont ceux
activés par la molécule odorante a gauche (Malnic et al., 1999).

46



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

3.1.2.3. Le bulbe olfactif

Les axones des neurones olfactifs possédant le méme récepteur convergent, aprés avoir
traversé la lame criblée, vers une unique (parfois deux) structure synaptiqgue nommée glomérule
et localisée dans le bulbe olfactif (BO) (Breer et al., 2003). Chaque glomérule recoit ainsi la
terminaison des axones de plusieurs milliers de neurones olfactifs. L activation des glomérules,
dont I’organisation topologique est stable au sein du bulbe olfactif, forme un motif d’activation
spatio-temporel (Duchamp-Viret et al., 1999). A ce niveau, le code combinatoire peut encore
étre affiné par des activations/inhibitions de voisinage via les cellules périglomérulaires (Kay
& Stopfer, 2006) ; ou a plus longues distances par I’intermédiaire des cellules granulaires
(Egger et al., 2003). La diversité des combinaisons permises par cette théorie combinatoire

expliquerait notre capacité a distinguer un nombre quasi infini d’odeurs.

3.1.2.4. Le cortex cérébral

Le dernier relai de transmission de I’information vers les structures supérieures du
cerveau va étre assuré par les cellules mitrales/a panaches qui projettent leurs axones vers le
cortex olfactif incluant le noyau olfactif antérieur, le tubercule olfactif, le cortex piriforme, le
cortex entorhinal latéral, le cortex amygdalien, etc. (Imai, 2014). Il est intéressant de relever
que cette voie sensorielle est la seule qui ne transite pas par le thalamus. Ce lien direct entre le
cortex et les signaux émanant du bulbe olfactif évite I’étape de conceptualisation par le
néocortex et relie ainsi directement la perception olfactive aux zones cérébrales de la mémoire
(Stevenson et al., 2003) ou encore de I’émotion (Herz et al., 2004), respectivement
I’hippocampe et I’hypothalamus. D’ailleurs, cette spécificité ne serait-elle pas a I’origine du
plaisir et de I’étonnement de Proust face au pouvoir « immense » de la dégustation, lui faisant
dire « la vue de la petite madeleine ne m’avait rien rappelé avant que je n’y eusse go(té » ?
(Proust, Du c6té de chez Swann, 1913)
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3.2. Les interactions perceptives

Dans la partie précédente, nous avons décrit des généralités sur les bases physiologiques
de Iolfaction. Dans notre vie quotidienne, nous sommes rarement exposés a une unique
molécule, mais les odeurs de notre environnement résultent de la perception simultanée de

mélanges complexes dont le vin fait intégralement partie.

3.2.1. Les mécanismes physiologiques

D’un point de vue physiologique, lorsque plusieurs stimuli résultant d’un mélange
complexe arrivent simultanément dans la cavité nasale, il va se produire, sur plusieurs niveaux,

un certain nombre de phénomenes qui seront autant de modulateurs de I’odeur globale percue.

Le premier d’entre eux, si I’on omet les interactions chimiques ou physico-chimiques du
mélange, se situe au niveau des récepteurs olfactifs (RO). Plusieurs auteurs ont en effet mis en
évidence la possibilité d’actions agonistes et antagonistes quant a I’interaction des molécules
odorantes au niveau du site actif du récepteur (Sanz et al., 2008 ; Brodin et al., 2009). Le second
siege de ces phénomenes est le bulbe olfactif (BO) lui-méme avec un certain nombre
d’inhibitions glomérulaires qui peuvent se produire par I’intermédiaire des cellules
périglomérulaires (Kay et al., 2005 ; Valova et al., 2007). Enfin, le dernier niveau d’interaction
se produit dans le systeme nerveux central ou le niveau d’excitation, d’attention, ainsi que

d’autres facteurs peuvent modifier I’information sensorielle (Le Berre et al., 2008)

3.2.2. La perception d’un mélange d’odeur

Les phénoménes physiologiques qui restent & ce jour assez mal compris vont se traduire,
sur le plan de la perception, par I’existence d’interactions ayant fait I’objet de caractérisations
importantes au cours des derniéres années (Thomas-Danguin et al., 2014), et particulierement
en ce qui concerne les melanges binaires de molécules odorantes. Dans ce dernier cas, deux
types de variations peuvent se produire sur I’odeur du mélange par rapport a la perception
individuelle des composés odorant : des changements de nature qualitative (Figure 15) ou

quantitative (Figure 16).
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3.2.2.1. La modulation qualitative

Berglund et al., (1976) ont défini qu’un mélange peut étre qualifié d’« homogéne »
lorsqu’une seule odeur s’en dégage. Celle-ci peut résulter de la fusion compléete de deux
molécules odorantes qui forment une nouvelle odeur, bien que ce cas reste assez extréme (Laing
et al., 1984). Dans ce cas de figure, la perception du mélange est alors considérée comme
synthétique (Berglund & Olsson, 1993 ; Laing, 1994). Un mélange dont I’un des composés au
fort pouvoir odorant I’emporte sur les autres composés, par des phénomenes de recouvrement
total ou de masquage, peut aussi étre qualifié d’homogéne (Kay et al., 2005 ; Cain & Drexler,
1974), rejoignant I’idée de Laing et al., 1984 selon laquelle, dans un mélange inégal, c’est
I’odorant le plus fort qui prédomine ou qui peut méme étre le seul percu.

Par contraste, un mélange est dit « hétérogene » lorsqu’au moins I’un des composants
peut étre discerné de I’ensemble. Berglund et al. (1976) montrent que I’odeur est généralement
semblable & au moins I’'une de celles des deux constituants. Elle est, de plus, généralement
gouvernée par le composé dont le pouvoir odorant est le plus fort (Laing et al., 1984), bien que
des modulations par des phénoménes de masquage partiel peuvent se produire (Kay et al.,
2005). Dans le cas d’un mélange hétérogene, la perception qui est en résulte peut étre, cette
fois, considérée comme analytique (Berglund & Olsson, 1993). Il est aussi possible que le
mélange des composés odorants conduise a I’apparition d’une troisieme odeur, en supplément
de leurs odeurs respectives (Kay et al., (2005). Enfin, on notera que dans le cas des mélanges
complexes, la qualité de I’odeur du mélange est plus fréqguemment différente de la qualité des
molécules odorantes qui le constitue. « En d’autres mots, un mélange complexe est plus enclin

a évoquer la perception d’'une nouvelle odeur » (Thomas-Danguin et al., 2014).

Plusieurs mécanismes orientent le type de perception d’un mélange. Bien que cela n’ait
pas été entierement établi, certains auteurs suggérent que les interactions agonistes/antagonistes
au niveau du récepteur olfactif (RO) pourraient, par la perte d’information qu’elles engendrent,
favoriser une perception synthétique du mélange (Sanz et al., 2008 ; Brodin et al., 2009).
Contrairement & ce qu'on pourrait imaginer, d’autres études ont montré qu’une analogie dans la
structure chimique des deux composés en mélange ne favoriserait pas systématiquement la
perception synthétique de celui-ci. L’exemple le plus illustratif de ce phénomeéne est
I’expérience du mélange de stéroisomeres du limonene (+/- limonéne) et de la carvone (+/-
carvone) ; le premier formant un mélange percu de fagon synthétique tandis que le second I’est

de maniére analytique (Wiltrout et al., 2003). Au niveau neurophysiologique, ce phénoméne se
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traduit par des profils d’activation bulbaire avec un fort taux de recouvrement dans le cas des
stéroisomeres du limonéne et bien différenciable dans le cas de la carvone (Linster et al., 2001).
A ce niveau, la modulation par les activations/inhibitions interglomérulaires apparait jouer un
réle majeur dont I’illustration de ce phénomene a été réalisée sur les abeilles par Joerges et al.
(1997) qui montrent que la somme théorique des profils d’activation glomérulaires differe de
ceux obtenus réellement pour le mélange (citral/hexanol) : suractivation de certains glomérules,
forte inhibition d’autres. Cette perte d’information engendrée par I’inhibition latérale pourrait
donc bien favoriser la perception synthétique. De la méme maniére, Wiltrout et al., 2003
mettent en évidence qu’une similitude dans I’odeur des molécules en mélange est un facteur
qui tend a favoriser la formation d’un mélange homogéne, et donc une perception synthétique.
Toutefois, une théorie soutenue par Frederick et al. (2009) affirme que la perception de deux
composés aux profils d’activation bulbaire recouvrants n’est pas synthétique, mais qu’elle
correspond simplement a la perception simple d’un des deux composés dont la concentration

serait doublée.

D’autres suggérent enfin I’existence d’un codage temporel au niveau du récepteur
olfactif, lui-méme dépendant de la molécule et de sa concentration. Ainsi, I’augmentation du
délai de fixation entre deux composés odorants sur le récepteur pourrait faciliter leur distinction,

et donc la perception analytique du mélange (Jinks & Laing, 1999 ; Laing et al., 1994).

Heterogeneous mixture
Possible partial overshadowing
Possible percepiual dominance

o""\
+
O

Homogencous mixture
Complete overshadowing of B

Homogencous mixture
Complete blending
(robust configural)

Heterogeneous mixture

Partial blending

(weak confligural)
Figure 15. Résultats théoriques sur la qualité de I’odeur (modification qualitative) d’un mélange

de deux odorants (Thomas-Danguin et al., 2014). A représente I’odeur du premier composé, B I’odeur
du second et U I’odeur spécifique du mélange.
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3.2.2.2. La modulation gquantitative

En paralléle de ces phénoménes de modification de la qualité de I’odeur que nous venons
d’énoncer, il en existe d’autres qui vont engendrer des modifications de nature quantitative
(Figure 16). La classification des effets quantitatifs, qui repose sur les travaux de Cain et
Drexler (1974), ainsi que sur ceux de Berglund et al. (1976), distingue les mélanges homogénes
des mélanges hétérogeénes.

Dans le cas des mélanges homogenes, I’intensité du mélange peut étre égale (addition
compléte), plus grande (hyper-addition) ou plus faible (hypo-addition). Dans ce dernier cas,
les auteurs ont décliné plusieurs configurations : celle ou I’intensité du mélange est plus grande
que celles de chacune des composantes (addition partielle), intermédiaire entre les intensités

de chacune de ses composantes (compromis) ou plus faible (soustraction).

Pour ce qui concerne les mélanges hétérogenes, il est possible de différencier le cas ou
I’intensité d’un composé dans un mélange est identique (indépendance), plus grande
(synergisme) ou plus faible (antagonisme) que celle hors du mélange.

Aussi, il est possible d’adjoindre deux notions supplémentaires apportées par Berglund
& Olsson (1993) : le niveau d’indépendance et I’asymétrie. La premiere traduit le degré de
variabilité du processus d’addition selon I’intensité odorante des composés. En d’autres termes,
un haut niveau d’indépendance signifie que le mélange entre deux odeurs A et B de faibles
intensités conduit au méme degré d’additivité que ces mémes odeurs a fortes intensités. La
seconde, I’asymétrie, suggere qu’un mélange entre la substance A de forte intensité et la
substance B de faible intensité n’a pas la méme intensité que le mélange réalisé dans les

proportions inverses.
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Imtensity of single odor A
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Figure 16. Résultats théoriques sur I’intensité de I’odeur (modification quantitative) d’un mélange
de deux composés odorants (Thomas-Danguin et al., 2014). A représente I’odeur du premier composé
odorant, B I’odeur du second.

La tendance résumée par Ferreira et al., (2012) au regard des études sur les mélanges
binaires montre une orientation tres favorable vers I’effet d’hypo-addition, de compromis et de
soustraction. En d’autres termes, I’intensité du mélange est tres souvent inférieure a I’intensité
du composé le plus odorant. D’un point de vue physiologique, les mémes phénomenes qui
régissent les modulations qualitatives de I’odeur en sont trés probablement I’explication.

On ajoutera qu’il n’est pas toujours aisé, sur le plan expérimental, de distinguer la nature
homogéne ou hétérogéne d’un mélange. Ainsi, malgré la distinction lexicale sur les
phénomenes perceptifs qui les animent, beaucoup d’études tendent a employer indifféremment
les termes d’« hyper-addition» et d’«additivité » (propre au mélange homogene) ou de

«synergie » (propre au mélange hétérogene).

On rappellera enfin que la capacité de distinction chez I’Homme n’excéde que
difficilement plus de trois molécules dans un mélange complexe supérieur a 8 molécules, au-
dela, la perception ne peut étre que synthétique ; le mélange rejoignant alors le concept d’« objet

odorant » (Laing & Francis, 1989 ; Livermore & Laing, 1998a).
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3.2.3. Les interactions perceptives en Enologie

3.2.3.1. Généralités

L’arbme du vin tel que nous le percevons resulte du mélange d’une multitude de
molécules odorantes aux propriétés physico-chimiques tres diverses. Ainsi, son bouquet, résulte
a I’évidence de phénomeénes d’interactions perceptives complexes autour de phénomenes de
perceptions synthéetiques/analytiques avec des dizaines, voire des centaines de composés a
I’odeur agréable, fruitée et florale, mais aussi de composés présentant une odeur déplaisante.
Les accords odorants formés dans le mélange reposent donc sur de subtils équilibres entre les

molécules et sont a la base de I’objet odorant que nous percevons et de ses nuances.

La multitude des interactions perceptives susceptibles de se produire dans une matrice
aussi complexe que le vin rend quasiment vaine toute tentative de prédiction de I’odeur puisque
la perception globale ne peut en aucun cas étre considérée comme la somme des perceptions
des composés individuels. Godinot (1999) montre que si, dans un mélange, certains composés
peuvent imposer leur odeur, d’autres, en revanche, seront peu pergus. Ainsi, les modéles de
prédictions proposés a ce jour peinent a anticiper les parameétres de sensorialité des mélanges
de composes volatils. Le modele réfute d’Olsson (1998), qui spécifie que I’intensité et la qualité
d’un mélange peut se prédire a partir de celles des composés odorants pris séparément, en

constitue une illustration.

De méme, les approches développées autour de la chromatographie en phase gazeuse
couplée a I’olfactométrie (CPG-O) pour hiérarchiser les molécules odorantes d’une matrice
complexe ne peuvent permettre de conclure quant a I’impact réel d’un composé dans le mélange
et doivent, pour cela, étre nécessairement complétées par des analyses sensorielles dans la

matrice considérée, en I’occurrence le vin.

Dans le domaine de I’enologie, la connaissance de ces phénoménes d’interactions
perceptives est assez ancienne puisque, dans les années 70, Ribéreau-Gayon et al. (1975)
avaient déja observé des effets synergiques (additifs) entre des monoterpenes du vin. Ils avaient
ainsi montré qu’un mélange de 8 composés de cette famille présentait un seuil de détection
olfactive inférieur au seuil de détection olfactive du plus faible des composés dans le mélange.
Plus récemment, ce théme s’est développé autour de recherches ayant pour objectif de

comprendre les phénomenes a I’origine des modulations d’odeurs fruitées dans les vins de
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Bordeaux (Pineau et al., 2009 ; Sarrazin et al., 2007 ; Lytra et al., 2012 ; Stamatopoulos et al. ,
2014).

3.2.3.2. Exemple d’interactions perceptives pouvant contribuer a

moduler les nuances « végétales »

De plus, un certain nombre d’études ont recensé des cas similaires d’interactions qui
conduisent a des modulations (effet qualitatif) ou au renforcement (effet quantitatif) des odeurs

végétales dans les vins.

Par exemple, Marais et al. (1999) ont considéré le mélange binaire de deux composes au
fort pouvoir odorant du Sauvignon blanc, I'IBMP et la 4-MSP. L’étude de plusieurs
combinaisons de concentrations entre ces deux molécules a permis d’estimer les changements
qualitatifs de ce mélange hétérogéne dans lequel I’IBMP contribue a des notes d'herbe/poivron
et la 4-MSP a des nuances de goyave, soufrée, urine de chat. Le méme type d’étude entre
I’IBMP et le 3-SH a confirme les aspects qualitatifs du mélange tout en montrant, sur le plan
quantitatif, un effet d’antagonisme entre ces deux molécules (Wyngaard et al., 2014). Ainsi,
les caracteres « fruits de la passion », « tropical », « pamplemousse » et « goyave » apportés par
le 3-SH sont diminués par des ajouts respectifs de 0,5 ; 1 ; 2 et 15 ng/L d’IBMP. Cet
antagonisme est aussi confirmé sur un mélange de thiols (3-SH, A-3SH, 4-MSP), bien que les
thiols et I'IBMP aillent chacun dans le sens de ’augmentation de I’odeur « légume vert cuit ».
La capacité des thiols a accroitre ce type d’odeur semble reliée a la forme dominante
d’énantiomere S dans le mélange (King et al., 2011). Coetzee et al. (2015) étudient les effets
d’un mélange plus complexe sur le vin : IBMP, 3-SH, methional et phenylacétaldéhyde ; les
deux derniers composés étant liés a une eévolution oxydative du vin blanc. lls confirment la
capacit¢ de 'IBMP a impacter négativement sur le descripteur « goyave mire », mais ils
montrent aussi que I’'IBMP peut contribuer a accroitre la nuance « goyave verte » ou « feuille
de tomate » apportée par le 3-SH ; de méme que, réciproquement, ce dernier peut contribuer a
renforcer ’odeur de « poivron vert » de 'IBMP. Ces mémes auteurs démontrent surtout une
synergie entre I'IBMP et le méthional a I’origine d’une odeur « patate bouillie/haricot vert

cuisingé ».

A I’inverse de ce phénoméne, les mémes auteurs ont aussi mis en évidence un
antagonisme perceptif entre I’'IBMP et le produit d’oxydation de I’éthanol, I’acétaldéhyde. En
outre, le melange des deux odorants conduit aussi & moduler I’odeur initiale de pomme blette
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de I'acétaldéhyde vers la pomme verte fraiche (Coetzee et al., 2016). Toujours en ce qui
concerne I’'IBMP, Escudero et al. (2007) suggérent un trio d'interactions perceptives entre
'IBMP et le (Z)-3-hexenol et I’hexanol; cette configuration permettant d’accroitre

significativement I’odeur végétale de « poivron vert » de 'IBMP dans les vins.

De la maniére, San Juan et al. (2011) mettent en exergue qu’une combinaison du sulfure
de diméthyle (DMS), de I’hexanol et du methanethiol conduit a la formation d’une odeur
végétale de type «légumes et chou», différente de ’odeur individuelle de truffe, d’herbe
coupée et de chou de ces composés. Ils supposent ainsi que cette configuration peut expliquer
I’odeur végétale percue pour certains des 25 vins rouges espagnols analysés.

A la vue de ces différentes études, il apparait clairement que les phénoménes
d’interactions perceptives, susceptibles de se produire dans le vin par la complexité de la
matrice qu’il forme, sont — indiscutablement — autant de clefs de compréhension des nuances
aromatiques que notre perception olfactive nous renvoie, et avant toute chose de celle qui nous

concerne : la famille aromatique du descripteur « végétal ».

3.3. L’évaluation sensorielle

3.3.1. Introduction

L’évaluation sensorielle constitue un ¢lément indissociable de I’cenologie ; elle est le
lien direct qui relie la science, la technique, et le consommateur. La problématique scientifique
nait le plus souvent d’une observation sensorielle, et la découverte se valide en retour par cette
méme observation. Elle est le point final d’une démarche vers la connaissance, celle-la méme
qui permet d’atteindre un projet esthétique par la maitrise qu’elle procure. Elle constitue aussi
une approche analytique que Peynaud & Blouin (2006) rappellent ainsi : « Déguster, c’est
godter avec attention un produit dont on veut apprécier la qualité; c’est rechercher les

différents defauts et les différentes qualités ; c’est en un sens analyser, étudier. »

L’évaluation sensorielle va ainsi se poser en un outil multifacette qui s’adaptera en
fonction d’une problématique donnée. Trois types d’épreuves peuvent étre distingués : les
épreuves discriminatives, descriptives et hédoniques. Les deux premiéres seront utilisées pour

la quantification, la qualification et la détermination de I’existence de différences entre les
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produits tandis que la derniére, I’épreuve hédonique, ciblera plutét I’appréciation du
consommateur (Martin & de Revel ; 1999).

3.3.2. Les notions d’évaluation qualitative et quantitative

L’évaluation quantitative d’une odeur est I’estimation de I’intensité de la perception
olfactive qu’elle procure. Sauvageot (1990) définit 4 domaines : infraliminaire, ou la perception
appartient au bruit de fond; liminaire, ou la perception peut étre nette ou confuse;
supraliminaire, ou I’intensité augmente proportionnellement a la concentration du stimulus ;

saturation, ou I’intensité atteint son niveau maximal, pratiquement invariable.

Le seuil de perception, ou seuil de détection, ou seuil d’apparition constitue la valeur
minimale du stimulus sensoriel nécessaire a I’éveil de la sensation qui ne peut pas étre identifié ;
il se situe dans la zone liminaire. Le seuil de reconnaissance, ou seuil d’identification constitue
la valeur minimale du stimulus sensoriel permettant d’identifier la sensation percue ; il se situe

dans la zone supraliminaire.

L’évaluation qualitative d’une odeur regroupe des épreuves de reconnaissance dans
lesquelles le sujet doit reconnaitre une odeur qu’il connait grace a sa mémoire €pisodique ; des
épreuves d’identification ou un méme sujet doit nommer la sensation que lui procure un

stimulus en faisant appel a sa mémoire sémantique.

3.3.3. Les épreuves sensorielles

3.3.3.1. Les épreuves discriminatives

Les tests de discrimination sont utilisés pour examiner I’existence de différences
sensorielles entre deux ou plusieurs produits. Le plus souvent, ces différences sont trés faibles
et la différence estimée est globale, elle n’est ni identifiée ni quantifiée. Cette caractéristique
permet de s’affranchir d’un entrainement préalable des dégustateurs (Martin & de Revel ;
1999). Le principe repose donc sur la présentation d’échantillons au panel parmi lesquels
certains sont identiques, d’autres différents. Le dégustateur doit alors détecter le produit qui

différe des autres. Une réponse étant imposée au sujet, I’épreuve est dite a « choix forcé ».
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Parmi ces épreuves, celle qui est la plus utilisée est « I’épreuve triangulaire » ou « test
triangulaire ». Elle consiste a confronter les dégustateurs a 3 échantillons dont 2 sont identiques
(NF EN ISO 4120 : 2007) selon les différentes combinaisons possibles. Chaque juge doit alors
mentionner I’échantillon qui lui parait étre différent des autres. L’interprétation statistique de
ce test est donnée par une loi binomiale qui permet de conclure quant a la significativité de ce
test au vu du nombre de réponses correctes par rapport au nombre de réponses totales, pour un

risque o donné et en considérant les réponses correctes dues au hasard.

La détermination des seuils de perception repose, en outre, sur une succession croissante

de tests triangulaires.

3.3.3.2. Les épreuves descriptives

Les épreuves descriptives sont différentes des épreuves discriminatives puisqu’elle ne
s’intéresse pas uniquement a la différence entre des échantillons, mais aussi & la nature de ces
divergences. Par conséquent, elle s’applique a des produits qui présentent des écarts sensoriels
nettement perceptibles. Sa mise en ceuvre requiert ainsi un panel entrainé vis-a-vis des critéres
sensoriels étudiés (Martin et de Revel, 1999). Deux types d’épreuves descriptives peuvent étre

distingués selon qu'elles évaluent un ou plusieurs criteres.

S’agissant des premieres, I’entrainement du panel est simplifié puisqu’il est réduit a une
seule grandeur sensorielle. On distingue ainsi les épreuves de classement, qui consistent a
établir un ordre d’intensité du critere demandé sur les échantillons, des épreuves de notation

simple, qui consiste & comparer I’intensité du critére en s’appuyant sur une échelle de notation.

Les secondes, qui évaluent simultanément plusieurs descripteurs, permettent d’établir
des profils sensoriels. Cette évaluation est un processus complexe qui nécessite de faire appel

a des dégustateurs experts et de préférence entrainés sur les descripteurs donnés.

Dans chacun des cas, le traitement des données est réalisé par des outils statistiques
adaptés au type d’épreuve et a la réponse souhaitée.
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3.3.3.3. Les épreuves hédoniques

L’évaluation hédonique est reliée & la dimension «plaisir» du consommateur. A
I’inverse des autres, ce test va préférer les sujets novices, appartenant a une tranche de
consommateur donnée, aux sujets experts dont la focalisation et I’entrainement sur le défaut

engendreront des réponses peu représentatives de la préférence générale des consommateurs.

3.3.4. Les facteurs conditionnant le résultat de I’évaluation

L’évaluation sensorielle est une pratique difficile puisqu’elle peut étre soumise a un
grand nombre de facteurs de variation. Si I’on souhaite I'utiliser comme un outil d’analyse
scientifique et pouvoir se livrer a une interprétation correcte des résultats, il est indispensable

d’avoir connaissance de ces facteurs de variations.

La premiere des variabilités intervient sur I'individu lui-méme, et déja dans sa
génétique ; ¢’est le cas des anosmies par exemple (Amoore et al., 1968). La sensibilité des sujets
va également subir une décroissance avec I’age aprés 60 ans (Cain & Gent ; 1991 ; Thomas-
Dangin et al., 2003), avec des régimes hyper lipidiques (Thiebaud et al., 2014), un état de satiété
(Stafford et al., 2011) ou méme dans le cas de pathologie comme la maladie d’Alzheimer, la
schizophrénie ou la migraine (Sohrabi,et al., 2012 ; Demarquay et al., 2006 ; Nguyen et al.,
2010 ; Stevenson et al., 2013). Certaines etudes montrent aussi I’effet du sexe, avec une
sensibilité généralement supérieure pour les femmes (Doty & Cameron ; 2009). La capacité
d’identification reléve aussi de facteur socioculturel (Gilbert & Wuysocki ; 1987), en lien avec

la familiarité du produit.

S’agissant de I’expertise telle que nous I’avons défini (8§ 1.2.1), elle ne permet pas
d’accroitre la sensibilité olfactive absolue (Bende et al., 1997 ; Parr et al., 2002). En revanche,
un panel d’experts présente généralement des capacités accrues en termes de consensus
(Wolters et al., 1994, Labbe et al., 2004), de capacité de discrimination (Bende et al., 1997), de
mémorisation (Parr et al., 2002 ; 2004) ou encore de verbalisation (Chollet & Valentin, 2000 ;
Valentin et al., 2003). De plus, des études suggerent que les deux derniéres capacités seraient
intimement mélées puisque cette meilleure précision dans le systéme verbal permettrait
d’expliquer la supériorité des experts vis-a-vis de la mémorisation malgré une sensibilité

absolue qui ne varie pas (Melcher et al., 1996).
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Ces différentes capacités sont donc évolutives et peuvent étre accrues de maniere

significative par I’apprentissage (Tempére et al., 2011 ; 2012).

L’environnement de la dégustation peut aussi étre source de variabilité et s’avérer
déterminant dans la validité des résultats. Afin de minimiser les biais, la salle de dégustation
doit étre en mesure d’offrir des conditions constantes et contrélées (AFNOR NF V 09-105 :
1987) : éclairage, température, hygrométrie, bruit, odeur parasite. L’utilisation de verres a la
géométrie normalisée (INAO ISO 3591 : 1977) limitera aussi la variation de coefficient de
partage des molécules (Fischer & Loewe-Stanienda, 1999).

La température du mélange lors de son évaluation est aussi un critére important
puisqu’elle a une influence directe sur la volatilisation des composés dont chacun posséde une
température de volatilisation qui lui est propre (a pression constante). Sa variation entrainera
trés probablement le changement d’odeur du mélange en favorisant la perception de molécules
odorantes par rapport a d’autres ; phénomene d’ailleurs bien connu empiriquement lors de la

dégustation des vins (Peynaud & Blouin, 2006).

Enfin, d’autres facteurs susceptibles peuvent influer sur la pertinence des résultats : la
taille du panel ; I’hétérogénéité des échantillons présentés, particulierement importants dans le
cas des épreuves discriminatives; le nombre d’échantillons, un exceés entrainant fatigue et
lassitude de la part du dégustateur; ’ordre de présentation, une présentation linéaire étant
susceptible d’engendrer des effets « série » ; mais aussi la fiche d’évaluation elle-méme par le

type d’échelle utilisée (continue ou discontinue).
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4. LANOTIONDE TYPICITE

4.1. Definition du concept

La typicité est un concept qui est au cceur de la définition de I’ Appellation d’Origine
Protégée (AOP) telle qu’elle est définie par 'INAO et qui «désigne un produit dont les
principales étapes de production sont realisées selon un savoir-faire reconnu dans une méme
aire geographique, qui donne ses caracteristiques au produit » ; la zone géographique en
question étant elle-méme indissociable du concept de terroir établi comme «une zone
geographique particuliere ou une production tire son originalité directement des specificités
de son aire de production. Espace délimité dans lequel une communauté humaine construit au
cours de son histoire un savoir-faire collectif de production, le terroir est fonde sur un
systeme d’interactions entre un milieu physique et biologique, et un ensemble de facteurs

humains. La se trouvent I’ originalite et la typicite du produit ».

L’essor de son utilisation dans le langage courant, notamment en cenologie, est peut-étre
le signe de la recherche par les producteurs d’une forte identité de leurs vins, qu’ils souhaitent
étre I’expression d’un lieu et d’un savoir-faire unique, inimitable, reconnaissable par I’amateur.
Elle se joint ainsi a une vision européenne de la qualité — traditionnelle — et qui distingue le vin

d’une denrée alimentaire par I’essence historique et culturelle qu’il porte.

Pour comprendre ce concept qui apparait parfois comme flou, revenons sur sa genése et

son évolution jusqu’a aujourd’hui.

Paradoxalement, I’utilisation du terme «typicité» est assez récente puisque son
intégration au Nouveau Petit Robert ne date que de 1993 ou il se définit comme suit : « ce mot
vient de typique. En enologie, il représente I’ensemble des caractéristiques d’un vin, résultant
du cépage, de la terre, des techniques de vinification, etc. ». Ce néologisme qui dérive du terme
anglo-saxon «typicality », renvoie directement a la définition de I’adjectif «typique» qui
définit «un modele idéal, un exemple caractéristique», mais aussi au «type» comme
« catégorie [de produits] formant une unité dont les caractéristiques sont reconnues par un

groupe [groupe humain de référence] » (Noél et al., 2005).

Son usage semble bien étre né de I’cenologie avant de suivre I’extension qu’on lui connait

aujourd’hui. D’apres Salette (1997), le terme de « typicité » a été employé dés 1979 par des
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chercheurs de I’INRA d’Angers afin de caractériser et comparer des vins expérimentaux issus
de différents terroirs. 1l apporte lui-méme une définition : « la forme idéale qui réunit au plus

haut degré, les propriétés, les traits, les caracteres essentiels (...) d’une catégorie ».

Plusieurs points de vue sur la sémantique cenologique du terme ont été formulés et
constituent autant de nuances quant a son usage. La définition selon Salette (1997) raméne bien
a celle du « type », c’est-a-dire a I’idée de catégorie et au degré de représentativité d’un objet
dans cette méme catégorie. Sauvageot (1994), en revanche, introduit dans sa définition les
notions de spécificité, de singularité ou d’originalité. Il est rejoint par Dubourdieu (2007) qui
définit qu’un vin typique doit présenter les caractéres des grands vins : «originaux,
reconnaissables par I’amateur et le producteur, associés a un terroir et difficilement copiables,
reflétant une image contemporaine et apte a la conservation ». Pour Giraud (2003 et 2004), la
typicité est donc «une notion qui hésite entre le monde de la production, dont elle est
originaire, et celui de la consommation, ou elle opere ». Dans le premier cas, il s’agit bien d’un
trait de caractere distinctif, fondé sur une entité, le terroir, qui intégre bien cette notion
d’originalité ; tandis que dans le second cas, cette notion se joint a celle du « type », et donc a
la représentativité d’un objet au sein de sa catégorie. Afin de différencier ces deux notions,
’auteur établit une distinction par le terme de « typicité » et par celui de « typicalité » utilisé en
psychologie cognitive pour désigner les représentations mentales des sujets. Si le premier
correspond plutét a une réalité physique et a un archétype, le second s’associe au stéréotype.
Ballester (2004) ajoute que ces termes sont toutefois équivalents et que seul leur domaine
d’application differe selon I'usage. 1l offre cette définition de la typicalité qui «serait un
concept de psychologie cognitive que I’on pourrait résumer par la représentativité d’un objet

dans une catégorie. »

S’agissant enfin de la relation de ce concept avec le terroir, Barjolle (1998) souligne que
la typicité est avant tout liée a celui-ci : « Les caractéristiques d’un produit sont typiques, et
non pas seulement spécifiques, si elles sont tributaires d’un lieu, si elles ont un lien au terroir,
si elles résultent de conditions de production localisées. La typicité est un héritage, elle a une
origine géographique et historique, elle est ancrée dans un milieu ». Casabianca et al. (2006)
ne sont cependant pas aussi restrictifs et précisent que « parmi les multiples expressions de la
typicité, la typicité liée au terroir est une construction particuliére qui concrétise I’effet du

terroir sur un produit donné ».

Rappelons enfin que deux produits typiques d’une catégorie ne sont en rien similaires.

Appliqué aux champs de I’cenologie, cela signifie qu’un vin peut étre qualifié de « typique » de

61



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

son terroir, de son cépage, de la modalité technologiques duquel il est issue, etc., et en méme
temps présenter des différences avec les autres représentants, les autres «types», de sa
catégorie. En d’autres termes, deux vins « typiques » d’une méme catégorie ne sont donc pas
identiques et ce qualificatif ne leur enléve en rien leur personnalité ; au contraire, il ’affirme
méme dans un ensemble plus large. Salette (2006) résume bien ce propos : « estimer qu’un vin
est typique, ce n’est pas exiger sa correspondance a un standard fixe, c’est simplement le
reconnaitre comme faisant partie d’une méme famille. » Cadot (2006) explique la variabilité
d’une appellation ainsi : « cette typicité est plurielle, puisqu’au sein d’une méme appellation, il
peut exister des divergences, par exemple liées a I’apparition d’une nouvelle technique. De
méme, elle évolue en fonction des tendances, de la mode ou de la pression des autres acteurs
de lafiliére, distributeurs et consommateurs. 1l n’empéche qu’il est du ressort de la collectivité
vigneronne de définir si le vin est conforme aux critéres sensoriels souhaités a un moment
donné » tout en rappelant que cette notion n’est pas toujours synonyme de qualité « un produit
typique n’est pas synonyme de produit de qualité : un produit ““bien fait” peut ne pas étre

typique, de la méme maniére, certains défauts du “‘standard” peuvent faire la typicité ».

4.2. Exemple d’études sur la typicité des vins

Suivant I'imprégnation de ce terme dans le langage commun de I’cenologie, un nombre
croissant d’études se sont développées autour de ce concept. Une recherche des mots clefs

«wine », « typicality » et « typicity » sur un moteur scientifique illustre bien ce phénomene.

"wine" and ( "typicality” or "typicality" )

Documents
=

| /\

1992 1994 1996 1898 2000 2002 2004 2006 z008 2010 2oz z014

Figure 17. Nombre de publications scientifiques associées aux termes «vin», «typicité» ou
typicalité » sur une période 1992-2015 obtenu a partir du moteur de recherche Scopus.
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Des travaux de caractérisation physico-chimiques et sensoriels de certaines catégories du
vin ont d’abord été réalisés. Augris et al. (1994) ont ainsi étudié ces critéres sur I’appellation
Morgon ; de méme que d’autres les ont étudiés sur un cépage donné : Simpson & Miller (1984)
sur le Chardonnay, Paloc et al. (1993) sur le Muscat petit grain et d’Alexandrie, Aleixandre et
al. (2003) sur les cépages rouges espagnols (Cabernet-Sauvignon, Tempranillo, Monastrell et
Bobal) ; ou encore sur des aires géographiques de production : Vilanova et al. (2005) en
Espagne, Goldner et al. (2007) en Argentine.

Toutefois, ces auteurs n’ont pas cherché a savoir si les vins étudiés étaient sensoriellement
représentatifs de leur catégorie. En effet, il est parfaitement concevable que certains vins
regroupés dans une catégorie selon les criteres propres a celle-ci n’en soient pas pour autant
représentatifs sur d’autres critéres, notamment sensoriels. C’est par exemple le cas des
Chardonnays de bourgogne issus des appellations régionales, communales, premier cru et grand
cru dont seulement 7 sur 23 étaient jugés typiques du cépage, indifféremment du prestige de
I’appellation (Moio et al., 1993).

Plus récemment, Ballester et al. (2005) précisent I’existence d’un espace sensoriel propre
au vin de Chardonnay existant selon un gradient de représentativité, avec a la fois des vins tres
représentatifs et des vins peu représentatifs de la catégorie. Suivant ses conclusions, il ajoute
que « I’appartenance a une catégorie ne répondrait pas a une regle binaire du tout ou rien,
mais serait plutdt basée sur un continuum sensoriel ». Son étude montre aussi que certains vins
issus d’une autre catégorie, en I’occurrence des vins produits a partir d’un autre cépage, peuvent
parfois rejoindre la catégorie « chardonnay » en €tant jugés comme typiques de celle-ci. Suivant
ce schéma, d’autres études ont prouvé I’existence d’espaces sensoriels propres a des catégories
de vins, par exemple celle de Pineau et al. (2007) sur les vins rouges de Merlot et de Cabernet-
Sauvignon de la région bordelaise avec, la encore, I’établissement d’un gradient de typicité ou
d’un continuum sensoriel. Sarrazin (2007) a appliqué cette méthodologie d’analyse sur les vins
liguoreux de pourriture noble. Cela lui a permis d’affirmer I’existence de la catégorie tout en
établissant des liens entre les vins a hauts degrés de représentativité et des marqueurs
moléculaires comme différentes lactones ou aldéhydes. Schittler et al. (2015) ont aussi
appliqué cette approche aux vins de Riesling avec laquelle ils ont pu montrer la corrélation entre
la concentration en 3-sulfanylhexan-3-ol et le type. Enfin, plus récemment encore, Allamy
(2015) a montré que I’odeur de fruits cuits pouvait correspondre au type d’une appellation de

vins rouges de Bordeaux.
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5. LESVINS DE PRESSE

5.1. Origines et procédés d’elaborations

Les vins de presse font partie intégrante du processus de vinification des vins rouges dont
la singularité repose sur une vinification en présence des parties solides du raisin (aussi appelé
«marc ») qui renferment le potentiel tinctorial et une large part de la sapidité. A I’inverse du
vin d’égouttage obtenu par I’écoulage naturel du vin de sa cuve de fermentation, le vin de

presse, comme son nom I’indique, est obtenu par le pressurage du marc.

L’étape de macération en présence des pellicules et des pépins (exception faite des rafles)
est indispensable a I’obtention d’un vin rouge riche et complet. Toutefois, cette macération est
ajustable en fonction des objectifs et du modele de vin que souhaite atteindre le vinificateur.
Elle peut étre plus ou moins longue ou plus ou moins intense dans les procédés mis en ceuvre.
Si I’on prend I’exemple de la technique du remontage, pratique trés employée a Bordeaux et
qui consiste a arroser le marc par un volume de jus donné, son intensité va se mesurer par la

proportion de jus (en rapport a la cuve) remontée quotidiennement.

Toutefois, le raisin n’est pas uniquement constitué d’éléments qualitatifs pour le vin.
Certaines substances améres, astringentes ou herbacées peuvent, si elles sont extraites, conduire
a une dépréciation majeure de la qualité du vin rouge. De plus, il est généralement admis que
la proportion d’éléments qualitatifs est un indicateur assurant une distinction dans la qualité des
raisins. Tout I’art de la vinification des vins rouges se cristallise en fait dans I’estimation de
cette portion qualitative et dans la juste conduite de la macération pour tirer profit, au maximum,
de ce que le raisin est en mesure d’offrir. Il serait vain d’imaginer pouvoir appliquer les mémes
itinéraires techniques a des raisins ordinaires, de maturité faible ou moyenne, qu’a des raisins
dont le potentiel est la signature du grand terroir dont ils sont issus. Cela fait dire a Peynaud
(1988) que « le vin n’est pas tout le raisin ; il n’en représente que la meilleure part » et il ajoute,
avec autant de caustique que d’exactitude, que « les chefs de caves que j’appelle lessiveurs vous
épuisent un marc jusqu’a la corde ; ils entrainent I’amer et I’astringent avec le vin de goutte et

vous livrent des vins de presse lavés, décharnés, et finalement inutilisables. »
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A I’inverse du vin de goutte obtenu par gravité ou vin d'égouttage, le vin de presse résulte
d’une action mécanique sur le marc qui permet de récupeérer le vin qui I’imprégne. Il est le
regroupement du vin interstitiel, facile a séparer et relativement proche du vin de goutte, et du
vin qui imbibe directement les tissus du marc. Dans le Bordelais, il représente une part non

négligeable du volume total, autour de 15 %.

D’un point de vue technique, le pressurage peut étre réalisé par différents types de
pressoir : verticaux, horizontaux, pneumatiques ou continus. Depuis ces dernieres années, le
pressurage pneumatique a largement supplanté les autres dans les majorités des cas. Il assure,
par I'intermédiaire d’une membrane, des cycles alternant des phases de montée en pression
avec des phases d’émiettage. Le cycle de pressurage appartient, la encore, a I’appréciation du
vinificateur, de méme que d’éventuelles « coupes » ou séparations dans la collecte des jus de

presse.

5.2. Principales caractéristiques des vins de presse

5.2.1. Caractéristiques physico-chimiques

La composition physico-chimique des vins de presse peut se résumer trés brievement
ainsi : « on peut dire du vin de presse qu’il est concentré en tous les éléments de sa constitution
sauf ’alcool » (Ribéreau-Gayon et al, 2012 ; Tableau 3).

Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques des vins de presse par rapport au vin de goutte
(Ribéreau-Gayon et al., 2007).

Vin de goutte Vin de presse
TAV (% Vi) 12,0 11,6
Sucres réducteurs (g.L?) 1,9 2,6
Acidité totale (g.L"* H2SO4) 3,23 3,57
Acidité volatile (g.L* H2SO4) 0,35 0,45
Azote total (g.L™?) 0,28 0,37
Composés phénoliques totaux (g.L™?) 35 68
Anthocyanes (g.L™?) 0,33 0,40
Tannins (g.L™?) 1,75 3,20
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En effet, le titre alcoométrique volumique (TAV) peut ainsi baisser d’environ quatre
dixiemes par rapport au vin de goutte par contraste avec les sucres réducteurs qui augmentent,
tout comme I’acidité totale. De plus, I’accroissement des composés phénoliques totaux,
anthocyanes et tanins, dont la teneur peut étre doublée, traduit bien le phénoméne d’extraction
que nous avons déja énoncé. Enfin, la concentration d’autres paramétres tels que I’azote total

ou I’acidité volatile sont, aussi, généralement accentués.

5.2.2. Caractéristiques organoleptiques

Comme le prouvent les analyses physico-chimiques qui rejoignent les observations
empiriques, le vin de presse constitue un jus dont I’extraction envers le marc a été plus grande
et moins contr6lée par le vinificateur. De plus, ces vins résultent d’un processus mécanique (le
pressurage) qui accroit les effets de trituration par la pression, les émiettages ou les rebéchages

exercés sur le marc. Ces vins subissent, dans le méme temps, un apport massif d’oxygene.

Sans que nous en connaissions précisément la cause et bien que cette question soit peu
documentée, il est possible que ces effets participent a une dépréciation qualitative de ces vins
dont I’odeur est tres souvent apparentée a des nuances végetales. Selon Peynaud (1981), le
pressurage des marcs apporte des notes herbacées qui « dominent pour les vins les plus
communs ». Cependant, I’enologue qu’il est, qualifie aussi le vin de presse de « vin médecin ;
c’est-a-dire améliorant, correcteur » €t complémente ainsi : « j 'aime qu’il ait des réserves de
bon tanin et qu’utilisé en proportions déterminées, il apporte a la cuvée du charnu et du gras »
(Peynaud, 1988). Méme s’il ne fait, ici, aucunement mention des nuances aromatiques, il
semble qu’elles puissent étre variables d’un vin a I’autre et, rejoignant son idée premiére,
dépendante de la qualité de la vendange et de I’extraction qui en a été faite. Lorsqu’il ne présente
pas ces notes « végétales » caractéristiques ou de grossieretes dans ces tanins, il est un élément
de bonification lors de son introduction, tout au moins en partie, dans le vin final. La proportion
ajoutée dépend, la encore, de I’appréciation du vinificateur et de la qualité organoleptique de
celui-ci. Deux écoles se distinguent alors : celle qui réalise I’assemblage au début de I’élevage,
celle qui le réalise avant la mise en bouteille. 1l est aussi des vinificateurs qui marient
directement le vin de presse au vin de goutte a la sortie du pressurage, constituant un lot

homogene avant méme le déroulement des fermentations malolactiques.
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MATERIELS ET METHODES

1. GENERALITES

1.1. Raisins et matériel végétal

1.1.1. Préparation des extraits de raisin

Afin d’étre analyse, le matériel végétal (raisin ou rafle) initialement stocké a -20 °C est
refroidi dans I’azote liquide et réduit en une fine poudre par un broyeur mécanique a bille. Le
temps de broyage est de 2 minutes. 3 g de poudre sont ensuite transférés dans un vial SPME
contenant 7 mL d’eau ultrapure avant d’étre analysés selon I’une des méthodes de quantification

décrites (§ 3.4). Chaque préparation est systématiquement doublée (n=2).

Pour I’analyse des baies en lien avec des pathogenes, une vingtaine de grappes entieres
sont récoltées sur des plants de vigne touchée par I’Esca et identifiés par les symptomes
foliaires, 100 baies sont ensuite prélevées aléatoirement sur ces grappes; une vingtaine de
foyers de pourriture grise sont aussi prélevés, correspondant a 100 baies environ. Ces
prélevements ont été réalisés sur une parcelle de vieille vigne de Cabernet Sauvignon en

appellation Haut-Médoc (millésime 2015).

Pour I’analyse des proportions pellicule/pulpe, 50 baies de Cabernet Sauvignon sont
refroidies dans I’azote liquide et séparées de leur pellicule par une incision au scalpel. Afin de
pouvoir rapporter les teneurs mesurées des composés au % de la baie, les proportions entre les
pellicules, les pépins et la pulpe sont estimées sur 25 baies du méme lot en divisant le poids des
constituants pris séparément par le poids total du lot : 81,46 % pulpe, 6,17 % pépins, 12,36 %
pellicule. Ces analyses ont été réalisées sur des raisins sains de Cabernet Sauvignon de maturité
optimale en appellation Haut-Médoc (millésime 2014).

1.1.2. Préparation des extraits d’Artemisia vulgaris et Artemisia verlotiorum

10 g de feuilles fraiches d’Artemisia verlotiorum collectés sur la parcelle d’élaboration
des vins de Pauillac (PT09, PT10 et PT14) et 10 g de feuille fraiche d’Artemisia collectés sur

une parcelle du vignoble de Cognac sont mis a macérer 4 jours dans une bouteille en verre
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ambrée de 100 mL contenant une solution hydroalcoolique a 50 % v/v. 1 mL du macérat est
ensuite déposé dans un vial SPME contenant 9 ml d’eau ultrapure et 3 g de sel avant d’étre

analysé selon la méthode 1 (§ 3.4.1).

1.2. Microvinifications

Les raisins correspondants sont éraflés de maniére mécanique (Bellot, Gradignan,
France), foulés manuellement puis transférés dans deux cuves de vinification de 20 L en inox.
Les modts sont ensuite inoculés par une souche commerciale de S. cerevisiae (FX10 ; Laffort
Enologie, Bordeaux, France) a 20 g/hL. Au début de la fermentation, un remontage aére de 1/3
a 1/2 du volume de la cuve est effectué. Durant la fermentation (environ 7 jours), le marc est
pigé une a deux fois (cceur de fermentation) par jour. Lorsque la densité chute en dessous de
1000, le travail sur le vin est arrété et la cuve fermée le temps de la macération post-fermentaire
(environ 15 jours). Apres I’écoulage, le marc est récupéré et pressé par un pressoir pneumatique
miniature. Jus de goutte et jus de presse sont ensuite transférés dans des contenants en verre
teinté de 5 L. La fermentation malolactique est réalisée par le maintien des vins dans une
chambre thermo régulée & 20 ° C. A I’achévement de celle-ci, 50 mg/L de dioxyde de soufre
(6 % v/v ; Laffort, Bordeaux, France) sont additionés aux vins. IIs sont ensuite embouteillés en

format de 1,5 L.

Toutes les analyses classiques sur les vins sont réalisées par un appareil de spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (OenoFoss™), régulierement calibré avec des vins rouges

de Bordeaux.

1.3. Réalisation des essais de pressurage

Aprés écoulage du vin de goutte, le marc de la cuve (50 hL) est séparé de maniere égale
dans le sens de la longueur. Selon les propriétés, les deux lots sont pressés successivement ou
simultanément (2 pressoirs). Les pressoirs utilisés sont des pressoirs pneumatiques Bucher
Vaslin Inertys. Les échantillons sont constitués selon 4 niveaux de pression (P1, P2, P3, P4) du
cycle de pressurage (Figure 19) et deux modalités d’inertage du pressoir a I’azote (inerté, non

inerté). Le vin de presse est collecté dans des contenants en verre ambré de 2,5 L inertés a
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I’azote. L’évolution de la teneur en oxygéne est mesurée en sortie du pressoir a I’aide d’une

sonde optique Hach.
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Figure 18. Graphique du cycle de pressurage (pression en fonction du temps). Les points bleus
indiquent le moment de collecte de I’échantillon.

Les fermentations malolactiques (FML) sont réalisées apres ensemencement par
Oenococcus oeni dans les mémes contenants en verre, dans une chambre obscure thermo
régulée a 20 ° C. Apres achevement de celles-ci, les vins sont soutirés, mis en bouteille, sulfités
a 50 mg/L et stockes a 4 ° C. Chaque série est donc constituée de 9 vins : goutte ; P1 inerté, P1
non inerté, P2 inerté, P2 non inerté, P3 inerté, P3 non inerté, P4 inerté, P4 non inerté.

Pour les vins de Merlot de la propriété « Pomerol 15, M », une partie des échantillons
(250 mL) a eté sulfitée sans avoir réalisée la fermentation malolactique ; d’autres n’ont ni
réalisés la FML ni été sulfités. Aprés un passage au froid (4 ° C) de 48 h, ces échantillons ont
été soutirés et sulfités (50 mg/L) ou non, embouteillés et stockeés & 4 ° C. 24 vins de presses
différents sont ainsi obtenus avec quatre niveaux de pression. A chaque niveau de pression sont

associés 6 vins (Tableau 4).
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Tableau 4. Matrice d’échantillonnage des vins de presse de la propriété Pomerol 15, M (Merlot,

millésime 2015).

Pression Inertage Sulfitage FML
o Oui

Inerté Sulfite Non

p1 Non Sulfité Non
Sulfité Oui

Non Inerté Non

Non Sulfité Non

o Oui

Inerté Sulfite Non

P2 Non Sulfité Non
Sulfité Oui

Non Inerté Non

Non Sulfité Non

o Oui

Inerté Sulfite Non

P3 Non Sulfité Non
Sulfité Oui

Non Inerté Non

Non Sulfité Non

s Oui

Inerté Sulfite Non

P4 Non Sulfité Non
Sulfité Oui

Non Inerté Non

Non Sulfité Non

1.4. Constitution des milieux modeles

Le milieu modéle de vin est constitué par un mélange hydroalcoolique a 12 % vol.

supplémenté par 5 g/L de L(+)-acide tartrique et ajusté a pH 3,5 par I’ajout d’une solution

d’hydroxyde de sodium a 0,1 M.

Le milieu modele de modQt a été validé par Marullo et al. (2005) ; sa composition est

présentée dans le Tableau 5.
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Tableau 5. Composition du milieu modéle de modt (Marullo et al., 2005).

Composeés Concentration finale

Glucose et Fructose 190 g/L

Acide Tartrique 3g/L

Acide Citrique 0,3 g/L

Acide Malique 0,3 g/L

Phosphate de potassium 2g/L

Sulfate de Magnésium 0,2 g/L

Sulfate d’Ammonium 0,3 g/L

Myo Inositol 0,3 g/L
Volume

Acide aminés* 6,44 mL/L

Oligoélements* 1mL/L

Vitamines* 1m/L

Facteur anaérobie* 1 mL/L

Hydroxyde de Potassium Jusqu’a pH 3,5

* composition détaillé dans Marullo et al., 2005

1.5. Vins

1.5.1. Présélection de vins utilisée pour I’étude du champ lexical associée au

descripteur « végétal »

Les 22 vins utilisés au cours du chapitre 1 étaient principalement originaires de la région
bordelaise, & I’exception d’un vin de I’Aveyron (Marcillac11) et d’un vin de la vallée de la
Loire (Anjou08). Les cépages représentés étaient les suivants : Cabernet Sauvignon, Cabernet
franc, Merlot et Fer Servadou (famille des Carmenets). 6 vins provenaient de la
microvinification de différents clones de Cabernet franc sur les millésimes 2008, 2009 et 2010
(Van Leeuwenetal., 2013) ; 7 vins du millésime 2012 et 2013 étaient encore en cours d’élevage
(cuve inox ou barrique) au moment de leur prélévement en bouteille (6 mois) ; le reste était des
vins commerciaux. Au final, les millésimes de I’échantillonnage étaient compris entre 1992 et

2013. L’ensemble des vins est présenté dans le Tableau 6.
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Tableau 6. Vins utilisés au cours du chapitre 1.

Région Millésime Type Cépage Code
Bordeaux, Pauillac 1992 VF CS, M HB92
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_135539
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF 2013CF08_112826
Loire 2008 VF CF Anjou08
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_273778
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_274414
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_142828
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_133208
Aveyron, Marcillac 2011 VF FS Marcillac11
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M, PV OenoConseil_E
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M, PV OenoConseil A
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M OenoConseil_C
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M OenoConseil_B
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M OenoConseil_D
Bordeaux, Haut-Médoc 2012 VF CS, M CB12
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs PB_CS
Bordeaux, Pomerol 2013 P Cs Petit_villageCS
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_BAS
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_CAB_LS_JV
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_PLBas
Bordeaux, Pomerol 2013 P CF Petit_villageCF
Bordeaux, Pauillac 2013 P CSs CS_BIO

* MC, microvinification; VF, vin fini (commercial) ; P, vin primeur ; Pr, vin de presse. CF, Cabernet franc ; CS,

Cabernet Sauvignon ; M, Merlot; C, Carménére ; PV, Petit Verdot,; FS, Fer Servadou.

1.5.2. Vins commerciaux et expérimentaux utilises pour I’étude des
corrélations entre les nuances aromatiques végétales et les marqueurs

moléculaires connus

Sur I’échantillonnage des 70 vins utilisés au cours du chapitre 3, 33 vins sont des vins
obtenus a partir de microvinifications de clones de Cabernet franc sur les millésimes 2008, 2009
et 2010 (Van Leeuwen et al., 2013). Le reste de I’échantillonnage provenait principalement de
la région de Bordelaise, mais aussi de la Loire (Anjou08) ou de I’Aveyron (Marcillacl1l). Les
variétés représentées étaient les suivantes : Cabernet Sauvignon, Cabernet franc, Merlot, Petit
Verdot, Carmenere et Fer Servadou. Essentiellement des variétés du sud-ouest de la famille des
Carmenets. La gamme des millésimes allait de 2008 a 2013 (millésime primeur). En dehors des
vins de micro vinification, une partie était constituée de vins commerciaux et une autre de vins
en cours d’élevage (barrique ou cuve inox). 4 d’entre eux étaient des vins de presse de Merlot

du millésime 2013. L’ensemble des vins est présenté dans le Tableau 7.
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Région Millésime Type Cépage Code
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_135539
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_144762
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_145245
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_272366
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_112826
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_113428
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_274463
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_090573
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_273778
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_133208

Loire 2008 VF CF Anjou08
Bordeaux, Saint Emilion 2008 MC CF CF08_274414
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_144762
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_113428
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_090573
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_273778
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_274463
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_112826
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_135539
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_133208
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_272366
Bordeaux, Saint Emilion 2009 MC CF CF09_274414
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_273778
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_215936
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_143410
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_274414
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_272366
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_142828
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_113428
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_135539
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_215662
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_271921
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_144762
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_090573
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_133208
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_274463
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_144638
Bordeaux, Saint Emilion 2010 MC CF CF10_112826

Aveyron, Marcillac 2011 VF FS Marcillac11
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M, PV OenoConseil_E
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M, PV OenoConseil A
Loire 2012 VF CF Chinon12
Bordeaux, Pauillac 2012 VF Cs PB_CS12
Bordeaux, Pauillac 2012 VF CS, M OenoConseil_C
Bordeaux 2012 VF M, CS Bdx12
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_PL_Haut
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs PB_CS
Bordeaux, Pessac Leognan 2013 Pr M HB_P3-NI
Bordeaux, Pomerol 2013 P Cs Petit_villageCS
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_PADLS
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_BAS
Bordeaux 2013 MC C Carmeénere 13
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_CAB_LS_JVv
Bordeaux, Pessac Léognan 2013 Pr M HB_P1-NI
Bordeaux, Pauillac 2013 P CF CF_SA
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs PB_CS2
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs PC-MT
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_LS03
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_PLBas
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs PA_CS
Bordeaux, Pomerol 2013 P CF Petit_villageCF
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_BIO
Bordeaux, Pessac Leognan 2013 Pr M HB_P2-NI
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_SA_Haut
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_DP_Haut
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_PLO7
Bordeaux, Pessac Leognan 2013 Pr M HB_P4-NI
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_ARJ
Bordeaux, Pauillac 2013 P Cs CS_MTPB
Bordeaux, Pessac Leognan 2013 P M Goutte_HB

* MC, microvinification ; VF, vin fini (commercial) ; P, vin primeur ; Pr, vin de presse. CF, Cabernet franc ; CS,

Cabernet Sauvignon ; M, Merlot; C, Carménére ; PV, Petit Verdot ; FS, Fer Servadou.
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1.5.3. Vins obtenus a partir des expérimentations de pressurage

15.3.1. Millésime 2013

Tableau 8. Vins obtenus par les expérimentations de pressurage réalisées au cours du millésime

2013.

Appellation | Millésime Cépage Vin Code

Jus de Goutte Pessac-Léognan PC 13, M (G)

P1inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P1i)

P2 inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P2i)

Pessac-Léognan P3 ?nerté Pessac-Léognan PC 13, M (P3?)
e 2013 Merlot P4 inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P4i)
P1 non inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P1ni)
P2 non inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P2ni)
P3 non inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P3ni)
P4 non inerté Pessac-Léognan PC 13, M (P4ni)

Jus de Goutte Pessac-Léognan HB13, M (G)

P1 inerté Pessac-Léognan HB13, M (P1i)

P2 inerté Pessac-Léognan HB13, M (P2i)

Pessac-Leognan P3 ?nerté Pessac-Léognan HB13, M (P3?)
@ 2013 Merlot P4 inerté Pessac-Léognan HB13, M (P4i)
P1 noninerté Pessac-Léognan HB13, M (P1ni)
P2 non inerté Pessac-Léognan HB13, M (P2ni)
P3 non inerté Pessac-Léognan HB13, M (P3ni)
P4 non inerté Pessac-Léognan HB13, M (P4ni)

1.5.3.2. Millésime 2015

Tableau 9. Vins obtenus par les expérimentations de pressurage réalisées au cours du millésime

2015.
Appellation | Millésime Cépage Vin Code
Pomerol 2015 Merlot Tableau 4 Pomerol 15, M
Jus de Goutte Bordeaux DR15, M (G)
P1 inerté Bordeaux DR15, M (P1i)
P2 inerté Bordeaux DR15, M (P2i)
P3 inerté Bordeaux DR15, M (P3i)
Bordeaux 2015 Merlot P4 inerté Bordeaux DR15, M (P4i)
P1 noninerté Bordeaux DR15, M (P1ni)
P2 non inerté Bordeaux DR15, M (P2ni)
P3 non inerté Bordeaux DR15, M (P3ni)
P4 non inerté Bordeaux DR15, M (P4ni)
Jus de Goutte Bordeaux DR15, CS (G)
P1inerté Bordeaux DR15, CS (P1i)
P2 inerté Bordeaux DR15, CS (P2i)
Cabernet- P3 @nerté Bordeaux DR15, CS (P3?)
Bordeaux 2015 Sauvignon P4 inerté Bordeaux DR15, CS (P4i)
P1 noninerté Bordeaux DR15, CS (P1ni)
P2 non inerté Bordeaux DR15, CS (P2ni)
P3 non inerté Bordeaux DR15, CS (P3ni)
P4 non inerté Bordeaux DR15, CS (P4ni)
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15.3.1. Millésime 2014

Tableau 10. Vins obtenus par les expérimentations de pressurage réalisées au cours du millésime

2014.

Appellation | Millésime Cépage Vin Code
Jus de Goutte Pessac-Léognan PC14, M (G)
P1linerté Pessac-Léognan PC14, M (P1i)
P2 inerté Pessac-Léognan PC14, M (P2i)
Pessac-Leognan P3 @nerté Pessac-Léognan PC14, M (P3?)
e 2014 Merlot P4 inerté Pessac-Léognan PC14, M (P4i)
P1 noninerté Pessac-Léognan PC14, M (P1ni)
P2 non inerté Pessac-Léognan PC14, M (P2ni)
P3 non inerté Pessac-Léognan PC14, M (P3ni)
P4 non inerté Pessac-Léognan PC14, M (P4ni)
Jus de Goutte Pessac-Léognan PC14, CS (G)
P1 inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P1i)
P2 inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P2i)
Pessac-Leognan Cabernet- P3 @nerté Pessac-Léognan PC14, CS (P3?)
e 2014 Sauvignon P4 inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P4i)
P1 non inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P1ni)
P2 non inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P2ni)
P3 non inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P3ni)
P4 non inerté Pessac-Léognan PC14, CS (P4ni)
Jus de Goutte Pessac-Léognan HB14, CS (G)
P1inerté Pessac-Léognan HB14, CS (P1i)
P2 inerté Pessac-Léognan HB14, CS (P2i)
Pessac-Leognan Cabernet- P3 ?nerté Pessac-Léognan HB14, CS (P3?)
@ 2014 Sauvignon P4 inerté Pessac-Léognan HB14, CS (P4i)
P1 noninerté Pessac-Léognan HB14, CS (P1ni)
P2 non inerté Pessac-Léognan HB14, CS (P2ni)
P3 non inerté Pessac-Léognan HB14, CS (P3ni)
P4 non inerté Pessac-Léognan HB14, CS (P4ni)
Jus de Goutte Bordeaux DR14, CS (G)
P1linerté Bordeaux DR14, CS (P1i)
P2 inerté Bordeaux DR14, CS (P2i)
P3inerté Bordeaux DR14, CS (P3i)
Bordeaux 2014 Merlot P4 inerté Bordeaux DR14, CS (P4i)
P1 noninerté Bordeaux DR14, CS (P1ni)
P2 non inerté Bordeaux DR14, CS (P2ni)
P3 non inerté Bordeaux DR14, CS (P3ni)
P4 non inerté Bordeaux DR14, CS (P4ni)
P1+P2+P3 inerté Cotes-du-Rhoéne 14, Syrah (P1+P2+P3)i
Cote-du-Rhone 2014 Syrah PIXP2EPI NN Cotes-du-Rhone 14, Syrah (PL+P2+P3)ni

1.6. Questionnaire

En premier lieu, 166 participants remplissent un formulaire anonyme listant les
principaux critéres permettant de les définir (age, profession, années d’expérience en cenologie,
fréquence de consommation des vins). 16 descripteurs olfactifs sont ensuite proposés sous
forme d’une série d’images : poivron, fruits rouges, herbes aromatiques, pruneau, herbe coupée,
cassis, champignon, menthe, empyreumatique, chou, géranium, métallique, fruits noirs,
concombre, haricots verts, fleurs blanches. Pour chacune de ces images, le jury doit répondre a

la question suivante : « cette image vous évoque-t-elle un aréme constitutif du caracteére
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“presse” d’un vin rouge ? ». Le traitement statistique est réalisé par un test du Chi2 entre les

réponses positives et négatives avec le logiciel R (v3.1.1).

Un champ permettant la libre saisie des descripteurs est aussi proposé, sans limites de
nombres. Les données sont traitées de maniére équivalente a celles obtenues par une génération
libre de vocabulaire (§ 2.3.1)

2. ANALYSE SENSORIELLE

2.1. Conditions expérimentales et parametres généraux

Toutes les évaluations sensorielles (orthonasale) ont été réalisées dans la salle de
dégustation de I’Unité de recherche Enologie (ISVV) répondant a la norme 1SO 8589 : 2007.

Cette salle est spécialement congue pour limiter les facteurs externes pouvant perturber
I’analyse. Elle comprend 10 postes individualisés qui garantissent une deégustation isolée et
indépendante, sans concertation. Elle assure aussi une température constante (20 + 1 °C), une
hygrométrie régulée, une bonne isolation phonique ainsi que I’absence de pollution lumineuse
et olfactive. Au cours des séances, les dégustateurs ne disposent d’aucun matériel d’assistance
informatique, seules des fiches d’évaluation leur sont fournies. Les dégustations sont effectuees
dans des verres transparents ou opaques (noirs) de type INAO correspondant a la norme 1SO
3591:1977 (AFNOR, 2007). Chaque verre constitue un échantillon qui est codé par un nombre
a trois chiffres et recouvert d’un couvercle en plastique tout au long de la séance. L’ordre de
présentation est systématiquement randomisé (un ordre par juge) afin de limiter les effets
«série ». De plus, s’agissant d’échantillon de vin, les bouteilles initialement stockées a 10 °C
dans une chambre froide sont ouvertes 30 min a I’avance environ et systématiquement
dégustées afin de s’assurer de I’absence de déviations majeures. Lorsque les volumes le
permettent, les verres sont renouvelés régulierement par I’échantillon stocké a 15 °C durant la

session.
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2.2. Panel

Tableau 11. Récapitulatif des panels d’analyse sensorielle utilisés dans les différents chapitres.

N° Panel N° Chapitre Constitution
Panel 2 chapitre 3 27 personnes (16 femmes, 11 hommes)
Panel 3 chapitre 4 14 personnes (5 femmes, 9 hommes)
Panel 4 14 personnes (8 femmes, 6 hommes)
Panel 5 chapitre 5 15 personnes (8 femmes, 7 hommes)
Panel 6 17 personnes (9 femmes, 8 hommes)
Panel 7 chapitre 7 15 personnes (7 femmes, 8 hommes)
Panel 8 20 personnes (11 femmes, 9 hommes)
chapitre 8
Panel 9 18 personnes (10 femmes, 8 hommes)
Panel 10 chapitre 10 17 personnes (10 femmes, 7 hommes)
Panel 11 chapitre 10, 13 17 personnes (12 femmes, 5 hommes)
Panel 12 19 personnes (12 femmes, 7 hommes)
Panel 13 15 personnes (9 femmes, 6 hommes)
Panel 14 13 personnes (8 femmes, 5 hommes)
Panel 15 chapitre 11 14 personnes (8 femmes, 6 hommes)
Panel 16 39 personnes (23 femmes, 16 hommes)
Panel 17 15 personnes (8 femmes, 7 hommes)
Panel 18 21 personnes (8 femmes, 13 hommes)
Panel 19 chapitre 13 28 personnes (18 femmes, 10 hommes)
Panel 20 chapitre 13 26 personnes (15 femmes, 11 hommes)

Le panel 1 (chapitre 1) était constitue de 12 personnes (3 femmes et 9 hommes)
sélectionnées pour leur expertise dans I’analyse sensorielle et dans la connaissance des vins
rouges. Chaque participant était un professionnel (directeur technique, responsable de
laboratoire d’cenologie) du vin travaillant dans la région de Bordeaux ou des membres de

I’ISVV sélectionnés pour leur degré d’expertise. Tous ces participants avaient plusieurs années
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d’expérience (20 ans en moyenne) et pratiquaient la dégustation plusieurs fois par semaine.

Aucun entrainement particulier n’a été réalisé pour cette évaluation.

Les autres panels (Tableau 11) n’était pas experts, mais peuvent étre qualifiés de panels
expérimentés puisque les personnes qui les constituaient étaient des membres de I'ISVV,
enologues, chercheurs et étudiants, recrutés sur la base de leur motivation, de leur disponibilité,
leur habitude a déguster et leur bonne connaissance du produit.

2.3. Epreuves descriptives

2.3.1. Génération d’un vocabulaire libre

Cette méthode d’analyse sensorielle consiste a laisser les juges exprimer leurs
impressions olfactives sans limitation du nombre de descripteurs. Elle permet ainsi la
caractérisation des espaces sensoriels des vins en apportant un grand nombre de données
sémantiques. L’instruction qui est donnée aux participants est la suivante « Décrivez les
sensations olfactives que vous procure ce vin en utilisant le vocabulaire qui vous est familier »
(Annexe 1V). Dans un premier temps, tous les descripteurs générés au cours de la séance sont
listés et organisés par juge. Les termes hédoniques (agréable, déplaisant), les termes quantitatifs
(fort) ou impropres a I’olfaction (doux, sucré) sont eéliminés. Les synonymes sont ensuite éte
regroupés dans une méme catégorie. Pour chacun des descripteurs, le nombre de citations
(Necitations) st multiplié par le nombre de juges (Njuges) qui I’a cité ; ceux cités une seule fois sont
éliminés.

Des seances d’évaluation sous la forme d’une génération de descripteurs libres ont été
réalisées par le panel 1 (chapitre 1) et le panel 7 (chapitre 7). Les évaluations sensorielles ont
été conduites sur une seule séance d’une durée approximative de 3 h, avec un renouvellement
du vin a mi-session. Chaque poste contenait une série de 4 ou 5 verres contenant chacun 50 mL

d’échantillon.
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2.3.2. Evaluation de I’intensité de descripteurs odorants

L’évaluation de I’intensité percue d’un descripteur odorant consiste & rapporter celle-ci
sur une échelle de notation continue et structurée de 0 a 10 (0 correspondant a I’absence de
I’odeur dans I’échantillon ; 10 a une intensité trés élevée). Les données sont centrées réduites
par juges puis converties en une matrice vins x juges. Leur traitement est réalisé par une analyse
de variance (ANOVA) dont les conditions d’applications sont vérifiées au préalable par un test
de Levene (homogeéneité des variances) et un test de Shapiro-Wilk (normalité des résidus). Le
risque a est fixé dans les analyses a 5 %. Ces analyses sont effectuées avec I’aide du logiciel R
(v3.1.1).

L’évaluation de I’intensité des descripteurs « poivron » et « mentholée » a été réalisée par
le panel 5 (chapitre 5) dans un vin rouge de Bordeaux aromatiquement neutre et contenant de
faibles concentrations en 1,8-cinéole (0,1 pg/L) et en IBMP (< LOD). La série d’échantillons
évaluée avait des modalités supplémentées par 2,5 pg/L de 1,8-cinéole ou 25 ng/L d’IBMP. Le
descripteur « mentholé » a aussi été évalué sur un seul poste contenant des solutions croissantes
de 1,8-cinéole : 0,3;0,5;0,7;1; 1,5 pg/L.

L’évaluation de I’intensité du descripteur « végétal », faisant directement référence a la
famille aromatique, a aussi été réalisée par le panel 2 (chapitre 3) lors de I’évaluation de
modalités de vin rouge de Bordeaux supplémentées par I'IBMP (20 ng/L) ou deux groupes
comprenant le (E)-3-hexenol, le (2)-3-hexenol, le (E)-2-hexenol et le (Z)-2-hexenol a 70, 250,
50, 15 pg/L, noté C6(1) ou a 50, 100, 25, 10 pg/L, noté C6 (2). Le panel 2 I’a aussi évalué dans
une série comprenant le 1,5 ng/L de sBMP ; 2,5 ng/L d’IPMP ; 20 ng/L d’IBMP.

De méme, il a été évalué par le panel 3 sur les tests d’omission et de reconstitution des
fractions obtenues par CLHP (chapitre 4), mais aussi par le panel 4 (chapitre 5) selon les
modalités décrites ci-dessus (2,5 pg/L de 1,8-cinéole et 25 ng/L d’IBMP) ou le panel 11
(chapitre 13) par I’addition dans un vin rouge de Bordeaux du salicylate de méthyle (70 pg/L)
et de 'IBMP (25 ng/L).

Les évaluations sensorielles ont été conduites sur une seule séance d’une durée
approximative de 3 h dans laquelle les verres contenaient 50 mL d’échantillon. Les fiches sont

présentées en Annexe I1.
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2.3.2.1. Caractérisation d’un mélange binaire

Les notes de chaque juge sont analysées par le modele de mélange binaire de Patte et
Laffort (1979) basé sur une fonction [c= f (1)]. T correspond au rapport de I’intensité aromatique
d’un composé A sur lasomme des intensités aromatiques des composés A et B pris séparément :
t=1a/(Ia+ Ig). o correspond au rapport entre I’intensité du mélange et la somme des intensités

des composés : ¢ = 1ag/ (Ia+ Ig).

La représentation graphique de la fonction distingue : ’addition compléte (6=1) ; ’hyper-
addition (6>1); ou I’hypoaddition (o<1) partielle, de compromis, de compensation (ou
soustraction) selon si I’intensité du mélange est plus intense, intermédiaire ou plus faible que
I’odeur de chacun des composés. Les valeurs de o et T sont exprimées avec un intervalle de

confiance de 95 %.

Cette analyse a été réalisée sur les notes d’intensité du descripteur « végétal » du panel 4

afin de caractériser le mélange binaire entre le 1,8-cinéole (2,5 pg/L) et 'IBMP (25 ng/L).

2.4. Epreuves discriminatives

2.4.1. Test triangulaire

Pour chaque test triangulaire, 3 échantillons de 50 mL sont présentés de maniere codée
au sujet (NF EN 1SO 4120 : 2007) dans des verres noirs. Dans chaque série, deux échantillons
sont identiques et un est différent. Le juge doit repérer I’échantillon différent et le mentionner,
méme s’il n’est pas certain de la différence (choix forcé). Six présentations sont possibles :
AAB, ABA, BAA (postel) ; BBA, BAB, ABB (poste 2). L’interprétation statistique repose sur
un test d’hypothése qui postule I’identité entre les deux produits (HO : A=B, probabilité de
réponses justes au hasard po = 1/3). La probabilité d’obtenir le résultat de I’expérience sous
cette hypotheése nulle (p-valeur) est donnée par une loi binomiale. Plus elle est proche de 0, plus
I’hypothese est rejetée et plus les échantillons sont différents. Les valeurs limites de probabilité
adoptées sont généralement 5 %, 1 % et 0,1 %.

Des tests triangulaires ont été réalisés par le panel 8 et le panel 9 (chapitre 8), le panel
10 et le panel 11 (chapitre 10), les panels 16, 17 et 18 (chapitre 11).
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2.4.2. Seuil de détection olfactive

Par définition, le seuil de perception ou seuil de détection olfactive est la concentration
minimale & partir de laquelle, au cours d’un test triangulaire, 50 % des degustateurs
reconnaissent la présence d’une substance odorante, sans pour autant étre forcément capables
de I’identifier (Boidron et al., 1988). Cette méthode implique une présentation des échantillons
selon des concentrations croissantes (Annexe I). Pour chaque concentration, I’évaluation est
réalisée par un test de type 3-AFC (3 Alternatives a Choix Forcé, NF 1SO 13301 : 2002) dans
lequel seul un échantillon contient, en plus de la matrice, la molécule a détecter. Les

concentrations croissantes sont établies selon un facteur de multiplication (1,5 ou 2).

Le seuil de détection olfactive est déterminé par la méthode BET (Best Estimate
Threshold) préconisé par la norme NF 1SO 13301 :2002. Pour chaque paneliste, son seuil de
détection olfactive (BET) correspond a la moyenne géométrique entre la plus haute
concentration manquée et la concentration suivante de la série. Si un panéliste détecte
I’échantillon différent a la premiére concentration, il correspond a la moyenne géométrique
entre cette concentration et la précédente hypothétique (selon le facteur de multiplication de la
série). De méme, si un panéliste ne détecte pas la derniére concentration, il correspond a la
moyenne géomeétrique entre cette concentration et la suivante hypothétique (toujours selon le
facteur de multiplication de la série). Le BET du composé est la moyenne géométrique des BET

individuels.

Les seuils de perception déterminés par le panel 9 et le panel 19 sont résumés dans le

tableau suivant :

Tableau 12. Composition des échantillons présentés pour la détermination des seuils de
perception.

Composé Concentration (ng/L'; pg/L?) Matrice Panel
IBMP 2,5/5/7,5/10/12,5/15 @ SM 6
IBMP + 1,8¢ (0,8 pg/L) 2,5/5/7,5/10/12,5/15 @ SM 6
(Z2)-4-Heptenol 2,5/5/10/20/40/80 @ Vin rouge 9
Safranal 0,2/0,4/0,8/1,6/3,2 @ Vin rouge 9
Salicylate de méthyle 11,8/17,7/26,6/40/60/90/135/202,5 @ SM/Vin rouge 19

* SM, solution hydroalcoolique modéle de vin ; 1,8¢, 1,8-cinéole.
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2.5. Evaluation du niveau d’exemplarité

2.5.1. Famille aromatique du « végétal » et du « fruité »

L’évaluation des termes « végétal » et « fruité » en tant que famille aromatique porteuse
de plusieurs attributs sensoriels est évaluée par une question adaptée des travaux de Ballester
et al. (2005) et Jaffré et al. (2011) : « Imaginez que vous devez expliquer a quelqu’'un ce qu’est
un vin végétal et un vin fruité. Pour chacun des vins présentés, vous devez répondre a cette
question : pensez-vous qu’il est un bon ou un mauvais exemple de ce qu’est un vin végétal ? Un
vin fruité ? ». Afin de guider les dégustateurs, les principales nuances de ces catégories étaient
indiquées entre parenthéses. Les dégustateurs évaluent donc le degré de représentativité ou
d’exemplarité de I’échantillon a la famille aromatique sur une échelle linéaire non structurée de

10 cm, allant de « trés mauvais exemple » a gauche a « trés bon exemple » a droite (Annexe I11).

Ce type d’évaluation permet de hiérarchiser les vins selon un gradient d’exemplarité a la
famille aromatique considérée. Les données sont centrées réduites par juges puis converties en
une matrice vins x juges. Une Analyse en Composantes Principales (ACP) sur la matrice est
utilisée pour évaluer les consensus entre les juges. La sélection de vins contrastés est réalisée
par une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH). La différence entre deux groupes de
vins sur la note d’exemplarité est confirmée par deux tests non paramétriques : Wilcoxon
bivarié (or Mann-Whitney) et Kruskal & Wallis a un niveau de significativité de 95 %. Toutes

ces analyses statistiques sont réalisées par le logiciel R (v3.1.1)

Cette évaluation sensorielle a été réalisée sur 70 vins rouges par le panel 2 (chapitre 3)
autour de 6 sessions réalisées en deux semaines. Afin de limiter la fatigue des dégustateurs,
chaque session contenait de 10 a 12 vins maximum. Du fait de I’expérience du panel, aucun
entrainement spécifique n’a été réalisé. Toutefois, une premiére session préliminaire a été mise
en ceuvre pour familiariser le panel sur les nuances « poivron » et « herbe/herbe coupée » en
solution et dans les vins. Inspiré par Parr et al., (2010), des solutions de standard a 100 pg/L
d’IBMP et 10 mg/L de (Z)-3-hexanol dans I’eau distillée leur ont aussi été présentées avant
chaque session; s’ils le souhaitaient, les juges avaient donc la possibilité de ressentir ces

solutions.
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Les corrélations entre les notes moyennes d’exemplarité obtenues et les concentrations
de marqueurs aromatiques potentiels (alcools en C6 et méthoxypyrazines) ont été estimées en
part test non paramétrique de Spearman a un niveau de significativité de 95 %. Les traitements
statistiques sont réalisés en s’appuyant sur le logiciel XLstat (Addinsoft, Paris, France, 2015).

2.5.2. Catégorie aromatique « vin de presse »

L’évaluation de la catégorie aromatique « vin de presse » est réalisée selon une procédure
similaire a famille aromatique « végétale » et « fruitée ». La question posée est la suivante :
« Imaginez que vous devez expliquer a quelqu’'un ce qu’est un vin de presse. Pour chacun des
vins présentés, vous devez répondre a cette question : pensez-vous qu’il est un bon ou un
mauvais exemple de ce qu’est un vin de presse ». Les dégustateurs évaluent donc le degré
d’exemplarité de I’échantillon & la catégorie «vin de presse» sur une échelle linéaire
d’intervalle structurée (de mauvais a trés bon exemple). Pour chaque série évaluée, deux
témoins sont présents sur le poste de chaque série afin de guider le dégustateur : un vin de goutte
et un vin de presse estimé comme tres représentatif de la catégorie sensorielle. Ces échantillons

peuvent étre sentis a tout moment par les juges s’ils le souhaitent.

Les notes d’exemplarité obtenues sont centrées réduites par juges puis converties en une
matrice vins x juges. Leur traitement est realisé selon les mémes conditions que pour
I’évaluation de I’intensité odorante de descripteur : une analyse de variance (ANOVA) dont les
conditions d’applications sont vérifiées au préalable par un test de Levene (homogénéité des
variances) et un test de Shapiro-Wilk (normalité des résidus). Le risque o est aussi fixé a 5 %
et les analyses effectuées avec I’aide du logiciel R (v3.1.1).

Ces évaluations ont été réalisées par les panels 10-15 au cours des chapitres 10 et 11.
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3. ANALYSE INSTRUMENTALE

3.1. Produits chimiques employés

Les solvants de qualité est certifiee CLHP, ont été fournis par VWR Chemicals
(Fontenay-sous-Bois, France) : pentane (99,9 %), dichloromethane (99,9 %) et éthanol
(99,9 %). Le chlorure de sodium a été fourni par Supelco (Bellefonte, PA, USA).

L’eau ultra-pure a été obtenue a partir du systéme Milli-Q Plus water system (Millipore,
Saint-Quentin-en-Yvelines, France).

La majorité des substances chimiques volatiles utilisées ont été fournies par la firme
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) : (-)-a-thujone (> 96 %) ; B-cyclocitral (>
90 %) ; (E)-2-décenal (> 95 %) ; (E)-2-heptenal (> 96 %) ; (E)-2-hexenal (> 99 %) ; (E)-2-
nonenal (> 97 %); (E)-2-octenal (> 94 %); (E,E)-2,4-décadienal (> 89 %); (E,E)-2,4-
heptadienal (> 88 %); (E,E)-2,4-nonadienal (pureté analytique); (E,E)-2,6-nonadienal (>
95 %) ; (E,Z)-2,6-nonadienal (> 95 %) ; (Z)-4-heptenal (> 99 %) ; 3-octanol (> 99 %) ; 1,8-
cineole (> 99 %); 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine (pureté analytique); 2-méthoxy-3-
isobutylpyrazine (IBMP) (> 99%); 2-méthoxy-3-isopropylpyrazine (IPMP) (pureté
analytique) ; 4-fluorobenzaldéhyde (> 98 %), décanal (> 95 %); heptadienal (pureté
analytique) ; hexanal (> 98 %) ; méthional (> 97 %) ; méthionol (> 98 %) ; nonanal (> 95 %) ;
octanal (> 99 %) ; safranal (> 88 %) ; salicylate d’éthyle (> 99 %) ; salicylate de méthyle (pureté
analytique).

D’autres ont été fournis par Acros Organic (Fisher Scientific, Parc innovation, IlIKirch,
France) tels que le (2)-4-heptenol (> 97 %) ou la 6-méthyl-5-hepten-2-one (> 97,5 %) ; par TCI
(Boerenveldseweg, Zwijndrecht, Belgique) telle que la 2-méthoxy-3-sec-butylpyrazine. La (2)-
1,5-octadienone a été fournie par Nestlé® (Suisse). L’étalon interne deuteré [?Hs]-IBMP a été
synthétisé selon la procédure décrite par Guillaumie et al. (2013). Le 0-(2,3,4,5,6-
pentafluorophenyl)methylhydroxylamine hydrochloride ou PFBHA (> 99 %) provenait de chez
Alfa Aesar (Karlsruche, Allemagne).
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3.2. Techniques d’extraction et de fractionnement

3.2.1. Extraction par SPME

Pour I’analyse des composés volatils par SPME, une quantité de solide ou de liquide est
introduite dans un vial en verre ambré de 20 mL et dilué par de I’eau ultrapure. Du chlorure de
sodium (NaCl) est ajouté afin de faciliter I’effet «salting-out» (Etude bibliographique, 8
2.1.2). Un ou plusieurs étalons internes sont ensuite additionnés avant de fermer le vial par une
capsule a vis en aluminium recouverte d’un septum en PTFE-silicone. L’homogénéisation est

effectuée par une agitation manuelle.

L’étape d’extraction est ensuite réalisée par le positionnement de la fibre SPME dans
I’espace de téte du vial aprés perforation du septum. Le type de fibre fournie par Supelco Inc.
(Bellefonte, PA, USA), la vitesse d’agitation, la durée et la température d’incubation sont
propres a chacune des méthodes développées. Apres un temps de désorption de 10 min dans
I’injecteur, la fibre est reconditionnée dans un module adapté. L’ensemble du processus est

automatise.

3.2.2. Extraction liquide/liquide des vins rouges

750 mL d’un échantillon de vin sont extraits par 80, 50 et 50 mL de dichlorométhane
pendant 10 min pour chaque extraction. L’agitation est maintenue constante a 700 rpm. Les
deux phases sont transférées dans une ampoule a décanter pour étre séparée. La phase organique
est collectée, congelée une nuit a -20 °C afin de rompre I’émulsion puis sécher par ajout de
sulfate de sodium anhydre. Elle est ensuite concentrée jusqu’aux environs de 20 mL par un
évaporateur rotatif Buchi R-114 (Buchi, Rungis, France). L’extrait est ensuite filtré & 0,45 um
avant d’étre concentré sous flux d’azote inerte (100 mL/min) dans un tube en verre gradué
(Atelier Jean Premont, Bordeaux). Cette derniere étape permet I’obtention d’un extrait
organique de vin de 500 pL.
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3.2.3. Distillation sous vide

350 mL de vin rouge sont déposés dans un ballon a distiller de 1 L. La température du
ballon est maintenue a 20 °C par un bac d’eau thermostaté (Biichi Waterbath B-480, Rungis,
France). La distillation est réalisée par un vide poussé (1 mbar) créé par une pompe Biichi
Rotavapor R-114 (Rungis, France). Le systeme comprend un condensateur et deux pieges a
azote. Le condensateur est maintenu a -20 °C par une circulation de glycol et raccordé a un
ballon correspondant au volume 1 ou V1. Les piéges a azote sont maintenus & -180 °C et le
condensat du premier piége correspond au volume 2 ou V2. Le volume résiduel du ballon est
note Vr.

La distillation est réalisée pendant 45 minutes, correspondant & 160 mL de volume V1,
80 mL de volume V2 et 100 mL de Vr.
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100mL

Figure 19. Schéma du systeme de distillation sous vide.

3.2.4. Fractionnement par CLHP semi-préparative

Le fractionnement de I’extrait de vin est assuré par un systéeme Ultimate 3000
semipréparative HPLC (Dionex, Courtabceuf, France) en utilisant une colonne en phase inverse
de type Novapak C18 column (300 x 7,8 mm internal diameter [i.d.], 6 um, Waters, Saint
Quentin, France) avec une précolonne du méme type de phase. Cette proceédure est basée sur la

methode décrite par Ferreira et al. (1999). Les conditions chromatographiques comprennent
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I’injection d’un volume de 250 pL avec un débit de 1 mL/min. Le gradient utilisé est le suivant :
phase A, eau ; phase B, éthanol ; 0-2 min, 100 % A, 0-50 min, rampe linéaire jusqu’a 100 %.

50 fractions de 1 mL sont collectées et évaluées sur leurs caractéristiques sensorielles par
une génération libre de vocabulaire. Les fractions sélectionnées sont melangées sur la base de

leur odeur avec la fraction précédente ou la fraction suivante, formant ainsi un groupe de 2 mL.

3.2.5. Extraction liquide/liquide des fractions obtenues par CLHP semi-
préparative ou distillation

Les fractions obtenues par CLHP semi-préparative sont diluées dans de I’eau ultra pure
afin d’obtenir un titre alcoométrique volumique de 12 % v/v. Elles sont ensuite extraites au
dichlorométhane (1/10, 1/5, 1/5 du volume) par agitation du mélange durant 10 minutes. Les
phases organiques sont collectées, rassemblées puis sechees par I’ajout de sulfate de sodium
anhydre avant d’étre concentré sous flux d’azote inerte (100 mL/min) dans un tube en verre
gradué (Atelier Jean Premont, Bordeaux) jusqu’a 100 L.

Les fractions de distillation sont extraites selon un protocole similaire. Du fait de leur
teneur en éthanol (44 % éthanol v/v), la fraction de distillat V2 est diluée par 125 mL d’eau
ultra pure pour I’extraction, la fraction V1 est extraite sans dilution (6 % éthanol v/v). Le
volume résiduel (\Vr) est dilué par 115 mL d’eau afin de limiter sa viscosité. Les fractions sont
extraites par 20, 10 et 10 mL de dichlorométhane durant 10 min pour chaque extraction.
L’extrait obtenu est séché par du sulfate de sodium anhydre puis concentré sous flux d’azote
(100 mL/min) jusqu’a 500 pL.

3.3. Technigues de chromatographie couplée a I’olfactométrie

3.3.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (CPG-O)

L appareil utilisé est un Trace GC Ultra gas chromatograph (Thermo Electron SAS,
Courtabceuf, France) équipé d’un port « sniffing » (ODO-1 ; SGE, Ringwood, Australie) et d’un
détecteur d’ionisation de flamme (FID). Le gaz vecteur utilisé est I’hélium N60 (Air Liquide)
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avec un débit constant de 1 ml/min. L’injecteur est maintenu & une température de 240 °C, en
mode splitless (1 minute avec un débit de purge de 50 mL/min). 2,5 pL d’extrait sont injectés
manuellement. La colonne est une colonne capillaire polaire de type Carbowax 20 M (BP20,
SGE, 50 m, 0,25 mm i. d., 0,22 um d’épaisseur de film) fournie par SGE Analytical Science
(Ringwood, Australie). La séparation s’effectue selon un gradient de température : 45 °C
pendant une minute, 3 °C/min jusqu’a 250 ° C. Un isotherme & la température finale est

maintenue pendant 20 minutes. La durée totale de I’acquisition est de 89,33 minutes.

Les indices linéaires de rétention (ILR) sont obtenus par I’injection d’une série d’alcanes
(C8-C20, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) comme cela est décrit par Kovats
(1958).

3.3.2. Chromatographie en phase gazeuse bidimensionnelle couplée a la
spectrométrie de masse et a un mode de détection olfactométrique
(MDCPG-SM-0)

3.3.2.1. Configuration 1

Cette premiere configuration a été utilisée pour la caractérisation des fractions de CLHP
preparative (chapitre 4). La séparation par chromatographie multidimensionnelle est réalisée
par un couplage en série de deux Agilent 7890 GC (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
via une ligne de transfert a 230 ° C. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium N60 (Air Liquide). Les
indices linéaires de rétention (ILR) sont obtenus par I’injection d’une série d’alcanes (C8-C20,
Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) comme cela est décrit par Kovats (1958).

La premiere dimension (* D) est constituée d’une colonne capillaire polaire de type
Carbowax 20 M (BP20, SGE, 50 m, 0,25 mm i. d., 0,22 um d’épaisseur de film). La température
de I’injecteur est maintenue & 230 °C en mode splitless (1 minute). Afin de maintenir un début
constant de 1 mL/min, le gradient de pression est le suivant : 314 kPa durant 1 min,
augmentation de 1,89 kPa/min jusqu’a 389 kPa avec un maintien 10 minutes a cette pression.
Le gradient de température du four est celui-ci : 45 °C durant 1 min, augmentation de 3 °C/min
jusqu’a 200 °C et de 5 °C/min jusqu’a 230 °C puis maintien de cette température durant 15
minutes. La durée totale de I’analyse est ainsi de 73,6 minutes.
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La sortie de la premiere dimension est raccordee a une piéce-croix a 5 entrées (Gerstel). 10 %
du flux total sont transférés par I’'une des voies et par I’intermédiaire d’un capillaire désactivé
vers un port d’olfaction (ODO-1; SGE, Ringwood, Australic). Un boitier Gerstel MCS 2
(multicolumn switching system) maintient un flux constant au travers de la piéce-croix de
30 mL/min durant toute I'analyse. Ce flux est stoppé durant le «heart-cutting » afin de
permettre le transfert des analytes vers la seconde colonne (D). Une cryofocalisation & -50 °C

est réalisée en téte de la deuxiéme dimension.

La seconde dimension (* D) est constituée d’une colonne capillaire de polarité plus
faible (BP1, SGE, 50 m, 0,25 mm i. d., 1 pum d’épaisseur de film). Le flux de la seconde colonne
est régulé par le module Gerstel MCS 2. Le gradient de température débute juste apres le
« heart-cutting », lorsque le flux du Gerstel MCS2 est rétabli. La rampe de pression est
appliquée sur la piece-croix selon ces conditions : 1 minutes a 179,80 kPa, puis 1,5 kPa/min
jusqu’a 245 kPa. La température du four initialement a 45 °C augmente, aprés 1 minute, de
3 °C/min jusqu’a 180 °C puis de 10 °C/min jusqu’a 230 ° C. Un isotherme final est maintenu a
cette température durant 20 minutes. Le flux en sortie de deuxiéme colonne est divisé
équitablement, avec I’aide d’une autre crosspiece a 4 entrées (dont I’'une est condamnée), entre
le spectrométre de masse a temps-de-vol (TOF) et un autre port d’olfaction (ODP Il Gerstel).

Pour chacun de ces itinéraires, le transfert est assuré par une ligne chauffé a 230 ° C.

Le spectrométre de masse a temps-de-vol (SM/TOF) est utilisé en mode impact
électronique a 70 eV. L’analyse est effectuée en mode scan sur une plage de 40-250 uma. Les
paramétres instrumentaux, I’acquisition des donnees et leur traitement sont assurés par les
logiciels Mass Center System (v 2.4.0), Chromatogram Viewer (v 2.3.0.1000), ChemStation (v
B.04.01) software. L’identification des molécules s’appuie sur la comparaison des spectres de
masse obtenus avec la bibliotheque NIST 2008 (US National Institute of Standards and
Technology — NIST, Gaithersburg, MD, USA)

3.3.2.2. Configuration 2

Un autre systéme de chromatographie multidimensionnelle a été utilisé pour la
caracterisation des distillats des vins de presse (chapitre 8). Il repose sur une technologie
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similaire et des conditions de division de flux identiques. Les chromatographes utilisés sont des
Hewlett Packard HP-6890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) équipé des ports (ODO-1 ;
SGE, Ringwood, Australie) et ODO Il1 (Gerstel).

La premiére dimension (* D) est constituée d’une colonne polaire capillaire type
Carbowax 20 M (BP20, SGE, 30 m, 0,25 mm i. d., 0,22 um d’épaisseur de film), le seconde
dimension (?D) d’une colonne apolaire (BPX5, SGE, 60 m, 0,25 mm, 0,25 pum). La pression en
téte de premiére colonne (* D) débute & 289 kPa pendant une minute, suivie d’une augmentation
de 1,25 kPa par minute jusqu’a une pression finale de 374 kPa, maintenue pendant 20 minutes.
Les gradients de température et les autres conditions sont identiques a ceux décrits

précédemment.

Le spectrométre de masse a simple quadripble est un Agilent 5973N (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA) utilisé en mode d’impact électronique (70 eV). L’acquisition
est réalisée en mode scan sur une gamme m/z 400-300. Le traitement des résultats est effectué
par le logiciel MSD Chemstation équipé de la bibliothéque NIST 2008 (US National Institute
of Standards and Technology — NIST, Gaithersburg, MD, USA)

3.4. Méthodes de quantification utilisées

3.4.1. Méthode 1 : 2-alkyl-3-méthoxypyrazines

La quantification des méthoxypyrazines a été réalisée par I’utilisation d’un TriplusRSH
auto-sampler (Thermo Electron SAS, Courtabceuf, France) et d’un Trace GC Ultra gas
chromatograph (Thermo Electron SAS, Courtabeeuf, France), couplé a un spectrométre de
masse a triple quadripble TSQ Quantum XLS (Thermo Electron SAS, Courtabceuf, France)

e SPME:

Pour I’analyse d’échantillon liquide (vins et moQt), 5 mL sont introduits dans le vial et
additionnés de 5 mL d’eau ultra pure (dilution %2). Pour I’analyse d’échantillon solide (poudre
de baie), 3 g sont introduits et supplémentés par 7 mL d’eau ultra pure. 5 g de NaCl sont ajoutés
pour chacun des échantillons ainsi que 10 pL d’une solution d’étalon interne d’IBMP deuteré
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([?Hs]-IBMP) a 0,05 mg/L dans I’éthanol. L’extraction est réalisée par une fibre de 2 cm,
50/30 um divinylbenzene-carboxen-polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS). L’échantillon
est préincubé 5 min a 50 °C avant d’étre exposé a la fibre. L’adsorption a lieu pendant 40
minutes a la méme température avec une agitation de 750 tr/min (3 secondes marche, 2 secondes
arrét). Ensuite, la désorption se fait dans I’injecteur maintenu a 240 °C, 3 minutes en mode
splitless avec un débit de purge de 50 mL/min. Aprés 10 minutes, la fibre est reconditionnée a

270 °C durant 5 min dans le module du passeur réservé a cet effet.

e CPG-SM:

Le gaz vecteur utilisé pour I’analyse est I’hélium N60 (Air Liquide) avec un débit
constant de 1 mL/min. L’analyse est réalisée par I’utilisation d’une colonne capillaire apolaire
de type ZB-1MS column (100 % polydimethylsiloxane, 60 m; 0.25 mm ; 1 um) fournie par
Phenomenex (Le Pecq, France) et connectée a une précolonne polaire de type BP20
(polyethylene glycol, 2 m; 0.25 mm ; 0.22 pm) fournie par SGE Analytical Science (Victoria,
Australia) au moyen d’un Graphpack 3D/2connector (Gerstel, Milheim an der Ruhr,
Germany). Le gradient de température utilisé est le suivant : 45 °C durant 5 minutes,
augmentation de 3 °C/min jusqu’a 180 °C puis 5 °C/min jusqu’a 240 °C et 30 °C/min jusqu’a
280 °C avec un isotherme de 10 minutes. La ligne de transfert des analytes vers le spectrometre
de masse est maintenue a 285 °C.

Le mode d’ionisation utilisé est I’'impact électronique (EI) avec une énergie de 30 eV.
La résolution est programmee a 0,7 Da ; la largueur de scan a m/z 0,1 ; le temps de scan a 0,05 s.
La pression du gaz de collision (Argon) est établie a 1 mTorr avec une énergie de collision
variable, de 5 a 15 V. Trois transitions sont enregistrées pour chacun des composés : une pour
la quantification et deux pour la qualification de la molécule (Tableau 13). Les données ont été
enregistrées et traitées par le logiciel Xcalibur software (v 2.1.0). Toutes les analyses réealisées

ont été systématiquement effectuées au minimum en double (n=2).
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Tableau 13. Temps de rétention, transitions et énergies de collision pour les méthoxypyrazines
guantifiées et pour I’étalon interne utilisé.

Composeés Temps de rétention Fragmentation de masse Energie de collision
(min) (m/z) (Volt)
152 — 137 5
IPMP 29,75 137 — 109 10
137 — 105 15
138 — 124 10
SBMP 32,40 138 —» 119 10
124 — 94 10
151 — 95 10
IBMP 32,62 124 — 95 10
124 — 94 10
[2H3]-IBMP 32,58 127 — 95 10

* Les transitions en gras sont celles utilisées pour la quantification.

e Validation de la méthode :

La méthode a été validée dans un vin rouge de Bordeaux de qualité ordinaire. La
linéarité a été estimée par la méthode des ajouts dosés selon 7 modalités : témoin; 1;5; 10;
25; 50 et 100 ng/L de méthoxypyrazines. L’aire du pic chromatographique mesurée est
rapportée a I’aire de I’étalon interne. Chaque point est analysé 3 fois (n=3). La répétabilité,
exprimée en écart type relatif a la moyenne (% RSD), est mesurée a trois niveaux de
concentration (5, 10 et 25 ng/L) par plusieurs injections (n=6) de chacune des modalités. Le
recouvrement, exprimé en écart type relatif a la valeur théorique (% RSD), est estimé par I’ajout
de 5, 10 et 25 ng/L de méthoxypyrazines a un vin rouge dont la concentration avait été
préalablement mesurée. 3 répétitions sont effectuées (n=3). Enfin, la limite de détection et la
limite de quantification sont déterminées par le rapport signal/bruit, respectivement égal a 3 et
10.

L’incertitude de la méthode a ensuite été calculée en se basant sur une approche de type

bottom-up dont la méthodologie est intégrée aux résultats.
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3.4.2. Méthode 2 : alcools en C6, 1,4 et 1,8-cinéole, (Z)-4-heptenol, a-thujone,
salicylate de méthyle et d’éthyle

Cette méthode d’analyse par SPME-CPG-SM fait intervenir un passeur de type Combi
PAL sample (CTC Analytics, Zwingen, Suisse), un chromatographe en phase gazeuse Agilent
6890N ainsi qu’un spectrometre de masse Agilent HP 5973 N. Elle permet la quantification des
composés appartenant a plusieurs familles chimiques : alcools en C6, 1,8-cineole, salicylate de
méthyle et (-)-a-thujone.

e SPME:

L’extraction par SPME (vin et mo(t) est réalisée a I’aide d’une fibre de 2 cm, 50/30 um
divinylbenzene-carboxen-polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS). Aprés une période de pré
incubation de 5 min & 40 °C, I’adsorption s’effectue 30 min a cette méme température.
L’agitation est maintenue constante a 500 rpm (3 secondes marche, 2 secondes arrét). La
désorption a lieu dans I’injecteur maintenu a 240 °C en mode splitless (3 minutes) avec un débit
de purge de 50 mL/min. Aprées 10 minutes, la fibre est reconditionnée 10 minutes a 250 °C.

e CPG-SM:

Le gaz vecteur utilisé pour I’analyse chromatographique est I’Helium N60 (Air Liquide)
avec un débit constant de 1 mL/min. La colonne utilisée est une colonne capillaire de type
Carbowax 20 M (Polyéthylene glycol) : BP20, 50 m, 0,25 mm i.d., 0,22 um (SGE, Ringwood,
Australia). Le gradient de température est le suivant : 45 °C durant 5 minutes, augmentation de
3 °C/min jusqu’a 180 °C puis de 20 °C/minutes jusqu’a 240 °C avec un isotherme final de 10

minutes a cette température.

Le spectrométre de masse, connecté par une ligne de transfert a 230 °C, est utilisé en
mode impact électronique avec une énergie d’ionisation de 70 eV. L’analyse est réalisée en
mode SIM avec, pour chacun des composés analysés, un ion de quantification et deux ou trois
ions de qualification qui sont enregistrés (Tableau 14). Le 3-octanol est utilisé comme étalon
interne. Le Dwell time est ajusté pour chaque segment afin d’obtenir un nombre de 3
scans/seconde environ. L’acquisition et le traitement des données sont effectués par le logiciel
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MSD Chemstation software (version B04.03). Chaque échantillon est systématiquement
analysé en double (n=2).

Les parametres de validation de la méthode, ainsi que les limites de détection et de
quantifications, déterminés selon la procédure décrite précédemment (§ 3.4.1) sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau 14. Paramétres de validation de la méthode 2 de quantification : * limite de détection et
de quantification, * linéarité, * répétabilité (n=5) et ° recouvrement (n=3). * Indices linéaires de
rétention sur BP 20 obtenus & partir de ®www.flavornet.org ; ® http://webbook.nist.gov/chemistry; ©
www.pherobase.com; ¢ détermination expérimentale.

Nom ILR! lons LOQ/LOD? Gamme Linéar.® Répét.* Recouv.®

(m/2) (Ma/L) (Ma/L) (R?) (% RSD) (% RSD)
1,4-cinéole 11867 gé: igi’ 0,03/0,01 0,110 0,999 5,84 97,2
1,8-cinéole 12132 igg: ' 0,050,02 0,110 0998 2,24 95,6
Hexanol 1360° 56,43,69,84 7,824 o0 0,994 9,62 131,2
(E)-3-Hexenol 1386 67,41,55,82 8531  1-100 0,998 4,14 98,3
(2)-3-Hexenol 13912 67,41,55,82  1,2/0,4 1500 0,998 6,14 97,1

3-octanol (El) 1396¢ 59, 83, 101 - - - - -

(E)-2-Hexenol 1400° 57,41,67,82  36/1,1  1-100 0,999 2,84 95,8
(2)-2-Hexenol 1420° 57,41,67,82  4,2/1,3  1-100 0,999 1,13 99,7
a-thujone 1435¢ 110,95, 81  0,03/0,01 0,1-10 0,999 3,37 97,5
(2)-4-Heptenol 1504 81,55,68,96 0,31/0,1 0,550 0,990 2,92 97,3
Sar':%'ﬁ;fede 17458  152,92,120  1,05/0,35  1-100 0,998 2,87 104,5
Salicylate d’éthyle 17842 120, 92,166  0,41/0,13  1-100 0,993 5,84 98,7

* Les ions mentionnés en gras sont les ions de quantification.
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3.4.3. Méthode 3 : alcools en C6, 6-methyl-5-hepten-2-one, méthionol,
méthional, (Z2)-4-heptenol

Cette méthode d’analyse par SPE-CPG-SM utilise un passeur automatique (liquide)
Agilent, un chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890N ainsi qu’un spectrométre de
masse Agilent HP 5973 N.

e SPE:

Une cartouche Lichrolut® EN (40-120 um, 6 mL, 200 mg Merck Chimie SAS,
Fontenay-sous-Bois, France) est placée sur un systeme Vac Elut (Varian) fonctionnant sous un
vide de -20 kPa environ. La cartouche est conditionnée en percolant 5 mL de dichlorométhane,
5 mL de méthanol et 2x5 mL d’un mélange eau/éthanol & 10 % v/v. Un volume de 50 mL de
vin est ensuite percolé sur la cartouche a un débit de 2 mL/min. La cartouche est rincée par un
volume de 2x5 mL d’eau puis séchée par circulation d’air pendant 15 minutes. La désorption
des analytes est réalisée par 2 mL de dichlorométhane. La phase organique est ensuite séchée

avec du sulfate de sodium anhydre puis concentré sous flux d’azote jusqu’a 500 L.

e CPG-SM:

2 UL d’extrait organique sont introduits dans I’injecteur maintenu a 240 ° C. L’analyse
réalisée selon les mémes conditions que celles décrites dans la méthode 2 (§ 3.4.2). Chaque
échantillon est systématiquement analysé en double (n=2).

Les parameétres de validation de la méthode sont présentés dans le Tableau 15.
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Tableau 15. Paramétres de validation de la méthode 3 de quantification : 2 limite de détection et
de quantification, * linéarité, * répétabilité (n=5) et ®> recouvrement (n=3). * Indices linéaires de
rétention sur BP 20 obtenus & partir de ® http://webbook.nist.gov/chemistry ; ® détermination

expérimentale.

Nom ILR! lons LOQ/LOD? Gamme Linéar® Répét.* Recouv.®

(m/2) (Ho/L) (Ho/L) (R) (% RSD) (% RSD)
G-metylS-nepten- 13401 ég'&lgg’ . 035015 0110 0998 471 94,4
Hexanol 13600 o %% 252084 100 000 ge2 127,0
(E)}3Hexenol  1386* o0 T 108036 1100 0998 4,62 102,1
(2)-3Hexenol  1391* o0 *M> 078026 1500 0998 2,14 99,1

3-octanol (El)  1396° 59, 83, 101 : : : : :

(E)}2Hexenol  1400° o0 *M" 104032 1100 0999 768 92,2
(2)2Hexenol 14200 27 *M O 0sg019 1100 0999 586 99,4
Methional 14600 10448 O%h 178050 0550 0998 865 93,4
(2)-4-Heptenol 15040 OL %% 03101 0550 0990 2,92 97,3
Methionol 17100 2004700 548183 5002000 0988 503 105,1

* Les ions mentionneés en gras sont les ions de quantification.
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3.4.4. Méthode 4 : composés carbonylés

Cette méthode d’analyse par SPME-CPG-SM fait intervenir un passeur de type Combi
PAL sample (CTC Analytics, Zwingen, Suisse), un chromatographe en phase gazeuse Agilent
6890N ainsi qu’un spectrometre de masse Agilent HP 5973N

e SPME:

10 mL d’échantillon de vin sont déposés dans un vial SPME en verre ambré de 20 mL
en présence de 10 pL d’une solution d’étalon interne (4-fluorobenzaldéhyde) a 1 mg/L et 100
uL d’une solution de pFBHA a 50 g/L. Ce protocole repose sur des tests préliminaires
d’optimisation de méthode au laboratoire.

L’extraction est réalisée par une fibre Supelco (Bellefonte, PA, USA) 50 : 30 mm en
DVB/PDMS, Stableflex 23 Ga. L’échantillon est préincubé 5 minutes a 70 °C. Puis I’adsorption
se fait pendant 50 minutes avec une agitation de la fibre (500 rpm) par cycle de 5 secondes
«on» et 2 secondes « off ». La désorption dans I’injecteur chauffé a 240 °C se fait pendant 10
minutes en mode splitless. La fibre est ensuite reconditionnée dans une chambre prévue a cet
effet pendant 10 minutes a 250 °C.

e CPG-SM:

Le gaz vecteur utilisé pour I’analyse chromatographique est I’Helium N60 (Air Liquide)
avec un debit constant de 1 mL/min. La colonne capillaire utilisée est une SGE BPX5 (50 m,
0,25 mm, 0,22 um). Le gradient de température débute a 50 °C pendant 5 minutes puis
augmente jusqu’a 110 °C a raison de 20 °C par minute. Le gradient passe ensuite a 3 °C/min
jusqu’a atteindre 230 °C. Le four est ensuite réglé a 30 °C/min afin d’atteindre la température
finale maintenue pendant 10 minutes. Le temps total d’acquisition est de 57 minutes. Le
spectromeétre de masse, connecté par une ligne de transfert a 230 °C, est utilisé en mode impact

électronique avec une énergie d’ionisation de 70 eV.

L’analyse est réalisée en mode SIM sur I’ion spécifique des énantioméres d’oximes
formés (Tableau 16).
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Tableau 16. Récapitulatif des composés carbonylés analysés et de leur odeur mentionnant le temps
de rétention des oximes formées avec le pFBHA et son ion caractéristique.

Composé Odeur Temps de rétention (rlr?/r;)
Alkanals
Hexanal Herbe coupée 25,25/25,40 239
Heptanal Citron, rance, gras 28,70/28,87 239
Octanal Peau de citron, verte 32,34/32,42 239
Nonanal Peau d’agrumes, verte 35,86 239
Decanal Savonneuse, sulif, verte 39,27 239
Alkenals
(E)-2-Hexenal Pomme verte 27,82/27,90 250
(E)-2-Heptenal Grasse, verte 31,45/31,72 250
(E)-2-Octenal Verte, noix, grasse 34,90/35,28 250
(E)-2-Nonenal Concombre, oxydé, papier 38,76 250
(E)-2-Decenal Suif, orange 41,6/42,06 250
(2)-4-Heptenal Verte, croupie, grasse 28,66/(28,84) 278
Alkadienals
(E,E)-2,4-Heptadienal Verte 34,15/34,38 276
(E,E)-2,4-Nonadienal Concombre, feuilles vertes 40,64/41,44 276
(E,E)-2,6-Nonadienal Concombre, cire, verte 37,96/38,26 250
(E,Z)-2,6-Nonadienal Punaise écrasée, verte 38,10 250
(E,E)-2,4-Decadienal Huileuse, friture, papier maché 43,90/44,82 276

Alkadienone

(2)-1,5-octadien-3-one Feuille de géranium 29,19/(28,67)/(28,84)/(29,72) 290

* L’oxime dont le temps de rétention est entre parentheses n’est pas considérée pour la quantification.

Toutes les analyses sont systématiquement réalisées en duplicate (n=2)
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PREMIERE PARTIE :

APPROCHE SENSORIELLE ET
ANALYTIQUE DE LA FAMILLE
AROMATIQUE DU « VEGETAL »

DANS LES VINS



Chapitre 1. Etude du champ lexical couvert par

le descripteur « vegétal » dans les vins rouges

1. INTRODUCTION

Souvent, la question est posée : « Qu’entendons-nous exactement par le descripteur
““végétal’ lorsque I’on qualifie I’aréme d’un vin rouge ? ». Ce terme, nous I’avons vu (Etude
bibliographique, 8 1.2), est trés largement usité en cenologie. 11 fait partie intégrante du lexique
de la dégustation et constitue un attribut permettant aux experts de discriminer les vins.
Toutefois, son emploi ne fait pas I’objet d’un consensus, ce qui contraste avec sa fréquence
d’utilisation (Solomon, 1990 ; Perrin, 2008). Ainsi, cette question est bien loin de concerner
uniquement le jugement des consommateurs novices ou des néophytes, mais se justifie aussi

aupres des professionnels.

De plus, le descripteur « végétal » n’est pas un attribut sensoriel précis dans le sens ou il
ne désigne pas directement une odeur particuliere. Si nous le remettons dans son contexte
sémantique, ce terme ne désigne pas autre chose que le regne végétal dans son ensemble.
Employé sous la forme que nous lui connaissons, il est donc de nature catégorielle et fait
référence a une famille aromatique que nous avons appréhendée dans notre étude

bibliographique.

Ce premier chapitre, en se basant sur des travaux d’analyse sensorielle, avait donc pour
objectif de mieux caractériser la diversité de nuances aromatiques associée au descripteur

« végétal » des vins rouges.
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2. APPROCHE PAR L’ANALYSE SENSORIELLE DE LA
FAMILLE AROMATIQUE DU VEGETAL

2.1. Premiére approche descriptive de nuances aromatiques autour

d’une présélection de vins

2.1.1. Sélection des vins

La présélection des vins amenés a représenter les modeles du descripteur « végétal » a été
réalisée avec le concours de professionnels de la filiere (viticulteurs, cenologues-conseil,
directeurs techniques), soit une catégorie de personnes étant a méme de couvrir un spectre plus
large que les consommateurs dans son appréhension. Ces personnes étaient majoritairement de
la région bordelaise et avaient pour consigne de sélectionner les vins qu’ils estimaient présenter
des nuances aromatiques végétales, des vins « végétaux » au sens large du terme, selon leur
propre appréciation et en dehors de tout jugement hédonique (celui-ci pouvant étre positif ou
négatif). La majorité des personnes sondées ont aussi rapporté la perception de nuances
aromatiques végétales, difficiles a décrire, échappant parfois a leurs références habituelles.

En outre, les 22 vins sélectionnés étaient situés dans des gammes de millésimes de 2008
a 2013 (millésime en cours d’élevage), majoritairement de la région bordelaise et avec une
prédominance de cépages de la famille des Carmenets. Un grand cru médocain d’un millésime
plus ancien (1992), aux conditions climatiques difficiles, a aussi été retenu dans cette
présélection.

2.1.2. Evaluation des vins sélectionnés par génération libre de vocabulaire

Une génération libre de vocabulaire a été réalisée a partir des vins présélectionnés par un
panel restreint de 12 personnes (panel 1), mais dont chacun des membres répondait a la
définition de I’expert produit selon Nicod et al. (2006). Les aptitudes accrues qu’ils possedent
en matiére de verbalisation constituent un avantage certain pour la réalisation de cette épreuve.

En effet, malgré son apparente simplicité, I"attribution d’un nom a une perception olfactive est
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une tache d’une grande difficulté qui nécessite souvent une tres bonne expérience sensorielle

sur le plan des associations nom/odeur (Cain, 1979 ; Stevenson et al., 2003).

La séance d’évaluation sensorielle des vins a permis d’obtenir un trés grand nombre de
descripteurs. Apres I’élimination des termes inadaptés (hédonique, quantitatifs ou relatif a la
saveur) et le rassemblement d’une partie d’entre eux sur la base des synonymes, 118
descripteurs ont pu étre conservés (Figure 20).
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Figure 20. Principaux descripteurs obtenus par génération libre de vocabulaire, exprimés en
fonction de leur score (Ncitations*Njuges) €t repérés selon les 3 sous-familles associées au descripteur
végétal : végétal frais, cuit et sec.

Les résultats obtenus montrent que le descripteur «végétal », qui fait directement
référence a la famille aromatique, posséde le plus haut score puisqu’il comptabilise 64 citations
générées par 10 des 12 experts du panel. Cela tient probablement, en grande partie, a la difficulté
de verbalisation que nous avons énoncée ; les dégustateurs ne parvenant pas & nommer
correctement I’odeur sont cependant en mesure de définir la catégorie a laquelle elle
appartient (Lawless & Engen, 1977) : celle du « végétal » dans notre cas.
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Néanmoins, d’autres termes pouvant étre apparentés a cette famille aromatique possédent
aussi un score important. Le cas du descripteur « poivron », second descripteur cité, recueille
57 citations par 11 juges sur 12. De plus, les termes « herbacé, herbe coupée » (36 citations par
8 juges) sont également abondamment cités. lls représentent les principaux membres de la sous-
famille du « végétal frais » selon Noble et al., 1987 (Etude bibliographique, § 1.2.1). I n’y
rien d’étonnant a retrouver ces deux descripteurs « poivron » et « herbe coupée » avec un bon
niveau de représentation puisque ces termes sont couramment employés par les professionnels
pour évoquer les nuances caractéristiques du descripteur « végétal », qui se rapporte, le plus
souvent, au lexique appris durant leur formation. Ces descripteurs sont aussi fréqguemment mis
en évidence dans des études sensorielles sur les vins rouges (Chapman et al., 2004 ; Preston et
al., 2008 ; Robinson et al., 2011a; Hjelmeland et al., 2013 ; King et al., 2014) avec, toutefois,
une attribution plus spécifique du terme « herbacé » pour les vins blancs (McCloskey et al.,
1996 ; Parr et al., 2007 ; Campo et al., 2008). Cependant, aucune des différentes études citées
ne regroupe tous ces descripteurs dans un méme temps. De plus, la majorité des panélistes méle
simultanément des évaluations sur un attribut spécifique (poivron par exemple) a des

évaluations sur des sous-familles (vert frais) voire a la famille elle-méme (végétal).

Les termes « mentholé/eucalyptus » sont aussi assez fréquemment cités (38 citations par
7 juges), Ce descripteur est généralement employé pour traduire une réalité sensorielle bien
connue des vins rouges australiens ou californiens (Preston et al., 2008 ; Robinson et al., 2011a ;
Hjelmeland et al. ; 2013). Avec 38 citations, il apparait aussi comme un descripteur constitutif

du « végétal » des vins rouges francais et précisément au sein de la sous-famille « végétal frais ».

Au second plan, se trouve le terme « foin/herbe séche » (28 citations par 7 juges) qui
représente a lui seul la sous-catégorie « végétal sec ». De méme, la sous-catégorie du « végétal
cuit », bien représentée dans certaines études (Preston et al., 2008 ; Bindon et al., 2013 ; King
et al., 2014), est associée aux termes « haricot/haricot vert» et « chou/chou-fleur », voire
«artichaut » ou « asperge » de maniére plus marginale. Bien que Noble et al., (1987) classent
les notes «asperge » dans cette famille, son analogie avec le poivron vert dans les vins de
Sauvignon blanc (Coeztee et al., 2012) tend a I’associer au végétal frais. Cependant,
Makhotkina et al., (2012) distinguent les vins de Sauvignon & I’aréme de végétal frais de ceux
au végétal plus lourd dont I’odeur d’asperge en conserve est, selon eux, la représentante. Pour
étre précis, il conviendrait alors de distinguer ce type d’asperge (plutdt blanche) a I’asperge

verte et fraiche.
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Enfin, I’analogie entre le « réduit » et les nuances de végétal cuit mériterait aussi d’étre
approfondie ; tout comme la relation qu’entretient 1’ardme de cassis, appartenant a la catégorie

fruitée, avec celle du « végétal frais ».

3. CONCLUSION

Il a été possible, dans ce premier chapitre introductif, d’approcher d’un point de vue
sensoriel la famille aromatique du « végétal » et de définir les nuances qu’elle est susceptible
de recouvrir dans les vins rouges francais. L’approche développée a ainsi permis de souligner
I’importance de cette famille d’odeur dans le champ lexical des professionnels du vin, ainsi que
de montrer qu’elle permettait de traduire une réalité sensorielle reconnue par les experts. Cette
observation contraste avec celle Brochet et al., (2001) qui ont montré que la majorité des termes
employés par les experts sont généralement propres a un individu et rarement partagés avec ses
collegues ; elle contraste aussi avec les travaux de Lawless (1984) qui révélent que les experts
ne sont pas capables de reconnaitre les vins en se basant sur la description d’autres experts
puisque, dans notre cas, ceux qui ont réalisé la pré-sélection des vins étaient différents de ceux

qui les ont évalués.

De plus, I'utilisation du terme « végétal » est méme préférée par rapport a celle des
attributs sensoriels qu’il recouvre. 1l apparait toutefois que la sous-famille du végétal « frais »,
regroupant les nuances « poivron vert », « herbacé/herbe coupée » est majoritaire et reste celle
qui permet le mieux de décrire la réalité sensorielle des vins sélectionnés comme « végétaux »
par les experts. Néanmoins, au sein de cette sous-famille, une proportion notable de vin rouges
francais ont aussi ét¢ décrits avec des nuances « mentholé/eucalyptus», plutdt réservées,

généralement, aux vins australiens ou californiens.

A la suite de cela, la relation entretenue entre ces nuances typiques de « poivron vert » et
d’« herbe coupée» et les marqueurs moléculaires que nous leur connaissons a ce jour —
méthoxypyrazines, et particuliérement IBMP, pour les premieres ; alcools en C6 pour les
secondes (Etude bibliographique, § 1.3.1, § 1.3.2) — a été étudiée et constitue I’objet des

chapitres suivants.
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quantification de 2-méthoxy-3-alkylpyrazines
par SPME-CPG couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (MS/MS)

1. INTRODUCTION

C’est sans surprise que, dans le chapitre précédent, nous avons confirmé la contribution
des nuances de poivron a la famille aromatique du « végétal » des vins rouges. Cependant,
compte tenu du lien étroit entre celles-ci et les méthoxypyrazines (Etude bibliographique, 8§
1.3.1), il nous a semblé pertinent de considérer, de maniere détaillée, I'implication de ces
molécules dans I’expression végétale des vins. Pour cela, il était nécessaire de disposer d’une
méthode fiable de quantification, permettant la détermination précise de leur teneur dans les
vins tout en intégrant I’incertitude du dosage.

En effet, celui des méthoxypyrazines dans le vin est relativement compliqué et requiére
I’application de méthodes optimisées ; leur faible teneur (de ’ordre de quelques ng/L) combinée
a la complexité de la matrice en sont les causes principales. En réponse a cela, de nombreuses
méthodes ont été développées, présentant parfois des limites en termes de fidélité ou de justesse,
mais aussi en nombre de composés considérés au sein de cette famille chimique (Etude

bibliographique, § 2.3).

Les tests préliminaires que nous avons initialement réalisés avec une configuration
classique (SPME-CPG-SM) de marque Agilent (6890/5973N) ont montré leur efficacité pour
le dosage dans un milieu modele, dans le moQt, mais aussi leur limite dans une matrice plus
complexe telle que le vin. Les limites de détection des méthoxypyrazines se situaient aux
environs de 10-15 ng/L, mais avec un mangue de spécificité di a la présence de composés

interférents plus ou moins coélués.
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Aussi, nous avons fait le choix de conserver la technique de SPME pour la partie
extractive — cette méthode ayant démontré son efficacité dans un grand nombre d’études
spécifiques a ces composés —, tout en cherchant a I’optimiser. Nous avons également décidé de
nous appuyer sur l’utilisation de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) afin de
surmonter les problemes de spécificité et atteindre des limites de détection et de quantification
en accord avec les seuils de perceptions extrémement bas des 2-méthoxy-3-alkylpyrazines.

2. OPTIMISATION DE LA METHODE DE
QUANTIFICATION

2.1. Optimisation des paramétres de SPME

2.1.1. Protocole expérimental

L’optimisation des paramétres de SPME a été réalisée sur dans une solution modéle de
vin rouge (12 % éthanol v/v; 5 g/L d’acide tartrique ; pH 3,5 ajusté par ajout de NaOH)
supplémentée a 500 ng/L d’IBMP, IPMP et de sBMP. 10 mL de cette solution sont transférés
dans le vial SPME contenant 3 g de NaCl.

La recherche de I'optimum sur les paramétres d’incubation (durée, température et vitesse
d’agitation) a été réalisée par un plan d’expérience de Box-Behnken avec trois niveaux pour
chacun des facteurs en cohérence avec les précédentes méthodes d’analyse (Etude
bibliographique, § 2.3). Toutes les expériences ont été traitées par le logiciel Minitab 16

software.
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Tableau 17. Plan d’expérience de Box-Behnken pour I’optimisation des conditions d’analyse par
SPME-CPG-MS/MS de méthoxypyrazines : température d’incubation, temps d’incubation et
vitesse d’agitation.

Température d’incubation  Temps d’extraction Vitesse d’agitation
(°C) (min) (tr/min)
40 20 500
80 60 500
60 40 500
80 20 500
60 60 250
40 60 500
60 40 500
80 40 250
40 40 250
60 20 250
40 40 750
60 20 750
60 40 500
60 60 750
80 40 750

* Le plan (randomisé) présente I’ordre d’injection de la solution supplémentée, les lignes avec les
nombres en gras montrent la réplication (n=3) du point central.

Les effets du sel et du niveau de dilution ont été mesurés sur un vin rouge a 500 ng/L de
méthoxypyrazines par plan factoriel complet (Tableau 18) comprenant deux niveaux pour la

quantité de sel (3 et 5 g) et cinq niveaux pour le facteur de dilution (1;2;4;8; 16).

Tableau 18. Plan factoriel complet pour I’optimisation du facteur de dilution et de la quantité de
NaCl pour la quantification de 2-méthoxy-3-alkylpyrazines.

Facteur de dilution  Quantité de NaCl (g)

16 5
8 5
1 3

16 3
2 3
2 5
8 3
4 5
1 5
4 3
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2.1.2. Type de fibre SPME et pH

Le premier point d’optimisation a concerné les modalités d’extraction des composés par
SPME. Le choix du type de fibre a découlé naturellement d’un consensus dans la littérature
concernant la pertinence du polymere de divinylbenzene-carboxen-polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS) par rapport aux autres polymeres commerciaux dans leur capacité
d’adsorption de 2-méthoxy-3-alkylpyrazines (Hartmann et al., 2002 ; Chapman et al. 2004 ;
Kotseridis et al., 2008 ; Goldelmann et al., 2008)

Concernant le pH, malgré le fait que les 2-méthoxy-3-alkypyrazines soient des bases
organiques qui peuvent étre protonées a faible pH pour former un ion ammonium quaternaire
et perdre ainsi leur volatilité, Hartmann et al., (2002) ont montré que ces composés avaient une
meilleure réponse quantitative dans une gamme de pH proche de celle du vin, comprise entre
pH 3 et pH 4. La décroissance d’intensité n’apparait qu’en dessous de pH 2, observation
partagée par Ryan et al. (2005). Cela s’explique probablement par la faible constante de
dissociation acide (pKa) de I'IBMP et de I'IPMP (0,98 et 0,88 respectivement). Lorsque pH =
pKa+1, la majorité de I’acide est dissociée et la méthoxypyrazines est présente sous sa forme
déprotonée et volatile. Kotseridis et al. (2008) observent cependant un léger effet positif d’une
augmentation de pH 4 a pH 6.

Considérant la dilution dans I’eau qui éléve le pH (malgré I’effet tampon du vin), nous
nous situons dans une gamme de pH optimum, et n’avons donc pas cherché a optimiser ce

paramétre en particulier.

2.1.3. Temps et température d’incubation, vitesse d’agitation

Les trois méthoxypyrazines (IBMP, IPMP, sBMP) réagissent de maniére trés similaire
vis-a-vis des parametres testés par le plan de Box-Behnken. Aussi, nous nous sommes basés
sur la seule réponse de I’IBMP, correspondant a I’aire du pic chromatographique de I’ion
principal (m/z 124).
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Les graphiques de réponse obtenus en mesurant la variation de I’aire des pics
chromatographiques de I’ion principal de I'IBMP (m/z 124) valident la pertinence des
optimisations de temps, température et vitesse d’agitation puisque des modifications
significatives de la réponse (d’un facteur 1 a 3) sont observés (Figure 21 ; Figure 22).
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Figure 21. Graphique des contours de I’IBMP (ordonnée*abscisse). Valeurs de maintien : 50 °C,
40 min, 500 tr/min. L’intensité des couleurs est proportionnelle a la réponse mesurée soit I’aire du pic
chromatographique principal de I’IBMP (m/z 124).

L’augmentation de la vitesse d’agitation augmente, de maniere quasi linéaire, I’intensité

de la réponse. De fait, la vitesse maximale du passeur de 750 tours/min a été choisie.

Inversement, I’laugmentation de température produit un effet limité entre 40 et 60 °C et &
partir de 60 °C, la détection est moindre. Ceci laisse supposer I’existence de phénomene de
dégradation thermique. De méme, une durée d’incubation prolongée (au-dela de 60 minutes)
apparait comme négative, une durée optimale étant située autour de 40 minutes (Figure 21 ;
Figure 22).
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Figure 22. Diagramme de surface (Temps; Température) de I’'IBMP. Valeur de maintien : 500
tours/min. Les valeurs en ordonnées correspondent a I’aire du pic chromatographique principal de
I’IBMP (m/z 124).

Considérant les résultats de modélisation de la réponse, les criteres suivants ont ainsi été
retenus : température d’incubation de 50 °C, durée de 40 minutes. Ces paramétres se situent
finalement dans une plage cohérente avec ceux décrits dans la littérature (Hjelmeland et al.,
2012 ; Kotseridis et al., 2008 ; Botezatu et al., 2014 ; Schmarr et al., 2010).

2.1.4. Dilution et quantité de sel ajoutée

Le graphique des interactions entre la quantité de sel et le facteur de dilution, obtenu en
mesurant la variation de Iaire du pic chromatographique de I’ion principal de I'IBMP

(m/z 124), montre des variations importantes (de I’ordre de 1 pour 4) (Figure 23).
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Figure 23. Matrice des interactions (Quantité de sel ; Facteur de dilution) de 'IBMP obtenue par
un plan factoriel complet. La quantité de sel est exprimée en g. Les valeurs en ordonnées
correspondent a I’aire du pic chromatographique principal de I’'IBMP (m/z 124).

Paradoxalement, la dilution de I’échantillon de vin n’engendre pas directement une perte
d’intensité de la réponse, mais conduit d’abord un optimum entre les niveaux de dilution %2 et
Y4. Cette observation résulte en fait d’un double phénoméne : I’augmentation de la volatilité des
composés par la réduction de la teneur en éthanol du milieu ; la diminution des phénoménes de
compétition entre les composés et I’éthanol sur la fibre SPME. Toutefois, passé un certain seuil
de dilution, la perte en quantité de matiére prédomine et engendre une diminution quasi linéaire

de I’intensité de réponse.

La quantité de sel utilisée pour favoriser I’effet « salting out », c’est-a-dire le transfert des
composés dans I’espace de téte, peut aussi avoir un effet significatif. L’utilisation du plan
d’expérience fait apparaitre une interaction entre le facteur de dilution de I’échantillon et la
quantité de sel ajoutée. L’effet d’un ajout de 5 g de NaCl par rapport a un ajout classique de 3 g
n’est significatif qu’a partir d’une dilution au %. Aucun n’effet n’est mesuré sur le vin non
dilué.

Les effets mesurés sur les autres méthoxypyrazines étant globalement similaires, nous
avons choisi de considérer les optimums obtenus pour I’lBMP.
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Ainsi, un niveau de dilution au % et une quantité de 5 g de NaCl a ajouter ont été choisis.
Ce dernier peut cependant étre substitué par du sulfate d’ammonium dont les tests réalisés ont

montré une efficacité similaire (résultats non communiqués).

2.2. Optimisation des parametres de spectrométrie de masse

L’évaluation des parametres de température de I’injecteur et de la ligne de transfert, de
modalité d’injection (pression pulsée, injection de type PTV, durée de split) a révélé qu’ils ne
semblaient pas en mesure d’impacter positivement sur la réponse quantitative des 2-méthoxy-
3-alkypyrazines (résultats non communiqués). Par conséquent, les efforts se sont polarisés sur
I’optimisation de la spectrométrie de masse a triple quadripble utilisée (MS/MS). Cette
technologie de masse en tandem présente I’avantage d’une double sélectivité lorsqu’elle est
utilisée en mode SRM ou MRM. Elle nécessite toutefois de nombreuses optimisations.

2.2.1. Approches préliminaires

Afin de sélectionner et optimiser les transitions d’intérét, et particulierement la transition
sur laquelle a reposé la quantification de chacune des méthoxypyrazines, trois modes

d’utilisation du spectrométre de masse ont successivement été utilisés.

Le premier est le mode classique pour lequel la cellule de collision n’est pas alimentée en
gaz et le second quadripdle d’analyse (Q3) désactivé. L’analyseur opére alors comme un simple
quadripdle. Cette premiére phase a assuré le repérage du temps de rétention des composés et,
par I’utilisation du quadripdle en mode scan (gamme de balayage comprise entre m/z 40 et 400),

les ions majoritaires, ou ions parents.

Le second mode utilisé était le mode descendant, sélectionnant les ions parents
majoritaires pour les fragmenter dans la cellule de collision sous une tension fixe de 10 V. Le
second quadripdle fonctionnait en mode scan (m/z 40 et 200) afin d’analyser les ions fils
obtenus pour chacun des ions parents. Les ions fils majoritaires ont ainsi pu étre sélectionnés
(Tableau 19).
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Tableau 19. lons fils majoritaires aprés fragmentation dans la cellule de collision (tension fixe de
10 V) des principaux ions parents de I’IBMP, de I'IPMP, de la SBMP et de I’étalon interne [*Hs]-
IBMP.

Composé IBMP IPMP sBMP [2H3]-IBMP

Temps de

. X . 32,62 29,75 32,40 32,58
rétention (min)

lons parents 124 151 | 137 152 124 | 123 151 | 127 154

(m/z)
lons fils B 3 | 199 45 94 19 153 97 126
mi2) 94 o8 105 5 - 107 o 95 119
81 101 81 83 98

Le troisieme mode utilisé était le mode SRM dans lequel chacun des quadrip6les cible un
ion spécifique : ion parent pour le premier (Q1), ion fil pour le second (Q3). Pour chaque
méthoxypyrazine, le spectrometre analyse donc une transition assurant la double spécificité

souhaitée.

L’optimisation des paramétres de spectrométrie de masse a €té réalisée par injection
liquide d’un extrait dichlorométhane de méthoxypyrazines. Elles se sont portées principalement
sur I’énergie de collision (V) et sur la pression du gaz de collision (mTorr), ainsi que sur la
largueur (m/z) et le temps de scan (s) de chacune des transitions. Ces parametres ont été testeés

sur plusieurs transitions pour chacun des ions parents majoritaires.

2.2.2. Energie de collision et pression du gaz de collision

Pour chacune des transitions sélectionnées, I’optimum dans I’énergie de collision a été
recherché en testant quatre niveaux de voltage : 5V, 10 V, 15V et 20 V. Le niveau de 10 V est
celui qui a procuré, pour la majorité des transitions, les meilleures intensités de réponse ; dans
le cas de I'IBMP, il correspond méme a la tension optimale de chacune des transitions

sélectionnées (Figure 24).
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Figure 24. Intensité des pics chromatographiques (aire du pic) des principales transitions de
I’IBMP obtenue par I’application de quatre niveaux de tension dans la cellule de collision (volts).

De la méme maniére, nous avons fait varier la pression de gaz de collision selon 3 niveaux

(0,5;1;2 mTorr). La pression standard de 1 mTorr est celle qui procurait la meilleure réponse.

2.2.3. Optimisation des autres parametres

D’autres parameétres d’importance, tel que le temps de scan (s) ont aussi été optimisé. En
effet, il est admis que pour assurer une quantification fiable, un pic chromatographique doit étre
défini par un nombre de dix points de données minimum (Fillatre, 2011). Par définition, un
point correspond & un cycle complet de SRM, lui-méme comprenant le temps de scan d’une
transition, le temps de pause pour passer a la transition suivante, et cela, multiplier par le nombre
de transitions du segment. Cela signifie que plus un segment de SRM contient de transitions a
enregistrer, et plus le temps de scan de chacune doit étre réduit afin d’assurer un nombre de
mesures suffisantes par pics. Toutefois, la valeur de ce paramétre dépend d’un compromis
puisqu’une réduction du temps de scan (dans les limites de I’appareil) signifie que I’analyseur
consacre un temps plus court a I’acquisition d’une transition, ce qui engendre une altération de
la qualité du signal. Fillatre et al (2011) montre trés clairement que la variation du rapport signal
sur bruit (S/N) est proportionnelle au temps passé sur une transition. Pour la plupart des
transitions, selon nos segments de SRM, nous avons observe un optimum autour de la valeur
de 0,05 s.
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Aussi, en nous appuyant sur des tests similaires, nous avons positionné la largueur de
scan & m/z 0,1 et I’énergie d’ionisation dans la source & 30 eV avec une configuration

particuliére quant a la tension appliquée aux lentilles de focalisation.

2.3. Validation de la méthode de quantification

2.3.1. Paramétres de performance

Plusieurs paramétres de validation de la méthode ont été déterminés dans un vin rouge de
Bordeaux. Les valeurs estimées de ces différents paramétres sont regroupées dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 20. Récapitulatif des parametres de validation de la méthode de quantification (linéarité,
répétabilité, recouvrement, limite de détection et quantification) déterminés pour I'IBMP, I'lPMP
et la sBMP.

IBMP IPMP sBMP
Linéarité (R?), n=3
0,996 0,993 0,998
Concentration (ng/L) Répétabilité (% RSD), n=6
5 21,4 50,9 51,4
10 11,0 24,4 19,1
25 6,4 5,6 5,5
Concentration (ng/L) Recouvrement (% RSD), n=3
5 98,2 60,5 99,8
10 98,0 83,2 107,0
25 84,8 80,1 97,0
Limite de détection (ng/L), S/IN 3
2,1 11 0,4
Limite de quantification (ng/L), S/N 10
6,5 3,7 1,2

La linéarité de la méthode, estimée de 1 a 100 ng/L, présente des coefficients de

corrélation supérieurs a 0,99 pour les trois méthoxypyrazines.
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Cette valeur traduit la capacité de la méthode a fournir des résultats de mesure directement
proportionnels a la concentration en méthoxypyrazines dans le domaine de mesure. La
répéetabilité intégre la notion de fidélité de la méthode qui est, selon I’ISO 3534-1, I’étroitesse
de I’accord entre des résultats d’essai indépendants obtenus sous des conditions stipulées. Dans
certain cas, cette notion de justesse peut étre complétée par la fidélité intermédiaire qui exprime
les variations dans un méme laboratoire, mais sur des jours différents, avec des utilisateurs
différents voire un équipement différent ou la reproductibilité qui exprime la fidélité inter
laboratoire. Pour chacune des méthoxypyrazines, on constate une augmentation réguliére de
I’écart-type relatif a la moyenne (n=10) avec la diminution de concentration. Si les valeurs de
répétabilités restent acceptables pour I’'IBMP (de 6,4 a 21,4 %), elles peuvent étre, en revanche,
importantes pour I’IPMP et la sSBMP (proche de 50 % pour la valeur de 5 ng/L). Cela s’explique
probablement par le fait que les niveaux de concentration se situent dans un méme ordre de
grandeur que les limites de détection, & I’origine des variations entre les mesures. Le
recouvrement rejoint la notion d’exactitude ou de justesse qui constitue I’étroitesse de I’accord
entre la valeur moyenne obtenue a partir d’une large série de résultats d’essai et une valeur de
référence acceptée (1SO 3534-1). La plage de recouvrement couramment admise pour ce type
d’analyses se situe autour de 80-120 %. L’IBMP et la SBMP ont de bonnes valeurs de
recouvrement incluses dans cette plage pour les différentes concentrations additionnées (5, 10
et 25 pg/L). Toutefois, les faibles niveaux de recouvrement de I’lPMP laissent supposer que la
méthode d’analyse tend a sous-estimer sa concentration réelle dans I’échantillon. Enfin, les
limites de détection (signal/bruit = 3) et les limites de quantification (signal/bruit = 10) sont
relativement satisfaisantes puisqu’elles se situent autour du seuil de perception théorique des
molécules dans le vin (Etude bibliographique, § 1.3.1) ; limitant ainsi les zones d’ombres en
matiere de compréhension olfactive ; c’est-a-dire la différence entre la limite de détection de

I’appareil et le seuil de détection olfactive de la molécule.

2.3.2. Estimation du niveau d’incertitude de la méthode

L’incertitude de mesure se définit comme le «parameétre, associé au résultat d’un
mesurage, qui caractérise la dispersion des valeurs qui pourraient raisonnablement étre
attribuées au mesurande » (GUM ). L’incertitude globale regroupe en fait toutes les sources
d’erreurs qui sont liées a la procédure d’analyse.
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Plusieurs approches permettent I’estimation de I’incertitude globale d’une analyse. Le
bottom-up est la méthode de détermination adoptée par I’organisation internationale de
normalisation (1SO) et proposée par le guide EURACHEM/CITAC (Ellison et al., 1995). Cette
méthode est basée sur I’identification et I’estimation de paramétres suspectés de contribuer
majoritairement & I’incertitude globale, celle-ci étant alors la combinaison de ces différents
parametres. Initialement, cette méthode a été développée et appliquée pour le domaine de la
physique, mais est de plus en plus appliquée pour les méthodes de chimie analytique
(Konieczka & Namiesnik, 2010). Cette méthode est assez complexe et difficile a mettre en
ceuvre. Mais, bien qu’elle tend a surestimer I’incertitude, elle possede I’avantage de pouvoir
identifier les sources les plus importantes d’incertitude. A I’inverse, par exemple, de la méthode
top-down basée sur les données qui peuvent étre obtenues entre plusieurs laboratoires. Une
autre méthode plus simple que le bottom-up est la méthode dite de « fitness-for-purpose » qui
repose sur une représentation algébrique de I’écart type relatif (% RSD) en fonction de la
concentration établie empiriquement sur la base des résultats d’un tres grand nombre de
laboratoires (Horwitz; 1980, 1982, 2003) regroupé par I’AOAC (Association of Official
Analytical Chemists). Cette méthode reste cependant peu fiable en dessous de 1 pg/L et
Thompson (2000) propose ainsi des modifications qui donnent lieu @ une méthode dite de « zop-
down modifié ». Une étude comparative de I’approche bottom-up et top-down modifié pour la
quantification de pesticides par SPME (Ratola et al. , 2006) a montré I’efficacité de la méthode
bottom-up pour I’estimation du poids des différentes incertitudes. De méme, I’incertitude
estimée par le bottom-up varie en fonction des niveaux de concentration, ce qui apparait plus

cohérent que I’incertitude constante que fournie le top-down modifié.

Malgré sa complexité, I’incertitude globale de la méthode de quantification des
méthoxypyrazines (IBMP, IPMP, sBMP) a été estimee par la méthode du bottom-up selon
plusieurs points : calibration (U2), répétabilité (Us), justesse (Ui) auxquelles s’ajoute
I’incertitude due au prélevement de I’échantillon (U1)

2.3.2.1. L’incertitude associée a la préparation des standards (U1)

L’incertitude due a la préparation des standards (Uechantilion OU U1) correspond a la somme
des incertitudes des étapes qui permettent de préparer I’échantillon analysé. Elle est donnée par

la formule suivante :

118


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horwitz%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12607748

Chapitre 2. Développement d'une méthode de quantification de 2-méthoxy-3-alkylpyrazines par
SPME-CPG couplée a la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

2 . RN \
Ami Ami : erreur associée a la mesure d'un parametre
mi : valeur mesurée du parametre

U1 == .
mi

Le premier point d’incertitude est la préparation de la solution de standard ou Ustandard.
Deux ou trois gouttes de méthoxypyrazine (IBMP, IPMP, sBMP) commerciales, correspondant
a une quantité de 0,02 g environ, sont déposées dans une fiole de 25 mL possédant une
incertitude de 0,04 mL et pesées avec une balance de précision dont I’incertitude est de
0,0001 g. L’incertitude liée a cette étape de préparation correspond donc a la somme de

I’incertitude de pesée et de la fiole :

0,0001\% /0,04
) +(

2
Ustandard = < 002 25 ) = 2,76. 1075

Cette solution mere obtenue (1 g/L environ) est diluée afin d’étre conservée a une
concentration de 1 mg/L. Ainsi, 25 pL sont prélevés par une micropipette dont I’erreur a été
estimée a 0,3 pL par une balance de précision, selon 10 répétitions et en considérant les erreurs
de justesse et de fidélité. lls sont aussi introduits dans une fiole de 25 mL du méme type que
celle ayant servi a préparer la solution meére. L’incertitude liée est cette dilution est donc la

suivante :

0,3)2 <o,o4

2
Udilution = <ﬁ 75 ) = 1,47. 107*

Bien souvent, les indications de pureté des fournisseurs commerciaux restent floues. Dans
les cas des méthoxypyrazines, elles par exemple mentionnées ainsi : < 99 %. Dans ce cas, il
semble raisonnable de considérer un intervalle de pureté compris entre la valeur minimale et
100 % (Meyer et al., 2007), ce qui correspond donc a 1 %. Considérant une distribution de type
rectangulaire, I’intervalle de pureté a une largeur 2a de 1 %, ce qui donne une incertitude Upurets
de 0,6a=0,5x0,5% = 3.107,
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Enfin, I’incertitude due au préléevement de 5 mL d’échantillon pour I’analyse et de 10 uL

d’étalon interne est la suivante :

0,06\*  (0,1\? »
Upipetage = <_5 ) + <10) = 2,44.10

Ain5i1 Ul = \/Ustandard+Udilution+Upipetage = 0'08

Cette valeur Uy est fixe et ne dépend pas de la concentration en méthoxypyrazines des
échantillons analysées. En revanche, elle tend a augmenter lorsque les volumes de prélévement

diminuent.

2.3.2.2. L’incertitude associée a la courbe de calibration (Uz)

L’incertitude de la courbe de calibration (U2) est donnée par la formule suivante :

— Oxo

—y)2 e 2
Avec: O, = M\/{l_*_l_*_M} ot O_y/xz\/z(yl Yicalc)

m n  bZY(x;—x)2 n-—2

oy, + €cart type de la concentration calculée a partir de la courbe de calibration
Xy : concentration calculée a partir de la courbe de calibration

b : pente de la courbe de calibration (R?)

m : nombre de réplicat pour chaque valeur de x

n : nombre de point de la courbe de calibration

Vo @ valeur expérimentale de y calculée a partir de la courbe de calibration
y : moyenne des valeurs de y;

x; : valeur de x utilisée pour construire la courbe de calibration

X : moyenne des valeurs de x;

y; :valeurs expérimentales

Vical - Valeurs calculées par la courbe de calibration
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Les valeurs d’incertitudes obtenues pour les différentes méthoxypyrazines (IBMP, IPMP,
sBMP) aux trois niveaux de concentration mesurés montrent une augmentation inverse par

rapport a la concentration (Tableau 21).

En toute logique, cette incertitude augmente dés lors que la concentration mesurée se

rapproche de la limite de détection de I’appareil.

Tableau 21. Incertitudes U, liées a la courbe de calibration (%) a 25, 10 et 5 ng/L d’IBMP, IPMP
et sSBMP.

U 25 10 5
IBMP 0,04 0,11 0,19
IPMP 0,15 0,37 0,98
sBMP 0,04 0,14 0,43

De méme, si les niveaux d’incertitudes sont relativement satisfaisants pour I’'lBMP aux
trois concentrations mesurées, il n’en est pas de méme pour I’lPMP dont I’incertitude est proche

de 100 % pour la concentration la plus basse de 5 ng/L.

2.3.2.3. L’incertitude associée a la précision de la mesure (Us) et a
I’exactitude (Us)

Le calcul de I’incertitude de la précision (Us) renvoie directement a la répétabilité de

I’analyse et a été calculé par la formule suivante :

o
(—) o :écart type de la mesure
Vn essai
U; = n:nombre d'essais
Xo X : concentration mesurée

De méme, I’incertitude liée a I’exactitude (U4) est reliée aux valeurs de recouvrement et

a été calculé selon cette formule :
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o o, : écart type des recouvrements
(—T) X, : moyenne des recouvrements
Xr n : nombre d'essais

U4=

Vn

Le tableau 22 montre des valeurs d’incertitudes Us et Us relativement faibles pour

chacune des méthoxypyrazines analysées a trois niveaux de concentration.

L’incertitude liée a la précision de mesure Uz qui reste tres faible dans I’ensemble tend,
cependant, a augmenter avec la diminution de la concentration. Comme dans le cas de
I’incertitude associée a la courbe de calibration Ui, cela traduit de maniére explicite
I’observation empirique selon laquelle la précision de mesure décroit a I’approche de la limite

de détection d’une méthode.

En revanche, s’agissant de I’exactitude associée a la notion de recouvrement, elle semble
beaucoup moins aux prises avec les niveaux de concentration. L’incertitude de ce parametre

peut méme, comme I’IBMP le montre, varier dans le méme sens que la concentration.

Tableau 22. Incertitudes U; et Uy associées a la précision de la mesure et a I’exactitude (%) a 25,
10 et 5 ng/L d’IBMP, IPMP et sSBMP.

25 10 5
Us
IBMP 0,01 0,02 0,04
IPMP 0,01 0,04 0,07
sBMP 0,01 0,03 0,07
U,
IBMP 0,05 0,02 0,03
IPMP 0,1 0,13 0,02
sBMP 0,05 0,22 0,13

Cette notion d’incertitude relative a la limite de détection de la méthode a méme poussé
certains auteurs a inclure une variable d’incertitude directement en rapport avec celle-ci
(Konieczka & Namiesnik ; 2010). Elle part du postulat selon lequel I’incertitude de la mesure
est de 100 % lorsque la concentration est égale a la limite de détection. L’expression qui en

résulte est donc le rapport de la limite de détection sur la concentration mesurée.
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2.3.2.4. L’incertitude globale et élargie

L’incertitude globale (Ur) résulte de la combinaison des différentes incertitudes (U1, Uo,
Us, Us) que nous avons établies. Son expression, selon le guide pour I’expression de
I’incertitude de mesure (GUM), est :

U, = \/Ulz + U,% +U* +U,*

Afin d’assurer un niveau de confiance donnée, I’incertitude globale a été multipliée par
un facteur d’élargissement (k). Pour un niveau de confiance de 95 % et selon une distribution
normale, ce facteur est de 2 (1,96 trés exactement). Cela donne lieu a I’incertitude élargie (U).

Chaque résultat de la mesure est ensuite exprimé avec I’incertitude élargie qui lui est

associée de cette maniére : M = U ng/L.

Tableau 23. Incertitudes globales (Uy) et incertitude élargie a 95 % de confiance avec un
facteur k=2 (U) de I’'IBMP, de I’'lPMP et de lasBMP a 25, 10 et 5 ng/L.

25 10 5
Ur (%)
IBMP 10,4 13,7 215
IPMP 19,7 40,3 98,4
sBMP 10,5 27,5 46,4
U (%) k=2
IBMP 20,8 27,3 43,0
IPMP 39,5 80,6 > 100
sBMP 20,9 55,1 92,9

L’estimation des incertitudes globales et élargies (Tableau 23) confirme les observations
précédentes, a savoir que celles-ci augmentent lorsque la concentration se rapproche de la limite
de détection de la méthode. L’analyse de ces tendances sur les trois méthoxypyrazines

(Figure 25) montre qu’elles ont une bonne correspondance avec une courbe de puissance.
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Toutefois, pour obtenir la tendance réelle de ce phénoméne, il serait nécessaire
d’augmenter le nombre de points et la largueur de la plage d’étude. Ratola et al. (2006) et Bras
et al. (2011) montrent que cette variation de I’incertitude décroit en fait de maniere
exponentielle & partir de la limite de détection pour se stabiliser a une valeur constante a partir
d’une certaine concentration. Selon leurs propres observations, cette valeur se situe autour de
20 % sur une méthode de quantification optimisée des pesticides par SPME/GC-ECD.

Ces valeurs sont en accord avec nos estimations a 25 ng/L pour I’IBMP et la SBMP, il est
donc possible que I’incertitude se stabilise autour de ce niveau de 20 %, peut étre légérement
en dessous, pour ces deux méthoxypyrazines a partir de 25 ng/L. En revanche, il apparait que
I’incertitude plus grande sur le dosage de I’'IPMP tend a se stabiliser vers une valeur proche de

30 % a partir de concentrations plus élevées.

100
[} IBMP
90 SBMP
: IPMP
80 y = 892,380:985 .
rRz=09794 e Puissance (IBMP)
< 70 Puissance (SBMP)
--------- Puissance (IPMP
> 60 (PP
>
5]
@ 50
8 ........
Y T
£ 40 R R T R
@ L Y R
O
S 30 Fusiiaa e
y = 82,032x0:442 @
RZ - 0 9506 --------------------------
20 B e P ey
10
0
0 5 10 15 20 25

Concentration des standards (ng/L)

Figure 25. Variation de I’incertitude élargie (%) de I'IBMP, de I’'IPMP et de la sSBMP en fonction
des concentrations de standards. Les courbes en pointillés représentent les courbes de tendance selon
une fonction puissance.

Les valeurs élevées d’incertitudes de la SBMP et de I’IPMP & 5 ng/L n’ont, pour autant,
rien de surprenant puisqu’elles peuvent largement dépasser 100 % lorsque les niveaux de

concentration sont proches de la limite de détection.
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C’est par exemple le cas de I’analyse des chlorophénols dans I’eau dont I’incertitude
atteint 186,7 % pour la valeur la plus basse de la méthode (0,5 pg/L) (Silva et al., 2009). Il

s’agit toutefois de les prendre en considération dans I’interprétation des résultats.

En revanche, le dosage de I’IBMP conduit & une détermination quantitative avec une
incertitude trés satisfaisante, méme a un niveau de concentration de 5 ng/L (43 %). Ce composé
apparait également moins soumis aux variations de concentrations que I’'IPMP ou la sBMP. 1l
est possible que cette capacité a conserver une incertitude relativement basse, méme dans des
concentrations proches de sa limite de détection, résulte directement de notre démarche

d’optimisation fixant les paramétres optimums sur cette molécule.

Si I’on fait usage de I’avantage procuré par la méthode du bottom-up en analysant la
contribution de chacune des incertitudes sur I’incertitude globale, on observe que I’incertitude
liée a la courbe de calibration (Uz) est déterminante pour les faibles niveaux de concentration
(Figure 26). En effet, pour I'IBMP, elle est responsable de plus de 50 % de I’incertitude globale
a 5 ng/L. Cette contribution majeure de I’incertitude liée a la courbe de calibration (U.) a
I’incertitude globale des analyses est partagée par d’autres auteurs (Ralola et al., 2006 ; Bréas et
al., 2011 ; Silva et al., 2009). Elle apparait donc comme le point critique de I’analyse a faibles

concentrations contribuant a I’accroissement de I’incertitude de mesure.
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Figure 26. Contribution de chacune des sources a I’incertitude globale (%) de I'IBMP a 25, 10 et

5 ng/L. Incertitude associée a la préparation des standards (U1), a la courbe de calibration (U2), a la
précision de la mesure (U3) et a I’exactitude (U4).
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3. CONCLUSION

Dans ce chapitre le développement d’une méthode de quantification par SPME-CPG-
MS/MS adaptée a la problématique du dosage de trois méthoxypyrazines (IBMP, IPMP,
sBMP), présentes a I’état de traces dans le vin.

D’une part, I’optimisation des paramétres de SPME a montré le rdle de certains facteurs
dans la réponse quantitative des méthoxypyrazines; mais aussi I’efficacité des plans
d’expériences dans la recherche des optimums, tout en considérant les interactions possibles

entre les facteurs.

D’autre part, la double spécificité de I’analyse par la spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS atriple quadripble) a prouvé son efficacité dans I’augmentation du rapport signal/bruit
pour les principales méthoxypyrazines du vin. Nous montrons ainsi que cette technique
constitue un outil efficace de quantification permettant de s’affranchir d’une matrice complexe
en se soustrayant aux nombreuses coélutions qui entravent habituellement I’analyse de ces

COMpOSES.

De plus, la validation de la méthode a été menée suivant une procédure d’estimation de
I’incertitude de type bottom-up selon le guide EURACHEM/CITAC. Ainsi, son aptitude a
fournir des informations quantitatives fiables pour I’IBMP, jusqu’a une limite de quantification
de 6,5 ng/L, est attestée. En revanche, I’incertitude est moins satisfaisante pour I'IPMP et la
sBMP. La méthode permet toutefois, par sa faible limite de détection et sa double spécificité,
de valider ou d’infirmer la présence de ces deux molécules dans le vin & des concentrations trés
faibles, autour de leur seuil de perception théorique. En ce sens, elle répond a notre
problématique initiale. Aussi, cela rappelle I’'importance de mettre en ceuvre une telle démarche
de validation, et particulierement dans le cas de dosages difficiles. Ces valeurs d’incertitudes
estimées sont autant de précieuses informations quant a I’interprétation des résultats de

quantification qui ont été obtenus dans les chapitres suivants.
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Chapitre 3. Premieres approches dans la

recherche de marqueurs des nuances
aromatiques vegetales : relation avec des

marqueurs moléculaires connus

1. INTRODUCTION

Au cours du chapitre 1, les descripteurs « poivron vert » et « herbe coupée » se sont

confirmés comme deux descripteurs majeurs de la famille aromatique du végétal.

Il est couramment admis que ces odeurs, dans les vins, sont respectivement attribuées aux
méthoxypyrazines et aux alcools en C6 (Etude bibliographique, § 1.3.2). Or, plusieurs études
récentes ont montré que la corrélation directe entre la teneur en méthoxypyrazines des vins et
leurs nuances herbacées (Scheiner et al., 2011) ou de poivron vert (Preston et al., 2008) ne

pouvait pas étre établie.

Du fait de leurs propriétés odorantes en accord avec les tonalités exprimées, il est donc
apparu important de préciser I'implication de ces molécules dans ces nuances végétales
caractéristiques. Ainsi, ce chapitre avait pour objectif de considérer, en joignant des approches
sensorielles et analytiques sur un large échantillonnage de vin, le lien possible entre le niveau
d’abondance de ces molécules dans les vins rouges et I’expression de leurs nuances végétales.
Il devait aussi permettre de formuler des hypothéses quant a leur origine ; permettant alors de

dégager les axes de recherche des chapitres suivants.
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2. LA SELECTION DES MODELES D’ETUDES DU
DESCRIPTEUR "VEGETAL"

2.1. Approche de la caractérisation de la famille aromatique du végetal

par un protocole de catégorisation aromatique

La premiere étape de notre démarche a consisté a établir un gradient de représentativité
sur un nombre étendu de vins par rapport au nombre considéré dans le chapitre 1. De fait,
I’évaluation sensorielle a reposé sur 70 vins susceptibles de présenter des nuances végétales, un
nombre significatif par rapport a celui d'études du méme type et qui se situe généralement
autour d’une vingtaine (Ballester et al., 2005 ; Parr et al., 2007 ; Jaffré et al., 2011 ; Schuttler
et al., 2015; Picard et al.,, 2015a). Tous appartenaient a différentes regions frangaises,
majoritairement du Sud-Ouest et étaient constitués principalement de cépages de la famille des
Carmenets : Cabernet Sauvignon, Cabernet franc, Merlot, Carmenere, Petit Verdot et Fer
Servadou.

Dans un premier temps, les vins ont fait I’objet d’une évaluation sensorielle par le panel 2
visant a situer, sur une échelle linéaire, leur degré d’exemplarité a la famille aromatique du
végetal. Une Analyse en Composantes Principales (ACP) a été réalisée sur les données

sensorielles centrées réduites par juge et converties en une matrice vins X juges.

La carte des vins obtenus (Figure 27) montre une bonne répartition de ceux-ci sur I’axe 1
(dim 1). Cet axe représente le degré d’appartenance des vins a la famille aromatique du végétal.
Les vins évalués comme les plus végétaux sont donc situés sur la partie droite de la carte; a
I’inverse des vins peu ou pas végétaux situés a gauche. L axe 2 (dim 2), représente la dispersion
de jugement sur chacun des vins. Ainsi, les vins proches de la ligne médiane font I’objet d’un
consensus entre les juges. A ce titre, il est possible d’observer que les vins situés aux deux
extrémités de I’axe 1 possédent, majoritairement, un meilleur consensus entre les juges que les

vins intermédiaires.
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Figure 27. Carte des individus (vins) obtenus par I’Analyse en Composantes Principales (ACP)
évalués sur leur degré d’exemplarité a la famille aromatique du « végétal ».

Bien qu’elle puisse paraitre faible, la variance totale (35,8 %) portée par I’axe 1 (23,31 %)
et I’axe 2 (12,49 %) est cohérente avec des études similaires réalisées précédemment, telle celle
de Ballester et al., (2005) sur la typicité du Chardonnay (variance totale de I’ordre de 36 %).
Par ailleurs, la représentation graphique des variables montre un bon niveau de consensus entre

les juges puisque les vecteurs qui les symbolisent ont des orientations similaires (Figure 28).
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Figure 28. Représentation graphique des variables (juges) dans I’espace de notation obtenu par
I’Analyse en Composantes Principales.

L’accord entre les juges sur I’évaluation de I’odeur végétale contraste ainsi avec les études
de Solomon et al. (1990) et Perrin et al., (2008). Il est probable que I’évaluation d’exemplarité
se positionne au plus prés du phénomene de conceptualisation dans la dégustation, observé
précédemment, et dans lequel I’emploi du terme «végétal », faisant référence a la famille
aromatique, est préféré aux descripteurs qui la compose (chapitre 1). De plus, la sélection des
juges sur leur capacité d’évaluation et sur leur connaissance de cette famille aromatique, ainsi
que la sensibilisation de ceux-ci aux principales nuances qui la composent par la présentation

de standards moléculaires, a probablement, aussi, contribué a accroitre ce consensus.

2.2. Sélection de vins présentant des profils sensoriels contrastés

Afin de limiter le bruit de fond apporté par les vins intermédiaires, nous avons
sélectionné, en nous basant sur une Classification Ascendante Hiérarchique (ACH), les 10 vins
les plus représentatifs (bons modeles) et les 10 vins les moins représentatifs (mauvais modéles)

de la famille aromatique du végétal.
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La Figure 29 illustre I'importante différence qui existe entre la moyenne des notes
d’exemplarité centrées réduites sur ces deux lots de vins. De plus, celle-ci est validée par les p-
valeurs a 95 % obtenues par les tests de Kruskal-Wallis (1,57.10%) et de Wilcoxon bivarié
(1,08.10°%).
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Figure 29. Moyenne des notes d’exemplarité centrées réduites des bons modeles (n=10) et des
mauvais modéles (n=10) associées a la famille aromatique du végétal.

La carte des individus obtenus a I’aide d’une nouvelle Analyse en Composantes
Principales (Figure 30) réalisée sur les vins sélectionnés confirme I’importance de I’omission
des vins intermédiaires. Ainsi, cette représentation montre bien une rupture dans le continuum

sensoriel et affirme la césure entre les bons et les mauvais modeles.
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Figure 30. Carte des individus (bons et mauvais modéles) obtenus par I’Analyse en Composantes
Principales (ACP) évalués leur degré d’exemplarité a la famille aromatique du « végétal ».

De plus, on observe une variance totale de 59,3 % portée par les deux axes de I’ACP et
une bonne concordance entre les juges dans la représentation graphique des variables
(Figure 31).

Dim 2 (10.75%)
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Figure 31. Représentation graphique des variables (juges) dans I’espace de notation obtenu par
I’Analyse en Composantes Principales.
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Ainsi, I’approche méthodologique en deux temps, ayant pour point de départ un nombre
important de vins, a permis, au final, d’aboutir a la sélection d’une vingtaine de vins caractérisés
par des différences marquées dans leur niveau de représentativité de la famille aromatique du

végetal.

3. CONFRONTATION DES DONNEES D’ANALYSE
SENSORIELLE AVEC LE DOSAGE DES ALCOOLS EN C6
ET DES METHOXYPYRAZINES

3.1. Quantification des alcools en C6 et des méthoxypyrazines dans les

vins du modéle d’étude

La quantification des alcools en C6 et des méthoxypyrazines dans les vins du modéle
d’étude (bons et mauvais exemples) a été réalisée, respectivement, selon les méthodes 1 et 2
(Tableau 24).

L’analyse des concentrations de I’hexanol permet d’observer qu’elles se situent toutes en
dessous de son seuil de perception théorique dans I’eau (2500 pg/L). A I’inverse, les teneurs en
(2)-3-hexenol peuvent atteindre 238,1 pg/L et dépassent ainsi son seuil de détection olfactive
de I'eau (70 pg/L). En ce qui concerne les méthoxypyrazines, les échantillons analysés
contiennent, pour la majorité, des concentrations inférieures a 10 ng/L ; toutefois, quelques
échantillons (Anjou08, Carmenérel3, CF10 142828, Marcillacll) dépassent le seuil de
détection olfactive de cette molécule dans le vin rouge (15 ng/L). En outre, ce composé n’est
pas non plus détecté dans les vins de presse de Merlot (HB_P1 NI ; HB_P3_NI) dont les teneurs
du cépage sont généralement inférieures aux vins de Cabernets (Etude bibliographique, 8§
1.3.1). La détection de I’IPMP et de la SBMP a des niveaux de concentration supérieurs a la
limite de détection de la méthode est beaucoup plus ponctuelle. Ces deux molécules sont ainsi
mesurées dans quelques vins appartenant a la catégorie des «bons modéles » (Anjou08,
Carmenérel3, CF10 142828, Marcillacll, CS BAS, PB_CS) avec, toutefois, des
concentrations inférieures a leur seuil de détection olfactive. De plus, I’incertitude de I’analyse
sur les plages de concentration retrouvées (chapitre 2) doit conduire a une interprétation

prudente de ces résultats de mesure.
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Tableau 24. Concentration en alcools en C6 (moyenne + écart type pg/L) et en méthoxypyrazines
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3.2. Etude de la relation entre les variables sensorielles et analytiques

L’étude de la relation entre les variables sensorielles et analytiques a été réalisée par un

test non paramétrique de Spearman qui permet I’établissement d’une matrice de corrélation

(Tableau 25). Ce test a été préféré au test de Pearson puisque son application ne nécessite pas

de conditions particulieres sur la distribution des valeurs pour lesquelles le test statistique de

Shapiro-Wilks montre, d’ailleurs, une absence de normalité.

Tableau 25. Matrice de corrélation obtenue par un test non paramétrique de Spearman.

(E)-3-

(2)-3-

(E)-2-

(E)-2-

Variables IPMP sBMP IBMP Hexanol ] Deeae] e Ecns] FRUI. VEG.
IPMP 1 0,493 0,593 0,314 -0,038 0,480 0,032 0,091 -0,593 0,559
sBMP 0,493 1 0,556 0,527 0,232 0,329 -0,073 0,278 -0,532 0,438
IBMP 0,593 0,556 1 0,251 -0,304 0,585 0,029 -0,347 -0,362 0,334

Hexanol 0,314 0,527 0,251 1 0,699 0,074 -0,504 0,568 -0,263 0,162

(E)-3-hexenol -0,038 0,232 -0,304 0,699 1 -0,289 -0,672 0,665 -0,090 -0,030
(2)-3-hexenol 0,480 0,329 0,585 0,074 -0,289 1 0,226 -0,153 -0,414 0,275
(E)-2-hexenol 0,032 -0,073 0,029 -0,504 -0,672 0,226 1 -0,296 -0,250 0,346
(2)-2-hexenol 0,091 0,278 -0,347 0,568 0,665 -0,153 -0,296 1 -0,065 -0,054
FRUI. -0,593 -0,532 -0,362 -0,263 -0,090 -0,414 -0,250 -0,065 1 -0,805
VEG. 0,559 0,438 0,334 0,162 -0,030 0,275 0,346 -0,054 -0,805 1

* Chaque valeur de la matrice représente les coefficients de corrélation entre deux variables. Les
valeurs en gras et en rouge sont différentes de 0 & un niveau de significativité alpha=0,05.

Ces résultats révelent qu’aucune corrélation significative n’existe entre les notes de

représentativité a la famille aromatique du végétal et les concentrations en alcools en C6. Pour

certains tel que le (E)-3-hexenol et le (Z)-2-hexenol, la tendance apparait méme comme

inversée.
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De méme, si I’évolution de I'IBMP va dans le méme sens que I’expression aromatique
végétale des vins (coefficient de corrélation de 0,334), I’hypothése d’une corrélation entre les
variables sensorielles et analytiques est rejetée (p-valeur > 0,05). Afin d’affiner notre
interprétation quant a ce résultat, une représentation graphique des vins a été réalisée (Figure
32).
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Figure 32. Nuage de points des vins étudiés représentant les notes moyennes centrées réduites
d’exemplarité a la famille aromatique du végétal en fonction des concentrations en IBMP (ng/L).
p, coefficient de Spearman. A, bons modéles ; €, mauvais modéles.

Si la totalité des vins appartenant au groupe des « mauvais modeles » (en bleu) ne
contiennent pas de teneurs en IBMP supérieures a 10 ng/L, la réciproque n’est pas exacte
puisque tous les « bons modeéles » n’ont pas, pour autant, des teneurs importantes en cette
molécule. Dans le cas du vin de Carmenére (en orange), par exemple, son expression végétale
trouve certainement son origine dans sa trés forte teneur en IBMP (55 ng/L) au regard de son
seuil de détection olfactive. En outre, cette interprétation s’applique probablement aussi au vin
d’Anjou du millésime 2008 (en orange) contenant 28,4 ng/L d’IBMP. En revanche, le vin de
Marcillac du millésime 2011 (en rouge) voit son expression végétale surexprimée par rapport a
sa concentration en IBMP (21,9 ng/L).
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La teneur qu’il contient ne semble pas en mesure d’expliquer totalement son degré
d’appartenance a la famille aromatique du végétal. Par conséquent, la formulation d’hypothéses
quant a la contribution d’autres composés odorants, en complément de I'IBMP, peut étre
formulée. Par exemple, les concentrations en (Z)-3-hexenol qu’il contient (192,6 pg/L), au-
dessus du seuil de perception théorique dans I’eau de 70 pg/L, permettent d’envisager une
synergie avec I’IBMP, énoncée par Escudero et al. (2007). Enfin, un certain nombre d’autres
vins (symbolisés par un triangle vert sur la Figure 32), présentent une odeur végétale tout en
possédant des teneurs en IBMP inférieures au seuil de détection olfactive de la molécule
(15 ng/L dans les vins rouges) ; suggérant aussi la contribution d’autres composés.

Finalement, seules les concentrations en IPMP montrent une corrélation avec I’expression
aromatique végétale des vins étudiés (p-valeur = 0,011). Comme nous I’avons énonce,
I'incertitude dans la fidélité de l'analyse a basse concentration, ainsi que le faible nombre
d'échantillons concernés, nous pousse a mesurer nos conclusions quant & I’implication exacte
de ce composé dans la genése de ces nuances. Le bon niveau de corrélation qu’entretiennent
ces teneurs avec celles de I'IBMP (p-valeur = 0,007), tout comme celles de la SBMP (p-valeur
=0,012), sous-entend aussi que trois méthoxypyrazines pourraient avoir une origine commune,
notamment au niveau de leur voie de biosynthése comme cela a pu étre suggéré pour I’'IPMP
(Etude bibliographique, 8§ 1.3.1). Ainsi, il est possible que, dans certaines situations, elles se
joignent a I’IBMP pour accroitre I’odeur végétale des vins rouges. Il en va de méme pour le
(2)-3-hexenol dont le niveau de corrélation avec I'IBMP (p-valeur = 0,008) semble aussi
traduire I’existence de facteurs de variations communs. L’évolution simultanée de ces
composeés au cours du développement de la baie de Cabernet-Sauvignon a ainsi été considérée
dans le chapitre 6.

Enfin, cette analyse souligne aussi le fort antagonisme qui existe entre les deux familles
aromatiques étudiées : fruitée et végétale. Le coefficient (-0.805) ainsi que la p-valeur (<
0,0001) affirment cette relation qui avait déja été énoncée dans plusieurs études (Etude
bibliographique, § 1.2.2). Par conséquent, ces résultats traduisent I’intérét qui existe a étudier
et & mieux comprendre I’origine de ces tonalités aromatiques qui sont autant de modulateurs
négatifs de I’expression fruitée des vins rouges, et donc, dans une certaine mesure, de leur

qualité aromatique.
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4. ETUDE DE L’IMPACT SENSORIEL DES MOLECULES
ETUDIEES

4.1. Considérations des alcools en C6 insaturés

L’étude des corrélations a établi une absence de lien entre la concentration en alcools en
C6 et en IBMP avec I’expression aromatique végétale des vins rouges. Néanmoins, dans
certains cas (vin de Marcillac), I’observation a été faite de concentrations élevées a la fois en

(2)-3-hexenol et en IBMP qui pourrait conduire a une surexpression des notes vegetales.

Afin de préciser ce phénomeéne, une expérience sensorielle a été conduite par le panel 2.
Elle consistait a supplémenter, dans un vin rouge témoin de Bordeaux, plusieurs alcools en C6
insaturés (E)-3-hexenol, (Z)-3-hexenol, (E)-2-hexenol, (Z)-2-hexenol a deux niveaux de
concentration, I’un noté C6(2) correspondant aux concentrations maximales dans le groupe des
70 vins de I’échantillonnage initial & savoir 70, 250, 50, 15 pg/L respectivement ; I’autre C6(1),
correspondant aux concentrations maximales divisées par deux : 50, 100, 25, 10 pg/L. Certaines
modalités ont été additionnées avec 20 ng/L d’IBMP.
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Figure 33. Intensité moyenne du descripteur « végétal » dans les différentes modalités
supplémentées par les alcools en C6 insaturés ou par I’'IBMP. La barre d’erreur indique I’intervalle
de confiance a 95%. Les lettres indiquent les groupes statistiques obtenus par ANOVA (p valeur < 0,05).

Les résultats de cette analyse sensorielle montrent I’absence d’impact olfactif des alcools
en C6 insaturés aux 2 niveaux de concentration sélectionnés, seuls ou en présence d’IBMP
(25 ng/L). Cela permet donc de souligner que ces composés ne peuvent contribuer, dans les
gammes de concentrations mesurées, a accroitre significativement la perception des nuances

végétales dans les vins, y compris en présence d’IBMP.

4.2. Considération de la sBMP et de I’IPMP

Pour finir, I’hypothése formulée (§ 3.2) quant a une possible implication sensorielle de
I’IPMP et de la sBMP, parfois détectées dans quelques vins de la catégorie des « bons
modeles », a été étudiée. Des modalités incluant un vin rouge de Bordeaux additionné par ces
molécules, dont la concentration initiale était inférieure a la limite de détection, ont ainsi été
soumises a I’évaluation du panel 2 sur I’intensité percue du descripteur « végétal » (Figure 34).
Les concentrations supplémentées étaient en accord avec les teneurs estimées dans les vins
rouges (Tableau 24) : 1,5 ng/L de SBMP ; 2,5 ng/L d’IPMP ; 20 ng/L d’IBMP.
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Figure 34. Intensité moyenne du descripteur « végétal » dans les différentes modalités
supplémentées par la sBMP, I'IPMP, I’'IBMP ou les trois méthoxypyrazines (MPs). La barre
d’erreur indique I’intervalle de confiance a 95%. Les lettres indiquent les groupes statistiques obtenus
par ANOVA (p valeur < 0,05).

Cette évaluation sensorielle a révélé que, a Iinverse de I'IBMP, I’addition aux
concentrations retrouvées dans les vins des autres méthoxypyrazines seules (SBMP et IPMP)
n’avait aucun impact sur I’intensité percue du descripteur « végétal ». En revanche, comme
notre hypothése précédente I’envisageait, I’ajout simultané de la SBMP et de I’IPMP engendre
une différence significative sur cette méme perception, suggérant ainsi un effet d’additivité
entre ces deux molécules. En outre, I’intensité percue du mélange sur le descripteur « végétal »
est équivalente & la modalité contenant 20 ng/L d’IBMP.

L'interaction perceptive entre ces deux composés a alors été caractérisée en s’appuyant
sur le modéle de Patte et Laffort (1979), déja appliqué a I’étude des interactions perceptives
dans le vin rouge par Lytra et al. (2012). Dans cette approche, nous avons considéré que le
mélange correspondait a un mélange homogene puisque I’évaluation portait uniquement sur le

descripteur « végétal » et non pas sur les nuances qui sont associées a ce descripteur.

La représentation [c = f(tr)] du modéle permet de différencier plusieurs secteurs
caractérisant le mélange binaire. L’addition est compléte (c = 1) lorsque I’intensité du mélange

est égale a la somme des intensités respectives des odorants qui le composent.
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L’hyper-addition (c > 1) correspond a une intensité¢ supérieure ; dans le cas d’un
mélange hétérogene, on parlera d’effet de synergie, bien que ce terme soit employé de maniére
assez indistincte dans la littérature. Ce type d’interaction reste toutefois assez rare et I’addition
répond le plus souvent a un effet d’hypo-addition (Etude bibliographique, § 3.2.2.2).

Le mélange binaire de I’IPMP et de la sSBMP, & 2,5 et 1,5 ng/L respectivement, donne
également lieu a un effet d’hypo-addition (Figure 35). Toutefois, cette hypo-addition est une
addition partielle, ce qui signifie que le mélange a bien une intensité « végétale » supérieure a
chacun des constituants pris individuellement. D’ailleurs, le mélange est proche de I’addition

compléte (6 = 1).

D’autre part, I’addition de I’IPMP et de la SBMP a un échantillon contenant 20 ng/L
d’IBMP suggere aussi une tendance quant a I’augmentation de I’intensité végétale percue
(Figure 34). La représentation de Patte et Laffort (Figure 36) indique que cette addition est
également une hypo-addition partielle, mais située, cette fois, en limite de I’addition de

compromis ; ce qui traduit un effet plutdt limité sur I’intensité du mélange.
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Figure 35. Effet de I’addition de sBMP (1,5 ng/L) sur I’intensité percue du descripteur « végétal »
d’un vin rouge contenant 2,5 ng/L d’IPMP. Représentation graphique [o6= f(t)] par Patte et
Laffort (1979). Les barres d’erreurs représentent les intervalles de confiance a 95 % des valeurs o et
1, chaque point en bleu symbolise [’évaluation par un juge, le point en rouge est la moyenne de ceux-Ci.
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Figure 36. Effet de I’addition de SBMP (1,5 ng/L) et d’IPMP (2,5 ng/L) sur I’intensité percue du
descripteur « végétal » d’un vin rouge contenant 20 ng/L d’IBMP. Représentation graphique [o=
f(t)] par Patte et Laffort (1979). Les barres d’erreurs représentent les intervalles de confiance a 95
% des valeurs o et 1, chaque point en bleu symbolise [’évaluation par un juge, le point en rouge est la
moyenne de ceux-ci.

Ainsi, la mise en évidence des phénomenes d'additivité entre les 2-méthoxy-3-
alkylpyrazines dans un vin rouge neutre conduit a supposer que la présence de la SBMP et de
I’IPMP dans certains vins (Anjou 08 ; Carmenerel3), méme a des niveaux de concentration
proche de leur seuil de détection olfactive dans I'eau, conduit a un renforcement de leur

expression végétale.

5. CONCLUSION

Le protocole consistant a sélectionner un large échantillonnage de 70 vins a conduit a un
modele d’étude comprenant une vingtaine de vins tres contrastés quant a leur expression
végétale, et dont le degré de représentativité a cette famille aromatique résultait d’un fort

consensus entre les juges.

La confrontation de données sensorielles de ces vins avec I’analyse quantitative des
alcools en C6 et de I'IBMP n’a pas permis d’établir de corrélations significatives.
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Si les teneurs en IBMP peuvent contribuer a I’expression végétale de certains vins ; dans
d’autres, en revanche, elles n’ont aucun lien avec celle-ci. De méme, notre approche a permis
d’exclure la contribution, directe ou indirecte, des alcools en C6 a la composante végétale des
vins, malgré les propriétés odorantes de ces composeés, et contrairement a ce qui est mentionné
dans de nombreux travaux (Etude bibliographique, 8§ 1.3.2). Aussi, les notes «herbacées,
herbes coupées » décrites au chapitre 1 comme constitutives de la famille aromatique du
végétal dans les vins rouges ne sont pas apportées par ces composés odorants. A I’inverse, notre
approche a révélé que la présence simultanée de I’IPMP et de la SBMP permettait d’accroitre
de maniére significative I’expression végétale des vins. De méme, celle-ci se trouve légérement
renforcée par I’ajout de ces méthoxypyrazines en supplément de I’IBMP. Aussi, la présence de
I’IPMP et de la sBMP pourrait donc contribuer a expliquer, dans certains cas, une partie de
I’odeur végétale percue dans les vins rouges. Toutefois, du fait de la ponctualité de cette
occurrence, I’hypothese de I’existence d’autres constituants aromatiques qui contribuent a

accroitre les nuances végétales, seuls ou en association avec I’'IBMP, peut étre formulée.

Enfin, I’observation des « bons modéles » nous a renseignés sur les origines possibles de
ces nuances. Pour la plupart des Cabernets, il semble que les conditions de maturation aient été
rendues difficiles par une topographie défavorable et un sol plutét hydromorphe (CS_BAS ;
PB_CS), une limite de culture septentrionale du cépage (Anjou08) ou des conditions
climatiques difficiles (Carmenerel3). L hypothése d’une relation de cette expression végeétale
avec les conditions de maturation des raisins a donc été formulée et a constitué I’objet de la
seconde partie de notre étude. Deux vins de presse de merlot (HB_P3-NI ; HB_P1-NI) font
également partie intégrante des «bons modeles ». Le vin de goutte ne présentant pas de
caractere végétal particulier, il est logique de penser que celui-ci soit bien imputable au
pressurage; cette hypothése a donc servi de support a la troisiéme partie. Enfin, nous ne
pouvons exclure d’autres origines, liées par exemple a la variété elle-méme (Fer Servadou),
mais aussi a des facteurs exogenes dont certains ont été évoqués dans la quatrieme partie de

notre étude.
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Chapitre 4. Approche sensorielle et analytigue

ciblée sur des vins expérimentaux issus de raisins

noirs récoltés a des stades de maturité contrastés

1. INTRODUCTION

Pour le biologiste, la maturité du raisin correspond au stade de germination du pépin, soit
un peu avant la véraison. Cependant, en cenologie, cette notion de maturité ne constitue pas un
stade physiologique précis. La maturité de la pulpe, correspondant a un rapport sucre/acide
optimal, est différenciée de la maturité pelliculaire et aromatique. Dans le cas des raisins
destinés a I’élaboration des vins rouges, I’appréciation de ces deux derniers criteres dépend des
objectifs du vinificateur ; leur optimum correspond souvent a un niveau d’évolution du potentiel
aromatique et polyphénolique qui soit conforme a ses exigences en vue de I’élaboration du vin
souhaité. Cela integre des dimensions d’intensité, de complexité, d’expression variétale ou
d’extractibilité satisfaisante (Ribéreau-Gayon et al. 2012). Ainsi, il y a un grand intérét a
s’intéresser, au cours de la maturation des raisins, & I’évolution du potentiel aromatique dans la
baie. Cette évolution concerne I’accumulation de composés volatils et leurs précurseurs
susceptibles de contribuer aux nuances fruitées, florales, épicées de I’arbme des vins.
Inversement, d’autres familles de composés, telle que I'IBMP, voient leurs concentrations

diminuer (Etude bibliographique, § 1.3.1).

Le chapitre précédent (chapitre 3) a révélé que I’expression aromatique végétale de
certains vins, possiblement associée a un manque de maturité des grappes, ne pouvait étre
systématiquement réduite aux seules concentrations en 2-méthoxy-3-alkylpyrazines. Aussi,
sans nier la réalité de son implication dans les nuances végétales de nombreux vins rouges
présentant cette caractéristique, il est apparu que sa perception pourrait étre modulée par la

présence d’autres composés volatils.
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Dés lors, la démarche entreprise dans ce chapitre avait pour objectif principal de
rechercher de nouveaux marqueurs volatils, en lien avec la maturité des raisins, dont
I’implication a I’expression végétale des vins est suspectée. Dans ce but, une combinaison
d’approches sensorielles et analytiques a été appliquée a un modele de vins expérimentaux, en
joignant, notamment, le fractionnement par CLHP semi-préparative a la chromatographie en
phase gazeuse multidimensionnelle couplée a I’olfactométrie et & la spectrométrie de masse
(MDCPG-O-SM).

2. VALIDATION DU MODELE D’ETUDE

Afin de pouvoir étudier spécifiquement les aromes végétaux des vins rouges qui ont un
lien avec la maturité des raisins, nous avons choisi de travailler sur un modéle d’étude
permettant d’isoler au maximum ce parametre. L’autre avantage principal de cette approche
réside dans le fait qu’elle nous permettait d’accentuer le phénomene afin de donner lieu a des
vins d’étude bien contrastés. Elle permettait aussi d’obtenir des volumes suffisants de vin pour

assurer le travail de caractérisation.

La question de I’espacement des dates de récoltes entre les deux points du modéle a
toutefois été posée et ne pouvait étre résolue que par une appréciation personnelle du
compromis entre la recherche d’un contraste maximum et le maintien d’une réalité cenologique.
Ainsi, des raisins de Merlot et de Cabernet Sauvignon ont été vendangés en 2014 et 2015, sur
les mémes rangs d’une méme parcelle, & un mois d’intervalle (Tableau 26). La récolte a
maturité optimale (Maturité+) s’est déroulée la veille de la vendange de la parcelle par la
propriété. Les vins ont ensuite été vinifiés dans des conditions qui ont essayé de se rapprocher
au plus pres de la vinification bordelaise, notamment par leur temps de macération (3 semaines
environ). Malgré des acidités plus élevées dans les raisins issus des vendanges précoces

(Maturité-), aucun souci n’a été observé dans le déroulement des fermentations.
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Tableau 26. Date de récolte, paramétres technologiques et description sensorielle réalisée par 3
experts des vins modéles de Merlot (M) et de Cabernet Sauvignon (CS) au cours des
millésimes 2014 et 2015.

Date de

Modalité Cépage . % TAV pH Arbmes

récolte
Maturité- M 05/09/14 9,7 3,25 Fruits rouges (cerise, framboise), tres frais
Maturité- cS 12/09/14 95 3,51 Fortement végétauxfr:a[i);)ivron vert, herbacé,
Maturité+ M 03/10/14 13,0 3,53 Fruits rouges (cerise, framboise, fraise)
Maturité+ Cs 12/10/14 12,0 3,74 Fruits noirs (cassis, mare), [égérement fumé
Maturité- CS 01/09/15 9,5 3,42 Baies fraiches, cassis
Maturité+ cS 01/10/15 11,9 3.70 Fruits rouges et noirs (fraise, mdre, cassis),

réglisse

Cela permet de constater que, méme lorsqu’ils proviennent d’un état de sous-maturité
avanceée des raisins, les vins de Merlot n’expriment pas de nuances végétales particuliéres. Leur
expression se situe toujours autour du fruit et tend simplement a plus de fraicheur aromatique,
évoquant notamment les notes de framboise ou de cerise fraiche lorsque les raisins sont récoltés
prématurément. En ce sens, ce cépage ne constitue pas un bon modeéle d’étude de I’expression
végétale en lien avec la sous-maturité de raisin ; c’est la raison pour laquelle il n'a pas été
reproduit sur le millésime 2015. A I’inverse du Merlot, le Cabernet Sauvignon est en mesure
d’exprimer de maniére treés intense des notes végétales dans le cas de la modalité précoce
(Maturité-) sur le millésime 2014. Ces notes rappellent le poivron vert et I’odeur de I'IBMP,
auxquels se joignent des nuances d’herbes et des odeurs tres fraiches. Ces ardmes sont toutefois
nettement moins présents sur la modalité équivalente du millésime 2015. Enfin, dans chacun
des cas, le vin de maturité optimale (Maturité+) exprimait des nuances majoritairement fruitées
(rouges et noirs), qui s’apparentent au cassis, a la fraise et a la mdre avec, dans le cas du

millésime 2014, une fine note de végétal frais.

Ces observations sensorielles approuvent I’hypothese du lien entre la maturité des raisins
et I’expression végétale des vins de Cabernet Sauvignon, tout en validant le choix de ce modéle
d’étude. Le millésime 2014, par son contraste important entre les deux modalités, est donc
apparu comme le modeéle privilégié sur lequel s'est basée la recherche et la caractérisation des

déterminants moléculaires.
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3. MISE EN EVIDENCE DE FRACTIONS D’INTERET PAR
CLHP SEMI-PREPARATIVE

3.1. Caractérisation olfactive

L application d’un fractionnement par CLHP sur les extraits organiques des deux
modalités de Cabernet Sauvignon sur le millésime 2014 a permis d’obtenir, par I’utilisation
d’un gradient eau/éthanol, 50 fractions qui ont pu faire I’objet d’une description olfactive sans

nuisance des odeurs de solvant.

Selon notre définition, une fraction d’intérét est une fraction qui exprime une partie ou la
totalité des nuances aromatiques caractéristiques de I’extrait initial, et dont la variation
qualitative ou quantitative va dans le sens de celle attendue. Appliqué a notre cas, une fraction
d’intérét se doit d’exprimer des nuances végétales caractéristiques de la modalité Maturité- et
dont I’odeur est diminuée ou absente dans les fractions de la modalité Maturité+.

L’évaluation sensorielle des fractions obtenue a été réalisée par trois juges expérimentés
selon une tache de génération libre de vocabulaire. Sur les 50 fractions obtenues, 4 seulement

répondaient entierement a cette définition (Tableau 27).

Tableau 27. Description sensorielle des fractions obtenues par CLHP a partir des vins de Cabernet
Sauvignon (2014) aux deux stades de maturité des raisins (Maturité- et Maturité+).

N° Fraction Maturité- Maturité+ Groupe
31 Herbe coupée, fruité Safran, épicé, fruité
A
32 Herbe coupée, bois vert Fruité
35 Frais, mentholé Fruité
B
36 Poivron vert, mentholé Fruit frais, Iégérement végétal

Les 4 fractions d’intérét exprimaient, dans la modalité Maturité-, trois des nuances

principales du caractére végétal (chapitre 1), associées a la sous-catégorie du végétal
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frais : herbacé, herbe coupée pour les fractions 31 et 32 ; poivron vert et mentholé pour les
fractions 35 et 36. De plus, la différence entre les deux vins sur ces fractions ne portait pas
uniquement sur I’intensité de la perception de ces odeurs. Les fractions correspondantes
(Maturité+) avaient une expression a dominante fruitée. Considérant I’antagonisme entre ces
deux catégories d’odeurs (chapitre 3), deux hypotheses peuvent alors étre formulées : soit la
différence observée a pour origine la diminution de molécules aromatiques aux tonalités
végetales dans la modalité Maturité-, soit elle résulte d’une augmentation des arémes fruités
dans la modalité Maturité+. Bien entendu, il est aussi possible que cette différence soit le
résultat croisé de ces deux phénomeénes. Quoi qu’il en soit, cette méthode atteste de sa capacité
a conserver, sinon la totalité, une partie intéressante des différences aromatiques qui existe entre

les vins de notre modéle d’étude sur ces nuances spécifiques.

Du fait de la similitude dans leurs odeurs, les fractions 31, 32 et 35, 36 ont été regroupées

par paire pour la suite de I’étude, formant ainsi les groupes A et B respectivement.

3.2. Validation de I'impact sensoriel des fractions d’intérét

Afin de valider I’impact sensoriel des deux groupes de fractions sélectionnées sur la
perception du caractére végétal, des tests sensoriels d’omission et d’addition ont été réalisés au
cours d’une méme session d’analyse sensorielle. Le panel 3 a évalué I’intensité du descripteur
« végétal », associé a la famille aromatique plutdt qu’aux nuances spécifiques des fractions ;

cela, afin de ne pas exclure la possibilité d’un effet perceptif dans le mélange.

Un test d’omission a d’abord été réalisé a partir de fractions de I’extrait organique du vin
exprimant de fortes nuances végétales (Maturité-). Concrétement, deux modalités ont été
distinguées : reconstitution avec une exclusion du groupe A (fractions 31 et 32) ou exclusion
du groupe B (fractions 35 et 36). Apres dilution des fractions dans de I’eau ultrapure afin
d’obtenir un mélange & 12 % éthanol (v/v), les fractions reconstituées ont été évaluées sur le
critére de I’intensité percue du caractére végétal. Les résultats du test sensoriel montrent que la
reconstitution aromatique totale des fractions (RA) est bien pergue comme végétale par le panel
de juges (moyenne de 6,4 + 1,2 sur une échelle de 10), illustrant la capacité de maintien de
I’intégrité aromatique de I’extrait initial et validant, dans le méme temps, la robustesse du panel
sollicité (Tableau 28).
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Ensuite, I’'omission des fractions 35 et 36 (RA-B) de cette reconstitution conduit a une
diminution tres significative de la perception de I’odeur végétale (3,8 £ 1,3 ; p-valeur = 1,28.10
). En revanche, I’exclusion des fractions 31 et 32 (RA-A) n’a aucun impact (p-valeur = 0,77).
De plus, aucun effet d’additivité entre ces deux groupes de fraction n’est observé puisque
I’intensité de la perception des nuances végétales dans la reconstitution pour laquelle les
groupes A et B ont été éliminés (TAR-[A+B]) ne difféere pas des résultats obtenus avec
I’échantillon TAR-B (p-valeur = 0,99). Malgré les caractéristiques végétales et herbacées des
fractions 31 et 32, les composés associés a ce groupe de fraction semblent n’avoir aucun impact
sur la perception des ardbmes végétaux du mélange, a I’inverse des fractions constituant le
groupe B (35, 36).

Tableau 28. Notes moyennes obtenues sur I’intensité du descripteur « végétal ».

Test d’'omission Test d’addition
Echantillon Moyenne £ IC Echantillon Moyenne £ IC
RA 64+x12a M- 8,9+0,8d
RA-B 3,8+£13b M+ 42+15ab
RA-[A+B] 38+1,1b M+ [+A] 37+11a
RA-A 6,8+x12a M+ [+A+B] 56+1,3bc
M+ [+B] 77+12c¢

* Test d’omission : RA (Reconstitution Aromatique) ; RA-A (sans les fractions 31 et 32) ; RA-B, sans
les fractions 35 et 36 ; RAT-[A+B], sans les fractions 31, 32, 35 et 36. Test d’addition dans le vin : M-
(Maturité-) ; M+ (maturité+) ; M+[+A], additionné des fractions 31 et 32 ; M+[+B], additionné des
fractions 35 et 36,; M+[+A+B], additionné des fractions 31, 32, 35 et 36. Les lettres indiquent les
groupes statistiques obtenus par I’analyse de variance (p-valeur < 0,05). IC, intervalle de confiance a
95 %

Concernant le test d’addition, il se positionne comme un complément au test précédent
qui vise a considérer I’impact d’un ajout des fractions dans le vin lui-méme. En d’autres termes,
il avait pour objectif d’estimer la capacité des fractions a conférer, au vin de pleine maturité, un
caractére végétal propre au vin dont les raisins ont un niveau de maturité déficitaire. Ce test a
été réalisé par un ajout de 0,2 pL (facteur 2 par rapport au vin initial avec un rendement
hypothétique de 100 %) du groupe A et du groupe B, obtenus & partir de 750 mL de vin de la
modalité Maturité-, dans 35 mL de vin de la modalité Maturité+.
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Les résultats de I’addition du groupe A dans le vin confirment ceux du test d’omission
puisqu’aucun effet n’a pu étre observe sur I’intensité percue des ardmes végétaux (p-valeur =
0,70). En revanche, une différence significative importante (p-valeur < 0,001) est observée
entre le vin témoin (M+) et le vin supplémenté par les fractions 35 et 36 (M+ [+B]). Ces résultats
confirment I’impact des fractions du groupe B (35, 36) sur la perception de nuances aromatigques
végétales. De fait, des variations de concentration dans les composés aromatiques présents dans
ces fractions expliquent vraisemblablement, au moins partiellement, une part des différences
aromatiques entre les deux modalités de vins (Maturité- et Maturité+). Enfin, la différence
significative qui persiste (p-valeur = 0,017) entre le vin de la modalité Maturité+ supplémentee
par le groupe B (M+ [+B]) et le vin de la modalité Maturité- (M-) suggere que d’autres fractions
pourraient contribuer & intensifier ces ardmes par des effets perceptifs d”hyper-addition. Il est
aussi possible que les composés aux odeurs fruitées associées a un optimum de maturité des
raisins viennent masquer une partie des ardbmes végétaux (phénoméne d’hypo-addition ou

d’antagonisme).

4. ANALYSE DES FRACTIONS D’INTERET PAR MDCPG-O-
SM/TOF ET CARACTERISATION DE COMPOSES AUX
NUANCES VEGETALES

Compte tenu de I’impact olfactif dans la perception du caractére végétal associé au groupe
B (fractions 35 et 36 de CLHP), il est apparu pertinent de caractériser les composés cibles dans
ces fractions. Les deux groupes de fractions, apres avoir été réextraits, ont donc été analysés
par chromatographie multidimensionnelle couplée a I’olfactométrie et a la spectrométrie de
masse a temps-de-vol (MDCPF-O-SM/TOF). Cette technique avait pour objectif de permettre
une séparation efficiente des composés odorants de la fraction afin de faciliter leur
caractérisation. Pour cela, les deux systémes chromatographiques étaient constitués par deux
colonnes dont les polarités respectives assuraient une bonne orthogonalité du systéme, a savoir
une colonne de type BP20 en premiére dimension (D), une colonne de type DB1 en seconde
dimension (?D). Sur chacune des zones odorantes d’intérét, de courts « heart-cut », n’excédant

pas 1 minute, ont été réalisés. L’intérét de cette restriction était de maximiser les chances de
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résolution du ou des pics d’intérét a la sortie de la seconde dimension, permettant ainsi

I’obtention d’un spectre de masse interpretable.

L’analyse du groupe A de fractions a révélé que I’hexanol, dont I’odeur évoque I’herbe
coupée (Etude bibliographique, § 1.3.2), a été identifié comme I’un des constituants odorants
majoritaires dans le groupe A (fractions 31 et 32). Cette observation est en accord avec I’odeur
caractéristique de ce groupe de fraction de CLHP et souligne le faible impact olfactif de ce
composé dans les vins rouges, qu’il soit seul ou en mélange avec d’autres molécules aux
caractéristiques végétales (groupe B). Bien que certaines études ont pu reporter une
décroissance de celui-ci au cours de la maturation des baies (Bindon et al., 2014), il semble
qu’il ne semble pas contribuer aux odeurs végétales des vins produits a partir de raisins

immatures.

L’analyse du groupe B de fractions a mis en lumiére plus de 70 zones odorantes, et ceux,
malgré le fractionnement par CLHP en amont qui permet de simplifier la matrice. Sur la totalité
des zones odorantes, seulement une vingtaine présentait des tonalités appartenant a la famille
aromatique du végétal (Tableau 29). Parmi elles, une seule (ZO 2) n’était pas percue dans la
modalité témoin (Maturité+). Si d’autres, en revanche, semblaient voir leur intensité diminuer
entre les deux modalités, dans le sens de la maturité des raisins, aucune ne présentait une

augmentation d’intensité dans la modalité Maturité+.

Notons qu’il est toutefois difficile d’estimer une variation de concentration dans le vin
initiale en se basant sur I’intensité percue lors de la CPG-olfactométrie. En effet, au-dela des
variations dans la perception individuelle, cela supposerait que I’intensité percue soit
proportionnelle & la concentration de la molécule dans I’air, elle-méme proportionnelle a sa
concentration dans le vin. Pour que cela puisse étre valable, il est indispensable que la molécule
soit donc située dans son domaine de perception supraliminaire (Sauvageot, 1990), et non pas,
comme cela peut étre le cas en CPG-O par le phénoméne de concentration, dans le domaine de
saturation de I’odeur. Ainsi, des composés trés odorants comme I’IBMP ne présentent que trés
peu de variation dans leur intensité odorante, malgré des teneurs bien différentes dans les
échantillons initiaux. A I’exception de cas particuliers comme celui de la ZO 2 cette
discrimination ne peut étre considérée que comme une hiérarchisation préliminaire devant étre
confirmée par l'analyse quantitative par CPG-SM, puis par I’estimation de I’impact réel du

composeé par des tests sensoriels.
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Tableau 29. Principales zones odorantes (groupe B) déterminées par MDCPG-O-SM/TOF.

Zone odorante

Zone odorante

1 2 )
ILRD ILR"D Maturité- Maturité+ N
herbe coupée herbe coupée
1070 732 (+4) (+4) 1
mentholé, frais, herbacé
1183 1015 (+++) N.D. 2
peau d’agrume peau d’agrume
1273 980 (+4) (+4) 3
peau d’agrume peau d’agrume
1382 1079 (+4) (+4) 4
petit pois, terreux petit pois, terreux
1430 1085 (++4) (+4) 5
terreux, végétal terreux, végétal
1489 1143 (1) () 6
1149 vert, frais vert, frais 7
~1490 ) *)
vert, frais vert, frais
1154 ' ' 8
(+) (+)
1510 1076 pasteque, goyave, vert pasteque, goyave, vert 9
(++++) (++++)
pasteque, goyave, vert pasteque, goyave, vert
1515 1082 (+++4) (+++4) 10
~1520 1015 végeétal frais végeétal frais 11
1069 (++) (++) 12
poivron vert poivron vert
1525 1180 (+++4) (+++) 13
carton, vert carton, vert
1530 1138 . . 14
) )
feuille de géranium feuille de géranium
1537 1090 (+++4) (++4) 15
concombre concombre
1571 1141 (+++) (+++) 16
épicé, vert épicé vert
1662 1187 17
) )
fruité, mentholé fruité, mentholé
1670 1171 ’ ’ 18
) )
1090 feuille de géranium feuille de géranium 19a
1696 1251 (+4++4) (++4) 19b
1313 19c
concombre concombre
1709 1215 (+4+4) (+4+4) 20
camphrée, médicinal camphrée, médicinal
1775 1202 (+++) (+++) 21
1837 1449 feuille de géranium feuille de géranium 22

(++)

(++)

* ILR, indice linéaire de rétention sur BP20 (1D) et BPI (2D) comparé avec ceux de la littérature ; IS,
injection d’un standard commercial pur; SM, spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV)
et comparé avec la librairie NIST. Entre parenthéses, I’évaluation de I’intensité odorante : ++++ tres
forte, +++ forte, ++ moyenne et + faible intensité.
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4.1. Zones odorantes d’intérét avec identification du composé

41.1. ZO 2: 1,8-cinéole

La premiere zone odorante d’intérét (ZO 2), aux odeurs fraiches et mentholées, qui
évoquaient les herbes aromatiques, a focalisé toute notre attention par sa disparition compléte
dans I’extrait initial. Elle était la seule zone de I’extrait qui présentait un tel degré de variation

dans son intensité.

La comparaison du spectre de masse de la molécule associée a cette zone odorante avec
la base de données NIST a révélée que cette zone était associée a la présence du 1,8-cinéole ou
eucalyptol. Son identification a été confirmée par la comparaison des indices de rétention sur
deux colonnes chromatographiques (1183, 1015 ; BP20, BP1) avec ceux de la littérature et par

I’injection d’un standard commercial pur.
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Figure 37. Portions de chromatogrammes mettant en évidence la détection du 1,8-cinéole par
MDCPG-O-SM/TOF (Analyse sur colonne BP1 apreés coupe sur colonne BP20 - 60 s-) a partir de
fractions A issues de vins de modalité Maturité- (A) et de modalité Maturité+ (B)
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Nous avons été surpris de constater la présence de ce composé dans les vins rouges
frangais de Cabernet Sauvignon selon une origine variétale en lien avec la maturité des raisins.
L’analyse semi-quantitative de ces deux fractions CLHP par MDCPG-O-SM/TOF confirme les
observations sensorielles par la disparition quasi compléete du 1,8-cinéole dans la modalité
Maturité+ par rapport a la modalité Maturité- (Figure 37). Ceci suggére alors la possibilité

d’une relation étroite entre ce composé aromatique et I’état de maturité des raisins.

Nous n‘avons pas détaillé plus en détail ce composé puisque, du fait de son originalité
et de sa variation importante entre les deux modalités étudiées, son étude a constitué un chapitre

indépendant (chapitre 5).

41.2. ZO5, 13 : IBMP et IPMP

Deux autres zones (LRI 1430/1035 et LRI 1525/1180 sur colonne BP20 et BP1
respectivement) associées aux 3-alkyl-2-méthoxypyrazines (IPMP et IBMP) ont aussi retenues
notre attention par I’intensité aromatique de leur expression végetale, de type poivron vert et
cosse de pois. La différence d’intensité pergue entre les deux modalités restait minime ; la
puissance aromatique de ces molécules les situant trés probablement dans une gamme de

saturation de I’odeur.

S’agissant de I'IPMP, malgré I'intensité de la zone odorante, aucune détection
chromatographique n’a été possible, méme apres concentrations des extraits. Son identification
a toutefois été permise par la similitude de I’odeur, la comparaison des indices linéaires de

rétention expérimentaux et théoriques ainsi que par I’injection d’un standard commercial.

L’origine bien connue de I'IBMP en adéquation avec notre modele d’étude (sous
maturité des raisins de Cabernet Sauvignon) ne confere pas a sa présence un caractére inattendu.
En revanche, celle de I’lPMP apparait moins triviale et sa contribution aux nuances végétales
des vins obtenus & partir de raisin de maturité insuffisante, en complément de I’IBMP, constitue
une hypothése valable malgré que nous tendions a I’exclure au vu des faibles concentrations
mesurées dans le chapitre 3. Toutefois, les essais de quantification réalisés dans les vins
initiaux de chaque modalité (Maturité- et Maturité+) ont montré que sa concentration était
inférieure a la limite de détection de la méthode développée au cours du chapitre 2 (1,1 ng/L).
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Malgré la présence de cette zone odorante dans les extraits, il apparait donc que la
contribution de cette molécule a I’odeur végétale des vins reste probablement limitée par
rapport a nos observations du chapitre 3. L’étude de I’évolution de ce composé au cours de la
maturité des grappes de raisins méritait toutefois d’étre approfondie. Cette hypothese, qui
envisage des similitudes avec I’IBMP dans I’évolution de ces concentrations dans le raisin au

cours de la maturité, a donc été précisee dans le chapitre 6.

41.3. ZO 1, 3, 4, 14, 16, 20 : alkanal, alkenals et alkadienals

Un certain nombre de zones odorantes aux nuances végétales étaient correspondaient a
des aldéhydes saturés (hexanal, octanal, nonanal), simple insaturés [(E)-2-nonenal] ou double
insaturés [(E,Z)-2,6-nonadienal, (E,E)-2,4-nonadienal]. Bien que tous appartiennent a la famille
aromatique du végétal, les tonalités de chacun de ces composés ont des nuances diverses, qui
vont de I’herbe coupée ou de la punaise écrasée (hexanal), aux peaux d’agrume (octanal,
nonanal), aux notes végétales et de carton [(E)-2-nonenal] et jusqu’a I’odeur méme du
concombre [(E,Z)-2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal].

Ces composés, dont I’origine provient majoritairement de I’oxydation des acides gras
insaturés, sont largement répandus dans le vivant (Hui et al., 2010) et se retrouvent dans un
grand nombre d’aliments ou de boissons (Maarse et al., 1989). Dans le vin, leur impact sur
I’arbme a été suggéré depuis longtemps (Baro & Quiros, 1977). Chatonnet & Dubourdieu,
(1997) ont montré que I’(E)-2-nonenal, dont ils estiment le seuil de détection olfactive autour
de 200 ng/L dans les vins rouges, était responsable des nuances de « sciure » ou de « bois vert »
dans les vins élevés en barrique neuve dés 600 ng/L. De plus, ce composé, ainsi que d’autres
(E)-2-alkenals, augmentent avec I’oxydation des vins et contribuent & I’apparition de leurs
nuances aromatiques particuliéres (Escudero et al., 2000 ; Culleré et al., 2007). Les aldéhydes
saturés sont souvent détectés par CPG-Olfactométrie dans les vins rouges (Culleré et al., 2004 ;
Escudero et al., 2007). L’octanal et le nonanal font partie des composés les plus odorants avec
un seuil qui oscille autour de 1 pg/L. Culleré et al., (2011) montrent qu’ils peuvent avoir un

effet aromatique important sur I’aréme des vins blancs.
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Les deux aldéhydes doublement insaturés associés aux ZO 16 et 20 ont un seuil de
détection olfactive tres bas, estimé entre 1 et 10 ng/L dans la littérature. Ainsi, le (E,Z)-2,6-
nonadienal est a ’origine des nuances « vertes » ou de « concombre » qui peuvent étre pergues

dans le whisky (Wanikawa et al., 2002) ou dans le Cognac (Ferrarri et al., 2004).

Ce composé est aussi mentionné comme I’'un des constituants odorants majeurs des vins
de cépages hybrides du Québec (Sleger et al., 2015), bien que Ferreira et al. (2004) n’aient pu
attester de sa présence dans les vins rouges espagnols. Le (E,E)-2,4-nonadienal, malgré un seuil
de détection olfactive dans I’eau proche du (E,Z)-2,6-nonadienal n’a, a ce jour, pas réellement

fait I’objet de description dans les vins.

Par I’intérét qu’ils suscitent, ces composés ont fait I’objet d’une étude spécifique, en

considérant la maturité des raisins, mais aussi d’autres origines développées dans le chapitre 9.

4.1.4. ZO 21 : salicylate de méthyle

Le composée associé a la zone odorante 21 décrite comme « camphrée, médicinale,
herbacées, fraiche » a été identifié et correspond au salicylate de meéthyle (Figure 38). Ce
composé, bien connu du regne végétal, est mentionné comme 1’un des constituants aromatiques
majoritaires du poivron vert ou de la tomate Buttery et al. (1969, 1988). Sa présence dans les
vins a déja été attestée, mais sans jamais étre discutée ou faire I’objet d’une étude particuliére
(Bordiga et al., 2013). L’intérét que présente cette zone odorante, d’un point de vue qualitatif
comme quantitatif, nous a poussés a considérer ce composé d’impact olfactif dans un chapitre

a part entiére qui atteste d’une autre origine que celle de la maturité des raisins (chapitre 13).

@]

o

OH

Salicylate de méthyle
wintergreen, camphré, médicinal

Figure 38. Structure chimique du salicylate de méthyle. * Seuil de détection olfactive dans I’eau
(Buttery et al., 1969).
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4.1.5. ZO 22 : (E)-1-(2,3,6-trimethylphenyl)buta-1,3-diene (TBP)

La premiere, laZO 22 (ILR 1837, 1449), aussi associée a une odeur de feuille de géranium
correspond au (E)-1-(2,3,6-Trimethylphenyl)buta-1,3-diene, ou TBP. La correspondance des
spectres (Figure 39), de I’'odeur et du temps de rétention sur la premiére dimension (ILR

théorique 1832) permettent de valider cette identification.
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Figure 39. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 11 avec le spectre théorique du (E)-1-(2,3,6-
Trimethylphenyl)buta-1,3-diene.

Déja mis en évidence dans la biére, le Cognac ou les rhums (Strating & Van Eerde, 1973 ;
Kleipool et al., 1976), ce composé aromatique a été identifié et étudié précisément dans le vin
par Janusz et al. (2003) et Cox et al. (2005). C’est un composé tres odorant dont le seuil de
détection olfactive a été estimé a 40 ng/L dans le vin blanc (Janusz et al., 2003). A faible
concentration, ces auteurs notent qu’il confére des nuances florales, de géranium,
de tabac, décrites comme « trés verte », « insecticide » a forte concentration. Il peut étre retrouvé
jusqu’a 210 ng/L dans les vins blancs (Janusz et al., 2003). Ce composé, initialement présent

sous forme glycosylée, augmente par hydrolyse acide au cours du vieillissement dans le vin
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blanc, et d’autant plus lorsque celui-ci est maintenu a 45 °C. En revanche, sa présence dans les
vins rouges n’a jamais été attestée. Cox et al. (2005) explique cela par la forte réactivité de ce
composé avec les tanins des raisins ou de pépins. Ainsi, a I’inverse du vin blanc, les auteurs
démontrent qu’une concentration fixée initialement a 500 ng/L dans un vin rouge décroit pour
atteindre 50 ng/L aprés 6 mois de conservation. Malgré que nous ayons attesté de sa présence
dans le vin rouge, il est trés probable que les teneurs retrouvées dans les vins jeunes chutent
rapidement & des niveaux de concentration tres bas, limitant fortement son impact olfactif. Bien
qu’il serait intéressant de suivre I’évolution de cette molécule sur des millésimes plus anciens
dans lesquelles les teneurs en polyphénols tendent & s’estomper au profit de I’hydrolyse du
précurseur glycosylé, nous avons décidé de ne pas explorer cette possible voie de formation de

nuances végétales et, ainsi, n’avons pas considéré ce composé dans la suite de notre étude.

416. ZzO 7, 8, 17, 18 : 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine, 3,5-diéthyl-2-
methylpyrazine, safranal, benzoate d’éthyle

Enfin, un certain nombre de composeés associés a des zones odorantes de faible intensité
ont pu étre identifiés. C’est le cas de deux pyrazines, la 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine (ZO 7) et
la 3,5-diéthyl-2-methylpyrazine (tentative) (ZO 8). L’identification a été réalisée par
comparaison des spectres de masse et des temps de rétention sur les deux colonnes (BP20, BP1).
Bien que nous les décrivions avec des notes végétales, ces molécules rapppellent plutét des
odeurs de «noisettes » d’aliments grillés ou torréfiés (Kwon et al., 2013) comme le café
(Czerny et al., 1996) ou la viande grillée (Cerny & Grosch, 1993). Solina et al. (2005)
mentionnent toutefois que leur odeur grillée devient « verte » a faible concentration. Burdock
(2002) précise aussi la caractéristique « noisette », « grillée » et « végétal » de la 2,3-diéthyl-5-
méthylpyrazine avec son seuil de détection olfactive dans I’eau de 0,090 a 1 pg/L. Toutefois,
les tests d’addition de la 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine que nous avons réalisés dans un vin
rouge ont montré qu’elle a un impact tres limité dans des plages de concentration allant jusqu’a
10 pg/L, avec une odeur qui ne correspond pas exactement au registre végétal (résultat non
communiqué). L’intensité odorante légérement inférieure de la zone associée a la 3,5-diéthyl-
2-methylpyrazine nous laisse envisager un impact tout aussi limité. Ainsi, malgré que la
présence de ces pyrazines n’ait pas été, a notre connaissance, attestée dans le vin, nous les avons

négligées dans la suite de notre étude.
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Une autre zone odorante (ZO 17) est associee au 2,6,6-trimethyl-1,3-cyclohexadiene-1-
carboxaldehyde ou safranal (Figure 40). Ce composé présente une odeur prononcée de safran
et d’herbe seche ou de tabac. Comme son nom I’indique, il est le constituant majoritaire du
safran puisqu’il représente 72 % de sa fraction volatile (Alonso et al., 1996) et il est en grande
partie responsable de son odeur (Amanpour et al., 2015). Peu d’informations sont disponibles
dans la littérature quant a son seuil de détection olfactive. De méme, sa présence dans les vins
rouges australiens a été signalée par Robinson et al. (2011b) lors d’une analyse en CPG
intégrale, mais sans étre discutée. Le seuil de détection olfactive du safranal a été réalisé dans
le vin rouge par le panel 9 selon 5 modalités : 0,2/0,4/0,8/1,6/3,2 pg/L. L estimation de celui-
ci par la méthode BET montre un seuil autour de 3 pg/L. Quoi qu’il en soit, ce composé est
inférieur aux teneurs maximales mesurées dans les vins rouges (0,7 pg/L environ) et, de méme,
aucun lien avec la maturité n’a pu étre établi (résultats non communiqués). Il n’a donc pas été

considéré pour la suite de I’étude.

Enfin, le benzoate d’éthyle & I’odeur fruitée, mentholée et médicinale est responsable de
la ZO 18. Ce composé présente un seuil de détection olfactive dans le vin rouge trés élevé
(575 pg/L) au regard de ses concentrations moyennes (0,5 pg/L) (Ferreira et al., 2000b). De
plus, les tests de quantification réalisés ne montrent aucun lien particulier avec la maturité des

raisins (résultats non communiqués) ; ainsi, nous avons également écarté ce composé.

e XL

2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine 3,5-diéthyl-2-méthylpyrazine
noisette, végétal noisette, végétal
0,09-1 pg/L*
(o]
ii\o ©)‘\ O/\
Safranal Benzoate d'éthyle
safran, herbe seche, tabac fruité, mentholé, médicinal
575 pug/L?

Figure 40. Structure chimique de la 2,3-diéthyl-5-méthylpyrazine et 3,5-diéthyl-2-methylpyrazine,
du safranal et du benzoate d’éthyle. ! Seuil de détection olfactive dans I’eau (Burdock et al., 2002) ; 2
Seuil de détection olfactive dans le vin rouge (Ferreira et al., 2000Db).
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4.2. Zones odorantes d’intérét avec identification partielle (tentative)

ou absence d’identification du composé

Dans les concentrations initiales obtenues a partir d’un volume de 750 mL de vin, aucun
pic chromatographique n’était détectable pour chacune de ces zones odorantes. Ainsi, les
résultats présentés sont obtenus en répétant 5 fois la démarche d’extraction et de
fractionnement, ce qui correspond au final, a un volume de 4,5 L de vin. Le volume de I’extrait

a aussi été concentré au double, soit 50 pL.

L’extréme concentration des extraits et le nombre d’étapes nécessaires a leur obtention
font perdre toute répétabilité qui permet la comparaison semi-quantitative des deux modalités ;
ainsi, cette approche n’a été effectuée que sur le vin Maturité- avec un unique objectif

d’identification des composés associés aux zones odorantes d’intéréts.

4.2.1. ZO 6 : «terreux, végétal »

Bien que I’odeur de la zone odorante 6 ne soit pas intégralement végétale puisqu’elle
posséde aussi des caractéristiques terreuses rappelant la cave, nous avons toutefois jugé
important de la considérer ; d’une part par son pouvoir odorant et d’autre part par le fait que des
composés comme les méthoxypyrazines peuvent aussi présenter cette double caractéristique
aromatique « terreuse et végétale » (Etude bibliographique, § 1.3.1) et conférer, pour autant,
des odeurs végétales aux vins. Ce phénomeéne a été observé avec la DMMP ou 3-méthoxy-2,5-
dimethylpyrazine Botezatu et al., 2012b.

La concentration des extraits et I’utilisation de la MDCPG-O-SM a conduit a I’obtention
d’un pic chromatographique résolu. Malgré la soustraction du bruit de fond, le spectre de masse
obtenu présente quelques impuretés ; il reste cependant interprétable par les ions principaux de
la molécule qui se dégagent assez nettement (Annexe V). Cependant, aucune correspondance
particuliére entre celui-ci et la bibliotheque NIST n’a pu étre établie. De méme, aucune
hypothese particuliere n’a pu étre formulée par des recherches bibliographiques se basant sur

les ILR et les ions caractéristiques.
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422. Z09aZO 16

Plusieurs zones odorantes d’importance ont été considérées par un « heart-cut »
commun (2 minutes environ) du fait de la proximité de leur élution sur la premiére dimension,
dont la plage est comprise entre les ILR 1505 et 1571. Cette plage constitue une large zone
odorante végétale comprenant plusieurs nuances de forte intensité. Dans I’ensemble, elles sont

centrées autour de I'IBMP (ILR 1525, 1542) sur colonne polaire de type BP20 ou Carbowax.

La MDCPG-0O-SM a assuré une trés bonne séparation entre ces différentes zones
odorantes sur la seconde dimension. La concentration de I’extrait organique a également permis
d’obtenir des pics chromatographiques qui, malgré leurs faibles intensités, possedent une bonne
résolution et se demarquent suffisamment du bruit de fond pour permettre I’obtention d’un
spectre de masse par impact électronique a 70 eV (Figure 41). Bien qu’il soit globalement
respecté, I’ordre d’élution entre la premiére dimension et la seconde est modifié. Ceci
s’explique par les interactions entre les composés organiques et la colonne capillaire qui
different en fonction de la nature de la phase utilisée.
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Figure 41. Portion du chromatogramme obtenue apreés séparation des zones odorantes 9-16 sur la
colonne BP1 par CPG multidimensionnelle (BP20; BP1) couplée a I’olfactométrie et la
spectrométrie de masse a temps de vols (SM/TOF).
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4.2.2.1. ZO 11 et 12 : « vert, frais »

Les deux zones odorantes, ZO 11 et ZO 12, correspondent a des zones d’intensité
moyenne a forte dont I’odeur intégre la sous-catégorie du végétal frais. Elles évoquent des
nuances d’herbe et de tige coupée avec, pour la premiére (ZO 11) une dimension aromatique
plus fraiche. Malgré la faible intensité de leurs pics chromatographiques, les spectres obtenus
révélent nettement les principaux ions des molécules associées (Annexe V1). Toutefois, aucune
correspondance particuliére n’a pu étre obtenue par comparaison avec la bibliothéque spectrale
(NIST). Nous notons simplement que, malgré leurs similitudes d’odeurs et leur temps de
rétention proche, ces deux composes présentent des spectres de masse différents ; ce qui tend a

exclure I’hypothese de stéréoisomeres.

4.2.2.2. Z0 9 et ZO 10 : « pastéque, goyave, vert »

A I’inverse des zones odorantes précédentes, les composés associés aux ZO 9 et 10,
pour lesquelles les odeurs sont qualitativement et quantitativement similaires, ont un spectre de
masse identique. Leur temps de rétention trés proche laisse supposer, cette fois, I’existence de
deux stéréoisoméres. La comparaison du spectre de masse de ces composés avec le spectre de
masse théorique du (Z,2)-3,6-nonadienal montre un trés bon niveau de correspondance (Figure
42). De méme, les informations dont nous disposons sur les ILR du (Z,2)-3,6-nonadienal (Acree
etal., 1997 ; Delort et al. 2012 ;) avec des colonnes du méme type appuient cette identification :
ILR théorique 1520/1074-1083 ; ILR expérimentaux 1510/1076 (ZO 9) et 1515/1082 (ZO 10)
sur BP20 et BP1 respectivement. De plus, la correspondance entre I’odeur de ces zones que
nous décrivons comme végétales et qui évoquent la pasteque, le fruit vert, la goyave est
totalement en accord avec les termes utilisés par plusieurs auteurs pour décrire (Z,2)-3,6-
nonadienal : «pastéque, frais» (Hammer & Schieberle, 2013), « pastéque » (Yajima et al.,
1985), « melon, concombre, pastéque, gras » (Delort et al., 2012) ou « vert » (Milo & Grosch;
1993).
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Figure 42. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 9 avec le spectre théorique du (Z,Z2)-3,6-nonadienal.

Toutes ces correspondances permettent de proposer le (Z,Z2)-3,6-nonadienal comme le
composé de I’'une des deux zones odorantes et de formuler I’hypothése de I’existence d’un
stéréoisomére pour I'autre. Avec les données que nous possédons, il est difficile de savoir
précisément si le (Z,2)-3,6-nonadienal est imputable a la zone odorante 9 ou 10, de méme qu’il
n’est pas possible de conclure quant a la conformation exacte du stéréoisomére suspecté pour
I’autre zone. Pour étre totale, I’identification devra donc étre réalisée par injection des produits
synthétisés; ceci constitue I'une des perspectives de cette étude.

Ajoutons que le (Z,2)-3,6-nonadienal n’a pas éte, a notre connaissance, identifié dans les
vins. De méme, relativement peu d’études le mentionnent, et aucune ne fait part de I’existence
possible d’un diastéroisomére. Au-dela, de son odeur végétale trés prononcée, il présente un
intérét certain par son pouvoir odorant. Bien que peu d’informations soient disponibles sur le
seuil par voie orthonasale de ce composé dans I’eau, il apparait tout aussi odorant que les autres
composés insaturés, et particulierement le (E,Z)-2,6-nonadienal. Grosch et al., (1993) le
détermine dans I’eau par voie orthonasale a 50 ng/L, soit dans le méme ordre de grandeur que
le (E,E)-2,4-nonadienal (60 ng/L) dont le seuil par voie orthonasale a été estime & 1,7 ng/L.
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Cette forte capacité odorante nous a été confirmée par Frérot (communication personnelle) qui
a développé une méthode de synthése de ce composé (Frérot & Bagnoud, 2011). De plus, dans
les études ou il est évoqué, il est toujours responsable d’une part importante de ’odeur ; par
exemple celle du concombre ou il est mentionné pour la premiere fois, mais non identifié
formellement (Kemp et al., 1974), de la pasteque (Yajima et al., 1985), de I’herbe a huitre ou
Martensia maritima (L.) Gray (Delort et al., 2012), mais aussi de la truite ayant subi une période

de stockage prolongée (Salmo Fario) (Milo et al., 1993).

Le (Z,2)-3,6-nonadienal est en fait un produit de dégradation de I’acide linolénique
(Etude bibliographique, § 1.3.2, Figure 6) comme cela a été reporté dans le concombre par
Hatanaka et al., (1975). Il est le précurseur du (Z,Z)-3,6-nonadienol, mais aussi du (E,Z)-2,6-
nonadienal. C’est un composé qui conserve une réactivité importante et peut subir des réactions
d’oxydation, d’isomérations ou des polymérisations (Delort et al., 2012). Malgré tout, il
pourrait étre, par son faible seuil de détection olfactive, I’'un des contributeurs aux nuances
végetales des vins. La forte intensité percue des zones odorantes dans chacune des modalités
(Maturité- et Maturité+) reflete que la perception se situe certainement dans la zone de
saturation ; ainsi, il est impossible de formuler une hypothése quant a son lien avec la sous-
maturité des raisins. La synthése organique du composé apparait dés lors nécessaire afin de

pouvoir apporter de plus amples éléments de réponse sur ces points précis.

4.2.2.3. Z0 15 : « feuille de géranium »

Cette zone odorante (ILR 1537/1090 sur colonne BP20 et BP1 respectivement) présente
une puissante odeur de feuille de géranium. La encore, I’intensité de celle-ci suppose que le
composeé associé présente un seuil de détection olfactive relativement bas dans I’air, et peut étre
aussi dans le vin. Le pic chromatographique étant bien résolu avec une bonne intensité, nous
avons pu obtenir un spectre de masse net et interprétable (Annexe VI1). La comparaison de ce
spectre de masse avec les bases de données suggére plusieurs formules de composés non

commerciaux et pour la plupart jamais identifiés dans des matrices naturelles.
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4.2.3. Z0O 19 : «feuille de géranium »

L’ analyse de la seconde zone odorante (ZO 19) a I’odeur de feuille de géranium pergue
sur la premiére dimension (ILR 1696) apporte des compléments d’informations quant a la ZO
15. En effet, I'utilisation de la CPG multidimensionnelle a indiqué que cette zone n’était pas
associée a un unique composé mais résultait de la perception simultanée de trois zones
odorantes (Z019a, Z019b, Z019c) possédant les mémes caractéristiques aromatiques (Annexe
VII).

La premiére zone identifiée sur la seconde dimension ZO19a (ILR 1090) correspond au
méme indice de rétention que la ZO15 et posséde, de plus, le méme spectre de masse (Annexe
V1). Ceci signifie que le composé inconnu associé a la ZO15 existe sous deux formes qui sont
séparées sur la premiére dimension (BP20) et ne le sont pas sur la seconde (BP1). L’écart
important entre les indices de rétention sur la premiére dimension (ILR 1537/1696) nous
encourage a considérer un équilibre céto-énolique (tautomérie) plutdét que I’existence de
diastéroisomeres. Ce phénoméne a été montré dans le vin sur la 3-methyl-2,4-nonanedione
(Pons et al., 2008). Cette information n’est cependant pas suffisante pour conclure quant a la

structure de cette molécule.

Le spectre du compose associe a la ZO 19b (ILR 1251) est plus difficilement interprétable
puisque, en plus de la faible intensité du pic chromatographique, la ionisation électronique
fragmente la molécule en un nombre important d’ions (m/z 164, 149, 131, 121, 107, 91, 81, 77,
53) dont I’intensité individuelle se trouve donc diminuée et les positionne ainsi prés du bruit de
fond spectral.

A I’inverse, le pic chromatographique du composé associé a la ZO 19¢ (ILR 1313) a un
bon niveau d'intensité et posséde seulement 4 ions majoritaires (158, 143, 128, 115), ce qui
permet d’obtenir un spectre de masse bien défini et interprétable (Annexe VIII). La
comparaison du spectre de masse avec la base de donnée NIST ne propose pas de structure
chimique correspondante. L’analyse suggére que la structure chimique du composé différent
signicativement des ZO 19a (ou ZO 15) et ZO 19b et que celui-ci appartient plutot a la famille
des hydrocarbures avec un cycle aromatique, proche du (E)-1-(2,3,6-Trimethylphenyl)buta-1,3-
diene (TBP) associé a la ZO 22 (Figure 43). Cependant, la seule information supplémentaire
dont nous disposons sur ce composeé théorigue est un indice fourni par la bibliotheque NIST sur
colonne apolaire (sans en préciser le type) de 1284,
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Seule la synthése organique de cette molécule et de ces analogues structuraux permettra

d’envisager d'identification.
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Figure 43. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 19¢ avec le spectre théorique du (1-methylpenta-
1,3-dienyl)benzéne

Aucun des composés associés aux zones odorantes de feuille de géranium (ZO 15, ZO
19) n’a donc pu, a ce jour, étre formellement identifié. Trés peu d’informations sont disponibles
dans la littérature quant aux composés suspectés de correspondre aux zones odorantes que nous
avons mis en lumiere. Dans les études qui caractérisent les huiles essentielles de différentes
espéces du genre Geranium et Pelargonium, aucun des composés qui les constituent ne
correspond a ceux que nous avons mentionnés (Kulkarni et al. , 1998, Jain et al., 2001 ; Jalali-
Heravi et al., 2006 ; Radulovi¢ et al. , 2013).

De plus, bien que ces zones odorantes a I’odeur de feuille de géranium semblent
Iégerement atténuées dans la modalité Maturité+ par rapport a la modalité Maturié-, leur forte
intensité ne permet pas d’affirmer que les niveaux de concentration soient réellement différents

et que ces composeés aient un lien direct avec la maturité des raisins.
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Toutefois, I’intensité pergue et la présence des composés qui leur sont associés a de tres
faibles concentrations laissent supposer que ces molécules possédent un seuil de détection
olfactive trés bas. Ainsi, elles pourraient contribuer a accroitre les tonalités végétales des vins
par une augmentation, méme minime, de leur concentration. Leur identification constitue donc
I’une des perspectives majeures de cette étude. Elle devra étre mise en ceuvre, notamment, par
la détermination des formules brutes en s’appuyant sur la précision de mesure de I’analyseur a

temps-de-vol et un mode d’ionisation chimique.

5. CONCLUSION

A partir du modele d’étude de vins expérimentaux de Cabernet Sauvignon, présentant
des tonalités aromatiques contrastées en lien avec le stade de maturité des raisins, le
fractionnement initial par CHPL des extraits a permis d’isoler les fractions aromatiques
porteuses de cette expression. En définitive, elle apparait comme étant pratiquement exclusive

a deux des 50 fractions dont I’impact sur I’aréme global est majeur.

Malgre la simplification de I’extrait procurée par le fractionnement, la caractérisation des
fractions d’intérét par CPG multidimensionnelle couplée a I’olfactométrie a révélée un nombre
conséquent de zones odorantes, dont une vingtaine présentant des caractéristiques végétales.
Les composes associés a une proportion significative d'entre elles ont pu étre identifiés
(Tableau 30).

Parmi ces composeés, la présence du 1,8-cinéole (eucalyptol) a pu étre attestée selon une
origine variétale avec, de plus, un facteur de variation qui semble en lien avec la maturité des
raisins. D’autres ont pu étre associés a des aldéhydes au fort pouvoir odorant tels que le (E,Z)-
2,6-nonadienal, (E,E)-2,4-nonadienal, et méme le (Z,Z)-3,6-nonadienal (tentative), dont I'étude
est approfondie dans la deuxieme partie du mémoire. A ce jour, un certain nombre de composé
d’intérét restent encore non identifiés. La saturation olfactive qu’ils entrainent ne permet pas de
préciser la relation exacte de ceux-ci avec la maturité des baies. Toutefois, le pouvoir olfactif
qu’ils révelent par CPG olfactométrie fait de leur identification I’une des priorités en ce qui
concerne les perspectives de ce travail. Par conséquent, si la présence de I’'IBMP dans les
fractions d’intéréts exprime une réalité bien connue de I’expression végétale des vins de

Cabernet Sauvignon obtenue avec des raisins de maturité insuffisante, ce chapitre révele aussi
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que cette expression ne se réduit pas a une simple concentration en ce composé. Nos
conclusions rejoignent ainsi les observations de plusieurs auteurs (Preston et al., 2008 ;
Scheiner et al., 2011) mais également nos propres conclusions quant a I’étude des corrélations
de I'IBMP avec le caractere végétal des vins (chapitre 3). L’hypothése déja formulée d’une
contribution d’autres molécules, seules, ou en complément de I’'IBMP dans le cas d’une faible
maturité des raisins de Cabernet-Sauvignon, est donc largement appuyée par ce chapitre. Il
semble aussi probable que I’équilibre des concentrations entre ces composés puisse étre a
I’origine des différentes nuances de la famille aromatique du végétal telle qu’elle a été définie

dans le chapitre 1.

Tableau 30. Molécules odorantes identifiées dans les fractions 35 et 36 (groupe B) susceptibles
d’étre associées a I’expression aromatique végétale des vins rouges.

Molécule Identification Description olfactive dSéEt):(i:Itidoi N° (ZO)
hexanal ILR, SM herbe coupée 4,5-5 pg/L © 1
1,8-cineole ILR, SM, IS mentholé, frais, herbacé 1,1 pg/l @ 2
octanal ILR, SM peau d’agrume 0,7 pg/L @ 3
nonanal ILR, SM peau d’agrume 1 g/l ® 4
IPMP ILR, IS petit pois, terreux 1-2 ng/L © 5
nfe?h?/;;e)gglzae ILR, SM vert, frais 0,9-1 ug/L ® 7
mse?’tﬁ;/(lj:)?/tgﬁi-ri(‘) ILR, SM vert, frais - 8
(Z,2)-3,6-nonadienal® ILR, SM pasteque, goyave, vert - 9
IBMP ILR, SM, IS poivron vert 15 ng/L ® 13
(E)-2-nonenal ILR, SM, IS carton, vert 1 g/l ® 14
(E,2)-2,6-nonadienal ILR, SM, IS concombre 1,8-2,2 ng/L ® 16
safranal ILR, SM, IS épicé, vert 3 pg/L 9 17
benzoate d’éthyle ILR, SM fruité, mentholé 575 ug/L © 18
(E,E)-2,4-nonadienal ILR, SM, IS concombre 1,7 ng/L @ 20
salicylate de méthyle ILR, SM, IS camphrée, médicinal 40 pg/L® 21
TBP ILR, SM, IS feuille de géranium 40 ng/L © 22

* ILR, indice linéaire de rétention sur BP20 (‘D) et BP1 (D) comparé avec ceux de la littérature ; IS,
injection d’un standard commercial pur; SM, spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV)
et comparé avec la librairie NIST. Seuil de détection olfactive dans I’eau : * Buttery & Ling (1998) ; 2
Jensen et al. (1999) ; *Burlingame et al. (1992) ; * Buttery et al., (1969) ; ® Burdock et al., (2002) ; ®
Murray et al., (1970). Seuil de détection olfactive dans le vin rouge : " Hervé et al., (2003) ; ® Roujou de
Boubée, (2000). Seuil de détection olfactive dans le vin blanc : ° Janusz et al., 2003. 1° Détermination
expérimentale. © Tentative.
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1. INTRODUCTION

Ainsi que nous I’avons mentionné (Etude bibliographique, § 1.3.3), I’origine du 1,8-
cinéole dans les vins a fait I’objet de récentes études (Capone et al. 2011, 2012). Les auteurs
ont observé que sa présence dans les vins australiens était associée a la proximité d’eucalyptus
dans I’environnement immédiat des vignobles. Ils ont aussi établi que I’incorporation de feuilles
d’eucalyptus et le transfert aérien sur les grappes et les feuilles de vigne étaient corrélés aux
concentrations en eucalyptol dans les vins, rejoignant ainsi les hypotheses d’Hervé et al. (2003)

quant a une origine exogene du 1,8-cinéole dans les vins californiens.

L’origine variétale du 1,8-cinéole est aussi suggérée par plusieurs auteurs, mais avec des
tendances inversées par rapport a la maturité des raisins. Kalua et al. (2009) notent, en effet,
une rapide disparition de ce composé au cours du développement de la baie (7 semaines apres
la floraison) tandis que Farina et al. (2005) mentionnent une augmentation notable de celui-ci
aprés la véraison. La présence d’eucalyptus a proximité des vignobles dans lesquels se sont
déroulées ces études constitue une source potentielle d’artefact.

L’analyse par CPG couplée a I’olfactométrie a révélé, dans le précédent chapitre, la
présence de 1,8-cinéole dans une fraction de CLHP de vin de Cabernet Sauvignon bordelais
(chapitre 4). Cette observation nous a conduits a envisager une origine variétale de ce compose
dans les vins de Cabernet-Sauvignon provenant de régions dans laquelle les eucalyptus ne font
pas partie de I’environnement naturel des vignobles. De plus, notre approche a pu mettre en
évidence une variation importante entre les deux modalités (Maturité- et Maturité+) des vins
de Cabernet Sauvignon du millésime 2014 ; suggérant ainsi que ce composé pourrait étre un

marqueur aromatique d’un manque de maturité des raisins.

Aussi, ce chapitre avait pour objectif de confirmer un niveau d’abondance plus important
dans les vins issus de raisins récoltés & moindre maturité, mais également de caractériser
I’impact sensoriel du 1,8-cinéole dans les vins rouges francais par I’estimation de ses teneurs,

tout en considérant certains parameétres du terroir (climat ou type de sol).
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2. ANALYSE QUANTITATIVE DU 1,8-CINEOLE DANS LES
VINS ROUGES

2.1. Dosage du 1,8-cinéole dans les modeles d’étude de la maturité des

raisins

Afin de préciser la cinétique d’évolution du 1,8-cinéole avec la maturité des raisins,
observée par CPG-olfactométrie et analyse semi-quantitative a partir de I’extrait du vin de
Cabernet Sauvignon de 2014, une quantification a été réalisée sur les différents vins
expérimentaux établis au chapitre 4.

1,2
ECS 14 mCS 15 mMerlot 14
1,0
0,8

0,6

0,4

Concentration en 1,8-cinéole (ug/L)

0,2

Maturité- Maturité+

0,0

Figure 44. Concentrations (ug/L) en 1,8-cinéole mesurées dans les modalités Maturité- et Maturité+
des vins de Cabernet Sauvignon du millésime 2014 (CS14), 2015 (CS15) et des vins de Merlot du
millésime 2014 (Merlot 14).

La diminution significative des teneurs en 1,8-cineole (> 90 %) est ainsi observée durant
le dernier mois de maturation des raisins en 2014 (Figure 44). Le niveau initial (1,10 £
0,025 ug/L) décroit pour atteindre la valeur de 0,11 + 0,026 pg/L.
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Une décroissance similaire est observée dans les autres échantillons : 57 % de diminution
dans les raisins de Cabernet Sauvignon du millésime 2015 et 82 % dans ceux de Merlot en
2014. Si la tendance est identique, les niveaux de concentration restent cependant nettement
inférieurs dans les vins de Merlot. De méme, ils sont approximativement 10 fois plus faibles
dans les Cabernet Sauvignon du millésime 2015 que dans ceux du millésime 2014.

De plus, la diminution du 1,8-cinéole dans les vins de Cabernet Sauvignon suit celle de
I’IBMP qui évolue de maniére similaire entre les deux modalités Maturité- et Maturité+ sur les
deux millésimes : 44,8 £ 2,7 et 8,2 + 0,1 ng/L (millésime 2014) ; 3,3+ 0,1et 1,8 + 0,2 ng/L
(millésime 2015) respectivement.

L’ analyse de ces différents vins expérimentaux confirme ainsi la relation entre le 1,8-
cinéole et la maturité des raisins ; elle le positionne alors comme un potentiel marqueur

aromatique de la maturité des vins.

2.2. Teneurs en 1,8-cinéole dans les « bons » et les « mauvais modéles »

de la famille aromatique du végétal

Afin de confirmer nos hypothéses sur 1'origine des nuances végétales des «bons
mode¢les » (chapitre 3), dont une partie est suspectée d’avoir un lien avec la maturité des raisins,
le 1,8-cinéole a été quantifi¢ dans ces vins, mais également dans les « mauvais modeles ». La

distribution des concentrations a été représentée sous forme de boite de Tukey (Figure 45).

Les analyses révelent que les concentrations en 1,8-cinéole sont significativement
différentes entre les deux groupes de vins. De plus, il existe une nette césure entre ces vins
puisqu’il n’y a pas de chevauchement dans leur distribution. Ainsi, le niveau de corrélation (test
de Spearman) avec la note de représentativité a la famille aromatique du végétal est trés
significative (p-valeur < 0,001).

Le 1,8-cinéole apparait donc comme un bon marqueur apte a refléter un état aromatique
qualifié de « végétal ». L’estimation de son I’impact sensoriel réalisé par la suite (8 3) devait
permettre de connaitre dans quelles mesures il en est un simple marqueur chimique ou un

contributeur odorant.
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Figure 45. Distribution des teneurs en 1,8-cinéole (ug/L) dans les vins appartenant a la catégorie
des « bons » (n=10) et des « mauvais modéles » (n=10) établis au chapitre 3. Représentation en boite
a moustaches ou boite de Tukey. Le vin Marcillac 2011 (« bon modéle ») contenant 2,5 pg/L a été exclu
a cause de sa valeur extréme qui aplanit la représentation.

2.3. Dosage du 1,8-cinéole dans les vins rouges francais

La quantification du 1,8-cinéole a été étendue a un plus large échantillonnage de vins
francais (Bordeaux, Sud-Ouest, Bourgogne, Loire, Languedoc, Cotes-du-Rhone) afin de
considérer sa distribution dans plusieurs terroirs (Figure 46).

I I I
0 0.5 1.0 1.5 2,0 2.5
Concentration en 1,8-cinéole (pg/l)

Figure 46. Distribution du 1,8-cinéole (ug/L) dans les vins francais analysés (n=49). Représentation
en boite @ moustaches ou boite de Tukey. Médiane : 0,28 ug/L ; moyenne : 0,79 pg/L.
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L’analyse de 49 vins a révélé une concentration médiane de 0,28 pg/L, proche des teneurs
moyennes mentionnées sur des vins australiens par Antalick et al. (2015). Cependant, certains
vins sélectionnés pour leur expression vegeétale particulierement fraiche ont des teneurs en
eucalyptol susceptibles de contribuer a ces nuances puisqu’elles sont significativement plus
élevées que le seuil de détection olfactive de ce composé dans le vin rouge (1,1 pg/L ; Herve et
al., 2003). Par exemple, quelques vins de Cabernet Sauvignon de la région de Bordeaux
(Pessac-Léognan, Médoc) analysés dans I’échantillonnage ont des concentrations en 1,8-
cinéole allant jusqu’a 2,38 pg/L. Toutefois, les teneurs importantes en eucalyptol des trois vins
d’appellation Pauillac (PT09, PT10, PT11) n’ont pas une origine exclusivement variétale ;
celle-ci a été détaillée dans le chapitre 12. De plus, malgré leur teneur relativement élevée en
1,8-cinéole, un certain nombre de vins ne possedent pas, pour autant, des concentrations

importantes en IBMP (supérieures a 10 ou 15 ng/L) (Tableau 31).

Par ailleurs, un cépage comme le Fer Servadou (FS) se révéle avec des teneurs
proportionnellement élevées en 1,8-cinéole ; tous les vins dérivant exclusivement ou en partie
de ce cépage (FRT14) ont des concentrations proches (IR175) ou supérieures (IR182, MTX123,
MTX97, MAR11, IRI39) a son seuil de détection olfactive. Il est aussi intéressant de relever
que les niveaux de concentration retrouvés dans les vins de ce cépage sont supérieurs aux
concentrations moyennes des vins de Pinot Noir (0,99 ug/L) et proches de celles des vins de
Cabernet Sauvignon et des vins de Syrah d’Australie : 2,82 et 1,75 pg/L, respectivement
(Antalick et al., 2015). A noter également que, d’aprés Capone et al. (2011), plus de 50 % des
Cabernets Sauvignon australiens possédent des concentrations comprises entre 1 et 5 pg/L
d’eucalyptol.

Le Fer Servadou est un cépage appartenant a la famille des Carmenets. Il est
probablement natif de sud-ouest de la France (Pays-Basque), comme le Cabernet franc
(Lavignac , 2001). De nos jours, il est essentiellement cultivé dans cette région, principalement
dans les appellations de Marcillac et de Gaillac. 11 est aussi retrouvé dans la région de Madiran
ou il prend le nom de « Pinenc » et s’associe au Tannat dans I’assemblage. Selon les régions,
on le retrouve aussi sous le nom de « Braucol » ou « Mansois ». Ces vins ont des caractéristiques
aromatiques proches de celles des Cabernets (franc et Sauvignon) : cassis, herbes aromatiques
et poivron vert. Nos résultats suggérent donc que le 1,8-cinéole étre un contributeur actif a

I’expression aromatique de ces vins, et peut-étre méme a leur typicité.
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Tableau 31. Concentrations en 1,8-cinéole (moyenne * écart-type ug/L) et en IBMP (moyenne + U
ng/L) dans les vins commerciaux ou expérimentaux.

Région Appellation Millésime Variété 1,8-cineole IBMP Code
Bordeaux Pessac-Léognan 2007 CS, (M) 0,62 +£0,01 22+1,3 CRO7
Bordeaux Pauillac (cru classé) 2005 CSs, (M) 0,85+ 0,08 <LOD PLO5
Bordeaux Pauillac 2014 Cs, (M) 1,04 £ 0,09 26+14 PT14
Bordeaux Pauillac 2009 Cs, (M) 2,24 +0,11 27+14 PT09
Bordeaux Pauillac 2010 CS, (M) 2,38+0,010 4,3+1,9 PT10

Corse Corse 2014 N, Sc 1,86 + 0,03 <LOD COR14
Sud-ouest - 2014 FS 0,86+0,05 10,9+3,1 IRI75
Sud-ouest Fronton 2014 N, (CF,CS,G,Sy,FS) 1,02+0,01 6,5+2,3 FRT14
Sud-ouest - 2014 FS 1,74+0,05 10,5+3,0 IRI82
Sud-ouest - 2014 FS 1,82+0,11 6,5+2,3 MTX123
Sud-ouest - 2014 FS 245+0,18 27,2+52 MTX97
Sud-ouest Marcillac 2011 FS 2,60+0,13 23,7+4,8 MARI11
Sud-ouest - 2014 FS 2,61+0,03 20,5+4,4 IRI39

Chili Chili 2013 Cs 2,74+0,06 150+3,7 CHI13
Australia Margaret River 2011 CS 2,79 +£0,02 95+29 CAP11

* CS, Cabernet Sauvignon, M, Merlot; CF, Cabernet franc, FS, Fer Servadou; N, Négrette, G,
Gamay ; Sy, Syrah ; N, Nielluccio ; Sc, Sciacarello. LOQ, Limite de quantification. Les variétés entre
parentheses sont minoritaires dans I’assemblage

3. ESTIMATION DE L’IMPACT SENSORIEL DU 1,8-
CINEOLE DANS LES VINS

Les teneurs relativement élevées de 1,8-cinéole mesurées dans certains vins,
proportionnellement a son seuil de détection olfactive, nous ont conduites & mettre en ceuvre

des tests sensoriels afin de caractériser son impact aromatique.

Les tests ont été réalisés dans un vin rouge neutre par un ajout direct du composé. De
plus, afin de considérer d’éventuels phénoménes perceptifs avec I’IBMP, des tests sensoriels
ont été menés en considérant les ajouts croisés de ce composé avec le 1,8-cinéole dans un vin

rouge commercial de Bordeaux, non vieilli en barrique. Ce vin présentait des arémes neutres et

175



Chapitre 5. Etude du 1,8-cinéole dans les vins rouges selon une origine variétale

contenait de faibles concentrations en 1,8-cinéole (0,1 pg/L) et en IBMP (< LOD). Deux
concentrations de 1,8-cinéole ont été supplémentées en cohérence avec les résultats du Tableau
31:0,7 pg/L (teneurs basses), 2,5 pg/L (teneurs hautes). De méme, I’'IBMP a été ajoutée a une
concentration d’impact de 25 ng/L correspondant aux teneurs hautes mesurées dans les vins.
Notons que ces concentrations (2,5 pg/L pour 1,8-cinéole, 25 ng/L pour I’IBMP) correspondent
au vin de Marcillac (MAR11) considéré comme un « bon modele » d’expression aromatique
végetale. L’évaluation sensorielle a été réalisée sur le critere de la perception générale des
nuances végétales avec le panel 4, ainsi que sur les descripteurs qui la composent en accord
avec les propriétés odorantes du 1,8-cinéole et de I'IBMP : « poivron vert » et « mentholé »,

respectivement avec le panel 5.
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Figure 47. Intensité moyenne du descripteur « végétal », « poivron vert» et « mentholé ». La

barre d’erreur indique I’intervalle de confiance & 95 %. Les lettres indiquent les groupes statistiques
obtenus par ANOVA (p valeur < 0,05)
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3.1. Appreéciation orthonasale de I’intensité du descripteur végetal

L’évaluation générale du descripteur végétal montre que I’addition de I’'IBMP ou du
1,8-cinéole génere une augmentation significative de I’intensité de ce descripteur par rapport a
la modalité témoin (p-valeur < 0,001) (Figure 47). L’addition de 2,5 pg/L de 1,8-cinéole
augmente donc, de maniére similaire a I’IBMP, la perception des nuances végétales des vins
rouges. De plus, I’intensité des nuances percues dans le vin contenant le 1,8-cinéole et I’'IBMP
différe significativement de celle percue dans le vin contenant uniquement le 1,8-cinéole ou
seulement I’IBMP (p valeur < 0,001). La perception du descripteur végétal associé a I’l|BMP
est donc renforcée par la présence de 1,8-cineole & une concentration de 2,5 pg/L.

De maniere similaire au chapitre 3, I’interaction perceptive entre ces deux composés a
été caractérisée en s’appuyant sur le modéle de Patte et Laffort (1979). La encore, I’évaluation
ayant eu lieu sur un unique descripteur (végétal), nous avons considéré le mélange comme
homogéne. Celui constitué du 1,8-cinéole et de I’'IBMP engendre un effet d’hypo-addition
(Figure 48). Toutefois, cette hypo-addition est une addition partielle, c’est-a-dire que le
mélange présente une intensité (végétale) supérieure a celle des composés pris

individuellement.

L’effet de synergie a été aussi estimé par la réalisation de deux seuils de perception de
I’IBMP selon une méthode ascendante (réalisé avec le panel 6). Le premier seuil de détection
olfactive a été effectué en milieu modele de composition proche du vin (5 g/L de L(+)-acide
tartrique, 12 % vol., pH 3,5) selon 6 niveaux de concentration:2,5;5;7,5;10;12,5; 15 ng/L
d’IBMP. Le second seuil a été réalisé selon les mémes conditions, mais avec 0,8 ug/L de 1,8-
cinéole dans la solution modele. Les seuils de détection olfactive estimés par la méthode BET
(Best Estimate Threshold) sont similaires avec des valeurs respectives de 7,5 ng/L et 7,6 ng/L,

ce qui prouve une absence de synergie avérée entre ces deux cCOmposes a ces concentrations.

Toutefois, sans que I’on puisse donc parler d’hyper-addition ou de synergie, une
tendance se dessine quant a I’laugmentation de la perception de nuances végétales dans le vin
rouge contenant simultanément des concentrations significatives en IBMP et en 1,8-cinéole.
Ainsi, la présence de 1,8-cinéole confirme nos hypothéses quant a la contribution d’autres
composés contribuant a I’intensification des nuances végétales pergues. De plus, la
configuration des niveaux de concentration respectifs a 2,5 pug/L pour le 1,8-cinéole et 25 ng/L
pour I’IBMP correspond a celle du vin de Marcillac (MAR11) préalablement évoqué.
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La concentration en 1,8-cineole de ce vin amplifient donc probablement I’intensité pergue du
descripteur « végétal » ; cela pourrait expliquer, du moins en partie, son positionnement
excentré par rapport a la droite de corrélation entre les notes d’exemplarité a cette famille
aromatique et les concentrations en IBMP (chapitre 3, § 3.2).
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Figure 48. Effet de I’addition du 1,8-cinéole (2,5 pg/L) sur I’intensité percue du descripteur
«Végétal » d’un vin rouge contenant 25 ng/L d’IBMP. Représentation graphique [6= f(t)] par
Patte et Laffort (1979). Les barres d’erreurs représentent les intervalles de confiance a 95 % des
valeurs o et T, chaque point en bleu symbolise ['évaluation par un juge, le point en rouge est la moyenne
de ceux-ci.

3.2. Evaluation de I’intensité des descripteurs « mentholé » et « poivron

vert »

La seconde session d’analyse sensorielle a été conduite par le panel 5 afin de déterminer
quelles étaient les tonalités végétales générées par la supplémentation d’un vin rouge avec

chacun des deux composeés : 1,8-cinéole et IBMP.

Cette analyse a confirmé que les descripteurs associés a I’ajout de 1,8-cineole et d’IBMP
dans le vin étaient différents (Figure 47). L’addition d’IBMP est directement associee a la
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perception de nuances de poivron vert; les échantillons contenant de I'IBMP étant

significativement différent des autres sur cette caractéristique aromatique (p-valeur < 1.10%).

Par contraste, I’addition de 1,8-cinéole augmente la perception de nuances mentholées.
Ainsi, il est établi qu’une concentration au-dela de 0,7 pug/L en 1,8-cinéole est suffisante pour
intensifier ces nuances dans le vin rouge de Bordeaux (p-valeur < 0,038). En outre, une autre
évaluation sensorielle de cette nuance, réalisée a plusieurs niveaux de concentration (0,3 ; 0,5 ;
0,7;1, 1,5 ug/L) avec le panel 5, a permis de préciser que la concentration de 0,7 pg/L était la
limite au-dela de laquelle le 1,8-cinéole avait un impact sensoriel sur les vins rouges de

Bordeaux (Figure 49).

95% family-wise confidence level

C+1,8c{0,3)-C ¢ i } - 0.23017
C+1,8c(0,5)-C { : * } 061148
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Figure 49. « Family-wise confidence level » sur le descripteur « mentholé » entre le témoin et le vin
supplémenté par les différentes concentrations en 1,8-cinéole (0,35 0,5; 0,7; 1; 1,5 ug/L). Le
nombre indique la p-valeur associée au niveau de significativité a 95 % (*)

Dans les plages de concentration retrouvées (Tableau 31), le 1,8-cinéole contribue donc
a accroitre les nuances vertes de type « mentholé » dans les vins rouges. La concentration seuil
déterminée est légerement inférieure au seuil de détection olfactive défini dans les vins de
Merlot de Californie (Herveé et al., 2003) qui, rappelons-le, expriment bien souvent des notes
prononcées de fruits cuits, d’épices et de vanille. De plus, dans notre cas, les juges étaient
specifiqguement entrainés sur cette nuance et orientaient leur jugement sur de descripteur. Enfin,
il est aussi possible que d’autres composés aux tonalités proches et présents dans les vins de
Bordeaux, comme certains terpénes par exemple (Picard et al., 2016 ; Pons et al. 2016), puissent

contribuer a accroitre ces nuances mentholées par des effets de synergie ou d’hyper additivité.
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4. Evolution des concentrations en 1,8-cinéole dans les raisins et

les vins en fonction de composantes du terroir : climat et sol

Dans leurs travaux, Antalick et al., (2015) formulent I’hypothése que le contenu élevé en
1,8-cinéole dans les vins australiens puisse étre associé aux facteurs abiotiques du terroir (climat
x humidité du sol). En effet, I’origine exogéne du composé ne peut suffire a expliquer les
différences de concentrations moyennes entre les vins rouges des cépages Pinot noir, Shiraz et
Cabernet-Sauvignon.

Afin de préciser I'impact de la structure du sol sur les concentrations en 1,8-cinéole, nous
avons analysé des vins obtenus par microvinification de Merlot (sélection massale) au cours de
trois millésimes (2002, 2006 et 2007) et provenant de parcelles aux structures pédologiques trés
différentes : argile, sable et graves (Figure 50). Deux espéces de porte-greffe peu vigoureux
sont représentées : Riparia Gloire de Montpellier (Graves), 101-14MGt (Argile, Sable).
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Figure 50. Concentration (ug/L) en 1,8-cinéole dans des vins de Merlot (moyenne + écart type ;
n=2) issus de parcelles cultivées sur les principaux sols de la région de Bordeaux (argile, sable,
graves) au cours de trois millésimes (2002, 2006, 2007)
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L’analyse des vins expérimentaux montre que la parcelle au sol argileux posséde des
teneurs en 1,8-cinéole plus importante sur les trois millésimes analysés. L’effet millésime est
bien marqué sur ce sol, avec une teneur jusqu’a 3 fois supérieures pour les vins issus d’un
millésime aux conditions climatiques peu favorables comme 2007. Cet effet du millésime
rejoint ainsi nos précédentes observations dans lesquelles le contenu en 1,8-cinéole des vins
était, tout comme I’IBMP, nettement supérieur en 2014 par rapport & 2015 (§8 2.1).
L’observation de ces deux millésimes a Bordeaux révele que les températures moyennes des
mois de juillet et aout ont été plus importantes pour le millésime 2015 avec des maximales plus
élevées (ANNEXE 1IX). De fait, les températures froides de la région de Coonawarra en
Awustralie pourraient bien étre a I’origine des teneurs plus accrues en 1,8-cinéole dans ces vins,
comme le suggeére Antalick et al. (2015). Le millésime 2015 a aussi regu moins de précipitations
annuelles (598,5 mm) que le millésime 2014 (990,5 mm), avec une différence surtout sur la
premiere moitié de I’année (janvier a juillet), durant I’hiver et la période végétative de la vigne.
De plus, a I’inverse du sol argileux, le sol de graves possede des teneurs constamment plus
basses (de I’ordre de 0,1 pg/L). La capacité drainante de ce type de sol impacte
vraisemblablement sur la physiologie de la vigne, notamment par le fait que les teneurs en 1,8-
cinéole restent toujours plus faibles. Cette étude mériterait alors d’étre considérée avec des vins
de Cabernet Sauvignon pour lesquels la teneur en 1,8-cinéole est supérieure (Figure 44).

5. CONCLUSION

L’analyse quantitative du 1,8-cinéole realisé au cours de ce chapitre a donc permis
d’affirmer I’origine variétale de ce composé et de confirmer la filiation de ses teneurs avec le
niveau de maturité des raisins. En effet, une décroissance importante, de 57 a 90 % est observée

au cours du dernier mois de maturation des baies.

De plus, une disparité importante entre les cépages a pu étre révélée. En outre, les vins de
Cabernet Sauvignon possedent des concentrations supérieures en 1,8-cinéole a ceux de Merlot,
mais qui restent inférieures a celles rencontrées dans le vin de Fer Servadou. Les analyses
sensorielles ont permis d’observer un accroissement des nuances mentholées au-dela d’une
concentration de 0,7 pg/L supplémentée dans un vin rouge, soit un niveau de concentration
déterminé dans certains vins (Bordeaux, Corse, Gaillac) dans lesquels il contribue a renforcer

de maniére significative ces mémes nuances. Par ailleurs, lorsqu’il est en présence de I'IBMP,
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il renforce I’intensité percue du descripteur « végétal » par un effet d’addition partielle avec
celle-ci. Cela explique probablement I’lamplification de I’expression végétale de certains vins
par rapport a leur teneur en IBMP, comme le vin de I’appellation Marcillac par exemple
(chapitre 3). De plus, par la distribution de sa concentration dans les « bons » et « les mauvais
modéles » (chapitre 3), le 1,8-cinéole apparait aussi — sans avoir un impact sensoriel direct —
comme un marqueur chimique pertinent, apte a traduire un état aromatique qualifié de

«végétal ».

En plus d’un effet du cépage, la teneur de ce compose dans les vins semble entretenir un
lien étroit avec certaines composantes du terroir comme le sol ou le climat. D’ailleurs, une
origine exogene nouvelle, que nous intégrons aussi a la notion de terroir, a fait I’objet d’un

chapitre particulier (chapitre 12).

Dés lors, il est apparu intéressant de préciser la localisation et I’évolution de ce composé
dans le raisin avec, notamment, un suivi au cours du développement de la baie. Ce travail est

présenté dans le chapitre suivant.
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Chapitre 6. Localisation dans la baie et évolution

au cours de la maturation du 1,8-cinéole et des

autres marqueurs d’aromes vegéetaux

1. INTRODUCTION

A ce jour, concernant les composés dont les propriétés aromatiques appartiennent a la
famille du végétal, seule I’évolution de I’IBMP dans le raisin fait I’objet d’un consensus et
d’une connaissance appuyée. Aussi, bien que plusieurs auteurs aient étudié le lien entre les
composés végétaux et leur évolution au cours de la maturation du raisin, les données qui en
résultent restent contradictoires, comme pour le 1,8-cinéole (Farina et al., 2005 ; Kalua et al.,
2009) et les alcools en C6 (Kalua et al., 2009 ; Bindon et al, 2013 ; Mendez-Costabel et al.,
2013), ou trés peu documentées, comme pour I’IPMP ou la sSBMP.

Dans les chapitres précédents, la présence du 1,8-cinéole dans les vins expérimentaux a
suggeéré une biosynthése in situ du composé (chapitre 4). De plus, les analyses ont montré que
sa teneur diminuait avec I’état de maturité des raisins de Cabernet Sauvignon et de Merlot
(chapitre 5).

L’un des objectifs de ce chapitre était donc de préciser, au cours de la maturation des
raisins de Merlot et de Cabernet Sauvignon, la cinétique d’évolution du 1,8-cinéole, mais aussi
d’autres marqueurs moléculaires : alcools en C6 et méthoxypyrazines (IPMP, sBMP) pour

lesquels les données sont fragmentaires.
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2. QUANTIFICATION DU 1,8-CINEOLE ET DE L’IBMP
DANS LES RAISINS DU MODELE D’ETUDE DE LA
MATURITE

Une quantification du 1,8-cinéole et de I’IBMP a été réalisée dans les raisins de Cabernet
Sauvignon ayant permis I’élaboration des vins expérimentaux sur le millésime 2014 et 2015,
avec I’objectif de confirmer la filiation entre les teneurs des raisins et les teneurs des vins

desquels ils sont issus (Figure 51).
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Figure 51. Concentration en 1,8-cinéole et en IBMP (+ écart type) exprimée en ng/kg de matiere
fraiche dans les raisins de Cabernet Sauvignon ayant servi a I’élaboration du modéle d’étude de
la maturité (millésime 2014 et 2015).

Les concentrations en 1,8-cinéole et en IBMP suivent une nette diminution entre les deux
modalités (Maturité- et Maturité+), correspondant au dernier mois de maturation de la baie, en
conformité avec les observations réalisées sur les vins (chapitre 5). De plus, I'effet du
millésime, observé sur les vins entre 2014 et 2015, est confirmé avec, la encore, des

concentrations beaucoup plus faibles dans les raisins en 2015 par rapport & 2014.
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Ces résultats finalisent ainsi I’étude des vins expérimentaux du modeéle et confirment que
leur concentration en 1,8-cinéole est bien reliée a I’évolution de ce composé dans les raisins ;

concentration qui varie avec le millésime et avec la maturité, au méme titre que I’'IBMP.

3. CINETIQUE D’EVOLUTION DES  COMPOSES
VEGETAUX AU COURS DU DEVELOPPEMENT DE LA
BAIE

Afin de préciser la variation des composés végétaux au cours du développement de la
baie et de la mettre en relation avec celle des 2-méthoxy-3-alkylpyrazines, nous avons réalisé
un suivi cinétique sur des parcelles expérimentales de Merlot et de Cabernet Sauvignon. 100
baies de raisin ont donc été prélevées chaque semaine depuis le stade « petit pois » jusqu’au
début du mois d’octobre (stade de surmaturité), de maniére randomisée sur les mémes plants

de vigne, sains et marqués, d’une parcelle expérimentale de I’ISVV.

3.1. 1,8-cinéole

Que ce soit dans les raisins de Cabernet Sauvignon ou de Merlot, le 1,8-cinéole subit
une forte décroissance des le mois de juillet avec une phase d’accumulation préalable alors que
pour I’IBMP, la phase de décroissance au mois d’ao(t suit une phase d’accumulation en juillet
(Figure 52). 1l est donc probable que la phase d’accumulation du 1,8-cinéole ait lieu avant le
stade « petit pois » et, comme le suggére Kalua et al. (2009), qu’il soit synthétisé dans les tissus

floraux du raisin.

De plus, les différences de concentrations finales en 1,8-cinéole observées dans le
Merlot par rapport au Cabernet Sauvignon semblent plus imputables a un écart dans leur
capacité de synthese plutét que dans leur cinétique de dégradation qui apparait, finalement,
relativement similaire pour les deux cépages. Ceci contraste avec I’'IBMP dont les
concentrations, également plus faibles dans les Merlots par rapport aux Cabernet Sauvignon,
semblent s’expliquer par des différences de dégradation et non pas d’accumulation.
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Figure 52. Variation des concentrations (ug/kg et ng/kg de matiére fraiche) en IBMP et en 1,8-
cinéole dans les raisins de Cabernet Sauvignon et de Merlot au cours du développement des baies
sur le millésime 2015.

De plus, la représentation graphique de I’évolution des concentrations en IBMP et en
1,8-cinéole a partir du 20 aolt montre que les courbes de tendances (polynomiales) établies a
partir des variations du 1,8-cinéole et de I’IBMP sur cette période sont similaires (Figure 53).
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Figure 53. Tendance d’évolution des concentrations (ug/kg ou ng/kg de matiére fraiche) en IBMP
et en 1,8-cinéole durant le dernier mois de maturation des baies de Cabernet Sauvignon au cours
du millésime 2015.
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3.2. IPMP, sBMP et alcools en C6

En paralléle du 1,8-cinéole, les teneurs en méthoxypyrazines et en alcools en C6 ont été
estimées sur les mémes modalités de raisin de Cabernet-Sauvignon du millésime 2015
(Figure 54).
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Figure 54. Variation des concentrations (ng/kg de matiére fraiche) en IPMP, sSBMP et IBMP et
(2)-3-hexenol dans les raisins de Cabernet Sauvignon au cours du développement des baies
(millésime 2015).

S’agissant de I’évolution des concentrations de 2-méthoxy-3-alkylpyrazines et du (2)-3-
hexenol, au cours du millésime 2015, les concentrations en IPMP ne montrent pas de phase
d’accumulation apres le stade « petit pois » (10 juillet), a I'inverse de celles d’IBMP et de la
sBMP dont les maxima de concentrations sont presque concomitants. La dégradation précoce
de 'IPMP conduit & une absence de détection a partir du 08 aolt, proche de la mi-véraison.
Dans ce millésime, la SBMP se retrouve au méme niveau de concentration que I’lBMP durant
le dernier mois de maturation, soit dans des niveaux de concentration particulierement bas. En
outre, ces tendances suggerent que les deux méthoxypyrazines puissent avoir des analogies avec
I’IBMP dans leur voie de biosynthese. Ainsi, de la méme maniére que I’'IBMP provient de la
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L-Leucine, I'IPMP et la SBMP pourraient provenir, respectivement, de la L-valine et de la L-

isoleucine.

Parmi les alcools en C6, seul le (Z)-3-hexenol présente une décroissance qui s’opere dans
le sens de la maturité des raisins ; le profil de son évolution est proche de celui de I’'IBMP, avec
deux phases principales : augmentation puis diminution. Le pic de concentration mesurée (31
juillet) est toutefois décalé d’une semaine par rapport a celui observé sur la SBMP et I’'IBMP
(24 juillet). La cinétique d’évolution, également proche de [I'IBMP, explique
vraisemblablement la bonne corrélation observée dans les vins rouges entre le (2)-3-hexenol et

celle-ci (chapitre 3) : coefficient de Spearman de 0,585 ; p-valeur = 0,008 a 95 %.

De plus, le (2)-3-hexenol a I’avantage de ne pas étre métabolisé par S. cerevisae (Herrainz
et al., 1990) a I’inverse des autres C6 insaturés qui sont réduits en hexanol. De méme, ce
composé ne subit que trés peu de variations au cours de la fermentation. Par conséquent, il est
possible que sa concentration dans les vins soit reliée a celles des raisins, ce qui en fait ainsi un
marqueur de maturité pertinent. Toutefois, la concentration de ce composé dans les vins reste
sous la dépendance d’activités enzymatiques et dépend d’autres facteurs que la maturité elle-
méme, comme, par exemple, d’actions technologiques qui engendrent des phénoménes de
trituration de la vendange.

Ainsi, bien que nous ayons réfuté les hypotheses qui les positionnaient comme des
contributeurs odorants du caractére végétal des vins rouges (chapitre 3), I’évolution de ces
composés au cours de la maturation du raisin les positionne comme des marqueurs chimiques

intéressants.

4. LOCALISATION DU 1,8-CINEOLE DANS LA GRAPPEET
DANS LA BAIE

Le dosage du 1,8-cinéole dans les baies et les rafles des raisins de Cabernet Sauvignon
(millésime 2015) des deux modalités Maturité+ et Maturité- a éteé réalisé en suivant le méme

protocole pour les deux matériels végétaux (Figure 55).
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mBaie
Maturité+ I — Rafle
Maturité- I —
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Concentration en 1,8-cinéole (ug/kg)

Figure 55. Concentration en 1,8-cinéole (ug/kg de matiére fraiche) dans les baies et les rafles des
raisins de Cabernet Sauvignon des modalités Maturité- et Maturité+ du millésime 2015.

Les analyses montrent une proportion importante de 1,8-cinéole localisée dans la rafle de
Cabernet Sauvignon qui rejoint les observations de Roujou de Boubée (2000) concernant
I’IBMP. De ce fait, nos conclusions rejoignent aussi les siennes quant a I’influence de la qualité
de I’éraflage vis-a-vis des teneurs en 1,8-cinéole des vins rouges. Notons aussi que I’évolution
du 1,8-cinéole dans la rafle subit une nette décroissance avec la maturité du raisin, et de maniere
quasiment proportionnelle & celle de la baie. La encore, d’un point de vue technologique, la
concentration en 1,8-cinéole dans les vins sera d’autant plus favorisée que des rafles (ou portion
de rafle) a faible maturité seront intégrées a la cuve de vinification.

Les proportions pellicule/pulpe ont aussi été estimées dans les baies de Cabernet
Sauvignon du millésime 2014 (Haut-Médoc) aprés séparation manuelle et analyses des

différentes parties selon un protocole similaires a celui des baies entieres (Figure 56).

pI
pulpe
85%

= pellicule = pulpe

Figure 56. Localisation du 1,8-cinéole dans la baie de raisin.
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Bien que des traces de 1,8-cinéole aient été mesurées dans les pépins (< 1 %), il est trés
probable qu’elles proviennent de résidus de pulpe qui les entourent. Cette expérimentation
révele que le 1,8-cinéole est surtout contenu dans la pulpe du raisin (85 %). Ainsi, considérant
une extraction compléte, seulement 15 % du potentiel total du raisin est apporté par la pellicule.
Ces résultats tranchent avec les études australiennes (Capone et al., 2012) qui montrent que le
1,8-cinéole a principalement une localisation pelliculaire (80 %). La différence d’origine
(variétale ou exogene) explique tres probablement cette différence. En effet, ce composé volatil,
transféré par voie aérienne des eucalyptus vers la vigne, est adsorbé au niveau de la pellicule
du raisin. Finalement, ces deux résultats antagonistes ont une bonne complémentarité puisqu’ils
pourraient permettre, par I’estimation du ratio pellicule/pulpe, d’attester de I’'une ou I’autre des

origines.

La conséquence directe de cette localisation s’exprime dans la cinétique d’extraction de
ce composé au cours de la vinification. En effet, les tests réalisés nous ont montré que la teneur
en 1,8-cinéole reste constante au cours de la vinification des vins rouges de Cabernet
Sauvignon ; sa teneur finale, apres fermentation alcoolique et malolactique, est la méme que
celle des modts a I’encuvage (résultats non communiqués). Cela suggére aussi que ce Composé
soit présent exclusivement sous sa forme libre et n’existe pas significativement sous une forme
glycosilée comme d’autres terpénes (Gunata et al., 1985a, 1985b). Cette localisation le
différencie de I'IBMP située essentiellement dans les pellicules et les pépins (Roujou de
Boubee, 2000).

De la méme maniére que cela a été réalisé pour le 1,8-cinéole, I’analyse des rafles de
Cabernet Sauvignon (modalité Maturité- et Maturité+) a montré que I’lPMP, comme I’IBMP
(Roujou de Boubée, 2000), est présente de maniére importante dans cette partie du raisin. De
plus, tout comme le 1,8-cinéole (chapitre 5), elle diminue avec la maturité de celles-ci, évoluant
de 111,6 + 0,2 ng/kg & 28,1 + 0,9 ng/kg au cours du dernier mois de maturation des raisins. A
I’inverse, et contrairement a ce que suggérent d’autres auteurs (Hashizume et al., 1996 ; 1997),
nous n’avons pas détecté de teneurs significatives en SBMP dans les rafles analysées.
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5. CONCLUSION

Dans ce chapitre, la décroissance du 1,8-cinéole au cours du développement des baies de
Cabernet Sauvignon et de Merlot (millésime 2015) a été établie. La mise en relation de cette
décroissance avec celle de I'IBMP au cours du dernier mois de maturation des baies a mis en
évidence une cinétique similaire, ce qui rejoint nos observations préalables (chapitre 4) et
positionne ainsi le 1,8-cinéole comme un marqueur intéressant pour I’appréciation de la
maturité des raisins sur cette période. De plus, sa localisation a 85 % dans la pulpe du raisin
inclue que les teneurs rencontrées dans les modts sont identiques a celle des vins, ce qui a pu

étre vérifie par ailleurs.

D’autre part, I’analyse des divers composés végétaux révele que I’lPMP, la sBMP et le
(2)-3-hexenol peuvent aussi étre considéres, dans une certaine mesure, comme des marqueurs
de la maturité du fruit ; bien que certains, comme I’IPMP, disparaissent tres précocement ou
que d’autres, comme le (Z)-3-hexenol, peuvent avoir diverses origines, notamment

technologiques.

Ce dernier point peut d’ailleurs constituer un facteur important de variation des
concentrations en 1,8-cinéole, IPMP et IBMP. En effet, nous avons montré que le 1,8-cinéole
et I'IPMP étaient, comme cela est connu pour I’IBMP, présents en forte concentration dans la
rafle du raisin. Ainsi, la qualité de I’éraflage constitue certainement un modulateur important
de leur concentration dans les vins, d’autant plus actif que le niveau de maturité de la vendange

est faible.
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Chapitre 7. Définition sensorielle de la catégorie

aromatique « vin de presse »

1. INTRODUCTION

Que ce soit d’un point de vue sensoriel comme analytique, trés peu d’informations
scientifiques sont, a ce jour, disponibles sur les vins rouges de presse. La connaissance de leurs
caractéristiques aromatiques repose principalement sur des observations empiriques (Etude
bibliographique, § 5).

La sélection de bons et de mauvais modeéles du caractére végétal établie au chapitre 3 a
fait ressortir la présence de deux vins de presse appartenant a la catégorie des bons modeles.
Ainsi, cela rejoint les observations de certains auteurs quant a leur « odeur herbacée qui domine

pour les vins les plus communs » Peynaud (1981).

Ce chapitre, qui introduit la troisiéme partie de notre étude sur I’aréme des vins de presse,
avait pour objectif de définir I’existence d’un espace sensoriel qui leur est propre, en lien avec
la famille aromatique du végétal. Une telle mise en lumiére consiste en fait a démontrer qu’il
existe un concept aromatique propre a un type de vin par rapport a un autre. Par exemple,
Ballester et al. (2005) ont prouvé I’existence d’un espace sensoriel propre aux Chardonnays
vis-a-vis d’autres cépages. Dans notre cas, nous avons donc cherché a vérifier que les vins de
goutte et les vins de presse appartenaient a des catégories aromatiques différentes. Pour cela,
une double approche a été employée ; basée a la fois sur un sondage des professionnels par le
biais d’un questionnaire, mais aussi sur des évaluations sensorielles de vins de goutte et de vins
de presse afin de pouvoir confronter leurs espaces sensoriels et, ainsi, définir leurs

caracteristiques aromatiques.
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2. PREMIERE APPROCHE DU CONCEPT DE « VIN DE
PRESSE » PAR LE BIAIS D’UN QUESTIONNAIRE

Dans un premier temps, une enquéte sous la forme d’un questionnaire anonyme inspiré
des études de Picard et al. (2015a) a eté diffusé a un large panel de professionnel de la filiere
(Figure 57). Ce questionnaire avait pour but de définir et de valider I’existence d’une dimension

conceptuelle, et donc d’une représentation mentale, autour de la notion de « vin de presse ».

équence de consommation de vin

M Occasionnellement
B Entre 18 et 30 ans

- . .
W Entre 30 et 45 ans :I;issleurs fois par
W Entre 45 et 60 ans W Plusieurs fois par

semaine
B Plus de 60 ans

M Tous les jours

Profession Années d'expérience en oenologie

1% ~4%

® Frudiant
B Professeur - Chercheur " Moins de 10 ans
W Entre 10 et 20 ans

M Entre 20 et 30 ans

B Négociant

E Oenologue conseil

K Viticulteur - Vinificateur
B Commercial

W Autre

M Plus de 30 ans

Figure 57. Caractéristiques du jury (166 personnes) ayant participé au questionnaire,
représentation en secteurs.

166 participants ont répondu a celui-ci, techniciens pour la majorité : cenologues-conseil
(34%) et viticulteurs-vinificateurs (34%). La plupart de ces personnes sont en activité (entre 30
et 60 ans) et dégustent plusieurs fois par semaine. lIs rejoignent ainsi pleinement la définition
de I’expert produit (Nicod et al., 2006 ).
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Comme premiers résultats, il est apparu que 99% des personnes interrogées considerent
qu’il y a une réalité a I’existence d’un caractere olfactif « presse » dans les vins rouges. Afin
d’affiner la démarche, une série d’images choisies pour leur bonne représentativité des
descripteurs odorants susceptibles d’étre associés a ce concept ont été soumises au méme panel.
16 descripteurs différents ont ainsi été proposés : poivron, fruits rouges, herbes aromatiques,
pruneau, herbe coupée, cassis, champignon, menthe, empyreumatique, chou, géranium,

métallique, fruits noirs, concombre, haricots verts, fleurs blanches (Figure 58).

Figure 58. Images utilisées pour illustrer les 16 descripteurs du questionnaire. Corrélation au
caractére presse, rouge : positivement corrélé ; orange : tendance positive ; bleu clair : tendance
négative ; bleu foncé : négativement corrélé.

D’apres les résultats obtenus par test du Chi? entre les réponses positives et négatives,
les notes « fleur blanche », « empyreumatique », « menthe », « champignon » et « fruit rouge »

(bleu foncé) ne peuvent étre associées a I’odeur des vins de presse.

195



Chapitre 7. Définition sensorielle de la catégorie aromatique « vin de presse »

D’autres descripteurs tels que « pruneau », « cassis », « chou », « métallique », « fruits
noirs » (bleu clair) tendent également a ne pas y étre associés par leur nombre de réponses
négatives; cependant, le niveau de significativité reste insuffisant a une conclusion formelle. Ils
peuvent donc constituer, pour certains des participants, une nuance apte a décrire les vins rouges
de presse. Le méme type de conclusion peut étre formulé pour les nuances de « géranium », de
« métal » ou de « boite de conserve », d’« herbes aromatiques » (couleur orange), avec une
tendance inversée puisque la majorité des personnes interrogéees tendent plutdt a les reconnaitre

comme des descripteurs pertinents.

En revanche, le poivron, I’herbe coupée et le haricot vert (couleur rouge) sont des notes
évocatrices et porteuses d’un bon consensus par le panel interrogé. Ces descripteurs semblent
donc ancres dans I’imaginaire collectif et parfaitement conformes a I’idée que se font les
professionnels de ce concept aromatique de « vins rouges de presse ». 1l est aussi important de
relever qu’ils appartiennent tous a la méme famille aromatique du « végétal », telle que définie
dans les vins (Noble et al. 1987). Les descripteurs libres formulés par les participants
confirment I’association avec cette famille aromatique puisque ce sont majoritairement les
termes « herbe seche », « marc », « rafle » ou la catégorie elle-méme (végétale) qui ont été

formulés.

3. CARACTERISATION DE L’ESPACE SENSORIEL
PROPRE AUX VINS DE PRESSE

Afin de compléter la mise en évidence par le questionnaire de I’espace sensoriel propre
aux vins rouges de presse, une génération d’un vocabulaire libre a été réalisée par le panel 7

sur deux séries de cing vins (goutte et presse) de différents cépages (Tableau 32).

Ces vins ont été sélectionnés par plusieurs experts sur la base de leur netteté aromatique
en accord avec les « types » recherchés. L’approche est similaire a celle ayant permis la
définition sensorielle du caractere « végétal » des vins rouges développée dans le chapitre 1.
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Tableau 32. Vins de I’échantillonnage ayant permis la définition des espaces sensoriels propres
aux vins de presse et aux vins de goutte.

Vins de goutte Vins de presse
Bordeaux DR14, CS Pessac-Léognan PC 14, Merlot (P4ni)
Pessac-Léognan PC14, CS Pessac-Léognan PC 14, Merlot (P4ni, sans FML)
Pessac-Léognan PC14, M Bordeaux DR14, CS (P4ni)
Pessac-Léognan PC14, M (sans FML) Cotes-du-Rhéne 14, Syrah (P1+P2+P3)ni
Pessac-Léognan HB14, M Pessac-Léognan PC14; CS, (P4ni)

* CS, Cabernet Sauvignon ; P1-4, palier de pression du pressurage ; ni, non inerté. Tous sont issus du
millésime 2014.

Le nombre de descripteurs générés pour décrire les vins de presse était plus important
que pour les vins de goutte. Ceci est une premiere démonstration de leur complexité aromatique,
qui pourrait alors se rapporter a plusieurs nuances qui leur sont spécifiques. Ainsi, un premier
regroupement a éte effectué sur la base des synonymes en éliminant les termes hédoniques ou

gustatifs (Figure 59).

Vins de presse Vins de goutte
Fruits confiturés | _— Fruits confiturés  —
Foin G Végétal I ——
Végétal G Fruits noirs  EEG—S—
Herbe coupée  IEGEGEG—EE— Poivron G
Epicé Fruits rouges | IEG_—
Poivron G Frais | —
Terreux Foin  —
Fruitssecs  EG—_—_—— Boisé
Fruitsnoirs  IEE— Plastique EE—
Cassis R Fruité -
Fruitsmachés - Fumé s
Fruité - Métallique R
Brulé / toasté / grillé Lacté
Presse  mummmm Epicé mmm
Pomme  |— Ecurie mm
Tabac W Herbe coupée W
Poussiére Wl Fruits frais mm
Oxydé Fermentaire W
Métallique = Pruncau W
Alcooleux Poussiére
Floral Choux W
Cerise mH Cassis
Fruitsrouges Terre B
0 50 100 150 0 50 100 150 200
Score (Nc*Nj) Score (Nc*Nj)

Figure 59. Principaux descripteurs regroupés par synonymes et obtenus a partir d’une série de 5
vins rouges de presse et de 5 vins rouges de goutte. Le score représente le nombre de citations d’un
terme (Nc) multiplié par le nombre de juges I’ayant employé (Nj).
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La composante aromatique majoritaire pour les deux types de vin est celle des « fruits
confiturés », avec un score cependant inférieur pour les vins de presse. Toutefois, ces derniers
ont une large prédominance des descripteurs apparentes a la famille du végetal : « foin »,
« végétal », « herbe coupée », « poivron ». Sont également associés a cet espace sensoriel, avec
une importance moindre, des termes spécifiques tels que « presse », « fruits machés », « tabac »,
apparenté a un végétal sec de type « foin » ou encore « terreux ». Le cassis, dont I’odeur méle
a la fois une composante fruitée et une composante végétale, apparait également avec un poids
plus important. A noter que le terme « végétal » reste cependant le deuxiéme descripteur de
choix dans les vins de goutte, mais avec un score relatif au fruité nettement inférieur. De plus,
les descripteurs « fruits rouges » et « fruits noirs » sont moins représentés dans les vins de presse

par rapport aux vins de goutte.

Cette prédominance des caractéres végétaux dans les vins de presse a éte confirmée par
le regroupement des descripteurs en famille aromatique qui montre clairement I’'importance de

la composante végétale dans I’espace sensoriel des vins de presse par rapport a celui des vins

de goutte (Figure 60).
1400
mFruité mVégétal
1200
1000
=
£ 800
=
o
o 600
(@]
()]
400
200
0

Vins de goutte Vins de presse

Figure 60. Descripteurs « fruité » et « végétal » obtenus avec un regroupement par famille des
termes générés a partir d’une série de 5 vins rouges de presse et de 5 vins rouges de goutte. Le
score représente le nombre de citations d’un terme (Nc¢) multiplié par le nombre de juges I’ayant employé

(N)).

198



Chapitre 7. Définition sensorielle de la catégorie aromatique « vin de presse »

Les résultats obtenus a partir de ces deux regroupements montrent la différence entre
les espaces sensoriels des vins de goutte et des vins de presse et confirment donc I’existence
d’un espace sensoriel propre a ces derniers, sans lien apparent d’appartenance au cépage. lls
précisent aussi ses caractéristiques aromatiques, associées majoritairement a la famille du
végetal, et incluant les odeurs de vegétal frais et de végétal sec : « foin », « végétal », « herbe
coupée », « poivron », mais aussi « presse » et « tabac ». Ajoutons que, la encore, cette définition
méle des termes qui se référent a des concepts sensoriels (végétal, presse) et des descripteurs
qui évoquent un objet odorant précis (herbe coupée, poivron, marc, herbe séche, etc.)

4. CONCLUSION

Ce chapitre a donc permis d’attester que le concept sensoriel de « vin de presse » avait
une réalité chez un grand nombre de professionnels puisque 99 % des 166 interrogés par le biais

d’un questionnaire formulaient une opinion qui allait dans ce sens.

La définition des espaces sensoriels des vins de goutte et des vins de presse, par la
présentation d’images évocatrices et par des évaluations sensorielles, a confirmé leurs
différences. Elle a aussi permis de préciser que les nuances caractéristiques des vins de presse
sont associées a la famille aromatique du végétal, incluant les odeurs de végétal frais et de
végetal sec : « herbe coupée », « poivron », « rafle », « foin », «tabac », « herbe seche » ou
« marc ». Aussi, cette approche illustre la largeur de la palette aromatique des vins de presse,
dont la plupart des nuances rejoignent cependant la famille du « végétal ». Elle montre ainsi le
lien étroit qu’entretiennent les vins de presse avec cette famille aromatique et, par la méme,
explique que des vins de presse aient été jugés comme bons modéles de vins végétaux
(chapitre 1).

Si I’on reprend la définition de Le Fur (2010), les vins de presse répondent entierement
a la notion de typicité, au sens ou lI'entendent les psychologues cognitiens dans les processus de
catégorisation (Rosch et al. 1975), comme « la convergence d’un espace produit préétablie sur
des criteres techniques [pressurage] et d’un espace sensoriel qui repose sur des critéres
purement sensoriels [espace sensoriel propre] et sur les représentations mentales [concept] que
se forge un groupe humain de référence porteur d’un savoir-évaluer [professionnels de la
filiere] ». En ce sens, nous pourrions alors considérer les vins de presse comme les constituants

d’une typicité particuliére. Cependant, comme cela a été énoncé (Etude bibliographique, § 4),

199



Chapitre 7. Définition sensorielle de la catégorie aromatique « vin de presse »

I’origine méme du terme « typicité » fait référence a une distinction en lien avec le terroir
(Salette, 1997 ; Barjolle, 1998). Ainsi, nous avons fait le choix de ne pas étendre cette notion
de typicité et d’évoquer la spécificité des vins de presse sous la forme d’une catégorie
sensorielle. A la suite de cela, il est apparu pertinent de chercher & caractériser les déterminants

moléculaires qui la conditionnent ; ce travail a donc fait I’objet des chapitres suivants.
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la catégorie aromatique des vins de presse

1. INTRODUCTION

Précédemment, nous avons pu démontrer I’existence d’une catégorie sensorielle
spécifique des « vins de presse » et qui se définit par des tonalités aromatiques appartenant, pour
la grande majorite, a la famille du végétal (chapitre 1).

A ce jour, trés peu de travaux ont étudié I’expression aromatique des « vins de presse ».
De plus, I’existence d’un espace sensoriel propre suggére une modification, par rapport aux
vins d’égouttage, de I’équilibre entre les molécules odorantes qui composent ces vins. Sans
exclure la possibilité qu’une part des différences olfactives puisse étre expliquée par le
changement de composition de la matrice non volatile (Robison et al., 2009 ; Saenz-Navajas et
al., 2010), et en particulier de la teneur en polyphénols — telle la catéchine — dont I’influence
sur la volatilité des ardbmes a été démontrée (Lorrain et al., 2013), I’hypothése d’une

modification de la composition des composeés volatils odorants a naturellement été envisagée.

Les travaux présentés dans ce chapitre avaient donc pour objectif de chercher a
caractériser des marqueurs moléculaires susceptibles d’étre impliqués dans ce caractére
aromatique « presse ». Pour cela, une approche similaire a celle du chapitre 4 a été appliquée
par comparaison d’un vin de presse typique de la région bordelaise (Bordeaux DR14, CS) et de

son vin de goutte correspondant.
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2. APPROCHE PRELIMINAIRE DANS LA RECHERCHE DE
MARQUEURS MOLECULAIRES VEGETAUX ASSOCIES
AUX VINS DE PRESSE

2.1. Analyse des extraits organiques bruts par CPG-O

Initialement, une approche par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a
I’olfactométrie (CPG-O) a été effectuée a partir d’extraits bruts d’un vin de goutte et d’un vin
de presse du méme marc (Bordeaux DR14, CS P4ni). Ces vins, sélectionnés pour leurs odeurs
contrastées en accord avec la définition de I’espace sensoriel des vins de presse et des vins de
goutte (chapitre 7), ont été extraits en employant du pentane et du dichlorométhane comme

solvants organiques.

L’ analyse des extraits obtenus avec le dichlorométhane a mis en évidence un trés grand
nombre de zones odorantes (> 80 zones) sur une colonne capillaire de type Carbowax 20 M
(BP20). Aucune des zones odorantes appartenant au registre aromatique des vins de presse n’a
montré de différence d’intensité entre les deux extraits (goutte et presse). Le grand nombre de
zones odorantes conduisait, de plus, & des coélutions qui compliquaient la discrimination et

engendraient une perte notable d’information.

L’extrait organique obtenu avec le pentane a conduit a la perception dans les mémes
conditions d’analyses chromatographiques de moins de zones odorantes, plus facilement
différenciables. En particulier, une zone odorante caractéristique du vin de presse avec des notes
de « feuille de géranium » a été mise en évidence dans le vin de presse, qui n’était presque pas
percue dans I’extrait de vin de goutte. La correspondance de I’odeur et des indices de rétention
linéaire expérimentaux (1399/978) et théoriques (1398/982) sur la colonne polaire (BP20) et
une colonne moins polaire de type BPX5 ont permis d’associer cette zone odorante a la (2)-
1,5-octadien-3-one (Etude bibliographique, § 1.3.5), un composé trés odorant possédant un
seuil de détection olfactive tres bas (0,9 ng/L) (Darriet et al. 2002). En outre, sous I’action d’une
énone réductase de S. cerevisae, ce compose est réduit au cours de la fermentation en (Z)-5-
octen-3-one un composé présentant les mémes caractéristiques olfactives, mais un seuil de

détection nettement plus élevé (1 pg.L™Y).
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La difficulté de caractérisation d’autres composés volatils, en particulier dans la mise en
évidence de différences pergues par CPG-olfactométrie entre les extraits organiques bruts des
deux vins, nous a incités a mettre en ceuvre des techniques de fractionnement, portant sur ces

mémes extraits ou sur les vins initiaux.

2.2. Fractionnement par CLHP semi-préparative

Le fractionnement par CLHP semi-préparative a été réalisé a partir des extraits organiques
bruts concentrés du vin de goutte et du vin de presse issu du méme marc. La procédure était
similaire a celle décrite dans le chapitre 4 pour les extraits de vins du modéle d’étude associés
a une moindre maturité. Aussi, ces fractions ont fait I’objet d’une description sensorielle par un

panel de 3 experts (Tableau 33).

Tableau 33. Description des fractions odorantes obtenues par CLHP du vin de goutte et du vin de
presse correspondant (Bordeaux DR14, CS).

N° de fraction Descripteurs N° de fraction Descripteurs
8 Alcools supérieurs 30 Vert, fruité
9 Sucré, réglisse 31 Vert, solvant, phénols
10 Beurre rance, \_/inaigre, acide 32 Chocolaté, tige de fleur, bois
acétique vert
11 Lactique, beurre 33 Vert
12 Sucre cuit, épicé 34 Poivron, fem\l:gr(tje géranium,
13 Fromage 35 Poivron vert
14 Tige de fleur, lacté, solvant 36 Vert, petit pois, soufré
15 Solvant, épicé, fromage 37 Fruite, Syntcaé:iigti?’ terpenes,
16 Solvant, alcool 38 Fruité (Brandy), camphré
17 Fruité, vert, épicé 39 Lourd
18-22 Alcool isoamylique 40 Brandy
23 Plastique 41 Poivré
26 Caoutchouc 42 Poussiéreux
27 Caoutchouc, feuillu vert 43 Vert, lourd, Brandy
28 Fruité exotique 44 Tabac
29 Fruité, grillé, synthétique

* Les fractions non mentionnées correspondent a une absence d’odeur.
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Aucune différence significative n’apparait dans les tonalités aromatiques des 50
fractions en comparaison de I’extrait du vin de goutte et du vin de presse. De plus, la
reconstitution aromatique totale (RA) montre que la fraction reconstituée est bien moins
complexe que I’extrait. Une interprétation selon laquelle la modification importante dans la
représentativité des fractions pourrait provenir de la degradation ou, éventuellement, de
I’adsorption d’une partie des composés a I’origine des différences aromatiques de ces vins a pu
étre formulée. De fait, nous avons conclu que la technique de fractionnement par CLHP semi-
préparative n’était pas apte a répondre a la problématique développée au cours de ce chapitre.

Ainsi, une autre technique a été considérée.

3. APPROCHE DANS LA RECHERCHE DE MARQUEURS
MOLECULAIRES VEGETAUX PAR LA DISTILLATION
SOUS VIDE

Le vin de goutte et le vin de presse ont été fractionnés par un systeme de distillation sous
vide équipe de pieges a azote afin de récupérer le maximum de composés, méme les plus
volatils. L’abaissement de la pression (1 mbar) dans le ballon d’évaporation permet de diminuer
la température d’ébullition des molécules et assurer leur volatilisation & température ambiante
(20 °C) permettant ainsi de limiter les dégradations thermiques. Deux volumes de distillat ont
été collectés : volume 1 (V1), correspondant aux composés aromatiques les moins volatils ;
volume 2 (V2), correspondant aux composés volatils les plus volatils. Le troisieme volume était

constitué par le volume résiduel dans le ballon d’évaporation, noté Vr.

3.1. Caractérisation olfactive des fractions de distillation et réalisation

de tests sensoriels

Les fractions de distillat ont fait I’objet d’une description olfactive par 5 personnes
expérimentées (Tableau 34).
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Tableau 34. Caractérisation olfactive des différentes fractions obtenues par la distillation sous
vide du vin de goutte et du vin de presse.

Fraction Odeurs Fraction Odeurs

Fruits jaunes, confiture de Fruits jaunes, confiture de

V1 Goutte V1 Presse

mirabelles mirabelles
V2 Goutte Pomme verte, solvant V2 Presse Acetique, 1;rr:|itsee, vegetal
Vr Goutte Caoutchouc, bralé Vr Presse Marc, foin, « presse »

Le volume 1 (V1) des deux vins apparait semblable, il est caractérisé par des notes de
fruits jaunes bien mdris de type mirabelle. Le volume 2 (V2) du vin de presse possede une note
acétique un peu fruitée, fraiche et une tonalité végétale. Quant a celui du vin de goutte, il
contient des notes de pomme verte et sent essentiellement le solvant. Le volume résiduel (Vr)
du vin presse a une odeur de marc particulierement marquée, il sent le foin et semble assez bien
répondre a la définition du caractere « presse ». Au contraire, celui du vin de goutte rappelle le

caoutchouc, le vin chauffé, presque un coté brulé.

Ensuite, afin de confirmer que cette technique de séparation était bien adaptée a la
problématique, des tests triangulaires ont été mis en ceuvre et réalisés par le panel 8. D’une part,
ils avaient pour objectif d’évaluer la capacité de la méthode a conserver les caractéristiques
aromatiques du vin de presse et a maintenir les différences aromatiques entre celui-ci et le vin

de goutte ; d’autre part, de confirmer la sélection des volumes d’intérét (Tableau 35).

Tableau 35. Résultats des tests triangulaires a partir des fractions de vins goutte/presse obtenues
par distillation et de leur regroupement.

Echantillons comparés p-valeur Différence
Presse Presse reconstituée 0,092 -
Goutte reconstituée Presse reconstituée 0,0037 i
V1 Goutte V1 Presse 0,038 *
V2 Goutte V2 Presse 0,00017 ok
Vr Goutte Vr Presse 0,00088 ok

* Différence significative au seuil de 5 % (*), 1 % (**) et 0,1 % (***)
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L’absence d’une différence significative entre le vin de presse initial et le vin de presse
reconstitué (p-valeur = 0,092) confirme que cette approche de fractionnement est respectueuse
de I’aréme du vin et engendre peu ou pas de perte de composés volatils, que ce soit par des
phénomenes d’évaporation ou de dégradation. De plus, la différence significative au seuil de
1 % entre les vins de goutte et de presse reconstitués aprés un fractionnement, montre que cette
technique permet de maintenir les caractéristiques olfactives a I’origine de leur différence. Dans
un méme temps, elle valide aussi le choix de notre modele d’étude puisque I’odeur du vin de

goutte apparait bien différente de celle du vin de presse.

La comparaison respective des volumes obtenus a partir du vin de goutte et du vin de
presse montre qu’ils different tous avec un niveau de significativité inférieur au seuil de 5 %.
Toutefois, ces différences se trouvent particulierement prononcées dans les volumes Vr et V2
(seuil inférieur & 0,1 %). Paradoxalement, les différences aromatiques entre le vin de goutte et
le vin de presse semblent trouver leur origine dans des composés de volatilité bien différente,
allant de la faible volatilité (Vr) a la forte volatilité (V2). Cette analyse rejoint alors nos
premicres hypothéses quant a la complexité de la catégorie « vin de presse », dont ’origine et

les nuances proviennent de la variation simultanée de plusieurs composés odorants.

Du fait de leurs contrastes aromatiques entre les deux modalités, les volumes Vr et V2

ont donc servi aux investigations futures.

3.2. Caractérisation des composés volatils associés aux fractions de
distillations par CPG-O et MDCPG-0O-SM

Apres avoir eté extraites au dichlorométhane, les fractions de distillation V2 et Vr ont fait
I’objet d’approches chromatographiques couplées a I’olfactométrie. Les extraits de fraction ont
d’abord été caractérisés par chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (CPG-
O) par 3 personnes, sur la méme colonne capillaire (Carbowax ou BP20) que celle utilisée pour
la caractérisation des extraits bruts. L objectif était de mettre en lumiére des zones odorantes
d’intérét, dont les nuances végétales, en lien avec celles définies au chapitre 7, varient d’un
point de vue qualitatif ou quantitatif entre les deux modalités (vin de goutte et vin de presse).
L’identification des composés associés a ces zones a ensuite été considérée par I’utilisation d’un
systéeme de chromatographie multidimensionnelle couplé a I’olfactométrie et a la spectrométrie
de masse (MDCPG-0O-SM).
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3.2.1. Caractérisation de la fraction V2

3.2.1.1. Caractérisation par CPG-O

L’ analyse par CPG-O de la fraction V2 a conduit au repérage d’un certain nombre de
zones odorantes dont les tonalités sont en accord avec celles recherchées. Plusieurs d’entre elles
présentent un intérét par leur diminution d’intensité ou par I’absence de leur perception dans le
vin de goutte. L’appréciation des termes olfactifs et de leurs intensités percues a reposé sur un
consensus établi aprés concertation entre 3 juges. 5 zones odorantes d’intérét ont ainsi été

retenues sur la base de ces critéeres (Tableau 36).

Tableau 36. Principales zones odorantes végétales (fraction V2) déterminées par CPG-O.

ILR Descripteurs Inte?ps::eésgg)rgue Interzsi)tﬁt[t);rgue Caosr;]([))((:)izé
1359 Herbacé ++ ++ Hexanol
1345 Herbacé, vert + N.D. Z01
1390 Herbacé ++ ++ (2)-3-Hexenol
1444 Végétal, petit pois ++ ++ IPMP
1474 Menthe, herbe, frais +++ +++ N.D.
1527 Cosse de petit pois ++ +++ sBMP ®
1538 Végétal, lourd ++ N.D. Z0 2
1546 Poivron vert ++++ ++++ IBMP
1642 Herbacé, floral ++ + Z03
1738 CCliGnes, épinard N.D.
1748 Menthé, anisé ++++ +++ Z05

* |LR, indice linéaire de rétention sur BP20. Evaluation de I’intensité odorante entre parenthéses :
++++ trés forte, +++ forte, ++ moyenne, + faible. © tentative
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Le composé associé a la zone odorante 4 (ZO 5) a I’odeur « menthée, anisée » a pu étre
déterminé par comparaison de I’odeur et des indices de rétention linéaires théoriques
(1734/1247) et expérimentaux (1748/1251) sur colonne BP20 et BPX5. Il s’agit de la 3-methyl-
2,4-nonanedione (MND) identifiée pour la premiere fois dans les vins rouges par Pons et al.,
(2008). C’est une molécule a fort pouvoir odorant impliquée dans des notes de figue, pruneau
caractéristique des vins rouges Vvieillis prématurément. Son seuil de détection est
particulierement bas : 16 ng/L en solution modéle. Ces caractéristiques olfactives varient
fortement selon la concentration. En effet, a faible concentration (100 ng/L), elle présente une
odeur menthée tandis qu’elle sent la prune & 1 pg/L et I’anis a 10 pg/L.

3.2.1.2. Identification des composés associés aux zones odorantes
d’intérét par MDCPG-O-SM

D’autres zones odorantes d’intérét non identifiables sans ambiguité avec les ILR ont
nécessité I’utilisation de la CPG-Multidimensionnelle.

La zone odorante 1 (ZO 1), décrite comme « herbacé, verte » a pu étre associée a la 6-
méthyl-5-hepten-2-one par la correspondance des indices linéaires de rétention, des spectres de
masse théoriques et expérimentaux (Figure 61) et par I’injection du standard commercial pur.

Ce composé carbonylé est issu de la dégradation des norisoprénoides. En 2005, Lewinsohn et
al. suggerent que celle-ci est réalisée par une enzyme, la « carotenoid cleavage dioxygenase »
(CCD). C’est un composant majoritaire de la tomate qui dérive du lycopéne et qui contribue a
son odeur (Buttery et al. 1971 ; 1988). Cette molécule a aussi été identifiée dans le jus des baies
de cassis (Varming et al., 2004) et dans les eaux-de-vie (Le dauphin et al., 2006). Elle a
récemment été identifiée dans les vins rouges ou elle est décrite comme contribuant a accroitre

les nuances végétales a partir d’une concentration de 2 pg/L (Riboul, 2013).

La zone odorante 2 (ZO 2), a I’odeur « végétale », « croupie » a pu étre associée au (Z)-
4-hepten-1-ol par confrontation du spectre de masse obtenu avec la banque de données NIST
(Figure 62) et par I’injection du produit commercial pur.
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Figure 61. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 1 avec le spectre théorique de la 6-méthyl-5-
hepten-2-one.
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Figure 62. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 2 avec le spectre théorique du (Z)-4-hepten-1-ol.
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Le (2)-4-heptenol a été mentionné dans I’huile essentielle de Gardenia (Rubiaceae)
(Buchbauer et al., 1996). Vacher et al. (2008) identifient son diastéroisomeére, le (E)-4-hepten-
1-ol, qu’ils décrivent avec une odeur végétale dans les vins rouges de Pinot noir atteints par la
pourriture. Le 4-heptenol a également été retrouvé dans les whiskys, ou il est responsable des
nuances vertes (Wanikawa et al., 2002). Les auteurs ne précisent pas duquel isomeére il s’agit,
mais ils précisent que ce composé est issu la dégradation oxydative des lipides membranaires
par la lipoxygenase. A ce jour et & notre connaissance, le (Z)-4-heptenol n’a pas fait I’objet de

mentions particuliéres dans les vins.

Le composé associé a la zone odorante 3 (ZO 3), a I’origine de son odeur herbacée et
florale, a pu étre associe au B-cyclocitral, par confrontation des spectres de masse et injection

du produit commercial pur (Figure 63).
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Figure 63. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 3 avec le spectre théorique du -cyclocitral.

Ce composé, dont le seuil de détection olfactive dans I’eau a éte estimé a 5 pg/L (Buttery,
1993), est un produit de dégradation oxydative des caroténoides. Dans le vin de Porto, Silva
Ferreira et al. (2008) montrent qu’il est généré a partir de I’oxydation du B-caroténe. Plus
récemment, Bordiga et al. (2013) révelent, par une analyse en chromatographie intégralement
bidimensionnelle, sa présence et son augmentation au cours du vieillissement des vins rouges
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de Nebbiolo. Le méme type d’analyse a aussi permis d’attester de sa présence dans les vins
rouges australiens (Robinson et al., 2011b).

La zone odorante 4 (ZO 4) percue comme «légumes cuits», «epinards »,
« transpiration » en premiere dimension est liée a la présence d’une molécule a I’odeur de
« pomme de terre bouillie », « chou ». Cette odeur est caractéristique du méthionol, ce qui a été
confirmé par comparaison des spectres de masse de la base de données NIST et des indices de
rétention obtenus sur les deux colonnes. Ce composé, formé a partir du catabolisme de la
méthionine par S. cerevisiae ou Oenococcus oeni (Moreira et al., 2002 ; Ugliano & Moio, 2005 ;
Vallet et al., 2008 ; 2009) est I’'un des composés majeurs associés aux odeurs de réduction des

vins (Ribéreau Gayon et al., 2012).

3.3. Caractérisation de la fraction Vr

3.3.1. Caractérisation par CPG-O et MDCPG-O

La caractérisation par CPG-O de I’extrait organique du volume résiduel de vin aprés la

distillation a revélé plusieurs zones odorantes apparentées a des odeurs vegétales (Tableau 37).

Tableau 37. Principales zones odorantes végétales (fraction Vr) déterminées par CPG-O. ILR,
indice linéaire de rétention sur BP20.

Intensité percue Intensité percue Composeé

ILR DS pE; (presse) (goutte) associé
1227 Végétal, herbacé +++ + 2
1438 Asperges, petit pois +++ +++ IPMP
1458 Légumes cuisinés ++++ +++ 1
1534 Poivron vert ++++ ++++ IBMP
1747 Géranium +++ +++ N.D.
1753 Végeétal +++ + 3

* |LR, indice linéaire de rétention sur BP20. Evaluation de I’intensité odorante entre parenthéses :
++++ trés forte, +++ forte, ++ moyenne, + faible.
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Seulement trois zones odorantes semblaient exprimer une variation d’intensité entre les
deux modalités. La premiére ou ZO 1, a I’odeur de légumes cuisinés a pu étre associée au
méthional par comparaison des indices linéaires de rétention théoriques et expérimentaux sur
colonne polaire (BP20) et apolaire (BPX5). Ce composé est produit par une dégradation de
Strecker de la méthionine en présence de composés dicarbonylés (o-quinone) ou dérive
directement de la peroxydation chimique du méthionol. Il participe ainsi & I’odeur des vins
blancs et rouges oxydés (Escudero et al., 2000 ; Bueno et al., 2016) ou des vins liquoreux de
pourriture noble (Sarrazin et al.,, 2007). L’hypothese de sa formation par oxydation du
méthionol (ZO 4, § 3.2.1.2) au cours du pressurage a donc été envisageée.

3.3.2. Tentative d’identification des composés associés aux zones odorantes
d’intérét par MDCPG-0O-SM

Enfin, deux autres zones odorantes (ZO2 et ZO3) aux odeurs végétales, herbacées ou
d’épinards ont pu étre identifiées avec une intensité nettement supérieure dans la fraction du
vin de presse. Le spectre de masse obtenue pour la ZO2 montre un bon niveau de
correspondance avec la 3-hexen-2-one (Figure 64).
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Figure 64. Comparaison du spectre de masse obtenu par impact électronique (70 eV) du pic
chromatographique associé a la zone odorante 2 avec le spectre théorique du 3-hexen-2-one.
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De méme, les indices de rétention linéaire obtenus sur BP 20 (1227) et BPX5 (820) sont
relativement proches de ceux rencontrés dans la littérature : 1218 et 834 respectivement.
Toutefois, le manque de données disponibles sur cette molécule et I’absence de standard
commercial ne permet pas de valider cette identification, ni méme de préciser duquel

diastéroisomere il s’agit.

Enfin, s’agissant de la ZO 3, aucun spectre de masse n’a pu étre obtenu; de méme
qu’aucune hypothése particuliere n’a pu étre formulée sur la base de I’odeur et des indices de
rétention sur colonne BP20 (1753) et BPX 5 (1248).

3.4. Conclusion

En conclusion, parmi les différents composés d’intérét susceptibles d’étre impliqués, par
leurs notes aromatiques, dans les tonalités aromatiques des « vins de presse », ceux identifiés

formellement dans le vin ainsi que dans les fractions V2 et Vr, ont été résumés (Tableau 38).

4. QUANTIFICATION DES COMPOSES IDENTIFIES

Afin de confirmer la réalité du lien entre la variation d’intensité percue par CPG-O et la
concentration des composés identifiés dans les extraits, leurs teneurs ont €tés mesurées par

SPME-CPG-SM dans les deux vins initiaux ayant permis leur identification selon la méthode 3.

La 6-méthyl-5-hepten-2-one a une concentration qui évolue d’un facteur 3 environ,
passant de 0,55 + 0,05 pg/L dans le vin de goutte a 1,68 + 0,13 ug/L dans le vin de presse. De
méme, la concentration en (Z)-4-heptenol est pratiquement doublée entre ces deux modalités :
6,56 + 0,16 pg/L dans le vin de goutte a 12,07 + 1,04 ug/L dans le vin de presse (Figure 65).
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Tableau 38. Molécules odorantes identifiées dans les fractions V2 et Vr et susceptibles d’étre
associées au caractére « presse » des vins rouges.

Seuil de Description

Molécule Identification e Tor olfactive

Structure

(2)-1,5-octadien-3- M

L . _—
one ILR, IS 0,9 ng/L Feuille de géranium \)J\/\/\

3-methyl-2,4- LR, IS 16 ng/L2 Menthé, prune, J\rﬁ\/\/\
nonanedione anisé

(2)-4-heptenol ILR, SM, IS - Végétal, croupie RV VN
B-cyclocitral SM, IS 5 pg/L* Vert frais, floral o
Methionol ILR, SM 1,2-4,5 mg/L* ng‘uq;lfef’i;gge o NN
Methional ILR, SM 0,5 ug/L Pom[)“oeui‘f”eete"e NN

* ILR, indice linéaire de rétention sur BP20 (1D) et BPX5 (2D) comparé avec ceux de la littérature ;
IS, injection d’un standard commercial pur ; SM, spectre de masse obtenu par impact électronique
(70 eV) et comparé avec la librairie NIST. Seuil de détection olfactive dans I’eau : * Darriet et al.
(2002) ; Buttery et al. (1993). Seuil de détection olfactive en solution modéle : % Pons et al. (2008) ; °

Escudero et al. (2000). Seuil de détection olfactive dans le vin : *Riboul et al. (2012) ; * Mestre et al.
(2000).
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Figure 65. Concentrations (ug/L) en 6-méthyl-5-hepten-2-one et en (Z)-4-heptenol mesurées dans
le vin de goutte et le vin de presse ayant permis leur identification (Bordeaux DR14, CS).

L’analyse de ces deux molécules confirme donc les observations olfactives et montre une
nette augmentation de ces composés dans le vin de presse par rapport au vin de goutte. Ces
résultats appuient, une nouvelle fois, I’hypothese selon laquelle ces composés seraient
susceptibles d’avoir une contribution dans la différence aromatique percue entre les deux vins

modeles.

A Iinverse, les teneurs en g-cyclocitral et en méthional et dans chacune des modalités
contredisent les observations olfactives puisque de tres faibles variations sont observées entre
le vin d’égouttage et le vin de presse : 0,52 + 0,01 contre 0,68 + 0,01 pug/L pour le premier ;
1,54 + 0,03 contre 1,76 + 0,02 pg/L pour le second. La tendance est méme inversée pour le
méthionol (6,5 £ 0,04 mg/L et 2,2 £ 0,1 mg/L) entre le vin de goutte et le vin de presse,
respectivement. De plus, I’analyse quantitative de ces composés dans plusieurs vins de goutte
et vins de presse n’a montré aucune tendance particuliere quant a leur évolution selon ce facteur
technologique (résultats non communiqués). Ainsi, ces trois composés n’ont été pas considerés

pour la suite de notre étude.

En ce qui concerne les méthoxypyrazines, Kotseridis et al. 1999 indiquent un effet
d’augmentation des concentrations en IBMP entre deux vins de goutte et deux vins de presse
(Merlot et Cabernet franc), les concentrations dans ces derniers n’excédant toutefois pas son

seuil de détection olfactive. En outre, Roujou de Boubée (2000) montre que les teneurs sont
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relativement stables au cours du pressurage. De méme, nos observations par CPG-O ne
traduisent pas de réelles différences d’intensité et, de plus, aucune de méthoxypyrazines n’a pu
étre détectées dans les deux vins de presse de Merlot (chapitre 3) apparenté aux «bons
modeéles » de vins végétaux ; le bon niveau de maturité des raisins et la capacité de production
du cépage en étant probablement I’explication. Par conséquent, ces molécules n’ont pas été

prises en considération pour la suite de cette étude.

Enfin, la quantification des autres marqueurs moléculaires mis en lumiére a été, quant a

elle, réalisée au cours des chapitres suivants.

5. EVALUATION SENSORIELLE DE LA 6-METHYL-5-
HEPTEN-2-ONE ET DU (Z)-4-HEPTENOL

5.1. Estimation de I’impact de la 6-methyl-5-hepten-2-one par un test

triangulaire

S’agissant de la 6-methyl-5-hepten-2-one mesurée a des concentrations 3 fois supérieures
dans le vin de presse ayant assuré son identification par rapport aux vins de goutte
(0,55 £ 0,05 pg/L et 1,68 + 0,13 ug/L respectivement), les tests préliminaires a la mise en
ceuvre du seuil de détection olfactive ont montré une absence d’impact olfactif a ces deux
concentrations. Afin de confirmer cette observation, un test triangulaire a donc été réalisé dans
un vin rouge de Bordeaux supplémenté a une concentration de 2,5 pg/L par le panel 9 (Tableau
39).

Tableau 39. Résultat du test triangulaire obtenu a partir d’une addition de 2,5 pug/L de 6-méthyl-
5-hepten-2-one dans le vin rouge (témoin).

Echantillons comparés Réponse + Réponse- p-valeur Différence

Témoin Témoin + 2,5 ug/L MetHep 5 13 0,77 -

216



Chapitre 8. Approche analytique non ciblée de la catégorie aromatique des vins de presse

A I’inverse de Riboul et al. (2013) qui notent une contribution sensorielle de ce composé
sur les nuances végétales des vins rouges a partir de 2 pg/L, nous n’observons aucune différence
significative entre les échantillons a 2,5 pg/L. De plus, I’analyse de plusieurs vins de presse sur
différents millésimes a révélé que la teneur n’excédait pas 1,88 pg/L. Ainsi, malgré I’intérét
que présente cette molécule comme marqueur chimique potentiel, elle ne peut étre liée a la

typicité des vins de presse.

5.2. Détermination du seuil de détection olfactive du (2)-4-heptenol

A I’inverse de la 6-méthyl-5-hepten-2-one, les tests préliminaires d’addition du (Z)-4-
heptenol aux concentrations mesurées dans le vin ont montré I’intérét de préciser son impact
dans les vins rouges. Le seuil de détection olfactive a été déterminé par le panel 9 a partir d’une
série croissante de 5 concentrations ajoutées (2,5/5/10/20/40/80 ug/L) dans un vin rouge de
Bordeaux. La valeur du seuil de détection olfactive, estimée par la méthode BET, est de
12,6 pg/L avec des seuils individuels minima a 1,7 pg/L (Figure 66). Cette valeur correspond
a une concentration similaire a celle déterminée dans le vin de presse ayant assuré son
identification (chapitre 7). A I’inverse du vin de goutte dont la concentration est de 6,56 +
0,16 pg/L, le (Z2)-4-heptenol semble impacter I’aréme des vins de presse en masquant les notes
fruitées, apportant une lourdeur aromatique et des nuances végétales; tandis qu’a forte

concentration (40 pg/L) son odeur évoque clairement I’eau croupie et le poisson.
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Figure 66. Nombre de personnes en fonction de la concentration minimale en (Z)-4-heptenol
(ng/L) percue dans un vin rouge de Bordeaux.
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6. CONCLUSION

Une premiére approche analytique des vins de presse a donc été réalisée au cours de ce
chapitre dont la démarche présentait, initialement, un bon parallélisme avec celle employée au
cours du chapitre 4. Toutefois, le fractionnement par CLHP semi-préparative, qui avait permis
de mettre en exergue des fractions d’intéréts en lien avec la maturité des raisins, a ici montré
ses limites. Ainsi, une autre méthode de fractionnement par distillation sous vide a été
employée. La validation sensorielle a démontré que cette méthode était a la fois respectueuse
de I’ar6me global des vins rouges, mais qu’elle permettait aussi d’isoler des fractions présentant
de nettes différences aromatiques entre le vin de presse et le vin de goutte. Aussi, deux fractions
d’intérét de volatilité ¢loignée ont pu étre mises en évidence ; cela soulignant que les différences
aromatiques entre les deux vins n’étaient probablement pas le fait d’un unique composé, mais

plut6t d’une combinaison de composés de nature diverse.

Cette suggestion a été confirmée par la mise en évidence de plusieurs zones odorantes
caractéristiques par CPG-O dont une partie des composés associés ont pu étre identifiés. Pour
certains d’entre eux tel que la 6-méthyl-5-hepten-2-one et le (Z2)-4-heptenol, la quantification a
confirmé I"augmentation de leurs concentrations dans le vin de presse par rapport au vin de

goutte initial.

Malgré leur différence structurale, ces divers composés présentent des analogies quant a
leur origine : degradation oxydative des caroténoides pour la 6-méthyl-5-hepten-2-one,
dégradation oxydative des lipides membranaires pour les autres [(Z)-4-heptenol, (Z)-1,5-
octadien-3-one, etc.]. Cela nous a poussés a nous interroger sur une considération plus large des
molécules qui sont également susceptibles de dériver de cette derniére origine, a savoir les
alcools en C6, analysés au cours du chapitre 11, selon des aspects technologiques développés,

mais également de composeés carbonylés dont I’étude a constitué les deux chapitres suivants.
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catégorie aromatique des vins de presse

1. INTRODUCTION

L’approche analytique non ciblée développée dans le chapitre précédent a mis en
évidence une relation entre le niveau de pressurage des marcs et I’accroissement des teneurs de
certains composés volatils (composés carbonylés, alcools). Certains de ces composés
[aldéhydes et d’alcools (C6, C9)] sont décrits dans la littérature comme provenant de la
dégradation oxydative de lipides membranaires susceptible de se produire, pendant les
opérations préfermentaires, lors du pressurage des raisins (Crouzet et al. 1986). Ils conferent au
mo(t des odeurs herbacées caractéristiques (Etude bibliographique, § 1.3.2). Rappelons que
I'intensité de la trituration et du foulage des baies, en présence d’oxygene, constitue un facteur
déterminant de la formation de ces composés (Ribéreau-Gayon, 2012). Aussi, I’hypothése
d’une formation accrue de ces composes [aldéhydes et d’alcools (C6, C9)] par dégradation
oxydative des acides gras inaturés (acide linolénique, acide linoléique) a été envisagée au cours
du pressurage des marcs de raisins noirs. Toutefois, avec la situation de la vinification en rouge,
le pressurage étant conduit apres fermentation alcoolique, les mécanismes de formation de ces
composés concernent a priori exclusivement des réactions chimiques méme si la persistance

d'activités lipoxygénases a été évoquée en milieu alcoolique (Wheelan et al., 1997).

De fait, dans ce chapitre, I'analyse des composés carbonylés, mono ou poly insaturés,
dans les vins de goutte et vins de presse a été envisagée avec le développement d’une méthode
de guantification par SPME-CPG-SM. Le seuil de détection olfactive relativement bas de ces
composés (de I’ordre du ng/L pour la plupart) et I’identification de certains comme de potentiels
marqueurs aromatiques de I’odeur végétale des vins issus de raisins manquant de maturité
(chapitre 4), a aussi affirmé ce choix. Ainsi, ont été permis I’évaluation de leurs teneurs dans
des vins de presse et de goutte, tout en intégrant des dimensions de maturité, variétales et de

caractéristiques de millésimes.
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2. DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE DE
QUANTIFICATION DE  SERIES D’ALKANALS,
ALKENALS, ALKADIENALS ET ALKADIENONE PAR
SPME-CPG-SM

La quantification des composés carbonylés dans les vins, et particulierement des
aldéhydes, se confronte souvent a des difficultés de réalisation. Culleré et al., (2004),
I’expliquent par deux problemes principaux qui concernent la matrice vin : la présence
importante d’alcool qui change le comportement de la phase organique par rapport a I’eau ; la
présence d’un grand nombre de composés carbonylés, parfois en concentration importante
comme I’acétaldéhyde (> 300 mg/L), I’acide pyruvigue (> 500 mg/L) ou le 3-hydroxybutanone-
acetoin (> 200 mg/L). Saison et al., (2009) expliquent, de la méme fagon, que les difficultés de
quantification de ces molécules dans la biére ont pour origine leur faible volatilité, leur
concentration extrémement faible, leur réactivité importante et I’abondance des esters et des
alcools dans le milieu. Ainsi, la plupart des méthodes de quantification proposées s’appuient
sur I’utilisation d’un agent de dérivation, le O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamine
(PFBHA) ou la pentafluorophenyl hydrazine (PFPH). Dans le vin, cet agent a d’abord éte utilise
en extraction liquide/liquide pour la quantification de composés dicarbonylés (De Revel et
Bertrand, 1994). Couplé a I’extraction en phase solide (Solid Phase Extraction, SPE), il a
ensuite été utilisé pour I’analyse de plusieurs aldéhydes (Culleré et al., 2004 ; Ferreira et al.,
2004). Des développements similaires par SPME-CPG-SM dans la biére ont démontré
I’efficacité de cette méthode par une dérivation sur fibre (Vesely et al., 2003). Toutefois, Saison
et al., (2009) attestent que I’ajout de I’agent de dérivation directement dans la solution (biére)
est nettement plus efficace pour la quantification des aldéhydes linéaires saturés (alkanals),
insaturés (alkenals) ou des cétones. Plus récemment, Lopez-Vasquez et al. (2012) ont validé
une méthode de quantification par SPME d’un grand nombre d’aldéhydes a courtes chaines
(C3-C10), saturés ou non, dans les eaux-de-vie de marc.

Cependant, il n’existe pas, a notre connaissance, de méthode validée permettant I’analyse
simultanée d’un ensemble d’aldéhydes a courtes chaines linéaires (saturés, mono-insaturés et

poly-insaturés) dans les vins.
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Ainsi, nous avons décidé de développer une méthode qui réponde a cette problématique
en nous basant sur les précédentes études, par le choix d’un agent de dérivation et en utilisant
la SPME. En comparaison avec la SPE, la SPME a montré en effet, malgré des performances

Iégerement inférieures, son adaptation a ce type de dosage (Zapata et al., 2010).

2.1. Protocole expérimental

2.1.1. Optimisation de la méthode

La méthode a été optimisée a partir d’un vin rouge de Bordeaux contenant 17 mg/L SO
libre et supplémenté par 1 pg/L d’alkanals, 200 ng/L d’alkenals, alkadienals et alkadienones.
La recherche des parameétres analytiques optimums concernant la durée et la température
d’incubation ou la concentration en agent dérivatisant (pFBHA) a été effectuée selon un plan

d’expérience de Box-Behnken avec trois niveaux pour chacun des facteurs (Tableau 40).

Tableau 40. Parameétres expérimentés (température d’incubation, temps d’incubation et
concentration en pFBHA) lors de I’optimisation des conditions de préparation et d’extraction de
I’échantillon (plan d’expérience Box-Behnken).

Température d’'incubation  Temps d’extraction  Concentration en pFBHA

(°C) (min) (g/L)
30 20 0,5
45 40 1
60 60 1,5

12 expériences complémentaires sous la forme de deux plans factoriels complets
(température d’incubation/concentration en pFBHA ; dilution/concentration en pFBHA) ont
aussi été réalisées pour préciser I’optimum de température d’incubation et de concentration en
pFBHA, tout en incluant un autre parametre complémentaire a savoir le niveau de dilution
(Tableau 41).
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Tableau 41. Paramétres expérimentés avec un plan factoriel complet pour la précision des
conditions d’optimisation analytiques : température d’incubation, concentration en pFBHA,
dilution.

Température d’incubation Concentration en

°C) DFBHA (g/L) Dilution
60 0,25 1
70 0,5 1/2
80 - 1/4

Les valeurs expérimentales ont été traitées par le logiciel Minitab 16 software.

2.1.2. Validation de la méthode

La méthode a été validée dans un vin rouge de Bordeaux. Au total, des ajouts dosés ont
été réalisés selon 11 modalités pour tous les composés : témoin; 1;2,5;5;10;25;50; 100;
250;500; 1000 ng/L.

La linéarité (R?) a été estimée sur différentes plages de concentration (ng/L) : [100-
1000] pour I’hexanal, [250-25] pour les autres alkanals ; [1-250] pour les alkenals : [1-50] pour
I’alkadienals ; [1-10] pour I’alkadienone.

La répétabilité, exprimée en écart type relatif a la moyenne (% RSD), est mesurée par dix
injections d’un vin de presse contenant la totalité des aldéhydes (n=10). Le recouvrement,
exprimé en écart type relatif a la valeur théorique (% RSD), est estimé par I’ajout de 250 ng/L
d’alkanals, 50 ng/l d’alkenals, 10 ng/L d’alkadienals et alkadienone.

La limite de détection et la limite de quantification sont déterminées par le rapport

signal/bruit, respectivement égal a 3 et 10.
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2.2. Optimisation des parametres de préparation et d’extraction des

échantillons

Comme dans le chapitre 2, lors du développement et de I’optimisation de la méthode de
quantification, nous avons cherché & identifier les facteurs clefs pouvant influer de maniere
importante sur la réponse. Dans cette partie, nous nous sommes intéresses a I’optimisation du
type de fibre SPME, des paramétres de I’extraction (ajout de sel, température d’incubation,

concentration en agent de dérivation).

2.2.1. Type de fibre et quantité de sel ajoutée

Le choix de certains parametres comme celui de la fibre ou la quantité de sel ajoutée ont
reposé sur des développements similaires de méthodes de quantification de ces composes,
réalisés dans la biére (Vesely et al., 2003 ; Saison et al., 2009) ou dans les eaux-de-vie de marc
(Lopez-Vasquez et al., 2012). La fibre SPME de type PDMS/DVB a été sélectionnée comme
procurant les meilleurs résultats quantitatifs dans chacune des études. Ces mémes auteurs ont
aussi rapporté une perte d’intensité du signal chromatographique par méthode SPME aprés
I’addition de sel, probablement di a I’augmentation des interactions ioniques avec les oximes

formées ; par conséquent, aucun ajout de sel n’a été effectué a I’échantillon.

2.2.2. Temps et température d’incubation, concentration en pFBHA et
dilution

En accord avec les études énoncées précédemment, les parametres de temps et de
température d’incubation, ainsi que la concentration d’agent de dérivation (pFBHA), ont
d’abord été optimisés selon un plan d’expérience de Box-Benhken, similaire a celui utilisé au
chapitre 2 pour le développement de la méthode de quantification des méthoxypyrazines
(Figure 67).
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Figure 67. Graphique des contours (ordonnée*abscisse) de la somme de surface des pics
chromatographiques des alkanals. Parameétres analytiques : incubation 45 °C, 40 min, 1 g/L
pFBHA. L’intensité des couleurs est proportionnelle a la réponse mesurée (aire du pic
chromatographique).

Tout d’abord, le temps d’incubation n’apparait pas comme le facteur le plus impactant
sur I’intensité des surfaces de pics chromatographiques, sinon I’observation faite de réponses
optimales pour des durées d’incubation de 40 et 60 minutes. Ainsi, une durée d’incubation de
50 minutes est choisie. Inversement, la température d’incubation ou la concentration en pFBHA
affectent I’intensité de la réponse chromatographique ; la température optimale se situant a
60 °C et, de maniére assez surprenante, I’augmentation de la concentration en pFBHA
engendrant une diminution de I’intensité : I'optimum se situant au niveau le plus bas testé
(0,5 g/L).

Etant donné que les optimums se situaient aux bornes du plan d’expérience, il était
preférable de Vérifier au-dela de ces valeurs. Pour cela, deux plans factoriels ont été mis en
place, mettant en jeu des températures plus importantes (60-80 °C) et des concentrations en
pFBHA plus basses (0,25-0,5 g/L). Ainsi, un premier plan factoriel a testé la concentration en
pFBHA en y associant le niveau de dilution. Par ailleurs, nous avons pu observer que les
alkenals et alkadienals réagissent de la méme maniére que les alkanals dans les différents
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paramétres analytiques considérés. Aussi, les résultats du plan d’expérience présenté

concernent uniquement les alkanals (Figure 68).
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Figure 68. Diagramme factoriel des interactions de la concentration en pFBHA et de la dilution
sur la somme des alkenals.

Le graphique des interactions réveéle que la dilution du vin engendre une perte
significative dans I’intensité mesurée ; d’autant plus marquée que 1’on se situe a I’optimum de

concentration en pFBHA de 0,5 g/L. Pour I’analyse, aucune dilution du vin n'a donc réalisée.

A Iinverse des autres optimisations, les effets mesurés sur le second plan factoriel
(température d’incubation/concentration en pFBHA) montrent des différences notables entre
les familles de composés (Figure 69). Ainsi, le choix des conditions analytiques optimales a
reposé sur un compromis considerant les différentes familles de composés, mais qui privilégiait
celles dont la concentration naturelle dans les vins était la plus faible, & savoir les alkenals et
alkadienals. Considérant cela, une température d’incubation de 70 °C et une concentration en
pFBHA de 0,5 g/L ont été choisies.
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Figure 69. Diagramme factoriel des interactions de la concentration en pFBHA et de la
température d’incubation sur la somme des alkanals (A), alkenals (B), alkadienals (C).

2.3. Validation de la méthode

Les parameétres de qualité tels que la répétabilité, la linéarité, le recouvrement (précision)

ou la limite de détection (LOD) et de quantification (LOQ) ont été évalués aprés que les
conditions optimales aient été déterminées (Tableau 42).

La répétabilité a été estimée par 10 injections d’un vin de presse contenant des

concentrations en ces composés naturellement au-dessus de la limite de quantification de la

méthode. La majorité des valeurs de répétabilité se situent en dessous des 10 %, avec des valeurs

hautes n’excédant pas 20 %. Pour les autres paramétres, la méthode a été validée par des ajouts

dans le méme vin rouge de Bordeaux que celui utilisé pour I’optimisation de la méthode. Pour

chacun des composés, la linéarité est estimée dans une gamme de concentration retrouvée dans

le vin. Une correction est établie en soustrayant I’aire du pic d’un composé par I’aire de son pic

dans le vin non supplémenté (témoin). La courbe de calibration est établie apres une correction
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par I’étalon interne pour chaque ion mesuré. Pour tous les composeés, la linéarité obtenue est
supérieure a 0,99. La précision est estiméee en calculant le recouvrement d’une addition de
concentration dans le méme ordre de grandeur que les valeurs rencontrées dans les vins pour
chacun des composés (250 ng/L d’alkanals, 50 ng/l d’alkenals, 10 ng/L d’alkadienal et
alkadienone). Les valeurs de recouvrement se positionnent le plus souvent dans la plage
d’acceptabilité (80-120 %), avec une majorité proche de 100 %. Enfin, les limites de détection
(signal/bruit = 3) et les limites de quantification (signal/bruit = 10) ont été calculées
manuellement par le ratio de la hauteur du pic sur la moyenne du bruit de fond avant et aprés
chaque pic. Les limites de quantification n’excédent pas 10 ng/L et les limites de détection se

situent autour de 1 a 2 ng/L en moyenne.

Tableau 42. Répétabilité, recouvrement, linéarité, limite de quantification (LOQ) et limite de
détection (LOD) de la méthode développée.

Alkanals Hex Hept Oct Non Dec
Répétabilité (Y%RSD) 19,5 15,6 10,6 7,6 9,8
Recouvrement (%RSD) 105,8 103,1 1247 124,5 116,5
Linéarité (R?) 0,993 0,999 0,996 0,996 0,992
LOQ (ng/L) 5,5 5,7 45 4,3 2,0
LOD (ng/L) 1,6 1,7 1,3 1,3 0,6
Alkenals E2Hex E2Hept E20ct E2Non E2Dec Z4Hep
Répétabilité (Y%RSD) 15,7 9,7 3,3 8,2 7,2 7.9
Recouvrement (%RSD) 85,9 84,2 97,9 96,9 94,1 124,2
Linéarité (R?) 0,999 0,999 0,999 0,998 0,995 0,999
LOQ (ng/L) 2,9 0,7 3,8 5,6 2,1 4,5
LOD (ng/L) 0,9 0,2 1,1 1,7 0,6 1,3

Alkadienals, Alkadienone = EE24Hept EE24Non EE26Non EZ26Non EE24Deca Z150ct

Répétabilité (%RSD) 3,4 6,1 6,7 8,3 10,2 14,5
Recouvrement (%RSD) 99,6 89,8 97,7 103,0 93,4 91,8
Linéarité (R?) 0,999 0,998 0,994 0,999 0,998 0,996
LOQ (ng/L) 2,1 1,3 5,6 7,6 3,0 8,3
LOD (ng/L) 0,6 0,4 1,7 2,3 0,9 2,5
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L’absence de formation par oxydation chimique au cours de la phase extractive de ces
composés a aussi été vérifiee par comparaison de vial inerté au CO2 et supplémenté de 3 puL
d’EDTA 460 g/L.

Ainsi, I’estimation de ces parametres témoigne, en plus de la sensibilité de la méthode,
de son aptitude a fournir des valeurs représentatives de la concentration réelle en alkanals,

alkenals, alkadienals et alkadienone dans les vins rouges.

3. QUANTIFICATION DES COMPOSES CIBLES DANS LES
VINS ROUGES

3.1. Quantification de la (Z)-1,5-octadien-3-one et du (Z)-4-heptenal

La (Z)-1,5-octadien-3-one est un composé extrémement odorant et, malgré la faible limite
de quantification de la méthode de dosage (2,5 ng/L), il n’a pu étre détecté dans tous les vins.
De fait, ce composé a pu étre dosé dans des vins de Merlot du millésime 2015, mais pas dans
ceux du millésime 2014, bien que I’odeur de « feuille de géranium » caractéristique du composé

ait été nettement percue par CPG-O (chapitre 8) (Tableau 43).

De plus, les résultats montrent que les teneurs en (Z)-1,5-octadienone sont susceptibles
de s’accroitre avec le pressurage jusqu’a une teneur de 11,7 ng/L, supérieure a son seuil de
détection olfactive dans I’eau (0,9 ng/L). L’étude de son impact sensoriel dans le vin a été
approfondie dans le chapitre 10.

Tableau 43. Concentrations en (Z)-1,5-octadien-3-one et (Z)-4-heptenal (moyenne + écart-type en

ng/L) dans plusieurs vins de goutte et vins de presse correspondants.

Vins (2)-1,5-octadien-3-one (ng/L) (2)-4-heptenal (ng/L)
Pomerol 15, M (G) 46+1,2 <LOD
Pomerol 15, M (P4ni) 11,7+0,7 4,7+ 1,17
Bordeaux DR15, M (G) <LOD 20+0,5
Bordeaux DR15, M (P4ni) 2,7+0,1 8,7+0,6

* M, Merlot, millésime 2015. G, vin de goutte ; P4ni, vin de presse (paliers 4, non inerte)
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Le dosage du (2)-4-heptenal a été envisagé par analogie, y compris en termes d’odeur,
avec celui du (2)-4-heptenol mis en évidence précédemment (chapitre 8). Les résultats
montrent également des concentrations plus importantes dans les vins de presse (8,7 ng/L ;
4,7 ng/L) par rapport aux vins de goutte (2 ng/L ; inférieur a limite de détection) mais, dans le
cas présent, les teneurs sont nettement inférieures au seuil de détection olfactive de ce composé
dans I’eau (200 ng/L ; Milo, 1995). Son impact sensoriel a aussi été précisé au cours du chapitre

suivant.

3.2. Quantification des alkanals, alkenals et alkadienals dans les vins de
goutte et de presse expérimentaux en lien avec le stade de maturité

des raisins

Au méme titre qu’ils formaient un modele pertinent pour I’étude de I’arbme des vins
rouges en relation avec la maturité des raisins, les vins expérimentaux étudiés au cours du
chapitre 4 et incluant deux stades de maturité des raisins de Merlot et de Cabernet Sauvignon
sur deux millésimes (2014 et 2015), constituaient une approche intéressante pour
I’appréhension de la catégorie « vins de presse ». En effet, pour chacune des modalités, le marc
obtenu aprées I’écoulage a été pressé dans un mini pressoir pneumatigue jusqu’a une pression
de 2 bars maximum afin d’en extraire le vin de presse. D’ailleurs, pour une modalité particuliere
de raisins de Cabernet-Sauvignon récolté a maturité optimale (millésime 2015),
notée CS_Mat+15(P++), le niveau de pression exercé sur le marc a été conduit jusqu’a 5 bars ;

le vin en résultant exprimait de fortes nuances végetales.

Apres fermentation malolactique réalisée dans les mémes conditions que pour les vins de
gouttes, les vins ont été soutirés, sulfités a 50 mg/L puis embouteillés (1,5 L). Avant analyse,
les teneurs en SO; libre ont été rajustées a 35 mg/L.
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Tableau 44. Concentrations (ng/L) en alkanals, alkenals, alkadienals dans les vins de goutte (G)
et de presse (P) analysés.

Alkanals Hex Hept Oct Non Dec
CS_Mat+ 14(G) 263,4 £17,9 49,4156 1753 £7,0 253,3%5,9 205,3 + 89,9
CS_Mat+14(P) 481,2 %345 67,127,1 1125+5,1 149,2 + 24,6 96,8 + 39,1
CS_Mat+15(G) 818,4 + 119,1 75,2+ 12,6 2944 £225 402,4 + 26,7 151,9+ 22,6

CS_Mat+15(P++) 1620,3+ 19,8 180,4 £ 3,3 630,2 £ 9,5 841,3+10,9 132,4+7,3
CS_Mat-14(G) 220,2 £10,3 27,10,1 100,0 £ 7,7 1346 £2,7 1292 £0,2
CS_Mat-14(P) 3416+ 115 33,024 101,4 £ 12,1 1457 £ 16,9 148,8 + 38,4
CS_Mat-15(G) 650,5 + 32,8 102,5 £ 20,7 124,9 + 18,6 1431 +9,3 93,1+ 24,8
CS_Mat-15(P) 4293 £3,2 107,9 £3,1 184,7 £ 19,4 299,3 £ 30,0 55,0+ 8,8

Merlot_Mat+14(G) 755,7 £ 75,0 76,52,1 2155+11,3 316,3+18,1 350,4 + 136,2

MerlotMat-14(G) 589,7 + 53,6 453+7,3 147,7 £ 75,5 190,4 + 114,6 91,8+ 10,8

MerlotMat-14(P) 651,9 + 105,7 63,6 = 10,5 116,8 £5,5 120,7 £ 3,0 101,1£0,3

MerlotMat-15(G) 394,4 £2,0 1354 £ 5,8 384,4 27,6 528,7 £ 22,3 105,8 + 56,4

MerlotMat-15(P) 356,4 £ 5,5 82,6 3,4 80,7%5,6 93,3%5,6 64,5+ 1,1

Alkenals E2Hex E2Hept E20ct E2Non E2Dec
CS_Mat+ 14(G) 12,2+0,8 05+£0,1 5906 52+0,7 28,1+2,8
CS_Mat+14(P) 28,7+0,2 36£0,0 28,2+0,5 7,4%0,3 42+0,9
CS_Mat+15(G) 29,7+ 4,8 0,4£0,0 45+08 7,8+0,8 13,3+ 1,2

CS_Mat+15(P++) 356,2 24,0 2,6+0,1 10,2+ 0,4 97+12 9,0+0,9
CS_Mat-14(G) 88,5+ 1,7 0,8+0,0 42+£07 31+05 7,4 £0,4
CS_Mat-14(P) 54,3+ 3,1 0,6 0,0 4201 45+0,1 16,1+0,2
CS_Mat-15(G) 41,3%5,1 1,4+0,3 7,5+0,2 7,6 £0,3 1,5+05
CS_Mat-15(P) 52,2+ 0,6 0,6 £0,0 7,6 £0,5 5,6 £ 0,4 4,4+£0,0

Merlot_Mat+14(G) 8209 2,5+0,0 6,3+1,0 72+13 8,7+0,7

MerlotMat-14(G) 29,2+0,1 43+06 52+£0,1 39+01 51+18

MerlotMat-14(P) 21,0+ 3,4 30+£0,3 10,8+0,7 6,9 0,7 41+09

MerlotMat-15(G) 30,2%2,0 2,0£0,2 6,0 £0,2 7,6 £0,0 56+£0,2

MerlotMat-15(P) 41,2%0,6 25+£0,2 7,5+0,0 7,3+05 6,1 + 0,4
Alkadienals EE24Hept EE24Non EE24Deca EE26Non EZ26Non
CS_Mat+ 14(G) 0601 43+£02 1,6 £0,0 54+0,2 15+0,0
CS_Mat+14(P) 4809 2,4+0,0 5703 8,9+ 0,4 32+06
CS_Mat+15(G) 1,7£0,0 59+0,0 5,0+0,0 7,8+0,6 1,3+0,3

CS_Mat+15(P++) 46+£02 5207 33£0,1 11,1+ 2,0 3,0+0,3
CS_Mat-14(G) 0901 2,1£02 6,5 £ 0,4 34+03 07+01
CS_Mat-14(P) 1,4+0,3 22+01 18,5+ 0,5 57+08 2,0£0,2
CS_Mat-15(G) 2,0£0,1 2,5+0,0 36+0,3 7,8+0,2 1,3+0,0
CS_Mat-15(P) 1,1£0,0 2,4+0,3 2,7£0,1 53+£05 1,8 0,4

Merlot_Mat+14(G) 1,0£0,1 31+£01 33£03 6,8+0,1 1,2+0,3

MerlotMat-14(G) 1,5+0,1 1,2+0,0 5,0+ 0,4 46+09 07+01

MerlotMat-14(P) 7,1£0,9 1,6+0,2 53+1,0 95+18 33+£08

MerlotMat-15(G) 1,7+0,3 2,1£0,3 10,4+ 0,4 75+0,1 1,6+0,1

MerlotMat-15(P) 4301 25+0,1 11,3+ 1,3 7,0£0,2 37+05
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Au final, I’analyse quantitative des différents groupes d’aldéhydes (15 composés
analysés) a permis de faire le lien entre I’intensité du pressurage des marcs et leurs niveaux de
concentration dans les vins. Les résultats ont été exprimés en rassemblant toutes les modalités

sous la forme d’une Analyse en Composantes Principales (Figure 70).
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Figure 70. Carte des individus (vins de presse et de goutte) obtenus par I’ Analyse en Composantes
Principales (ACP). (P), vin de presse, (G), vin de goutte,;, Mat+, Maturité+; Mat-, Maturité-; M,
Merlot, CS, Cabernet Sauvignon ,; 14, millesime 2014 ; 15, millésime 2015.

L’inertie totale résultant des variances de I’axe 1 (40,63 %) et de I’axe 2 (23,36 %) est
de 63,99 %. Nous considérons que I’information portée par les deux axes est d’un niveau

acceptable pour permettre une interprétation.

De plus, I’ACP a été compléteé par une ACH, ou Classification Ascendante Hiérarchique
(Figure 71 B) permettant de confirmer I’existence de trois groupes principaux bien distincts
sur la carte des individus (Figure 70). Les vins de goutte forment le groupe majoritaire (1)
tandis que le second groupe est représenté par 3 vins de presse (2) et le dernier groupe (3), qui
se démarque nettement des deux autres, est représenté par un unique échantillon de vin de presse
obtenu par une action accrue sur le marc et noté « CS_Mat+15(P++) ». Ainsi, la considération
de I’ensemble de ces composés volatils semble en mesure de discriminer une partie des vins de

presse par rapport aux vins de goutte correspondants.

231



Chapitre 9. Approche analytique ciblée de la catégorie aromatique des vins de presse

De plus, le graphique des variables (Figure 71 A) précise que la majorité des aldéhydes
analysés, a I’exception du décanal, (E)-2-décenal, et (E,E)-2,4-décadienal (10 atomes de

carbone), voient leur concentration évoluer dans le méme sens que celui de I’intensité du

pressurage des marcs.
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Figure 71. Représentation graphique des variables (aldéhydes) dans I’espace de notation obtenu
par I’Analyse en Composantes Principales (A). Représentation des groupes obtenus par une
Classification Ascendante Hiérarchique (B).

Cependant, cette discrimination n’est pas absolue puisque les deux vins de presse de
Cabernet Sauvignon de la modalité Maturité- (millésime 2014 et 2015) ont des compositions
en aldehydes qui restent trés proches de leurs vins de goutte respectifs. Cette analogie dans les
niveaux de concentration est bien représentée par I’ACH (Figure 71 B) : points 5 et 6 pour le
millésime 2014 ; points 7 et 8 pour le millésime 2015. Cela contraste donc avec les vins de
presse de Cabernet de la modalité Maturité+ qui se distinguent nettement de leur vin de goutte

correspondant.

Afin d’apporter des éléments d’interprétation a ce phénomene, une autre représentation
(ACP) a été réalisée sur les vins organisés en catégorie : cépage (Merlot, Cabernet Sauvignon),
maturité (Maturité-, Maturité+), millésime (2014, 2015), type (goutte, presse) (Figure 72).
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Figure 72. Carte des individus (vins de presse et de goutte) obtenus par I’ Analyse en Composantes
Principales (ACP). Variables qualitatives illustratives : M+, Maturité+ ; M-, Maturité- ; CS, Cabernet
Sauvignon.

En accord avec la représentation des variables (Figure 71 A), les teneurs en aldéhydes
apparaissent bien corrélées au facteur « pressurage » mais ont aussi un lien avec la maturité des
raisins : les vins issus des raisins les moins mirs (Maturité-) contenant de plus faibles
concentrations que les vins de raisins de maturité optimale (Maturité+). Aussi, ces composés
ne contribuent vraisemblablement pas aux notes végétales des vins obtenus a partir des raisins
récoltés précocement. Ces résultats rejoignent I’étude de Kalua et al. (2009) dans laquelle les
auteurs observent que 4 aldéhydes quantifiés (pentanal, hexanal, heptanal et (E)-2-hexenal)
augmentent au cours de la maturation du raisin pour atteindre un maximum juste avant le stade
de flétrissement des baies (état de surmaturation). Ainsi, nous montrons que la majorité des
aldéhydes, y compris les alkadienals, suivent cette tendance d’évolution. Ceci pourrait
expliquer la présence de la (2)-1,5-octadien-3-one et du (Z)-4-heptenal au-dessus de la limite
de détection de la méthode, uniqguement dans les modalités de vins de Merlot du millésime 2015

a Bordeaux, vins élaborés a partir de raisin possédant un niveau de maturité élevé (chapitre 8).

Au final, le pressurage apparait alors comme un facteur d’importance susceptible de
conditionner les concentrations en aldéhydes dans les vins et, paradoxalement, d’autant plus

actif que la vendange présente un niveau de maturité optimal.
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4. CONCLUSION

Dans ce chapitre, une méthode de quantification de composés carbonylés (alkanals,
alkenals, alkadienals et alkadienone) dans les vins rouges a été développée. Ses performances
ont permis une quantification fiable des teneurs de ces composés dans différents types de vins
(goutte et de presse), méme lorsque celles-ci se situaient a de faibles concentrations (de I’ordre
du ng/L).

La considération globale des données de quantification par des Analyses en Composantes
Principales (ACP) et de Classification Ascendante Hiérarchique (ACH) a révélé que les vins de
presse étaient susceptibles de contenir des teneurs généralement plus importantes en composés
aldéhydiques ; teneurs d’autant plus élevées que le pressurage était intense et que le stade de
maturité des raisins était avancé. Ces observations rejoignent donc I’hypothese d’une formation
accrue de ces composes en lien avec des mécanismes physico-chimiques lors du traitement
physique du marc. Les paramétres d’influence technologique (inertage des marcs lors du
pressurage, intensité du pressurage, réle de la fermentation malolactique, ajout de dioxyde de
soufre) pour ces composés ont été étudiés au chapitre 11. Le fort pouvoir odorant de certains
d’entre eux suggere qu’ils pourraient contribuer activement a I’expression aromatique des vins

de presse, une hypothése considérée au chapitre suivant.

En perspective de ce chapitre, il serait alors intéressant de coupler cette méthode
d’analyse spécifique des composés carbonylés a systeme de chromatographie intégralement
bidimensionnelle (CPGxCPG) afin d’avoir une considération encore plus large et simultanée
de I’ensemble de ces molécules sous la forme d’une cartographie.
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Chapitre 10. Impact sensoriel de composes

susceptibles de contribuer a [I’expression

aromatique des vins de presse

1. INTRODUCTION

Les approches analytiques employées au cours des chapitres précédents (chapitre 8 et
chapitre 9) ont révélé un certain nombre de composés dont les teneurs, plus élevées dans les
vins de presse par rapport aux vins de goutte, suggerent une contribution sensorielle a la

catégorie aromatique considérée.

Les approches sensorielles développées dans ce chapitre avaient donc pour objectif de
préciser I'impact olfactif, seul ou en mélange, de ces différents composés dont les descripteurs,

en lien avec la famille aromatique du végétal, sont résumés dans le Tableau 45.
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vins de presse

Tableau 45. Caractéristiques (description, seuil de détection olfactive de la littérature) des
molécules odorantes étudiées en lien avec leur niveau abondance dans la catégorie «vins de
presse ».

Seuil de détection

Composé Description (Lg/L) Référence

Alkanals

Hexanal Herbe coupée 45-5 1

Heptanal Citron, rance, gras 3 1

Octanal Peau de citron, vert 0,7 1

Nonanal Peau d’agrumes, vert 1 1

Decanal Savon, suif, vert 0,1 2
Alkenals

(E)-2-Hexenal Pomme verte 17 1

(E)-2-Heptenal Gras, vert 13 3

(E)-2-Octenal Vert, noix, gras 3 1

(E)-2-Nonenal Concombre, oxydée, papier 1 1

(E)-2-Decenal Suif, orange 0,3 1

(2)-4-Heptenal Vert, croupie, poisson 0,2 6

Alkadienals

(E,E)-2,4-Heptadienal Vert 56 3

(E,E)-2,4-Nonadienal Concombre, feuilles vertes 0,0017 3

(E,E)-2,6-Nonadienal Concombre, cire, vert - -

(E,Z)-2,6-Nonadienal Punaise écrasée, vert 0,0018-0,0022 4

(E,E)-2,4-Decadienal Huile, friture\,/é)rztipier maché, 0,045 3

Alkenones

(2)-1,5-octadien-3-one Feuille de géranium 0,0009 5

6-methyl-5-hept-2-one Végétal, pomme ~2 7
Alkenol

(2)-4-heptenol Végétal, eau croupie 12,6 8

* Seuil de détection olfactive dans I’eau : ! Buttery & Ling 1998 ; *Buttery et al. 7999, * Jensen et al.
1999 ; *Burlingame et al. 1992 ; > Darriet et al., 2002 ; ®Milo, 1995. Seuil de détection olfactive dans le
vin : "Riboul et al., 2013 ; détermination expérimentale (chapitre 8).
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2. ESTIMATION DE L’IMPACT SENSORIEL DES

ALKANALS, ALKENALS ET ALKADIENALS

Dans le chapitre précédent, nous avons observé que les teneurs en composés carbonylés
a I’odeur végétale étaient significativement différentes dans certains vins d’égouttage par
rapport aux vins issus du méme marc apres le pressurage. De fait, il est apparu pertinent de
préciser I’impact sensoriel lié a I’addition de ces différentes familles de composés volatils dans
le vin. Rappelons qu’un vin de presse obtenu par une pression importante sur le marc, noté
« CS_Mat+15(P++) », se distinguait nettement du vin de goutte par sa composition en
aldéhydes mono- et poly- insaturés (Tableau 46).

Tableau 46. Concentrations en alkanals, alkenals et alkadienals dans le vin de presse
CS_Mat+15(P++) et dans le vin de goutte correspondant CS_Mat+15(G).

Alkanals Hex Hept Oct Non Dec
CS_Mat+15(P++) 1620,3+19,8 180,4+3,3 630,19+9,5 841,3+10,9 132,4+7,3
CS_Mat+15(G) 818,1+1190 75,1+12,6 2993+225 402,3+26,7 151,9+225
Alkenals E2Hex E2Hept E20ct E2Non E2Dec
CS_Mat+15(P++) 356,2 £ 23,4 26+0,1 10,2+ 0,4 9,6+1,2 9,0+0,3
CS_Mat+15(G) 26,6 4,7 0,3+0,02 45+0,8 7,7+0,8 13,3+1,2
Alkadienals EE24Hept EE24Non EZ26Non EE26Non EE24Deca
CS_Mat+15(P++) 46+0,1 52+0,2 3,0+ 0,09 11,1+0,3 3,3x0/4
CS_Mat+15(G) 1,6 £ 0,03 5,9+0,05 1,3+0,3 7,8+0,6 4,9+ 0,02

Les écarts de concentration observés sur ces composés interrogent alors sur le role qu’ils
seraient susceptibles de jouer dans I’apparition des nuances spécifique du vin de presse. Ainsi,
un test d’addition a été réalisé dans le vin de goutte CS_Mat+15(G) afin d’obtenir une teneur
finale équivalente au vin de presse CS_Mat+15(P++) sur la totalité des composés (ald) ou
seulement les plus odorants d’un point de vue théorique, valeur déterminée par la considération

du rapport de leur concentration sur leur seuil de détection olfactive (OAV). Ce dernier groupe
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contenait donc uniquement I’hexanal (OAV 0,4), I’octanal (OAV 0,9) le nonanal (OAV 0,8) et
le (E,Z)-2,6-nonadienal (OAV 1,7).

Les échantillons ont été évalués par le panel 10 dans les 2 h suivant I’ajout des composés
et selon leur degré de représentativité a la catégorie « vin de presse », toujours en présence de

vins témoins (Figure 73).

o
b
ab
a i
0 i
CS_Mat+15(G) CS_Mat+15(G) CS_Mat+15(G) CS_Mat+15(P ++)
+[ald_OAV] +[ald]

o

w

N

Note moyenne d'exemplarité
N

=

Figure 73. Note moyenne d’exemplarité a la catégorie « vin de presse ». La barre d’erreur indique
I’intervalle de confiance a 95 %. Les lettres indiquent les groupes statistiques obtenus par ANOVA (p
valeur < 0,05).

Les résultats montrent que I’addition des aldéhydes dans le vin d’égouttage (vin de
goutte) engendre une augmentation significative de 1’expression aromatique « vin de presse ».
De plus, malgré I'impact théorique limite de certains de ces composés en regard du rapport de
leurs concentrations sur le seuil de détection olfactive, la présence des aldéhydes dans leur
globalité, permet d’accroitre I'impact sensoriel de cette famille. Deux hypothéses peuvent étre
formulées pour expliquer ces résultats : la premiere est que les OAV théoriques restent
approximatifs et sont basés sur des données de la littérature et des seuils établis dans I’eau,
ainsi, certains composés pourraient voir leur impact sous-estimé ; la seconde est qu’il pourrait

exister des effets d’additivité entre ces molécules odorantes.
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Par ailleurs, I’ensemble des aldéhydes supplémentés ne suffit pas a reproduire
intégralement 1’expression aromatique « vin de presse » : I’échantillon CS_Mat+15(G) +[ald]
différe toujours significativement de I’échantillon CS_Mat+15(P++) sur ce critere. La encore,
cela traduit la complexité de ce caractére et la contribution d’autres composés. Par conséquent,
il apparait indispensable de considérer I'impact en mélange des autres éléments aromatiques

gue nous avons précédemment mis en lumiére.

3. MISE EN EVIDENCE DE CONTRIBUTEURS DE
L’AROME DES VINS DE PRESSE

Nos précédentes observations ont permis de souligner la multiplicité des composés
pouvant contribuer au caractére aromatique des vins de presse. Cette partie constitue donc une

synthése de I’impact sensoriel associé a ces molécules.

Afin de pouvoir discriminer les composés les plus impactant et étre en mesure d’étudier
leurs interactions, nous avons établi une premiére hiérarchisation basée, la encore, sur les OAV.
Ceux-ci sont calculés a partir des concentrations maximales retrouvées dans les différents vins
analysés. Trois groupes sont ainsi constitués : groupe A [(E,E)-2,4-décadienal ; (Z)-4-heptenal ;
(2)-4-heptenol] ; groupe B (hexanal ; octanal ; nonanal ; 6-methyl-5-hepten-2-one); groupe C
[Décanal; (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal; (E,E)-2,4-nonadienal; (2)-1,5-
octadien-3-one]. Ces groupes correspondant respectivement aux OAV de 0,05-0,5; 0,5-1 et >1
(Tableau 47).
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Tableau 47. Récapitulatif de la constitution des groupes A, B et C mentionnant la concentration
ajoutée et I’OAV (ratio concentration/seuil de détection théorique dans I’eau) pour chacun des
COMPOSES.

A
(EIE)-2l4- (Z) -4- (Z) -4-
Decadienal Heptenal Heptenol
C_oncgntratlon 20 10 12000
ajoutée (ng/L)
OAV 0,43 0,05 -
B
Hexanal Octanal Nonanal e Ol
hepten-2-one
Concentration 4000 650 850 2000
ajoutée (ng/L)
OAV 0,89 0,93 0,85 0,8
C
Decanal (E,E)-2,6- (E,2)-2,6- (E,E)-2,4- (2)-1,5-
Nonadienal Nonadienal Nonadienal octadien-3-one
C_oncgntratlon 350 12 15 6 12
ajoutée (ng/L)
OAV 3,50 - 8,33 3,563 12,3

* L’OAV de la 6-methyl-5-hepten-2-one a été calculé a partir de sa concentration d’impact dans le vin
selon Riboul, (2013) ; pour le (Z)-4-heptenol, le test réalisé était antérieur a la détermination de son
seuil de détection olfactive dans le vin, raison pour laquelle il n’a pas été mentionné.

Une premiere série de 7 tests triangulaires a été réalisée par le panel 10 dans I’objectif
d’estimer I’impact individuel de ces groupes a la concentration maximale en chacun des

composés mesurée dans les vins, mais aussi a une concentration divisée par deux (Tableau 48).

Tableau 48. Résultats des tests triangulaires obtenus a partir de I’addition des groupes A, Bou C
dans le vin rouge (témaoin).

Echantillons comparés Réponse + Réponse - p-valeur Différence
Témoin Témoin + A 19 4 1,66E-06 ook
Témoin Témoin + B 8 15 0,52 -
Témoin Témoin + C 18 5 1,31E-05 ok
Témoin Témoin + ABC 16 1 2,71E-07 ok
Témoin Témoin + A/2 17 2 6,22E-07 ok
Témoin Témoin + C/2 14 5 0,00038 ek
Témoin Témoin + ABC/2 15 2 4,48E-06 ok

* Différence significative au seuil de 0,1 % (***)
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Ces tests montrent I'impact sensoriel des groupes A et C supplémentés aux
concentrations maximales, mais révelent, dans un méme temps, I’absence d’impact olfactif des
composés du groupe B. De plus, I’'impact sensoriel des groupes A et C reste maintenu a
concentration médiane. En vue de considérer les interactions de ces groupes de molécules entre
elles, une série complémentaire de 7 tests triangulaires a donc été menée avec le méme panel
(Tableau 49).

Tableau 49. Résultats des tests triangulaires obtenus a partir de I’addition des groupes A, Bou C
dans un vin rouge (t¢émoin) contenant un ou plusieurs autres groupes.

Echantillons comparés Réponse + Réponse - p-valeur Différence

Effet du groupe A

Témoin + B Témoin + AB 13 4 0,00034 ek

Témoin + C Témoin + AC 19 4 1,66E-06 ek
Effet du groupe B

Témoin + A Témoin + AB 11 12 0,11 -

Témoin + C Témoin + BC 8 15 0,52 -

Témoin + AC Témoin + ABC 9 8 0,075 -

Témoin + AC Témoin + ABC 8 9 0,17 -
Effet du groupe C

Témoin + A Témoin + AC 12 11 0,048 *

* Différence significative au seuil de 5 % (*) et 0,1 % (***)

Les 5 combinaisons testées confirment I’absence d’impact sensoriel du groupe B : aucun
des tests triangulaires n’est significatif. De plus, les composés présents dans ce groupe
n’engendrent aucun effet de synergie avec les composés des autres groupes. Ces résultats sont
cohérents avec nos observations précédentes : les aldéhydes que sont I’hexanal, I’octanal et le
nonanal, contenus dans ce groupe, ne suffisant pas a engendrer une différence significative sur
les notes d’exemplarité a la catégorie aromatique « vin de presse » pour le vin CS_Mat+15(G).
En revanche, les tests triangulaires confirment I’impact des groupes A et C, et ce, malgré la

présence des autres groupes dans le témoin.

241



Chapitre 10. Impact sensoriel de composés susceptibles de contribuer a I'expression aromatique des
vins de presse

Nous observons notamment que I’addition d’un groupe d’impact sur un autre groupe d’impact
engendre une nouvelle différence significative ; par exemple, I’addition du groupe A au vin
contenant déja le groupe B assure une différenciation des échantillons, et réciproquement. 1l

n’y a donc pas d’effet de masquage entre ces deux groupes.

L’influence respective des composés présents dans le groupe C a ensuite été précisée

par 3 tests triangulaires réalisés par le panel 11 (Tableau 50).

Tableau 50. Résultats des tests triangulaires obtenus a partir de I’addition dans le vin rouge
(témoin) des composés présents dans le groupe C : (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ;
(E,E)-2,4-nonadienal (3N) ; (2)-1,5-octadien-3-one (O).

Echantillons comparés Réponse + Réponse- p-valeur Différence
Témoin Témoin + 3N 4 15 0,92 -
Témoin Témoin + 3N+O 12 7 0,0074 **
Témoin Témoin + O 12 7 0,0074 **

* Différence significative au seuil de 1 % (**)

L’ajout des trois alkadienals en C9 (3N) ne suffit pas a engendrer une différence
significative, contrairement a I’addition de (Z)-1,5-octadien-3-one a 12 ng/L.

Afin de Vérifier si les différences olfactives conférées par les composés rejoignent les
tonalités aromatiques spécifiques des vins de presse, un vin rouge témoin (Bordeaux, qualité
ordinaire) a été supplémenté aux concentrations maximales des constituants du groupe
C (Tableau 47) selon plusieurs modalités. Celles-ci ont ensuite été évaluées par le panel 11 sur
le critere de leur degré d’exemplarité a la catégorie aromatique des vins de presse (Figure 74).

Dans ce cas, la 1,5-octadien-3-one ne suffit pas & accroitre les nuances spécifiques au vin de
presse ; la tendance augmente a partir de 1’ajout des 3 alkadienals en C9 (3N), mais ne devient
véritablement significative qu’en présence du décanal. Malgré que la variation avec le
pressurage de cet aldéhyde saturé en C10 soit apparue comme modérée (chapitre 9), les
concentrations relativement importantes qui peuvent étre observées dans la goutte et dans la
presse pourront alors constituer une piece maitresse permettant de recréer I’objet sensoriel « vin

de presse ».
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Figure 74. Intensité moyenne d’exemplarité a la catégorie aromatique « vin de presse ». (E,E)-2,6-
nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal (3N); (Z)-1,5-octadien-3-one (O);
décanal (D). La barre d’erreur indique I’intervalle de confiance & 95 %. Les lettres indiquent les
groupes statistiques obtenus par ANOVA (p valeur < 0,05)

C
b
ab
a i
0 i

Témoin T+ ZAOH T+ ZAOH+Z4AL T+3N+0+D+Z40H+Z4AL

Note moyenne d'exemplarité
N w EN [6)] (2]

[N

Figure 75. Note moyenne d’exemplarité a la catégorie aromatique « vin de presse ». (Z)-4-heptenol
(ZAOH); (2)-4-heptenal (Z4AL); (E,E)-2,6-nonadienal; (E,Z)-2,6-nonadienal; (E,E)-2,4-
nonadienal (3N) ; (2)-1,5-octadien-3-one (O) ; décanal (D). La barre d’erreur indique I’intervalle de
confiance & 95 %. Les lettres indiquent les groupes statistiques obtenus par ANOVA (p valeur < 0,05)
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Enfin, le (Z2)-4-heptenol et le (2)-4-heptenal, associés au groupe A, ont également été
considérés seuls, puis en association avec les composés d’impact du groupe C (Figure 75).
L’ajout de 12 pg/L de (Z)-4-heptenol, proche de sa valeur seuil, engendre une augmentation a
la limite de la significativité quant a la perception du caractére « vin de presse ». De méme, et
conformément aux observations réalisées sur les tests triangulaires (Tableau 48-50), cette
contribution est renforcée de maniére significative par I’ajout de 10 ng/L de son aldéhyde
correspondant, mais aussi par les composés du groupe C : alkadienals (3N), décanal et 1,5-
octadien-3-one. Ce type d’accord odorant, apte a reproduire une part de I’odeur spécifique des
vins de presse (intensité moyenne de 7,03 sur une échelle de notation de 10), s’apparente
finalement a celui observé dans la formation de I’odeur de poisson : (Z2)-4-heptenal, (E,Z)-2,6-
nonadienal et (E,E)-2,4-heptadienal (Venkateshwarlu et al., 2004).

4. CONCLUSION

Ce chapitre a donc permis de souligner la complexité de la catégorie aromatique des vins
de presse qui résulte de multiples changements de concentration de composés aromatiques, dont
chacun, pris individuellement, ne peut suffire a expliquer I’apparition des nuances
caracteristiques. Par une approche basée sur une hiérarchisation sensorielle, nous avons pu
montrer I’importance de certains groupes de composés, aux caractéristiques végétales, dans
I’apparition des tonalités propre aux vins de presse. Ainsi, nous confirmons la contribution du
(2)-4-heptenol, et son aldéhyde, le (Z2)-4-heptenal, des aldéhydes insaturés en C9 au fort pouvoir
odorant [(E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal], de la (Z)-1,5-
octadien-3-one ainsi que du décanal dans I’apparition des nuances spécifiques de ces vins. Cette
influence a été attestée a la concentration maximale de chacun des composés, mais également

a demi-concentration.

Dans la réalité cenologique, les nuances exprimées seront trés probablement modulées par
les proportions des molécules odorantes en présence. De plus, les équilibres entre chacun des
composés dépendront certainement de la matiére premiere (raisin et marc) et des procédés
technologiques (conditions de fermentation, type de pressurage, actions sur le marc au cours de
la vinification, conditions d’élevage, ajout de dioxyde de soufre, etc.). L’étude de quelques-uns
de ces facteurs de variation potentiels a été présentée dans le chapitre suivant.
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1. INTRODUCTION

Comme nous I’avons vu précédemment, les vins de presse possédent un espace sensoriel
propre dominé par les nuances végétales et qui les différencie des vins de goutte (chapitre 7).
Des molécules volatiles appartenant a différentes familles chimiques peuvent contribuer a ce
caractére (chapitre 8, 9, 10). Aussi, ce dernier chapitre a concerné I’'impact de pratiques
technologiques sur I’expression aromatique de ces vins, souvent percue de maniére péjorative

par les vinificateurs, et sur I’évolution des composés odorants qui lui sont associés.

Pour cela, une approche analytique puis sensorielle a été développée autour
d’expérimentations mises en ceuvre dans des propriétés viticoles de la région bordelaise sur
plusieurs millésimes. 4 facteurs principaux ont été considérés dans les modalités d’extraction
et de vinification : le niveau de pression, I’inertage du marc lors du pressurage, la réalisation de

la fermentation malolactique, le sulfitage des vins.
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2. INFLUENCE DE PARAMETRES TECHNOLOGIQUES
SUR LES CONCENTRATIONS EN COMPOSES VOLATILS

2.1. Influence du pressurage sur le niveau de concentration des alcools

en C6 dans les vins

Il est couramment admis, par les professionnels du vin, que certaines nuances végétales
des vins de presse rappelant I’herbe coupée soient imputables aux alcools en C6, porteurs de
ces mémes nuances. D’ailleurs, au cours du pressurage des raisins destinés a I’élaboration de
vins blancs ou de vins rouges, les teneurs en alcools en alcools et aldéhydes en C6 augmentent
avec I’intensité du pressurage. L’origine de cette augmentation est due & I’oxydation
enzymatique d’acides gras insaturés du raisin par les lipoxygénases de la baie (Crouzet et al.,
1986). En absence d’oxygene, le niveau de concentration de ces molécules reste stable. Bien
qu’elles n’aient pas été associées a des zones odorantes spécifiques des vins de presse
(chapitre 8), nous avons cherché a vérifier si leur niveau d’abondance dans les vins rouges était

associé a I’intensité du pressurage.

Ainsi, I’hexanol, le (E)-2-hexenol, (2)-2-hexenol, (E)-3-hexenol et (Z)-3-hexenol ont été
quantifiées dans un grand nombre d’échantillons, obtenus au cours de 3 millésimes (2013, 2014,
2015), 2 cépages (Merlot, Cabernet-Sauvignon) et 4 propriétés du Bordelais. Au total, 7 séries
comprenant chacune 5 vins (un vin d’égouttage depuis la cuve de vinification puis 4 vins de
« presse » correspondants a des paliers de pression croissants : P1, P2, P3, P4) ont été étudiées
(Figure 76).

La représentation en boite de Tukey montre la dispersion des valeurs pour chacune des
modalités analysées. Ainsi, les concentrations du (E)-3-hexenol présentent une tres faible
variabilité centrée autour d’une médiane proche 50 pg/L, tandis que les concentrations en (Z)-
3-hexenol et hexanol sont plus dispersées : 10-100 pg/L et 350-850 pg/L respectivement.
Toutefois, la variabilité dans les niveaux de concentration de ces 3 composés n’a aucun lien
avec le pressurage : les médianes et les moyennes de concentrations ces trois composés sont
similaires dans chacune des modalités. En revanche, si la méme observation se confirme pour
le (Z2)-2-hexenol, il n’en ait pas de méme en ce qui concerne son diastéroisomére, le (E)-2-
hexenol (Figure 77).
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Figure 76. Distribution des concentrantions en (E)-3-hexenol, (Z)-3-hexenol et hexanol (ug/L) dans
I’échantillonnage de vins analysés (n =35 vins ; 7 vins par modalité de pressurage). Représentation
en boite a moustaches ou boite de Tukey. Paliers de pression : P1 a P4.
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Figure 77. Distribution des concentrations en (E)-2-hexenol et (Z)-2-hexenol (ug/L) dans
I’échantillonnage de vins analysés (n = 35 vins ; 7 vins par modalité de pressurage). Représentation
en bofite a moustaches ou boite de Tukey. Paliers de pression : P1 a P4
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A I’inverse des autres alcools en C6, le (E)-2-hexenol voit sa concentration s’accroitre au
cours du pressurage pour atteindre des maxima dans les vins issus des derniers paliers de
pression (P4, 2 bars) : concentration maximale de 95,8 pg/L ; valeurs médiane et moyenne de
37,7 pg/L et 43,4 pg/L, respectivement. Ce composé se présente alors comme un marqueur
moléculaire du niveau de pressurage sur une serie donnée (Figure 78). Néanmoins, compte
tenu de la concentration seuil du (E)-2-hexenol & 400 pg/L dans I’eau, et en accord avec les
expériences d’addition réalisées au cours du chapitre 3, la contribution de ce composé a I’odeur

des vins de presse reste trés limitée.
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Figure 78. Concentration en (E)-2-hexenol et (Z)-2-hexenol sur une série « type » (Pessac-
Léognan HB14, CS). Paliers de pression : P1 a P4.

2.2. Influence du pressurage et de I’inertage sur les teneurs en (Z2)-4-

heptenol dans les vins

Préalablement, nous avons établi que les concentrations en (Z)-4-heptenol augmentaient
dans les vins au cours du pressurage chapitre 8. Afin de compléter cette observation qui repose
sur un unique modeéle, I’estimation de ses teneurs a donc été réalisée, tous comme les alcools
en C6, dans les séries d’échantillons issus des 7 propriétés viticoles. Les données ont également
été représentées sous la forme de boites de Tukey (Figure 79).
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Figure 79. Distribution des concentrations en (Z)-4-heptenol (ug/L) dans I’échantillonnage de vins
analysés comprenant les modalités de pressurage inertées et non inertées (n = 63 vins, 7 vins par
modalité de pressurage). Représentation en boite a moustaches ou boftte de Tukey. Paliers de pression :
Pl a P4.

Ces analyses montrent une augmentation significative du (Z)-4-heptenol au cours du
pressurage. Elles révelent aussi qu’aucune concentration des vins de gouttes analysés n’atteint
celles des vins de presse. Ce composé apparait donc bien comme un marqueur moléculaire

discriminant les deux types de vins.

Comme le suggere Wanikawa et al. (2002), le 4-heptenol proviendrait de la dégradation
oxydative des lipides membranaires. Ainsi, la question de I’application d’un pressoir inerté sous
azote afin de limiter la formation du (Z)-4-heptenol et son impact sensoriel sur les vins de presse
a alors été posée. Afin de mesurer I’effet de I’inertage sur son évolution, les quantifications ont
été réalisées dans les modalités inertées réalisees simultanément sur chacun des marcs. La
comparaison entre les deux modalités sur les différents paliers ne montre aucune différence
significative concernant les teneurs en (Z)-4-heptenol (p-valeur >0,05 ; test de Student). Malgré
I’inertage du pressoir, la concentration moyenne augmente de maniére trés similaire au cours
du pressurage. De méme, les teneurs maximales retrouvées sont les mémes. Il est donc possible
que la trituration et I’'oxygénation du marc au moment du décuvage et de son entrée dans le

pressoir suffisent & générer cette molécule.
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Malgré qu’elle soit a un niveau trés bas (< 1 mg/L), la teneur résiduelle en oxygene dissous
dans les vins (Figure 80) suggére aussi que les faibles concentrations en oxygene dissous
mesurées au cours du pressurage inerté pourraient suffire a la formation du (2)-4-heptenol. Mais

il est également possible que cette augmentation provienne exclusivement d’un phénoméne

extractif.
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Figure 80. Concentration en oxygene dissous des vins collectés aux différents paliers de pression
(P1 a P4) au cours d’un pressurage inerté et non inerté.

Ainsi, malgré I’intérét certain que présente cette technologie pour limiter le contact du
marc avec I’oxygene, elle ne semble pas en mesure d’intervenir de maniére significative sur la
réduction des concentrations en (Z)-4-heptenol générées au cours du pressurage. Cette analyse
rejoint finalement des observations que nous avons réalisees sur les thiols volatils (3-SH et A3-
SH) ou sur la 3-méthyl-2,4-nonanedione (MND) et dans lesquelles aucune tendance réelle n’a

étre établie avec le pressurage ou I’inertage des marcs (résultats non communiqués).

De plus, dans les niveaux de pression P3 et P4, les valeurs moyennes et médianes pour le
(2)-4-heptenol sont proches du seuil de détection olfactive dans le vin rouge de 12,6 ug/L,
déterminés dans le chapitre précédent. Rappelons que I’augmentation des notes d’exemplarité
a la catégorie aromatique des vins de presse a été démontrée a ces concentrations, et
particulierement lorsque ce composé est associé a son aldéhyde, le (Z)-4-heptenal
(chapitre 10). Qui plus est, les concentrations maximales retrouvées sur la totalité des paliers
(de 12,7 a 17,9 pg/L) dépassent le seuil de détection olfactive du composé.
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Ces résultats confirment donc I’évolution et la contribution sensorielle du (Z)-4-heptenol
a I’lardme des vins de presse rouge, avec un impact aromatique qui s’accroit au cours du cycle

de pressurage, inerté et non, comme I’illustre la Figure 81 sur deux séries « types » constituées
de Merlot et de Cabernet Sauvignon des millésimes 2014 et 2015.
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Figure 81. Concentrations en (Z)-4-heptenol sur une série « type » (Pessac-Léognan HB14, CS).
Paliers de pression : P1 a P4.

2.3. Influence de la pression, de I’'inertage, du sulfitage et de la FML sur

la concentration des composés carbonylés

Les alkanals, alkenals et alkadienals, dont les concentrations sont susceptibles de
s’accroitre avec le pressurage (chapitre 9), et dont I'implication sensorielle de certains a été
établie (chapitre 10), ont été quantifiés, en 2015, en conditions réelles de pressurage sur un
marc de Merlot issus de I’appellation Pomerol (Pomerol 15, M) (Figure 82).
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Figure 82. Somme des concentrations en alkanals, alkenals et alkadienals en ng/L (Pomerol 15,
M). Paliers de pression : P1 a P4.

Les résultats, exprimés en somme de concentrations des composés regroupés par degré
d’insaturation, montrent une augmentation de ceux-ci entre le vin de goutte et les vins de presse.
Cependant, aucune tendance liée au niveau de pression (P1, P2, P3 et P4) n’est réellement
observable.

Afin de compléter cette observation, I’analyse des composés selon un plan factoriel a 4
niveaux (pression, inertage, sulfitage, FML) a donc été réalisée sur le méme marc de Merlot.

L’absence de tendance quant a I’évolution de ces composeés avec la pression est confirmée
par le graphique des effets des alkadienals en C9 dont I'impact sensoriel a été établi pour les
concentrations rencontrées dans les vins de presse (chapitre 10) : (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-
2,6-nonadienal ; (E,E)-2,4-nonadienal (Figure 83).

Contrairement a ce que nous pourrions penser, I’effet de I’inertage du pressoir ne semble pas

non plus avoir d’impact sur la diminution de leur concentration dans le vin de presse.
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Figure 83. Diagramme factoriel des effets sur la somme des concentrations des alkadienals en C9
(ng/L) ; Pomerol 15, M. Pression : P1, P2, P3, P4. Inertage : 0, non inerté ; 1, inerté. SO2 (50 mg/L) :

0, non sulfité, 1, sulfité. FML : 0, absence ; 1, compléte.
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Figure 84. Diagramme factoriel des effets sur la somme des concentrations des alkanals (ng/L) ;

Pomerol 15, M. SO2 (50 mg/L) : 0, non sulfité, 1, sulfité. FML : 0, absence ; 1, compléte.
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Les hypotheses formulées quant a cette méme observation sur le (Z)-4-heptenol peuvent
donc s’appliquer ici pour tenter d’expliquer I’identité du phénomeéne. Il apparait toutefois que
la concentration de ces composés subit une décroissance marquée par I’effet de la fermentation
malolactique et de I'ajout du dioxyde de soufre. Le premier met en lumiére la capacité
réductrice des bactéries lactiques (Oenococcus oeni) sur ces composeés insaturés, au méme titre
que les levures de I’espece S. cerevisiae (Joslin & Ough, 1978 ; Herraiz et al., 1990).
L’observation des effets sur les concentrations en alkanals suggere que la réduction ait lieu sur
les insaturations (double liaison) puisque, & I’inverse des alkenals et alkadienals, ceux-ci ne
subissent aucun effet de la FML (Figure 84).

De méme, la réactivité des alkanals avec le SO2, selon une réaction de combinaison

bisulfitique (Figure 85), apparait comme pratiquement inexistante.
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Figure 85. Mécanisme réactionnel de combinaison bisulfitique.

Par ailleurs, si I’ajout de SO2 permet de diminuer de maniére significative les composés
carbonylés, la réversibilité de la réaction peut conduire a leur libération par I’oxydation des
vins, par exemple au cours de I’élevage (Bueno et al., 2016).

Enfin, un plan d’expérience similaire a été réalisé au cours du méme millésime sur un
marc de Merlot en appellation Bordeaux (Bordeaux DR15, M) sur lequel la fermentation
malolactique a, cette fois, été réalisée durant la macération post-fermentaire, ce qui explique

I’absence de cette modalité (Figure 86).
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Figure 86. Diagramme factoriel des effets sur la somme des concentrations des alkadienals en C9
(ng/L) ; Bordeaux DR15, M. Pression : P1, P2, P3, P4. Inertage : O, non inerté ; 1, inerté. SO2 (50
mg/L) : 0, non sulfité, 1, sulfité.

A I’inverse des observations sur la premiére propriété (Pomerol M, 15), un effet de la
pression et de I’inertage du pressoir peut étre observé sur la concentration des alkadienals en
C9 des jus de presse : la pression favorisant leur teneur tandis que I’inertage du pressoir la

diminue. Cependant, ces observations preliminaires méritent d’étre approfondies.

2.3.1. Impact du dioxyde de soufre sur les teneurs en (Z)-1,5-octadien-3-one

Des tests d’ajouts dosés de SO2 (50, 100 et 250 mg/L) dans un vin rouge supplémenté
par 150 ng/L de 1,5-octadien-3-one et 100 ng/L de chacun des trois alkadienals en C9 ont été
réalisés afin de confirmer ou de préciser I'impact du SO2 sur ces composés d’impact
aromatiques (Figure 87).

Apres 72 h, la quantification de ces molécules confirme la réactivité des alkadienals en
C9 avec le SO2 ; un ajout de 50 mg/L entrainant une perte d’environ 25 %, proche de celle
observée par le plan d’expérience précédent (Figure 83, 86). Toutefois, les aldéhydes
apparaissent nettement moins réactifs que la (Z)-1,5-octadien-3-one composé pour lequel
I’ajout de 50 mg/L de SO2 entraine une décroissance de I’ordre de 100 %.
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Figure 87. Concentration en (2)-1,5-octadien-3-one ; (E,E)-2,6-nonadienal ; (E,Z)-2,6-nonadienal ;
(E,E)-2,4-nonadienal en solution modéle (témoin) supplémentée par 50, 100 et 250 mg/L de SO2.

3. INFLUENCE DE PARAMETRES TECHNOLOGIQUES
SUR L’EXPRESSION AROMATIQUE DES VINS DE
PRESSE

Afin de compléter nos observations précédentes quant a I’évolution des marqueurs
moléculaires des vins de presse, des analyses sensorielles intégrant les différents facteurs
technologiques ont été mises en ceuvre. Dans un premier temps, 5 séries intégrant les modalités
de pressurage inerté et non inerté issues des millésimes 2013 et 2014 ont été évaluées par les
panels 12-15 sur la représentativité de leur expression aromatique a la catégorie « vin de
presse » (Pessac-Léognan HB13, M ; Pessac-Léognan PC14, M; Pessac-Léognan PC14,
CS ; Pessac-Léognan HB14, CS ; Bordeaux DR14, CS).

L’évaluation a été réalisée aprés fermentation malolactique et sulfitage des vins a
50 mg/L, 6 mois apres leur constitution pour le millésime 2014 et 18 mois apres pour le
millésime 2013 (Figure 88).
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Figure 88. Distribution des notes centrée réduites d’exemplarité a la catégorie aromatique « vin
de presse » dans I’échantillonnage de vins analysés comprenant les modalités de pressurage
inertées (i) et non inertées (ni). Représentation en bofte a moustaches ou boite de Tukey. Paliers de
pression : P1 a P4.

La représentation en boites de Tukey des notes centrées réduites d’exemplarité a la
catégorie aromatique « vins de presse » des séries évaluées met en évidence une distinction
marquée entre les vins de goutte et les vins de presse. Le vin de goutte n’a obtenu une note
moyenne équivalente a celle d’un vin de presse dans aucune des séries. Ce résultat confirme, a
la fois I’aptitude de jury a discriminer ces deux types de vins, mais également I’existence de
I’espace sensoriel propre aux vins de presse, telle que nous I’avons déja établi (chapitre 7).
Nous observons aussi que la moyenne des notes d’intensité pergue du caractere « vin de presse »
tend a s’accroitre au cours du pressurage avec la montée en pression. Malgré une disparité
relativement importante dans les séries, probablement explicable par une difficulté a
hiérarchiser les échantillons issus d’un processus continu, les valeurs maximales restent
systématiquement atteintes sur les paliers supérieurs (P3 et P4). De plus, nous n’observons

aucun effet particulier de I’inertage du pressoir sur ce caractéere.
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En fait, ces observations rejoignent celles réalisées sur le (2)-4-heptenol (Figure 79) et
contrastent avec les observations des manipulateurs qui notent une différence aromatique

importante entre les modalités inertées et non inertées au moment du pressurage.

Par ailleurs, nous I’avons vu, le sulfitage et la fermentation malolactique engendrent une
diminution de la teneur d’un certain nombre de composeés carbonylés d’impact sensoriel. Afin
de confirmer ces effets dans I’atténuation des différences percues entre les modalités inertées
et non inertées, une série de tests triangulaires a été réalisée par les panels 16, 17, 18 sur le
millésime 2015 (Pomerol 15, M), quelques jours seulement apres I’achevement des
fermentations malolactiques (Tableau 51).

Tableau 51. Résultats des tests triangulaires de I’évaluation orthonasale des modalités de vins
Pomerol 15, M.

Echantillons comparés Réponse + Réponse - p-valeur Différence
Palier 3
P3i P3ni 20 19 0,015 *
P3i+S0O2 P3ni+S0O2 16 23 0,20 -
P3i P3ni+S02 15 24 0,3 -
Palier 4
P4i P4ni 9 6 0,03 *
P4i+S02 P4ni+S0O:2 6 9 0,38 -
P4i P4ni+S02 8 7 0,09 -

Aprés FML et ajout de SO2

P1i P1ni 10 11 0,12 -
P2i P2ni 9 12 0,24 -
P3i P3ni 8 13 0,40 -
P4i P4ni 8 13 0,40 -

* Différence significative au seuil de 5 % (*).

En I’absence de dioxyde de soufre, les paliers élevés (P3, P4), dont I’intensité du
caractére « vin de presse » est la plus prononcée (Figure 88), difféerent entre les modalités
inertées et non inertées. Ces résultats rejoignent donc les observations réalisées a la sortie du
pressoir. Toutefois, I’ajout de 50 mg/L de SO2 engendre une perte de la différence entre ces

deux modalités.
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De méme, apres fermentation malolactique et sulfitage (50 mg/L), aucune différence
significative n’a pu étre observée entre les modalités inertées ou non, quel que soit le niveau de
pressurage. Comme nous I’avons vu, il est donc parfaitement probable que des composés
carbonylés, générés en plus grand nombre lors d’un pressurage non inerté, se retrouvent a des
niveaux identiques aprés avoir subi un lissage par ces deux facteurs technologiques. Toutefois,
cet effet n’est pas suffisant pour faire disparaitre I’écart aromatique entre le vin de goutte et le
vin de presse (Figure 88), de par le maintien de différences sur un certain nombre d’alkadienals
ou alkadienone (Figure 82), ou de par I’absence de réactivité de certains composés avec ces
facteurs technologiques.

4. CONCLUSION

Les analyses quantitatives réalisées dans ce chapitre a partir d’expérimentations menées
dans plusieurs propriétés ont révélé que, a I’inverse des phénomenes observés au cours du
pressurage des vins blancs, les alcools en C6 ne subissent aucune variation particuliére avec le
pressurage des vins rouges, a I’exception du (E)-2-hexenol qui augmente avec le niveau de
pression et, de fait, constitue un marqueur de I’intensité du pressurage. Cependant, les niveaux
maxima de concentration atteints pour ce composé, compte tenu de son impact sensoriel, ne
permettent pas de le considérer contributeur des notes aromatiques des vins de presse. En
revanche, la variation similaire du (Z)-4-heptenol confirme sa qualité de marqueur moléculaire
des vins de presse et sa contribution a leur spécificité aromatique. Toutefois, Iinertage des
pressoirs ne semble pas étre en mesure d’influer sur sa concentration. Ainsi, ce composeé, par
son évolution, rejoint les observations sensorielles quant a une tendance d’augmentation de

I’intensité percue du caractére « vin de presse » au cours du pressurage, inerté ou non.

L’étude de la variation des composés carbonylés d’impact olfactif (alkadienals en C9 et
alkadienone) a montré qu’un effet bénéfique (réduction) par I’inertage pouvait parfois étre
observé sur les alkadienals. Cependant, leur forte réactivité avec le SO2 et la fermentation
malolactique conduit & une nette diminution de ceux-ci, probablement a I’origine d’une partie
de I’effet de lissage sensoriel observé entre les modalités inertées et non inertées. Ces deux
facteurs apparaissent alors comme des leviers d’actions intéressants pour la diminution de

certains composés carbonylés dont I’implication dans le caractére presse a pu étre démontrée.
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Bien que le premier soit systématique (ou presque) dans la vinification des vins rouges, le
second facteur, la FML, peut étre réalisé avant I’écoulage des jus et le pressurage des marcs ;

privant ainsi le vinificateur de ce potentiel effet bénéfique.

Malgre tout, s’ils suffisent & gommer les écarts sensoriels obtenus entre des modalités
inertées et non inertées du pressoir, ces deux facteurs n’éliminent pas totalement la différence
aromatique entre le vin de goutte et le vin de presse, probablement parce que certains composés
d’impact générés au cours du pressurage, tel que le (Z)-4-heptenol ou d’autres non caractérisés
a ce jour, ont une réaction limitée a leur égard. En considération de cela, et au regard des
résultats sensoriels, nous ne pouvons que recommander aux vinificateurs, dans la mesure du
possible, d’isoler les bas niveaux de pression (P1 voire P2) des niveaux supérieurs (P3, P4).
Rappelons enfin que, comme le formulait Emile Peynaud (Peynaud, 1981), la dépréciation
qualitative des vins de presse au cours du pressurage sera probablement sous la dépendance de
la qualité de la vendange, ainsi que des actions réalisées en amont sur le marc. Ces variables
n’ont pas été considérées dans notre étude qui s’est attachée a isoler le processus du pressurage ;

leur considération constitue une perspective de recherche intéressante.
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Chapitre 12. Mise en évidence d’une origine

exogene du 1,8-cinéole

1. INTRODUCTION

Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, nous avons établi une origine variétale du 1,8-
cinéole dans les vins de Cabernet Sauvignon et d’autres cépages de la famille des Carmenets,
en particulier le Fer Servadou. Cette origine variétale a été attestée par I’évolution des teneurs
en 1,8-cinéole au cours du cycle végétatif du Cabernet Sauvignon et du Merlot, en particulier

pendant la maturation des raisins.

Ainsi, une origine autre que celle exogene due a la présence d’eucalyptus dans les
vignobles californiens (Hervé et al., 2003) ou australiens (Capone et al., 2011 ; 2012) a été

démontrée pour les vins produits en Europe.

Bien que les concentrations en 1,8-cineole dans les vins de Cabernet-Sauvignon se situent
généralement autour ou en dessous du seuil d’impact olfactif de ce composé dans les vins de
Bordeaux, estimée au-dela de 0,7 pg/L, 3 vins commerciaux provenant de la méme propriéte
viticole de I’appellation Pauillac (PT09, PT10, PT14), sélectionnés pour leur expression
aromatique de type «végétal frais», « mentholé», ont retenu notre attention par leurs

concentrations proportionnellement importantes, a savoir 1,04 ; 2,24 et 2,38 pg/L (chapitre 5).

Ce chapitre a donc naturellement cherché a comprendre I’origine de la teneur en 1,8-

cinéole de ces vins.
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2. ORIGINE ENVIRONNEMENTALE DU 1,8-CINEOLE LIEE
A LA PRESENCE D’UNE ESPECE D’ARMOISE AU
VIGNOBLE : ARTEMISIA VERLOTIORUM

2.1. Description des deux especes d’armoises présentes au vignoble :

Artemisia verlotiorum et Artemisia vulgaris

Nos observations agronomiques sur la propriété viticole dont sont issus les vins de Pauillac
contenant des teneurs importantes en 1,8-cinéole (PT09, PT10 et PT14) ont révélé la présence
d’une espece d’armoise dans plusieurs parcelles de vigne. Cette espéce a pu étre authentifiée
avec I’aide du Dr. Alain Badoc (Axe Molécules d’Intérét Biologique, EA Enologie) comme

I’armoise des fréres Verlot, armoise de Chine ou Artemisia verlotiorum.

Cette plante originaire d’Asie est répertoriée comme une plante invasive dans la majorité
des pays européens, incluant la France (Code de conduite plantes envahissantes, 2016), mais
aussi la Suisse (Inflofora et al., 2016), I’Allemagne (Nehring et al., 2013), I’ltalie (Celesti-
Grapow et al., 2010) ou les états des Balkans (OEPP, 2016). Elle peut aisément étre confondue
avec une autre espéce d’armoise rencontrée aussi dans les vignobles a savoir I’armoise
commune ou Artemisia vulgaris. Ces deux espéces difféerent cependant par la forme de leurs
feuilles, plus dentelées pour A. vulgaris (Figure 89), mais aussi par leur période de
floraison respective : Juillet-Septembre pour A. vulgaris; Septembre-Octobre pour A.

&

Artemisia vuigans

verlotiorum.

Wy

Artemisia verlotiorum

Figure 89. Feuilles d’Artemisia verlotiorum (vignoble de Pauillac) et d’Artemisia vulgaris (vignoble
de Cognac) a différents stades de croissance.
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Une autre différence essentielle tient a I’odeur dégagée par le froissement de leurs feuilles ;
A. verlotiorum dégageant une forte odeur herbacée et mentholée, a I’inverse d’A. vulgaris qui
reste peu odorante. L’analyse par SPME-CPG-SM de macérations de feuilles de ces deux
espéces de plantes, I’'une collectée dans le vignoble de Pauillac, I’autre dans le vignoble

charentais, a révélé des différences quant a leur composition en composés volatils.

Cette analyse a montreé que les constituants majoritaires d’A. verlotorium sont des composes

terpéniques : le 1,8-cinéole, I’a-thuyone et la B-thuyone (Figure 90)

1,8-cinéole (eucalyptol) alpha-thuyone béta-thuyone

Figure 90. Structure chimique du 1,8-cinéole, a-thuyone et p-thuyone.

La quantification de ces composés confirme les teneurs importantes (345,2 mg/kg) dans
les feuilles d’A. verlotiorum, en comparaison de celles d’A. vulgaris (Tableau 52). La présence
de 1,8-cinéole a des concentrations importantes dans A. verlotiorum est en accord avec un
certain nombre d’études qui le mentionne comme un composant majoritaire d’autres espéeces
d’armoises (Rather et al., 2014 ; Perez-Alonso et al., 2003). Bien que les teneurs soient plus
faibles dans A. vulgaris, sa présence rejoint aussi un certain nombre d’études qui en font

mention dans cette espece (Jerkovic et al., 2003 ; Barney et al., 2005 ; Govindaraj et al., 2008).

Tableau 52. Concentration (mg/kg de matiére fraiche) en 1,8-cinéole, a-thuyone et p-thuyone
(moyenne * écart type ; n=2) dans les feuilles d’Artemisia verlotiorium (vignoble de Pauillac) et
d’Artemisia vulgaris (vignoble de Cognac).

1,8-cineole a-thuyone B-thuyone

A. verlotiorium 345,2+9,01 586,7+26,0 1755%9,6

A. vulgaris 1,06 + 0,02 10,1+1,4 156,3+11/4

* Les concentrations en fS-thuyone sont exprimés en équivalents de o-thuyone
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Les autres constituants d’A. verlotiorum, dont I’abondance est exprimée en % de I’aire
totale du chromatogramme, sont essentiellement des sesquiterpenes tels le pB-caryophyllene
(21,5 %), p-farnesene (2,9 %), a-caryophyllene (4,9 %), t-muurolene (2,7 %) et le 5-cadinene
(7,1 %). Notons que ces valeurs sont de 3,9 % pour le 1,8-cinéole, 14,3 % pour I’a-thuyone et
3,7 % pour la B-thuyone.

Aussi, I’analyse d’A. vulgaris issue du vignoble de Cognac révele une composition
différente, contenant principalement du camphene (1,5 %), du B-pinene (3,7 %), du limonene
(6,6 %), du p-cymene (6,3 %) et du camphor (3,1 %). Cette espéce présente également des

concentrations moindres en sesquiterpenes par rapport a A. verlotiorum.

Enfin, on ajoutera que, au sein d’une méme espéce (A. vulgaris par exemple), il peut y
avoir une variation importante de composition des composés volatils qui s’explique, pour une
part, par le chemotype individuel et, pour une autre part, par certaines conditions
environnementales telles les conditions d”humidité de la région (Zhigzhitzhapova et al., 2016).

2.2. Authentification de la contamination par le dosage de I’a-thuyone

dans les vins.

Afin de pouvoir confirmer notre hypothese concernant la mise en évidence de
concentrations élevées proportionnellement en 1,8-cinéole dans les vins de Pauillac, dont
I’espéce A. verlotiorum est présente de maniere envahissante dans le vignoble de la propriété,
une quantification de son deuxieéme constituant majoritaire, I’a-thuyone, a donc été réalisée

dans les vins (Tableau 53).

Ces analyses réveélent la présence de a-thuyone dans les trois vins de Pauillac, dont
I’origine exogene en 1,8-cinéole était suspectée, et ceux, sur les millésimes 2009, 2010 et 2014
(PT09, PT10 et PT14). Nous noterons que les concentrations retrouvées restent tres largement
inférieures aux teneurs maximales imposées par la réglementation européenne (CE
N° 1334/2008) : 35 mg/L pour les boissons alcooliques préparées a partir d’espéces d’armoises
comme I’absinthe, 10 mg/L dans les boissons alcooliques obtenus en I’absence de celles-ci.
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Tableau 53. Concentration en 1,8-cinéole (moyenne + écart-type en ug/L) et a-thuyone (moyenne
+ écart-type en pg/L) dans les vins commerciaux ou expérimentaux.

Région Appellation Millésime Variété 1,8-cineole  a-thuyone Code
Bordeaux Pessac-Leognan 2007 CSs, (M) 0,62 +0,01 < LOD CRO7
Bordeaux Paggggé()cr” 2005 CS, (M) 0,85+ 0,08 <LOD PLO5
Bordeaux Pauillac 2014 CSs, (M) 1,04 + 0,09 1,43 +0,08 PT14
Bordeaux Pauillac 2009 CSs, (M) 2,24 +£0,11 2,62 +0,12 PT09
Bordeaux Pauillac 2010 Cs, (M) 2,38 +£0,01 2,76 £ 0,09 PT10

Corse Corse 2014 N, Sc 1,86 + 0,03 < LOD COR14
Sud-ouest - 2014 FS 0,86 + 0,05 <LOD IRI7S5
Sud-ouest Fronton 2014 N, (CF, CS, G, Sy, FS) 1,02 +0,01 <LOD FRT14
Sud-ouest - 2014 FS 1,74 £ 0,05 <LOD IRI82
Sud-ouest - 2014 FS 1,82+0,11 <LOD MTX123
Sud-ouest - 2014 FS 2,45+0,18 <LOD MTX97
Sud-ouest Marcillac 2011 FS 2,60+0,13 < LOD MAR11
Sud-ouest - 2014 FS 2,61 +0,03 < LOD IRI39

Chile Chile 2013 CS 2,74 + 0,06 <LOD CHI13

Australia Margaret River 2011 CS 2,79 +£0,02 < LOD CAP11

* CS, Cabernet Sauvignon, M, Merlot; CF, Cabernet franc,; FS, Fer Servadou; N, Négrette, G,
Gamay ; Sy, Syrah; N, Nielluccio; Sc, Sciacarello. LOQ, limite de quantification. Les variétés entre
parentheses sont minoritaires dans I’assemblage.

Ceci constitue donc une démonstration de I’origine exogene du 1,8-cinéole dans ces vins
dont les teneurs, anormalement élevées, s’expliquent par la présence d’A. verlotiorum au
vignoble. De plus, le retrait mécanique des plantes, réalisées par le viticulteur au cours du
millésime 2014, engendre un effet direct sur la réduction de la teneur en a-thuyone et en 1,8-

cinéole dans ces vins ; cet élément confortant ainsi notre démonstration.

S’agissant de la contamination, elle pourrait étre due a I’incorporation des plantes lors
de la vendange mécanique. Toutefois, a I’inverse de I’espece A. vulgaris dont la croissance est
plus importante, les plants d’A. verlotiorum atteignent a peine la zone des grappes a maturité.
De plus, aucun des principaux sesquiterpenes de cette plante n’a pu étre détecté dans les vins.
La possibilité que ces derniers soient dégradés par la fermentation alcoolique n’est pas a
exclure, et cette observation ne peut constituer une démonstration suffisante. Malgré tout,

I’hypothese d’un transfert aérien du 1,8-cinéole (et de I’a-thuyone) est privilégiée ; ce composé
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serait donc retenu par un effet d’adsorption sur la cuticule du raisin, comme cela a été suggéré
avec les essences d’eucalyptus dans les vignobles californiens (Hervé et al., 2003), puis
démontré dans les vignobles australiens (Capone et al., 2012). De méme, la libération de
composés organiques volatils (VOCs) est un phénomene connu des plantes, que nous
développerons au chapitre suivant. Par exemple, il a été démontré qu’une espéce d’armoise
(Artemisia tridentate) était capable, lorsqu’elle était coupée, d’induire une résistance sur les
plants de tabacs voisins par une libération d’un certain nombre de composés volatils dans Iair,
dont le 1,8-cinéole (Karban et al., 2000).

Enfin, aucun des autres vins, pour lesquels des concentrations proportionnellement
importantes en 1,8-cinéole ont été révélées au cours du chapitre 5, ne posséde des teneurs en
a-thuyone supérieures a la limite de détection. En méme temps que ces résultats excluent la
possibilité d’une contamination exogéne dans ces vins, ils confortent donc I’origine variétale

du 1,8-cinéole, en lien avec le cépage (tel le Fer Servadou) ou le niveau de maturité des raisins.

3. CONCLUSION

Ce chapitre a donc permis de révéler une autre origine possible du 1,8-cinéole dans les
vins, exogene et associée a une plante envahissante de I’environnement viticole : Artemisia

verlotiorum.

A I’instar des eucalyptus qui peuvent &tre une source de 1,8-cinéole dans les vins rouges
provenant de régions ou ils sont présents a proximité des vignobles, comme la Californie (Hervé
et al., 2003) ou plus généralement I’Australie (Capone et al., 2011 ; 2012), cette espece
d’armoise peut donc aussi étre a I’origine de teneurs importantes en 1,8-cinéole dans d’autres
vignobles, notamment européens. Ces résultats suggerent alors que les plantes de
I’environnement du vignoble, autres que les arbres d’eucalyptus, peuvent avoir une influence
directe sur I’arome du vin ; ceci dépendant de I’espece de la plante, mais aussi de son chémotype
et des conditions environnementales. C’est aussi, a notre connaissance, la premiere mise en
évidence d’ardmes exogenes issue d’une plante de I’environnement viticole dans les vins

francais.
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Finalement, cette démonstration ouvre un champ plus large de discussion quant a
I’influence de la flore environnante sur I’expression aromatique des vins. Par exemple, les
descripteurs aromatiques « herbes de Provence », souvent associés aux vins rouges provenant
du sud de la France, pourraient trouver leur origine dans les plantes méditerranéennes
environnantes (thym, romarin, sarriette, fenouil, etc.). Ceci constitue alors une perspective de
recherche intéressante quant aux odeurs typiques de ces vins en ouvrant, ainsi, une nouvelle
dimension au concept de terroir qui integrerait les plantes caractéristiques du lieu. Nos travaux
rejoignent la conception élargie du terroir telle qu’elle est suggérée par Herderich (2015),
intégrant une approche holistique associée a I’impact de I’environnement du vignoble plutot
qu’une approche réductionniste, afin de mieux comprendre son réle dans la production de vins

distinctifs.
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Chapitre 13. Le salicylate de méthyle, comme

contributeur de nuances aromatiques veégetales,
en réaction de defense de la plante aux

pathogenes

1. INTRODUCTION

Dans le chapitre 4, nous avons pu démontrer la présence du salicylate de méthyle
(MeSA) au cours de I'analyse d’extraits de vins de Cabernet Sauvignon. Par CPG-
olfactométrie, une zone odorante végétale décrite comme « camphrée, médicinale, herbacée,
fraiche » a été mise en évidence puis I’identification du composé a été établie par MDGC-MS-
O. L’odeur caractéristique du salicylate de méthyle, associée a I’huile essentielle
« wintergreen », est celle d’arbustes du genre Gaultheria dont il est un constituant majoritaire
(98 %) (Khilendra, 2007). Ses propriétés odorantes sont trés appréciées dans la culture
américaine ou il constitue un arbme commun de chewing-gums, bonbons ou produits dentaires.
A I’instar de I’acide salicylique dont il dérive, on lui reconnait des propriétés analgésiques et
antipyrétiques ; il peut toutefois devenir létal a forte dose : 101 mg/kg pour un adulte (Safety
data for methyl salicylate). Le salicylate de méthyle est un composé largement répandu dans
les végétaux, Buttery et al. (1969) le présentent, au méme titre que I’'IBMP, comme I’un des
constituants majeurs du poivron. Ces mémes auteurs suggeérent aussi sa contribution a I’ar6me
de la tomate (Buttery et al., 1971). Plus récemment, son implication dans les phénomenes de
défense des plantes a des insectes herbivores a été mise en lumiére. 1l fait notamment partie des
composés volatils libérés par un certain nombre de plantes (haricots, houblon, tomate,
concombre, piment, etc.), sous I’action d’herbivores, mais aussi par la vigne dont les feuilles
sont infestées par les tétranyques ou « araignées rouges » (Van Den Boom et al., 2004). Dans
ce cas précis, le 3(E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatriene ou des sesquiterpénes tels que le B-
caryophyllene, I’a-humulene sont aussi produits par la vigne. En effet, en retour a I’attaque
d’un herbivore, les plantes mettent en ceuvre des réactions de défense directes ou indirectes
(Kessler & Baldwin, 2002).
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Les réactions qualifiées de directes comprennent la production et le stockage de
métabolites pouvant affecter les performances des herbivores (Wittstock & Gershenzon, 2002).
Dans cet esprit, une étude récente (Kim et al., 2016) montre les propriétés insectides du
salicylate de méthyle vis-a-vis du moucheron asiatique (Drosophila suzukii). Les réactions
indirectes conduisent, quant a elles, a la libération par les plantes de métabolites attirant les
prédateurs naturels de I’herbivore ; libération qui dépend de I’identité de celui-ci (Moreira et
al., 2016). James & Price (2004) ont ainsi démontré que le salicylate de méthyle permettait
d’attirer plusieurs espéces d’insectes de prédateurs tels Chrysopa nigricornis, Hemerobius sp.,
Deraeocoris brevis, Stethorus punctum conduisant a réduire de maniére significative les
attaques d’araignées rouges vis-a-vis du houblon. Des effets similaires du salicylate de méthyle
ont été observés en lien avec I’attraction d’ennemis naturels des pucerons sur le soja (Mallinger
etal., 2011), telles les coccinelles a sept points ou Coccinella septempunctata (Zhu et al., 2005)
source d’IPMP dans les vins (Etude bibliographique, § 1.3.1). Par ailleurs, il a été établi que
le salicylate de méthyle synthétisé par les plants de tabac infectés par le virus de la mosaique a
partir de I’acide salicylique permet I’acquisition de leur résistance. Sa libération dans I’air
constitue un signal de défense aérien activant la résistance des plants de tabac voisins (Shulaev
et al., 1997). La controverse quant a I’existence de cette « communication » entre les plantes a
été levée récemment par Karban et al., (2014) en intégrant les résultats de 48 études sur le sujet.
Heil & Kaban (2010) résument cette « communication » en rappelant qu’elle peut aussi étre
induite par la libération de composeés volatils organiques (VOC) d’un plan voisin sous I’action
de coupure mécanique, d’infection virale ou de pathogéne. Elle peut aussi étre interspécifique,
c’est par exemple le cas d’une espéce d’armoise coupée (Artemisia tridentate) qui est capable,
par la libération de composés volatils (chapitre 12), d’induire une résistance aux sauterelles et
aux noctuelles sur les plants de tabac voisin (Karban et al., 2000). Park et al., (2007) rappelle
toutefois que le salicylate de méthyle occupe un réle central dans I’induction d’une résistance
systémique acquise (SAR) dans le tabac.

Bien que la présence du salicylate de méthyle ait été attestée dans les vins par analyse
chromatographique intégrale (GCxGC) (Robinson et al., 2011b ; Bordiga et al., 2013) et plus
récemment dans les pétioles de raisin (Ward et al., 2015), il n’existe pas, a notre connaissance,
de travaux de caractérisation de I’impact de ce composé dans le vin. Ainsi, ce chapitre vise a
caractériser I’impact du salicylate de méthyle dans les vins et les parametres de sa geneése.
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2. PREMIERE APPROCHE QUANTITATIVE DU
SALICYLATE DE METHYLE DANS LES VINS ROUGES

Le salicylate de méthyle a été quantifié (méthode 2) dans un échantillonnage de 98 vins
rouges, constitués de 52 vins commerciaux provenant de la majorité des régions francaise, mais
aussi de vins expérimentaux qui ont été présentés au cours des différents chapitres
(microvinifications de clones de Cabernet franc ou de raisins provenant de différents terroirs).
Au sein de cette sélection sont représentés des vins du millésime 2002 a 2014. Une
représentation de ces données de quantification a été réalisée sous forme de boites a moustaches
(Figure 91).

T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentration en MeSA (pgflL)

Figure 91. Distribution du salicylate de méthyle dans I’échantillonnage de vins analysés (n=98).
Représentation en boite a moustaches ou boite de Tukey.

Les résultats montrent que les concentrations en salicylate de méthyle des vins analysés
sont majoritairement comprises entre 5 et 25 pg/L, avec environ 15 % des vins entre 30 et
40 pg/L. La moyenne des concentrations des 98 vins est de 18,7 pg/L, la médiane de 13,6 pg/L.
Toutefois, des teneurs proportionnellement élevées ont pu étre observées dans certains vins
(n=5) dans une gamme de concentrations s’échelonnant entre 69,2 et 131,8 pg/L. Ces 5 vins
correspondent a 3 vins commerciaux du millésime 2014 (Coétes-du-rhone, cépage Syrah;
Bordeaux rouge) et a deux vins expérimentaux de terroir sur le millésime 2006 (Graves et
Sables).
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L’analyse de son analogue structural a I’odeur similaire, le salicylate d’éthyle, a révélé
sa présence dans les vins rouges, mais avec des niveaux de concentration nettement inférieurs :

gamme de concentrations de 0,3 & 9,8 pg/L ; moyenne des teneurs a 0,91 pg/L.

3. IMPACT SENSORIEL DU SALICYLATE DE METHYLE

Le seuil de détection olfactive du salicylate de méthyle a été déterminé par le panel 19
a partir d’une gamme de concentrations situées entre 11,8 ; 17,7; 26,6 ; 40; 60; 90; 135 et
202,5 pg/L en solution modéle [L(+)-acide tartrique 5 g/L, 12 % vol, pH 3,5] d’une part et dans

un vin rouge de Bordeaux a I’expression aromatique neutre d’autre part.

L’estimation de la valeur par la méthode BET a révéle un seuil de détection olfactive
de 46,8 pg/L en solution modéle et 63,2 pg/L dans le vin rouge. Pour chacune des modalités,
le seuil de détection individuel minimal était de 9,6 ug/L. L’observation des graphiques
représentant le nombre de personnes en fonction de la concentration minimale percue dans le
milieu modele (Figure 92) montre une répartition de type gaussienne, validant ainsi la plage de
concentration sur laquelle a reposé la détermination du seuil de détection. En revanche, dans le
vin rouge, ce méme graphique se décompose en deux groupes distinctifs. Le premier suit une
distribution normale centrée autour d’une valeur proche de celle déterminée en solution modele,

le second (10 personnes) se positionne autour des valeurs hautes de concentration.
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Figure 92. Nombre de personnes en fonction de la concentration minimale percue en solution
modeéle (A), dans un vin rouge de Bordeaux (B).
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Au final, les valeurs de seuil de détection olfactive indiquent donc que le salicylate de
meéthyle a une contribution sensorielle & certaines des teneurs mesurées dans les vins rouges, et

particulierement dans les concentrations hautes de I’échantillonnage analysé (69,2-131,8 pg/L).

L’impact du salicylate de méthyle sur le caractére végétal d’un vin rouge de Bordeaux a
ensuite été évalué par le panel 11 a partir d’un échantillon supplémenté a 70 pg/L, cette valeur
correspondant aux teneurs basses des vins de I’échantillonnage dont les concentrations se
démarquent des autres (Figure 91). La considération de phénomenes d’interactions perceptives
a été appréhendée avec I’ajout complémentaire dans le méme vin de 25 ng/L d’IBMP & une
concentration de 20 ng/L (Figure 93).

c
bc
ab
a i
0 i

Témoin T+MeSA T+IBMP T+IBMP+MeSA

o

Intensité moyenne
N w EN (&)

[y

Figure 93. Intensité moyenne du descripteur « végétal». MeSA : salicylate de méthyle. La barre
d’erreur indique I’intervalle de confiance a 95 %. Les lettres indiquent les groupes statistiques obtenus
par ANOVA (p-valeur < 0,05) ; teneur initiale en MeSA : 9,8 Hg/L.

L’ajout de 70 pg/L de salicylate de méthyle dans les vins rouges engendre une tendance
dans I’accroissement de la perception de nuances végeétales. Cette modalité (T+MeSA) se
positionne de maniere intermédiaire entre le témoin et le témoin supplémenté par 25 ng/L
d’IBMP ; de méme, lorsque le salicylate de méthyle est supplémenté en complément de I’IBMP

(25 ng/L), une tendance a I’augmentation des nuances vegetales est observée.
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Afin de caractériser d’un point de vue qualitatif les changements d’odeurs apportés par
chacun des composés, mais aussi I’odeur du mélange, une génération libre de vocabulaire a été
réalisée par le panel 20 sur une solution modéle supplémentée par 200 pg/L de salicylate de
méthyle et 25 ng/L d’IBMP (Figure 54). Les termes n’ayant été cités qu’une seule fois n’ont
pas été considérés.

Tableau 54. Principaux descripteurs générés par I’évaluation d’une solution modéle supplémentée
par 200 pg/L de salicylate de méthyle (MeSA) ou 25 ng/L d’IBMP.

MeSA IBMP MeSA + IBMP
frais (6) poivron (12) poivron (9)

chimique / dentiste /

pharmaceutique (7) végetal (11) herbacé (7)

chimique / dentiste /

florale (3) herbacé (4) pharmaceutique (5)
végétal (4) IBMP (3) florale (4)
solvant (3) terreux / poussiere (3) végétal (6)
fruits rouge (3) légume vert (2) mentholé / camphré (6)
mentholé / camphreé (3) mentholé / camphreé (2) mélange des deux (2)
bergamote / agrume (4) fruits rouge (2)
fruité (2) IBMP (1)

légume vert, feuille de tomate (2)

* Les valeurs entre parenthéses indiquent le nombre de citations.

En accord avec ses propriétés odorantes, la solution contenant du salicylate de méthyle
renvoie a des nuances de végétal frais de type « pharmaceutique, médicinal », « mentholé » et
« camphré », avec une nuance florale ou un caractére fruité qui peut étre assimilé aux agrumes.
Les tonalités végétales de la solution supplémentée en IBMP sont différentes : moins fraiches,
plus herbacées, et évocatrices du poivron. De plus, I’évaluation sensorielle du mélange montre
qu’il est de nature hétérogene, sans formation de nouvelle odeur particuliere. Chez certains
dégustateurs, cette perception analytique se traduit méme par ce type d’expression : « mélange
des deux verres précédents ». L’expérience similaire, réalisée dans le vin rouge, conduit aux
mémes conclusions (Figure 55). Malgré I’interaction possible avec les autres composés du vin,
ces deux molécules odorantes sont a I’origine de tonalités similaires a celles observées en

solution modéle, qu’elles soient ajoutées seules ou en mélange.
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Tableau 55. Principaux descripteurs générés par I’évaluation d’un vin rouge de Bordeaux

supplémentée par 200 pg/L de salicylate de méthyle (MeSA) ou 25 ng/L d’IBMP.

Témoin MeSA IBMP MeSA + IBMP
"témoin" (5) frais (7) poivron (12) poivron (9)
fruité (5) fruit frais (3) végétal (9) végétal (7)
fruits rouges (4) fruité (3) herbacée (3) herbacé (6)

frais (4) fruits rouge (3)

fruits noirs (3) végétal (3)

chimique / dentiste /

herbace (3) pharmaceutique (3)

végétal (3) mentholé / camphreé (3)
épicé (2)

floral (2)

fumé / grillé (3)
légume vert /
cosse pois (2)

lourd (2)

IBMP (2)
frais (2)
fruit rouge (2)

fumé / grillé (3)
mélange des deux (3)

chimique / dentiste /
pharmaceutique (2)
IBMP (2)
épicé (2)
frais (2)

fruit rouge (2)

mentholé / camphré (2)

* Les valeurs entre parenthéses indiquent le nombre de citations.

4. LOCALISATION DU SALICYLATE DE METHYLE DANS
LE RAISIN ET CINETIQUE D’EXTRACTION AU COURS
DE LA VINIFICATION

La répartition du salicylate de méthyle dans les différentes parties du raisin a été analysée
selon la méme procédure que celle développée pour le 1,8-cinéole (chapitre 6). Les résultats
montrent que le salicylate de méthyle est principalement localisé dans la rafle du raisin (Figure
94) : la différence de concentration entre la rafle et la baie (exprimée en pg/kg de matiere
fraiche) étant environ d’un facteur 250.

Cette observation rejoint les travaux de Ward et al., (2015) qui ont montré une
augmentation des concentrations en salicylate de méthyle et d’éthyle, en méme temps que celles

de plusieurs terpénes, avec I’incorporation croissante de pétioles dans le modit.
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Figure 94. Concentration (ug/kg de matiére fraiche) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les
rafles et dans les baies de Cabernet Sauvignon (millésime 2014).

Comme pour le 1,8-cinéole, I’éraflage apparait, dés lors, comme un facteur significatif
de la modulation des concentrations en salicylate de méthyle dans les vins rouges. En outre, ce
paramétre est d’autant plus important que le contenu en salicylate de méthyle dans le raisin le

sera également.

A I’inverse du 1,8-cinéole, le salicylate de méthyle est principalement localisé au niveau
de la pellicule (68 %) suggérant une extraction progressive au cours de la macération. La
cinétique d’extraction du salicylate de méthyle a donc éte réalisée en 2015 au cours de la
vinification de raisins de Cabernets Sauvignon. Pour cela, une cinétique a été réalisée par des
prélevements & I’encuvage, toutes les 48 h durant la fermentation alcoolique puis par trois
échantillonnages lors de la phase de macération post-fermentaire ; le dernier a été réalisé au
moment du décuvage. 20 mL sont prélevés, additionnés de 100 mg/L de dioxyde de soufre (6 %
v/v ; Laffort, Bordeaux, France) puis congelé a - 20 °C avant d’étre analysée (Figure 95).
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Figure 95. Evolution des concentrations (ug/L) en salicylate de méthyle (MeSA) au cours de la
micro vinification des raisins sains de Cabernet Sauvignon (millésime 2015).

L’analyse des concentrations en salicylate de méthyle dans le mo(t et le vin montre une
augmentation progressive en cours de vinification ce qui confirme la suggestion précédente
quant a son évolution. La concentration maximale est atteinte a la fin de la fermentation, soit,
dans ce cas preécis, au bout d’une dizaine de jours environ. La littérature évoque la présence de
formes glycosylées du salicylate de méthyle qui ont été observées (B-p-glucopyranoside et 6-
O-a-L-rhamnopyranosyl-B-p-glucopyranoside) dans les fruits des especes du genre Passiflora
(Chassagne et al., 1997). Suivant I’hypothese de I’existence de ces formes dans le raisin,
I’augmentation importante du salicylate de méthyle observée au cours de la fermentation
pourrait donc résulter de I’action croisée de phénomeéne d’extraction et de libération sous
I’action d’enzymes (bien que celles-ci soient plus difficiles dans le cas des diglucosides),
notamment levuriennes (Bisotto et al., 2015).
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5. SALICYLATE DE METHYLE ET NUISIBILITE DE
MALADIES CRYPTOGAMIQUES

En considération des origines possibles du salicylate de méthyle énoncées dans
I’introduction, I’hypothese d’une réaction de défense a I’attaque de pathogénes a naturellement
été envisagée pour expliquer sa teneur importante dans certains vins. Ainsi, des vins
expérimentaux de Merlot provenant de 6 blocs parcellaires de jeunes vignes (plantation en
2011) conduites selon des modes de cultures conventionnels et biologiques (Laurent Deliére ;
UMR 1065, Santé et agro écologie du Vignoble ; dispositif « ResIntBio ») et ayant subi des
attaques de mildiou a différentes proportions ont été analysées en comparaison de vins
provenant de 3 blocs de parcelle de variété résistante (INRA) a ce champignon (Figure 96).
Les estimations visuelles ont permis de situer le niveau d’atteinte des raisins dans les parcelles
de vigne : de 2,2 a 59,3 %. Naturellement, les vignes résistantes ne possédaient aucune atteinte
observable de mildiou. Ainsi, 14 vins expérimentaux, obtenus a partir de 40 kg de raisins
vinifiés dans les mémes conditions, ont été analysés (millésime 2013 et 2014) : 10 associés a

des atteintes de mildiou, 4 a de variétés résistantes.

Cette premiere approche du lien entre le salicylate de méthyle et les pathogenes a révélé
une nette disparité entre les vins expérimentaux provenant de vignes ayant subi des attaques de
mildiou et les vins issus de la variété résistante. La valeur médiane des vins dont les vignes ont
été touchées par le mildiou se situe & 120,7 pg/L, avec une valeur maximale a 157,9 +6,7 ug/L ;
correspondant ainsi aux concentrations hautes des 98 vins analysés précédemment. A I’inverse,
la plage de concentration des vins issus des variétés résistantes est globalement similaire a celle
observée sur I’échantillon des 98 vins. Ces observations vont dans le sens d’une relation entre
le pathogéne et les concentrations en salicylate de méthyle dans les vins rouges. Ainsi, les
niveaux de concentration importants mesurés dans certains vins commerciaux, de I’ordre de
ceux observés sur les vignes atteintes par le mildiou, laissent supposer un impact du
développement de Plasmopara viticola. Toutefois, cette interprétation ne peut étre que partielle

puisque nous ne pouvons exclure un possible effet de la variété.
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Figure 96. Distribution des concentrations en salicylate de méthyle dans les vins expérimentaux
obtenus a partir de vignes atteintes par le mildiou (n=10) ou de vignes de variétés résistantes (n=4)
au cours des millésimes 2014 et 2015. Représentation en boite & moustaches ou boite de Tukey.
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Figure 97. Concentration (ug/L) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les vins expérimentaux de

Merlot du millésime 2012 obtenus a partir d’ajouts croissants de baies atteintes par le mildiou
(facies « rot brut »).
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Awussi, afin de valider I’hypothése d’une influence réelle du mildiou sur I’augmentation
des concentrations en salicylate de méthyle, une expérience complémentaire a été réalisée sur
des vins de merlot du millésime 2012 en collaboration avec la chambre d’agriculture
(Blanquefort, Gironde). Des baies atteintes par le mildiou (rot-brun) ont été incorporées selon
différentes proportions (2, 5, 10 et 20 %) a des raisins sains. Les modalités ont été vinifiées
dans des conditions identiques puis les concentrations en salicylate de méthyle ont été mesurées

dans chacune d’entre elles (Figure 97).

Les résultats d’analyses montrent une nette augmentation de la concentration en
salicylate de méthyle liée a I’incorporation accrue de baies atteintes de « rot-brun ». Les baies
atteintes par le mildiou sont donc des sources potentielles de salicylate de méthyle dans les vins.
Toutefois, leur incorporation a des raisins sains ne suffit pas a atteindre les concentrations
importantes préalablement observées puisque les modalités supplémentées avec 10 et 20 % de
baies atteintes par le mildiou présentent une concentration en salicylate de méthyle qui n’excede
pas 30 pg/L. En fait, bien que I’on puisse considérer la qualité de I’éraflage comme
déterminante, il est aussi probable que I’accumulation du salicylate de méthyle, en réaction de
défense systémique de la plante, ne se localise pas uniquement au niveau des baies atteintes
(rot-brun), mais s’établisse de maniére plus générale dans le raisin. Ainsi, selon cette hypothese,
une vigne atteinte par le mildiou verra sa concentration en salicylate de méthyle accrue dans la
totalité des baies, méme saines, engendrant alors des teneurs importantes, telles que celles que

nous avons pu observer.

Afin d’exclure la possibilité d’une augmentation des concentrations en salicylate de
méthyle qui serait due, uniquement, a un effet de concentration dans la baie par la modification
du rapport peau/pellicule (phénoméne de desséchement sous I’action du mildiou), des
expériences complémentaires ont été menées au laboratoire. 20 baies saines, 20 baies flétries
naturellement, 20 baies flétries (faciés «rot brun») sous I’action du mildiou (Plasmopara
viticola) et 20 baies flétries sous I’action du black rot (Guignardia bidwellii) ont alors été
introduites dans bouteilles en verres ambrés de 100 mL contenant 60 mL du milieu modeéle de
mo0t puis mis a fermenter par ensemencement de la souche de levure FX10® (20g/hL, Laffort
Enologie, Bordeaux). La sélection des baies a été réalisée par la méme équipe de I'INRA de
Bordeaux (Laurent Deliere; UMR 1065, Santé et agroécologie du Vignoble). Apres
fermentation, les solutions ont été analysées (Figure 98).
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Nous notons que, a I’inverse de baies touchées par le mildiou, les solutions obtenues apres
fermentation alcoolique et macération des baies de black rot étaient incolores.
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Figure 98. Concentration (ug/L) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les milieux modeles de
fermentation en présence de baies saines (témoin), flétries naturellement, flétries sous I’action du
mildiou (faciés « rot brun ») ou flétries sous ’action du black rot.

Un léger effet de concentration en salicylate de méthyle a pu étre observé par la
modification du rapport pulpe/pellicule dans les baies flétries en comparaison des baies saines
(témoin). Toutefois, cette variation de concentrations reste faible, notamment au regard de celle
engendrée par I’action des deux pathogénes. Par consequent, cette expérimentation confirme
bien la relation entre les concentrations en salicylate de méthyle et le mildiou, comme cela a
récemment été suggéré sur la vigne (Chalal et al., 2015). De plus, elle démontre que d’autres
champignons, tels que le black rot, sont aussi capables d’induire des concentrations nettement
supérieures de ce composé dans les baies. De plus, la fermentation du milieu modele en
présence de 1 mg/L d’acide salicylique n’induit aucune augmentation particuliere sur les
concentrations en salicylate de méthyle (résultats non communiqués). Son origine ne peut donc
provenir du métabolisme de I’acide salicylique par les levures, possiblement présent en quantité
plus importante dans les plants infectés.
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Enfin, nous avons aussi cherché a considérer I’action d’autres pathogénes, comme le
champignon Botrytis cinerea, mais également des maladies du dépérissement du bois tel que
I’esca. Pour cela, des baies saines, atteintes par la pourriture grise ou provenant de plants
touchés par I’esca (symptébmes foliaires), ont été récoltées a maturité sur une parcelle de

Cabernet-Sauvignon (Haut-médoc) du millésime 2015 puis analysées (Figure 99).

12

=
oo o

Concentration en MeSA (pg/kg)
(e}

4
2
0 [ ] [ ]

Témoin Pourriture grise Esca

Figure 99. Concentration (ug/kg de matiere fraiche) en salicylate de méthyle (MeSA) des baies de
Cabernet Sauvignon (millésime 2015) : saines (témoin), atteintes par la pourriture grise ou
récoltées sur des plants de vigne touchés par I’esca.

Les analyses révélent qu’a I’inverse du mildiou ou du black rot, la pourriture grise (B.
cinerea), dont I’attaque s’effectue, a cette période de I’'année, exclusivement sur les raisins,
n’engendre aucune augmentation des concentrations en salicylate de méthyle. A I’inverse, les
raisins prélevés sur des pieds atteints par la maladie de I’esca, raisins dont le faciés apparait
comme sain, conduisent a une augmentation notable (facteur 20) de la concentration en
salicylate de méthyle dans les baies. Ainsi, comme nous I’avions suggeré, les concentrations en
salicylate de méthyle semblent bien en lien avec une réponse générale de la plante a I’attaque
des pathogenes ; elle ne serait donc pas induite par des atteintes cryptogamiques uniquement

contenues sur le raisin.
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Afin de confirmer ces observations, des raisins ont été vendangés a maturité, au cours du
millésime 2016, sur une parcelle de Cabernet-Sauvignon (appellation Céte-de-Bordeaux) agée
de 19 ans et particulierement touchee par I’esca. Trois modalités constituées par 10 kg de raisins
provenant de plants sains, modérément atteints par I’esca, fortement atteints par I’esca, ont été
microvinifiées dans des conditions similaires a celles employées au cours du chapitre 4. Notons

que la sélection a éete réalisée sur la base des symptomes foliaires des plants.

La quantification du salicylate de méthyle a été réalisee en fin de fermentation alcoolique
apres sulfitage a 50 mg/L des échantillons (Figure 100).
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Figure 100. Concentration en salicylate de méthyle (MeSA), exprimée en % par rapport au
témoin, dans les vins expérimentaux (fin de fermentation alcoolique) de raisins provenant de
plants sains (témoin), modérément atteints par I’esca (Escal), fortement atteints par I’esca
(Esca2). L’écart-type est celui de I’analyse (n=3).

Les résultats obtenus montrent une nette augmentation des concentrations en salicylate
de méthyle dans les vins par I’infection des plants de vigne. Une atteinte modérée par I’esca
suffit a augmenter d’un facteur 2 environ (185 %) les concentrations par rapport au témoin ; de
méme qu’une atteinte sévere engendre une augmentation des concentrations de 400 %. Malgré
tout, dans ces modalités, les concentrations restent faibles (< 5 pg/L) au regard du seuil de
détection olfactive du composé.
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Enfin, I’analyse des rafles de raisins sains et de raisins atteints par I’esca (Cabernet
Sauvignon, 2015) souligne ce phénoméne d’accumulation du salicylate de méthyle dans les

organes de la plante. On note ainsi une augmentation notable de sa concentration dans les rafles

de raisins récoltés sur des plants touchés par I’esca (Figure 101).
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Figure 101. Concentration (ug/kg de matiére fraiche) en salicylate de méthyle (MeSA) dans les
rafles de Cabernet Sauvignon du millésime 2015, récoltées sur des plants de vigne sains (témoin)
ou touchés par I’esca.

6. CONCLUSION

Ce chapitre a concerné une étude particuliére du salicylate de méthyle, préalablement
identifié au chapitre 4, en considérant notamment son impact sensoriel, ainsi que son origine

et ses facteurs de variation.

L’ analyse quantitative du salicylate de méthyle a montré qu’il pouvait étre présent dans
les vins rouges a des niveaux relativement élevés (70 & 150 pg/L) au regard des seuils de
perception déterminés en solution modéle (46,8 pg/L) ou dans le vin rouge (63,2 pg/L). A ces
concentrations, I'impact sur les nuances aromatiques végétales est notable. Il apporte ainsi des
nuances végétales jugées « fraiches » et notées comme « pharmaceutiques », « chimiques »,

« camphrées » ou « mentholées ».
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Un test de préférence pourrait former une perspective intéressante quant a I’acceptation
de ces nuances caractéristiques dans les vins aupres de plusieurs segments de consommateur ;
les écarts culturels, par exemple entre I’Europe et I’Amérique du Nord, vis-a-vis de I’odeur du
salicylate de méthyle, pourraient étre a I’origine d’importants écarts dans cette acceptation.

De plus, le lien entre le salicylate de méthyle et plusieurs pathogénes de la vigne (mildiou,
black rot ou esca) a pu étre démontré dans les raisins et dans les vins au cours de ce chapitre. Il
apparait que la biogenése de ce composé est induite en réaction de défense de la plante a ces
champignons. Considérant les études sur le tabac (Shulaev et al., 1997 ; Park et al., 2007), il est
tout a fait probable que le salicylate de méthyle représente méme un signal aérien permettant le
renforcement des défenses de plants voisins. En plus de sa qualité de marqueur aromatique, ce
composé est donc un indicateur de I’état d’infection du vignoble qui représente, selon nous, un
outil intéressant pour les viticulteurs. D’un point de vue technologique, nous ne pouvons que
conseiller aux vinificateurs qui souhaitent limiter sa teneur dans les vins de veiller a la qualité
de I’éraflage, particulierement lorsque les raisins sont issus de parcelles ayant subi une pression

parasitaire ou atteinte par I’esca.

Les résultats obtenus au cours de chapitre constituent donc une démonstration originale
de I’influence de la pression parasitaire et de I’état d’infection de la plante sur I’expression
aromatique des vins; et particuliecrement sur certaines nuances végétales. Ainsi, la
compréhension du lien entre le salicylate de méthyle et d’autres bioagresseurs, tels que I’oidium
ou les insectes herbivores par exemple, forme I’'une des perspectives de recherche a notre

travail.
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Les travaux développés au cours de cette thése ont cherché a apporter des éléments de
compréhension sur la famille aromatique du « végétal », descripteur largement utilisé par les
professionnels du vin. Initialement, I’approche sensorielle développée autour de ce
questionnement a mis en exergue un fort ancrage du descripteur vegeétal dans le champ lexical
des professionnels du vin puisque, pour la majorité d’entre eux, son utilisation est préférée aux
nuances aromatiques particulieres qu’il intégre. Cependant, en complément des deux
principaux termes de « poivron vert » et « herbe coupée », descripteurs couramment employ¢s,
I’analyse sensorielle descriptive sur des vins rouges sélectionnés a aussi permis de relever
I’importance des descripteurs qui se referaient a des nuances plus fraiches de type « mentholées,
eucalyptus » par exemple. Nous avons alors cherché a caractériser la nature des déterminants

moléculaires a I’origine de ces perceptions.

En premier lieu, un lien a été recherché entre I’expression végétale des vins rouges et la
concentration en molécules répondant aux deux principaux descripteurs : 2-méthoxy-3-
alkylpyrazines, et particuliecrement I’'IBMP, pour ’odeur de poivron; alcools en C6 pour
I’odeur d’herbe coupée. Pour mener a bien cette étude et pallier les difficultés de quantification
des méthoxypyrazines dans le vin, une méthode a été développée en s’appuyant sur la
technologie de spectrométrie de masse a triple quadrupdle (SM/SM). La fiabilité de I’analyse,
validée par I’estimation de I’incertitude de la méthode, a rendu possible I’étude de la filiation
entre I’odeur végétale des vins et les niveaux de concentrations de ces molécules. Cette étude,
reposant sur une sélection de vins francais a I’expression aromatique contrastée, a révélé des
proprietés d’additivité entre les principales méthoxypyrazines qui contribuent a renforcer les
nuances végétales des vins rouges. Pour autant, ces composés ne suffisent, a eux seuls, a
expliquer ces nuances spécifiques dans la totalité des échantillons considérés ; rejoignant en
cela plusieurs travaux antérieurs (Preston et al., 2008 ; Scheiner et al., 2011). De la méme
maniére, et malgré leurs propriétés odorantes « herbacées », les alcools en C6 ne contribuent
pas directement ou par d’éventuelles propriétés synergiques, en particulier avec I'IBMP, a
I’expression végeétale percue dans les vins étudiés. Des lors, la recherche de marqueurs
moléculaires complémentaires, possédant des propriétés odorantes associées a la famille

aromatique du végétal, est apparue incontournable.

Cette étude s’est d’abord articulée autour d’une premiére origine, associée au stade de
maturité des raisins, avec de vins expérimentaux de Cabernet-Sauvignon élaborés a partir de
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raisins récoltés a 1 mois d’intervalle. Le fractionnement par CLHP semi-préparative des extraits
organiques de ces vins a permis d’isoler un groupe de fractions représentatives des différentes
tonalités végétales percues difféeremment entre les deux vins. Leur impact sensoriel a pu étre
validé par des tests d’omission et de reconstitution. Ensuite, la caractérisation des composés
volatils associés aux nuances végétales dans ces fractions a été menee par MDCPG-O-SM. En
plus de I'IBMP et de I'IPMP, la présence d’un grand nombre de zones odorantes végétales aux

nuances variées a pu étre éetablie et certains composés identifies.

Une origine variétale du 1,8-cinéole ou eucalyptol — par opposition a I’origine exogene
liée a la présence d’eucalyptus dans les vignobles de Californie (Hervé et al., 2003) ou
d’Australie (Capone et al., 2011 ; 2012) —, en lien avec le stade de maturité des raisins, a
notamment pu étre démontré dans des vins de Cabernet-Sauvignon bordelais. Notre étude a
également révélé que le niveau de concentration de ce composé pouvait atteindre des teneurs
proches du seuil de détection olfactive dans les vins de Cabernet-Sauvignon, mais s’étendre
jusqu’a 2 a 3 fois ces teneurs dans ceux de Fer Servadou (Fronton, Gaillac, Marcillac). Au dela
d’un niveau de concentration de 0,7 pg/L, le 1,8-cinéole contribue a accroitre de maniere
significative les nuances mentholées des vins, parfois dans des vins de Bordeaux, mais il tend
également, par un effet d’hypo-addition partielle avec I’IBMP, & renforcer leur expression
végétale dans la sous-famille du végétal frais. Le 1,8-cinéole est ainsi établi comme un
contributeur de I’aréme variétal de certains vins rouges francais ainsi qu’un marqueur de la
maturité aromatique des raisins. Par ailleurs, les teneurs proportionnellement élevées de certains
vins de Cabernet-Sauvignon de Pauillac nous ont conduits a nous interroger sur une autre
origine. Ainsi, une source exogéne de 1,8-cinéole, liée a la présence d’une espéce d’armoise
dans le vignoble (Artemisia verlotiorum), a pu étre démontrée. Cette premiére observation de
I’influence des plantes de I’environnement viticole dans I’ardme des vins, autres que les arbres
d’eucalyptus, apporte alors un regard nouveau sur leur considération et leur intégration dans la
notion de terroir. En outre, I’étude de I’influence des plantes méditerranéennes sur les nuances
végétales «d’herbes de Provence », typiques de certains vins rouges produits dans cet

environnement, pourrait former I’une des poursuites de ce travail.

Parmi les autres constituants a I’odeur végétale identifiés dans les extraits de vins issus
du fractionnement par CLHP d’intérét, le salicylate de méthyle est apparu comme un composé
d’intérét a plusieurs titres. Bien que sa concentration ne soit pas liée a la maturité des raisins, il
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représente un marqueur moléculaire décrit dans la littérature comme ayant une origine associée
a la réaction de défense des plantes aux pathogenes. Nous avons ainsi pu montrer que la teneur
de ce composé est accrue par la pression des maladies cryptogamiques des parties végétales de
la vigne (mildiou, black rot) et du tronc (esca). En outre, les teneurs en salicylate de méthyle se
situent dans une plage de concentrations d’impact sensoriel dans des vins expérimentaux
provenant de vignes touchées par le mildiou, mais aussi dans quelques vins commerciaux dans
lesquels ces origines sont suspectées. Les tests sensoriels ont révélé sa contribution a des notes
végétales fraiches, camphrées et pharmaceutiques. Une dimension originale, considérant la
réaction de la plante a un environnement cryptogamigque comme un paramétre de la complexité,
voire d’altération de I’aréme du vin, est alors ouverte avec la caractérisation de ce composé.
Son identification ouvre donc de nouvelles perspectives de recherches concernant les signaux
d’élicitation entre les plants de vigne ou d’attraction des prédateurs naturels des herbivores.
Aussi, dans le cadre actuel de la problématique du dépérissement de la vigne, notre étude

apporte un nouveau marqueur moléculaire de I’altération de son état physiologique.

Notre approche a aussi considéré une autre origine d’apparition des nuances végétales
dans les vins, suggéree par I’étude sensorielle préliminaire et associée au niveau de pressurage
des marcs. La dimension conceptuelle des vins de presse, d’un point de vue sensoriel, a été
établie par le biais d’un questionnaire aupres des professionnels et sa dimension perceptuelle
définie par la suite. Ainsi, nous avons pu établir I’existence d’un espace sensoriel propre a ces
vins, étroitement lié a la famille aromatique du végétal. L’emploi d’une méthodologie joignant
fractionnement par distillation sous vide et une caractérisation moléculaire et sensorielle par
MDCPG-O a permis de révéler plusieurs marqueurs odoriférants associés de maniere
privilégiée a ces vins, notamment le (Z)-4-heptenol. L’ impact sensoriel de ce dernier a été valide
aux concentrations retrouvées dans les vins ; de méme que I’augmentation de ses concentrations
au cours du pressurage des marcs. Par ailleurs, la considération des alcools en C6, souvent
suspectés d’étre a I’origine de 1’odeur « herbacée » caractéristique des vins de presse a révélé
que seul le (E)-2-hexenol subit une augmentation de ses concentrations avec le pressurage et
constitue aussi un marqueur associé a cette catégorie de vins. Malgré tout, les niveaux de
concentration atteints restent inférieurs au seuil de détection olfactive de ce composé.
L’hypothése suggerée par la nature des molécules identifiées et selon laquelle les arémes
specifiques des vins de presse dériveraient d’un double phénomeéne, alliant trituration des
parties solides et mécanismes oxydatifs impliquant les acides gras insaturés, a été aussi étudiée
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au travers une gamme de composés carbonylés (alkanals, alkenals, alkadienals et alkenone). La
considération de ces molécules présentes a I’état de trace et au fort pouvoir odorant, dont une
partie d’entre elles avait été détectée lors du fractionnement par CLHP des vins expérimentaux,
s’est appuyée sur le développement d’une méthode de quantification spécifique. L’analyse a
révélé une tendance a I’accroissement des teneurs de ces composés dans le sens de la maturité
des raisins, et la discrimination dans certains cas, des vins de presse par rapport aux vins de
goutte correspondants. De méme, la considération de leur impact sensoriel a mis au jour une
combinaison particuliere, susceptible d’accroitre I’expression végétale caractéristique des vins
de presse et incluant comme composés clés le (Z)-4-heptenol, le (2)-4-heptenal, le (E,E)-2,6-
nonadienal, le (E,Z)-2,6-nonadienal, le (E,E)-2,4-nonadienal), la (Z)-1,5-octadien-3-one et le
décanal. Ces observations suggérent aux vinificateurs d’étre vigilants dans les modalités
d’extraction au cours du pressurage des marcs, avec séparation des vins selon les niveaux de
pression et en privilégiant la réalisation de la fermentation malolactique aprés le pressurage des
marcs pour son action réductrice sur les aldehydes insaturés. Cependant, la technologie
d’inertage des marcs au cours du pressurage, dont I’efficacité a bien été établie au cours de la
vinification des vins blancs (Nikolantonaki et al., Oeno2011), n’apparait pas en mesure de
limiter significativement la formation de certains composés étudiés et I’expression végétale de

ces vins.

Ce travail de thése a donc permis de redéfinir la notion de composante aromatique
«végétale » des vins, trés souvent appliquée a leur description et au champ des odeurs. La
combinaison des approches sensorielles et analytiques a révélé toute I’ampleur de ce caractére
aromatique et une complexité de nuances aromatiques non limitée a I’IBMP. La connaissance
de nouveaux marqueurs volatils de cette famille d’odeur confere alors des outils moléculaires
permettant d’approfondir I’étude de I’impact de parametres de maturation, mais aussi de
paramétres technologiques au cours des différentes phases de la vinification. A ce jour,
plusieurs molécules aux forts pouvoirs odorants restent cependant inconnues, malgré
I’obtention de leur spectre de masse ; leur identification et leur étude constituent autant de
perspectives de recherche. Si tous ces composés rejoignent la famille aromatique du végétal, ils
sont chacun porteur de nuances qui permettront trés certainement, a I’avenir, de mieux
comprendre encore cette expression aromatique et ses tonalités, mais aussi ses diverses origines.

L’identification de ces molécules représente I’un des enjeux a la poursuite de ces travaux.
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Notre étude a ainsi permis d’¢largir la définition sensorielle du descripteur « végétal »
en y incluant, comme nous I’avons vu, des nuances dont I’odeur tres fraiche est susceptible,
finalement, de revétir des dimensions hédoniques. Afin d’apprécier au plus juste la palette
aromatique qu’offre ce terme tout en étant en mesure de rompre avec son caractére
systématiquement péjoratif, ne conviendrait-il pas mieux, comme cela est appliqué par exemple
a la description des eaux-de-vie nouvelle, de parler de nuances vertes, une terminologie
largement répandue dans le monde anglo-saxon ? En effet, lorsque celles-ci ne dominent pas
I’ensemble et forme un subtil équilibre avec les autres composantes, la complexité aromatique,

pourfendeuse des lassitudes, passe assurément par elles.
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ANNEXE | - EXEMPLE D’UNE FICHE

D’EVALUATION SENSORIELLE:

ANNEXES

TEST TRIANGULAIRE / DETERMINATION D’UN SEUIL DE

NOM / PRENOM :

DETECTION OLFACTIVE

POSTE X

> Pour chacune des series, veuillez cocher I’échantillon qui vous percevez

difféeremment des autres (voie orthonasale uniquement) :

155

736

821

550

908

129

654

884

783

086

600

702

905

058
329

032

077

481

415

932

689

643



ANNEXES

ANNEXE Il - EXEMPLE D’'UNE FICHE
D’EVALUATION SENSORIELLE :

EVALUATION D’INTENSITE D’UN DESCRIPTEUR ODORANT

NOM : POSTE X
PRENOM :

Date :

> Pour chacun des vins, évaluer I’intensité odorante de chaque descripteur
sur I’échelle proposeée :

Poivron vert

Mentholé

Poivron vert

Mentholé

Poivron vert

Mentholé

Poivron vert

Mentholé

Poivron vert

Mentholé
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ANNEXES

ANNEXE 111 - EXEMPLE D’UNE FICHE
D’EVALUATION SENSORIELLE :

EVALUATION DU NIVEAU D’EXEMPLARITE

NOM : POSTE X
PRENOM :

Date :

» «Imaginez que vous devez expliquer a quelqu’un ce qu’est un vin végétal et un vin
fruité. Pour chacun des vins présentés, vous devez répondre a cette question : pensez-
vous qu’il est un bon ou un mauvais exemple de ce qu’est un vin végétal ? Un vin
Sfruité ? un vin de presse ?»

Treés mauvais exemple Trés bon exemple

- +

N° échan. | '
Treés mauvais exemple Trés bon exemple

- +

N° échan. | '
Treés mauvais exemple Trés bon exemple

- +

N° échan. f !
Treés mauvais exemple Trés bon exemple

- +

N° échan. ' '
Treés mauvais exemple Trés bon exemple

- +

N° échan. | '
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ANNEXES

ANNEXE IV - EXEMPLE D’'UNE FICHE
D’EVALUATION SENSORIELLE :

GENERATION LIBRE DE VOCABULAIRE

NOM: POSTE X
PRENOM :

Date :

» « Pour chacun des échantillons, veuillez indiquer dans le cadre ci-dessous les
descripteurs aromatiques qui vous semblent les plus appropriés pour les caractériser :

N° Echantillon

N° Echantillon

N° Echantillon
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ANNEXES

ANNEXE V -Z06

x10°  Intensity (1505500)

140C

120CH

100CH
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400+
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33.0 34.0 35.0 36.0 37.0 38.0 39.0
Time[min]

Annexe 1. Portion du chromatogramme obtenue aprés séparation de la ZO 6 sur la colonne BP1
par CPG multidimensionnelle (BP20 ; BP1) couplée a I’olfactométrie et la spectrométrie de masse
a temps de vols (SM/TOF). La zone grisée correspond a la zone odorante.
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Annexe 2. Spectre de masse du composé associé a la ZO 6 obtenu par impact électronique (70 eV).

333



ANNEXES

ANNEXE VI -Z0 11&12
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Annexe 3. Spectre de masse du composé associé a la zone odorante 11 obtenu par impact
électronique (70 eV).
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Annexe 4. Spectre de masse du composé associé a la zone odorante 12 obtenu par impact
électronique (70 eV).
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ANNEXE VII - Z0 15

x10®  Area (133541)
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Annexe 5. Spectre de masse du composé associé a la zone odorante 15 obtenu par impact
électronique (70 eV).
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ANNEXE VIII - Z0O 19b, 19¢

x10°  Intensity (5445900)

19c |

5000-

Z0 19b

4000-

3000-

2000+

1000+ /\

Time[min]

Annexe 6. Portion du chromatogramme obtenue aprés séparation de la zone odorante 19 sur la
colonne BP1 par CPG multidimensionnelle (BP20 ; BP1) couplée a I’olfactométrie et la
spectrométrie de masse a temps de vols (SM/TOF).

x10°  Area (1003046)
100C+
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Annexe 7. Spectre de masse du composé associé a la zone odorante 19¢ obtenu par impact
électronique (70 eV).
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ANNEXES

ANNEXE I X — Données climatique (2014, 2015)

200 25
180
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Annexe 8. Données climatiques annuelles (précipitations, températures) a Bordeaux des années
2014 et 2015. Météo France.
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