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Recherches sur les déterminants moléculaires contribuant à l’équilibre 

gustatif des vins secs 

L’équilibre gustatif des vins secs repose notamment sur les saveurs amère et sucrée, 

dont les déterminants moléculaires n’ont été que partiellement élucidés. Un premier axe a 

consisté en l’étude de la contribution gustative des lignanes du chêne et neuf composés ont été 

observés pour la première fois dans le vin. Le (±)-lyonirésinol a été établi comme le plus amer 

et le plus abondant des lignanes isolés. Ses deux énantiomères ont été séparés, caractérisés par 

VCD et leur dégustation a révélé que seul le (+)-lyonirésinol possède une amertume modifiant 

le goût du vin. Dans un second axe, la saveur sucrée conférée par les raisins aux vins secs a 

été étudiée. Des expérimentations de vinification combinées à des outils sensoriels ont montré 

un gain de saveur sucrée au cours de la macération post-fermentaire à chaud et un effet des 

pépins de raisin sur le moelleux des vins secs. La mise en place d’un protocole de 

fractionnement d’extrait de pépins et de vin, par des techniques séparatives couplées à la 

gustatométrie, a permis la purification de six composés sapides. Plusieurs marqueurs de la 

sucrosité des vins secs ont ainsi été identifiés par FTMS et RMN : le mélange de deux 

nouvelles molécules, les acides 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside et 2-

hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside ; l’acide gallique-4-O-β-

glucopyranoside et l’acide epi-DPA-3′-O-β-glucopyranoside, identifiés pour la première fois 

dans les vins, ainsi que l’ILA-Glc et l’astilbine. Ces nouveaux marqueurs ont été quantifiés 

dans les vins ainsi que dans les différentes parties de la baie pour préciser leur localisation et 

établir leur contribution gustative. 

Mots clés : sucrosité, amertume, macération post-fermentaire à chaud, pépins de raisin, 

vinification, bois de chêne, lignanes 

 

Research on taste active compounds responsible for wine taste balance 

Dry wines taste balance is mainly based on bitter and sweet tastes, whose molecular 

determinants have been only partially explained. The first key objective was the study of the 

gustatory contribution of oak lignans. Nine compounds were identified in wines for the first 

time. (±)-lyoniresinol has been established as the bitterest and the most abundant of the 

isolated lignans. Its two enantiomers have been resolved, characterized by VCD and their 

tasting revealed that only (+)-lyoniresinol is bitter and modifies wine taste. In the second part 

of this work, the contribution of grapes to wine sweet taste has been studied. The combination 

between vinification experimentations and sensorial tools showed a gain of sweetness during 

a warm post-fermentative maceration as well as an influence of grape seeds on dry wine 

sweetness. A fractionation protocol of grape seeds macerates and wines has been established. 

Separation techniques coupled with gustatometry allowed the isolation of six taste active 

compounds. Several markers of dry wines sweetness have been identified by FTMS and 

NMR: the mix of two new compounds, 2-hydroxy-3-methylpentanoic-2-O-β-glucopyranoside 

and 2-hydroxy-4-methylpentanoic-2-O-β-glucopyranoside acids; gallic-4-O-β-

glucopyranoside acid and epi-DPA-3′-O-β-glucopyranoside acid, identified for the first time 

in wines, ILA-Glc and astilbin. These new markers have been quantified in wines and in 

different parts of grape berry in order to refine their localization and to establish their 

gustatory contribution. 

Keywords: sweetness, bitterness, warm post-fermentative maceration, grape seeds, 

vinification, oak wood, lignans 
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1
H   Proton 

13
C   Carbone 13 

[α]
D   

Pouvoir rotatoire spécifique (en degré Celsius) 

μg, mg, g  Microgramme, milligramme, gramme   

μL, mL, L  Microlitre, millilitre, litre 

m/z   Rapport masse/charge 

ppm   Partie par million 

CV   Coefficient de Variation 

IDL   Limite de Détection Instrumentale 

IQL   Limite de Quantification Instrumentale 

LOD   Limite de Détection 

LOQ   Limite de Quantification 

 

Solvants 

AcOET  Acétate d’éthyle 

BuOH   n-Butanol 

BuOHsat  n-Butanol saturé en eau 

EtOH   Ethanol 

H2O   Eau 

HCOOH  Acide formique 

Hept   n-Heptane 

iPrOH   Iso-propanol 

MeOH   Méthanol 

TFA   Acide trifluoro-acétique 

 

Techniques analytiques 

C18   Silice à polarité de phase inversée (greffé C18) 

CID   Dissociation induite par collision 

CPC   Chromatographie de partage centrifuge 

CPC-G  Chromatographie de partage centrifuge couplée à la gustatométrie 

DEDL   Détecteur évaporatif à diffusion de lumière 
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ESI    Ionisation par éléctro-nébulisation 

HCD   Dissociation induite par collision de haute énergie 

HRMS   Spectrométrie de Masse à Haute Résolution 

Kd   Coefficient de partage 

L/L   Extraction liquide/liquide 

HPLC ou LC  Chromatographie liquide à haute performance 

CSP   Phase stationnaire chirale 

RMN 1D et 2D Résonance magnétique nucléaire mono- et bi-dimensionelle 

ROESY  Spectroscopie de l'effet Overhauser tournant-Frame 

TIC   Chromatogramme des ions totaux en LC-FTMS 

U-HPLC-FTMS Chromatographie liquide à ultra haute performance couplée à la 

spectrométrie de masse à Transformée de Fourier 

UV Ultraviolet 

VCD   Dichroïsme circulaire vibrationnel 

XIC   Chromatogramme des ions extraits en LC-FTMS 

 

Nomenclature 

SPE-F5-CPC-F2_FA : Cette abréviation désigne la fraction F2 obtenue après une expérience 

de CPC réalisée par injection de la fraction F5 issue d’une première séparation par SPE de la 

modalité FA. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

La qualité sensorielle d’un vin est fortement reliée à la composition du raisin et elle est 

révélée grâce au savoir-faire des vinificateurs. La recherche œnologique porte sur l’étude de 

l’élaboration, de la composition et de la dégustation des vins. Elle vise à comprendre les 

mécanismes chimiques et biologiques impliqués dans la transformation du raisin, afin de 

donner aux vinificateurs les moyens de maîtriser l’élaboration de vins de qualité. 

Depuis de nombreuses années, les recherches sur les arômes ont conduit à la 

caractérisation moléculaire de composés volatils appartenant à des familles chimiques très 

diverses et intervenant dans la qualité comme dans les défauts des vins (Ribéreau-Gayon et 

al., 2006b). Les composés non-volatils ont également été l’objet de nombreuses études afin de 

préciser leur rôle dans la perception des sensations tactiles ainsi que des saveurs. 

En effet, la qualité d’un vin repose non seulement sur son profil aromatique mais 

également sur son équilibre gustatif. Ce dernier s’articule autour des saveurs acide, amère et 

sucrée (Peynaud, 1981) et sa perception peut être modulée, dans le cas des vins rouges, par la 

structure tannique. De nombreuses études ont en effet permis de caractériser les molécules 

responsables de la sensation d’astringence ainsi que les mécanismes impliqués (Sarni-

Manchado et al., 1999 ; Simon et al., 2003 ; Cheynier et al., 2006 ; Rinaldi et al., 2012). Par 

ailleurs, le rôle des principaux acides organiques du vin (tartrique, malique et lactique) dans la 

perception de l’acidité a été clairement établi depuis longtemps (Peynaud, 1971 ; Belitz et al., 

2009). L’amertume des vins rouges peut quant à elle être en partie expliquée par certains 

polyphénols du raisin (Peleg et al., 1999 ; Brossaud et al., 2001 ; Hufnagel et al., 2008a) et 

ellagitanins du bois de chêne (Glabasnia et al., 2006). Plus récemment, l’amertume du 

lyonirésinol, un lignane libéré lors de l’élevage sous bois, a également été révélée (Marchal et 

al., 2015a). Enfin, la saveur sucrée des vins secs - ou « sucrosité » - demeure le goût le moins 

expliqué au niveau moléculaire, en dépit de sa contribution majeure à la complexité des 

grands vins. 

Dans les vins moelleux et liquoreux, la saveur sucrée est directement liée à la présence 

de sucres résiduels, alors que dans les vins secs, ces sucres sont présents à des concentrations 

bien inférieures à leur seuil de détection. Ainsi, la saveur sucrée perçue provient de composés 

non-volatils autres que des hydrates de carbone ; on parle alors de « sucrosité sans sucre » ou 

de douceur. Récemment, plusieurs déterminants moléculaires de cette douceur ont été 

caractérisés. En particulier, le gain de saveur sucrée observé lors de l’autolyse des levures 
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Saccharomyces cerevisiae a été attribué à la protéine Hsp12, libérée dans le vin après 

l’achèvement de la fermentation alcoolique (Marchal et al., 2011a). Par ailleurs, 

l’identification de nouveaux composés sucrés du bois de chêne, les Quercotriterpénosides, a 

permis d’interpréter l’effet édulcorant de l’élevage en barriques (Marchal et al., 2011b ; 

Marchal et al., 2013). Cependant, des différences de saveur sucrée sont parfois perçues en 

fonction des terroirs et des cépages, à techniques de vinification et d’élevage identiques. Ces 

observations suggèrent la présence, dans les vins secs, de composés non-volatils à saveur 

sucrée provenant du raisin. Empiriquement, certains vinificateurs observent un accroissement 

de la « sucrosité » du vin pendant la macération post-fermentaire à chaud. Au cours de cette 

étape consistant à prolonger la cuvaison pendant une dizaine de jours après la fin de la 

fermentation alcoolique, le vin est maintenu au contact du marc de raisin. La libération de 

molécules édulcorantes par les parties solides du raisin (pellicules et pépins) peut donc être 

envisagée. Par ailleurs, des écrits anciens relatent l’effet bénéfique de la cuvaison d’un vin 

lorsque celui-ci macère avec les parties solides (pellicules et pépins) et suggèrent le rôle des 

pépins dans la douceur des vins (Pacottet, 1908 ; Peynaud, 1981). 

L’objectif de ce travail est d’améliorer la connaissance des molécules sapides du vin 

ainsi que des conditions influençant leurs teneurs. En utilisant conjointement des techniques 

d’analyses chimique et sensorielle, il s’articule autour de deux grands axes de recherche, liés 

par leur contribution antagoniste à l’équilibre des saveurs. 

La première partie s’inscrit dans la continuité des travaux réalisés antérieurement au 

laboratoire sur l’influence gustative du bois de chêne. En particulier, le rôle des lignanes du 

chêne dans l’amertume des vins est étudié, en recherchant des dérivés du lyonirésinol par une 

démarche de criblage ciblé d’un extrait de chêne. L’influence de la stéréochimie du 

lyonirésinol sur son goût est également observée et donne lieu à un développement analytique 

pouvant être adapté à d’autres molécules chirales naturelles possédant une activité gustative.  

Le second axe du travail, plus prospectif, est consacré à la saveur sucrée des vins secs 

conférée par le raisin, de la démonstration de sa réalité sensorielle à la recherche de ses 

déterminants moléculaires. Dans la deuxième partie de cette thèse, une approche sensorielle 

est en effet utilisée afin d’étudier les effets de la macération post-fermentaire à chaud sur le 

goût du vin et ainsi de confirmer les observations empiriques décrites précédemment. 

L’influence gustative de la cuvaison en présence de pépins est également précisée par la mise 

en place d’expérimentations de microvinifications réalisées au laboratoire. 

Enfin, la troisième partie de ce travail présente le développement d’une démarche 

inductive de fractionnements de macérats de pépins et de vin, guidée par la dégustation afin 
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d’isoler des composés à saveur sucrée provenant du raisin. L’élucidation structurale et la 

caractérisation sensorielle des composés purifiés sont détaillées, ainsi que leur quantification 

dans les raisins et les vins. 

Si les deux axes de cette thèse traitent de matrices et de composés différents, 

l’approche mise en œuvre est similaire et utilise les mêmes techniques séparatives (extraction 

sur phase solide, chromatographie de partage centrifuge, HPLC semi-préparative) et 

spectroscopiques (FTMS, RMN, polarimétrie). Le principe général et la description des 

équipements utilisés sont donc détaillés dans une partie expérimentale générale. En revanche, 

par souci de cohérence dans la présentation de la démarche employée, les méthodes 

développées et les conditions de chaque expérience sont décrites dans les parties dédiées à 

leur utilisation, avant la présentation des résultats. 
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BIBLIOGRAPHIE GÉNÉRALE 

 

Le goût est le facteur prédominant influençant le choix des aliments (Scott, 2005). 

L’homme peut percevoir et discriminer cinq saveurs : salé, acide, amer, sucré et umami (Y.-P. 

Zhang et al., 2003 ; Upadhyaya et al., 2010). Cette perception des saveurs a été un élément 

clé de sa survie. En effet, si la saveur sucrée est associée à une nourriture riche en nutriments 

et au goût agréable (Schlienger et al., 2014), les composés fortement amers ou acides sont 

souvent signes de toxicité ou de poison pour l'organisme (Chandrashekar et al., 2000 ; Y.-P. 

Zhang et al., 2003). La perception amère est donc un véritable rempart contre l’ingestion de 

molécules toxiques ou dangereuses pour l'organisme (Adler et al., 2000 ; Lindemann, 2001 ; 

Scott, 2005 ; Mueller et al., 2007). Même si certains processus de transformation alimentaire 

cherchent à éliminer les composés amers (Sun-Waterhouse et al., 2013), ces derniers sont tout 

de même nécessaires à l’équilibre gustatif des aliments comme des boissons, et leur 

appréciation implique un apprentissage. 

La connaissance de la diversité moléculaire des composés du goût, de leurs 

interactions et, plus récemment, des mécanismes de transduction de leurs récepteurs jusqu’au 

cerveau, ainsi que des différences de perception et de sensibilité inter-individuelles liées à la 

génétique de l’homme, permettent de rendre compte de la complexité de la réalité sensorielle. 

 

I. Diversité structurale des composés à saveur amère 

Les molécules amères reportées jusqu’à présent appartiennent à des familles 

chimiques très diverses (Figure 1). Parmi celles-ci se trouvent les acides aminés (A) et les 

peptides (Desportes et al., 2001 ; Temussi, 2006), les lactones et les terpènes (B-C) 

(Brockhoff et al., 2007), les phénols et les polyphénols (D) (Laaksonen et al., 2010 ; Marchal 

et al., 2015a) dont les flavonoïdes (E) (Rouseff et al., 1987 ; Dea et al., 2013 ; Li et al., 2014), 

et les alcaloïdes (F-G) (Matissek, 1997 ; Bonvehí et al., 2000).  

Plusieurs travaux ont décrit la caractérisation des composés responsables de 

l’amertume dans de nombreux aliments comme le citron (Dea et al., 2013), la carotte (Czepa 

et al., 2003 ; Schmiech et al., 2008), l’olive (Kiritsakis, 1998 ; Soler-Rivas et al., 2000 ; 

Gutierrez-Rosales et al., 2003 ; Mateos et al., 2004), la poudre de cacao (Bonvehí et al., 2000 

; Stark et al., 2006), l’asperge (Dawid et al., 2012) ou encore le chocolat (Matissek, 1997). 

L’origine moléculaire de l’amertume a également été étudiée dans les boissons telles que le 

thé et le café (Drewnowski, 2001 ; Scharbert et al., 2004b ; Scharbert et al., 2005), la bière 

(Haseleu et al., 2010; Intelmann et al., 2009), le cidre (Lea and Arnold, 1978) et le vin 
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(Thorngate, 1992 ; Peleg et al., 1999 ; Hufnagel et al., 2008a ; Rudnitskaya et al., 2010). Le 

nombre de composés amers connus à ce jour est estimé à plusieurs centaines (Wiener et al., 

2012). 

Au-delà des molécules amères d’origine naturelle, certains composés sont obtenus par 

synthèse, tels que le benzoate de dénatonium H (Saroli, 1985) ou encore par réactions de 

Maillard entre des hydrates de carbone et des acides aminés lors du chauffage des aliments. 

C’est le cas du quinizolate I (O. Frank et al., 2001). 

 

 

Figure 1. Structures chimiques de quelques composés amers. 
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Les propriétés amères de ces composés varient fortement en fonction de leur nature 

chimique, et certains possèdent un seuil de détection particulièrement bas pour des substances 

non-volatiles, de l’ordre de quelques dizaines ou centaines de µg/L comme le benzoate de 

dénatonium H (Saroli, 1985), le quinizolate I (O. Frank et al., 2001) ou encore la quassine C, 

qui à ce jour, est le composé naturel le plus amer connu (Scragg et al., 1994) (Tableau 1). 

 

Tableau 1. Seuils de détection de quelques composés amers. 

Composé Seuil de détection (en µg/L dans l’eau) 

Quassine C 60
d
 

Caféine F 97 095
b
 

Quinine G 8 110,4
a
 

Benzoate de dénatonium H 8,9
c
 

Quinizolate I 84,3
b
 

a
 (Drewnowski et al., 2000)  

b
 (O. Frank et al., 2001) 

c
 (Saroli, 1985)   

d
 (Scragg et al., 1994) 

 

 La perception de l’amertume est dépendante du patrimoine génétique des individus. 

Des grandes différences de perception au propylthiouracil (PROP) et au phénylthiocarbamide 

(PTC) entre les individus ont été mises en évidence dans plusieurs travaux (Bauer et al., 

2010). Ces composés sont perçus comme intensément amers par certaines personnes alors que 

d’autres n’y sont pas sensibles. Ces observations ont mené les chercheurs à étudier la 

génétique de la perception du goût et à identifier les gènes codant pour les récepteurs à 

l’amertume, situés sur 3 chromosomes chez l’homme (Adler et al., 2000 ; Matsunami et al., 

2000 ; P. Shi et al., 2003b). La variabilité des allèles pour chaque gène codant pour un 

récepteur de l’amertume est responsable des différences de perception que l’on constate d’un 

individu à l’autre (Adler et al., 2000 ; Chandrashekar et al., 2000). Ce polymorphisme est 

souvent héréditaire et spécifique à chaque composé (Reed et al., 2006). 

 

II. Diversité structurale des composés à saveur sucrée 

Les molécules développant un goût sucré présentent également une grande diversité de 

structures (Figure 2). Les plus connues d’entre elles sont les hydrates de carbone J 

(Lindemann, 2001). Parmi les autres composés non-volatils à saveur sucrée, qualifiés 

d’édulcorants, on trouve notamment des polyols K (Hufnagel et al., 2008b), des acides 

aminés L (Hufnagel et al., 2008b ; Sáenz-Navajas et al., 2012), des protéines (Gibbs et al., 
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1996 ; Assadi-Porter et al., 2000), des glycosides de diterpènes M (Geuns, 2003 ; Mogra et 

al., 2009) ou bien encore des composés phénoliques, dont des flavonoïdes N-O (Zehnter et 

al., 1995 ; Kinghorn et al., 2002 ; Kim et al., 2016) et des proanthocyanidines P (Baek et al., 

1993). Certains de ces composés édulcorants sont obtenus exclusivement par synthèse 

chimique, comme l’aspartame, tandis que d’autres sont naturellement présents dans les 

plantes, comme les steviosides. 

 

Figure 2. Structures chimiques de quelques composés sucrés. 
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La perception de la saveur sucrée est aussi très largement influencée par le patrimoine 

génétique de chaque individu. Le polymorphisme des allèles codant pour les récepteurs 

contribue à leur variabilité mais agit également sur la modification des mécanismes de 

transduction des signaux (Reed et al., 2006 ; Bachmanov et al., 2011). 

Le goût est par ailleurs modulé par certains composés qui ne présentent pas 

nécessairement une saveur particulière mais peuvent interagir avec les récepteurs et d’autres 

composés sapides. C’est le cas de certaines protéines comme la miraculine, qui, en se fixant 

sur les récepteurs du sucré et en interagissant avec des acides, confèrent une saveur sucrée à 

tous les aliments consommés (Gibbs et al., 1996). Plus récemment, l’activité d’un des 

énantiomères de l’alapyridaine, issus des réactions de Maillard, a été mise en évidence. Seule 

sa forme dextrogyre provoque une perception sucrée alors que la (-)-alapyridaine ne possède 

pas cette activité (Ottinger et al., 2003). Il existe également des composés qui permettent la 

suppression de l’arrière-goût amer non désiré d’édulcorants commerciaux. C’est le cas du 

cyclamate qui élimine l’arrière-gout métallique et amer de la saccharine (Wiet et al., 1992 ; 

DuBois et al., 2012). 

Par ailleurs, bien que certaines études montrent des liens entre la structure et le goût 

des molécules (Esaki et al., 1979 ; Saroli, 1986, 1987 ; Shin et al., 1995 ; Bufe et al., 2002 ; 

Roland et al., 2013), ces relations demeurent complexes et un changement structural peut 

induire une grande modification du goût. En effet, on peut citer l’exemple de la naringine, une 

flavanone néohespéridoside, et de la néohespéridine D qui présentent une forte amertume 

alors que l’hespéridine, structurellement proche, est sans goût et la néohespéridine 

dihydrochalcone N est intensément douce (Rouseff et al., 1987 ; Castillo et al., 1993 ; Winnig 

et al., 2007). En outre, la stéréo-isomérie des molécules semble influer sur leurs propriétés 

organoleptiques. Par exemple, l’énantiomère dextrogyre de la phyllodulcine O est sucré, alors 

que sa forme lévogyre n’a pas de goût (Zehnter et al., 1995). On peut également citer la D-

asparagine (Piutti, 1886) ou D-alapyridaine (Ottinger et al., 2003) qui possèdent une saveur 

sucrée alors que leur énantiomère lévogyre est insipide. 

 

III. Les récepteurs du goût 

La perception du goût a lieu dans la bouche, lors de la consommation des aliments et 

des boissons. Les composés sapides, présents dans le bol alimentaire et dissous dans la salive, 

sont détectés par des récepteurs situés à la surface des cellules gustatives constituant les 

bourgeons du goût. Ces derniers sont localisés dans les papilles, présentes dans toute la cavité 

buccale avec une densité plus importante sur la langue. (Adler et al., 2000 ; Montmayeur et 
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al., 2002 ; Scott, 2005). L’activation des récepteurs engendre une cascade de transduction 

responsable de la perception du goût par le cerveau. 

Chaque saveur possède des récepteurs (Tableau 2) et un mécanisme de transduction 

propre. Toutefois, deux grands groupes peuvent être décrits. Pour les saveurs acide et salée, la 

perception du goût s’effectue par une interaction directe entre les composés et des canaux 

ioniques membranaires. L’entrée d’un ion (H
+
 ou Na

+
) dans la cellule grâce à un canal ionique 

(Lindemann, 2001 ; Chandrashekar et al., 2006), provoque une dépolarisation de la membrane 

cellule, d'où une entrée d'ions Ca
2+

 puis une libération de neurotransmetteur dans la synapse 

sous-jacente. En ce qui concerne les saveurs amère, sucré et umami, la perception est induite 

par l'activation d'un récepteur de type T1R ou T2R couplé à des protéines G (GPCR Protéine 

G Couplée à un Récepteur) (Lindemann, 2001 ; Y.-P. Zhang et al., 2003 ; Chandrashekar et 

al., 2006). 

 

Tableau 2. Type de récepteurs associé à chaque goût. 

Goût Récepteurs 

Acide Canal ionique (Na
+
) 

Salé Canal ionique (H
+
) 

Sucré Dimère T1R2/T1R3 

Umami Dimère T1R1/T1R3 

Amer Famille des T2R 

 

L’activation des récepteurs T1R et T2R entraîne la même cascade de transduction 

(Chandrashekar et al., 2006). Selon certains auteurs, même si l'amer, le sucré et l'umami 

partagent la même voie de transduction, celle-ci s’effectue dans différentes cellules gustatives 

(Scott, 2005). En effet, certaines d’entre elles expriment des T2R et sont sensibles à 

l'amertume, et d'autres expriment des T1R et sont sensibles au sucré et à l'umami. Pour autant, 

il n’existe pas de cartographie stricte de la langue, contrairement à certaines fausses idées, et 

la sensibilité aux saveurs des différentes parties de la bouche dépend des individus (Faurion, 

2000). 

 

A. Récepteurs au goût sucré 

Les récepteurs T1R et T2R sont des GPCR à sept hélices transmembranaires avec un 

domaine N-terminal extracellulaire impliqué dans la reconnaissance et la liaison du ligand 

(Chandrashekar et al., 2006). Plusieurs mécanismes de transduction ont été décrits, soit par 
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l’intermédiaire de la dégradation de la phosphatidylinositol-tri-phosphate en inositol-tri-

phosphate par la phospholipase C β2 (Chandrashekar et al., 2006), soit par l’activation de 

l’enzyme adénylate cyclase, qui entrainerait la hausse d’AMPc dans la cellule (Gilbertson et 

al., 2000). Ces deux mécanismes conduisent à une dépolarisation et la libération de 

neurotransmetteur. 

Bien qu’il n’existe qu’un seul dimère de récepteur pour le sucré et un autre pour 

l’umami, la multitude de sites de liaison sur leur partie extracellulaire permet de reconnaître 

de nombreuses molécules et d’expliquer la diversité chimique des composés sapides (Zhao et 

al., 2003 ; Temussi, 2009). Par ailleurs, il a été montré que certains composés, tels que la 

protéine brazzéine, se fixent sur le récepteur au niveau de plusieurs points d’attache (Assadi-

Porter et al., 2010). 

 

B. Récepteurs à l’amertume 

La perception de l’amertume est assurée par une famille multigène de récepteurs, les 

T2R. Chez l’homme, on en dénombre 25 (Adler et al., 2000 ; Lindemann, 2001 ; Montmayeur 

et al., 2002 ; Singh et al., 2011). C’est cette multiplicité de récepteurs qui permet d’expliquer 

la grande diversité des composés amers. 

Les T2R sont également des GPCR à sept hélices transmembranaires (Adler et al., 

2000 ; Matsunami et al., 2000 ; Scott, 2005 ; Singh et al., 2011), longs de 290 à 333 acides 

aminés (Singh et al., 2011), avec une courte extrémité N-terminale extracellulaire et une 

extrémité C-terminale intracellulaire (Adler et al., 2000 ; Singh et al., 2011). La grande 

multitude de récepteurs amers est liée aux grandes disparités sur les portions extracellulaires, 

alors que les boucles intracellulaires sont très similaires (Singh et al., 2011). De plus, certains 

de ces récepteurs sont très sélectifs selon les composés sapides alors que d’autres peuvent en 

reconnaître plusieurs (Meyerhof et al., 2010). Sur les 25 récepteurs, 5 n’ont pas encore été 

attribués à leurs ligands alors que les 20 autres ont été associés à la reconnaissance d’un ou 

plusieurs composés sapides (Behrens et al., 2004 ; Meyerhof et al., 2010). 

 

 Ainsi, la diversité moléculaire des composés sucrés et amers, s’explique 

respectivement par la multiplicité des sites de fixation des récepteurs au sucré et par la 

diversité des récepteurs de l’amertume. Pour ces raisons, il demeure difficile de prévoir à 

coup sûr le goût d’une molécule à partir de sa structure et, plus encore, de rechercher des 

molécules sapides in silico. Cela constitue un frein à la mise en œuvre d’approches déductives 

(« top-down »). 
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IV. Les approches variées de l’étude du goût du vin 

Les études sur le goût du vin réalisées jusqu’à présent ont eu recours à plusieurs 

méthodes. Une des techniques les plus largement utilisées, « l’analyse par dilution du goût » 

ou Taste Dilution Analysis (TDA) (O. Frank et al., 2001), est utilisée pour comparer deux ou 

plusieurs vins. Ces derniers sont dans un premier temps évaporés à 20 °C afin d’obtenir un 

rétentat désaromatisé, puis, ils sont fractionnés par HPLC semi-préparative équipée d’une 

colonne C18. Après évaporation des solvants, les fractions sont diluées successivement en 

solution et goûtées par un panel afin de déterminer pour chacune d’elles un seuil de détection. 

Les fractions sont également analysées par HPLC-MS afin de cibler les composés connus du 

vin. Cette technique, développée par l’équipe du Pr. Hofmann à Munich, a largement fait ses 

preuves pour la caractérisation de composés sapides dans les aliments et les boissons (O. 

Frank et al., 2001 ; Ottinger et al., 2003 ; Scharbert et al., 2004b ; Scharbert et al., 2005). 

Cependant son application à l’étude des vins reste difficile en raison de la complexité de la 

matrice. La méthode du TDA est régulièrement associée au « half-tongue test », utilisé afin de 

déterminer le seuil de détection d’un composé ou d’une fraction par son application sur une 

moitié de la langue. La perception générée est comparée à celle procurée par une solution 

témoin déposée simultanément sur l’autre moitié de la langue. Le dégustateur doit ainsi 

déterminer le côté de la langue sur laquelle la fraction test a été déposée (Scharbert et al., 

2004a ; Hufnagel et al., 2008a). Cette technique est bien adaptée à l’étude des composés 

sapides, puisqu’elle limite la quantité d’échantillon nécessaire à l’analyse gustative qui, 

contrairement à l’olfaction, est destructrice. Néanmoins, la perception d’une seule goutte 

déposée sur une partie limitée de la langue ne saurait reproduire correctement les saveurs et 

sensations procurées par un liquide au contact de toute la cavité buccale. 

Quel que soit le test gustatif choisi, l’évaluation sensorielle des vins ou des aliments 

nécessite un panel de dégustateurs entrainés. Ces derniers ont la capacité d’évaluer avec plus 

ou moins de précision des échantillons, dont le nombre reste fatalement limité en raison de la 

fatigue et de la saturation gustative. Le remplacement des panels par des techniques 

analytiques capables d’effectuer des analyses gustatives de routine serait donc intéressant. La 

« langue électronique » ou Electronic Tongue (ET) (Latha et al., 2012) est depuis peu utilisée 

en tant qu’instrument de mesure du goût. Cette technique utilise des capteurs chimiques basés 

sur la potentiométrie ou la voltamétrie et est capable de mesurer les composés connus en 

utilisant des seuils de détection similaires voire meilleurs que ceux des récepteurs humains. 

De cette manière, une étude a prédit l’amertume de certains vins à l’aide de l’ET et d’analyses 

chimiques classiques (Rudnitskaya et al., 2010). Cette technique est également très largement 
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utilisée dans l’industrie pharmaceutique afin d’établir des formulations en adéquation avec 

l’acceptation du patient (Legin et al., 2004). Cependant, cette technique s’applique 

essentiellement à des composés dont les propriétés gustatives ont déjà été établies et son 

utilisation apparaît peu pertinente pour rechercher de nouveaux effecteurs du goût. 

D’autres travaux ont également tenté d’évaluer la perception sensorielle par des 

analyses chimiques. Pour cela, ils ont établi statistiquement des corrélations entre les teneurs 

de certains composés et les perceptions aromatiques et gustatives (Blackman et al., 2010). 

Cependant cette technique montre certaines limites puisque les interactions entre composés ne 

peuvent pas être mesurées (Piggott, 1990). 

La recherche de composés sapides est donc intéressante non seulement d’un point de 

vue gustatif, pour une meilleure compréhension du goût mais également pour son implication 

dans l’industrie agroalimentaire. La diversité moléculaire des substances actives, la 

multiplicité des récepteurs du goût ainsi que des mécanismes de transduction expliquent en 

partie la complexité de la recherche de ces molécules sapides. Plus récemment, ces recherches 

ont été orientées vers l’utilisation de protocoles de fractionnement basés sur une démarche 

inductive guidée par la gustométrie. De cette manière, la purification de composés sapides, 

orientée par la dégustation des fractions, a été appliquée à de nombreuses matrices, telles que 

des extraits de plantes, des aliments ou encore le vin (Marchal et al., 2011b). 
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PARTIE EXPÉRIMENTALE GÉNÉRALE 

 

Au cours de cette thèse, de nombreuses techniques analytiques ont été utilisées dans le 

but de fractionner des extraits, purifier des molécules et de les identifier. En parallèle, diverses 

techniques d’analyse sensorielle ont permis l’évaluation organoleptique de ces échantillons 

(extraits, molécules, vins). Cette partie expérimentale s’applique, dans un premier temps, à 

détailler les principes généraux des techniques employées et de décrire les équipements 

présents au sein du laboratoire de l’axe Qualité et Identité du Vin de l’unité de recherche 

œnologie. Dans un second temps, les techniques d’analyse sensorielle et les traitements 

statistiques permettant leur interprétation sont décrits. 

 

I. Dispositifs expérimentaux et techniques utilisées  

A. Caractéristiques des solvants utilisés 

L’eau ultra-pure utilisée au cours des expérimentations de ce travail provient d’un 

système de purification milli-Q et possède une résistivité de 18,2 MΩ.cm (Millipore, France). 

L’acétonitrile, l’éthanol, l’acétate d’éthyle, le n-heptane, le méthanol et l’iso-propanol sont 

tous de qualité HPLC et possèdent une pureté supérieure à 99 % (VWR International, Pessac, 

France). L’acidification des voies en HPLC semi-préparative a été réalisée à l’aide d’acide 

formique ou d’acide trifluoroacétique de qualité HPLC possédant une pureté supérieure à 99 

% (VWR International, Pessac, France). L’acétonitrile et l’eau utilisée pour la séparation 

chromatographique en U-HPLC-MS, ainsi que l’acide formique permettant l’acidification des 

voies, sont de qualité LC-MS avec une pureté supérieure ou égale à 99,9 % (FischerScientific, 

Illkirch, France). 

 

B. Techniques analytiques de fractionnement et de purification 

1. Extraction liquide/liquide (L/L) 

Cette technique de fractionnement consiste en un partage de matière entre deux phases 

liquides non miscibles en fonction de l’affinité des molécules pour chacune des phases. En 

général, l’une des phases est aqueuse et l’autre est organique. La réussite de cette étape repose 

sur le choix des solvants d’extraction pour extraire les composés ciblés dans l’une des deux 

phases. Il est en effet nécessaire que les deux liquides forment un système binaire stable et 

que leur différence de densité permette leur séparation par décantation, dans une ampoule à 

décanter. 
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Chaque soluté X du mélange possède sa propre constante de partage (ou constante de 

distribution). La constante de partage d’un soluté X, notée KDX, entre les deux phases 

utilisées, se calcule selon cette équation : 

 DX   
   inf

   sup
 

où [X]inf et [X]sup désignent les concentrations de X respectivement dans les phases 

inférieure et supérieure. 

 

2. Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) 

a) Principe 

La CPC est une méthode de chromatographie liquide/liquide sans support solide, mise 

au point par Nunogaki (Murayama et al., 1982). Elle est basée sur les différences de partage 

de divers solutés entre deux phases liquides non miscibles, préparées par mélange d’au moins 

deux solvants. L’appareil consiste en une colonne (rotor), constituée par la superposition de 

disques contenant de nombreuses cellules interconnectées. Cette colonne est mise en rotation 

autour d’un axe fixe, ce qui génère un champ de force centrifuge constant (Figure 3). Pour 

mettre en œuvre une expérience de CPC, les cellules sont d’abord remplies avec une première 

phase liquide (dite stationnaire). Puis la seconde phase liquide (mobile) est pompée avec un 

débit constant. Elle traverse la phase stationnaire de chaque cellule jusqu’à ce qu’un équilibre 

stable soit atteint entre les deux phases, sous l’effet du champ de force centrifuge. Les 

volumes totaux de phase stationnaire Vstat et de phase mobile Vmob restent constants dans la 

colonne au cours de l’expérience. L’échantillon est alors injecté et les solutés sont distribués 

entre les deux phases en fonction de leur affinité pour chacune d’entre elles. La différence de 

partage entre les divers solutés est à l’origine de leur séparation (Foucault et al., 1998). 
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Figure 3. Description de l’appareil de Chromatographie de Partage Centrifuge et 

schématisation de son fonctionnement (d’après Kromaton, Annonay, France et Armen 

Instrument, Saint Avé, France). 

 

Le rotor de la CPC peut être utilisé en deux modes : le mode est dit ascendant, lorsque 

la phase mobile est introduite dans la cellule en sens inverse de la force centrifuge, ou 

descendant dans le cas opposé (Figure 4). 

 

Figure 4. Schématisation des deux modes d’introduction des solvants dans la colonne 

(d’après Toribio, 2007). 

 

Afin d’optimiser le contact entre les deux phases et ainsi la séparation des solutés, le 

fractionnement débute en mode ascendant lorsque la phase stationnaire est plus dense que la 

phase mobile ou en mode descendant lorsque la phase stationnaire est la moins dense. 
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Le choix du système de solvants est un facteur déterminant de la qualité de la 

séparation en CPC. La polarité, la proticité et la permittivité des phases influencent 

notablement la distribution des molécules et leur répartition entre les phases. Chaque soluté X 

du mélange possède en effet sa propre constante de partage, notée KDX. Elle se calcule selon 

l’équation suivante : 

 DX   
   stat

   mob
 

où [X]stat et [X]mob désignent les concentrations de X respectivement dans la phase 

stationnaire et la phase mobile. 

Par ailleurs, le système choisi doit être stable, solubiliser correctement l’échantillon 

injecté et ne doit pas former d’émulsion au contact de ce dernier, car l’injection entraînerait 

alors une déstabilisation du système nuisible à la séparation. Parmi l’infinité de systèmes de 

CPC pouvant être formés par mélange de solvants, ceux qui ont été utilisés dans ce travail 

appartiennent à deux grandes catégories. 

Les systèmes « ponts » sont formés de deux solvants non miscibles tandis que le 

troisième est miscible avec les deux autres : il se répartit dans les deux phases et assure le 

transfert des molécules de l’une vers l’autre. Le système acétate d’éthyle/isopropanol/eau en 

est un exemple. 

Les systèmes de la gamme Arizona (Renault et al., 2002 ; Maciuk, 2005) sont formés 

par 4 solvants (H2O, MeOH, AcOEt, Hept). Les proportions relatives de ces solvants 

définissent différents systèmes biphasiques stables au sein de cette gamme et déterminent la 

polarité des deux phases. Des systèmes dérivés peuvent être obtenus par substitution partielle 

du MeOH par l’ACN (Bisson, 2012) ou bien encore du MeOH par l’EtOH (Wu et al., 2012). 

Les deux phases peuvent être préparées dans une ampoule à décanter avant le 

fractionnement : le mélange des solvants conduit à un état d’équilibre thermodynamique, 

chaque phase étant saturée l’une en l’autre. 

 

b) Avantages et limites de la technique 

La CPC présente de nombreux avantages par rapport aux autres techniques 

chromatographiques préparatives, et notamment la HPLC. En effet, la capacité de charge est 

élevée, jusqu’à 10 g d’échantillon pouvant être injectés dans le rotor de 1 L. En outre, 

l’absence de support solide permet de récupérer intégralement l’échantillon injecté, en évitant 

les phénomènes d’adsorption irréversible rencontrés en HPLC. Le temps de manipulation est 

également assez réduit : une séparation par CPC dure généralement de 1 à 3 heures. La 
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quantité de solvant ramenée à la masse d’échantillon injectée est ainsi 5 à 10 fois plus faible 

qu’en HPLC (Maciuk, 2005), ce qui constitue des enjeux économiques et environnementaux 

non négligeables. Un nombre quasi infini de systèmes de solvants peuvent être générés : on 

dispose ainsi d’une variabilité de la phase stationnaire largement supérieure à celle disponible 

en HPLC. Bien que reposant sur des phénomènes d’interactions moléculaires, le principe de la 

CPC est différent de la HPLC et conduit à une séparation différente des solutés. Il s’agit d’une 

technique complémentaire à la HPLC et les deux peuvent donc être utilisées successivement 

dans un protocole de purification. 

Cependant, l’utilisation de la CPC nécessite une optimisation importante, au niveau 

notamment du choix des solvants, afin d’obtenir une séparation maximale des solutés. Par 

ailleurs, la résolution chromatographique est généralement plus basse qu’en HPLC. 

L’utilisation de la CPC est donc à privilégier en amont des cascades de purification. 

 

c) Appareillage  

 Le laboratoire est équipé d’un système Spot prep II LC connecté à un module SCPC-

100+1000 (Armen Instrument, Saint-Avé, France). Ainsi le fractionnement peut être réalisé 

sur un rotor de 100 mL (11 disques, 90 cellules « twin cells » de 0,101 mL par disque) ou un 

rotor de 1 L (21 disques, 72 cellules « twin cells » de 0,555 mL). Les phases liquides sont 

pompées dans la colonne par une pompe 4 voies haute pression. L’injection est manuelle et 

les échantillons sont introduits dans la colonne par l’intermédiaire d’une valve automatique 

haute pression. Toutes les expérimentations sont conduites à température ambiante, avec une 

détection UV à 2 longueurs d’onde. La sortie du détecteur est connectée au collecteur de 

fractions du Spot prep II LC. Le système est entièrement contrôlé par le logiciel Glider Prep 

V5.0 (Armen Instrument, Saint-Avé, France). 

 

3. Extraction sur phase solide (SPE) 

Cette technique chromatographique liquide sur phase solide est une méthode de 

préparation d’échantillon, souvent utilisée avant la purification par HPLC-semi-préparative. 

Elle permet l’enrichissement des fractions en composés d’intérêt tout en éliminant des 

molécules non recherchées. Elle consiste à charger une colonne chromatographique avec un 

échantillon préalablement solubilisé. Les constituants de l’échantillon qui ont été adsorbés sur 

la phase stationnaire peuvent alors être séparés au cours de l’élution par la phase mobile, 

grâce à leur affinité différentielle pour les deux phases. La séparation est donc dépendante du 
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type de phase stationnaire et des solvants utilisés (purs ou en mélange, avec une composition 

de la phase mobile pouvant évoluer au cours de l’élution).  

 

4. Chromatographie Flash 

a) Principe 

La chromatographie Flash est une technique de chromatographie liquide sur phase 

solide utilisée à basse pression. Elle peut être analytique, afin d’identifier des composés 

présents, ou préparative quand il s’agit de purifier des composés. Son principe est le même 

que celui de la SPE. Cependant, le système de chromatographie Flash permet de réaliser des 

séparations et purifications de façon automatisée, ce qui apporte à l’utilisateur un gain de 

temps, une économie de solvant et une meilleure reproductibilité. 

 

b) Appareillage 

 Au laboratoire, la colonne de chromatographie Flash est connectée au système Spot 

prep II LC (Armen Instrument, Saint-Avé, France). Le fractionnement est ainsi entièrement 

automatisé, du chargement de la colonne par le pompage de l’échantillon par l’une des voies, 

jusqu’à la collecte en sortie du détecteur UV (2 longueurs d’ondes). Toutes les 

expérimentations sont conduites à température ambiante. Le système est contrôlé par le 

logiciel Glider Prep V5.0 (Armen Instrument, Saint-Avé, France). 

 

5. Chromatographie Liquide à Haute Performance à l’échelle semi-

préparative (HPLC-semi-préparative) 

a) Principe 

Cette technique chromatographique liquide sur phase solide est utilisée généralement 

en dernière étape de purification d’échantillons. 

La chromatographie liquide haute performance présente un nombre élevé de plateaux 

théoriques, ce qui lui confère un grand pouvoir de séparation et une meilleure résolution que 

la CPC. Cette technique chromatographique de séparation à l’échelle semi-préparative, 

permet la purification totale de molécules. Elle nécessite la mise au point de gradients de 

phase mobile adaptés afin d’obtenir une séparation satisfaisante des composés en un temps 

minimum. L’optimisation des gradients est réalisée à l’aide de la LC-FTMS sur des colonnes 

analytiques composées de phases identiques aux colonnes de taille semi-préparative utilisées 

pour les purifications (technique du « scale-up »). 
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b) Appareillage 

Le laboratoire est équipé d’un appareil Waters Prep 150 LC associé à une pompe 

quaternaire 2545 et un collecteur de fraction III. L’appareil est connecté à deux types de 

détecteur : un détecteur UV/Visible 2489 et un détecteur DEDL (Waters, Guyancourt, 

France). Plusieurs colonnes sont disponibles, ce qui permet de tester différents types de phase 

stationnaire et de choisir celle qui est la plus adaptée à la séparation considérée. La phase 

mobile liquide est quant à elle composée d’un mélange d’eau milliQ (phase A) et d’ACN 

(phase B), selon des gradients optimisés en fonction des échantillons à traiter. Les phases A et 

B peuvent également être acidifiées avec du TFA ou de l’acide formique afin d’améliorer la 

résolution chromatographique et la forme des pics. Le détecteur UV, non destructeur, est 

utilisé par défaut. Lorsque l’absorbance des molécules est nulle ou insuffisante aux longueurs 

d’ondes choisies, le détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL) peut être ajouté à la 

chaîne, avec une déviation du flux chromatographique dans un ratio 1/10. Les principaux 

avantages de ce détecteur résident dans son caractère universel et dans la quasi-linéarité de sa 

réponse. En revanche, il est destructeur, nécessite des phases mobiles facilement évaporables 

et ne procure aucune information sur la nature chimique des composés. 

Le système est contrôlé par le logiciel Chromscope (Waters, Guyancourt, France). 

 

C. Techniques analytiques d’identification 

1. Spectrométrie de Masse à Transformée de Fourier-Orbitrap 

La spectrométrie de masse est une méthode analytique permettant de déterminer la 

masse moléculaire d’un composé chimique en mesurant les rapports masse sur charge (m/z) 

des ions qu’il génère. Un spectromètre de masse est généralement composé de trois parties : 

une source d’ionisation, un analyseur de masse et un détecteur de courant d’ions. Différents 

types d’analyseurs de masse sont disponibles sur le marché et leur champ d’utilisation varie 

avec leurs spécificités. Le laboratoire est équipé d’une chaîne de chromatographie liquide 

couplée à la Spectrométrie de Masse à Haute Résolution (LC-HRMS), dont l’analyseur de 

masse est un Orbitrap. 

 

a) Principe de l’Orbitrap 

L’analyseur Orbitrap est le plus récent des analyseurs de masse équipant des 

instruments commerciaux. Il a été inventé par Makarov (Makarov, 1999, 2000 ; Hardman et 

al., 2003) sur la base de la théorie développée par Kingdon en 1923 décrivant un piégeage 

électronique induit uniquement par un champ électrostatique (Kingdon, 1923). 
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Cet analyseur est constitué d’une électrode interne, en forme de fuseau, contenue dans 

une électrode coaxiale, en forme de tonneau (Figure 5). Un champ électrostatique est généré 

entre ces deux électrodes, piégeant ainsi les ions introduits, avec une vitesse initiale, autour de 

l’électrode centrale. 

         

Figure 5. Vue externe d’un analyseur Orbitrap (à gauche) et coupe schématique d’un 

analyseur Orbitrap (à droite), décrivant le mouvement des ions autour de l’électrode centrale 

(d’après Hu et al., 2005). 

 

 Les ions effectuent un mouvement harmonique oscillatoire auto-entretenu 

(composition d’une rotation autour de l’axe central et d’une oscillation longitudinale). Un 

paquet d’ions de même rapport m/z constitue un anneau se déplaçant le long de l’électrode 

centrale. Les fréquences de rotation des ions dépendent de l’énergie interne, des angles de 

l’injection, et de la diffusion spatiale, ils ne peuvent donc pas être utilisés pour la 

détermination du rapport m/z. En revanche, la fréquence d’oscillation axiale ωz, définie ci-

dessous, ne dépend que du rapport m/z des ions (k étant une constante instrumentale). 

 

 

 

La mesure du courant induit par les oscillations permet, après application d’une 

opération de transformée de Fourier (Makarov, 2000), d’obtenir les rapports m/z 

caractéristiques des différents ions. L’indépendance des oscillations axiales caractéristiques 

de chaque ion constitue l’élément clé de l’analyseur Orbitrap. C’est cette spécificité qui 

permet une mesure très précise des fréquences, à l’origine de la haute résolution (supérieure à 

100 000 pour un rapport m/z = 400 Th ; ce pouvoir résolutif est proportionnel au temps de 

mesure des fréquences dans l’analyseur), et de la grande précision de mesure masse (< 5 

ppm). Ces caractéristiques permettent l’utilisation de l’analyseur Orbitrap pour des 

ω
z
= 
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applications qualitatives (détermination de formules brutes ou criblage d’extraits complexes 

par exemple). 

Par ailleurs, l’Orbitrap se distingue par la conservation de la précision de mesure de 

masse sur une vaste gamme dynamique intra-scan (supérieure à 3 décades) et pour une large 

gamme de rapports m/z (50 à 4000 Th). En raison de ces spécificités, l’analyseur Orbitrap 

peut être employé pour des applications quantitatives (dosage de molécules d’intérêt dans une 

matrice complexe). 

 

b) Système Exactive™ (Thermo Fischer Scientific) 

Le laboratoire est équipé d’un système Exactive™ (Thermo Fischer Scientific, Les 

Ulis, France). Celui-ci est composé d’une source d’ionisation à pression atmosphérique, d’une 

optique de transfert d’ions, d’un analyseur Orbitrap et d’une cellule de collision HCD (Higher 

Energy Collision Induced Dissociation), comme représenté sur la Figure 6. 

 

Figure 6. Présentation schématique de la géométrie du spectromètre de masse Exactive™ 

(d’après Wieghaus et al., 2006). 

 

La source d’ionisation à pression atmosphérique permet l’ionisation négative ou 

positive des molécules en les transférant d’une phase liquide vers une phase gazeuse. C’est 

une étape indispensable pour l’analyse en spectrométrie de masse. Cette ionisation peut se 

faire par électro-nébulisation (Electrospray, ESI) ou par ionisation chimique à pression 

atmosphérique (APCI). Les ions sont ensuite transmis vers la C-trap par une optique de 

transfert, constituée de lentilles et guides quadrupôlaires, au cours de laquelle un vide 

croissant est exercé par une pompe primaire. Les ions sont piégés dans la C-trap par un champ 
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radio-fréquence et une pressurisation à l’azote (10
-5

 mbar) qui de par sa forme permet la 

focalisation et le transfert des ions vers l’Orbitrap. Le système de contrôle de gain 

automatique (AGC) permet la régulation du nombre d’ions pour atteindre une quantité fixe, 

prédéterminée par l’utilisateur. L’Orbitrap est maintenu à un niveau de vide très élevé de 

l’ordre de 10
-10

 mbar afin d’éviter les collisions pouvant perturber le système. Enfin, la cellule 

HCD permet d’effectuer, de façon facultative, une fragmentation des ions provenant de la C-

trap. Ces ions sont fragmentés via un processus de dissociation induite par collision (CID) sur 

des atomes d’azote présents dans la cellule. Puis, les ions sont à nouveau piégés dans la C-trap 

et analysés dans l’Orbitrap. Après la détection dans l’Orbitrap, un système informatique 

effectue le traitement des données et génère un spectre de masse qui reflète la variation du 

courant ionique observé en fonction du rapport m/z et permet de déterminer la masse 

moléculaire des espèces ionisées. 

 

c) Appareillage U-HPLC-FTMS 

Au laboratoire, le spectromètre de masse Exactive™ est couplé à un appareil 

chromatographique analytique de type U-HPLC permettant la séparation des échantillons en 

amont de l’analyse spectrométrique.  

L’ensemble U-HPLC-FTMS est composé d’un passeur d’échantillons HTC PAL 

(CTC Analytics AG, Zwingen, Suisse) permettant l’automatisation des injections, d’un 

système Accela U-HPLC (Thermo Fischer Scientific, Les Ulis, France) composé de pompes 

quaternaires, d’une détection UV (Accela PDA), d’une source d’ionisation par électro-

nébulisation chauffée « HESI-I » (Heated ElectroSpray Ionisation) et d’un analyseur 

Exactive™ Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Les Ulis, France). 

Les données sont traitées à l’aide des applications Qualbrowser et Quanbrowser de la 

version 2.1 du logiciel Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, Les Ulis, France). 

Ce couplage est adapté à l’étude des matrices complexes, tant pour des applications 

qualitatives que quantitatives. 

 

2. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

a) Principe général 

La spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique 

analytique permettant la détermination structurale des molécules purifiées. Elle consiste à 

observer les transitions entre deux niveaux d’énergie très proches d’un noyau soumis à un 

champ magnétique. Tout d’abord, l’échantillon est placé dans un champ magnétique statique 
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intense et constant 
0B . Les noyaux possédant un spin I (non nul, 1/2 dans le cas du proton) 

soumis à ce champ magnétique vont se comporter comme des petits aimants et se répartir en 2 

niveaux d’énergie distincts en décrivant un mouvement de rotation. L’apparition de ce 

mouvement de rotation des spins est appelé mouvement de précession. L’application d’un 

champ magnétique 1B  perpendiculaire à 0B tournant à la fréquence de précession des spins 

appelée fréquence de Larmor va entraîner le basculement des spins. L’aimantation générée va 

revenir à l’équilibre par un phénomène dit de « relaxation ». Une bobine réceptrice enregistre 

la variation de cette aimantation par induction électromagnétique. 

Cela se traduit par la création d’un courant électrique induit dans la bobine dont la 

mesure représente le signal RMN en fonction du temps. Ce signal est appelé signal de 

décroissance libre ou plus communément signal de précession libre ou FID (Free Induction 

Decay). La transformée de Fourrier permet de passer du signal temporel au signal fréquentiel 

et d’obtenir ainsi les spectres RMN. 

Plusieurs séquences d’impulsions peuvent être mises en œuvre pour fournir des 

informations sur la structure de la molécule analysée. 

(1) Expériences monodimensionnelles (
1
H, 

13
C) 

Les spectres 1D du proton 
1
H permettent d’estimer le nombre de ces atomes dans la 

molécule. Le déplacement chimique des noyaux (noté δ et exprimé en ppm), l’intensité des 

signaux et leur multiplicité permettent de renseigner sur le nombre de protons chimiquement 

équivalents et sur leur environnement chimique. 

(2) Expériences bidimensionnelles (
1
H-

1
H, 

1
H-

 13
C) 

 Les expériences COSY (COrrelated SpectroscopY) et ROESY (Rotating-frame 

Overhauser Effect SpectroscopY) permettent l’étude des corrélations homonucléaires, 

respectivement, entre protons voisins dans le squelette de la molécule (couplage scalaire) et 

entre protons voisins dans l’espace (couplage dipolaire). 

 Les expériences HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) et HMBC 

(Heteronuclear Multiple Bond Coherence) sont basées sur l’étude des corrélations 

hétéronucléaires entre 
1
H et 

13
C. Les spectres HSQC permettent d’associer un proton à 

l’atome de carbone auquel il est directement lié (couplage 
1
J). Les spectres HMBC permettent 

quant à eux de déterminer les carbones voisins du carbone portant le proton considéré 

(couplages 
2
J et 

3
J). Ainsi, l’utilisation des spectres enregistrés au cours de ces différentes 

expériences permet de reconstituer la structure d’une molécule de proche en proche, à la 

manière d’un puzzle. Tandis que la formule brute d’un composé inconnu peut être aisément 
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déterminée par HRMS, la RMN est généralement indispensable pour établir sa structure semi-

développée, et notamment sa configuration relative. 

 

b) Appareillage 

Les expérimentations de RMN sont réalisées en collaboration avec les chercheurs de 

l’axe Molécules d’Intérêt Biologique de l’unité de recherche œnologie EA 4577 et en 

particulier avec le Pr. Pierre Waffo-Téguo. 

Les analyses RMN sont réalisées sur un spectromètre Bruker Avance 600 NMR (
1
H à 

600 MHz et 
13

C à 150 MHz) équipé d’une sonde TXI de 5 mm. Les spectres sont enregistrés, 

sauf indication contraire, à 300 K dans du méthanol-d4. Au laboratoire, seuls les spectres 

mono-dimensionnels 
1
H et bi-dimensionnels 

1
H-

1
H COSY, 

1
H-

1
H ROESY, 

1
H-

13
C HSQC et 

1
H-

13
C HMBC sont réalisés. Les données des déplacements chimiques du 

13
C sont déduites 

grâce à l’interprétation des spectres 
1
H-

13
C HSQC et 

1
H-

13
C HMBC. 

Les données sont traitées avec le logiciel TOPSPIN (Bruker, Massachusetts, United 

States). 

 Sauf mention contraire, les représentations des structures moléculaires des composés 

identifiés dans ce travail sont des configurations relatives. 

 

3. Polarimétrie 

a) Principe 

Les composés chiraux sont optiquement actifs et présentent une biréfringence 

circulaire, ce qui cause la rotation du plan de polarisation de la lumière quand elle traverse 

l'échantillon. On mesure alors la rotation optique () qui dépend de la concentration de la 

solution traversée par la lumière polarisée. Cette grandeur est linéairement proportionnelle à 

la concentration C de ces molécules (exprimée en g/mL) et à la longueur l de la cellule dans 

laquelle elles sont contenues. Ce pouvoir rotatoire (), défini comme l’angle de rotation (en 

degrés) du plan de polarisation de la lumière incidente, est donné par la loi de Biot : 

 

      
      

 

La grandeur     
  est le pouvoir rotatoire spécifique, exprimée en deg.mL.g

-1
.dm

-1
 (ou 

plus couramment en 10
-1

.deg.cm
2
.g

-1
), définie à une température T et mesurée pour une 

longueur d'onde . 

https://www.google.fr/search?espv=2&biw=1366&bih=599&site=webhp&q=Billerica+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooTjarUOIAsUuqqjK0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUA-OdHIEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiNp-_35OHNAhVBWRoKHQsUC8kQmxMIlwEoATAX
https://www.google.fr/search?espv=2&biw=1366&bih=599&site=webhp&q=Billerica+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooTjarUOIAsUuqqjK0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUA-OdHIEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiNp-_35OHNAhVBWRoKHQsUC8kQmxMIlwEoATAX
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Si, α = 0, alors l’échantillon est sous forme de mélange racémique 

α < 0, alors l’échantillon contient plus de forme lévogyre (-) 

α > 0, alors l’échantillon contient plus de forme dextrogyre (+) 

 

b) Appareillage 

La mesure du pouvoir rotatoire spécifique est réalisée sur un polarimètre P2000 

(Jasco, Easton, États Unis). La mesure précise de la concentration est requise pour le calcul du 

pouvoir rotatoire. Les expériences sont généralement menées à 25 °C. Les données sont 

traitées sur le logiciel Spectra Manager II (Jasco). 

 

4. Dichroïsme Circulaire Vibrationnel (VCD) 

a) Principe  

Le Dichroïsme Circulaire Vibrationnel est une technique chiroptique spectroscopique. 

Le VCD repose sur l’aptitude d’une molécule chirale à absorber différemment une lumière 

infra-rouge polarisée circulairement gauche ou droite. Cette technique a été mise au point au 

cours des années 1970 (Holzwarth et al., 1974 ; Nafie et al., 1976) puis s’est développée au 

cours des quatre dernières décennies jusqu’à devenir décisive pour la détermination de la 

configuration absolue et la conformation de petites molécules chirales (Buffeteau et al., 2007 ; 

Stephens et al., 2008). Elle doit son efficacité à son association à des calculs de chimie 

quantique (DFT), permettant de simuler les spectres théoriques des différents énantiomères et 

conformères afin de les comparer aux données expérimentales. 

 Le calcul du spectre théorique comporte plusieurs étapes. Tout d’abord, l’ensemble 

des conformères envisageables pour une molécule donnée est modélisé. Puis, plusieurs étapes 

d’optimisation permettent de sélectionner les conformères les plus stables. Cette optimisation 

s’appuie sur le calcul des énergies de la mécanique moléculaire et sur l’utilisation des 

méthodes de calculs théoriques semi-empririques et de calculs quantiques de la théorie de la 

densité fonctionnelle (DFT). Le calcul de l’énergie dite de Gibbs de chaque conformère 

permet ensuite l’élimination des conformations identiques, puis, la conformation la plus stable 

(d’énergie la plus basse) est déterminée. Enfin, la distribution de Maxwell-Boltzmann est 

utilisée afin de calculer la probabilité de chaque conformation par rapport à la conformation 

de plus basse énergie. Ainsi, le « nombre d’états » de chaque conformation est calculé par 

rapport à la conformation d’énergie la plus basse. Puis, le pourcentage d’état est calculé. 

Celui-ci s’exprime par le ratio du « nombre d’états » sur la somme des états. Afin de calculer 

le spectre théorique, 50 %, 90 % ou plus, des conformations les plus probables peuvent être 
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pris en compte. Ainsi le spectre calculé pour une configuration absolue pourra être comparé 

aux spectres expérimentaux mesurés afin de déduire la configuration absolue des 

énantiomères. 

 

b) Appareillage 

Les expérimentations de VCD ont été réalisées en collaboration avec l’équipe du Pr. 

Thierry Buffeteau de l’Institut des Sciences Moléculaires (ISM) de l’Université de Bordeaux. 

Les spectres IR et VCD sont enregistrés avec un spectromètre ThermoNicolet Nexus 670 

équipé d’un dispositif d’interférométrie suivi d’une transformée de Fourier (FTIR) (Buffeteau 

et al., 2005). Les calculs sont réalisés à l’aide du logiciel ThermoNicolet.  

 

II. Techniques d’analyse sensorielle 

A. Conditions de la dégustation 

Les dégustations se sont déroulées dans la salle d’analyse sensorielle de l’Institut des 

Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV), climatisée à 20 °C (NF EN ISO 8589 : 2010) et 

équipée de postes individuels informatisés permettant l’automatisation de la collecte des 

réponses (logiciel FIZZ). Les solutions d’entraînement et les vins sont dégustés dans des 

verres AFNOR noirs (ISO 3591 : 1977). Sauf indication contraire, les tests ont été réalisés en 

fin de matinée, qui constitue le moment le plus propice à la dégustation. Les panels utilisés 

étaient constitués de chercheurs en œnologie, d’œnologues et de vinificateurs, ayant tous suivi 

une formation à la dégustation de vin. La composition exacte des panels varie d’une analyse 

sensorielle à une autre et sera ainsi, pour la suite de ce travail, précisée dans la partie 

consacrée à chaque expérience. 

 

B. Tests d’analyse sensorielle et traitements statistiques utilisés pour leur 

interprétation 

1. Test de classement par rangs  

Selon l’organisation internationale de normalisation (ISO 8587 : 2007), le test de 

classement est une épreuve descriptive simple qui consiste à classer des échantillons selon 

l’intensité d’une caractéristique sensorielle. 

Le protocole du test de classement par rangs consiste à présenter simultanément des 

échantillons anonymes et codés à un panel. Il est alors demandé aux dégustateurs de classer 

les échantillons par ordre croissant d’intensité pour un critère. Lorsqu’il existe un ordre 

prévisible entre les modalités, les résultats de ce test sont interprétés par le test de Page, 
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comme préconisé par les normes. Il s’agit d’un test non paramétrique. Les p modalités sont 

dégustées par les n sujets, qui les classent en fonction de l’intensité perçue. Un rang reflétant 

leur classement leur est ainsi attribué et la somme des rangs Ri est ensuite calculée pour 

chaque échantillon. Les variables L et L’ sont calculées comme défini ci-dessous : 

        

 

   

 

La notion d’ordre prédéterminé est en effet prise en compte dans le calcul de L (pondération 

de Ri par i, reflétant l’ordre présupposé des modalités). 

 

    
               

                
 

 

La significativité du test est déterminée par la valeur de L’. Le test est considéré comme 

significatif : - au risque de 5 % si L’ ≥ 1,645 

- au risque de 1 % si L’ ≥ 2,326 

- au risque de 0,1 % si L’ ≥ 3,090 

Si le test est significatif, alors le panel a su classer les échantillons en fonction de l’intensité 

de la caractéristique sensorielle donnée. Dans le cas de l’existence d’un ordre prédéterminé 

des échantillons, le classement réalisé par le panel est alors comparé au classement attendu. 

Cela permet d’évaluer l’efficacité du panel à percevoir les différences d’intensité du 

descripteur sensoriel demandé dans les échantillons et ensuite de les hiérarchiser. 

 

2. Test triangulaire  

Selon l’organisation internationale de normalisation, le test triangulaire (ISO 4120 : 

2007)  est une épreuve discriminative ayant pour but de comparer deux modalités dont on 

cherche à évaluer si elles présentent ou non des différences sensorielles (Martin et de Revel, 

1999).  

Pour ce faire, trois échantillons, dont deux sont identiques, sont présentés 

simultanément aux juges qui doivent désigner l’échantillon différent. Six présentations sont 

possibles suivant la nature du produit répété (A ou B) et la position de l’échantillon unique : 

AAB, ABA, BAA, BBA, BAB, ABB. L’ordre de présentation des verres est équilibré sur 

l’ensemble des individus afin d’éviter le biais de l’ordre de dégustation des verres. 
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Le traitement statistique de ce test est basé sur la loi binomiale : l’hypothèse initiale 

est l’identité entre les deux produits (hypothèse nulle H0, probabilité de réponse correcte p = 

1/3). La probabilité que l’hypothèse initiale, notée P, soit vraie est calculée comme suit :  

 

P =    
     

 
        

 

Avec  r : nombre de réponses correctes  

n : nombre de sujets  

q : 1 - p = 2/3  

 

Plus P est faible, c'est-à-dire proche de 0, moins l’hypothèse d’identité des modalités 

est vraisemblable. Les valeurs limites de significativité généralement adoptées sont 0,05 ; 0,01 

et 0,001. Ainsi, lorsque P est inférieure à ces valeurs, les échantillons sont considérés comme 

différents au risque de 5 %, 1 % et 0,1 % respectivement. Afin de faciliter l’analyse des 

résultats, les valeurs limites du nombre de réponses permettant de rejeter l’hypothèse initiale 

sont disponibles dans des tables (NF EN ISO 4120 : 2007 ; Martin et de Revel, 1999). 

 

3. Profil sensoriel conventionnel 

Selon l’organisation internationale de normalisation, l’établissement d’un profil 

sensoriel (ISO 13299 : 2016)  est une méthode d’analyse descriptive. Elle permet de 

caractériser les propriétés sensorielles d’un échantillon avec l’attribution d’une valeur 

d’intensité pour des descripteurs sensoriels choisis au préalable. Un profil sensoriel 

conventionnel consiste à traiter statistiquement des données provenant de plusieurs 

dégustateurs en utilisant une liste unique de descripteurs. Si un seul descripteur est utilisé, il 

s’agit alors d’une épreuve de notation simple. Ce test nécessite la sélection d’un panel 

entraîné. Celui-ci doit être en accord sur la définition sensorielle des descripteurs et être 

capable d’évaluer leur intensité de manière consensuelle. 

Le profil sensoriel consiste à présenter consécutivement les échantillons à évaluer à un 

panel de dégustateurs. Celui-ci doit alors évaluer et noter sur une échelle l’intensité de chaque 

descripteur donné pour tous les échantillons. Les notes d’intensité attribuées par le panel sont 

alors centrées-réduites afin de s’affranchir du facteur de notation des juges puis les résultats 

sont traités par une analyse de la variance. L’ANOVA à un facteur est un traitement 

statistique permettant de comparer les moyennes d’une variable quantitative (intensité du 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Test_(statistique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Test_(statistique)
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descripteur) en fonction d’une variable nominale catégorielle (les échantillons). L’utilisation 

de l’ANOVA nécessite la vérification des deux hypothèses suivantes : 

- l’hypothèse d’homogénéité des variances des notes attribuées aux différentes 

modalités (test de Bartlett ou de Levene) 

- l’hypothèse de normalité des résidus (test de Shapiro-Wilks) 

 

L’ANOVA teste les hypothèses suivantes : 

                 

                          

 

Si la p-value > α de se tromper en rejetant H0, alors on accepte H0. Toutes les 

modalités suivent une même loi normale. 

Si la p-value < α de se tromper en rejetant H0, alors on rejette H0. Il existe au moins 

une modalité dont la moyenne est différente des autres moyennes. 

Dans le cas où l'on rejette l'hypothèse nulle, l’ANOVA ne permet pas de savoir quels 

sont les échantillons qui ne suivent pas cette loi normale et se différencient des autres. Ainsi, 

pour identifier les échantillons correspondant, des tests « post-hoc » ou test de comparaisons 

multiples de moyennes telles que le test post-hoc de Tukey sont utilisés. 
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PREMIÈRE PARTIE : 

ÉTUDE DE LA CONTRIBUTION DES LIGNANES DU BOIS DE CHÊNE AU GOÛT 

DU VIN 

 

CHAPITRE 1 - ÉTUDE PRÉLIMINAIRE DES PROPRIÉTÉS GUSTATIVES DE 

L’ÉTHANOL EN VUE DU CHOIX D’UNE MATRICE DE DÉGUSTATION  

 

Introduction 

Depuis quelques années, plusieurs études ont adopté une démarche inductive pour 

rechercher les déterminants moléculaires du goût du vin. Des étapes de fractionnement sont 

en effet mises en œuvre et à l’issue de chacune d’entre elles, la sélection des fractions 

pertinentes repose sur la dégustation (Glabasnia et al., 2006 ; Hufnagel et al., 2008a ; Marchal 

et al., 2011b). Le succès d’une telle approche est en grande partie lié au bon déroulement des 

séances d’analyse sensorielle et le choix de la matrice utilisée pour déguster les fractions 

apparait donc comme un paramètre clé. Cette étude préliminaire vise à mieux comprendre 

l’impact de l’éthanol sur la perception du goût du vin. 

 

I. Impact de l’éthanol sur les qualités organoleptiques des vins secs : état de l’art 

L’éthanol est un métabolite primaire de la fermentation alcoolique. Il est généralement 

retrouvé à des concentrations variant de 12 à 14 % vol. dans la majorité des vins secs 

(Ribéreau-Gayon et al., 2006b). La psychophysiologie (Lanier et al., 2005 ; Allen et al., 2014 

; Nolden et al., 2015) et les effets de la prise d’alcool sur la santé (Baum-Baicker, 1985 ; Cao 

et al., 2015) ont été largement étudiés ces dernières décennies. Les conséquences néfastes 

d’une prise excessive d’alcool pour la santé humaine justifient les réglementations encadrant 

la consommation de vin.  

L’éthanol est en outre le composé volatil le plus abondant du vin et il peut, selon sa 

concentration, en modifier la perception aromatique (Guth et al., 2002). En effet, le caractère 

fruité des vins tend à diminuer lorsque le pourcentage d’éthanol augmente (Escudero et al., 

2007 ; Le Berre et al., 2007 ; Goldner et al., 2009). 

De nombreuse études ont également traité de l’effet de l’éthanol sur les sensations 

tactiles perçues par l’homme (DeMiglio et al., 2002 ; Nurgel et al., 2005). L’éthanol interfère 

en effet sur les interactions hydrophobes entre les tanins des vins rouges et les protéines 

salivaires, ce qui conduit à une réduction de la précipitation protéique et ainsi à une 
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diminution de la perception de l’astringence (Gawel, 1998 ; Sarni-Manchado et al., 2008 ; 

McRae et al., 2015). 

Enfin, l’éthanol a été largement décrit comme développant un goût sucré en solution 

aqueuse à faible concentration (0 à 4 % vol.) (Wilson et al., 1973 ; Scinska et al., 2000 ; 

Blizard, 2007), mais aussi amer et brûlant à des teneurs plus élevées (10 à 22 % vol.) (Wilson 

et al., 1973 ; Bartoshuk et al., 1993 ; Thorngate, 1997 ; Scinska et al., 2000 ; Mattes et al., 

2001 ; Blizard, 2007). Des études neurophysiologiques et génétiques ont montré l’existence 

d’un lien entre la consommation d’éthanol et la perception du goût sucré, par une réponse 

similaire des voies neuronales gustatives (Lemon et al., 2004 ; Blednov et al., 2008). Les 

caractères acide et salé de l’éthanol ont également été décrits, mais ils interviennent de façon 

négligeable en comparaison de sa sucrosité et de son amertume (Fischer et al., 1994 ; Scinska 

et al., 2000 ; Mattes et al., 2001). 

Dans le vin, deux études réalisées sur des solutions modèles de vin sec et des Riesling 

australiens ont mis en évidence que l’éthanol n’a pas d’influence sur la douceur de ces vins 

(Gawel et al., 2007 ; Jones et al., 2008). En outre, une étude plus récente a corroboré ces 

résultats et montré que l’augmentation du degré alcoolique d’un vin sec, de 12 à 14 % vol., 

n’entrainait pas de modification de la sucrosité perçue (Marchal et al., 2011a). 

Par ailleurs, l’amertume des vins semble croître avec leur teneur en éthanol. Fischer et 

Noble décrivent en effet le rôle révélateur de l’éthanol entre 8 et 14 % vol. dans une solution 

modèle de vin contenant 100 mg/L de catéchine (Fischer et al., 1994). D’autres études ont 

montré le même effet de l’éthanol sur la quinine (Martin et al., 1970), sur l’épi-catéchine et la 

catéchine (Thorngate, 1992 ; Noble, 1994) ou encore sur les oligomères de tanins des pépins 

de raisin (Fontoin et al., 2008). Il semble donc, à la lumière de ces résultats, que l’éthanol soit 

susceptible d’influencer le goût du vin en augmentant son amertume. La nature de cette 

influence doit toutefois être précisée.  

 

II. Étude de l’impact de l’éthanol sur la perception amère d’un vin blanc sec 

A. Conditions d’organisation des séances d’analyse sensorielle 

Trois séances sont organisées. Les deux premières sont destinées à l’entraînement du 

panel à la perception de l’amertume et la dernière à la mise en place de l’essai sensoriel. Le 

panel est composé de 30 dégustateurs âgés de 25 à 65 ans (15 femmes et 15 hommes). Les 

dégustations ont lieu dans la salle d’analyse sensorielle de l’Institut des Sciences de la Vigne 

et du Vin (ISVV), climatisée à 20 °C (NF EN ISO 8589 : 2010) et équipée de postes 

individuels informatisés permettant l’automatisation de la collecte des réponses (logiciel 
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FIZZ). Les solutions d’entraînement et les vins sont dégustés dans des verres AFNOR 

transparents (ISO 3591 : 1977). 

 

B. Entraînement et validation du panel de dégustateurs 

1. Matériel et méthodes 

a) Première session d’entraînement 

L’objectif de la première session d’entraînement est de familiariser les dégustateurs 

avec la perception de l’amertume seule, ou en présence d’autres saveurs. Il est donc présenté 

aux dégustateurs des solutions amères de sulfate de quinine à différentes concentrations. 

Certaines d’entre elles contiennent de l’acide tartrique, afin de préparer les sujets à percevoir 

l’amertume indépendamment de l’acidité (Tableau 3). A la fin de la séance, un vin blanc 

considéré comme très amer par un panel réduit de dégustateurs experts est présenté. 

 

Tableau 3. Modalités des solutions présentées lors de la première session d'entraînement. 

 Modalité 1 Modalité 2 Modalité 3 Modalité 4 

Concentration en acide 

tartrique (g/L) 
0 0 3 3 

Concentration en sulfate de 

quinine (mg/L) 
1,5 12 1,5 12 

 

b) Deuxième session d’entraînement 

La deuxième session d’entraînement permet d’évaluer l’aptitude des dégustateurs à 

percevoir l’amertume de solutions de quinine de différentes concentrations (Tableau 4). 

 

Tableau 4. Modalités des solutions présentées lors de la seconde session d'entraînement. 

 Modalité 1 Modalité 2 Modalité 3 Modalité 4 

Série 1 
Sulfate de quinine 

mg/L 
1,5 3 6 12 

Série 2 

Sulfate de quinine 

(mg/L) 

+ 

Acide tartrique 

(g/L) 

 

1,5 

+ 

3 

 

3 

+ 

3 

 

6 

+ 

3 

 

12 

+ 

3 

 

Un test de classement est alors réalisé ; il est demandé au panel de classer les 

modalités par intensité croissante de la saveur amère, pour les deux séries.   
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2. Résultats  

Conformément à la norme AFNOR (ISO 8587 : 2007) , les résultats sont interprétés 

par le test de Page (Tableau 5), puisque l’ordre des échantillons présentés est prédéterminé 

par l’ajout de quantités croissantes de sulfate de quinine. 

 

Tableau 5. Résultats de l'évaluation du panel à l'amertume interprétés par le test de Page. 

Facteur étudié R1 R2 R3 R4 L L’ Résultat 

Sulfate de quinine 42 61 83 114 869 7,53 
< 0,0001 

Significatif 

Sulfate de quinine 

+ 

Acide tartrique 

57 69 76 98 815 4,11 
< 0,0001 

Significatif 

 

Pour les deux séries, les sommes des rangs sont croissantes de R1 à R4, bien qu’en 

présence d’acide tartrique les écarts soient un peu plus faibles notamment entre les rangs 2 et 

3. Les valeurs de L’ sont nettement supérieures à la valeur critique de 3,090 pour un risque de 

0,1 %. La statistique de Page permet ainsi de conclure que le test est significatif à 0,1 % pour 

les deux postes étudiés. 

Ce résultat indique que les dégustateurs ont réussi à classer de manière significative 

les modalités en fonction de l’intensité de la perception amère. Ce classement est cohérent 

avec les ajouts de sulfate de quinine effectués, ce qui valide l’aptitude du panel à détecter 

l’amertume. 

 

C. Mise en place de l’essai sensoriel 

1. Matériel et méthodes 

Deux vins blancs secs sont sélectionnés par trois dégustateurs experts selon l’intensité 

de leur amertume. Le premier vin, à l’amertume considérée imperceptible, est un Bordeaux 

blanc 2011 (noté Vin 1), et le second vin, jugé représentatif d’un vin blanc très amer, est un 

Pessac-Léognan 2012 (noté Vin 2). Les caractéristiques analytiques des vins utilisés sont 

mentionnées dans le Tableau 6. 

 

Tableau 6. Caractéristiques analytiques des vins de base utilisés pour l'analyse sensorielle 

(mesures réalisées à l’OenoFoss
TM

). 

 Vin 1 Vin 2 

Titre alcoométrique volumique 12,2 % 12,5 % 

Concentration en D-glucose + D-fructose < 2 g/L < 2 g/L 

pH 3,1 3,1 
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Dans un premier temps, le Vin 1 (2250 mL), est désalcoolisé par évaporation rotative 

sous vide jusqu’à obtenir un rétentat possédant un titre alcoométrique volumique de 4,9 %. Le 

distillat obtenu possède alors une teneur en alcool de 45,7 %. Le titre alcoométrique 

volumique est d’abord estimé par un FOSS Winescan puis déterminé précisément par 

séparation de l’alcool par distillation automatique (type Gibertini) et mesure du titre du 

distillat par balance hydrostatique (méthode officielle recommandée par l’OIV). 

Dans un second temps, des modalités à 4, 7, 10 et 12,5 % vol. sont préparées à partir 

du rétentat par ajout de distillat et d’une eau pure et peu minéralisée (eau de Montagne 

Laqueuille). 

Ces deux étapes sont également effectuées à partir du Vin 2. 

Les volumes et les teneurs en alcool du rétentat et du distillat obtenus pour les deux 

vins sélectionnés sont récapitulés dans le Tableau 7. 

 

Tableau 7. Titre alcoométrique volumique du rétentat et du distillat du Vin 1 et du Vin 2. 

 Rétentat Distillat 

 
TAV 

% vol. 

Volume obtenu 

mL 

TAV 

% vol. 

Volume obtenu 

mL 

Vin 1 4,9 1800 45,7 450 

Vin 2 4,9 1810 46,6 440 

 

La session d’analyse sensorielle comporte un poste avec les modalités récapitulées 

dans le Tableau 8. 

 

Tableau 8. Modalités (M) de la session d'analyse sensorielle. 

  Vin 1  Vin 2 

Modalités  M1 M2 M3 M4  M5 M6 M7 M8 

Titre alcoométrique 

(% vol.) 
 4 7 10 12,5  4 7 10 12,5 

 

La session d’analyse sensorielle consiste en une épreuve de notation simple. Il est 

demandé aux dégustateurs de noter l’intensité de l’amertume perçue pour chaque modalité sur 

une échelle linéaire non structurée de 0 à 7. 

Les modalités sont rendues anonymes par un code à 3 chiffres et sont proposées 

simultanément aux dégustateurs dans un ordre aléatoire et variable, généré par le logiciel 

FIZZ, afin de minimiser l’influence de l’ordre de la dégustation. Il est demandé aux 
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dégustateurs de se rincer la bouche et de patienter 30 secondes entre chaque verre en raison de 

la rémanence caractéristique de la saveur amère. 

 

2. Résultats 

Afin d’étudier l’effet de la teneur en éthanol sur la perception de l’amertume, deux 

vins blancs sont sélectionnés pour leur caractère amer très différent. Ces deux vins ont été 

ramenés à des teneurs en alcool de 4 % (M1 ; M5) et 12,5 % vol. (M4 ; M8) et l’intensité de 

leur amertume est évaluée par les dégustateurs.  

Les hypothèses d’homogénéité des variances et de normalité des résidus sont 

confirmées, respectivement par les tests de Levene (p-value = 0,551) et de Shapiro-Wilks (p-

value = 0,768) ; l’ANOVA peut donc être appliquée. Les résultats de la dégustation montrent 

un effet « modalité » significatif au seuil de 0,1 % (p-value = 5,7 x 10
-13

), ce qui signifie 

qu’au moins une des modalités est perçue différemment des autres. 

Le test post-hoc de Tukey vise à classer les modalités par groupes significativement 

différents. La comparaison multiple des moyennes (Figure 7) montre que les modalités M1, 

M2, M3, M4, M5 et M6 sont significativement différentes de la modalité M7 au risque de 5 

%, mais également significativement différentes de la modalité M8 au risque de 0,1 %. 

Cette comparaison multiple de moyenne montre l’existence de deux groupes 

significativement distincts : le groupe « a », caractérisé par une faible amertume, comporte les 

modalités M1 à M6 et le groupe « b » plus amer, est constitué des modalités M7 et M8 

(Figure 7). Ainsi, l’amertume de la modalité à 12,5 % vol. du Vin 2 est perçue plus intense 

que celle de la modalité équivalente du Vin 1, ce qui confirme le choix initial des deux vins. 

La perception amère n’augmente pas avec la teneur en alcool pour le Vin 1 (amertume faible), 

tandis que pour le Vin 2, les deux modalités les plus riches en éthanol sont perçues plus 

amères. 

 

Figure 7. Intensité des modalités et appartenance aux groupes « a » et « b ».  
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3. Discussion  

Cette expérience d’analyse sensorielle permet de préciser l’effet de l’éthanol sur la 

perception de l’amertume. Dans le Vin 1, la saveur amère n’est pas modifiée par 

l’augmentation de la concentration en éthanol, contrairement au Vin 2. En effet, à une teneur 

en alcool de 10 % et de 12,5 % on distingue le vin amer de celui qui ne l’est pas, alors qu’à 4 

% et à 7 % aucune différence n’est perçue. Cela suggère que l’éthanol n’augmente pas 

directement l’amertume mais qu’il permet de la révéler. 

En outre, un effet seuil est mis en évidence pour le Vin 2, dont l’amertume n’est 

perçue qu’à partir de 10 % vol.. 

Ces résultats corroborent les études de Fontoin et al. (Fontoin et al., 2008) et de 

Fischer et Noble (Fischer et al., 1994) qui rapportent l’effet révélateur de l’éthanol sur 

l’amertume de composés phénoliques, bien que ces travaux n’utilisent pas les mêmes matrices 

et qualité d’éthanol. L’analyse sensorielle a donc permis de mettre en évidence l’effet indirect 

de l’éthanol sur le goût d’un vin, dont l’amertume est révélée à partir de 10 %.  

 

Conclusion 

S’il apparait que l’éthanol n’a pas d’incidence significative sur la perception de la 

saveur sucrée, cette étude préliminaire démontre sa contribution à l’amertume des vins. Or, le 

goût d’un vin résulte d’un équilibre entre les différentes substances sapides. La recherche de 

tels composés nécessite l’utilisation d’une matrice permettant la révélation de leurs propriétés 

sensorielles. Suite à cette étude préliminaire, une solution hydro-alcoolique à 12 % vol. a donc 

été sélectionnée pour réaliser les dégustations des protocoles de purification mis en œuvre 

dans l’ensemble de ce travail.   
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CHAPITRE 2 - ÉTAT DES CONNAISSANCES SUR LES COMPOSÉS DU BOIS DE 

CHÊNE INFLUENCANT LES PROPRIÉTÉS SENSORIELLES DU VIN  

 

Introduction 

Le vin évolue tout au long de sa vinification, mais également lors de son élevage en 

barriques. Cette étape est essentielle à l’élaboration des grands vins rouges et de certains vins 

blancs. Au cours de ce vieillissement, les vins subissent des modifications de leur composition 

chimique et de leurs qualités organoleptiques. En pratique, on observe un apport aromatique 

par des notes de vanille, de noix de coco et d’épices ainsi qu’un gain de saveur, notamment de 

sucrosité et parfois d’amertume. Plusieurs essences de bois peuvent être utilisées par les 

tonneliers au cours de l’élaboration des barriques, mais les meilleurs fûts sont constitués de 

chêne sessile (Quercus petraea L.) et, dans une moindre mesure, de chêne pédonculé 

(Quercus robur L.). 

Les modifications au cours de l’élevage en barriques se traduisent chimiquement par 

l’apport de composés volatils et non-volatils (Figure 8). Ces molécules peuvent soit être 

présentes dans le bois à l’état natif, soit résulter de transformations lors de la fabrication des 

barriques, soit être formées par réaction avec des composés du vin. Les travaux menés sur le 

bois de chêne depuis plusieurs décennies ont contribué à interpréter certaines modifications de 

couleur, d’arômes, de goût ou de sensations tactiles subies par le vin au cours de son élevage. 

 

I. Influence de l’élevage sous bois de chêne sur la couleur des vins rouges 

Les anthocyanes, les tanins (pigments rouges) et leurs produits de réaction sont les 

principaux composés responsables de la couleur des vins (Ribéreau-Gayon, 1973). L’élevage 

en barriques permet l’oxydation du vin par la pénétration d’oxygène qui, en présence 

d’éthanol, d’ions métalliques et de composés phénoliques, mène à la formation 

d’acétaldéhyde (Wildenradt et al., 1974). Cela provoque des réactions de copolymérisation 

entre anthocyanes et tanins. Ainsi, il en résulte une augmentation et une stabilisation de la 

couleur des vins (Somers, 1971 ; Ribéreau-Gayon et al., 1983). Cependant, l’oxygénation 

n’est pas le seul phénomène qui contribue aux modifications de la couleur des vins lors de 

l’élevage en barriques. 

Plus récemment, Chassaing et al. (2010) ont en effet interprété la modification de la 

couleur, du rouge au violet, observée au cours de l’élevage des vins en barriques. La 

substitution nucléophile d’un ellagitanin libéré par le bois de chêne, la vescalagine, sur le 

carbone C1 d’une anthocyane du raisin, l’oenine (ou malvidin-3-O-glucoside) en milieu acide 
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(Chassaing et al., 2010) conduit à la formation d’un composé dont la longueur d’onde 

d’absorption diffère de celle de l’oenine. Cette réaction participe ainsi à la modification 

chromatique des vins et à la stabilisation de sa couleur. 

 

II. Influence de l’élevage sous bois de chêne sur l’arôme des vins 

L’apport aromatique du bois de chêne lors du vieillissement des vins a été largement 

étudié. Ces derniers expriment des notes de vanille, de noix de coco, d’épices mais également 

de café. Les déterminants moléculaires volatils (Figure 8) responsables de ces odeurs ont été 

respectivement identifiés comme étant la vanilline (Q), la β-méthyl-γ-octalactone (R) (ou 

whisky-lactone), des phénols volatils comme l’eugénol (S) et le 2-furaneméthanethiol (T) 

(Chatonnet, 1995b ; Tominaga et al., 2000). 

Plusieurs paramètres peuvent influencer leur teneurs dans le bois et dans les vins, tels 

que les origines botanique et géographique du chêne, les conditions de maturation du bois 

mais également des paramètres de tonnellerie comme le type de chauffe utilisé (durée et 

température) (Chatonnet et al., 1989 ; Sarni et al., 1990 ; Chatonnet, 1995a ; Masson et al., 

1995 ; Doussot et al., 2002 ; Prida et al., 2006). 

 

III. Influence de l’élevage sous bois de chêne sur l’astringence des vins 

La majorité des travaux sur les composés non-volatils du bois de chêne ont porté sur 

les ellagitanins (Vivas et al., 1996 ; Saucier et al., 2006 ; Quideau et al., 2010 ; Jourdes et al., 

2011 ; Chira et al., 2015 ; B. Zhang et al., 2015). Quinn et Singleton (1985) ont montré que 

cette famille de molécules pourrait participer à l’astringence des vins (Quinn et al., 1985). Des 

études plus récentes ont confirmé ces résultats. La dégustation d’ellagitanins purifiés du bois 

de chêne, la grandinine, les roburines A à E, la castalagine (U), la vescalagine (V) et la 33-

déoxy-33-carboxyvescalagine, a permis, conjointement à leur analyses quantitatives dans les 

vins rouges, d’établir leur contribution à l’astringence (Glabasnia et al., 2006 ; Stark et al., 

2010). Une autre étude récente met en évidence une corrélation positive entre les teneurs en 

ellagitanins et la sensation d’astringence dans des vins élevés en barriques (Chira et al., 2013 ; 

Michel et al., 2016). Cependant, d’autres travaux tendent à montrer que l’impact direct de ces 

ellagitanins demeure limité (Herve Du Penhoat et al., 1991 ; Masson et al., 1995 ; Puech et 

al., 1999 ; Chira et al., 2015). 
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Figure 8. Quelques composés d’impact extraits du bois de chêne. 
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IV. Influence de l’élevage sous bois de chêne sur le goût des vins 

A. Effet sur la sucrosité 

Le gain de douceur au cours de l’élevage du vin en barriques, observé empiriquement 

par les vinificateurs, n’a été démontré et élucidé que récemment (Marchal et al., 2013). Cette 

sucrosité perçue lors du vieillissement du vin n’est pas due à l’extraction de sucres, puisque le 

bois de chêne n’en libère que de très faibles teneurs, non significatives d’un point de vue 

sensoriel. En revanche, de nouveaux triterpènes du bois de chêne, les Quercotriterpénosides I 

(W), II, III et VI, ont été découverts par Marchal et al. en 2010 (Marchal, 2010 ; Marchal et 

al., 2011b ; Marchal et al., 2013). Ces molécules possèdent une saveur sucrée intense, avec un 

seuil de détection estimé à 590 µg/L pour le QTT I et permettent d’expliciter la contribution 

de l’élevage à la perception de la douceur des vins boisés. Elles sont plus abondantes dans le 

chêne sessile que dans le chêne pédonculé, ce qui peut être relié à l’utilisation privilégiée du 

bois de Q. petraea pour la fabrication des barriques destinées à l’élevage des vins (Marchal et 

al., 2015d). 

 

B. Effet sur l’amertume 

Une utilisation excessive ou mal adaptée du bois de chêne peut conduire à une 

dépréciation gustative des vins par une perception exacerbée de la saveur amère. Glabasnia et 

Hofmann ont mis en évidence le caractère amer de certains ellagitanins, tels que la roburine E, 

la grandinine, la 33-déoxy-33-carboxyvescalagine, la castalagine (U) et la vescalagine (V). 

Cependant, les concentrations de ces ellagitanins retrouvés dans les vins demeurent 

inférieures à leur seuil de détection (Glabasnia et al., 2006 ; Stark et al., 2010 ; S. Frank et al., 

2011), ce qui nuance leur importance gustative. 

De la même manière, l’apport des coumarines (scopolétine X et aesculétine Y) à 

l’amertume des vins boisés apparait négligeable. En effet, ces molécules présentent certes une 

forte amertume (Vivas, 1997), mais leurs concentrations dans les vins boisés sont bien 

inférieures à leur seuil de détection et dépendent du type de séchage du bois (Chatonnet et al., 

1994). 

Enfin, plus récemment, la contribution amère du lyonirésinol (Z) (Marchal et al., 

2013) a été étudiée. Ce lignane, présent notamment dans le genre Quercus (Seikel et al., 1971 

; Nabeta et al., 1987 ; Vivas et al., 1998), a été décrit comme l’un des constituants des vins 

élevés sous bois (Moutounet et al., 1989). Son seuil de détection a été établi à 1,5 mg/L dans 

un vin blanc sec. Dans les vins boisés, il est présent à des concentrations supérieures à cette 

valeur, ce qui établit clairement sa contribution à l’amertume des vins (Marchal et al., 2014).   
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CHAPITRE 3 - ÉTUDE DE LA DIVERSITÉ CHIMIQUE DES LIGNANES DU BOIS DE 

CHÊNE ET ÉTUDE DE LEURS PROPRIÉTÉS SENSORIELLES 

 

Introduction 

Si les propriétés amères du lyonirésinol n’ont été décrites que très récemment 

(Marchal et al., 2013), sa présence était connue depuis quelques dizaines d’années dans le 

bois de chêne (Nabeta et al., 1987 ; Arramon, 2001), les eaux-de-vie (Nabeta et al., 1987 ; 

Arramon, 2001 ; Koga et al., 2007), mais également les vins (Moutounet et al., 1989). 

D’autres lignanes ont par ailleurs été identifiés dans le bois de chêne, comme le lyonirésinol 

3-α-O-β-D-glucopyranoside (Arramon, 2001), l’isolaricirésinol et le secoisolaricirésinol 

(Nonier et al., 2009). Toutefois, cette famille de composés phénoliques a fait l’objet d’assez 

peu d’études dans le vin et le bois. 

Les lignanes constituent une classe de métabolites secondaires produits dans les 

plantes par la voie des phénylpropanoïdes via l’acide shikimique. On les trouve dans les 

racines, les pépins, les fruits et les parties lignifiées des plantes vasculaires (Ayres et al., 

1990). Les fonctions biologiques des lignanes ne sont pas encore totalement comprises. 

Toutefois, leurs propriétés anti-fongiques (Ayres et al., 1990), anti-virales (MacRae et al., 

1989), insecticides et anti-appétantes (Harmatha et al., 2003) indiquent qu’ils sont impliqués 

dans les défenses des plantes contre les maladies et les insectes nuisibles. Ils peuvent 

également participer à la croissance et au développement de la plante (Ayres et al., 1990). De 

plus, ils possèdent des activités biologiques susceptibles d’être intéressantes pour la santé 

humaine, telles que des propriétés cardiovasculaires (Ghisalberti, 1997 ; Tibiriçá, 2001), des 

activités anti-cancéreuses, anti-inflammatoires, anti-microbiennes, anti-oxydantes et 

immunosuppresives (Saleem et al., 2005). 

Les lignanes sont présents dans de nombreux aliments et boissons (Nesbitt et al., 1997 

; W. Mazur, 1998 ; W. M. Mazur et al., 1998 ; Liggins et al., 2000). En particulier, certains 

lignanes et néolignanes, dérivés du laricirésinol, de l’isolaricirésinol et du secoisolaricirésinol 

ont été identifiés dans les vins de Riesling (Marinos et al., 1992 ; Baderschneider et al., 2001) 

et dans les vins rouges (Nurmi et al., 2003). En outre, selon une étude de Milder et al. (2005), 

le vin constitue la boisson courante la plus riche en lignanes (Milder et al., 2005), avec une 

quantité totale de secoisolaricirésinol, matairésinol, laricirésinol, syringarésinol et 

d’isolaricirésinol variant de 354 µg/L à 1,4 mg/L. 

Parmi les lignanes observés dans le vin, seul le lyonirésinol a fait l’objet d’études 

sensorielles et sa contribution à l’amertume des vins boisés a été établie. Or, la perception du 
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goût étant provoquée par l’interaction entre des molécules sapides et leur récepteur, il a donc 

semblé pertinent d’étudier des composés chimiques de structures proches du lyonirésinol, 

susceptibles de développer des goûts similaires. A cette fin, de nouveaux lignanes du bois de 

chêne ont été recherchés par une approche ciblée, dans le cadre du stage de Master 2 de 

Lauriane Sindt. Dans un premier temps, la présence d’analogues structuraux du lyonirésinol a 

été étudiée par criblage (« screening ») d’un extrait de bois de chêne. Puis, la mise en œuvre 

de techniques séparatives a permis de fractionner cet extrait et d’isoler les molécules cibles 

afin de les identifier et de caractériser leurs propriétés gustatives.   

 

I. Recherche de lignanes par criblage LC-FTMS du bois de chêne 

A. Matériel et méthodes  

Une extraction solide/liquide du duramen de Quercus petraea (1,5 kg) a été réalisée en 

solution hydro-alcoolique (H2O/EtOH : 50/50, 6 L), à température ambiante, pendant deux 

semaines. 

Puis, la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse à Transformée de 

Fourier (LC-FTMS) de type Exactive™, a été utilisée dans le cadre du criblage de l’extrait de 

bois de chêne. Une liste de dérivés du lyonirésinol potentiellement présents dans l’extrait a été 

établie, puis les masses exactes théoriques des ions quasi-moléculaires associées à ces 

composés ont été calculées et recherchées à l’aide de l’application Qualbrowser du logiciel 

Xcalibur. 

La séparation chromatographique a été réalisée à l’aide d’une colonne de type C18 et 

un gradient H2O/ACN a été sélectionné afin d’avoir une séparation optimale des composés 

présents dans l’extrait de bois (Tableau 9). 
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Tableau 9. Conditions chromatographiques pour le criblage de l'extrait de bois de chêne. 

Appareil :  

               U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Logiciel : 

               Xcalibur 2.1 pour Exactive 

Détecteur UV : 

               Accela PDA 1 cm LightPipe Flow cell 

Colonne : 

               Hypersil Gold C18 (Thermo Fischer Scientific) 

               100 x 2,1 mm 

               Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : 

               Débit : 600 µL/min 

               Solvant A : H2O ultrapure 

               Solvant B : ACN LC-MS Optima (Thermo Fischer Scientific) 

               Gradient :  

Temps (min) : 0 0,5 1,5 2 4,5 4,6 6,9 7 8,6 

% de B : 14 14 19 19 38 98 98 14 14 
 

Injection : 

              5 µL à l’aide d’un passeur automatique HTC0 Pal équipé de « racks » réfrigérés 

 

Comme les composés cibles sont des dérivés du lyonirésinol, les conditions 

d’ionisation sont optimisées à partir de ce composé (Tableau 10).  

   

Tableau 10. Conditions spectrométriques et d’ionisations utilisées pour le criblage de l’extrait 

de bois de chêne. 

Paramètre Mode négatif 

Débit du « sheath gas »
 a
 75 

Débit du gaz auxiliaire
 a
 18 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| -3 kV 

Température du capillaire 350 °C 

Tension du capillaire -60 V 

Tension du tube lens -135 V 

Tension du skimmer -26 V 

Température de la source 320 °C 

Résolution
 b
 25 000 

AGC 5.10
5
 

Gamme masses 200-800 Th 
a
 Le débit du « sheath gas »

 
et du gaz auxiliaire (azote) est exprimé en unités arbitraires. 

b
 Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th. 
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B. Résultats et discussion 

La recherche de molécules, dont certaines peuvent être présentes à faible 

concentration, dans une matrice complexe, requiert une méthode analytique spécifique, 

résolutive et sensible. Le couplage U-HPLC-FTMS est utilisé dans cette étude. Une colonne 

analytique chromatographique possédant une taille de particules inférieure à 2 μm permet de 

séparer un grand nombre de molécules dans un temps court (ici 8,6 min), ce qui répond au 

critère de résolution. La grande précision de mesure de masse de l’analyseur Orbitrap (< 5 

ppm) permet de rechercher des rapports m/z associés aux formules brutes des ions quasi-

moléculaires retenus, assurant ainsi la spécificité de l’appareil. Enfin, des limites de détection 

de l’ordre du microgramme par litre sont fréquemment observées avec cet instrument, 

notamment pour le lyonirésinol (Marchal et al., 2015a). Le critère de sensibilité est également 

satisfait.  

La LC-FTMS est donc retenue pour réaliser le criblage à partir d’une macération 

hydro-alcoolique de copeaux de bois maturé et non chauffé. Pour cela, une liste non 

exhaustive de lignanes dérivés du lyonirésinol est établie après une étude bibliographique des 

groupements fonctionnels fréquemment observés dans les molécules du bois de chêne. Des 

précurseurs du lyonirésinol dans sa voie de biosynthèse (Rahman et al., 2007) sont également 

recherchés. Puis, la masse exacte théorique de leur ion quasi-moléculaire est calculée sur la 

base de leur formule brute (Figure 9). L’analyse en LC-FTMS cible ces ions afin de 

confirmer ou non leur présence et, dans le premier cas, de déterminer leur abondance. 

  



Première partie : Étude de la contribution des lignanes du bois de chêne au goût du vin 

46 

 

 

 

Lyonirésinol formule m/z [M-H]
-
 Seco-lyonirésinol formule m/z [M-H]

-
 

- CH2O C21H26O7 389,1606 - CH2O C21H28O7 391,1762 

+ C4H6O3 C26H34O11 521,2028 + C4H6O3 C26H36O11 523,2184 

+ C5H8O4 C27H36O12 551,2133 + C5H8O4 C27H38O12 553,2290 

+ C6H2O3 C28H30O11 541,1715 + C6H2O3 C28H32O11 543,1871 

/ C22H28O8 419,1712 / C22H30O8 421,1869 

+ C6H10O5 C28H38O13 581,2241 + C6H10O5 C28H40O13 583,2396 

+ C7H4O4 C29H32O12 571,1820 + C7H4O4 C29H34O12 573,1977 

+ C11H18O9 C33H46O17 713,2662 + C11H18O9 C33H48O17 715,2818 

+ C13H14O9 C35H42O17 733,2349 + C13H14O9 C35H44O17 735,2505 

+ C10H16O8 C34H40O16 703,2243 + C10H16O8 C34H42O16 705,2400 

Figure 9. Structures théoriques de lignanes dérivés du lyonirésinol et masses des ions 

moléculaires recherchées par LC-FTMS dans l’extrait de bois de chêne. 

 

L’analyse des chromatogrammes d’ions extraits correspondants aux masses théoriques 

des analogues structuraux du lyonirésinol révèle la présence de 9 pics chromatographiques 

bien résolus, dont 7 correspondent à des formules brutes différentes (2 séries de 2 isomères). 

Chacun d’entre eux peut donc correspondre à un lignane : ils constituent des composés cibles 

(Figure 10) et un protocole de purification est développé afin de les isoler et d’étudier leurs 

caractéristiques structurales et sensorielles. 
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Figure 10. XIC en ionisation négative correspondant aux ions [M-H]
-
 des composés 1 à 9 (de 

haut en bas) dans un extrait de bois de chêne (m/z ± 5 ppm). 

 

II. Purification des composés cibles du bois de chêne 

A. Matériel et méthodes 

1. Extraction liquide/liquide 

Un premier fractionnement de l’extrait a été réalisé par extractions L/L à l’aide de 

solvants de polarité croissante (AcOEt et BuOH). Une ampoule à décanter de 2 L a été 

remplie avec les 800 mL de phase aqueuse et 400 mL d’AcOEt de qualité HPLC. Après 

agitation et dégazage, les deux phases ont été séparées par décantation. Cette opération est 

répétée 2 fois. La phase aqueuse résiduelle a alors été extraite au BuOH, selon le même 

processus, avec 5 extractions. Les phases organiques ont été regroupées en fonction du 

solvant d’extraction, évaporées à sec, suspendues dans de l’eau avant d’être lyophilisées. Les 
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lyophilisats ont été obtenus sous forme de poudres brun foncé : 9,342 g de fraction AcOEt et 

9,462 g de fraction BuOH. L’analyse LC-FTMS des extraits pré-purifiés a permis de vérifier 

la présence des composés cibles 1 à 9. 

 

2. Chromatographie de Partage Centrifuge 

Les extraits pré-purifiés AcOEt et BuOH ont été fractionnés par CPC afin d’obtenir 

des fractions enrichies en lignanes. Due à une large disparité de polarité des composés cibles, 

deux systèmes de solvants ont été utilisés pour les composés non-glycosylés (présents dans 

l’extrait pré-purifié AcOEt) et les composés glycosylés (présents dans l’extrait pré-purifié 

BuOH). Le choix des systèmes a été basé sur l’étude des coefficients de partage des 

composés cibles dans les deux phases. Pour cela, divers systèmes ont été préparés en faible 

quantité (quelques mL) à partir des solvants considérés. Parallèlement, des piluliers ont été 

remplis avec chacun 1 mg de l’échantillon à fractionner. Chaque pilulier a été complété avec 

1 mL de phase supérieure et 1 mL de phase inférieure d’un système donné. Après agitation, 

100 µL de chaque phase ont été prélevés, évaporés à l’aide d’un évaporateur sous vide 

RapidVap, repris dans 1 mL de solution H2O/MeOH : 50/50. Les divers échantillons ont alors 

été injectés en LC-FTMS et la partition des composés dans les deux phases a été estimée à 

l’aide de l’aire des pics enregistrés sur les chromatogrammes. Le Tableau 11 et le Tableau 

12 récapitulent les systèmes testés et les coefficients de partages des composés cibles, 

respectivement, pour l’extrait pré-purifié AcOEt et pour l’extrait pré-purifié BuOH. 
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Afin que les composés soient élués à des temps de rétention différents et que leur 

séparation soit réussie, il est nécessaire que leurs coefficients de partage d’un système donné 

présentent des écarts. Ainsi, le système de la gamme Arizona modifié G1A 

(Hept/AcOEt/ACN/H2O : 1/4/1,29/4) et le système « pont » P14 (AcOEt/iPrOH/H2O : 2/1/2) 

ont été respectivement choisis pour les extraits pré-purifiés AcOEt et BuOH. Les systèmes 

ont été préparés dans une ampoule à décanter par mélange des solvants dans les proportions 

adéquates des systèmes. Après agitation, les deux phases sont séparées par décantation et 

dégazées dans un bain à ultrasons. 

La CPC est utilisée en mode ascendant, la phase inférieure constitue donc la phase 

stationnaire A et la phase supérieure constitue la phase mobile B. Dans un premier temps, la 

phase A est pompée dans le rotor, dont la vitesse de rotation est fixée à 1250 rpm. Puis la 

phase B est pompée afin de procéder à l’équilibration de la colonne. Pour le fractionnement 

par CPC des extraits AcOEt et BuOH, les volumes de phase stationnaire rejetées, 

correspondant aux volumes de phase mobile dans la colonne, sont respectivement de 320 mL 

et 350 mL, et les pressions à l’équilibre de 48 bar et 49 bar. La méthode d’analyse 1 utilisée 

est présentée dans le Tableau 13. 

 

Tableau 13. Méthode d’analyse 1 utilisée en CPC pour les extraits pré-purifiés AcOEt et 

BuOH. 

Méthode d’analyse 1 Rotor 1L Mode ascendant 

 Début (min) Fin (min) Débit (mL/min) Rotor (rpm) % A % B 

Équilibration 

0 20 40 0 100 0 

20 60 25 500 100 0 

60 65 25 1250 100 0 

65 100 25 1250 0 100 

Élution 0 120 25 1250 0 100 

Extrusion 120 165 40 1250 100 0 

 

La totalité de chaque extrait, AcOEt et BuOH, a été solubilisée dans 30 mL du 

mélange biphasique puis filtrée à 0,45 µm. Le filtrat, dont les deux phases étaient bien 

séparées, a été injecté dans le système chromatographique avant le début de l’élution. La 

détection UV a été fixée à 254 et 280 nm et le collecteur de fraction a été réglé à 1 tube/min. 

A la fin de l’expérience, 192 tubes ont été collectés et une aliquote de 100 µL a été 

prélevée tous les 10 tubes, évaporée à sec au RapidVap, puis dissoute dans 1 mL d’un 

mélange H2O/MeOH : 95/5 et analysée par LC-FTMS. L’analyse des profils 
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chromatographiques a permis de regrouper les tubes contenant les composés cibles afin de 

former respectivement 9 et 4 fractions pour les extraits AcOEt et BuOH. 

 

3. Chromatographie sur phase solide (SPE) 

Cette étape de préparation d’échantillons a permis l’enrichissement des fractions en 

composés d’intérêt tout en diminuant leurs masses totales. Seules les fractions BuOH-3 et -4 

ont été traitées par SPE. 

Après plusieurs essais de cartouches SPE, la cartouche chromatographique de type 

Oasis HLB 1 g (Waters, France) a été choisie. Cette cartouche, en comparaison avec une 

cartouche silice-C18 classique, présente l’avantage de posséder une plus grande capacité de 

charge et une meilleure rétention des composés polaires. Aussi, en termes d’utilisation 

pratique, le conditionnement de la colonne est simplifié puisque l’asséchement de la colonne 

n’est pas destructif.  

L’échantillon à traiter a été repris dans 20 mL d’eau ultra-pure et chargé sur la colonne 

avant de procéder à des élutions selon les volumes présentés dans le Tableau 14. 

 

Tableau 14. Gradient d’élution des SPE réalisées sur les fractions BuOH-3 et -4 avant 

purification. 

Volume (mL) 40 40 40 40 20 20 40 60 

% MeOH 15 20 25 30 35 40 45 100 

 

L’élution a été réalisée à un débit constant (environ 1 mL/min) grâce à une pompe à 

vide et un manifold. Chaque éluat a été analysé en LC-FTMS afin de sélectionner les fractions 

contenant les composés cibles qui sont ensuite lyophilisées. 

 

4. HPLC semi-préparative 

La dernière étape de purification des composés cibles a été réalisée par HPLC semi-

préparative. Elle a nécessité la mise au point de gradients adaptés. Celle-ci a été réalisée à 

l’aide de la LC-FTMS, en utilisant des colonnes analytiques de phase identique aux colonnes 

de taille semi-préparative disponibles pour les purifications.  

La colonne semi-préparative Atlantis T3 Prep OBD (19 x 250 mm, 5 μm, Waters) a 

été choisie ici. La phase mobile était constituée d’un mélange H2O + 0,05 % de TFA (phase 

A) et d’ACN + 0,05 % de TFA (phase B). Le débit a été fixé à 20 mL/min et deux gradients 

optimisés ont été utilisés afin de séparer au mieux les composés de la fraction AcOEt 
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(Gradient I) et ceux de la fraction BuOH (Gradient II). Les conditions chromatographiques 

utilisées sont détaillées dans le Tableau 15. 

 

Tableau 15. Gradients utilisés en HPLC semi-préparative pour la purification des composés 

cibles. 

Gradient I 
Temps (min) 0 5 15 19 30 35 36 48 49 60 

% B 17 17 23 23 38 80 100 100 17 17 

Gradient II 
Temps (min) 0 5 30 40 45 46 54 56 60  

% B 15 15 20 30 80 100 100 15 15  

 

Les échantillons ont été préparés dans 500 μL de H2O/MeOH : 50/50, filtrés à 0,45 µm 

puis injectés. Une première injection de 5 mg a permis de contrôler l’efficacité de la 

séparation et de déterminer les temps de rétention des composés. Puis, le reste des 

échantillons a été injecté par des aliquotes successives de 20 mg. La détection UV a permis de 

suivre l’élution des composés et de les collecter manuellement à la sortie du système. Une 

aliquote de 50 µL de chaque tube a été prélevée, diluée 10 fois avec de l’eau ultra-pure, et 

injectée en LC-FTMS afin de vérifier la pureté des composés. Les tubes de composés purs de 

chaque injection ont ensuite été regroupés et lyophilisés. 

  

B. Résultats et discussion 

La première étape d’évaporation du macérat est indispensable pour éliminer l’éthanol 

susceptible de perturber la partition des composés dans le système biphasique H2O/AcOEt. 

Elle réduit également le volume initial de la phase aqueuse, et donc les quantités de solvant 

nécessaires pour les extractions L/L.  

L’extraction L/L permet un premier fractionnement de l’extrait ainsi que l’élimination 

de composés non recherchés. L’analyse LC-FTMS met en évidence la présence des composés 

non-glycosylés dans l’extrait AcOEt et des composés glycosylés dans l’extrait BuOH 

(Figure 11). 
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Figure 11. TIC en ionisation négative des extraits AcOEt (à gauche) et BuOH (à droite). 

 

Au vu des profils chromatographiques complexes et des masses conséquentes 

obtenues pour les extraits pré-purifiés AcOEt et BuOH, la CPC apparait bien adaptée à un 

second fractionnement. Les tests de partage effectués au préalable permettent de choisir les 

systèmes de solvants adaptés pour une séparation optimale des molécules, avec une 

consommation de solvants et une durée de purification minimales. Les systèmes testés sont 

choisis en fonction de la polarité du type d’extrait à fractionner après l’extraction L/L. Les 

critères déterminants dans le choix des systèmes sont : la solubilisation de l’échantillon et 

l’obtention d’un KD relativement proche de 1 (Maciuk, 2005). Ainsi les systèmes G1A et 

« pont » P14 sont choisis pour traiter, respectivement, les extraits AcOEt et BuOH. 

Chaque expérience de CPC a permis le fractionnement de la totalité de chaque extrait 

en 4 heures avec la consommation d’un minimum de solvant en comparaison à d’autres 

techniques classiques de chromatographie liquide. La détection UV permet de suivre 

l’évolution de l’absorption à 254 et 280 nm au cours de la séparation. Les fractions enrichies 

en lignanes sont constituées par rassemblement des tubes de CPC après analyse en LC-FTMS. 

Ainsi, 2 fractions d’intérêt pour chaque expérimentation de CPC sont obtenues (Tableau 16).  

 

Tableau 16. Fractions d’intérêt après CPC des extraits pré-purifiés AcOEt et BuOH. 

Extrait 

Pré-purifié 

Fractions 

de CPC 
Tubes 

Masses obtenues 

(mg) 
Composés 

AcOEt 
AcOEt-3 41 à 50 144 1, 2 

AcOEt-4 51 à 71 812 8 

BuOH 
BuOH-3 72 à 108 574 3, 4, 7, 9 

BuOH-4 109 à 151 442 5, 6 
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Afin de réduire la masse des fractions BuOH-3 et -4 et d’enrichir les fractions en 

composés cibles, une étape supplémentaire par SPE est réalisée avant la purification par 

HPLC semi-préparative. 

De cette manière, le Tableau 17 présente les masses des fractions enrichies en 

composés cible obtenues après SPE. On observe une élimination de plus de 50 % de la masse 

totale de chaque fraction sans perte significative de composés cibles. Cela met en évidence la 

grande quantité de molécules non recherchées dans les fractions BuOH-3 et -4 et la 

pertinence de cette étape. Le rendement global de la SPE correspond au rapport de la somme 

des masses des fractions obtenues après SPE sur la masse totale de la fraction de CPC de 

départ. 

 

Tableau 17. Enrichissement des fractions par SPE avant purification. 

Fractions 

CPC 

Masses 

Fractions CPC 

(mg) 

Rendement 

SPE 

(%) 

Fractions 

SPE 

Masses 

Fractions SPE 

(mg) 

Lignanes 

BuOH-3 574 85 BuOH-3SPE 202,6 3, 4, 7, 9 

BuOH-4 442 90 BuOH-4SPE 123,8 5, 6 

 

Enfin, la dernière étape de purification par HPLC semi-préparative est réalisée sur une 

colonne en phase inverse greffée C18. L’acidification des solvants A et B permet d’améliorer 

la résolution chromatographique à l’échelle semi-préparative et le TFA est facilement éliminé 

par évaporation. 

Les composés de chaque fraction sont bien séparés avec les gradients choisis (Figure 

12). 
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Figure 12. Chromatogrammes UV à 280 nm des extraits AcOEt-3 et -4 et BuOH-3SPE et -

4SPE en HPLC semi-préparative. 

 

La collecte manuelle à la sortie du détecteur UV doit être réalisée avec précaution afin 

d’assurer la pureté des composés récupérés tout en limitant les pertes. Le niveau de pureté est 

vérifié en LC-FTMS. Les tubes pour lesquels la pureté est supérieure à 95 % sont regroupés et 

leur contenu est lyophilisé. Neuf composés sont ainsi obtenus sous forme de poudre blanche 

amorphe. Les masses obtenues des composés 1 à 9 sont présentés dans le Tableau 18. 

 

Tableau 18. Masses obtenues des composés 1 à 9. 

Composé 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Masse obtenue (mg) 6,7 6,5 7,8 7,9 15 2,5 3,2 9 3 

 

 Le développement du protocole de purification guidé par LC-FTMS a permis d’isoler 

9 composés, d’une pureté chromatographique supérieure à 95 %. Les quantités obtenues sont 

suffisantes pour leur caractérisation structurale par RMN et l’étude de leurs propriétés 

sensorielles. 
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III. Identification structurale des composés 1 à 9 

Les molécules 1 à 9 ont été isolées par une approche ciblée. Leur composition est 

pressentie mais doit être confirmée par FTMS HCD. En outre, il reste à déterminer leur 

formule semi-développée par des analyses de RMN 1D et 2D.  

 

A. Matériel et méthodes 

1. Fragmentation en cellule de collision  

La fragmentation HCD a été utilisée ici pour vérifier la présence de groupements 

fonctionnels des composés cibles. Les molécules pures à une concentration de 10 mg/L ont 

été injectées dans le spectromètre de masse en infusion avec un débit de 10 µL/min. Une 

énergie de collision de 30 eV a été appliquée dans la cellule HCD. 

 

2. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Les spectres mono-dimensionnels 
1
H et bi-dimensionnels 

1
H-

1
H COSY, 

1
H-

1
H 

ROESY, 
1
H-

13
C HSQC et 

1
H-

13
C HMBC ont été réalisés dans du méthanol-d4. Les données 

ont été traitées et comparées à celles de la littérature. Leur interprétation a permis de 

déterminer la structure moléculaire des composés cibles. 

 

3. Polarimétrie 

La mesure du pouvoir rotatoire spécifique est réalisée à 25 °C. Les composés purs sont 

pesés précisément et solubilisés dans du MeOH pour atteindre une concentration de 0,5 

mg/mL. 

 

B. Résultats 

Les attributions des signaux RMN 
1
H et 

13
C des composés 1 à 9 sont présentés dans 

l’ANNEXE 1. À partir des spectres RMN, la structure et la stéréochimie des composés 

étudiés peuvent être déterminées avec certitude. Ces données viennent confirmer les 

hypothèses émises sur la base des spectres de fragmentation (Tableau 19). 

Ainsi, tous les composés isolés sont caractérisés : 

 

Le composé 1 présente un ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 de m/z 389,1606, qui 

confirme sa formule brute C21H26O7. Cette composition diffère de celle du lyonirésinol par 

l’absence d’un atome de carbone, de deux hydrogènes et d’un oxygène. Il est possible que le 

composé 1 soit une molécule similaire au lyonirésinol, avec un groupement méthoxy en 
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moins. L’interprétation des spectres RMN et leur comparaison avec la littérature permet 

d’établir qu’il s’agit du 5’-méthoxyisolaricirésinol. Ce lignane a déjà été identifié dans de 

nombreuses espèces (Jutiviboonsuk et al., 2005) mais jamais dans le genre Quercus. 

Le composé 2, d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 571,1823 et de formule brute 

C29H32O12 possède un ion fragment de C22H29O8
- 
ce qui correspond à une perte de neutre de 

152,0113 (C7H4O4). Ces informations suggèrent que 2 serait un dérivé galloylé du 

lyonirésinol. Un tel composé n’a jamais été décrit auparavant. Les données RMN 
1
H et 

13
C 

montrent la présence d’une série de signaux correspondant au lyonirésinol, mais également 

d’un singulet intégrant pour deux protons, à H 7,04 ppm. Ce signal est caractéristique des 

atomes H-2″ et H-6″ d’une unité gallate, ce qui tend à renforcer l’hypothèse initiale. 

L’exploitation des spectres bidimensionnels confirme que la molécule 2 possède le 

lyonirésinol pour génine. Le spectre HMBC montre une corrélation entre les protons en 

position H 4,36 (Ha-9), 4,17 (Hb-9) et le carbone C-7″ à C 166,9 de l’unité gallate, ce qui 

établit la position du groupement galloyle sur le carbone 9. Par ailleurs, la configuration 

relative des carbones stéréogènes du composé 2 a été déduite des constantes de couplage JH-

8/H8′ = 5,4 Hz caractéristiques d’un couplage JHax/Heq (Pretsch et al., 2009) et par les spectres 

ROESY. La présence d’une corrélation NOE entre les protons H-8 et H-7′ indiquent que ces 

protons sont co-faciaux. En conséquence, le composé 2 est le lyonirésinol 9-O-gallate. Ce 

nouveau lignane est nommé quercorésinol. 

Les composés 3 et 4 présentent le même ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 551,2136. 

Ce sont donc des isomères de formule brute C27H36O12. Leur spectre HCD montre un 

fragment de formule brute C22H27O8
-
, ce qui correspond à une perte de neutre de 132,0423 

(C5H8O4) par rapport à l’ion quasi-moléculaire. Ces composés pourraient donc être des 

dérivés du lyonirésinol, portant un groupement pentosyle. L’interprétation des spectres RMN 

et la comparaison avec la littérature permet de confirmer les hypothèses de structure. Les 

composés 3 et 4 sont identifiés comme étant le lyoniside ((+)-lyonirésinol 9′-O-β-

xylopyranoside) et le nudiposide ((-)-lyonirésinol 9′-O-β-xylopyranoside). Les deux lignanes 

ont déjà été identifiés dans le bois de Quercus petraea (Inoshiri et al., 1987 ; Dadá et al., 

1989). Il s’agit de deux diastéréoisomères, qui diffèrent par la configuration absolue de leur 

génine. En effet, l’étude des cartes ROESY et la comparaison du pouvoir rotatoire mesuré 

avec les valeurs reportées dans la littérature établissent que les lignanes 3 et 4 ont 

respectivement pour génine, le (+) et le (-)-lyonirésinol. 

Les composés 5 et 6 sont également des isomères d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 

581,2241, de formule brute C28H38O13. La présence de l’ion de formule brute C22H27O8
-
 et la 
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perte de neutre associée de 162,0530 (C6H10O5) suggèrent que les composés 6 et 7 pourraient 

être des dérivés du lyonirésinol portant un groupement hexosyle. L’interprétation des spectres 

RMN et la comparaison avec la littérature permettent de confirmer cette hypothèse. Les 

composés 5 et 6 ont été identifiés comme étant le (+)-lyonirésinol 9′-O-β-glucopyranoside et 

le (-)-lyonirésinol 9′-O-β-glucopyranoside. Ces molécules ont déjà été décrites dans le bois 

Quercus petraea (Dadá et al., 1989). Il s’agit également de deux diastéréoisoméres, différant 

par la configuration absolue de leur génine. 

Le composé 7, d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 703,2248 et de formule brute 

C34H40O16 possède des ions fragments de C29H31O12
-
 (m/z 571,1812) correspondant à une 

perte de neutre de 132,0422 (C5H8O4), et de C7H5O5
-
 (m/z 169,0138). Cela suggère que le 

composé 7 pourrait contenir un groupement pentosyle et un galloyl sur une génine de type 

lyonirésinol. L’interprétation des spectres RMN et la comparaison avec la littérature 

permettent de confirmer cette hypothèse et ont établi le composé 7 comme étant le (-)-

lyonirésinol 9-O-gallate 9′-O-β-xylopyranoside. Une telle structure a récemment été décrite 

dans Quercus mongolica (Omar et al., 2013) avec un pouvoir rotatoire spécifique positif. Or 

le lignane 7 est lévogyre ([α]
25

D = - 47,3). Il s’agit donc de la première identification de cet 

isomère. 

Le composé 8, d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 421,1869 et de formule brute 

C22H30O8 possède deux hydrogènes supplémentaires par rapport au lyonirésinol (soit une 

insaturation en moins). L’interprétation des spectres RMN et la comparaison avec les données 

de la littérature montrent que le composé 8 est le 5,5′-diméthoxysecoisolaricirésinol. Ce 

lignane a déjà été identifié dans diverses espèces végétales (Pérez et al., 1995 ; Rahman et al., 

2007) mais jamais dans le genre Quercus. 

Le composé 9, d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 553,2292 et de formule brute 

C27H38O12 présente un ion fragment de C22H29O8
-
 (m/z 421,1870), ce qui correspond à une 

perte de neutre de 132,0422 (C5H8O4). Il comprend donc probablement un groupement 

pentosyle fixé à une génine de même composition que le lignane 8. L’interprétation des 

spectres RMN et la comparaison avec les données de la littérature confirment cette hypothèse 

et établi le composé 9 comme étant un dérivé xylosylé du lignane 8 appelé ssioriside (5,5′-

diméthoxysecoisolaricirésinol 9-O-β-xylopyranoside) (Yoshinari et al., 1989). Ce lignane a 

déjà été reporté dans de nombreuses plantes (Pan et al., 2010 ; Zheng et al., 2010) mais 

jamais dans le genre Quercus. 
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Tableau 19. Fragmentation HCD (30 eV) et pouvoir rotatoire spécifique des composés 1 à 9. 

 Ion quasi-moléculaire Ion fragment Perte de neutre 
[α]

25
 

 [M-H]
-
 Formule [M-H]

-
 formule [M-H]

-
 formule 

1 389,1606 C21H25O7
-
     -3,6 

2 571,1823 C29H31O12
-
 419,1711 C22H27O8

-
 152,0113 C7H4O4 +5 

3/4 551,2136 C27H35O12
-
 419,1713 C22H27O8

-
 132,0423 C5H8O4 +37,5 ; -64,2 

5/6 581,2241 C28H37O13
-
 419,1711 C22H27O8

-
 162,0530 C6H10O5 +38,4 ; -66,1 

7 703,2248 C34H39O16
-
 

419,1711 

169,0136 

C22H27O8
- 

C7H5O5
-
 

132,0422 C5H8O4 -47,3 

8 421,1869 C22H29O8
-
     +27,3 

9 553,2292 C27H37O12
-
 421,1870 C22H29O8

-
 132,0422 C5H8O4 -9,2 

 

Ainsi, la stratégie mise en œuvre a permis d’identifier trois lignanes non-glycosylés : 

le 5’-méthoxyisolaricirésinol (1), le lyonirésinol 9-O-gallate (2) et le 5,5′-

diméthoxysecoisolaricirésinol (8) et cinq lignanes glycosylés : le lyoniside (3), le nudiposide 

(4), le (+)-lyonirésinol 9′-O-β-glucopyranoside (5), le (-)-lyonirésinol 9′-O-β-glucopyranoside 

(6), le lyonirésinol 9-O-gallate 9′-O-β-xylopyranoside (7) et le 5,5’-

diméthoxysecoisolaricirésinol 9-O-β-xylopyranoside (9) (Figure 13). 

 

 

Figure 13. Structure chimique des lignanes 1 à 9. 

 

 R1 R2 R3  R1 R2 R3  R 

(+)-lyonirésinol OCH3 H H (-)-lyonirésinol OCH3 H H 8 H 

(+)-1 H H H (-)-1 H H H 9 Xyl 

(+)-2 OCH3 Gall H (-)-2 OCH3 Gall H   

(+)-3 OCH3 H Xyl (-)-4 OCH3 H Xyl Gall=  

(+)-5 OCH 3 H Glu (-)-6 OCH 3 H Glu   

Xyl : β-xylopyranose ; Glu : β-glucopyranose (-)-7 OCH3 Gall Xyl   
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Parmi ces composés, le lyonirésinol 9-O-gallate est découvert pour la première fois, 

nous l’avons nommé quercorésinol (2). Quatre autres lignanes sont identifiés pour la première 

fois dans Quercus petraea (1, 7, 8 et 9). Cette étude permet ainsi de préciser la diversité 

structurale des lignanes présents dans le bois de chêne, en mettant à jour de nouvelles 

molécules. Leur proximité structurale avec le lyonirésinol, intensément amer, soulève la 

question de leur contribution à la modification des qualités organoleptiques du vin 

consécutive à l’élevage en barriques. 

 

IV. Caractérisation sensorielle des lignanes identifiés et criblage dans un vin blanc 

sec 

A. Matériel et méthodes 

1. Analyses sensorielles 

La caractérisation gustative des 10 lignanes purifiés est réalisée à 20 °C dans des 

verres AFNOR transparents. Chaque composé a été goûté en solution hydro-éthanolique à 12 

% vol. et dans un vin blanc sec (Bordeaux 2011 ; 12,2 % vol. ; G/F < 2 g/L), à raison de 10 

mg/L. La solution hydro-éthanolique était composée d’une eau pure et peu minéralisée, 

choisie en raison de son goût neutre (eau de source de Montagne, Laqueuille, France) et 

d’éthanol distillé. En raison des quantités limitées des composés purifiés le panel de 

dégustateurs était composé de cinq experts. Il leur a été demandé de déguster les verres les 

uns après les autres en comparaison avec un verre témoin sans ajout, de décrire leurs 

perceptions gustatives et d’évaluer l’intensité de l’amertume sur une échelle de 0 (non 

détecté) à 7 (forte intensité). 

 

2. Criblage LC-FTMS des lignanes 1 à 9 dans un vin blanc boisé 

La LC-FTMS a été utilisée pour réaliser le criblage d’un vin blanc sec élevé 7 mois en 

barriques neuves (Pessac Léognan 2013), dilué par trois avec de l’eau ultra-pure puis filtré à 

0,45 μm. Pour chacun des lignanes recherchés, un chromatogramme d’ions extraits (XIC) a 

été obtenu grâce au logiciel XCalibur, avec une précision de 5 ppm autour de la masse 

théorique de l’ion [M-H]
-
. 

 

B. Résultats 

1. Caractérisation sensorielle des lignanes du bois de chêne 

La matrice de dégustation des composés influence considérablement la perception 

sensorielle. Chaque lignane est goûté individuellement à une concentration standard de 10 
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mg/L en solution hydro-alcoolique (12 % vol.) et dans un vin blanc sec par cinq experts. Ces 

derniers ont évalué la perception gustative associée à chaque composé, par comparaison avec 

la solution contrôle. Lorsqu’une molécule développe une sensation amère supérieure à celle 

du témoin, l’intensité de cette perception est évaluée sur une échelle de 1 à 7. Le lyonirésinol, 

aux propriétés amères déjà établies, est également dégusté à titre de comparaison. Le Tableau 

20 récapitule les résultats de la dégustation. 

 

Tableau 20. Caractérisation sensorielle des lignanes 1 à 10. 

Composés Goût dans l’eau 

Intensité de 

l’amertume dans 

l’H2O/EtOH
a
 

Intensité de 

l’amertume dans 

le vin
a 

Lyonirésinol Amer 7 7 

1 - - - 

2 Légèrement doux - - 

3 - - - 

4 - - - 

5 Amer 4 3 

6 Amer 5 4 

7 - - - 

8 Amer 3 3 

9 Amer 7 7 
a
 L’intensité est évaluée sur une échelle de 0 (non détecté) à 7 (forte intensité). 

 

Quatre des lignanes isolés développent de l’amertume lorsqu’ils sont dégustés en 

solution modèle ainsi que dans un vin blanc. Le lignane 9 est le plus intense d’entre eux et son 

caractère amer est similaire à celui du lyonirésinol, les composés 5, 6 et 8 sont moins intenses. 

Les cinq autres ne présentent pas de goût, voire une légère douceur pour l’un d’entre eux. 

 

2. Criblage LC-FTMS des lignanes 1 à 9 dans un vin blanc sec boisé 

Les chromatogrammes obtenus dans le vin présentent des signaux au même temps de 

rétention que dans un extrait de bois de chêne, pour chacun des ions [M-H]
-
 recherchés 

(Figure 14). En outre, l’analyse des spectres de fragmentation HCD montre, pour ces temps 

de rétention, les mêmes ions fragments dans le vin boisé et dans l’extrait de bois. La 

spécificité de la détection FTMS, la similitude des temps de rétention et des spectres de 

fragmentation enregistrés démontrent ainsi que les lignanes 1 à 9 sont présents dans le vin 

blanc élevé sous bois de chêne. 
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Figure 14. XIC en ionisation négative du lyonirésinol et des lignanes 1 à 9 dans un extrait de 

bois de chêne (à gauche) et dans un vin blanc sec (à droite). 

 

Les teneurs en différents lignanes sont estimées par semi-quantification et exprimées 

en équivalent de lyonirésinol, selon la méthode décrite par Marchal et al. (Marchal et al., 

2015a). Les résultats présentés à la Figure 15 suggèrent que le lyonirésinol est le plus 

abondant des lignanes, tant dans le bois de chêne que dans les vins boisés. Cette conclusion 

est à nuancer à la lumière de la méthode appliquée. En effet, la spectrométrie de masse n’est 

pas une technique de quantification universelle, l’intensité de la réponse dépendant du 

coefficient d’ionisation qui peut varier d’une molécule à l’autre. La quantification absolue de 

chacun des composés permettrait de préciser ces résultats, mais elle requiert la préparation de 

solutions de calibration à partir de chacune des molécules pures. Les faibles quantités 

obtenues pour certaines d’entre elles n’a pas permis de réaliser cette étude. Toutefois, les 
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composés disponibles présentent un rendement d’ionisation similaire à celui du lyonirésinol 

dans les conditions utilisées. Compte tenu des écarts importants observés, la prédominance du 

lyonirésinol parmi les lignanes isolés apparait donc robuste. 

 

 

Figure 15. Teneurs du lyonirésinol et des lignanes 1 à 9 exprimées en équivalent de 

lyonirésinol dans un extrait de bois de chêne et dans un vin blanc sec. 

 

C. Discussion 

Neufs lignanes de structure proche du lyonirésinol ont été mis à jour dans le bois de 

chêne par une purification guidée par la LC-FTMS. Leur dégustation en solution modèle et 

dans un vin blanc a établi l’amertume de quatre lignanes. Les propriétés amères du 

lyonirésinol (Marchal et al., 2011b) et du ssioriside (Yoshinari et al., 1989) avaient déjà été 

observées. Ce travail a confirmé qu’il s’agissait des deux composés les plus actifs au niveau 

sensoriel. Par ailleurs, ces résultats ne permettent pas d’établir une relation évidente entre la 

structure et le goût. En particulier, la glycosylation ne montre pas d’impact direct sur les 

propriétés sensorielles du composé. Parmi les deux lignanes les plus amers, l’un est xylosylé, 

l’autre ne l’est pas. En outre, les dérivés xylosylés 3 et 4 ne présentent pas d’amertume alors 

que les dérivés glucosylés 5 et 6 sont amers, avec une variation de leur intensité en fonction 

de la configuration absolue de leur génine. Même si cette étude n’a pas permis de mettre en 

évidence une relation directe entre la structure et le goût, la découverte de nouveaux lignanes 

sapides dans le chêne confirme la pertinence de rechercher des analogues structuraux à un 
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composé sapide déjà connu. Ces lignanes ont été isolés à partir du bois de chêne. L’étude de 

leur contribution gustative nécessite l’étude de leur présence dans des vins élevés sous bois.  

L’analyse quantitative a révélé que le lyonirésinol est de loin le lignane le plus 

abondant dans le bois de chêne et, par conséquent, dans un vin boisé. Il est possible que les 

autres lignanes contribuent au goût du vin, mais le lyonirésinol apparait comme la molécule la 

plus active de cette famille au niveau sensoriel. 

 

Conclusion 

Dans les végétaux, les voies de biosynthèse offrent naturellement une grande diversité 

de molécules possédant des structures similaires. Ce travail a mis en œuvre une approche 

ciblée pour isoler des analogues structuraux au lyonirésinol, un lignane dont la contribution 

amère au goût des vins boisés avait déjà été établie. Neuf molécules ont ainsi pu être 

identifiées : l’une d’entre elles est un nouveau composé, il s’agit du quercorésinol (2) 

correspondant au lyonirésinol 9-O-gallate. Quatre lignanes ont été identifiés pour la première 

fois dans le genre Quercus (1, 7, 8 et 9), et, au total, neuf molécules ont été décrites pour la 

première fois dans le vin (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 9). 

Le recours à l’analyse sensorielle a permis de montrer que l’intensité amère des 

composés varie fortement avec leur structure chimique. Toutefois, aucune relation claire ne 

peut être établie entre le goût et la structure. En outre, la confrontation des données 

quantitatives et des résultats de la caractérisation sensorielle a suggéré que le lyonirésinol 

demeure le lignane du bois de chêne le plus amer dans le vin. Si aucun analogue structural à 

fort potentiel gustatif n’a pu être identifié, les résultats de cette étude ont permis de mieux 

connaître la diversité chimique des lignanes du bois de chêne. 
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CHAPITRE 4 - ÉTUDE STRUCTURALE ET SENSORIELLE DES STÉRÉOISOMÈRES 

DU LYONIRÉSINOL 

 

Introduction 

Les propriétés organoleptiques d’une molécule sont susceptibles d’être modifiées par 

ses groupes fonctionnels (Marchal et al., 2015a) mais également par sa stéréochimie. En effet, 

il est connu, pour de nombreuses molécules volatiles, que la configuration influe non 

seulement sur l’intensité mais également sur la nature de l’arôme. Par exemple, les formes S 

et R du limonène possèdent respectivement une odeur de citron et d’orange (Clarin et al., 

2010). Cependant, la stéréochimie peut également moduler les caractéristiques gustatives des 

composés non-volatils. En effet, en 1886, Piutti isole pour la première fois la D-asparagine, 

l’énantiomère de la L-asparagine, et met en évidence, respectivement, la sucrosité et 

l’insipidité de ces composés (Piutti, 1886). Par la suite, il a également été montré que d’autres 

composés sapides possèdent des caractéristiques sensorielles différentes en fonction de leur 

stéréochimie, comme les diastéréoisomères de la naringine, dont l’intensité de l’amertume 

varie avec la configuration (Gaffield et al., 1975a), ou comme les énantiomères de 

l’alapyridaine, dont la forme dextrogyre développe un goût sucré alors que la forme lévogyre 

est insipide (Ottinger et al., 2003). 

Le lyonirésinol possède trois centres stéréogènes ; huit stéréoisomères sont donc 

possibles pour sa structure plane. Dans les diverses plantes contenant du lyonirésinol, cette 

molécule est observée en mélange de deux énantiomères (Rahman et al., 2007) en proportions 

variables. La mesure du pouvoir rotatoire spécifique, proche de zéro, indique que les deux 

énantiomères sont présents à des concentrations similaires dans le genre Quercus (Nabeta et 

al., 1987). Néanmoins, les propriétés gustatives des énantiomères n’ont jamais été comparées. 

Par ailleurs, certains diastéréisomères du lyonirésinol ont été identifiés dans diverses plantes 

(Ohashi et al., 1994 ; Sadhu et al., 2006 ; Jeong et al., 2011 ; Zhu et al., 2012), mais jamais 

dans le bois de chêne. La forte amertume développée par le lyonirésinol racémique justifie la 

purification, la caractérisation et l’étude sensorielle des stéréoisomères naturellement présents 

dans le bois de chêne. 

 

I. Étude des diastéréoisomères du lyonirésinol dans le bois de chêne et les vins 

boisés 

La recherche des diastéréoisomères du lyonirésinol a été effectuée dans un extrait de 

bois de chêne grâce à un criblage par LC-FTMS.  
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A. Mise en évidence et purification d’un diastéréoisomère du lyonirésinol 

1. Matériel et méthodes 

a) Criblage par LC-FTMS 

La présence d’isomères du lyonirésinol dans un extrait de bois de chêne a été 

recherchée par criblage en LC-FTMS des ions de masse m/z 419,1712 correspondant à l’ion 

déprotoné C22H27O8
-
. 

La préparation de l’échantillon, les conditions chromatographiques et les paramètres 

spectrométriques utilisés sont identiques à ceux décrits dans le Chapitre 3-I.A. 

 

b) Purification 

La purification des diastéréoisomères du lyonirésinol a été réalisée grâce aux mêmes 

étapes de fractionnement utilisées pour la purification des lignanes dérivés du lyonirésinol et 

décrites au Chapitre 3-I.B. 

Une première étape d’extraction L/L a été effectuée avec deux solvants de polarité 

croissante, AcOEt et BuOH. L’extrait AcOEt a ensuite été traité par CPC avec la méthode 

d’analyse 1 en utilisant le système Arizona modifié G1A (Hept/AcOEt/ACN/H2O : 1/4/1,29/4). 

De cette manière, 9 fractions ont été obtenues. Puis, la fraction AcOEt-3 a été traitée par 

HPLC semi-préparative à l’aide de la colonne Atlantis T3 Prep OBD (19 x 250 mm, 5 μm, 

Waters). La phase mobile était constituée d’un mélange H2O + 0,05 % de TFA (phase A) et 

d’ACN + 0,05 % de TFA (phase B). Le débit a été fixé à 20 mL/min et le Gradient I (Tableau 

21) a été utilisé. 

 

Tableau 21. Gradient I utilisé en HPLC semi-préparative pour la purification du 

diastéréoisomère du lyonirésinol. 

Gradient I 
Temps (min) 0 5 15 19 30 35 36 48 49 60 

% B 17 17 23 23 38 80 100 100 17 17 

 

2. Résultats et discussion 

En raison de leurs propriétés physico-chimiques différentes, les diastéréoisomères 

peuvent être séparés dans un environnement non-chiral. Une colonne classique C18 a donc été 

utilisée pour la séparation chromatographique. Les isomères du lyonirésinol sont recherchés 

par criblage en LC-FTMS des ions de masse m/z 419,1712 correspondant à l’ion déprotoné 

C22H27O8
-
. L’analyse d’un extrait hydro-alcoolique de bois de chêne met en évidence deux 
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pics, à des temps de rétention de 2,69 et 2,86 min, sur le chromatogramme des ions extraits 

enregistré dans une fenêtre de 5 ppm autour de la masse m/z 419,1712 (Figure 16). 

 

 

Figure 16. XIC en ionisation négative d’un extrait de bois de chêne correspondant à l’ion 

C22H27O8
-
 (m/z 419,1712, précision à 5 ppm). 

 

Le dopage de cet extrait avec du lyonirésinol pur montre une augmentation de 

l’intensité du pic au temps de rétention de 2,69 min. Cela permet de confirmer que le premier 

pic correspond au lyonirésinol. La présence d’un second pic suggère l’existence d’un isomère 

du lyonirésinol 10 dans cet extrait de bois de chêne. Un tel composé n’a jamais été observé 

dans le genre Quercus. Un protocole de purification guidé par LC-FTMS a été développé afin 

de purifier le composé 10. 

Une première étape d’extraction L/L a permis de récupérer les diastéréoisomères du 

lyonirésinol dans l’extrait AcOEt. Celui-ci a été traité par CPC afin d’enrichir la fraction en 

composés d’intérêt recherchés et 9 fractions ont été obtenues. Seule la fraction AcOEt-3, 

contenant la majorité des diastéréoisomères du lyonirésinol, a été conservée pour être traitée 

par HPLC semi-préparative suivant un gradient optimisé. 

De cette manière, 3,6 mg de l’isomère 10 ont pu être purifiés sous forme de poudre 

amorphe blanche. La pureté chromatographique (pureté > 95 %) est vérifiée en LC-MS. La 

quantité était suffisante pour procéder à sa caractérisation structurale et sensorielle. 
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B. Analyses structurale et sensorielle du diastéréoisomère du lyonirésinol 

1. Matériel et méthodes 

a) Caractérisation structurale 

L’identification de l’isomère du lyonirésinol 10 a été réalisée par RMN mono- et bi-

dimensionnelle ainsi que par mesure de son pouvoir rotatoire spécifique par le polarimètre. 

Une analyse LC-FTMS sur colonne chirale a été réalisée dans les conditions 

chromatographiques décrites dans le Tableau 22 et les conditions spectrométriques et 

d’ionisation détaillées dans le Tableau 23. 

 

Tableau 22. Conditions chromatographiques pour les analyses analytiques sur colonne 

chirale. 

Appareil :  

               U-HPLC Accela (Thermo Fisher Scientific) 

Logiciel : 

               Xcalibur 2.1 pour Exactive 

Détecteur UV : 

               Accela PDA 1 cm LightPipe Flow cell 

Colonne : 

               Chiralpak® IB-3 (ChiralTechnologies, Illkirch, France) 

               150 x 2,1 mm 

               Taille des particules 3 µm 

Phase mobile : 

               Débit : 300 µL/min 

               Solvant A : eau ultra-pure 

               Solvant B : ACN LC-MS Optima (Thermo Fisher Scientific) 

               Gradient : élution isocratique 12 min ; H2O/ACN : 80/20 

Injection : 

              5 µL à l’aide d’un passeur automatique HTC0 Pal équipé de « racks » réfrigérés 
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Tableau 23. Conditions spectrométriques pour les analyses sur colonne chirale. 

Paramètre Mode négatif 

Débit du « sheath gas »
 a
 62 

Débit du gaz auxiliaire
 a
 12 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| -3,5 kV 

Température du capillaire 330 °C 

Tension du capillaire -60 V 

Tension du tube lens -135 V 

Tension du skimmer -26 V 

Température de la source 300 °C 

Résolution
 b
 100 000 

AGC 10
6
 

Gamme masses 200-800 Th 
a
 Le débit du « sheath gas »

 
et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires. 

b
 Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th. 

 

b) Caractérisation sensorielle 

La caractérisation gustative du composé 10 a été réalisée à 20 °C dans des verres 

INAO normalisés. Il a été goûté par le panel expert de 5 dégustateurs, en solution hydro-

éthanolique à 12 % vol. et dans un vin blanc sec (Bordeaux 2011 ; 12,2 % vol. ; G/F < 2 g/L), 

à une concentration de 5 mg/L. En comparaison, un verre témoin contenant la matrice de 

dégustation sans ajout et un verre contenant une solution de lyonirésinol à 5 mg/L ont été 

présentés aux dégustateurs. Il a été demandé au panel d’évaluer l’intensité de leur amertume 

sur une échelle de 0 (non détecté) à 7 (forte intensité). 

 

2. Résultats et discussion 

L’interprétation des spectres RMN 
1
H et 

13
C du composé purifié et leur comparaison 

avec les données reportées dans la littérature montrent une forte similarité avec l’epi-

lyonirésinol décrit par Ohashi et al. (Ohashi et al., 1994). L’analyse de la carte ROESY 

permet d’établir la configuration relative trans - cis de l’isomère isolé 10 (ANNEXE 2). Il 

s’agit bien d’un diastéréoisomère du lyonirésinol trans – trans (Figure 17). Sa configuration 

relative diffère ainsi de celle du lyonirésinol par une épimérisation en position C-7′. Ce 

diastéréoisomère a été identifié dans l’espèce Aegle marmelos par Ohashi et al. (Ohashi et al., 

1994), mais n’a jamais été décrit dans le genre Quercus. 
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Figure 17. Structures chimiques du lyonirésinol et de l’epi-lyonirésinol 10 (configurations 

relatives). 

 

Le pouvoir rotatoire spécifique de l’epi-lyonirésinol 10 est mesuré à -39 et son analyse 

par LC-FTMS sur colonne chirale révèle la présence de deux pics chromatographiques 

(Figure 18). Il semble donc être présent dans le bois de chêne sous forme de mélange de ses 

deux énantiomères, avec un excès de la forme lévogyre. Les travaux d’Ohashi et al. (Ohashi 

et al., 1994) reportent un pouvoir rotatoire de -140 pour la forme lévogyre pure, ce qui 

confirme ces résultats. 

 

Figure 18. XIC en ionisation négative de l’epi-lyonirésinol 10, correspondant à l’ion 

C22H27O8
-
 (m/z 419,1712, précision à 5 ppm), sur colonne chirale. 

Contrairement au lyonirésinol (Moutounet et al., 1989), l’epi-lyonirésinol n’a jamais 

été identifié dans le vin. Un criblage de l’ion de m/z 419,1712 permet de mettre en évidence 

pour la première fois la présence de ce diastéréoisomère 10 dans le vin (tR = 2,80 min) 
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(Figure 19), mais son abondance reste cependant faible en comparaison de celle du 

lyonirésinol. 

 

 

Figure 19. TIC en ionisation négative d’un vin rouge boisé et XIC en ionisation négative 

correspondant à l’ion déprotoné C22H27O8
-
 (m/z 419,1712, précision à 5 ppm). 

 

L’epi-lyonirésinol est ensuite dégusté dans une solution hydro-alcoolique à 12 % vol., 

ainsi que dans un vin blanc sec non boisé. Dans les deux matrices, les experts le décrivent 

comme dénué d’amertume et même légèrement doux en comparaison de la solution de 

contrôle. 

Compte tenu de ses caractéristiques sensorielles et de sa faible abondance dans le vin, 

l’epi-lyonirésinol ne semble pas influencer significativement le goût du vin. Par conséquent, 

aucune étude complémentaire ne sera réalisée sur les formes énantiomériques de ce composé. 
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II. Étude des énantiomères du lyonirésinol 

A. Résolution chirale des énantiomères du lyonirésinol 

1. Description de la stratégie employée 

Le pouvoir rotatoire du lyonirésinol purifié à partir de bois de chêne est proche de zéro 

(Marchal et al., 2014). Cette valeur est caractéristique d’un mélange racémique de deux 

énantiomères a et b (Figure 20). Or, toutes les caractérisations sensorielles ont été menées à 

partir du mélange racémique du lyonirésinol et les propriétés gustatives individuelles de 

chaque énantiomère n’ont jamais été étudiées. 

 

Figure 20. Structures chimiques des énantiomères du lyonirésinol a et b. 

 

Généralement, une séparation racémique s’effectue par chromatographie liquide 

équipée d’une colonne chirale préparative, mais une telle colonne reste très couteuse. Une 

autre approche consiste en la dérivatisation des énantiomères par un groupement chiral afin 

d’obtenir des diastéréoisomères, alors séparables par chromatographie sur colonne non 

chirale. Une fois séparés, les diastéréoisomères sont hydrolysés afin d’obtenir les 

énantiomères désirés. 

Ici, il a été décidé de dédoubler les énantiomères du lyonirésinol via la séparation et 

l’hydrolyse de deux dérivés diastéréoisomèriques présents naturellement dans le bois de 

chêne. En effet, comme mentionné précédemment, le lyoniside 3 et le nudiposide 4 sont deux 

dérivés xylopyranoside du lyonirésinol, différant par la configuration absolue de leur génine 

(a et b respectivement). 
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2. Matériel et méthodes 

La purification des énantiomères du lyonirésinol a été réalisée dans le cadre du stage 

de licence de chimie de Quentin Sallembien. 

 

a) Conditions de l’hydrolyse  

Le lyoniside 3 (57,4 mg) et le nudiposide 4 (58,6 mg), préalablement purifiés comme 

décrit au Chapitre 3-II.B., ont été solubilisés séparément dans une solution aqueuse de TFA à 

4 mol.L
-1

. Les milieux réactionnels ont été placés sous reflux à 80 °C, sous atmosphère inerte 

de diazote. Le suivi de la réaction a été réalisé par analyse en LC-FTMS. Après 14 heures, les 

milieux réactionnels ont été évaporés à sec pour éliminer les traces de TFA, puis solubilisés 

dans de l’eau ultra-pure et lyophilisés. 

 

b) Purification par HPLC semi-préparative 

Les lyophilisats obtenus après hydrolyse ont ensuite été purifiés par HPLC semi-

préparative. Les conditions utilisées pour la purification des énantiomères du lyonirésinol 

étaient les mêmes que celles présentées au Chapitre 3-II.4. Le Gradient II a été utilisé 

(Tableau 15). Des aliquotes de 20 mg ont été reprises dans 500 µL d’une solution 

H2O/MeOH : 50/50 puis injectées successivement afin de traiter l’ensemble des échantillons. 

La détection UV à 280 nm a permis de suivre l’élution et la collecte manuelle des pics 

chromatographiques en sortie du détecteur. Après lyophilisation, la pureté des énantiomères 

du lyonirésinol a et b a été vérifiée par une analyse LC-FTMS sur colonne chirale, dans les 

conditions décrites au Chapitre 4-I.B.1.a). 

 

3. Résultats et discussion 

Le lyoniside 3 et le nudiposide 4 purifiés sont chauffés séparément en condition acide 

(TFA) afin d’hydrolyser l’acétal formé entre l’aldéhyde du xylose et l’alcool primaire (C9′) 

du lyonirésinol (Figure 21). 
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Figure 21. Hydrolyse acide du lyoniside 3 et du nudiposide 4 et libération des énantiomères 

du lyonirésinol a et b. 

 

Après hydrolyse et lyophilisation, les milieux réactionnels bruts sont purifiés par 

HPLC semi-préparative afin d’éliminer les produits secondaires de la réaction. De cette 

manière, les énantiomères sont obtenus sous forme de poudre amorphe blanche : 19,5 mg de 

lyonirésinol a et 19 mg de lyonirésinol b. Le rendement du dédoublement s’élève, 

respectivement, à 44,6 % et 43,5 % pour les composés a et b. Chaque énantiomère est analysé 

par LC-FTMS sur colonne chirale analytique. Comme présenté à la Figure 22, l’injection du 

lyonirésinol racémique révèle deux pics à 5,88 min et 7,16 min. L’analyse des énantiomères 

purifiés montre un seul pic par chromatogramme, respectivement à 5,92 min et 7,17 min pour 

les énantiomères a et b du lyonirésinol. Ces résultats confirment ainsi l’efficacité de la 

séparation du mélange racémique. 
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Figure 22. XIC en ionisation négative du (±)-lyonirésinol, du lyonirésinol a et du lyonirésinol 

b, correspondant à l’ion déprotoné C22H27O8
-
 (m/z 419,1712, précision à 5 ppm), sur colonne 

chirale. 

 

B. Détermination de la configuration absolue des énantiomères du 

lyonirésinol 

1. Matériel et méthodes 

Les travaux présentés dans cette partie ont été réalisés en collaboration avec le Dr. 

Thierry Buffeteau et le Dr. Nicolas Daugey, de l’UMR 5255 (Institut des Sciences 

Moléculaires de Bordeaux).  

Afin de déterminer sans ambiguïté la configuration absolue des énantiomères, une 

technique chiroptique spectroscopique appelée Dichroïsme Circulaire Vibrationnel (VCD) a 

été utilisée. 

Les spectres IR et VCD des énantiomères du lyonirésinol a et b ont été mesurés dans 

du DMSO-d6 à une concentration de 50 mM. 

 

Calculs de chimie quantique : Théorie de la Fonctionnelle Densité (DFT) 

Le calcul théorique des spectres IR et VCD commence par une analyse 

conformationnelle détaillée de la molécule de lyonirésinol. Cette analyse a nécessité 
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d’explorer la surface d’énergie potentielle (SEP) de l’énantiomère (8R, 8′R, 7′S) (a). Puis, des 

calculs semi-empiriques au niveau RM1 (Rocha, Freire et al. 2006) ont été réalisés en utilisant 

la technique du recuit simulé (Bockisch, Liotard et al. 1992) implémentée dans le logiciel 

AMPAC (Semichem 2004), afin de déterminer les énergies relatives des conformères trouvés 

dans les minima locaux de la SEP. Les minima d’énergie ont été obtenus en deux étapes : (i) 

une recherche non-locale basée sur la modification des principaux angles dièdres et (ii) un 

relâchement de l'énergie locale de l'ensemble des degrés de liberté pour chacun des minima 

collectés à l'étape précédente. Soixante-douze conformères, à moins de 3 kcal/mole du 

conformère de plus basse énergie, ont été conservés pour des calculs plus précis grâce à la 

Théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DFT). 

L’optimisation des géométries, le calcul des fréquences vibrationnelles et des spectres 

IR et VCD ont été réalisés à partir du programme Gaussian 09 (Frisch, et al., 2009) sur le 

cluster DELL du centre de calcul MCIA de l’université de Bordeaux. Pour chacun des 72 

conformères du (8R, 8′R, 7′S)-lyonirésinol, la géométrie optimisée a été calculée par la DFT 

en utilisant la fonctionnelle B3PW91 et la base 6-311G**. Les fréquences vibrationnelles et 

les spectres IR et VCD ont été calculés au même niveau de théorie, en considérant la molécule 

isolée dans le vide. Pour comparer les spectres théoriques et expérimentaux, les fréquences 

calculées ont été multipliées par 0,968 et les intensités calculées ont été converties en 

lorentziennes avec une demi-largeur de 7 cm
-1

. 

 

2. Résultats et discussion 

La RMN mono- et bi-dimensionnelle (expérience de ROESY) a permis de confirmer 

la configuration relative de chacun des énantiomères. En effet, les spectres RMN 
1
H des 

composés a et b sont superposables au spectre du (±)-lyonirésinol et les données RMN sont 

identiques à celles reportées dans la littérature pour le lyonirésinol (Kato, 1963 ; Dadá et al., 

1989 ; X.-Y. Zhang et al., 2006 ; Imai et al., 2013) (ANNEXE 2). 

En outre, le pouvoir rotatoire spécifique des composés a et b est mesuré à + 43 et - 45, 

respectivement. Ces deux valeurs sont similaires et de signe opposé, ce qui confirme leur 

relation d’énantiomérie. On peut associer le (+)-lyonirésinol a au premier pic tR = 5,92 min et 

le (-)-lyonirésinol b au second pic tR = 7,17 min. 

La configuration absolue du (+)-lyonirésinol a été proposée de façon empirique 

comme étant (8R, 8′R, 7′S)-(+)-lyonirésinol, par la mise en œuvre de réactions de dégradation 

de dérivés et par comparaison avec des composés connus (Kato, 1963). La configuration 

absolue des énantiomères du lyonirésinol n’a jamais été confirmée par des techniques 
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spectroscopiques chiroptiques (Dichroïsme Circulaire Electronique (ECD) ou Vibrationnel 

(VCD)) associées à des calculs théoriques. Dans ce chapitre, la technique du VCD (Freedman 

et al., 2003) est utilisée afin de déterminer sans ambiguïté la stéréochimie absolue des 

molécules. Cette méthode consiste dans un premier temps à enregistrer le spectre VCD des 

deux énantiomères. Les énantiomères présentent des bandes VCD de signe opposé pour 

chaque mode vibrationnel, ainsi le spectre du VCD fourni une signature unique et riche de la 

configuration absolue du composé. En parallèle, le spectre théorique de l’une des deux 

configurations est calculé, à l’aide de méthodes de chimie quantique. La contribution des 

différents conformères est définie par leur répartition statistique. Enfin, les données 

expérimentales et théoriques sont comparées : la configuration absolue utilisée pour le calcul 

est associée au composé dont le spectre expérimental correspond au spectre théorique 

(Stephens et al., 2000). 

Le spectre VCD expérimental des deux énantiomères du lyonirésinol est reporté en 

Figure 23. Les deux spectres sont bien symétriques par rapport à la ligne de base et les 

bandes présentent des signes opposés pour les deux molécules, ce qui apporte une nouvelle 

confirmation de leur relation d’énantiomérie.  

 

 

 

Figure 23. Comparaison des spectres VCD expérimentaux du (+)-lyonirésinol a et (-)-

lyonirésinol b avec le spectre VCD calculé pour l’isomère (8R, 8′R, 7′S)-lyonirésinol. 
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Le spectre VCD calculé pour la forme (8R, 8′R, 7′S)-lyonirésinol est représenté 

également sur la Figure 23. Celui-ci a été optimisé par les calculs quantiques en tenant 

compte des conformations les plus stables. L’ANNEXE 3 présente un récapitulatif des 

résultats des calculs d’optimisation des 28 conformations les plus stables. Les cinq 

conformations les plus stables, représentant 50 % des conformations les plus probables, sont 

prises en compte dans le calcul du spectre théorique. Elles sont présentées en Figure 24. 

 

 

Figure 24. Conformations des molécules du (8R, 8′R, 7′S)-(+)-lyonirésinol 1a représentant 50 

% des conformations les plus stables prises en compte dans le calcul du spectre théorique. 

 

Ainsi, le spectre théorique calculé est comparé aux spectres expérimentaux. On voit 

que le spectre VCD prédit pour l’isomère (8R, 8′R, 7′S)-lyonirésinol reproduit bien l’intensité 

et le signe de chacune des bandes du spectre expérimental du (+)-lyonirésinol a. Cela établit 

sans ambiguïté la configuration absolue (8R, 8′R, 7′S) pour le (+)-lyonirésinol a.  

 

C. Caractérisation sensorielle des énantiomères du lyonirésinol 

1. Matériel et méthodes 

a) Analyse sensorielle 

La caractérisation gustative des énantiomères a et b du lyonirésinol a été réalisée à 20 

°C dans des verres INAO normalisés. Ils ont été dégustés par le panel expert de cinq 

dégustateurs, en solution hydro-éthanolique à 12 % vol. et dans un vin blanc sec (Bordeaux 

2011 ; 12,2 % vol. ; G/F < 2 g/L), à une concentration de 2 mg/L. Une solution de (±)-

lyonirésinol a été présentée en comparaison. L’intensité de l’amertume des différents 

composés a été évaluée sur une échelle de 0 (non détecté) à 7 (forte intensité). 

 

b) Détermination du seuil de détection du (+)-lyonirésinol 

Le seuil de détection du (+)-lyonirésinol a a été déterminé dans un vin blanc de 

Bordeaux 2013 (12,6 % vol. ; 5,9 g de glycérol ; G+F = 1,3 g/L ; pH 3,1). Afin d’éviter 

an9_13                       an3_3                  an2_1                           an9_2                    an9_12 
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d’éventuels phénomènes de saturation ou de rémanence, deux sessions ont été organisées, une 

le matin et l’autre l’après-midi. 

Pour chaque concentration, trois verres sont présentés aux dégustateurs, l’un d’entre 

eux contenant le vin additionné du composé étudié, les deux autres contenant le vin témoin. Il 

a été demandé à chaque individu de désigner l’échantillon différent. Le matin, trois 

concentrations ont été présentées, par ordre croissant : 0,25, 0,5 et 1 mg/L. Pour chaque 

dégustateur, les concentrations proposées à la session de l’après-midi dépendent des résultats 

du matin. Il dégustera en effet à nouveau la concentration la plus basse pour laquelle il a 

donné une bonne réponse, afin de confirmer son jugement, ainsi que les 2 concentrations 

inférieures (0,125 et 0,0625 mg/L). Si le dégustateur ne trouve aucune bonne réponse le 

matin, les trois concentrations supérieures lui seront présentées l’après-midi (2, 4 et 8 mg/L).  

Cette méthode permet de limiter la fatigue des dégustateurs en adaptant au mieux les 

concentrations présentées à leur propre sensibilité. Vingt-trois personnes appartenant au 

personnel des laboratoires de l’ISVV et entraînées à la dégustation des vins ont participé à ce 

test sensoriel. Les échantillons ont été présentés dans des verres AFNOR, à une température 

de 12 °C, dans une salle de dégustation équipée de boxes individuels. Chaque seuil individuel 

correspond à la moyenne géométrique entre la concentration correcte la plus basse et la 

précédente. Le seuil collectif est obtenu en calculant la moyenne géométrique de tous les 

seuils individuels. 

 

2. Résultats et discussion 

Afin de mesurer la contribution relative des énantiomères à la perception amère de 

leur mélange racémique, chaque composé est dégusté à 2 mg/L dans une solution hydro-

alcoolique à 12 % vol., en comparaison d’une solution modèle de contrôle. Les mêmes 

concentrations sont testées dans un vin blanc non boisé. Les experts perçoivent une forte 

amertume (7/7) à la dégustation de l’énantiomère a du lyonirésinol, dont l’intensité est 

comparable à celle d’une solution du mélange racémique à 4 mg/L. A l’inverse, l’énantiomère 

b ne développe presque aucun goût, si ce n’est une légère douceur. On peut donc conclure que 

l’amertume du mélange racémique ne provient que de l’amertume de l’énantiomère a du 

lyonirésinol. 

 Le seuil de détection du (+)-lyonirésinol a est déterminé et s’élève à 0,46 mg/L (seuils 

de détection individuels s’étalant de 43 µg/L à 4 mg/L.). On observe que le seuil de détection 

du (+)-lyonirésinol a est inférieur à la moitié du seuil de détection du lyonirésinol en mélange 
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racémique, ce qui laisse supposer que l’énantiomère (-)-lyonirésinol b pourrait moduler 

l’amertume du (+)-lyonirésinol a grâce à sa légère douceur. 

 Afin de déterminer l’impact du (+)-lyonirésinol a sur l’amertume des vins, il est 

nécessaire de mesurer les concentrations de ce dernier dans les vins et de les comparer à son 

seuil de détection. Le dosage du (+)-lyonirésinol dans les eaux-de-vie est également réalisé 

afin d’étudier l’impact du temps d’élevage sur sa concentration. 

 

III. Quantification du (+)-lyonirésinol dans les vins et les eaux-de-vie ; étude de 

l’influence des paramètres de tonnellerie 

A. Développement d’une méthode de dosage des énantiomères du lyonirésinol 

1. Principe de la méthode 

La quantification des énantiomères du lyonirésinol nécessite leur séparation 

chromatographique. Celle-ci n’est pas réalisable dans un environnement symétrique ; les 

conditions chromatographiques classiques en LC-FTMS, c’est-à-dire l’utilisation d’une 

colonne C18 classique avec des solvants non chiraux (H2O et ACN), ne permettent pas cette 

séparation. Pour effectuer la résolution chirale du (±)-lyonirésinol, il est donc nécessaire 

d’utiliser une colonne avec phase stationnaire chirale (CSP). Cependant, la nature 

polymérique de ce type de colonne ne permet pas son lavage avec des pourcentages élevés en 

ACN après chaque échantillon, puisqu’elle ne résiste pas aux fortes variations de pression et 

de polarité de la phase mobile. Ainsi, le vin, les eaux-de-vie et les macérats de bois, qui sont 

des matrices complexes, ne peuvent pas être directement injectés sur ce type de colonne de 

façon durable. Il est donc préférable d’analyser des fractions pré-purifiées afin d’éviter 

l’encrassement de la colonne. Pour cette raison, une étape de pré-purification par SPE a été 

réalisée en amont des analyses sur colonne CSP. Néanmoins, ce prétraitement pourrait 

diminuer la précision et la robustesse de la technique de quantification. Le (±)-lyonirésinol a 

ainsi d’abord été dosé par des analyses LC-FTMS sur colonne C18, selon la méthode de 

dosage développée par Marchal et al. dans le vin (Marchal et al., 2015a) et adaptée ici pour 

les eaux-de-vie et les macérats de bois. Puis, les analyses LC-FTMS sur colonne CSP ont été 

utilisées après pré-purification par SPE afin d’effectuer la résolution chirale du (±)-

lyonirésinol et de déterminer son rapport énantiomérique. Cette méthode en deux étapes vise à 

déterminer pour la première fois les concentrations en énantiomères du lyonirésinol dans les 

vins, les eaux-de-vie et les macérats de bois. 
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2. Méthodologie 

a) Préparation des échantillons 

(1) Préparation d’échantillons pour la quantification du (±)-

lyonirésinol 

Avant de procéder au dosage du (±)-lyonirésinol dans les vins, les eaux-de-vie et les 

macérats de bois, ces derniers ont été dilués, respectivement, par 3, 8 et 25 avec de l’eau ultra-

pure. Après une filtration à 0,45 µm, les échantillons ont été injectés directement en LC-

FTMS dans les conditions chromatographiques et spectrométriques décrites au préalable dans 

le Chapitre 3-I.A. 

 

(2) Préparation d’échantillons pour la détermination du 

rapport énantiomérique 

Avant la pré-purification par SPE, les échantillons de vin, d’eau-de-vie et de macérat 

de bois ont été, respectivement, dilués par 3, 8 et 4 afin de réduire le niveau d’éthanol. Puis, 

des aliquotes de vin (3 mL), d’eau-de-vie (8 mL) et de macérat de bois (8 mL) ont été filtrées 

à 0,45 µm et déposées sur une colonne apolaire (Bond Elut ENV, polymère PS/DVB, 200 mg, 

particules sphériques de 125 µm, Agilent). Les élutions ont été réalisées successivement avec 

2 mL d’une solution à 20 % d’ACN puis 2 mL d’une solution à 40 % d’ACN dans de l’eau 

ultra-pure acidifiée à 0,05 % de TFA. Des aliquotes de la fraction à 40 % d’ACN, contenant le 

lyonirésinol, ont été prélevées, évaporées à sec au RapidVap puis resolubilisées dans une 

solution H2O/MeOH : 95/5 avant d’être injectées en LC-FTMS sur colonne CSP dans les 

conditions chromatographiques et spectrométriques décrites dans le Chapitre 4-I.B.1.a). 

 

b) Préparation des solutions de calibration 

La méthode utilisée pour la quantification du (±)-lyonirésinol dans les vins a été 

décrite par Marchal et al. (Marchal et al., 2015a). Pour la quantification du (±)-lyonirésinol 

dans les eaux-de-vie et les macérats de bois, deux séries de solutions de calibration ont étés 

préparées par dilutions successives d’une solution mère de lyonirésinol à 1 g/L dans une 

solution modèle utilisée pour la préparation des macérats de bois et dans une eau-de-vie non 

boisée diluée par 8. Ainsi les concentrations des solutions de calibration sont les suivantes : 

10 mg/L, 5 mg/L, 2 mg/L, 1 mg/L, 500 µg/L, 200 µg/L, 100 µg/L, 50 µg/L, 20 µ/L, 10 µg/L, 

5 µg/L, 2 µg/L. 
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c) Analyse en LC-FTMS et traitement des résultats 

Les conditions chromatographiques et spectrométriques utilisées au cours des analyses 

de quantification par LC-FTMS étaient les mêmes que celles décrites dans les Chapitres 3-

I.A. et 4-I.B.1.a). Le volume d’injection était fixé à 5 µL. La seringue et la boucle d’injection 

ont été lavées deux fois avant et après chaque injection avec une solution d’ACN et une 

solution de H2O/MeOH : 50/50. Les résultats ont été traités automatiquement par l’application 

Quanbrowser du logiciel Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). Le lyonirésinol a été détecté à 

partir de la masse exacte de son ion déprotoné C22H27O8
-
 (m/z 419,1712) et son temps de 

rétention (2,16 min). Les aires des pics ont été intégrées automatiquement. 

 

3. Validation de la méthode de quantification sur colonne C18 

Si la méthode de dosage du (±)-lyonirésinol avait déjà été validée dans les vins 

(Marchal et al., 2015a), la validation doit être effectuée dans les eaux-de-vie et les macérats 

de bois en étudiant sa sensibilité, sa linéarité, sa spécificité, sa répétabilité et sa justesse. 

 

a) Sensibilité 

La précision de mesure de masse de l’analyseur Orbitrap, inférieure à 3 ppm, assure la 

sélectivité de la détection, avec un bruit de fond quasi inexistant dans les chromatogrammes 

d’ions extraits. Ainsi, l’approche classique de détermination de la sensibilité d’un appareil 

LC-MS, dépendant de l’évaluation du rapport signal/bruit, n’est pas pertinente. Afin de 

déterminer la sensibilité de la méthode LC-FTMS, l’approche décrite par De Paepe et al.(De 

Paepe et al., 2013) a été utilisée. Les cinq niveaux les plus bas de la gamme de calibration (de 

2 µg/L à 50 µg/L) ont été injectés cinq fois, et la précision (% Coefficient de Variation (CV)) 

et la justesse (ratio de recouvrement) ont été calculées pour chaque niveau. La plus basse 

concentration avec une précision inférieure à 10 % et une justesse supérieure à 90 % a été 

définie comme l’IDL (Limite de Détection Instrumentale), exprimée en µg/L. Elle est établie 

à 5 µg/L dans cette étude, pour les macérats de bois comme pour les eaux-de-vie. De Paepe et 

al. (De Paepe et al., 2013) ont défini la Limite de Quantification Instrumentale (IQL) comme 

s’élevant à deux fois la valeur de l’IDL. Les limites de détection (LOD) et de quantification 

(LOQ) ont été calculées en considérant les concentrations des macérats (50 g/L de copeaux de 

bois) et le facteur de dilution utilisé pour la préparation des échantillons de chaque matrice (8 

et 25 pour les eaux-de-vie et les macérats de bois respectivement). Elles sont exprimées en 

µg/g de bois. Ces données sont présentées dans le Tableau 24. 



Première partie : Étude de la contribution des lignanes du bois de chêne au goût du vin 

84 

 

  

T
a
b

le
a

u
 2

4
. 
P

ar
am

èt
re

s 
d
e 

v
al

id
at

io
n
 d

e 
la

 m
ét

h
o

d
e 

d
e 

q
u
an

ti
fi

ca
ti

o
n
 d

u
 (

±
)-

ly
o
n
ir

és
in

o
l 

d
an

s 
le

 b
o
is

 d
e 

ch
ên

e 
et

 l
es

 e
au

x
-d

e-
v
ie

. 

a  L
a 

m
as

se
 e

x
p
ér

im
en

ta
le

 u
ti

li
sé

e 
p
o
u
r 

la
 d

ét
er

m
in

at
io

n
 d

e 
l’

ex
ac

ti
tu

d
e 

d
e 

la
 m

as
se

 c
o
rr

es
p
o
n
d
 à

 l
a 

m
as

se
 m

es
u
ré

e 
su

r 
to

u
te

 l
a 

la
rg

eu
r 

d
u
 

p
ic

 c
h
ro

m
at

o
g
ra

p
h
iq

u
e 

d
u
 l

y
o
n
ir

és
in

o
l.

 L
a 

v
al

eu
r 

d
o
n
n
ée

 d
an

s 
le

 t
ab

le
au

 c
o
rr

es
p
o
n
d

 à
 l

a 
d
év

ia
ti

o
n
 m

ax
im

u
m

 o
b
se

rv
ée

 s
u

r 
l’

en
se

m
b
le

 

d
es

 c
o
n
ce

n
tr

at
io

n
s 

d
e 

la
 g

am
m

e 
d
e 

ca
li

b
ra

ti
o
n
. 



Première partie : Étude de la contribution des lignanes du bois de chêne au goût du vin 

85 

 

 

 

b) Linéarité 

Compte tenu des concentrations en lyonirésinol estimées dans des études précédentes 

(Marchal et al., 2015a), la gamme de travail a été choisie de l’IQL à 5 mg/L. Pour chaque 

solution de calibration, l’aire du pic du lyonirésinol a été reportée en fonction de la 

concentration nominale. Une régression linéaire a été réalisée avec une pondération en 1/x. La 

linéarité a été évaluée par le coefficient de corrélation (R
2
) de la droite de calibration ainsi que 

par les déviations entre les concentrations standards calculées et les valeurs nominales. 

Une droite a ainsi été obtenue avec des coefficients de corrélation corrects pour les 

macérats de bois comme pour les eaux-de-vie (0,997 et 0,996 respectivement) et la justesse 

est calculée à plus de 90 % à partir de la courbe de calibration. 

 

c) Répétabilité 

Pour évaluer la répétabilité, cinq réplicats de deux solutions de calibration (50 µg/L et 

500 µg/L) ont été successivement injectés. Pour chaque concentration, le CV est inférieur à 4 

%, ce qui valide la répétabilité de la méthode.  

 

d) Justesse 

La justesse a été évaluée en calculant le rapport de recouvrement entre la 

concentration mesurée et la concentration attendue en théorie pour un échantillon de macérat 

de bois, une eau-de-vie (S-8), un vin rouge (VR-1) et un vin blanc (VB-2) dans lesquels un 

ajout de 100 µg/L, 500 µg/L et 1 mg/L de lyonirésinol a été réalisé. Les ratios de 

recouvrement sont supérieurs à 94 % pour les trois ajouts de lyonirésinol dans les eaux-de-vie 

et les macérats de chêne, ce qui suggère que les effets de la matrice sont négligeables. En 

outre, les ratios de recouvrement ont également été mesurés à plus de 92 % pour les vins 

blancs et rouges. Ainsi, ces résultats démontrent la justesse de la méthode. 

 

e) Spécificité 

La spécificité a été évaluée par la précision de mesure de masse et la répétabilité des 

temps de rétention. Ces paramètres ont été vérifiés pour chaque injection des solutions de 

calibration. De très faibles variations de temps de rétention (< 0,02 min) et une précision de 
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mesure de masse inférieure à 1,5 ppm ont été observées pour les différentes concentrations en 

lyonirésinol, ce qui garantit la spécificité de la méthode. 

 

La méthode de quantification du lyonirésinol par LC-FTMS a donc été validée, sans 

recourir à l’ajout d’un étalon interne, ce qui facilite sa mise en œuvre. Afin de pallier à 

d’éventuels défauts de reproductibilité, la gamme de calibration a été injectée chaque jour 

d’analyse, ce qui est rendu possible par la faible durée des séparations par U-HPLC. 

 

4. Validation de la méthode de détermination du rapport 

énantiomérique sur colonne chirale 

a) Conditions chromatographiques et spectrométriques 

Une étape de SPE a été réalisée pour pré-purifier les échantillons avant les analyses 

LC-FTMS sur colonne CSP. Des injections LC-FTMS des fractions de SPE sur la colonne 

C18 ont montré que la majorité du lyonirésinol est élué dans la fraction à 40 % d’ACN, avec 

un ratio de recouvrement compris entre 50 et 80 %, alors que de nombreux composés sont 

élués dans la fraction à 20 % d’ACN. Cette étape ne vise pas à mesurer la quantité totale du 

lyonirésinol dans les échantillons mais à déterminer son rapport énantiomérique. Or, l’analyse 

sur colonne à phase stationnaire chirale a révélé que ce rapport énantiomérique est identique 

dans toutes les fractions de SPE contenant du lyonirésinol. Ainsi, seule la fraction à 40 % 

d’ACN peut être injectée par chromatographie sur colonne CSP pour déterminer le rapport 

énantiomérique du lyonirésinol, ce qui évite la détérioration de la colonne. Les conditions 

chromatographiques ont été choisies pour optimiser la séparation des énantiomères du 

lyonirésinol, comme le montre la Figure 25. L’élution est réalisée en mode isocratique, 

favorable à l’équilibre entre la phase mobile et les dérivés polysaccharidiques de la phase 

stationnaire. Cette condition permet d’améliorer la résolution des pics chromatographiques.  
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Figure 25. XIC en ionisation négative correspondant à l’ion déprotoné C22H27O8
-
 (m/z 

419,1712, précision à 5 ppm) de l’échantillon EDV-8, sur colonne chirale. 

 

Le débit du flux chromatographique et la composition de la phase mobile utilisés pour 

la séparation sur colonne CSP diffèrent de ceux mis en œuvre pour l’analyse sur colonne C18. 

Les paramètres d’ionisation ont donc été modifiés (Tableau 22 du Chapitre 4-I.B.1.a)). 

Lors de l’ionisation, la phase mobile constitue un environnement symétrique, dans 

lequel les deux énantiomères possèdent des propriétés physico-chimiques identiques. En 

outre, l’élution est réalisée en mode isocratique. Par conséquent, le (+)-lyonirésinol et le (-)-

lyonirésinol présentent, dans ces conditions, le même rendement d’ionisation. Le rapport 

énantiomérique (r) peut ainsi être calculé directement en faisant le rapport entre les aires des 

pics correspondant aux deux énantiomères. Il est défini tel que :  

r = aire du pic du (+)-lyonirésinol / aire du pic du (-)-lyonirésinol 

 

b) Validation de la méthode de détermination du rapport 

énantiomérique sur colonne chirale 

Avant l’injection LC-FTMS sur colonne CSP, la méthode de prétraitement des 

échantillons par SPE doit être validée. 

 

(1) Reproductibilité de la SPE 

Tout d’abord, la reproductibilité de la méthode de SPE est testée par l’injection d’un 

échantillon de vin sur trois cartouches de SPE différentes. Le CV, calculé à partir de l’aire du 

pic du (±)-lyonirésinol pour les trois cartouches de SPE, est inférieur à 4 %. Ainsi, cette étape 

de prétraitement par SPE se révèle reproductible.  

 

XIC MS négatif 

m/z= 419,1712 

Echantillon-EDV8 
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(2) Préservation du rapport énantiomérique lors de la SPE 

Afin d’étudier la préservation du rapport énantiomérique lors de la pré-purification par 

SPE, trois réplicats d’une solution de (±)-lyonirésinol à 1 mg/L sont traités par SPE. La 

fraction à 40 % d’ACN a ensuite été injectée en LC-FTMS sur colonne CSP. En parallèle, 

trois injections directes de la solution de lyonirésinol en LC-FTMS ont été réalisées. 

 

(3) Répétabilité 

Trois réplicats d’un échantillon de macérat de bois et d’un échantillon de vin sont 

injectés sur la colonne CSP. Le CV de r est inférieur à 2 % pour les deux types de matrice. La 

répétabilité de l’analyse sur colonne CSP est donc vérifiée. 

 

(4) Spécificité 

La spécificité de la méthode est évaluée par la répétabilité des temps de rétention et 

par la précision de la mesure de masse. Ces dernières ont été évaluées tout au long des 

expériences précédentes et au cours des injections des échantillons. 

De faibles variations des temps de rétention des deux énantiomères (< 0,12 min) et une 

précision de masse inférieure à 3 ppm ont été observées pour tous les échantillons analysés 

(Figure 26).  

Ces résultats démontrent ainsi une bonne spécificité de la méthode LC-FTMS avec 

colonne CSP. 
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Figure 26. TIC et XIC en ionisation négative correspondant à l’ion déprotoné C22H27O8
-
 (m/z 

419,1712 ; précision à 5 ppm) de l’échantillon EDV-8. 

 

La concentration en énantiomères du lyonirésinol dans les vins et les eaux-de-vie est 

déterminée en deux étapes : d’abord le (±)-lyonirésinol est dosé sur colonne C18 puis le 

rapport énantiomérique est mesuré sur colonne CSP. La validation de cette méthode permet 

son application à des échantillons de vins et d’eaux-de-vie afin d’étudier l’impact sensoriel du 

(+)-lyonirésinol. 

 

B. Dosage des énantiomères du lyonirésinol dans les vins 

1. Origine des vins analysés 

 Le lyonirésinol a été dosé dans 59 vins rouges commerciaux (29 de diverses 

appellations de la rive gauche de Bordeaux, 23 originaires du vignoble de la rive droite de 

Bordeaux, 3 de Californie, 3 d’Australie et 1 d’Italie ainsi que dans 10 vins blancs 

commerciaux (appellation Graves). Les millésimes s’étendent sur plus d’une centaine 

d’années, de 1911 à 2013. Tous ces vins ont été élevés en barriques, avec des durées 

d’élevage et des pourcentages de barriques neuves non précisés mais vraisemblablement 

variables. 

 

TIC MS négatif 

XIC  MS négatif 

m/z= 419,1712 
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2. Résultats du dosage du (+)-lyonirésinol dans les vins 

Dans les vins rouges, le (±)-lyonirésinol a été observé à des concentrations allant de 

0,6 mg/L à 10 mg/L, avec une valeur moyenne de 3,3 mg/L. Les vins blancs analysés 

présentaient une teneur moyenne de 1,4 mg/L en (±)-lyonirésinol (de 1,2 à 2,3 mg/L) 

(ANNEXE 4). Ces résultats sont en accord avec les concentrations précédemment mesurées 

par Marchal (Marchal, 2010), entre 1,3 et 2,4 mg/L dans divers millésimes d’un vin blanc 

commercial. 

Les vins rouges sont généralement élevés pendant plus longtemps et avec un 

pourcentage plus important de barriques neuves que les vins blancs, ce qui pourrait expliquer 

leurs valeurs moyennes en lyonirésinol plus élevées.  

Tandis qu’une forte variabilité des teneurs en lyonirésinol est observée dans les vins 

rouges (de 0,6 à 10 mg/L), les valeurs mesurées dans les vins blancs sont plus homogènes. 

Cela peut s’expliquer par le plus faible nombre d’échantillons analysés mais également par 

leur origine commune : les dix vins blancs provenaient de la même propriété et ont donc été 

élevés dans des conditions proches. Par ailleurs, on observe également des teneurs en (±)-

lyonirésinol similaires entre des vins issus de vieux millésimes et de millésimes plus récents 

d’une même propriété (Figure 27). Ces résultats suggèrent une certaine stabilité du 

lyonirésinol dans le temps. Les variations observées entre les différents échantillons semblent 

donc plutôt être liées aux pratiques œnologiques qu’au temps de vieillissement en bouteille. 

 

Figure 27. Variations des concentrations en (+)-lyonirésinol et en (-)-lyonirésinol dans 

différents millésimes du Médoc (1911 à 2004) A et de Graves (1998 à 2006) B. Les barres 

d’erreurs indiquent un intervalle de confiance de 95 %. 

 

A Vins Rouges Médoc B Vins Blancs Graves 
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L’analyse sur colonne à phase stationnaire chirale révèle des valeurs similaires pour 

les moyennes des rapports énantiomériques obtenues dans les vins rouges (1,27) et blancs 

(1,19). En outre, la Figure 27 suggère que le vieillissement en bouteille n’affecte pas les 

proportions relatives de chaque énantiomère.  

Les concentrations en énantiomères du lyonirésinol dans les vins rouges et blancs sont 

présentées dans le Tableau 25. Les concentrations moyennes en (+)-lyonirésinol s’élèvent à 

1,9 mg/L dans les vins rouges (de 0,3 à 5,5 mg/L) et 0,8 mg/L dans les vins blancs (de 0,6 à 

1,3 mg/L). 

 

Tableau 25. Présence du (+)-lyonirésinol et du (-)-lyonirésinol dans 59 vins rouges et 10 vins 

blancs. 

  
Moyenne 

(mg/L) 

1
er
 quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3
ème

 quartile 

(mg/L) 

Vins Rouges 
(+)-lyonirésinol 1,9 1,0 1,6 2,5 

(-)-lyonirésinol 1,5 0,7 1,1 2,1 

Vins Blancs 
(+)-lyonirésinol 0,8 0,7 0,8 0,8 

(-)-lyonirésinol 0,7 0,6 0,6 0,7 

 

3. Discussion 

 Le seuil de détection du (+)-lyonirésinol a été établi à 0,46 mg/L. Le Tableau 25 

montre que ses concentrations moyennes dans les vins sont 4,1 et 1,7 fois plus élevées, 

respectivement dans les vins rouges et blancs, que cette valeur. Les concentrations en (+)-

lyonirésinol sont en effet supérieures à son seuil de détection dans la quasi-totalité des vins 

dosés au cours de cette étude (Tableau 25 et ANNEXE 4), sauf pour trois échantillons dans 

lesquels les concentrations en sont très proches. 

Ces résultats démontrent clairement l’impact du (+)-lyonirésinol sur l’amertume des 

vins blancs. Faute de quantité disponible suffisante, le seuil de détection du (+)-lyonirésinol 

n’a pas été déterminé dans le vin rouge ; l’effet de la matrice pourrait en moduler la valeur. 

Cependant, l’ampleur des écarts mesurés entre les concentrations en (+)-lyonirésinol dans les 

vins rouges et son seuil de détection dans les vins blancs suggèrent que le (+)-lyonirésinol 

doit également avoir un impact sur l’amertume des vins rouges. 
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C. Dosage des énantiomères du lyonirésinol dans des eaux-de-vie 

1. Nature et origine des eaux-de-vie analysées 

Les eaux-de-vie utilisées ont été fournies par la maison Rémy-Martin. Parmi leur 

gamme commerciale, 6 cognacs ont été dosés, ainsi que 4 eaux-de-vie en cours d’élevage. 

 

2. Résultats du dosage du (+)-lyonirésinol dans les eaux-de-vie et 

discussion 

Dans les cognacs commerciaux, la concentration moyenne en (±)-lyonirésinol s’élève 

à 8,8 mg/L avec de fortes variations d’une référence à une autre (3,4 à 17,5 mg/L) (ANNEXE 

4). Le rapport énantiomérique du lyonirésinol est similaire à celui mesuré dans les vins (r = 

1,18) et les concentrations en (+)-lyonirésinol varient de 2 à 10 mg/L. Les teneurs plus 

élevées en lyonirésinol observées dans ces cognacs en comparaison de celles mesurées dans 

les vins peuvent s’expliquer par les pourcentages en éthanol beaucoup plus élevés des 

cognacs et la durée supérieure de leur élevage sous bois. Par ailleurs, le cognac résulte d’un 

assemblage d’eaux-de-vie de différents millésimes, aussi les variations entre références 

pourraient s’expliquer en partie par l’âge moyen des différents cognacs. 

Afin d’étudier l’influence du temps d’élevage sous bois sur la teneur en lyonirésinol, 

quatre eaux-de-vie élevées en barriques depuis des durées différentes (de 4 à 20 ans) ont été 

directement prélevées et analysées avant assemblage. Les résultats du dosage montrent que 

plus l’eau-de-vie a été longtemps au contact du bois, plus la teneur en lyonirésinol total est 

élevée. En revanche, le rapport énantiomérique est constant, quelle que soit la durée de 

l’élevage. Ces observations soutiennent l’hypothèse du rôle du temps de contact avec le bois 

de chêne pour expliquer les teneurs plus élevées observées dans les cognacs en comparaison 

des vins. (Figure 28).  
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Figure 28. Variations des concentrations en énantiomères du lyonirésinol dans les eaux-de-

vie élevées en barriques pendant 4, 6, 10 et 20 ans. Les barres d’erreurs indiquent un 

intervalle de confiance de 95 %. 

 

Par ailleurs, une part du cognac, appelée « la part des anges », est évaporée au cours de 

l’élevage en barriques, ce qui entraîne une concentration des composés non-volatils. 

Cependant, ce phénomène est estimé entre 2 et 4 % par an (Lafon et al., 1973). Il ne peut 

donc expliquer à lui seul les variations des teneurs en (+)-lyonirésinol observées à la Figure 

28. 

Ainsi, les concentrations en (+)-lyonirésinol varient de 3,2 à 8,2 mg/L dans les eaux-

de-vie et elles augmentent avec la durée de l’élevage. Malgré la libération du lyonirésinol 

apportant de l’amertume, l’élevage en barrique du cognac est connu pour améliorer ses 

qualités organoleptiques. En effet, d’autres composés gustatifs, tels que les 

quercotriterpénosides à saveur sucrée (Marchal et al., 2011b ; Marchal et al., 2015b) peuvent 

être libérés de manière concomitante et moduler l’effet du (+)-lyonirésinol sur l’équilibre 

gustatif des eaux-de-vie. La détermination du seuil de détection du (+)-lyonirésinol dans les 

eaux-de-vie permettrait la clarification de son impact gustatif dans cette matrice. 

 

D. Dosage des énantiomères du lyonirésinol dans des macérats de bois de 

chêne 

1. Nature et origine des macérats de bois analysés 

Les échantillons de bois de chêne sont d’origine française et proviennent de la 

tonnellerie Seguin Moreau. Deux paramètres de tonnellerie ont été étudiés. Le premier 

0 

6 

12 

18 

4 6 10 20 

C
o
n
ce

n
tr

at
io

n
 (

m
g
/L

) 

Elevage en barrique (années) 

(-)-lyonirésinol 

(+)-lyonirésinol 



Première partie : Étude de la contribution des lignanes du bois de chêne au goût du vin 

94 

 

paramètre est l’influence de l’espèce sur les concentrations en (+)- et (-)-lyonirésinol. Pour 

cela, 15 échantillons de Quercus petraea (chêne sessile) et 15 échantillons de Quercus robur 

(chêne pédonculé) ont été sélectionnés. L’identification des espèces a été effectuée pour 

chaque échantillon en fonction de sa composition triterpénique, selon la méthode développée 

par Marchal et al. (Marchal et al., 2015d). Le second paramètre étudié est l’effet de la 

chauffe. Celle-ci est réalisée dans un four à céramique à chaleur tournante. Dans cet essai, 

cinq douelles sont coupées en cinq fragments (10 cm x 5 cm x 2 cm). Un fragment de chaque 

douelle est chauffé à 140 °C, un à 180 °C, un à 200 °C et un à 250 °C. Le dernier fragment est 

conservé comme témoin, non chauffé. Cinq modalités de chauffe sont ainsi obtenues, avec 

cinq réplicats pour chacune d’entre elles.  

Par ailleurs, 13 douelles de chêne sessile ont été extraites de la chaîne de production de 

Seguin-Moreau après avoir été exposées à une chauffe de cintrage et de bousinage qualifiées 

de « chauffe moyenne ». Des échantillons (2,5 g) sont collectés par raclage, sur 3 mm 

d’épaisseur, de la face interne (exposée au feu) et de la face externe (non exposée au feu) de 

chaque douelle. 

Tous ces échantillons ont ensuite été broyés sous forme de poudre et mis à macérer à 

raison de 50 g/L pendant 48 heures dans une solution modèle de vin (H2O/EtOH : 88/12, 5 

g/L d’acide tartrique, pH 3,5), puis filtrés à 0,45 µm. Les concentrations des échantillons de 

bois sont exprimées par la suite en mg/g de bois sec. 

 

2. Résultats du dosage du (+)-lyonirésinol dans les macérats de bois et 

discussion 

Compte tenu de l’impact gustatif du (+)-lyonirésinol, il est intéressant de chercher à 

limiter sa teneur dans le bois afin d’éviter la dépréciation de l’équilibre gustatif des vins que 

son amertume pourrait provoquer. Des études ont montré l’importance de l’influence des 

paramètres de tonnellerie, tels que l’origine botanique ou encore l’intensité de la chauffe, sur 

la composition du bois (Chatonnet et al., 1989 ; Sarni et al., 1990 ; Mosedale et al., 1999). 

L’espèce de chêne et l’intensité de chauffe constituent ainsi deux paramètres qu’il est possible 

de contrôler lors de la fabrication des barriques. 

a) Influence des espèces de chêne 

Les concentrations en (±)-lyonirésinol dans le bois de chêne ont été mesurées à 0,79 et 

0,67 mg/g en moyenne, respectivement, pour le chêne sessile et le chêne pédonculé. Une 

ANOVA à un facteur a mis en évidence l’absence d’effet significatif de l’espèce sur la teneur 

totale en lyonirésinol (p-value = 0,16). 
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La moyenne des rapports énantiomériques est établie à 1,09 pour le chêne sessile et à 

0,99 pour le chêne pédonculé, ce qui suggère que le (+)-lyonirésinol et le (-)-lyonirésinol sont 

présents dans des proportions similaires dans le bois de chêne, comme l’illustre la Figure 29. 

Des résultats similaires ont été reportés pour Quercus robur (Nabeta et al., 1987), ainsi que 

pour Quercus petraea (Cretin et al., 2015). 

 

Figure 29. Concentrations en (+)-lyonirésinol et en (-)-lyonirésinol pour les échantillons de 

bois des espèces sessile et pédonculé. Les barres d’erreurs indiquent un intervalle de 

confiance de 95 %. 

 

Par ailleurs, aucun effet significatif de l’espèce n’a été observé pour les concentrations 

en (+)-lyonirésinol (p-value = 0,07). En effet, le rapport énantiomérique du lyonirésinol met 

en évidence de fortes variations interindividuelles pour une même espèce, entre 0,56 et 1,43 

pour le chêne sessile et entre 0,36 et 1,45 pour le chêne pédonculé. De cette manière, les 

concentrations en (+)-lyonirésinol s’élèvent de 0,14 à 0,60 mg/L et de 0,12 à 0,52 mg/L, 

respectivement, pour le chêne sessile et pédonculé. Une telle variabilité interindividuelle a été 

observée au préalable dans ces deux espèces pour d’autres types de composés, tels que la β-

méthyl-γ-octalactone, les ellagitanins (Prida et al., 2006) ou encore les triterpènes (Marchal et 

al., 2015d). En ce qui concerne le (+)-lyonirésinol, ces fortes variations pourraient contribuer 

à l’hétérogénéité souvent observée dans les chais entre des barriques de la même origine et 

fabriquées par le même tonnelier. 

b) Influence de la température de chauffe 

Les analyses des concentrations en (±)-lyonirésinol pour différentes températures de 

chauffe montrent qu’il reste stable jusqu’à une température de 200 °C, et paraît subir une 

légère dégradation à 250 °C. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente qui décrit 

également une diminution de la concentration en lyonirésinol à partir de 250 °C (Sarni et al., 

1990). Cependant, les analyses statistiques ne révèlent aucun écart significatif de la teneur en 
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(+)-lyonirésinol entre le témoin et les modalités chauffées, de 140 à 250 °C (Figure 30). Ce 

manque de significativité s’explique en partie par la forte variation inter-réplicat pour chaque 

température.  

 

 

Figure 30. Variations des concentrations en (+)-lyonirésinol et en (-)-lyonirésinol à 

différentes températures de chauffe (de 140 °C à 250 °C). Les barres d’erreurs indiquent un 

intervalle de confiance de 95 %. 

 

 Afin de limiter cette hétérogénéité, des douelles ont été sélectionnées sur la base de 

leurs teneurs similaires en lyonirésinol et chauffées sur leur face interne, comme c’est le cas 

lors du processus de fabrication des barriques en tonnellerie. Des échantillons ont été collectés 

sur la face interne (chauffée) et la face externe (non chauffée) de ces douelles et le 

lyonirésinol y a été dosé. Les résultats montrent de très faibles écart-types, permettant une 

interprétation plus juste des résultats. Toutefois, les analyses statistiques ne montrent aucune 

différence entre les faces interne et externe des douelles, que ce soit en terme de teneur totale 

de lyonirésinol (p-value = 0,62) ou de concentration moyenne en (+)-lyonirésinol (p-value = 

0,83). En effet, les concentrations moyennes en (+)-lyonirésinol s’élèvent à 0,79 mg/g pour la 

face interne et à 0,80 mg/g pour la face externe des douelles, comme l’illustre la Figure 31.  
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Figure 31. Concentrations en (+)-lyonirésinol et en (-)-lyonirésinol d’échantillons provenant 

des faces interne (chauffée) et externe (non chauffée) de douelles de bois de chêne. Les barres 

d’erreurs indiquent un intervalle de confiance de 95 %. 

 

Ainsi, les paramètres de tonnellerie étudiés ne semblent pas avoir d’impact significatif 

sur la concentration en (+)-lyonirésinol. La maîtrise de l’espèce de chêne utilisée ou de la 

chauffe appliquée ne semble donc pas pertinente pour moduler l’apport amer du (+)-

lyonirésinol. 

 

Conclusion 

Le lyonirésinol est une molécule amère libérée par le bois de chêne au cours de 

l’élevage en barriques. Il appartient à la famille des lignanes, qui n’avait été que très peu 

étudiée dans le bois de chêne et les vins. Une approche de criblage ciblée a d’abord été mise 

en œuvre et décrite au chapitre 3. Plusieurs dérivés et analogues du lyonirésinol ont été isolés 

et identifiés par résonance magnétique nucléaire. Certains d’entre eux n’avaient jamais été 

décrits dans le genre Quercus et un composé a été caractérisé pour la première fois. L’étude 

de leurs propriétés sensorielles a révélé plusieurs composés amers, sans toutefois établir de 

lien évident entre la structure chimique et les propriétés organoleptiques. La confrontation des 

données sensorielles et quantitatives a établi que le lyonirésinol est à la fois le plus abondant 

et le plus amer des lignanes observés dans le bois de chêne et les vins. 

Des études précédentes avaient montré que le lyonirésinol est présent sous forme 

racémique dans le bois de chêne. En outre, sa structure comporte trois centres stéréogènes. 

Lors du dernier chapitre, les stéréoisomères du lyonirésinol présents dans le bois de chêne ont 

donc été étudiés. Un diastéréoisomère nommé epi-lyonirésinol a été observé, sous forme de 

mélange de deux énantiomères ; il est peu actif au niveau sensoriel. Par ailleurs, les 
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énantiomères du lyonirésinol ont été séparés et leur configuration absolue a été établie par 

dichroïsme circulaire vibrationnel. Seule la forme dextrogyre, (8R, 8′R, 7′S)-(+)-lyonirésinol, 

est responsable de l’amertume du mélange racémique.  

La détermination de son seuil de détection et de ses concentrations dans les vins et les 

eaux-de-vie, a permis de mettre en évidence son impact sur le goût du vin par une 

augmentation d’amertume. Enfin, l’étude de l’influence de paramètres de tonnellerie a permis 

de mettre en évidence que la libération du (+)-lyonirésinol n’est pas influencée par l’origine 

botanique ni par l’intensité de la chauffe du bois. En revanche, une grande variabilité a été 

observée entre échantillons de la même espèce et l’origine de cette hétérogénéité devra faire 

l’objet d’études ultérieures afin de mieux maîtriser la contribution amère de l’élevage sous 

bois. 
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DEUXIÈME PARTIE : 

INFLUENCE SENSORIELLE DE LA CUVAISON DES VINS ROUGES SUR LEUR 

ÉQUILIBRE GUSTATIF  

 

CHAPITRE 5 - ÉTUDE DE L’EFFET DE LA MACÉRATION POST-FERMENTAIRE À 

CHAUD SUR LE GOÛT DES VINS ROUGES 

 

Introduction 

Tout type de vinification comporte une étape clé au cours de laquelle les composés du 

raisin sont dissous dans la phase liquide ; ils seront responsables de sa couleur, de son odeur 

et de son goût. Néanmoins, comme l’écrivait Emile Peynaud, « le vin n’est pas tout le raisin ; 

il n’en représente que la meilleure part » (Peynaud, 1981). Les grands vins procèdent en effet 

d’une extraction sensible, sélective et partielle des constituants du raisin. Dans le cas de 

l’élaboration de la plupart des vins rouges, cette extraction a d’abord lieu en phase fermentaire 

par macération des raisins dans le jus. Le lessivage du chapeau favorise alors la dissolution 

des constituants de la pellicule, du pépin et, dans certains types de vinification, de la rafle. Il 

peut être réalisé par remontage, par pigeage ou par délestage, à des fréquences dépendantes 

des objectifs esthétiques des vinificateurs. Avec l’achèvement de la fermentation alcoolique, 

l’action humaine se fait plus discrète voire inexistante. Il est fréquent que les cuves soient 

inertées avec du dioxyde de carbone pour éviter la prolifération de microorganismes aérobies 

d’altération, puis que le vin soit laissé au contact du marc sans autre intervention ; c’est la 

macération post-fermentaire. Au cours de cette phase d’infusion, la température du vin est 

généralement augmentée et l’on parle ainsi de macération post-fermentaire à chaud. Il s’agit 

d’une variante de la macération finale à chaud qui consistait à augmenter la température de la 

cuve à 45 °C pendant 12 à 36 heures avant d’écouler les vins. Cette technique ancienne, 

décrite en 1971 par Emile Peynaud, était appliquée à un « vin ayant achevé sa fermentation 

alcoolique [afin d’extraire] les tanins solubles dans l’alcool pour en renforcer la structure et 

le corps » (Peynaud, 1971). De nos jours, la macération post-fermentaire des grands vins 

rouges est généralement effectuée aux alentours de 28-30 °C. Cette température favorise 

l’infusion du marc mais également l’autolyse des levures, dont les bienfaits sur la stabilité 

tartrique (Moine-Ledoux et al., 1999) ont été démontrés. Cette phase de cuvaison semble en 

outre jouer un rôle organoleptique majeur en conférant davantage de structure, de densité et 

de douceur au vin. Il convient toutefois de ne pas la prolonger de façon excessive afin d’éviter 

des déviations aromatiques ou une perception de sécheresse tannique. Jusqu’à présent, le 
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choix de la date d’écoulage est guidé par l’empirisme et les dégustations quotidiennes des 

vinificateurs.  

Si la macération post-fermentaire est ainsi pratiquée dans de nombreux chais (Ribéreau-

Gayon et al., 2006b), son influence sur la douceur des vins n’a jamais été clairement établie. 

L’explicitation de sa contribution à l’équilibre gustatif des vins rouges constitue un préalable 

à la compréhension des phénomènes moléculaires associés. 

 

I. Étude bibliographique de l’effet de la macération post-fermentaire à chaud 

(MPFC) sur la qualité du vin 

A. Principe et rôle de la MPFC 

La macération post-fermentaire à chaud s’effectue au cours de la cuvaison après la 

fermentation alcoolique du vin rouge. Elle confère en partie aux vins leurs caractéristiques 

sensorielles, telles que la couleur, l’arôme et le goût. D’un point de vue chimique, la MPFC 

est décrite dans la littérature comme apportant de fortes quantités de catéchine (Sun et al., 

1999 ; Ribéreau-Gayon et al., 2006a), de quercétine (Merida et al., 2015) ou encore de trans-

resvératrol (Pezet et al., 1996). Cette étape a donc un intérêt œnologique, non seulement pour 

une évolution qualitative du vin mais également pour son apport de composés phénoliques 

aux propriétés anti-oxydantes (Aust, 1997), bactéricides (Aust, 1997 ; Jayaprakasha et al., 

2003) et cardiovasculaires bénéfiques (Auger et al., 2005), renforçant ainsi une perception 

positive vis-à-vis des consommateurs. 

 

B. Phénomènes physiques associés à la macération 

La baie de raisin renferme plusieurs tissus, dont les constituants peuvent posséder des 

propriétés sensorielles et sont extraits de façon différentielle pendant la macération. De 

nombreux travaux ont été consacrés à la quantification des composés phénoliques de la pulpe, 

de la pellicule et des pépins (Kovac et al., 1995 ; Sun et al., 1999 ; Kennedy et al., 2000 ; 

Waterhouse et al., 2000 ; Kelebek et al., 2006 ; Minana Castello et al., 2006 ; Chira et al., 

2008 ; Gonzalo-Diago et al., 2013 ; Di Lecce et al., 2014). Cependant, afin de pouvoir 

discuter ces teneurs dans le vin fini, il est nécessaire de comprendre les phénomènes 

d’extraction au cours de la cuvaison. La libération des composants du marc dans le jus est 

dépendante de plusieurs phénomènes élémentaires dont la résultante constitue la cinétique 

globale de la macération. Ces facteurs, communs à tous les types de macération, ont été 

décrits par Ribéreau-Gayon et al. (2006) : 
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- l’extraction/dissolution, correspond au passage des constituants des vacuoles des 

cellules des parties solides du marc à la phase liquide. Elle dépend notamment des cépages et 

de l’état de maturité des raisins, mais elle est également facilitée par la destruction des tissus, 

soit par voie enzymatique, soit par un foulage intense ou d’autres facteurs favorisant 

l’éclatement des cellules (sulfitage, éthanol, température, temps de contact), 

- la diffusion, qui se produit dans le marc, dont le liquide interstitiel se sature en 

composants extraits, entrainant ainsi l’arrêt des échanges. Elle dépend principalement du 

renouvellement du jus qui imprègne le marc, réalisé par le remontage ou le pigeage lors de la 

macération fermentaire et, plus rarement, post-fermentaire, 

- la refixation des substances sur les parties solides du milieu telles que les rafles, le 

marc ou les levures, 

- la modification des substances extraites. 

  

C. Phénomènes chimiques et sensoriels observés pendant la MPFC et décrits 

dans la littérature 

En fin de fermentation alcoolique, l’autolyse des levures survient. Il s’agit de la 

digestion de la cellule provoquée par des enzymes endogènes. Ce phénomène entraîne une 

destruction de la paroi cellulaire et de la membrane cytoplasmique conduisant notamment à la 

libération de la protéine Hsp12. Il a récemment été montré que la présence de cette protéine 

confère davantage de sucrosité au vin (Marchal et al., 2011a). Dans le cas des vins blancs, 

l’autolyse se déroule pendant l’élevage sur lies et dure plusieurs semaines. Lors de la 

vinification en rouge, la température plus élevée lors de la macération post-fermentaire 

favorise l’activité enzymatique et l’essentiel de l’autolyse a ainsi lieu pendant cette étape. 

Ainsi, ces observations ont montré que le gain de sucrosité des vins lors de la MPFC 

s’expliquait notamment par l’autolyse des levures. 

Des mannoprotéines de levures sont également solubilisées au cours de l’autolyse. Si 

leur impact organoleptique direct sur le gras et le moelleux des vins semble négligeable 

(Ribéreau-Gayon et al., 2006b), en revanche leur rôle indirect sur l’astringence a été mis en 

évidence (Chatonnet et al., 1992 ; Escot et al., 2001 ; Poncet-Legrand et al., 2007 ; Diako et 

al., 2016). En effet, la combinaison des polysaccharides avec les composés phénoliques 

conduit à une baisse de la perception d’astringence (Riou et al., 2002 ; Carvalho et al., 2006). 

Par ailleurs, une diminution des anthocyanes est observée au cours de la macération 

post-fermentaire (Gambuti et al., 2009). Elle s’explique en partie par leur réaction avec des 

tanins résultant en la stabilisation de la couleur des vins rouges (Salas et al., 2004 ; Cheynier 
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et al., 2006 ; Fulcrand et al., 2006), mais également par des réactions de copigmentation avec 

d’autres anthocyanes, des métaux, des acides phénoliques ou autres flavonoïdes (Boulton, 

2001). 

Il a également été observé que la quantité de resvératrol augmente fortement au cours 

des étapes post-fermentaires. Ces résultats ont notamment été expliqués par la libération de 

picéïde, forme glycosylée du resvératrol, qui est hydrolysée en sa forme libre au cours de la 

macération post-fermentaire (Pezet et al., 1996 ; Kostadinović et al., 2012). 

 

D. Effets des principaux paramètres de la MPFC sur la composition du vin  

Les modifications sensorielles observées au cours de la MPFC dépendent 

principalement des caractéristiques qualitatives et quantitatives des composés extraits. La 

plupart des études réalisées jusqu’à présent ont porté conjointement sur les macérations 

fermentaire et post-fermentaire. Elles ont permis de dégager plusieurs paramètres influençant 

significativement l’extraction, tels que la durée de macération (Gambuti et al., 2004 ; 

Francesca et al., 2014), la température (Zimman et al., 2002 ; Merida et al., 2015), les 

techniques utilisées (remontage ou pigeage) (Bosso et al., 2011) ou le pourcentage d’alcool 

atteint en fin de fermentation. Par ailleurs, des différences d’extraction des composés 

phénoliques ont été observées selon les cépages (Gambuti et al., 2009). Les caractéristiques 

physico-chimiques de la pellicule (Riou et al., 2002 ; Gagné et al., 2006 ; Ortega-Regules et 

al., 2006 ; Lacampagne, 2010), la localisation des molécules dans la baie (Gény et al., 2003),  

ou bien encore leur structure chimique (par exemple, degré de polymérisation ou galloylation 

des tanins) (Fournand et al., 2006) peuvent induire des différences d’extraction des composés 

du raisin. Les facteurs que le vinificateur peut plus facilement contrôler, mesurer et donc 

modifier sont ceux relatifs au temps de macération, à la température et aux techniques 

d’extraction employées. 

 

1. Influence du temps de macération 

Les macérations sont généralement modulées en fonction de la qualité du raisin et du 

style de vin recherché. Il n’existe pas de proportionnalité entre l’extraction des composés et le 

temps de macération (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Sudraud a montré que l’intensité 

colorante diminue pendant la MPFC, après avoir atteint un maximum au bout de 8 à 10 jours 

suivant l’encuvage (Sudraud, 1963). Cette diminution s’explique par la complexation des 

anthocyanes avec les tanins libérés au cours de la MPFC (Kovac et al., 1995 ; Boulton, 2001 ; 

Cheynier et al., 2006). Cette réaction de complexation explique également les résultats 
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obtenus après une addition de pépins effectuée au cours de la macération et résultant en une 

stabilisation de la couleur (Kovac et al., 1995). En ce qui concerne l’extraction des flavanols 

et des tanins condensés, le temps de macération fait varier non seulement la quantité extraite 

mais également le tissu d’origine des principaux composés extraits (González-Manzano et al., 

2004). En effet, les tanins de pellicules se solubilisent dès le début de la cuvaison et 

l’augmentation de la teneur en éthanol favorise leur extraction. Les tanins de pépins sont 

extraits plus tardivement, à partir du milieu de la fermentation alcoolique et pendant la MPFC, 

car leur libération nécessite la dissolution des lipides de la cuticule du pépin permise par 

l’éthanol (González-Manzano et al., 2004).  

Kovac et al., ont non seulement décrit l’évolution de la composition des vins en 

flavanols et en tanins au cours de la MPFC, mais également leur évolution organoleptique 

(Kovac et al., 1992). Les teneurs en composés phénoliques augmentent de plus de 230 % au 

cours des 7 premiers jours et de 20 % seulement au cours des 7 jours suivants. Les 

dégustations qu’ils ont effectuées ont montré que les vins ayant subi 6 et 7 jours de 

macération étaient les plus appréciés.  

De nombreux travaux ont étudié l’effet des temps de macération sur la composition en 

composés phénoliques au cours de la fermentation alcoolique (Gómez-Plaza et al., 2001 ; 

Zimman et al., 2002 ; Kelebek et al., 2006), mais peu ont étudié le temps de macération post-

fermentaire (Gambuti et al., 2004 ; Ivanova et al., 2011). Parmi ces derniers, del Llaudy et al., 

ont mis en relation l’effet du temps de macération avec l’état de maturité du raisin et ont 

montré qu’une macération longue n’est pas favorable en présence de raisin non mature. Une 

telle cuvaison entraînerait en effet une augmentation de l’astringence, alors qu’en présence de 

raisins mûrs, elle favorise des vins de garde structurés et tanniques pouvant par la suite 

effectuer un élevage en barrique. En effet, les macérations courtes produisent des vins 

contenant principalement des tanins de pellicules, alors que de longues macérations favorisent 

la diffusion des composés du pépin (González-Manzano et al., 2004 ; Llaudy et al., 2008). 

Ainsi, si les baies ne sont pas à maturité, les pépins libèrent de plus grande quantité de 

procyanidines, notamment des procyanidines galloylés, possédant des propriétés astringentes 

(Joslyn et al., 1964). Le niveau de maturité du raisin est donc à prendre en compte dans le 

choix du temps de macération post-fermentaire et du type de vin recherché. 

De manière générale, les études ayant porté sur des MPFC longues mettent en 

évidence une augmentation de composés phénoliques (Ivanova et al., 2011), ainsi qu’une 

amélioration globale de la qualité et de la rondeur des vins (Francesca et al., 2014). 
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2. Influence de la température 

L’augmentation de la température favorise la dissolution des constituants du marc 

(Gerbaux, 1993 ; Gerbaux et al., 2003 ; Sacchi et al., 2005). Excepté les travaux de Koyama 

et al. (Koyama et al., 2007), la majorité des études réalisées sur l’effet de la température de 

macération ont mis en évidence qu’une augmentation de température résulte en de plus fortes 

teneurs en composés phénoliques et notamment en procyanidines polymériques (Zimman et 

al., 2002 ; Merida et al., 2015), alors que la couleur des vins n’en est pas significativement 

modifiée (Gao et al., 1997). Par ailleurs, l’augmentation de la température en fin de 

macération a prouvé avoir des effets bénéfiques sur la qualité des vins rouges (Ough et al., 

1961b, 1961a). Gerbaux et al. ont également mis en évidence une augmentation de la qualité 

des vins, des teneurs en polyphénols et de l’intensité colorante après un chauffage à 40 °C 

pendant une journée en phase post-fermentaire (Gerbaux, 1993 ; Gerbaux et al., 2003). Les 

températures de macération post-fermentaire globalement utilisées aujourd’hui s’élèvent en 

moyenne entre 30 et 35 °C (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Au-delà de l’extraction des 

composés du raisin, des températures élevées en phase post-fermentaire favorisent l’autolyse 

des levures. Il en résulte une plus grande libération de mannoprotéines améliorant la stabilité 

physico-chimique du vin (Moine-Ledoux et al., 1999) et de peptides contribuant à sa saveur 

sucrée (Marchal et al. 2015). 

 

3. Pigeage et Remontage 

Bien que les préconisations encouragent des macérations sous inertage avec le 

minimum d’intervention possible, certaines pratiques telles que le pigeage et le remontage 

sont parfois utilisées (Zamora, 2003 ; Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Ces techniques 

consistent principalement à homogénéiser le vin et à humidifier le chapeau de marc. 

Cependant, l’extraction mécanique durant la phase post-fermentaire, dans un milieu riche en 

alcool, risque d’entraîner une sur-extraction, un déséquilibre tannique et la perception d’une 

sécheresse dépréciant sa qualité (Bertuccioli et al., 2002). 

 

Ainsi, un grand nombre de travaux ont été consacrés à la libération de composés 

phénoliques pendant la cuvaison. Cependant, la contribution sensorielle de la MPFC en elle-

même n’a été que peu étudiée, en particulier dans les conditions utilisées pour l’élaboration 

des grands vins rouges de Bordeaux. Bien que couramment noté par les vinificateurs, son 

effet supposé sur la sensation de sucrosité n’a fait l’objet d’aucune étude scientifique et 
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demeure une hypothèse. Il convient dès lors de la confronter à l’expérience afin de tester sa 

validité. 

 

II. Matériel et méthodes des expérimentations de MPFC 

1. Mise en place des essais 

a) Expérimentation 1 

Cette première expérimentation a été mise en place au chai afin d’évaluer, en 

conditions réelles d’une vinification classique, l’effet de la MPFC sur le goût du vin.  

 

(1) Origine et caractéristiques des raisins utilisés 

Les expériences ont été réalisées dans trois propriétés situées en appellation Cadillac-

Côtes de Bordeaux (propriété A) et Graves (propriété B et C). Trois parcelles de Merlot et 

trois autres parcelles de Cabernet-Sauvignon ont été sélectionnées, respectivement, lors des 

millésimes 2014 et 2015. Les modalités et les types de sols des parcelles sélectionnées sont 

récapitulés dans le Tableau 26. 

 

Tableau 26. Caractéristiques des parcelles sélectionnées pour l’expérimentation 1. 

Série M1 M2 M3 CS1 CS2 CS3 

Propriété B A A C C B 

Millésime 2014 2014 2014 2015 2015 2015 

Cépage Merlot Merlot Merlot 
Cabernet-

Sauvignon 

Cabernet-

Sauvignon 

Cabernet-

Sauvignon 

Sol Calcaire Sable Argile Graves Graves Calcaire 

 

(2) Caractéristiques des millésimes 2014 et 2015 à Bordeaux 

Le millésime 2014, a connu un hiver doux mais pluvieux, suivi de températures 

chaudes à la fin mars, provoquant un débourrement précoce et une pousse active jusqu’à la 

mi-avril. Puis, les températures se sont rafraîchies, provoquant un ralentissement de la 

croissance végétative. Cette dernière, ainsi que la croissance de la baie a repris au mois de mai 

grâce à des températures plus chaudes. Cependant, de forts orages accompagnés de grêles au 

mois de mai, ont retardés l’avance alors prise lors du débourrement, et le temps frais et 

humide fut peu propice à une bonne fécondation. Le manque d’ensoleillement, provoquant un 

déficit photosynthétique a eu pour conséquence une floraison hétérogène avec des 

phénomènes de coulure sur les parcelles précoces de Merlot. Le mois de juin fut sec et chaud, 
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permettant l’homogénéisation de la floraison et le rendement de l’année a pu être rattrapé 

grâce aux parcelles tardives de Merlot et de Cabernet-Sauvignon. Les conditions du millésime 

2014, sans contrainte hydrique marquée et avec un climat plutôt doux, ont avantagé la 

croissance végétative et une croissance rapide des baies. Les mois de juillet et d’août, avec 

une alternance de pics de chaleur, de fraicheur et d’humidité ont été plus favorables au 

développement végétatif plutôt qu’à la maturation du raisin. Cette période d’alternance entre 

les grosses chaleurs et les orages n’a pas permis l’arrêt de croissance, d’où une forte 

hétérogénéité de la véraison, et une apparition de la couleur assez lente. Les mois de 

septembre et d’octobre, plus chauds, ont généré un début de contrainte hydrique, mettant  fin 

à la croissance végétative et permettant l’accélération de la maturation des raisins. Les 

vendanges se sont ensuite déroulées dans de bonnes conditions climatiques. Avec une absence 

de contrainte hydrique pendant la phase de croissance végétative, les baies ont atteint des 

tailles bien supérieures aux précédents millésimes. Cependant, les gros volumes des baies 

n’ont pas empêché l’enrichissement en sucre au cours du mois de septembre. En outre, l’été 

froid a eu pour conséquence une acidité plus élevée que la normale, caractéristique de ce 

millésime 2014. « De couleur satisfaisante, élégants et complexes » (Dubourdieu et al., 2014). 

Le millésime 2015, a connu un hiver plus frais qu’en 2014 et moins arrosé que la 

normale, causant un débourrement un peu plus tardif que la moyenne. Ce retard a vite été 

rattrapé par des conditions climatiques plus sèches et chaudes au mois d’avril permettant un 

débourrement rapide et homogène. L’été sec et chaud qui a suivi a permis une floraison et une 

nouaison précoce, rapide et homogène et une bonne croissance de la baie. La contrainte 

hydrique du mois de juillet a engendré un ralentissement de la phénologie de la vigne et 

l’arrêt de croissance végétative au début de la véraison. La situation hydrique devenant 

critique vers la fin juillet, le démarrage de la véraison fut ralenti. Puis, le reste du mois d’août, 

avec une alternance de pluie et des chaleurs moyennes, a permis de relancer le 

fonctionnement de la plante et le grossissement des baies, dont la taille fut hétérogène en 

fonction des secteurs. Les mois de septembre et d’octobre, sans pluie, ensoleillés tout en 

restant frais, ont permis de regrouper les conditions idéales pour les vendanges. Ainsi, ce 

millésime est marqué par une acidité relativement basse, en raison de l’été très chaud et sec. 

Les tailles des baies étaient variables, en fonction de la pluviométrie du mois d’août. Il en a 

résulté des vins fruités, structurés, et de grande qualité. « Les vins rouges sont délicieux. Ils 

ont le charme et la grâce inimitables des grands bordeaux » (Dubourdieu et al., 2015). 
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(3) Protocole de vinification mis en place au chai 

Chaque parcelle a été vendangée et vinifiée séparément en cuve inox de 120 hL. La 

vendange a été sulfitée à 5 g/hL puis ensemencée avec la souche de Saccharomyces cerevisiae 

F33 (Laffort œnologie) à la dose de 10 g/hL. Les cuves ont été maintenues à une température 

de 26 °C (dans le jus) pendant la durée des fermentations alcooliques. Une extraction douce a 

été réalisée par le remontage d’environ 1/3 de la fraction du jus, une à deux fois par jour. A la 

fin de la fermentation alcoolique, les cuves ont été saturées en CO2. Pour chaque cuve, un 

premier écoulage a été réalisé directement après la fin de la fermentation alcoolique dans une 

barrique ayant contenu préalablement deux récoltes (« barrique de 2 ans »), conduisant à la 

modalité FA. Ensuite, les cuves ont été maintenues à 30 °C pour réaliser la MPFC pendant 10 

jours. A l’issu de la MPFC, et pour chaque cuve, un second écoulage a été réalisé dans une 

barrique ayant contenu préalablement deux récoltes, conduisant à la modalité MPF. Puis, les 

modalités FA et MPF ont été ensemencées avec des bactéries lactiques Oenococcus oeni 

Vitilactic F à 1 g/hL afin de procéder à la fermentation malo-lactique (FML). Les échantillons 

utilisés dans cette étude ont été prélevés dans les barriques six mois après l’achèvement de la 

FML.  

 

(4) Expériences d’autolyse des levures au laboratoire 

Au laboratoire, une troisième modalité a été préparée en effectuant une autolyse de 

levures dans la modalité FA selon la procédure mise au point par Marchal et al. (2011). Pour 

cela, une culture de souche de levures Saccharomyces cerevisiae F33 (Laffort œnologie) a été 

réalisée selon le protocole décrit ci-dessous. 

L’ensemble de la verrerie et des milieux utilisés a été préalablement stérilisé à l’aide 

d’un autoclave (120 °C, 20 min). Les levures ont été déposées sur une boîte de Pétri contenant 

du milieu YPD (1 % d’extrait de levures, 2 % de peptone, 2 % de D-glucose) solidifié avec 2 

% d’agar. La boîte a été conservée pendant 2 jours dans une étuve à 30 °C. Puis, elle a été 

utilisée afin d’inoculer un erlenmeyer de 150 mL d’un milieu YPD liquide. Ce levain a été 

agité pendant 2 jours à 30 °C et a permis d’inoculer 6 erlenmeyers contenant chacun 500 mL 

d’un milieu YPD liquide afin d’obtenir un maximum de biomasse. Ce levain a de nouveau été 

agité pendant 2 jours à 30 °C et la densité optique (DO) a été mesurée. A la fin de la période 

de culture, le milieu a été centrifugé à 2800 g pendant 10 min à 4 °C. Les surnageants ont été 

éliminés et les culots ont été regroupés et rincés à l’eau ultra-pure. Le culot a ensuite été repris 

dans quelques millilitres d’eau ultra-pure et la DO a été mesurée à 600 nm. Une unité 

d’absorbance équivaut à 2,4 x 10
7 

cellules/mL. Les quantités souhaitées ont donc été 
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prélevées et les levures ont été ensemencées à 10
8
 cellules/mL dans 750 mL de la modalité 

FA après FML pour les vins issus des parcelles M1, M2 et M3. Les bouteilles ont ensuite été 

placées pendant 10 jours dans une étuve à 30 °C afin de mimer les conditions de la MPFC, ce 

qui conduit à la modalité FA+L. La Figure 32 récapitule le processus de vinification et les 

modalités étudiées. 

 

 

Figure 32. Protocole de vinification de l’expérimentation 1. 

 

Expérimentation 1 : Protocole réalisé pour chaque parcelle 

M1, M2, et M3 et CS1, CS2 et CS3 

Ecoulage Ecoulage 

FA MPFC 

10 jours à 30 °C 

Cuve Cuve Cuve 

Barrique Barrique 

Barrique Barrique 

Bouteilles  

Modalité FA  
après FML 

Bouteilles  

Modalité MPF  
après FML 

FML FML 

Bouteilles  

Modalité FA+L  
après FML 

Etuve à 30 °C 

10 jours 

Vendange 

Culture de 

levures F33 



Deuxième partie : Influence sensorielle de la cuvaison des vins rouges sur leur équilibre 

gustatif 

110 

 

b) Expérimentation 2 

Une seconde expérimentation a été réalisée afin d’étudier l’évolution gustative des 

vins au cours de la MPFC en fonction du potentiel qualitatif des raisins. 

 

(1) Origine et caractéristiques des raisins utilisés 

Les expériences ont été réalisées dans une propriété de l’appellation Pessac-Léognan 

au cours du millésime 2015. Deux parcelles de Merlot et deux parcelles de Cabernet-

Sauvignon ont été sélectionnées. Pour chaque cépage, une des deux parcelles est issue des 

meilleurs terroirs de la propriété et produit des vins rentrant quasi systématiquement dans 

l’assemblage du grand vin. L’autre parcelle est issue d’un terroir plus ordinaire, donnant une 

qualité hétérogène selon les millésimes et entrant généralement dans la composition du 

second vin. Le Tableau 27 récapitule les caractéristiques de l’origine des raisins des parcelles 

sélectionnées. 

 

Tableau 27. Caractéristiques des parcelles sélectionnées pour l’expérience 2. 

Série M4 M5 CS4 CS5 

Cépage 
Merlot 

« Grand Vin » 

Merlot 

« Second Vin » 

Cabernet-

Sauvignon 

« Grand Vin » 

Cabernet-

Sauvignon 

« Second Vin » 

Sol 

Sable 50 % 

Argile 25 % 

Graves 25 % 

Sable 50 % 

Alluvions 50 % 

Sable 50 % 

Argile 25 % 

Graves 25 % 

Sable 50 % 

Argile 25 % 

Graves 25 % 

 

Les caractéristiques du millésime 2015 ont été décrites préalablement au Chapitre 5-

II.1.a)(2). 

 

(2) Protocole de vinification 

Chaque parcelle a été vendangée et vinifiée séparément en cuve béton. Pour chaque 

cuve, la vendange a été sulfitée à 5 g/hL puis ensemencée avec la souche de Saccharomyces 

cerevisiae F33 (Laffort œnologie) à la dose de 10 g/hL. Les cuves ont été maintenues à une 

température de 26 °C pendant la durée des fermentations alcooliques et une extraction douce a 

été réalisée par le remontage d’environ 1/3 de la fraction du jus, une à deux fois par jour. A la 

fin de la fermentation alcoolique, les cuves ont été saturées en CO2 et maintenues à 28 °C. 

Dès l’achèvement de la fermentation alcoolique et lors de la MPFC, des prélèvements sont 
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réalisés pour simuler un écoulage à plusieurs dates de macération (voir paragraphe suivant). 

Les échantillons prélevés à différents temps ont été placés en chambre froide à 4 °C. Ils ont 

ensuite été réchauffés à 22 °C et ensemencés avec des bactéries lactiques (Vitilactic F) à 1 

g/hL. En fin de FML, des échantillons ont également été prélevés à partir de chaque cuve. 

 

(3) Modalités étudiées 

Au cours de la MPFC, quatre prélèvements ont été effectués à la propriété, pour 

chaque parcelle : le premier à la fin de la fermentation alcoolique (FA), le second après 5 

jours de MPFC (FA+5), le troisième après 10 jours de MPFC (FA+10) et le dernier après 15 

jours de MPFC (FA+15). 

Au cours du premier prélèvement de ces quatre modalités, pour chaque parcelle, 

plusieurs contenants ont été utilisés : 

- Une bouteille de 750 mL, dont le contenu a été sulfité à 6 g/hL avant FML et placé au 

frais pour une première dégustation de comparaison des quatre modalités. 

- Deux magnums de 1500 mL, placés au frais (4 °C) après prélèvement afin que la FML 

ne démarre pas seule. A la fin des prélèvements, la FML a été réalisée simultanément 

dans les différentes modalités, comme décrit au paragraphe précédent. 

La Figure 33 récapitule le protocole de vinification et les modalités étudiées au cours de 

l’expérimentation 2. 
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Figure 33. Protocole de vinification de l’expérimentation 2. 

 

2. Mise en place des analyses chimiques et sensorielles 

a) Analyse des caractéristiques chimiques de base 

Les taux alcoométriques volumiques, les teneurs en glucose+fructose et en acide 

malique, les valeurs de l’acidité totale et de l’acidité volatile, le pH ainsi que les teneurs en 

tanins totaux ont été mesurés par le laboratoire Sarco (Floirac, France) en utilisant les 

méthodes de référence. 

Expérimentation 2 : Protocole réalisé pour chaque parcelle de 

Merlot 4 et 5 et Cabernet-Sauvignon 4 et 5 

Ecoulage 

FA 

Cuve 

1 Bouteille 

Modalité FA  
avant FML 

+ 

FML 

Vendange 

2 Magnums 

1 Bouteille 

Modalité FA+5  
avant FML 

+ 

1 Bouteille 

Modalité FA+10  
avant FML 

+ 

1 Bouteille 

Modalité FA+15  
avant FML 

+ 

2 Magnums 2 Magnums 2 Magnums 

FML FML FML 

2 Magnums 

Modalité FA  
après FML 

2 Magnums 

Modalité FA+5  
après FML 

2 Magnums 

Modalité FA+10  
après FML 

2 Magnums 

Modalité FA+15  
après FML 

Ecoulage Ecoulage Ecoulage 

MPFC (30 °C)  

+ 5 jours       +10 jours            + 15 jours 
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b) Indice des Polyphénols Totaux (IPT) 

L’indice des polyphénols totaux est une mesure simple permettant d’avoir un dosage 

global de l’ensemble des composés phénoliques d’un vin, même s’il n’est pas corrélé à la 

qualité sensorielle. L’IPT correspond à la mesure de la densité optique (DO) à 280 nm. Pour 

cela, le vin rouge est dilué par 100 avec de l’eau ultra-pure et placé dans une cuve en quartz 

de 1 cm, puis la densité optique est mesurée à 280 nm à l’aide d’un spectrophotomètre Jenway 

6305 (Jenway Corporation). Le résultat est ensuite exprimé selon l’indice I = DO x 100. La 

dilution et les mesures ont été réalisées en triplicat. 

 

c) Dosage des mannoprotéines libérées par les levures dans le vin 

rouge 

Le dosage des mannoprotéines a été réalisé par le Dr. Néréa Iturmendi, au sein du 

laboratoire de la société Biolaffort. Après une purification préalable, les mannoprotéines sont 

dosées par HPLC de tamisage moléculaire. Quatre réplicats de chaque échantillon ont été 

préparés. Les résultats sont exprimés en g/L de mannoprotéines de masse moléculaire 

comprises entre 73 et 75 kDa correspondant au mannoprotéines libérées par les levures. 

 

d) Analyses sensorielles et traitements statistiques 

Les dégustations se sont déroulées dans la salle d’analyse sensorielle de l’ISVV, dans 

les conditions décrites dans la partie expérimentale générale. Le panel était constitué de 30 

dégustateurs (18 femmes et 12 hommes) âgés de 22 à 65 ans. 

 

(1) Expérimentation 1 

Les dégustations de l’expérimentation 1 se sont déroulées sur trois jours afin de limiter 

la fatigue du dégustateur. Les séries M1, M2 et M3 (issues du millésime 2014) ont été 

dégustées en 2015 et les séries CS1, CS2 et CS3 (issues du millésime 2015) en 2016. Chaque 

jour était consacré à l’analyse sensorielle des vins d’une série.  

Tout d’abord, il a été demandé aux dégustateurs de réaliser, sur un premier poste, un 

test triangulaire afin d’étudier s’ils perçoivent une différence entre les deux modalités FA et 

MPF. Puis, il  leur a  été demandé, sur un second poste, d’évaluer l’intensité de la douceur et 

de l’astringence sur une échelle linéaire non structurée de 0 à 7 (profil sensoriel) (ANNEXE 

5). Pour les séries M1, M2 et M3, trois autres journées ont été organisées dans un second 
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temps afin de comparer les modalités FA+L et MPF. Le Tableau 28 récapitule le plan des 

analyses sensorielles mises en place pour l’expérimentation 1. 

Tableau 28. Plan d’analyses sensorielles mis en place pour l’expérimentation 1. 

Séance Séance 1  Séance 2  Séance 3 

Millésime 2014  2014  2015 

Jour J 1 J 2 J 3  J 1 J 2 J 3  J 1 J 2 J 3 

Série M1 M2 M3  M1 M2 M3  CS1 CS2 CS3 

Modalités FA/MPF  FA+L/MPF  FA/MPF 

Test sensoriel Triangulaire (poste 1) et Profil (poste 2) 

J : Jour. 

(2) Expérimentation 2 

Deux dégustations ont été réalisées pour l’expérimentation 2. Une première avant 

FML et une seconde après FML. La première dégustation, avant FML, a été réalisée avec un 

panel restreint (7 personnes) de dégustateurs experts. La seconde dégustation, après FML, a 

été réalisée avec le panel de l’ISVV composé de 30 dégustateurs (19 femmes et 11 hommes). 

Cette dégustation a été réalisée deux fois. D’abord, en une seule journée (J 1), les quatre 

modalités (FA, FA+5, FA+10, FA+15) des séries M4, M5, CS4 et CS5 ont été présentées au 

panel. Cette séance a été répétée, sur deux jours : les modalités des vins issus des parcelles 

M4 et M5, ont été présentées le premier jour (J 2) et celles de CS4 et CS5, le deuxième jour (J 

3). Il a été demandé au panel de réaliser un profil sensoriel et de noter l’intensité de la 

douceur, de l’amertume et de l’astringence sur une échelle linéaire de 0 à 7. Le Tableau 29 

récapitule le plan d’analyses sensorielles mis en place pour l’expérimentation 2. 

 

Tableau 29. Plan d’analyses sensorielles mis en place pour l’expérimentation 2. 

 Avant FML  Apres FML 

Jour   J 1  J 2  J 3 

Série M4 M5 CS4 CS5  M4 M5 CS4 CS5  M4 M5  CS4 CS5 

Modalités FA/FA+5/FA+10/FA+15  FA/FA+5/FA+10/FA+15 

Test sensoriel Profil Profil 

 

(3) Traitements statistiques 

Pour chaque test, les traitements statistiques ont été réalisés comme décrit dans la 

partie expérimentale générale. 
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III. Mise en évidence de la contribution sensorielle de la MPFC 

A. Étude de l’apport gustatif de la MPFC : résultats de l’expérimentation 1 

1. Analyses chimiques des vins après six mois d’élevage 

Les analyses œnologiques classiques sont effectuées sur les vins après 6 mois 

d’élevage et les résultats sont présentés dans le Tableau 30. Les taux d’alcool sont 

globalement similaires entre les modalités de chaque série de Merlot et de Cabernet-

Sauvignon. Les concentrations en glucose/fructose sont nettement inférieures à 2 g/L (seuil de 

perception moyen des sucres), ainsi les sucres résiduels n’ont pas d’impact sur le goût des 

vins. Ces valeurs montrent également que les fermentations alcooliques se sont déroulées dans 

de bonnes conditions et qu’elles ont été menées à leur terme. L’acidité totale et le pH des vins 

finis présentent des valeurs moyennes et sont similaires pour les deux modalités d’une même 

série. L’acidité volatile est faible, preuve que la FA et la FML se sont déroulées dans de 

bonnes conditions. Les teneurs nulles en acide malique prouvent que la FML a été réalisée 

jusqu’à son terme. Aucun écart significatif n’est observé entre les IPT des modalités FA et 

MPF d’une même série. Les faibles différences peuvent s’expliquer par des erreurs 

systématiques et des erreurs de mesure de l’opérateur. Cela suggère que la MPFC réalisée 

sans aucun remontage ne modifie pas profondément la richesse polyphénolique des vins. 
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Tableau 30. Analyses chimiques des vins des séries M1, M2, M3, CS1, CS2 et CS3 de 

l’expérimentation 1 après 6 mois d’élevage. 

M
il

lé
si

m
e 

Série  

et Modalité 

Ethanol 
(% vol. 

alc.) 

Glucose/ 
Fructose 

(g/L) 

Acidité 

totale 
(g/L) 

pH 
Acidité 

volatile 
(g/L) 

Acide 

Malique 
(g/L) 

IPT 

2
0
1
4
 

M1 FA 13,4 2 3,2 3,5 0,1 n.d. 65±4 
M1 MPF 13,4 0,2 3,1 3,5 0,1 n.d. 68±3 

M2 FA 13 0,3 3 3,5 0,2 n.d. 64±5 
M2 MPF 13 0,2 3 3,5 0,1 n.d. 66±4 

M3 FA 13,3 0,1 3,2 3,5 0,1 n.d. 70±2 

M3 MPF 13,5 0,1 3,1 3,5 0,1 n.d. 72±3 

2
0
1
5
 

CS1 FA 12,7 0,2 3 3,6 0,1 n.d. 62±3 

CS1 MPF 12,8 0,2 2,9 3,7 0,2 n.d. 67±2 

CS2 FA 12,6 0,3 3 3,6 0,1 n.d. 63±6 
CS2 MPF 12,8 0,2 2,9 3,6 0,1 n.d. 65±5 

CS3 FA 13 0,1 3,1 3,6 0,1 n.d. 66±5 
CS3 MPF 13,1 0,2 3,2 3,6 0,2 n.d. 68±4 

n.d. : non détecté (< 0,1 g/L). 

 

De manière générale, les vins écoulés directement après la FA présentent des 

caractéristiques chimiques élémentaires similaires à celles des vins écoulés après la MPFC. 

 

2. Effet de la MPFC sur le goût du vin 

Pour évaluer l’effet de la MPFC sur le goût du vin, il est demandé au panel de 

dégustateurs de réaliser un test triangulaire avec les modalités FA et MPF de chaque série. 

Les échantillons leur sont présentés selon les normes ISO. Les résultats sont récapitulés dans 

le Tableau 31. Pour toutes les séries, plus de la moitié du panel identifie correctement le verre 

différent des deux autres. Ainsi, les résultats sont significatifs et l’on peut affirmer, avec un 

risque allant de 1 à 5 % en fonction des séries, que les caractéristiques organoleptiques des 

vins sont modifiées au cours de la MPFC. 
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Tableau 31. Résultats des tests triangulaires de l’expérimentation 1 ; étude de l’effet de la 

MPFC sur le goût du vin. 

Modalités FA/MPF 

Série M1 M2 M3 CS1 CS2 CS3 

Nombre de bonnes réponses /30juges 15 17 18 17 15 16 

Significativité α 5 % 1 % 1 % 1 % 5 % 1 % 

 

Ensuite, afin de mettre en évidence la nature de la différence perçue, il est demandé au 

panel de noter l’intensité de la douceur et de l’astringence. Les hypothèses d’homogénéité des 

variances (test de Levene) et de normalité des résidus (test de Shapiro-Wilk) sont validées 

pour toutes les séries. Les résultats sont alors traités par ANOVA, révélant des p-values toutes 

inférieures à 0,05 pour les descripteurs « douceur » et « astringence ». Ainsi, pour toutes les 

séries, une différence significative de douceur et d’astringence est perçue entre la modalité 

FA et MPF. Les notes d’intensité des descripteurs montrent que la modalité MPF est perçue 

avec plus de douceur et moins d’astringence que la modalité FA (Tableau 32). 
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3. Discussion 

Les expérimentations mises en place sur deux millésimes, deux cépages et six 

parcelles montrent une modification significative des propriétés sensorielles du vin au cours 

de la MPFC alors que les paramètres chimiques élémentaires n’évoluent pas. Les résultats du 

profil sensoriel indiquent des différences significatives entre les deux modalités de chaque 

série, avec un gain de douceur et une diminution d’astringence perçue après le déroulement de 

la MPFC. Ces résultats sont en accord avec d’autres travaux montrant une astringence 

moindre après macération, que les auteurs interprètent comme résultant de réactions de 

polymérisation des tanins ou de complexation avec d’autres composés (Sarni-Manchado et 

al., 2008 ; Rinaldi et al., 2015). Cependant, c’est la première fois qu’une telle expérimentation 

met en évidence un gain de douceur au cours de la MPFC. Toutefois, les travaux de Marchal 

et al. ont montré qu’une protéine de la levure Hsp12, était libérée au cours de l’autolyse des 

levures et entraînait une augmentation de la saveur sucrée (Marchal et al., 2011a). Or, 

l’autolyse des levures étant concomitante avec la MPFC des vins rouges, il est possible que le 

gain de sucrosité observé dans l’expérimentation 1 résulte de tels phénomènes biochimiques, 

et non de la libération de composés du raisin. Il convient dès lors d’étudier la contribution de 

l’autolyse des levures à l’augmentation de douceur mise en évidence au cours de la MPFC. 

 

B. Étude de la contribution de l’autolyse des levures au gain de douceur 

observé lors de la MPFC 

1. Réalisation de l’autolyse des levures au laboratoire dans la modalité 

FA 

Au cours de la MPFC, deux phénomènes se déroulent de façon simultanée : l’autolyse 

des levures, essentiellement présente dans le marc, et la diffusion de constituants du raisin. La 

modalité MPF a subi la macération post-fermentaire et a donc bénéficié de ces deux 

phénomènes, tandis que la modalité FA, écoulée dès l’achèvement de la fermentation 

alcoolique, n’a profité d’aucun d’entre eux. Afin d’établir la contribution de la libération de 

peptides édulcorants de la levure, une autolyse est réalisée en phase liquide, à partir de la 

modalité FA. Les travaux antérieurs ont montré que des différences significatives étaient 

observées entre un vin rouge témoin et le même vin enrichi en levures et conservé pendant 10 

jours à 30 °C, c’est-à-dire dans les conditions favorables à l’autolyse des levures ; un tel 

traitement entraîne un gain significatif de sucrosité (Marchal et al., 2015c). Dans le cadre de 

ce travail, ce protocole d’autolyse a été réalisé au laboratoire sur la modalité FA des séries de 

la première année d’expérimentation (M1, M2, M3). Une modalité FA+L a ainsi été obtenue. 
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Par rapport à la modalité FA, elle a bénéficié de la libération de peptides de levure et par 

rapport à la modalité MPF, elle n’a pas été au contact du marc de raisin pendant la MPFC. En 

comparant les modalités FA+L et MPF, il est donc possible d’étudier la contribution 

sensorielle des composés du raisin libérés ou modifiés pendant la MPFC, indépendamment de 

ceux de la levure. 

 

2. Vérification du déroulement de l’autolyse des levures dans les 

modalités MPF et FA+L 

Il est en effet couramment admis que c’est au cours de la MPFC qu’a lieu l’autolyse 

des levures dans les vins rouges (Fornairon-Bonnefond et al., 2002) puisque les conditions de 

température sont favorables à l’activité enzymatique et que l’essentiel de la biomasse, située 

dans le marc de raisin, est éliminée lors du décuvage. Toutefois, nous avons voulu vérifier que 

les conditions mises en œuvre dans cette expérimentation 1 vérifiaient cette opinion. Pour 

cela, des échantillons des trois modalités de la série M1 ont été confiés au Dr. Néréa 

Iturmendi de la société Biolaffort afin d’y doser les mannoprotéines de la levure. Ces 

macromolécules constituent en effet un indicateur du déroulement de l’autolyse. Elles peuvent 

être quantifiées selon un protocole fastidieux nécessitant l’isolement des macromolécules par 

filtrations et dialyses successives puis leur analyse par HPLC de tamisage moléculaire. 

Compte tenu de la longueur du protocole et des conditions d’autolyse identiques appliquées 

aux trois séries, une seule d’entre elles (M1) a été analysée, avec quatre réplicats pour chaque 

modalité. Les résultats sont traités statistiquement par une ANOVA à un facteur, suivie d’un 

test post hoc de Tukey. L’ANOVA présente une p-value inférieure à 0,01 ce qui signifie 

qu’au moins une des trois modalités présente des teneurs en mannoprotéines significativement 

différente des deux autres au risque de 1 %. En effet, le test post hoc de Tukey, montre la 

formation de 2 groupes. Le groupe a, formé par les modalités FA+L et MPF, et le groupe b, 

formé par la modalité FA. Ainsi, des teneurs en mannoprotéines similaires sont observées 

dans les modalités MPF et FA+L, tandis que la modalité FA en comporte significativement 

moins. Ces résultats confirment que l’autolyse des levures a eu lieu au cours de la MPFC 

(comparaison FA/MPF) et lors du traitement au laboratoire (comparaison FA/FA+L). 

 

3. Comparaison sensorielle des modalités MPF et FA+L 

Dans un premier temps, il est demandé au panel de dégustateurs de réaliser un test 

triangulaire sur les modalités FA+L et MPF. Les résultats sont présentés dans le Tableau 33. 

Pour les trois séries, M1, M2 et M3, des différences significatives sont observées entre les 
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échantillons, plus de la moitié du panel identifiant correctement le verre différent des deux 

autres. 

 

Tableau 33. Résultats des tests triangulaires de l’expérimentation 1 ; Étude de la contribution 

de l’autolyse des levures au gain de douceur observé lors de la MPFC. 

Modalités FA+L/MPF 

Série M1 M2 M3 

Nombre de bonnes réponses /30 juges 17 15 19 

Significativité α 1 % 5 % 0,1 % 

 

De la même manière que précédemment, afin de vérifier la nature de cette différence, 

il est demandé au panel de noter l’intensité de la douceur et de l’astringence perçue. Les 

résultats sont traités par une ANOVA (Tableau 34). 

 

Tableau 34. Résultats des profils sensoriels de l’expérimentation 1 ; Étude de la contribution 

de l’autolyse des levures au gain de douceur observé lors de la MPFC 

Descripteur 

 
Douceur 

Série M1 M2 M3 

Modalité FA+L MPF FA+L MPF FA+L MPF 

Moyenne des intensités 
a
 1,5 2,7 1,7 2,9 1,3 2,7 

ANOVA p-value 0,0332* 0,013* 0,021* 

Descripteur Astringence 

Série M1 M2 M3 

Modalité FA+L MPF FA+L MPF FA+L MPF 

Moyenne des intensités 
a
 2,6 1,8 3 1,8 2,2 1,9 

ANOVA p-value 0,023* <0,001*** 0,404 NS 

a
 Moyenne des notations des dégustateurs sur une échelle de 0 à 7. 

NS : Non Significatif ; Significatif au risque de 5 % (*), de 1 % (**) et de 0,1 % (***). 

 

Pour le descripteur « douceur », toutes les ANOVA montrent des différences 

significatives entre les modalités FA+L et MPF de chaque série, avec une p-value inférieure 
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à 5 %. Les moyennes des notes attribuées sont plus élevées dans les modalités MPF que dans 

les modalités FA+L. Pour le descripteur « astringence », les différences observées sont 

significatives pour les séries M1 et M2 et non significatives pour la série M3. En outre, les 

notes attribuées par les juges révèlent une astringence moindre dans les modalités MPF des 

séries M1 et M2. 

 

C. Discussion 

La mise en œuvre d’une expérimentation en conditions réelles, dans trois propriétés, 

sur deux millésimes et à partir de six parcelles a permis d’établir un gain de sucrosité et une 

diminution d’astringence des vins rouges au cours de la MPFC. Or, l’autolyse des levures a 

lieu au cours de cette étape, et ce phénomène est justement connu pour augmenter la sucrosité 

et réduire l’astringence, respectivement par la libération de peptides sucrés (Marchal et al., 

2011a) et de polysaccharides interagissant avec les composés phénoliques (Escot et al., 2001 ; 

Carvalho et al., 2006 ; Poncet-Legrand et al., 2007). 

Une étude réalisée au laboratoire a permis d’isoler la contribution sensorielle de 

l’autolyse. Les modalités FA+L et MPF ont toutes les deux subi ce processus biochimique, 

mais seule la modalité MPF a bénéficié du contact des parties solides du raisin pendant la 

MPFC. Dans des conditions similaires, une saveur sucrée plus intense avait déjà été observée 

dans la modalité FA+L que dans FA. Dans ce travail, la comparaison sensorielle FA+L/MPF 

révèle encore davantage de sucrosité dans la modalité MPF. Ce résultat démontre que le gain 

de sucrosité observé pendant la MPFC résulte d’une part de l’autolyse des levures mais 

également du contact du vin avec le marc de raisin. Deux hypothèses peuvent expliquer ce 

fait : la libération de molécules édulcorantes du raisin ou la transformation de composés du 

vin en substances gustativement actives. Dans les deux cas, ce travail établit la contribution 

du raisin à la saveur sucrée des vins secs et démontre ainsi une intuition partagée par certains 

vinificateurs depuis longtemps. 

La même étude a également porté sur la perception de l’astringence et les résultats 

semblent moins nets. En effet, des écarts sont observés entre FA+L et MPF pour les séries 

M1 et M2 tandis que pour la série M3, il semblerait que l’autolyse soit essentiellement 

responsable de la diminution de la perception astringente. Ces résultats sont cohérents avec 

des études précédentes évoquant le rôle de l’autolyse via la libération de polysaccharides de la 

levure susceptibles d’interagir avec les composés phénoliques (Escot et al., 2001 ; Carvalho et 

al., 2006 ; Poncet-Legrand et al., 2007). Ils peuvent également être expliqués par la 

polymérisation des tanins avancée par certains auteurs (Sarni-Manchado et al., 2008 ; Rinaldi 
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et al., 2015), qui pourrait avoir lieu dans les deux modalités de notre étude. En revanche, les 

différences observées pour les séries M1 et M2 semblent suggérer un rôle des parties solides 

du raisin, éventuellement dans la refixation de tanins du vin ou la libération de composés 

interagissant avec les substances astringentes.  

 

IV. Étude de l’effet de la durée de MPFC sur le goût ; cas d’une propriété de Pessac-

Léognan dans le millésime 2015 

A. Résultats de l’expérimentation 2 

1. Analyses chimiques des vins après FML 

Les analyses œnologiques élémentaires sont effectuées pour les différentes modalités 

des séries M4, M5, CS4, CS5 et les résultats sont présentés dans le Tableau 35. Les taux 

d’alcool volumique sont globalement similaires pour toutes les modalités d’une même série. 

Les concentrations en glucose/fructose sont faibles et inférieures au seuil de perception des 

sucres (< 2 g/L), les sucres résiduels n’ont donc pas d’impact sur le goût des vins. Les 

fermentations alcooliques se sont déroulées dans de bonnes conditions et ont été menées à 

terme. L’acidité totale et le pH des vins finis présentent des valeurs moyennes et sont 

similaires pour toutes les modalités. Les IPT et les teneurs en tanins totaux mesurés des 

différentes modalités présentent des valeurs très proches, sans différence significative. 

Comme pour l’expérimentation 1, ces résultats suggèrent que la MPFC ne modifie pas 

profondément la richesse en composés phénoliques des vins, dans les conditions d’application 

de cette étude. 
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2. Analyses sensorielles  

La dégustation des vins réalisée avant FML n’est pas traitée par des analyses 

statistiques en raison du faible nombre de dégustateurs (7 experts). A titre indicatif, les 

résultats semblent mettre en évidence, pour les quatre séries, une évolution qualitative des 

vins avec la durée de MPFC. Une augmentation de la douceur et une diminution de 

l’astringence sont observées, alors qu’aucune modification majeure n’est constatée sur la 

perception de l’amertume ou sur l’intensité colorante des vins. Aussi, les modalités jugées les 

plus qualitatives par les 7 dégustateurs sont la modalité FA+10 dans le cas des parcelles de 

qualité « Second vin » (M5 et CS5), et la modalité FA+15 pour les parcelles de qualité 

« Grand vin » (M4 et CS4).  

Les dégustations des vins ont été réalisées après FML. Elles permettent ainsi d’évaluer 

l'influence du temps de cuvaison sur le goût des vins, à l'issue d'un processus complet de 

vinificationIl est demandé au panel de déguster les différentes modalités des séries M4, M5, 

CS4 et CS5 et de noter les intensités de la douceur, de l’amertume et de l’astringence perçues. 

Après vérification des hypothèses d’homogénéité et de normalité des résidus, l’ANOVA est 

appliquée pour les trois descripteurs et le test post hoc de Tukey permet de classer les 

modalités en plusieurs groupes. Les résultats du Jour 1 sont présentés dans le Tableau 36 et 

mettent en évidence des différences significatives de douceur entre les modalités de chaque 

vin, mais pas d’écart au niveau de l’amertume ou de l’astringence. Le test post hoc de Tukey 

confirme l’appartenance des modalités à des groupes d’intensité de douceur différents. Le 

groupe a (FA/FA+5) est perçu comme moins doux que le groupe b (FA+10/FA+15). Ces 

résultats ne sont cependant pas validés pour la série CS5, pour laquelle aucune distinction n’a 

été faite entre les modalités, en dépit des observations réalisées par les porteurs de l’étude 

pendant la préparation de la dégustation. Or, pour cette séance d’analyse sensorielle, les seize 

vins sont dégustés en une seule fois, et la série CS5 était présentée au dernier poste. Compte 

tenu de l’âge des vins présentés, des phénomènes de fatigue sensorielle ont été mentionnés par 

les dégustateurs. La séance d’analyse sensorielle est donc répétée, mais en se déroulant cette 

fois-ci sur deux jours (Jour 2 et 3). Les résultats sont présentés dans le Tableau 37. A 

nouveau, aucune différence significative n’est observée pour l’amertume et l’astringence. 

Cependant, le panel perçoit bien à nouveau, une différence significative de douceur pour 

toutes les séries étudiées, y compris pour la série CS5. Le test post hoc de Tukey montre 

l’existence de deux groupes significativement différents par leur douceur, avec les modalités 

FA/FA+5 d’une part et les modalités FA+10/FA+15 d’autre part. Les p-values sont plus 

basses pour les séries de qualité « Grand vin », pour lesquelles les écarts entre modalités sont 
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encore plus importants. Ainsi, ces données confirment ceux du Jour 1, ce qui donne 

davantage de robustesse aux résultats. 
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B. Discussion 

Cette expérimentation portant sur deux cépages, avec deux qualités différentes, a 

permis d’étudier l’effet de la durée de MPFC sur la sucrosité, l’astringence et l’amertume de 

vins après FML. Tandis que les paramètres œnologiques élémentaires sont similaires entre 

modalités d’une même série, les analyses sensorielles ont révélé des différences. Le panel 

perçoit en effet significativement plus de douceur dans les vins ayant effectué une MPFC 

d’une durée minimum de 10 jours. Par ailleurs, ces vins ne sont pas perçus différemment en 

fonction de leur amertume ou de leur astringence. L’obtention de résultats similaires au cours 

des deux dégustations, permet de valider la reproductibilité du panel et de renforcer l’analyse 

statistique des résultats. Il est également intéressant de noter que les tendances observées par 

un groupe de sept dégustateurs avant FML se retrouvent dans une large mesure après 

l’achèvement de cette dernière. 

Cette étude met donc en évidence une évolution de l’équilibre gustatif des vins tout au 

long des 15 jours de la MPFC. Il apparait que tous les vins de cette étude ont gagné à cuver, et 

que ce gain est d’autant plus marqué pour les raisins à haut potentiel œnologique. Il convient 

de nuancer les conclusions obtenues au regard des conditions particulières de l’étude. En 

effet, la durée optimale de la macération post-fermentaire doit être adaptée aux conditions du 

millésime, au cépage, au type de vinification et, plus largement, à la qualité du raisin. Sa 

dégustation joue donc toujours un rôle clé mais subjectif dans la décision de la date 

d’écoulage. La compréhension des phénomènes moléculaires liés à la MPFC a pour but 

d’affiner la prise de décision et d’assister les vinificateurs dans leur tâche. 
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Conclusion 

Ce chapitre sur l’étude sensorielle de la macération post-fermentaire à 30°C a permis 

de démontrer certaines observations empiriques des vinificateurs. Le recours à l’analyse 

sensorielle a en effet établi une augmentation significative de la saveur sucrée des vins rouges 

au cours de cette étape de la vinification, pour tous les vins étudiés. Il apparait également que 

cet effet bénéfique varie en fonction de la qualité des raisins et de la durée de la macération. 

Nous avons montré que ce phénomène ne résultait pas uniquement de la libération de peptides 

sucrés de la levure au cours de l’autolyse et que des composés du raisin y concouraient. 

L’effet sur l’astringence semble moins net, mais aucune augmentation de la perception 

tannique n’a été observée dans les conditions utilisées pour la MPFC, c’est-à-dire sans 

lessivage du chapeau. Ainsi, ce travail confirme les bienfaits associés à la macération post-

fermentaire à chaud et en précise son influence sur le goût du vin. Toutefois, si certains 

composés sucrés provenant des levures ou du bois de chêne sont connus, aucune molécule 

édulcorante autre que les sucres n’a été identifiée dans les raisins jusqu’à présent. 
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CHAPITRE 6 - ÉTUDE DE LA CONTRIBUTION DES PÉPINS A LA SUCROSITÉ DES 

VINS ROUGES 

 

Introduction 

Le chapitre précédent a établi l’effet bénéfique de la macération post-fermentaire des 

vins rouges et suggéré la contribution de molécules sucrées provenant du raisin. Or, dans les 

années 80, l’œnologue Emile Peynaud fait référence, dans son œuvre « Le vin et les jours » 

(Peynaud, 1981), à l’importance de l’apport des pépins lors de la cuvaison. En effet, dans un 

chapitre intitulé « Le vin rouge est un macéré de raisins », il relate une expérience de 

vinifications effectuées avant lui par Pacottet, au début du XX
ème

 siècle, avec les différentes 

parties du raisin (Pacottet, 1908) : d’abord la pulpe seule, puis la pulpe et les pellicules et 

enfin la pulpe, les pellicules et les pépins. Il conclut que « Le moût seul aboutit à un faux vin 

blanc, gris ou rosé, lourd, nécessitant une acidification. [… Le vin] qui a infusé avec les 

seules peaux est coloré, il se goûte souple, mais plat, comme incomplet ; les pellicules cédant 

rapidement leur contenu, une cuvaison prolongée n’améliore pas ce vin. Enfin, celui qui est 

obtenu avec les pellicules et les pépins est le plus équilibré ; moelleux et velouté, il gagne à 

cuver ». Ce témoignage suggère un apport des pépins à la qualité des vins, et en particulier à 

leur douceur, lors de la cuvaison et justifie une étude plus approfondie de la contribution 

gustative des pépins.  

 

I. Étude bibliographique de l’apport du pépin à la qualité organoleptique du vin 

Le pépin est l’un des constituants principaux de la baie de raisin, avec la pulpe, la 

pellicule et la rafle. Bien que le pépin ne représente qu’une faible part de la baie, c’est une 

source importante de composés phénoliques. De nombreux travaux se sont attachés à décrire 

la composition et l’évolution biochimique du pépin, ainsi que la localisation de ses 

constituants dans les tissus. Cependant, les études sur les aspects sensoriels, voire gustatifs de 

ces constituants restent plus limitées. 

 

A. Le pépin de raisin 

1. Morphologie 

D’un point de vue œnologique, la structure de la baie est décrite en trois 

compartiments : la pulpe, la pellicule et les pépins. Le nombre de pépins est en moyenne de 2 

par baie (Galet, 1993) mais varie sensiblement en fonction des cépages et des conditions de la 

fécondation. Les pépins sont situés dans les loges carpellaires de la baie délimitées par 
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l’endocarpe (fine couche de cellules). Chez Vitis vinifera, les pépins sont généralement 

piriformes et possèdent une symétrie dorso-ventrale. La face ventrale présente deux 

dépressions séparées par une arête, le raphé, qui contourne la graine et se prolonge sur la face 

dorsale, dans la chalaze où il se ramifie. Le pépin de raisin fait partie des graines albuminées, 

c’est-à-dire que chaque pépin est composé d’un embryon entouré d’un albumen et d’une 

enveloppe externe formée de deux téguments. Le tégument externe est recouvert d’une 

cuticule et il est formé de 3 types de tissus (un épiderme, un parenchyme à paroi pecto-

cellulosique et un tissus interne fortement lignifié). Le tégument interne est constitué de 

plusieurs assises cellulaires pecto-cellulosiques (Figure 34) (Ristic et al., 2005). 

 

 

Figure 34. Schéma de la face ventrale a et dorsale b d’un pépin de raisin à maturité. Coupe 

centrale transversale c et longitudinale d (Ristic et al., 2005). 

 

2. Physiologie 

Trois phases de modifications histologiques, entraînant des variations physico-

chimiques, sont constatées au cours de la croissance et du développement du pépin de raisin. 

Avant tout, le nombre de pépins dépend du bon déroulement de la fécondation. Si celle-ci ne 

s’effectue pas dans de bonnes conditions, elle peut conduire à des baies sans pépins 

(apyrénie). La première phase de croissance se caractérise par l’apparence verte du pépin, en 

raison de la prédominance de la chlorophylle. Cette phase s’accompagne d’une augmentation 
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du poids des pépins, d’un enrichissement en acides organiques, d’une accumulation de 

flavanols et de tanins dans l’enveloppe externe et interne du tégument du pépin (Darné, 1991). 

Puis, la phase de croissance ralentie, les teneurs en hormones de croissance chutent et laissent 

place à une hormone de stress, l’acide abscissique (ABA). L’augmentation des teneurs en 

ABA correspond à la levée d’inhibition des activités enzymatiques impliquées dans 

l’accumulation des sucres dans les vacuoles des cellules de la pulpe. Le pic de la 

concentration en ABA correspond à la véraison. Les baies changent de couleurs, les flavanols 

et les tanins du pépin atteignent alors leur teneur maximale et le début de l’oxydation des 

tanins est observé avec l’apparition d’une coloration jaunâtre du pépin. Ce dernier se 

déshydrate, ce qui engendre une perte de poids. Le tégument se lignifie et la couche externe se 

plasmolyse. L’oxydation des composés phénoliques présents dans le tégument conduit à la 

coloration brune des pépins (Kennedy et al., 2000 ; Cadot et al., 2006a). Débute alors la 

dernière phase de croissance qui correspond à la maturation des raisins. L’accroissement 

cellulaire reprend et des modifications physiologiques sont observées. La baie accumule des 

éléments minéraux, des acides aminés et des composés phénoliques par la voie de biosynthèse 

de l’acide shikimique. 

 

3. Composition biochimique 

Les pépins représentent 0 à 6 % du poids total de la baie. La composition biochimique 

moyenne du pépin mature est donnée dans le Tableau 38. 

 

Tableau 38. Composition biochimique des pépins en pourcentage de poids frais (Cabanis et 

al., 1998). 

Composé % 

Eau 25-45 

Glucides 34-36 

Lipides 8-13 

Polyphénols 4-10 

Composés Azotés 4-6,5 

Minéraux 2-4 

 

Les principales catégories de composés phénoliques retrouvés dans le pépin sont les 

suivantes : 
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- les acides phénoliques (Figure 35) : cette catégorie de molécules correspond aux dérivés de 

l’acide hydroxybenzoïque (acide gallique) et hydroxycinnamique (acide caféique). Le 

composé majoritaire de cette famille de polyphénols dans le pépin de raisin est l’acide 

gallique. L’acide gallique est rarement présent sous sa forme libre et il est le plus souvent 

estérifié à un flavanol (Flanzy, 1998). 

- les flavonoïdes : les principaux flavonoïdes situés dans le pépin sont les flavan-3-ols 

(Kennedy et al., 2000) (Figure 35), tels que la catéchine et l’epi-catéchine. Les flavanols sont 

présents sous forme libre ou estérifiée à l’acide gallique et sont les unités monomériques 

constitutives des formes polymérisées, les tanins condensés, tels que les procyanidines 

(Rebello et al., 2013) (Figure 35). Ils sont généralement présents sous forme de dimères ou 

de trimères (Fuleki et al., 1997 ; Yilmaz et al., 2004) ainsi qu’à des degrés de polymérisation 

supérieurs (Hayasaka et al., 2003 ; J. Shi et al., 2003a ; Kalili et al., 2013). Les proportions 

des unités constitutives des tanins sont différentes entre la pellicule et le pépin. Les tanins des 

pépins ne sont constitués que de procyanidines et sont caractérisés par un taux de galloylation 

plus élevé (Moutounet et al., 1996 ; Brossaud et al., 1999) et un degré de polymérisation 

moyen (DPm) plus faible (Prieur et al., 1994 ; Souquet et al., 1996) que les tanins de 

pellicules.  

 

 

Figure 35. Squelettes des structures chimiques des acides phénoliques (a), des flavan-3-ols 

(b) et des tanins condensés (exemple d’un dimère de type B) (c). 
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Les teneurs des pépins de raisin en flavonoïdes ont été largement étudiées (Oszmianski 

et al., 1989 ; Ricardo da Silva et al., 1991 ; Escribano-Bailon et al., 1992 ; Santos-Buelga et 

al., 1995 ; Fuleki et al., 1997 ; V. A. P. De Freitas et al., 1999 ; Gabetta et al., 2000 ; 

Kennedy et al., 2000 ; Gény et al., 2003 ; Guendez et al., 2005). Les gammes de 

concentration des principaux composés phénoliques, mesurées sur des pépins à maturité, sont 

reportées dans le Tableau 39. Ces concentrations sont données à titre indicatif mais peuvent 

varier selon l’état de maturité des pépins (Ristic et al., 2005) et en fonction des cépages 

(Fuleki et al., 1997 ; Xu et al., 2010). 

 

Tableau 39. Concentrations en composés phénoliques reportées par Fuleki et al. dans des 

pépins à maturité de plusieurs cépages (Fuleki et al., 1997). 

Composé Concentration (mg/100g de pépins) 

(+)-catéchine 21 à 244 

(-)-épi-catéchine 23 à 284 

Procyanidine B1 3 à 62 

Procyanidine B2 9 à 106 

Procyanidine B3 0 à 71 

Procyanidine B4 2 à 149 

Procyanidine B1-3-O-gallate 0 à 74 

Procyanidine C1 0 à 10 

Procyanidine T2 0 à 76 

 

Dans la baie, les tanins de pépins sont plus abondants que les tanins de pellicules. Bien 

que les tanins de pépins soient moins extractibles que ceux des pellicules, ils représentent une 

proportion importante des tanins du vin (Kennedy, 2008). 

 

4. Localisation tissulaire des composés majoritaires 

A l’exception des composés glucidiques qui se répartissent dans tous les tissus du 

pépin, les protéines et les lipides sont exclusivement localisés dans l’albumen. Ce dernier est 

protégé par le tégument du pépin, qui présente un aspect rigide composé en grande partie de 

lignine. Ce composé est présent uniquement au niveau du tégument intermédiaire chez le 

pépin de raisin (Cadot et al., 2006a) et est responsable de la dureté de la graine. Selon Cadot 

et al., cette couche constitue une barrière à l’oxydation et permettrait une restriction des 
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échanges gazeux avec le milieu extérieur et une protection vis-à-vis des insectes et 

champignons (Cadot et al., 2006a). 

Les composés phénoliques du pépin, acides phénoliques, flavanols et tanins, sont 

majoritairement présents au niveau du tégument interne et du tégument externe jusqu’à la 

cuticule (Amrani Joutei et al., 1995 ; Cadot et al., 2006a ; Rustioni, 2016). Une faible 

proportion de ces composés (6 %) a également été localisée dans l’albumen (Xu et al., 2010). 

Thorngate et Singleton ont localisé les tanins de pépins des variétés Pinot noir et Cabernet-

Sauvignon dans la couche externe des cellules du tégument, alors que la plupart des flavan-3-

ols monomériques sont situés dans l’enveloppe externe et interne du tégument. Les 

concentrations des flavan-3-ols monomériques semblent varier selon les cépages. Par 

exemple, des teneurs plus élevées sont mesurées dans les pépins du Pinot noir que dans ceux 

du Cabernet-Sauvignon (Thorngate et al., 1994). Plus récemment, des coupes histologiques de 

pépins de Cabernet franc ont montré que la présence de flavanols est liée aux changements 

des parois cellulaires du tégument externe des pépins (Minana Castello et al., 2006).  

Les polyphénols étant des métabolites secondaires, leur quantité et leur répartition 

dans le pépin dépendent en grande partie du terroir, du millésime (conditions climatiques et de 

culture), du cépage ainsi que du degré de maturité des pépins  (J. Shi et al., 2003a). 

 

B. Facteurs influençant la composition et la qualité organoleptique du vin 

1. Niveau de maturité des pépins 

Le gain de poids du pépin observé au cours de la maturation de la baie semble appuyer 

l’hypothèse du développement des pépins au cours de la maturation (Staudt et al., 1986). Les 

modifications tissulaires des parois suggèrent des conséquences sur les teneurs en tanins 

(Cadot et al., 2006a). Par ailleurs, des travaux ont mis en évidence une perte de monomères 

de flavanols et de tanins de faible poids moléculaire (M < 900) au cours de la maturation des 

raisins (Czochanska et al., 1979 ; Romeyer et al., 1986). La maturité des raisins et donc des 

pépins est un facteur déterminant sur la composition phénolique des vins (Glories, 1981 ; 

Ryan et al., 2003 ; Canals et al., 2005 ; Fredes et al., 2010 ; Nadal, 2010 ; Elagamey et al., 

2013). 

 

2. Terroir et cépage  

L’étude de l’effet d’un déficit en eau sur le développement de la baie et du pépin de 

raisin a mis en évidence que le pépin est moins affecté que la baie en situation de stress 

hydrique. Aucun effet n’a été observé sur les procyanidines ou leur polymérisation (Gény et 
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al., 2003), cependant les teneurs en monomères de flavan-3-ols diminuent fortement 

(Kennedy et al., 2000). Cadot et al., montrent, quant à eux une relation positive entre 

l’importance de la contrainte hydrique avant véraison et le taux de galloylation ainsi qu’une 

relation négative entre la précocité à la floraison et à la véraison et ce taux de galloylation 

(Cadot et al., 2006b). Une étude récente a montré que des extraits de pellicules et de pépins 

provenant d’un terroir entièrement irrigué présentaient plus d’astringence que ceux extraits 

d’un terroir non irrigué (Kyraleou et al., 2016). Le stress hydrique semble agir de deux 

manières différentes. Selon un effet direct positif de la concentration des composés 

phénoliques dans la baie et par un effet indirect pouvant agir positivement ou négativement 

sur les concentrations, selon les composés, l’intensité et la durée du stress hydrique (Ojeda et 

al., 2002). 

Les teneurs en flavanols et en tanins corrèlent positivement avec l’exposition au soleil 

(D. I. Jackson et al., 1993 ; Downey et al., 2004 ; Cadot et al., 2006b) et sont également 

fonction du cépage (Santos-Buelga et al., 1995 ; Souquet et al., 1996 ; González-Neves et al., 

2004 ; Mané et al., 2007 ; Chira et al., 2008 ; Ortega-Regules et al., 2008 ; Nadal, 2010). 

 

3. Extractibilité des composés phénoliques du pépin 

L’extractibilité des composés phénoliques varie au cours de la maturation du pépin. 

Les procyanidines du pépin présentent une meilleure extractibilité dans les raisins non mûrs, 

contrairement aux composés phénoliques de la pellicule (González-Manzano et al., 2004 ; 

Canals et al., 2005 ; Fournand et al., 2006 ; Llaudy et al., 2008). D’un point de vue 

organoleptique, les vins issus de raisins non mûrs sont perçus avec plus d’astringence et 

d’amertume, en particulier parce que les pépins contribueraient plus au goût du vin en cédant 

des quantités importantes de procyanidines fortement galloylées (Romeyer et al., 1986 ; V. 

De Freitas et al., 2000). 

De plus, de nombreuses expérimentations ont été menées afin d’étudier l’extractibilité 

des composés phénoliques au cours de la trituration du marc, du temps de cuvaison et du 

pressurage en fin de fermentation alcoolique. Les procyanidines du pépin sont extraites plus 

lentement que celles de la pellicule. Toutefois, la durée de cuvaison, le pourcentage d’alcool 

et le pressurage augmentent leurs teneurs (Cerpa-Calderón et al., 2008). D’autres travaux ont 

également établi une corrélation positive entre l’extraction des composés phénoliques du 

pépin et la température ainsi que les teneurs en alcool des vins lors de la cuvaison 

(Oszmianski et al., 1986 ; González-Manzano et al., 2004 ; Xu et al., 2010). Ces deux 
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facteurs entraîneraient l’éclatement des cellules et favoriseraient en outre la libération des 

composés phénoliques (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).  

Xu et al. ont mis en évidence que l’extraction de 90 % des composés phénoliques du 

pépin proviennent de la paroi externe (Xu et al., 2010). De plus, un examen histologique sur 

des pépins ayant macéré cinq jours dans un moût en fermentation a également montré la 

diffusion des tanins du tégument externe alors que ceux du tégument interne ne sont pas 

extraits. Ces même études mettent en évidence la déstructuration des cellules de l’enveloppe 

externe du pépin (Cadot et al., 2006a ; Minana Castello et al., 2006).  

 

C. Apport organoleptique du pépin au vin 

La qualité des vins n’est pas directement liée aux teneurs extraites en composés 

phénoliques. Dans le moût et dans le vin, les anthocyanes, les flavan-3-ols et les tanins sont 

globalement associés à des caractéristiques sensorielles majeures du vin rouge telles que la 

couleur et l'astringence. Ces composés phénoliques peuvent se condenser, selon plusieurs 

mécanismes (Salas et al., 2004 ; Fulcrand et al., 2006). De nouveaux pigments plus stables 

que les anthocyanes libres du raisin se forment et stabilisent la couleur des vins rouges. En 

outre, en milieu acide, les procyanidines peuvent se polymériser (Haslam, 1980) mais 

également se dépolymériser par rupture des liaisons interflavaniques (Haslam, 1980 ; Vidal et 

al., 2002).  

D’autres travaux montrent que les flavanols et les tanins sont également impliqués 

dans la sensation d’amertume (Robichaud et al., 1990 ; Peleg et al., 1999 ; Brossaud et al., 

2001 ; Vidal et al., 2004 ; Cliff et al., 2012). L’augmentation de la sensation d’astringence est 

corrélée avec la hausse du degré de polymérisation (Vidal et al., 2003 ; Vidal et al., 2004 ; 

Curko et al., 2014 ; Chira et al., 2015), mais également avec le degré de galloylation des 

procyanidines (Curko et al., 2014). Noble met également en évidence que l’augmentation de 

la sensation d’astringence domine sur la perception de l’amertume avec le degré de 

polymérisation des tanins (Noble, 1994). Enfin, une étude plus récente établie, par l’ajout de 

pépins dans un vin en diverses proportions, l’augmentation de la perception d’amertume et 

d’astringence (Pascual et al., 2016). 

Certains tanins ont la particularité d’interagir avec les protéines, cette propriété étant à 

l’origine du mécanisme de la sensation d’astringence en bouche (Hagerman, 1989 ; Sarni-

Manchado et al., 1999 ; V. De Freitas et al., 2001 ; Rinaldi et al., 2015). L’association des 

procyanidines avec des anthocyanes au cours de la cuvaison, diminue leur réactivité avec les 

protéines et donc leur astringence (Maury et al.2001). Les pigments polymères issus de 
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réactions d’anthocyanes avec les flavanols ne sont pas astringents (Vidal et al., 2004). Ainsi, 

le rapport tanins/anthocyanes a une importance dans les qualités sensorielles du vin produit. 

Par exemple, Asselin et al. ont montré qu’un rapport anthocyanes/tanins élevé favorisait 

l’élaboration d’un vin souple (Asselin et al., 1992). 

Ainsi, selon les quantités de composés phénoliques extraits et les différentes réactions 

de complexation ayant lieu au cours de la cuvaison, le vin acquiert des propriétés 

organoleptiques particulières (Vidal et al., 2004). 

 

Cette revue bibliographique montre que l’essentiel des travaux réalisés sur le pépin ont 

porté sur les composés phénoliques. Il a été établi que ces derniers peuvent évoluer au cours 

de la maturation de la baie, puis être libérés dans le vin pour procurer des sensations 

d’astringence et d’amertume. La teneur en tanins de pépins est également modulée par leurs 

réactions chimiques et notamment leur complexation avec d’autres substances du vin, ce qui 

peut conduire à une diminution de la perception de l’astringence. Cependant aucune étude ne 

semble traiter d’un éventuel apport du pépin à la saveur sucrée des vins secs. 

 

II. Étude de l’apport gustatif des pépins lors de la cuvaison 

A. Matériel et méthodes 

1. Mise en place des essais de microvinification 

a) Origine des raisins utilisés 

Une série de microvinifications a été mise en place au cours du millésime 2014. Pour 

cela, deux parcelles de deux cépages différents (Merlot et Cabernet-Sauvignon) ont été 

sélectionnées dans un vignoble de l’AOC Graves. La parcelle de Merlot (M) est plantée sur 

un sol calcaire et celle de Cabernet-Sauvignon (CS) sur des Graves. 

 

b) Caractéristiques du millésime 2014 

Les caractéristiques du millésime 2014 ont été décrites préalablement au Chapitre 5-

II.1.a)(2). Une des spécificités de ce millésime est son mois de mai orageux qui n’a pas été 

propice à la fécondation des parcelles précoces de Merlot, entraînant une floraison hétérogène 

et des phénomènes de coulure. En revanche, le mois de juin sec et chaud a permis une bonne 

floraison des cépages tardifs, comme le Cabernet-Sauvignon et le Cabernet franc. 
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c) Protocole de vinification 

Pour chaque cépage, M et CS, deux modalités ont été mises en place, l’une dite 

témoin (T) et l’autre dite « épépinée » (E). Pour chaque modalité, 10 kg de raisins ont été 

vendangés à maturité et stockés au frais à 4 °C, avant leur transport. De retour au laboratoire, 

les raisins de T ont été éraflés, foulés et mis en cuve. Ceux de E ont été épépinés à l’issue de 

l’éraflage, puis mis en cuve. Les raisins et le moût ont été protégés à l’aide de CO2 tout au 

long de leur traitement, afin d’éviter l’oxydation des jus. Du dioxyde de soufre a été ajouté à 5 

g/hL lors du remplissage de chaque cuve. Après homogénéisation des cuves, un levurage a été 

effectué à 10 g/hL avec la souche de Saccharomyces cerevisiae F33 (Laffort œnologie) 

préalablement réhydratée. 

Un pigeage a été réalisé quotidiennement, du début de la FA jusqu’à ce que le moût 

atteigne une densité de 1,04. Tout au long de la FA, la température a été maintenue aux 

alentours de 25 °C et une micro-oxygénation douce a été effectuée régulièrement jusqu’à ce 

que la densité du moût ait atteint 1,04. Du sulfate d’ammonium a été ajouté lorsque le moût a 

atteint la densité de 1,07 jusqu’à une valeur totale de 200 mg/L d’azote assimilable. A la fin 

de la fermentation alcoolique, la température des cuves a été fixée à 30 °C pendant 8 jours 

afin de procéder à une MPFC. Les cuves ont ensuite été écoulées en bonbonnes et bouteilles 

en séparant les vins de goutte et les vins de presse, obtenus par pressurage à 0,5 bar. Les 

modalités ont ensuite été placées en chambre froide à 4 °C afin d’éclaircir les vins par 

décantation des lies. Après soutirage des bonbonnes et des bouteilles, des bactéries lactiques 

S11BP2 Instant (Laffort œnologie) à 1 g/hL ont été ensemencées afin de déclencher la FML. 

La température a été maintenue à 20 °C. A la fin de la FML (acide malique < 0,07 g/L), les 

modalités ont été mises en bouteille et conservées jusqu’à leur dégustation.  
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Ainsi, à la fin des microvinifications, 8 modalités ont été obtenues (Figure 36) : 

Cépage Merlot Cabernet-Sauvignon 

Modalité Témoin Epépinée Témoin Epépinée 

Type de vin Goutte Presse Goutte Presse Goutte Presse Goutte Presse 

Modalités finales MTG MTP MEG MEP CSTG CSTP CSEG CSEP 

 

 

Figure 36. Protocole mis en place pour les microvinifications du millésime 2014. 
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2. Mise en place des analyses chimiques et sensorielles 

De la même manière qu’au Chapitre 5, les paramètres chimiques élémentaires ont été 

analysés par le laboratoire SARCO et les IPT ont été mesurés au spectrophotomètre à 280 nm. 

Une analyse sensorielle a été réalisée à la fin des microvinifications, soit après FML, 

avec un panel composé de 30 dégustateurs (17 femmes et 13 hommes) âgés de 25 à 65 ans. 

Les dégustations se sont déroulées à l’ISVV dans les conditions décrites dans la partie 

expérimentale générale. 

Un test triangulaire a été effectué entre les modalités T et E, pour chaque cépage (M et 

CS) et pour chaque type de vin (G et P). Un profil sensoriel a été ensuite réalisé en évaluant 

l’intensité de la douceur, de l’amertume et de l’astringence sur une échelle linéaire non 

structurée de 0 à 7 pour les 8 modalités. 

Les résultats ont été interprétés par la loi binomiale pour les tests triangulaires et par 

une analyse de la variance à 1 facteur (ANOVA) suivie d’un test post hoc de Tukey pour les 

profils sensoriels. 

 

B. Résultats 

1. Suivi de la vinification et analyses chimiques des vins après FML 

L’analyse des paramètres œnologiques élémentaires a montré des valeurs similaires 

dans les modalités T et E pour chaque cépage, ce qui confirme l’homogénéité des raisins. La 

fermentation alcoolique s’est déroulée en 13 jours pour toutes les modalités avec des 

concentrations finales en glucose+fructose inférieures à 0,5 g/L. Au cours de la MPFC, les 

vins sont dégustés régulièrement afin de détecter d’éventuelles déviations. Après écoulage, les 

mesures de la concentration en acide malique et de l’acidité volatile, permettent de contrôler 

le déroulement de la FML dans de bonnes conditions et de confirmer son achèvement. Les 

caractéristiques chimiques des vins après FML sont présentées dans le Tableau 40. 
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Tableau 40. Analyses chimiques des vins après FML des microvinifications 2014. 

Modalité 
Ethanol 

(% vol.alc.) 

Glucose/ 

Fructose 

(g/L) 

Acidité 

totale 

(g/L) 

pH 

Acidité 

volatile 

(g/L) 

Acide 

Malique 

(g/L) 

IPT 

MTG 13 0,2 3,6 3,4 0,1 n.d. 55±3 

MEG 13 0,1 3,5 3,4 0,1 n.d. 49±4 

CSTG 13 0,1 2,7 3,6 0,1 n.d. 70±6 

CSEG 13 0,1 2,6 3,6 0,1 n.d. 73±5 

MTP 12,9 0,5 3,5 3,5 0,2 n.d. 50±4 

MEP 12,9 0,3 3,5 3,4 0,1 n.d. 46±5 

CSTP 13,3 0,4 2,7 3,7 0,2 n.d. 60±5 

CSEP 13,6 0,3 2,5 3,7 0,1 n.d. 65±3 

n.d. : non détecté (< 0,1 g/L). 

 

Tous les vins présentent des caractéristiques chimiques similaires avec des valeurs 

moyennes conformes à des vins commerciaux issus de la même appellation et du même 

millésime. Les IPT sont plus élevés pour les vins de Cabernet-Sauvignon que pour ceux de 

Merlot, mais il n’existe pas de différence significative entre les modalités T et E d’un même 

cépage. 

 

2. Comparaison sensorielle des modalités T et E 

Dans un premier temps, un test triangulaire entre les modalités T et E est présenté aux 

dégustateurs afin de déterminer s’ils perçoivent une différence gustative entre ces deux 

modalités. Ces tests sont réalisés pour les deux cépages et pour les vins de goutte comme pour 

les vins de presse. Pour ces quatre séries, les résultats, présentés au Tableau 41, sont 

significatifs au seuil de 5 % pour le Merlot et de 0,1 % pour le Cabernet-Sauvignon. Cela 

signifie que les dégustateurs sont capables de distinguer les vins issus de raisins épépinés de 

ceux vinifiés en présence de pépins, tant pour les vins de goutte que pour les vins de presse. 

L’écart entre les modalités semble encore davantage marqué pour les vins de Cabernet-

Sauvignon. 
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Tableau 41. Résultats des tests triangulaires des microvinifications 2014. 

 Vin de Goutte Vin de Presse 

Vin M CS M CS 

Nombre de bonnes réponses /30juges 16 19 15 21 

Significativité α 5 % 0,1 % 5 % 0,1 % 

 

Dans un second temps, il est demandé au panel de procéder à un profil sensoriel en 

notant l’intensité de la douceur, de l’amertume et de l’astringence des vins. Les résultats sont 

traités par une ANOVA et sont présentés dans le Tableau 42. Aucune différence significative 

n’est observée en ce qui concerne l’amertume des différentes modalités. En revanche, 

l’analyse de variance est significative pour la douceur et l’astringence, ce qui signifie que les 

dégustateurs perçoivent des écarts entre les modalités T et E pour ces deux descripteurs. Ces 

résultats sont identiques pour le Merlot et pour le Cabernet-Sauvignon, tant dans les vins de 

goutte que dans les vins de presse. En outre, les moyennes des notes attribuées par le panel 

montrent que les vins témoins, vinifiés en présence des pépins, sont perçus plus doux et moins 

astringents que les vins issus de raisins « épépinés ». 
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C. Discussion 

Les vins obtenus à partir de raisins épépinés présentent moins de douceur et plus 

d’astringence que les vins issus de raisins ayant conservé leurs pépins, pour les deux cépages 

étudiés dans cette expérimentation. Aucune différence d’amertume n’est en revanche 

perceptible. Aussi paradoxales soient-elles a priori, ces conclusions confirment les 

observations relatées par Pacottet et Peynaud : la présence des pépins au cours de la 

vinification est profitable à la qualité sensorielle du vin. Plus récemment, Lee et al. ont 

évoqué, sur la base d’une dégustation informelle, le fait qu’un vin issu d’une méthode de 

vinification traditionnelle serait préféré à un vin dont les pépins ont été éliminés au début de 

la fermentation alcoolique (Lee et al., 2008). Kovac et al. ont également étudié les effets de 

l’addition de pépins de raisins sur la composition en flavanols et en tanins des vins, ainsi que 

sur leur astringence. Les résultats suggèrent qu’une addition raisonnée de pépins (60 g/kg de 

raisin) favoriserait des concentrations plus fortes en composés phénoliques, que ne semblent 

pas traduire les mesures des IPT et des quantités totales de tanins réalisées dans notre travail.  

En outre, les mêmes auteurs relatent « les caractéristiques organoleptiques (couleur, goût et 

arômes) plus prononcées » des vins additionnés de pépins (Kovac et al., 1992 ; Kovac et al., 

1995), sans donner davantage de détails. D’autres articles présentent des résultats similaires, 

suggérant que l’addition de pépins au cours de la vinification augmente non seulement la 

structure des vins mais également leur astringence alors que les propriétés aromatiques ne 

sont pas modifiées (Canals et al., 2008). Lors des séances d’analyse sensorielle que nous 

avons effectuées, les dégustateurs n’ont pas perçu non plus de différence olfactive entre les 

échantillons. Ainsi, les travaux menés jusqu’à présent ont principalement porté sur la 

composition phénolique des vins ainsi que sur la perception de leur astringence et de leur 

amertume. La contribution des pépins à la saveur sucrée n’avait jamais été étudiée jusqu’ici. 

Sa mise en lumière suggère l’existence, dans les pépins, de molécules à saveur sucrée, qui 

seraient libérées au cours de la vinification et en particulier de la phase post-fermentaire. 

Dans ce contexte, les systèmes développés pour retirer les pépins des cuves pendant la 

fermentation alcoolique semblent d’un intérêt fortement discutable (Leahy, 2000). De la 

même façon, l’ajout de pépins exogènes dans une cuve en fermentation pourrait soulever, au-

delà de sa pertinence gustative, de nombreuses questions liées à l’authenticité et l’identité. 

Ces pratiques ne sont donc pas souhaitables pour l’élaboration de vins de qualité. 

Enfin, les différences entre les modalités T et E sont perçues dans les deux cépages, 

mais semblent accrues dans les vins issus de Cabernet-Sauvignon. Cette observation pourrait 

être reliée au caractère plus tannique et structuré des vins issus de ce cépage (Chira et al., 



Deuxième partie : Influence sensorielle de la cuvaison des vins rouges sur leur équilibre 

gustatif 

147 

 

2008 ; Chira, 2009). En effet, De Freitas et al. ont montré que l’apport de composés 

phénoliques du pépin est plus important pour les vins de Cabernet-Sauvignon que pour les 

vins de Merlot (V. De Freitas et al., 2000). Il pourrait en être de même pour des molécules à 

saveur sucrée, susceptibles d’exercer une influence plus importante sur l’équilibre gustatif des 

vins de Cabernet-Sauvignon. Il est également possible que les écarts perçus entre cépages 

soient liés à des teneurs différentes de molécules sucrées dans les pépins. La répétition de 

telles expériences de microvinification permettrait d’étudier ces deux hypothèses. Les 

différences gustatives semblent également être plus marquées pour les vins de presse que pour 

les vins de goutte. Cela pourrait s’expliquer par une libération plus importante de composés 

sucrés du pépin lors du pressurage, comme cela a été montré pour les procyanidines du pépin 

(Cerpa-Calderón et al., 2008). 

 

Conclusion 

Les expérimentations décrites dans le chapitre précédent ont permis d’établir le rôle 

bénéfique de la macération post-fermentaire à chaud sur le goût du vin et notamment sur 

l’augmentation de sa saveur sucrée. Ces conclusions suggèrent l’existence de molécules 

édulcorantes provenant du raisin. Or, en relatant des expériences de vinification réalisées à 

partir des différentes parties du raisin, Emile Peynaud souleva l’hypothèse d’une contribution 

des pépins au moelleux des vins. Dans le présent chapitre, nous avons reproduit des 

microvinifcations, à partir de deux cépages bordelais, dont une seule partie des raisins a été 

épépinée. La dégustation des vins obtenus après FML a montré une astringence moindre ainsi 

qu’une douceur significativement plus importante dans les vins issus de raisins contenant 

leurs pépins. Ainsi, ces résultats étayent l’hypothèse de l’apport de composés sucrés 

provenant du pépin et capables de modifier l’équilibre gustatif des vins rouges. 

L’approche expérimentale et les outils sensoriels utilisés dans cette partie ont permis 

de confirmer les observations et les intuitions des vinificateurs les plus fins : les vins rouges 

gagnent en moelleux lors de la cuvaison et les pépins leur confèrent davantage de saveur 

sucrée. Toutefois, il est fortement vraisemblable que l’apport gustatif du pépin soit modulé 

par le niveau de maturité du raisin mais également par les conditions de croissance de la baie. 

L’influence bénéfique du pépin doit donc être nuancée au regard de ces paramètres.  

Afin de préciser l’influence des facteurs viticoles et œnologiques sur la contribution 

des raisins à la saveur sucrée des vins secs, il convient de donner un éclairage moléculaire aux 

phénomènes sensoriels mis en évidence dans cette étude. 
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TROISIÈME PARTIE : 

ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DE COMPOSÉS DU RAISIN POSSÉDANT 

UNE ACTIVITÉ GUSTATIVE 

 

CHAPITRE 7 - EXTRACTION ET IDENTIFICATION DE COMPOSÉS SAPIDES DU 

PÉPIN  

 

Introduction 

La contribution gustative des pépins à la douceur des vins a été mise en évidence au 

cours de la partie II de ce travail. Le présent chapitre consiste en l’étude des composés non 

volatils du pépin possédant un goût sucré. Pour cela, un protocole de fractionnement et de 

purification guidé par la gustatométrie est développé. Dans un premier temps, il est nécessaire 

de mettre en place un protocole d’extraction des composés du pépin puis de les isoler à l’aide 

de plusieurs techniques séparatives. La nature chimique des molécules recherchées n’est pas 

connue, par conséquent une approche guidée par l’analyse sensorielle est choisie pour 

développer le protocole de fractionnement et de purification. 

 

I. Développement d’une technique d’extraction des composés du pépin 

A. Sélection de la matière première 

Les grappes de raisin ont été sélectionnées dans des parcelles qualitatives de plusieurs 

crus de la région Bordelaise, en appellations Cadillac-Côtes de Bordeaux, Saint-Julien et 

Saint-Emilion. Les grappes choisies, issues des millésimes 2014 et 2015, étaient constituées 

de raisins sains et non millerandés. Elles ont été ramassées en même temps que le reste de la 

récolte, soit au niveau de maturité œnologique fixé par le vinificateur de chacune des 

propriétés. L’effet des pépins sur la saveur sucrée a été observé tant pour le Merlot que pour 

le Cabernet-Sauvignon, par conséquent des grappes des deux cépages ont été collectées. 

Après récolte, les grappes de raisins ont été conservées à –20 °C. 

 

B. Protocole d’extraction des pépins 

L’extraction des pépins a été réalisée manuellement, afin de ne pas compromettre 

l’intégrité du pépin. Les baies étant congelées, il était plus facile de retirer la pulpe. Afin de 

s’assurer de l’élimination des sucres sur la couche externe des pépins, ces derniers sont rincés 

rapidement à l’eau. De cette manière, près de 30 kg de raisins ont été épépinés pour donner 

environ 1,6 kg de pépins. 
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C. Détermination des conditions d’extraction des composés du pépin 

L’objectif de l’extraction solide/liquide était de mimer les conditions d’une macération 

post-fermentaire à chaud. Il est considéré que 1,35 kg de raisins (soit environ 70 g de pépins) 

permettent d’obtenir en moyenne 1 L de vin. Ainsi, 70 g de pépins ont été placés en 

macération dans 1 L d’une solution EtOH/H2O : 15/85 à pH 3,5, dans une étuve à 30 °C 

pendant 10 jours, en atmosphère inerte et sans agitation. A l’issue de la macération, le macérat 

a été filtré à 0,45 µm, concentré à 500 mL afin d’éliminer l’éthanol, et lyophilisé. Au total, 22 

macérations ont été réalisées dans des contenants d’un litre. 

 

II. Mise en place d’un protocole de fractionnement de l’extrait de pépins guidé par 

la gustatométrie 

A. Présentation de la stratégie mise en œuvre  

1. Principe 

Une démarche inductive guidée par la gustatométrie a été mise en place afin de 

fractionner l’extrait de pépins. Cette démarche consistait à fractionner des extraits par diverses 

techniques séparatives en étant guidé par la dégustation des fractions, c’est-à-dire sans 

présager de la nature chimique des molécules cibles. Depuis plusieurs années, des études sur 

la recherche des déterminants moléculaires du goût proposent l’utilisation d’une telle 

approche inductive. Initiées notamment dans le laboratoire du Pr. Hofmann à Munich, ces 

recherches utilisant la dégustation de fractions pour guider le protocole de purification ont été 

appliquées à de nombreuses matrices alimentaires, et notamment le vin (Glabasnia et al., 2006 

; Hufnagel et al., 2008a). Cette démarche a également été utilisée afin d’isoler de nouveaux 

composés édulcorants du bois de chêne (Marchal et al., 2011b). 

L’élucidation structurale et la caractérisation sensorielle de composés non-volatils 

nécessite des quantités assez importantes, de l’ordre de quelques milligrammes au minimum. 

Pour cela, le protocole développé a fait intervenir des techniques séparatives 

complémentaires, pouvant être utilisées à l’échelle préparative ou semi-préparative, comme 

l’extraction L/L, la CPC, la SPE et l’HPLC semi-préparative. A l’issue de chaque étape, les 

différentes fractions obtenues ont été dégustées et celles présentant les caractéristiques 

gustatives recherchées ont été sélectionnées pour l’étape ultérieure du protocole.  
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2. Suivi du fractionnement de l’extrait de pépins 

L’utilisation de la LC-FTMS permet l’analyse de la constitution des fractions et ainsi le suivi 

du fractionnement. Les conditions chromatographiques et les paramètres spectrométriques 

utilisés sont résumés, respectivement, dans les Tableau 43 et Tableau 44. 

 

Tableau 43. Conditions chromatographiques utilisées au cours du fractionnement des extraits 

de pépins. 

Appareil :  

               U-HPLC Accela (Thermo Fisher Scientific) 

Logiciel : 

               Xcalibur 2.1 pour Exactive 

Détecteur UV : 

               Accela PDA 1 cm LightPipe Flow cell 

Colonne : 

               Hypersil Gold C18 (Thermo Fisher Scientific) 

               100 x 2,1 mm 

               Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : 

               Débit : 600 µL/min 

               Solvant A : H2O milli-Q 

               Solvant B : ACN LC-MS Optima (Thermo Fisher Scientific) 

               Gradient :  

A 
Temps (min) : 0 0,3 2 5,3 6 6,5 6,6 7 

% de B : 5 5 7 17 98 98 5 5 

B 
Temps (min) : 0 1 5 5,3 6 6,15 7  

% de B : 5 5 30 98 98 5 5  
 

Injection : 

              5 µL à l’aide d’un passeur automatique HTC0 Pal équipé de « racks » réfrigérés 
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Tableau 44. Conditions spectrométriques et d’ionisations utilisées au cours du 

fractionnement des extraits de pépins. 

Paramètre Mode négatif Mode positif 

Débit du « sheath gas »
 a
 80 

Débit du gaz auxiliaire
 a
 15 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| -3,5 kV 3,5 kV 

Température du capillaire 350 °C 

Tension du capillaire -25 V 25 V 

Tension du tube lens -120 V 120 V 

Tension du skimmer -20 V 20 V 

Température de la source 320 °C 

Résolution
 b
 10000 

AGC 5.10
5
 

Gamme masses 160-2000 Th 
a
 Le débit du « sheath gas »

 
et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires. 

b
 Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th. 

 

3. Organisation des dégustations des fractions 

A l’issue de chaque étape de fractionnement, les extraits ont été évaporés afin 

d’éliminer les solvants, puis repris dans de l’eau ultra-pure et lyophilisés. Des travaux 

antérieurs avaient montré que l’évaporation à sec suivie de la lyophilisation permet d’éliminer 

les éventuelles traces de solvants, pour le méthanol, l’acétonitrile, l’acétate d’éthyle, le 

butanol et l’heptane. 

Les dégustations ont été réalisées au laboratoire par cinq experts, dans des verres 

AFNOR. Les fractions ont été dégustées dans 50 mL d’une solution hydro-alcoolique à 12 % 

vol., préparée à base de distillat de vin dilué dans une eau pure et peu minéralisée (eau de 

source de Laqueuille, France). 

Sauf mention contraire, les fractions d’extrait de pépins ont été dégustées à des 

concentrations calculées au prorata des quantités obtenues et ramenées à l’équivalent d’un 

litre de vin. Les échantillons dégustés ont été comparés à une solution témoin correspondant à 

la solution hydro-alcoolique seule. Le goût de chaque fraction a été décrit et l’intensité de la 

douceur a été évaluée sur une échelle de 0 à 7. Chaque dégustation a été reproduite deux fois, 

pour vérifier la cohérence des résultats. Les dégustations ont été réalisées à l’aveugle. 
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B. Extractions liquide/liquide  

1. Choix des solvants et mise en œuvre 

La première étape consistait en une extraction L/L, dont la pertinence repose en grande 

partie sur le choix des solvants. Les composés extraits au cours de la macération de pépins 

sont plutôt polaires puisqu’ils sont extraits en solution hydro-alcoolique à 15 % d’EtOH. 

Toutefois, des solvants de polarité croissante ont été utilisés pour partitionner l’extrait brut. 

Ainsi, une première extraction à l’heptane (Hept) a permis l’élimination des composés les 

plus apolaires. Puis, des extractions à l’acétate d’éthyle (AcOEt) et au butanol saturé en eau 

(BuOHsat) ont été réalisées. Les phases organiques de chaque extraction ont été regroupées, 

évaporées et lyophilisées. La Figure 37 schématise le protocole mis en œuvre. Les extraits 

pré-purifiés φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat et φ-aqueuse, obtenus sous forme de poudre, ont 

été dégustés en solution hydro-alcoolique. 

 

 

Figure 37. Schéma du protocole d’extractions L/L appliquées à l’extrait brut de pépins. 

 

Extrait de 

pépins filtré 

500 mL 

Phase  

organique 

φ-Hept 

Phase 

organique 

φ-AcOEt 

Phase organique 

φ-BuOHsat 

Phase aqueuse-1 

Phase aqueuse-2 

Phase aqueuse-3 

φ-aqueuse 

1) Concentration à l’évaporateur rotatif 

2) 3 extractions avec 500 mL d’Hept 

3) Lyophilisation et dégustation 

1) Concentration à l’évaporateur rotatif 

2) 3 extractions avec 500 mL d’AcOEt 

3) Lyophilisation et dégustation 

1) Concentration à l’évaporateur rotatif 

2) 3 extractions avec 500 mL de BuOHsat 

3) Lyophilisation et dégustation 

Dégustation 

1) Concentration à l’évaporateur rotatif 

2) Lyophilisation et dégustation 
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2. Résultats 

a) Extractions liquide/liquide 

Les composés du pépin susceptibles de diffuser lors de la MPFC sont extraits par 

macération des pépins dans une solution hydro-alcoolique. Après filtration du macérat et 

évaporation de l’EtOH, l’extrait brut de pépins est d’abord fractionné par des extractions 

liquide/liquide. Les profils chromatographiques des quatre extraits pré-purifiés de pépins sont 

différents, ce qui confirme la réussite du fractionnement (Figure 38). 

 

Figure 38. TIC en ionisation négative des extraits pré-purifiés de pépins. 

 

Après lyophilisation, les extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat sont obtenus sous 

forme de poudre beige alors que l’extrait φ-aqueuse présente un aspect de pâte visqueuse 

brune. Pour une macération de pépins de 1 L, correspondant à 70 g de pépins, les masses des 

extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat et φ-aqueuse s’élèvent en moyenne respectivement à 

410 mg, 640 mg, 1,44 g et 1,34 g (Tableau 45). 
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Tableau 45. Extraits obtenus après extraction L/L de l’extrait brut de pépins ; quantités 

extraites pour une macération de 70 g de pépins dans un litre de solution hydro-éthanolique. 

 Extrait brut φ-Hept φ-AcOEt φ-BuOHsat φ-aqueuse 

Masses ± σ 

(g) 
4,15 ± 0,20 0,41 ± 0,08 0,64 ± 0,10 1,44 ± 0,25 1,34 ± 0,19 

Aspect 
Poudre 

brune 

Poudre 

beige 

Poudre 

beige 

Poudre 

beige 

Pâte visqueuse 

brune 

σ : écart-type, calculé sur la totalité des extractions L/L réalisées. 

 

b) Dégustation 

La dégustation des extraits pré-purifiés révèle une forte astringence, entraînant une 

saturation des dégustateurs. Les concentrations de dégustation ont donc été réévaluées et 

diluées par 20. De cette manière, les quatre extraits dégustés présentent une amertume plus 

marquée que le verre témoin. L’extrait φ-BuOHsat possède une légère douceur à l’attaque 

suivie d’une forte astringence et l’extrait φ-aqueuse présente quant à lui une saveur sucrée, de 

l’attaque à la finale. 

 

3. Discussion 

En moyenne, les extraits de pépin représentent, après lyophilisation, 6 % du poids total 

des pépins. Cette observation souligne l’importance de l’apport des pépins au cours de la 

MPFC, puisque les pépins d’une quantité de raisin permettant d’obtenir 1 litre de vin libèrent 

en moyenne 4,15 g d’extractibles. Cependant, il faut souligner que la diffusion des composés 

est vraisemblablement meilleure au cours de cette expérience de modélisation de la MPFC 

qu’en conditions réelles. En effet, au cours d’une MPFC au chai, certains pépins ont été 

libérés et se trouvent au fond de la cuve tandis que d’autres sont encore contenus dans les 

baies constituant le chapeau de marc. Pour ces derniers, la diffusion des composés est plus 

limitée (Minana Castello et al., 2006). 

La mise en place d’une extraction L/L est adaptée pour une première étape de 

fractionnement. Elle permet de traiter une grande quantité d’échantillon et engendre peu de 

pertes puisque les deux phases liquides sont récupérées (rendement de 92 %). 

La dégustation des quatre extraits met en évidence un fractionnement du goût. 

L’amertume et l’astringence des extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat ne sont pas 

surprenantes en raison des nombreux composés phénoliques (tanins hydrolysables et 

condensés, flavan-3-ols, dérivés d’acides ellagiques et dérivés de flavonols) contenus dans les 
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pépins (González-Manzano et al., 2004 ; Gambuti et al., 2009 ; Sandhu et al., 2010 ; 

Rockenbach et al., 2012 ; Di Lecce et al., 2014 ; Ky et al., 2015). En outre, beaucoup de ces 

composés phénoliques ont été décrits amers et astringents (Arnold et al., 1978 ; Peleg et al., 

1999 ; Brossaud et al., 2001 ; Hufnagel et al., 2008a ; Soares et al., 2013). 

Cependant, le goût sucré présenté par l’extrait φ-aqueuse n’a jamais été mentionné 

jusqu’à présent. La douceur perçue dans cet extrait suggère la présence de composés sucrés du 

pépin et tend à confirmer les résultats sensoriels décrits au chapitre 6. Le dosage des sucres 

réducteurs a par ailleurs montré que cet extrait n’en contenait que des traces (moins de 0,1 

g/L), bien inférieures à leur seuil de détection. Cela confirme que la douceur perçue ne 

provient pas d’oses mais d’autres composés non-volatils édulcorants : il s’agit bien d’une 

« sucrosité sans sucre ». 

L’extrait φ-aqueuse est donc sélectionné et conservé pour la suite du fractionnement. 

Cette première étape d’extractions liquide/liquide a ainsi permis l’élimination de composés a 

priori sans intérêt pour notre étude et représentant plus de 62 % de la masse totale de l’extrait 

brut.  

 

C. Fractionnement par Chromatographie de Partage Centrifuge-

Gustatométrie (CPC-G) 

L’extrait φ-aqueuse possède un profil chromatographique complexe, avec de 

nombreux pics et massifs peu résolus. Compte tenu de sa masse importante, la 

chromatographie de partage centrifuge est choisie afin de le fractionner. 

 

1. Matériel et méthodes 

a) Choix du système de CPC 

Différents systèmes « pont » AcOEt/iPrOH/H2O ont été testés en vue du 

fractionnement de l’extrait φ-aqueuse (Tableau 46), selon le protocole décrit dans la partie 

expérimentale générale. Le choix du système a reposé sur l’observation d’une similarité entre 

les profils chromatographiques de la phase supérieure et inférieure. 
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Tableau 46. Systèmes testés pour le fractionnement par CPC de l’extrait pré-purifiés φ-

aqueuse. 

 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 

AcOEt 50 25 10 5 4 3 2 

iPrOH 1 1 1 1 1 1 1 

H2O 50 25 10 5 4 3 2 

 

L’étude des chromatogrammes LC-FTMS des phases supérieures et inférieures a 

permis de choisir le système P13 pour réaliser le fractionnement par CPC de l’extrait φ-

aqueuse. 

 

b) Déroulement des expériences de CPC 

Au vu des quantités d’extrait φ-aqueuse à traiter, l’utilisation du rotor de 1 L, 

permettant d’injecter jusqu’à 10 g de produit, a été nécessaire. Afin de confirmer la pertinence 

du système choisi pour ce fractionnement par CPC, une première injection d’1 g de l’extrait 

φ-aqueuse a d’abord été réalisée sur le rotor de 100 mL (CPC-1), selon la méthode 2 décrite 

au Tableau 47. Une autre expérience a été effectuée à partir d’une quantité plus importante 

d’extrait (6 g), à l’aide du rotor d’1 L, en utilisant la méthode 3. 

 

Tableau 47. Méthodes d’analyse 2 et 3 du fractionnement par CPC. 

Méthode d’analyse 2 Rotor 100 mL Mode ascendant 

 Début (min) Fin (min) Débit (mL/min) Rotor (rpm) % A % B 

Équilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2000 100 0 

35 60 5 2000 0 100 

Élution 0 60 5 2000 0 100 

Extrusion 60 105 5 2000 100 0 

       

Méthode d’analyse 3 Rotor 1 L Mode ascendant 

 Début (min) Fin (min) Débit (mL/min) Rotor (rpm) % A % B 

Équilibration 

0 20 40 0 100 0 

20 60 25 500 100 0 

60 65 25 1250 100 0 

65 100 25 1250 0 100 

Élution 0 120 25 1250 0 100 

Extrusion 120 165 40 1250 100 0 
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En vue des CPC-1 et -2, l’échantillon de l’extrait φ-aqueuse a été solubilisé dans 

respectivement 10 et 30 mL d’un mélange biphasique P13 puis filtré à 0,45 µm avant injection. 

La détection UV a été fixée à 254 et 280 nm et le collecteur de fraction a été réglé 

respectivement à 5 et 25 mL/min pour les CPC-1 et -2. A la fin des expériences, 105 tubes et 

192 tubes ont été collectés respectivement pour les CPC-1 et -2. Des aliquotes de 100 µL ont 

été prélevées tous les 10 tubes, évaporées à sec au RapidVap, reprises dans 1 mL d’un 

mélange 95/5 : H2O/MeOH et analysées par LC-FTMS. Les tubes ont ensuite été regroupés 

selon leur profil chromatographique ; leur contenu a été évaporé à sec et lyophilisé. De cette 

manière, 12 fractions ont été constituées pour chaque CPC (Figure 39). 

 

 

Figure 39. Fractionnement de l’extrait φ-aqueuse par CPC-G et HPLC semi-préparative 
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2. Résultats du fractionnement par CPC-Gustatométrie 

Pour les CPC-1 et -2, les volumes des phases inférieures rejetées, sont, respectivement, 

de 49 et 323 mL, et les pressions à l’équilibre sont de 33 et 48 bar. Ces volumes à l’équilibre 

indiquent une bonne rétention de phase inférieure dans la colonne, propice à la séparation des 

constituants de l’extrait. 

La solubilisation de l’extrait dans le système de solvant crée une émulsion rendant la 

filtration des 30 mL du mélange longue et difficile. Après filtration, l’échantillon se présentait 

cependant sous forme d’un système biphasique, limitant ainsi les risques de déstabilisation de 

l’équilibre des phases dans le rotor. 

Le profil chromatographique UV de la CPC-1 présente des signaux tout au long de 

l’expérience, suggérant un bon partage des composés (Figure 40). Par ailleurs, les 

chromatogrammes LC-FTMS des tubes analysés sont différents, ce qui confirme la réussite 

du fractionnement et permettent de constituer des fractions distinctes. 

 

  

Figure 40. Profil chromatographique UV de la CPC-1. 

Dans un premier temps, les 12 fractions sont dégustées en solution hydro-alcoolique et 

quatre d’entre elles possèdent une saveur sucrée. Ce résultat prouve que le système choisi est 

adapté à un fractionnement du goût. Le système de CPC P13 est donc validé pour le 

fractionnement de l’extrait φ-aqueuse et la CPC-2 est réalisée sur le rotor de 1 L. Le profil 

UV (Figure 41) de la CPC-2 présente une moins bonne répartition des signaux. Toutefois, les 

chromatogrammes des injections LC-FTMS sont similaires à ceux obtenus de la CPC-1. Par 

conséquent, les mêmes fractions sont constituées pour les deux CPC.  
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Figure 41. Profil chromatographique UV de la CPC-2. 

 

Les fractions sont obtenues sous forme de poudre en quantité variable (Tableau 48). 

La fraction 11 est la plus abondante, son analyse LC-FTMS montre la présence de nombreux 

oligomères de flavan-3-ols. 

Les fractions de la CPC-2 sont présentées dans un ordre aléatoire à 5 dégustateurs. 

Leur analyse sensorielle est réalisée en duplicat lors de deux séances distinctes. Les résultats 

des deux dégustations sont identiques et cohérents avec ceux obtenus pour les fractions de la 

CPC-1. Le gustatogramme est présenté au Tableau 48.  
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Tableau 48. Gustatogramme de la CPC-2. Les fractions retenues pour la suite du 

fractionnement sont indiquées en caractères gras. 

Fraction Tubes Masse (mg) Goût Aspect 

F1 21 - 32 17,4 Salé 0,5/7 Poudre beige 

F2 33 - 47 132,1 Amer 1/7 Poudre brune 

F3 48 - 62 101,1 Sucré 5/7 Poudre beige 

F4 63 - 67 20 Sucré 4/7 Poudre beige 

F5 68 - 79 33,8 - Poudre beige 

F6 80 - 87 17,6 - Poudre beige 

F7 88 - 97 15,3 - Poudre rose 

F8 98 - 108 17,6 Sucré 6/7 Poudre beige 

F9 109 - 152 56,9 Sucré 5/7 Poudre beige 

F10 153 - 159 

281,9 

- Solide brun 

visqueux 

F11 160 - 169 4827,6 Astringent 7/7 Poudre brune 

F12 170 - 180 75,5 Sucré 1/7 Poudre brune 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

 

La dégustation des fractions met en évidence la saveur sucrée de quatre d’entre elles, 

F3, F4, F8 et F9, avec des intensités marquées variant de 4 à 6. En revanche, la fraction 

majoritaire F11 possède une astringence marquée, qui peut être reliée à la présence de 

composés phénoliques révélée par LC-FTMS.  

 

3. Discussion 

La CPC, de la même manière que l’extraction L/L, présente un bon rendement (92 %). 

En effet, les phases stationnaires et mobiles étant liquides, la totalité de l’extrait peut être 

récupérée. Les seules pertes sont celles causées par la filtration et les transferts de verrerie. 

Le système de CPC utilisé permet un fractionnement efficace de l’extrait φ-aqueuse 

puisque douze fractions de profils chromatographiques différents sont obtenues. De la même 

manière, il permet une bonne séparation des composés sapides, puisque le goût des fractions 

diffère. Leur dégustation met ainsi en évidence une saveur sucrée pour quatre d’entre-elles : 

F3, F4, F8 et F9, dont les chromatogrammes sont représentés dans la Figure 42.  
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Figure 42. TIC en ionisation négative des fractions F3, F4, F8 et F9 de la CPC-2 (gradient 

LC : A). 

 

La mise en œuvre de la CPC-Gustatométrie a ainsi permis d’obtenir quatre fractions 

sucrées à partir de l’extrait pré-purifié de pépins. Ces fractions sont conservées pour la suite 

du protocole. 

 

D. Purification par Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) 

semi-préparative 

Au vu des chromatogrammes des fractions F3, F4, F8 et F9 (Figure 42), ainsi que des 

quantités obtenues pour chacune d’elles (Tableau 48), la HPLC semi-préparative est choisie 

pour la purification de leurs composés majoritaires (Figure 39). 

 

1. Matériel et méthodes 

Chaque fraction a été traitée séparément par HPLC semi-préparative équipée d’une 

colonne Kinetex XB-C18 (21,2 x 250 mm, 5 μm, Phenomenex). La phase mobile était 

constituée d’un mélange H2O + 0,1 % d’acide formique (phase A) et d’ACN + 0,1 % d’acide 

formique (phase B). Le débit était fixé à 20 mL/min et les gradients ont été optimisés afin de 

séparer au mieux les composés des fractions F3 et F4 (Gradient III) et ceux des fractions F8 

et F9 (Gradient IV). Les conditions chromatographiques utilisées sont détaillées dans le 

Tableau 49. 
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Tableau 49. Gradients utilisés pour la purification par HPLC semi-préparative des composés 

présents dans les fractions F3, F4, F8 et F9. 

Gradient III F3 et F4 
Temps (min) 0 3,3 15 29,5 37 53 60 61 70 

% B 5 5 13 21 30 100 100 5 5 

Gradient IV F8 et F9 
Temps (min) 0 3,3 29,5 40 47,5 53 60 61 70 

% B 5 5 13 21 30 100 100 5 5 

 

Les échantillons ont été préparés dans 500 μL de H2O/MeOH : 80/20 et filtrés à 0,45 

µm avant injection. Une première injection de 5 mg a permis de contrôler l’efficacité de la 

séparation et de déterminer les temps de rétention des composés. Le solde des échantillons a 

été traité par des injections successives de 20 mg. Les détecteurs UV et DEDL ont permis de 

suivre l’élution des composés et de les collecter manuellement à la sortie du système. Pour 

chaque tube, une aliquote de 50 µL a été prélevée, diluée par 10 avec de l’eau ultra-pure, et 

injectée en LC-FTMS afin d’étudier sa composition. Pour chaque injection, des tubes dont le 

contenu présentait un seul pic chromatographique (composé pur) ont été obtenus. Les tubes 

des différentes injections contenant les mêmes composés purs ont ensuite été regroupés et 

lyophilisés en vue d’être dégustés. 

 

 

2. Résultats 

a) Résultats des purifications 

Plusieurs composés majoritaires et familles de composés sont observables dans les 

quatre fractions d’intérêt. Dans la suite de ce travail, ces composés seront désignés, pour des 

raisons de simplification, par la masse nominale m/z de leur ion déprotoné [M-H]
-
. 

Les fractions traitées par HPLC semi-préparative possédaient une saveur sucrée, mais 

la nature des composés sapides était inconnue. Par conséquent, l’objectif était de collecter les 

molécules correspondant aux pics majoritaires (notés « pics 1, 2... »), mais également de 

récupérer la phase mobile éluée entre ces pics (notée « élution »). En effet, des composés non 

détectables, car présents à faible concentration, pourraient contribuer significativement au 

goût de la fraction. Le détecteur UV à 280 nm a été utilisé, mais il a été complété pour cette 

application, par un détecteur DEDL, présentant un caractère universel. Ainsi le Tableau 50, 

récapitule les composés qui ont pu être isolés ainsi que les élutions collectées entre les pics. 
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Tableau 50. Purifications des fractions F3, F4, F8 et F9 par HPLC semi-préparative. 

Fraction 

traitée 
Pic/Elution m/z observé Masse (mg) 

F3 
Pic 1 331 1,3 

Elution 523 ; Flav.* 57,3 

F4 

Pic 1 331 « grains de poudre » 

Pic 2 366 « grains de poudre » 

Elution 331 ; 366 ; Flav.* 7,9 

F8 

Pic 1 443 « grains de poudre » 

Pic 2 366 « grains de poudre » 

Pic 3 521 « grains de poudre » 

Elution 293 ; 366 ; 347 ; 443 ; 521 ; Flav.* 5,5 

F9 

Pic 1 293 « grains de poudre » 

Pic 2 443 « grains de poudre » 

Elution 293 ; 347 ; 443 ; 521 ; Flav.* 4,8 

* Flav. : composés de la famille des flavonoïdes (dérivés et oligomères). 

 

Les composés correspondant aux pics collectés dans les fractions d’intérêt sont 

purifiés en très faible quantité, non mesurable (« grains de poudre »). Les analyses LC-FTMS 

montrent que ces composés sont encore présents dans les restes des élutions en tant que 

composés plus ou moins majoritaires. Des flavonoïdes semblent être répartis sur toutes les 

fractions. Cela s’explique en partie par les états de polymérisation, de glycosylation et 

galloylation des composés, modifiant leur polarité (Escribano-Bailon et al., 1992 ; Yanagida 

et al., 2000 ; Yanagida et al., 2003).  

 

b) Résultats de la dégustation 

Malgré les faibles quantités obtenues lors des purifications, la dégustation des 

différentes fractions d’élution et composés purifiés est tout de même réalisée en solution 

hydro-alcoolique. Les composés purs, m/z 293, 366, 443 et 521, sont dégustés sans connaître 

leur concentration (inférieure à 2 mg/L), puisque seuls quelques grains de poudre sont 

recueillis. Le composé m/z 331 est dégusté à 10 mg/L. Les fractions « élutions » sont 

dégustées à 20 mg/L. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 51. 
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Tableau 51. Résultats de la dégustation après purification par HPLC semi-préparative. 

 Composé pur (m/z)  « Elution » 

 293* 331 366* 443* 521* 
Elution-

F3 

Elution-

F4 

Elution-

F8 

Elution-

F9 

Goût Sucré Sucré - Sucré - - - 
Amer 

Astringent 
Sucré 

Intensité 

de la 

douceur 

3/7 3/7 - 4/7 - - - - 5/7 

* Concentrations des composés inconnues. 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

 

La dégustation des composés purs donnent dès lors quelques indications sur leur goût. 

Les composés m/z 293, 331 et 443 présentent une saveur sucrée en comparaison au verre 

témoin. De plus, la douceur la plus intense reportée est celle de la fraction Elution-F9 avec 

une intensité de 5 sur 7. 

 

3. Discussion 

La purification des composés majoritaires des fractions d’intérêt n’a pas atteint son 

objectif puisque les composés n’ont pas été obtenus en quantité suffisante pour permettre 

leurs caractérisations structurale et gustative. Cependant, leur dégustation, ainsi que celle des 

fractions « élution » mettent en évidence quelques résultats sensoriels intéressants. En 

particulier, les composés m/z 293, 331 et 443 semblent être des composés d’intérêt dans la 

recherche de composés à saveur douce. La fraction Elution-F9 présente la plus forte intensité 

de douceur (5/7) de cette dégustation. L’étude de son profil chromatographique en LC-FTMS 

permet d’observer les composés suivant : m/z 293, 347, 366, 443 et 521, comme l’illustre le 

chromatogramme des ions totaux de la Figure 43. 
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Figure 43. TIC en ionisation négative de la fraction Elution-F9 après purification par HPLC 

semi-préparative (gradient LC : B). 

 

La suite de ce travail a donc consisté à purifier les composés présents dans la fraction 

Elution-F9 en quantité suffisante pour permettre leur caractérisation structurale et gustative. 

Le composé m/z 331 a également été ciblé en raison de son goût potentiellement intéressant. 

Une optimisation des méthodes de fractionnement de l’extrait de pépins a été nécessaire pour 

isoler ces composés d’intérêt. 

 

E. Optimisation des méthodes de fractionnement en vue de la purification des 

composés de la fraction F3 et F9 

1. Stratégie 

Afin de purifier les molécules observées dans des fractions sucrées (Elution-F9 et 

F3), une approche ciblée a été mise en place à l’aide de la LC-FTMS. Pour cela, un criblage a 

été mis en œuvre et les masses précises des ions quasi-moléculaires des composés d’intérêt 

ont été ciblées (Tableau 52) avec une précision de masse de ± 5 ppm. 

 

Tableau 52. Masses précises m/z des ions quasi-moléculaires [M-H]
-
 des composés d’intérêt 

(précision à ± 5 ppm). 

Composé  

d’intérêt 

m/z 

ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 

293 293,1229 

331 331,0670 

347 347,1165 

366 366,1195 

443 443,1924 

521 521,2020 
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Ainsi, pour chaque étape de fractionnement, les méthodes ont été adaptées afin 

d’optimiser la purification des composés d’intérêt en grande quantité. La démarche employée 

étant une approche ciblée sur des espèces chimiques, aucune dégustation n’a été réalisée au 

cours des étapes de fractionnement. 

 

2. Optimisation des étapes de fractionnement et de purification 

a) Extraction liquide/liquide de l’extrait de pépins 

Les composés m/z 293, 331, 347, 366, 443 et 521 sont recherchés dans les extraits pré-

purifiés de pépins après extraction L/L afin de vérifier leur présence.  

Les composés m/z 293, 331, 347 et 521 sont essentiellement observés dans l’extrait φ-

aqueuse tandis que les composés m/z 366 et 443 sont également détectés dans l’extrait φ-

BuOHsat, co-élués avec des flavonoïdes. Contrairement à l’extrait φ-aqueuse pouvant être 

traité directement par CPC à la vue de son profil chromatographique, l’extrait φ-BuOHsat 

nécessite au préalable une pré-purification par SPE. Pour cela, les échantillons sont chargés 

sur des colonnes SPE équipées d’une phase HLB, et des élutions avec des solutions à 

différents pourcentages d’ACN sont réalisées. L’analyse des éluats par LC-FTMS montre que 

les composés d’intérêt sont élués à 15 % d’ACN alors que les dérivés de flavonoïdes sont 

récupérés à des pourcentages en ACN plus élevés. 

Ainsi, l’extrait φ-aqueuse et la fraction éluée à 15 % d’ACN de l’extrait φ-BuOHsat 

(φ-BuOHsat-15ACN) sont conservés pour des fractionnements ultérieurs. 

 

b) Optimisation du fractionnement par CPC 

Des tests de systèmes de CPC sont réalisés sur l’extrait φ-aqueuse et sur la fraction φ-

BuOHsat-15ACN. Les tests sont réalisés avec des systèmes fortement polaires de type 

« pont » BuOHsat/ACN/ H2O, BuOHsat/MeOH/H2O, AcOEt/MeOH/H2O, AcOEt/EtOH/H2O 

et AcOEt/BuOH/H2O en faisant varier les proportions des différents solvants. La stabilité des 

systèmes est vérifiée. Pour cela, après mélange des solvants et agitation, les deux phases 

doivent rapidement se séparer. Il est ensuite nécessaire de tester la solubilisation des extraits 

et des fractions d’intérêt dans ces systèmes. Les meilleurs systèmes sont ensuite sélectionnés 

en fonction des calculs de KD des composés cibles. Les systèmes choisis sont présentés dans 

le Tableau 53. 
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Tableau 53. Systèmes de CPC sélectionnés pour la purification des composés cibles. 

Système de CPC Extrait traité 

AcOEt/iPrOH/H2O : 3/1/3 
φ-aqueuse 

BuOHsat/ACN/H2O : 4/1/4 

AcOEt/MeOH/H2O : 2/1/2 

φ-BuOHsat-15ACN AcOEt/iPrOH/H2O : 5/1/5 

AcOEt/EtOH/H2O : 6/1/6 

 

Les méthodes de CPC sont également optimisées, essentiellement par le choix de la 

vitesse de rotation du rotor, où une plus forte vitesse de rotation (2500 rpm au lieu de 2000 

rpm pour le rotor 100 mL) permet, dans certains cas, une meilleure stabilisation du système 

dans le rotor. Cette optimisation est appliquée notamment pour les systèmes « pont » 

BuOHsat/ACN/H2O, plus visqueux que les autres systèmes testés. Ainsi, l’augmentation de la 

vitesse de rotation, entraîne une meilleure dispersion de la phase mobile dans les cellules du 

rotor et augmente la surface d’échange des deux phases, permettant ainsi une meilleure 

séparation chromatographique (Berthod et al., 1992). 

Après la réalisation des CPC, certaines fractions présentant des masses totales trop 

importantes pour être traitées par HPLC semi-préparative ont été pré-purifiées par SPE. Dans 

le cadre de l’utilisation de cette pré-purification par SPE, un compromis doit être trouvé entre 

l’enrichissement des fractions en composés cibles et les pertes occasionnées par adsorption 

irréversible sur la colonne.  

A la fin de ces expériences de CPC et de SPE, les diverses fractions contenant les 

composés cibles sont conservées pour la dernière étape de purification par HPLC semi-

préparative. 

 

c) Optimisation de la purification par HPLC semi-préparative 

L’optimisation de cette étape de purification consiste à choisir le type de colonne 

chromatographique, les solvants et les gradients d’élution Pour chaque fraction obtenue 

précédemment, des tests d’optimisation de méthodes sont réalisés en LC-FTMS à l’aide de 

colonnes analytiques, de phase similaire aux colonnes de taille semi-préparative. Ainsi, 

différentes associations de colonnes, de solvants et de gradients sont testées afin d’optimiser 

la séparation chromatographique et purifier les composés ciblés en un minimum de temps et 

de solvants. 
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Les tests sur colonne analytique ont mis en évidence des variations de temps de 

rétention pour certains composés cibles en fonction du type d’acide utilisé (acide formique ou 

TFA) dans les solvants d’élution. Pour les fractions analysées, la meilleure séparation des 

composés cibles et une bonne reproductibilité sont observées en présence d’acide formique 

0,1 % dans les deux phases A et B. 

Les spécificités des colonnes utilisées sont résumées dans le Tableau 54. Ce sont des 

colonnes de type C18, présentant quelques différences de greffage. Cela leur offre certaines 

spécificités, comme une plus grande capacité de charge, une forte résistance au pH ou encore 

une meilleure rétention des composés polaires. 

 

Tableau 54. Spécificité des colonnes à disposition au laboratoire pour l’optimisation des 

méthodes en HPLC semi-préparative. 

Nom de la colonne Fournisseur 

Taille de 

particules 

(µm) 

Taille de la 

colonne 

(mm x mm) 

Spécificité 

Atlantis T3 Prep Waters 5 19 x 250 
Bonne rétention de composés 

polaires 

Sunfire Waters 5 19 x 250 Grande capacité de charge 

XBridge PrepC18 Waters 5 19 x 250 
Utilisable dans une large 

gamme de pH (1-12) 

Kinetex XB-C18 Phenomenex 5 19 x 250 Résolutive  

HypersilGold 
ThermoFisher 

Scientific 
5 19 x 250 

Résolutive 

 Grande reproductibilité 

Utilisable dans une large 

gamme de pH (1-11) 

 

Après optimisation des méthodes, les purifications sont menées par HPLC semi-

préparative sur toutes les fractions obtenues lors des fractionnements antérieures. Ainsi, 

excepté pour le composé m/z 293, les composés d’intérêt sont purifiés en quantités 

supérieures à 2 mg (Tableau 55) permettant ainsi, parallèlement, leur caractérisation 

gustative et leur détermination structurale. En effet, Le composé m/z 293 s’est avéré être 

présent sous forme de deux isomères 293-1 et 293-2, ces derniers ont été purifiés en petite 

quantité permettant uniquement leur caractérisation structurale. En outre, ces isomères sont 

fortement polaires, puisqu’ils sont élués aux alentours de 7 % d’ACN avec le gradient utilisé 

en LC-FTMS. Leur purification, difficile avec les colonnes de type C18 dont le laboratoire 

dispose, pourrait être réalisée différemment à l’aide de colonnes à polarité de phase normale. 
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Cependant ce type de colonne est fragile, nécessite un conditionnement long et complexe, et 

doit être utilisé avec des solvants différents, peu compatibles avec la dégustation ultérieure. 

 

Tableau 55. Masses totales des composés purifiés. 

Composé d’intérêt 

m/z 
293* 293-1 293-2 331 347 366 443 521 

Masse totale (mg) 2 1,7 0,3 18 4 8,5 12,1 2 

* mélange des deux isomères m/z 293-1 et m/z 293-2. 

 

III. Caractérisation structurale et sensorielle des composés purifiés 

A. Détermination des caractéristiques gustatives des composés purifiés 

Les composés purifiés sont dégustés à 10 mg/L en solution hydro-alcoolique, ainsi que 

dans un vin blanc et un vin rouge de Bordeaux du millésime 2013. Les cinq experts ont 

comparé les composés, entre eux et avec le verre témoin. Ils ont ensuite évalué la perception 

gustative et noté l’intensité de la saveur sucrée perçue. Les résultats sont présentés dans le 

Tableau 56. 

 

Tableau 56. Caractéristiques gustatives des composés d’intérêt. 

 

Solution 

hydro-alcoolique 

12 % vol. 

Vin Blanc 

Bordeaux 2013 

Vin Rouge 

Bordeaux 2013 

m/z 293* Sucré 3/7 Sucré 3/7 n.d.  

m/z 331 Attaque sucrée 3/7 Sucré  3/7 Sucré  3/7 

m/z 347 Légère amertume - - - - - 

m/z 366 Sucré 1/7 Sucré 1,5/7 Sucré 1,5/7 

m/z 443 Sucré 3/7 Sucré 4/7 Sucré 6/7 

m/z 521 - - - - - - 

n.d. : non déterminé. 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

* mélange des deux isomères m/z 293-1 et m/z 293-2. 

 

La dégustation établit que les composés m/z 347 et 521 sont dépourvus de goût sucré, 

alors que les autres présentent un goût sucré avec des intensités variables. Les isomères m/z 

293-1 et m/z 293-2 ne sont pas dégustés, seul leur mélange l’a été et celui-ci présente une 
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douceur moyenne. De plus, la saveur sucrée perçue pour le composé m/z 443 est 

particulièrement intense et modifie sensiblement l’équilibre gustatif du vin rouge ainsi que 

celle du vin blanc dans une moindre mesure. 

 

B. Caractérisation structurale des composés purifiés 

L’analyse structurale est réalisée par l’étude des données LC-FTMS avec et sans 

fragmentation en cellule de collision HCD, des spectres RMN et des mesures de polarimétrie, 

avec les appareils et dans les conditions décrites en partie expérimentale générale. Pour cela, 1 

mg de chaque composé est utilisé pour des expérimentations de RMN et 1 mg pour mesurer 

leur pouvoir rotatoire spécifique. Les techniques de RMN et de polarimétrie étant non 

destructives, les échantillons sont récupérés et à nouveau lyophilisés. 

Le Tableau 57 récapitule les données de spectrométrie de masse à haute résolution 

enregistrées pour les composés purifiés, ainsi que leur pouvoir rotatoire. La démarche 

d’identification grâce aux données LC-FTMS, de fragmentation HCD et de RMN est 

également détaillée successivement pour chaque composé. L’enregistrement des spectres 

RMN a été réalisé par le Pr. Pierre Waffo-Téguo et par Eric Pedrot, de l’axe MIB de l’unité 

de recherche Œnologie. Leur interprétation a été encadrée par le Pr. Waffo-Téguo. 
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Tableau 57. Données FTMS et pouvoir rotatoire des composés purifiés à partir de l’extrait de 

pépins. 

 Ion moléculaire Ion fragment
a
 Perte de neutre 

[α]
25

 
m/z 

nominale 
[M-H]

-
 Formule

b
 [M-H]

-
 Formule [M-H]

-
 Formule 

293-1 

293-2 
293,1229 C12H21O8

-
 131,0705 C6H11O3

-
 162,0524 C6H10O5 n.d. 

331 331,0670 C13H15O10
-
 169,0134 C7H5O5

-
 162,0536 C6H10O5 -20* 

347 347,1162 C15H23O7S 
267,1596 

205,1590 

C15H23O4 

C15H21O3 

C14H21O 

79,9566 

18,0107 

43,9899 

SO3 

H2O 

CO2 

n.d. 

366 366,1181 C17H20O8N
-
 

204,0655 

186,0550 

142,0650 

C11H10NO3
- 

C11H8NO2
- 

C10H8N
- 

162,0526 

180,0631 

224,0531 

C6H10O5 

C6H12O6 

C7H12O8 

+2 

443 443,1924 C21H31O10
-
 281,1396 C15H21O5

- 
162,0528 C6H10O5 -60,9 

521 521,2020 C26H33O11
-
 359,1496 C20H23O6

-
 162,0524 C6H10O5 -50 

n.d. : non déterminé. 

a
 : Fragmentation HCD réalisée à 30 eV. 

b
 : formule brute postulée à partir de la mesure de masse précise, du ratio isotopique et de 

l’interprétation de la composition des fragments. 

* Pouvoir rotatoire mesuré dans l’eau. 

 

1. Identification des composés m/z 293-1 et -2 

Les isomères m/z 293 présentent des spectres de masses identiques, avec un ion quasi 

moléculaire [M-H]
-
 m/z 293,1229, ce qui correspond à une formule brute de C12H22O8. La 

présence d’un ion fragment de m/z 131,0705 (C6H11O3
-
), correspond à une perte de neutre de 

162,0524 (C6H10O5), comme illustré à la Figure 44. Une seconde fragmentation est observée 

avec une perte de neutre de 46,0057 (CH2O2). Ces données suggèrent, par comparaison avec 

celles de la littérature, que ces molécules sont constituées d’un groupement glycosyle fixé sur 

un acide α-hydroxycarboxylique (Von Saint Paul et al., 2011). 
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Figure 44. TIC en ionisation négative des isomères m/z 293-1 (a) et m/z 293-2 (b) et de leur 

spectre FTMS (b). 

 

A notre connaissance, aucun composé de formule brute C12H22O8 n’a été décrit dans le 

raisin ou le vin et aucune correspondance n’a été trouvée entre les données RMN 

expérimentales et celles de la littérature (ANNEXES 6-A et 6-B). Par conséquent, le 

raisonnement conduisant à la détermination de la structure de ces deux isomères est détaillé 

ci-dessous. 

 

Détermination des principaux groupes fonctionnels 

La composition élémentaire des isomères de m/z 293 permet d’établir qu’ils 

contiennent deux insaturations, ce qui est cohérent avec l’hypothèse de la présence d’un acide 

α-hydroxycarboxylique et d’un hexose.  

L’analyse des spectres RMN 1D (
1
H, 

13
C) et 2D (

1
H-

1
H COSY,

 1
H-

1
H ROESY, 

1
H-

13
C 

HSQC, 
1
H-

13
C HMBC) permet d’attribuer tous les signaux du composé 293-1 (ANNEXES 7-

A à E). 

 

Identification de la génine 

L’analyse du spectre RMN 1D permet de repérer : 

- Deux protons résonnant à 1,15 et 1,34 ppm qui apparaissent sous forme de multiplets 

correspondant au méthylène en position 4. 

- Un proton résonnant à 1,68 ppm qui apparaît sous forme de multiplet correspondant au 

proton du méthine en position 3. 
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- Un doublet intégrant pour un proton et résonnant à 3,85 ppm correspond au proton du 

méthine oxygéné en position 2, couplé au proton du méthine en position 3 avec une 

constante de couplage 
3
J vicinal de 5 Hz.  

- Un triplet intégrant pour trois protons résonnant dans la zone des méthyles à 0,77 ppm 

correspond au méthyle en position 5, couplé aux protons du méthylène en position 4 

par une constante de couplage 
3
J vicinal de 7 Hz. 

- Un doublet intégrant pour trois protons résonnant dans la zone des méthyles à 0,8 ppm 

correspond au méthyle en position 6, couplé aux protons du méthine en position 3 par 

une constante de couplage 
3
J vicinal de 7 Hz. 

L’analyse du spectre HMBC permet en outre de repérer un carbone résonnant à 178,2 

ppm correspondant au carbonyle en position 1 caractéristique d’un groupement carboxylique. 

Cette génine correspond vraisemblablement à l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque. 

 

Identification du sucre 

A partir du proton anomérique résonnant à 4,29 ppm (d, 7,4 Hz), un système à sept 

spins, appartenant à un hexose, est identifié par l’analyse du spectre 
1
H-

1
H COSY. Le proton 

H-2′ (m) résonne sous forme d’un multiplet à 3,69 ppm, il est couplé au proton H-3′ (t, 8Hz) à 

3,32 ppm, ce dernier est couplé au proton H-4′ (t, 9,4Hz) à 3,28 ppm, le H-4′ corrèle avec le 

H-5′ (m) qui résonne à 3,22 ppm. Les protons H-1′, H-2′, H-3′, H-4′ et H-5′ sont en position 

trans diaxiale. Les protons H-6′ du méthylène apparaissent sous forme de doublets dédoublés 

à 3,55 ppm (dd 12,6 ; 5,3 Hz) et 3,67 ppm (dd, 12,3 ; 2,1 Hz). Cet hexose est donc un -

glucopyranose. Les valeurs des C (Tableau 58) sont attribuées à l’aide du spectre HSQC. 
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Tableau 58. Données RMN 
1
H et 

13
C du composé m/z 293-1, l’acide 2-hydroxy-3-

méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (H3MP-Glc). 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1  178,2 

2 3,85 d (5 Hz) 82,8 

3 1,68 m 37,1 

4 
1,15 m 

1,34 m 
24,1 

5-CH3 0,77 t (7 ; 7 Hz) 10 

6-CH3 0,8 d (7 Hz) 13,4 

1′ 4,29 d (7,4 Hz) 103,2 

2′ 3,24 m 72,8 

3′ 3,32 t (8,8 ; 8,8 Hz) 75,2 

4′ 3,28 t (9,1 ; 9,4 Hz) 68,8 

5′ 3,22 m 75,3 

6′ 
3,55 dd (12,6 ; 5,3 Hz) 

3,67 dd (12,3 ; 2,1 Hz) 
60 

 

Le spectre HMBC permet de préciser la position du sucre par la corrélation entre le 

carbone en position 2 du carbonyle et le proton anomérique H-1′ du sucre (ANNEXE 7-E). 

L’interprétation des données RMN permet ainsi d’identifier le composé m/z 293-1 

comme étant l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (H3MP-Glc) 

(Figure 45). 

 

Figure 45. Structure chimique de l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-

glucopyranoside (H3MP-Glc) (a) et acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-

glucopyranoside (H4MP-Glc) (b). 
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L’analyse des spectres RMN 1D (
1
H, 

13
C) et 2D (

1
H-

1
H COSY,

 1
H-

1
H ROESY, 

1
H-

13
C 

HSQC, 
1
H-

13
C HMBC) permet d’attribuer tous les signaux du composé 293-2 (ANNEXES 8-

A à E). 

 

Identification de la génine 

L’analyse du spectre RMN 1D permet de repérer : 

- Deux protons résonnant à 1,36 et 1,56 ppm et apparaissant sous forme de multiplets 

correspondent au méthylène en position 3. 

- Un proton résonnant à 1,62 ppm et apparaissant sous forme de multiplet correspond au 

proton du méthine en position 4. 

- Un proton résonnant à 3,9 ppm sous forme de doublet dédoublé, correspond au proton 

du méthine oxygéné en position 2, couplé aux protons du méthylène en position 3 par 

des constantes de couplage 
3
J vicinaux de 8,5 et 4,7 Hz. 

- Un doublet intégrant pour six protons résonnant dans la zone des méthyles à 0,78 ppm 

correspondant aux méthyles en position 5 et 6, couplé au proton du méthine en 

position 4 par une constante de couplage 
3
J vicinal de 6,5 Hz. 

L’analyse des spectres HSQC permet d’attribuer les carbones sur lesquels sont liés 

directement les protons (Tableau 59). 

 

Tableau 59. Données RMN 
1
H et 

13
C du composé m/z 293-2, l’acide 2-hydroxy-4-

méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (H4MP-Glc). 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1  n.d. 

2 3,9 dd (8,5 ; 4,7 Hz) 79,4 

3 
1,36 m 

1,52 m 
41 

4 1,62 m 23,8 

5-CH3, 6-CH3 0,78 d (6,5 Hz) 22 

1′ 4,3 d (7,9 Hz) 102,9 

2′ 3,22 m 72,8 

3′ 3,32 t (9 ; 9,3 Hz) 75,2 

4′ 3,29 t (9,3 ; 9,3 Hz) 68,8 

5′ 3,22 m 75,3 

6′ 
3,57 dd (12,7 ; 5,3 Hz) 

3,67 dd (12,4 ; 2,2 Hz) 
60 

n.d. : non déterminé. 
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Cette génine correspond à l’acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque. Il s’agit 

vraisemblablement d’un régioisomère de l’aglycone du composé 293-1. 

 

Identification du sucre 

À partir du proton anomérique résonant à 4,3 ppm (d, 7,9 Hz), un système à sept spins 

d’un hexose est identifié par l’analyse du spectre 
1
H-

1
H COSY. Les protons H-1′, H-2′, H-3′, 

H-4′ et H-5′ sont en position trans diaxiale. Il s’agit d’un -glucopyranose comme 

précédemment. 

Aucune tâche de corrélation n’est observée en HMBC pour justifier la présence d’un 

groupement carboxyle. Cela peut s’expliquer en raison de la faible quantité de produit pur 

(0,3 mg) utilisée pour la réalisation des expériences de RMN qui aurait nécessité un 

traitement plus long. Toutefois, le déplacement chimique du carbone C-2 à 79,4 ppm, 

similaire à celui du carbone C-2 de l’isomère m/z 293-1 suggère que son environnement 

chimique est le même. En outre, une formule brute de C12H22O8 a été déterminée pour ce 

composé, ce qui tend à confirmer la présence d’un acide carboxylique.  

Sur cette base, la structure de 293-2 peut donc être proposée comme étant l’acide 2-

hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (H4MP-Glc) (Figure 45). 

 

 A notre connaissance, ces deux isomères n’ont jamais été identifiés ni dans le raisin ni 

dans aucun autre produit naturel. Leur présence parmi les métabolites de certaines plantes a 

été supposée mais leur structure n’avait jamais été élucidée (Von Saint Paul et al., 2011). La 

dégustation réalisée à partir de leur mélange a révélé une saveur sucrée évaluée à 3/7. Leur 

purification en plus grande quantité serait nécessaire afin de préciser les propriétés 

sensorielles de chaque isomère, d’étudier leur présence dans les vins et d’établir leur seuil de 

détection. 

 

2. Identification du composé m/z 331 

Le composé m/z 331, d’ion quasi moléculaire [M-H]
-
 m/z 331,0670, a pour formule 

brute C13H16O10. Son spectre FTMS en ionisation négative avec fragmentation HCD présente 

un ion fragment de m/z 169,0134 (C7H5O5
-
) qui correspond à une perte de neutre de 162,0536 

(C6H10O5), comme l’illustre la Figure 46. L’ion fragment m/z 169,0134 est caractéristique de 

l’acide gallique. Ces données suggèrent que cette molécule est constituée d’un groupement 

glycosyle lié à un acide gallique, comportant six insaturations. 
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Figure 46. TIC en ionisation négative du composé purifié m/z 331 (a) et de son spectre FTMS 

(b). 

 

Les données RMN 
1
H et 

13
C (ANNEXE 6-C) et la comparaison à celles de la 

littérature confirment cette hypothèse et établissent ce composé comme étant un mono-galloyl 

glucose (Pawlowska et al., 2006 ; Sandhu et al., 2010 ; Santos et al., 2013). La position du 

groupement glycosyle est déterminée grâce au spectre HMBC par la corrélation entre le 

carbone C-4 du gallate et le proton H-1′ de l’anomère β-glucospyranoside (ANNEXE 9-B), 

suggérant une liaison par une fonction acétal entre l’aldéhyde du glucose et l’hydroxyde 4 de 

l’acide gallique. Ainsi, ce composé correspond à l’acide gallique-4-O-β-glucopyranoside 

(Figure 47), identifié par Pawlowska et al. dans les fraises (Pawlowska et al., 2006).  

 

Figure 47. Structure moléculaire de l’acide gallique-4-O-β-glucopyranoside. 

 

L’acide gallique et ses dérivés sont très largement répandus dans le règne végétal et 

représentent une des grandes familles de métabolites secondaires. Parmi les dérivés 

monoglucosylés d’acide gallique, les esters ont été davantage étudiés et sont très largement 
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utilisés dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Ils possèdent en 

effet des activités anti-oxydantes, biologiques et pharmaceutiques diverses (Kanai et al., 1998 

; Dwibedy et al., 1999 ; Abe et al., 2000 ; Saeki et al., 2000 ; Sohi et al., 2003). L’acide 

gallique-4-O-β-glucopyranoside (AG-Glc) a déjà été identifié dans le marc de raisin blanc (Lu 

et al., 1999), mais jamais dans le vin. En outre, son goût sucré est décrit ici pour la première 

fois et il est intéressant de noter qu’il est perçu à 10 mg/L, c’est-à-dire à une teneur environ 

200 fois inférieure au seuil de détection du glucose. 

 

3. Identification du composé m/z 347 

L’étude du spectre de fragmentation et des adduits du composé m/z 347 met en 

évidence la présence de deux composés co-élués dans les conditions de séparation 

chromatographiques utilisées ici. Ainsi, il s’agit des deux ions quasi-moléculaires suivant : 

m/z 429,1768 de formule brute C20H29O10 qui présente des adduits formiate et chlorure en 

mode d’ionisation négative et un adduit ammonium en mode positif, et m/z 267,1596 de 

formule brute C15H23O4, formé après la perte de neutre de 79,96 qui correspond à un trioxyde 

de souffre SO3. En outre, les données RMN montrent 35 signaux correspondant bien à la 

présence de 35 carbones. La caractérisation structurale n’a donc pas été poursuivie en raison 

du peu d’intérêt porté à ces composés, dont le mélange a été jugé insipide voire légèrement 

amer.  

 

4. Identification du composé m/z 366 

Le composé m/z 366 d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 366,1181 et de formule brute 

C17H21O8N présente trois ions fragments : m/z 204,0657 (C11H10NO3
-
), m/z 186,0551 

(C11H8NO2
-
), m/z 142,0651 (C10H8N

-
). Le premier ion correspond à une perte de neutre de 

162,0526 (C6H10O5), comme indiqué à la Figure 48. Cette molécule semble donc contenir un 

groupement glycosyle fixé sur une génine azotée, comportant 7 insaturations. 
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Figure 48. TIC en ionisation négative du composé purifié m/z 366 (a) et de son spectre FTMS 

(b). 

 

L’analyse de la fragmentation HCD de ce composé, l’interprétation des spectres RMN 

1
H et 

13
C (ANNEXES 6-D et 10) et la comparaison avec les données de la littérature 

confirment cette hypothèse et établissent le composé m/z 366 comme étant l’acide 3-indolyl-

(2R)-O-β-D-glucopyranoside lactique (Figure 49).  

 

Figure 49. Structure chimique de l’acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glucopyranoside lactique. 

 

Ce composé a été isolé et caractérisé dans le vin en 2014 par Fabre et al. et sa 

quantification a été réalisée dans différents cépages au cours du processus de vinification. 

Cependant, son goût n’a jamais été déterminé (Fabre et al., 2014).  

Les indoles proviennent très largement du catabolisme du tryptophane et il est supposé 

que leur biosynthèse est catalysée par des micro-organismes du vin (Arevalo-Villena et al., 

2010). Ces composés sont principalement connus pour présenter des odeurs non désirées de 

« plastique » (Hoenicke et al., 2002) ou animales. La biosynthèse de l’acide 3-indolyl-(2R)-O-

β-D-glucopyranoside lactique (ILA-Glc) a été proposée par transformation du tryptophane en 

acide indole-pyruvique (IPyA) puis en acide indole-3-lactique (ILA), avant sa glycosylation 

par l’UDP glycosyltransferase (Prinsen et al., 1997 ; R. G. Jackson et al., 2001 ; Woodward 

et al., 2005). Schwarz et al. ont mis en évidence en 2007, l’astringence de composés 
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structurellement proche de l’ILA-Glc, contenant également un groupement indole et un 

groupement glycosyle (Schwarz et al., 2007). Toutefois, la dégustation de l’ILA-Glc, réalisée 

ici pour la première fois, a révélé son goût légèrement sucré, avec une intensité de 1 sur 7. 

 

5. Identification du composé m/z 443 

Le composé m/z 443 d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 443,1924 possède une 

formule brute de C21H32O10 (Figure 50). Aucun ion fragment n’est détecté sans 

fragmentation, cependant avec une énergie de collision de 30 eV, un ion de m/z 281,1396 

(C15H21O5
-
) est observé. Celui-ci correspond à une perte de neutre de 162,0528 (C6H10O5). 

Ces données suggèrent donc que ce composé est constitué d’un groupement glycosyle lié à 

une génine, comportant 5 insaturations. 

 

Figure 50. TIC en ionisation négative du composé purifié m/z 443 (a) et de son spectre FTMS 

(b). 

 

L’interprétation des spectres RMN 
1
H et 

13
C (ANNEXE 6-E) et la comparaison avec 

les données de la littérature confirment cette hypothèse par la présence de signaux 

caractéristiques d’un glucose et établissent ce composé comme étant l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 

8′S)-epi-dihydrophaséique-β-D-glucopyranoside, décrit par Del Refugio Ramos et al. (2004) 

(Figure 51). 
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Figure 51. Structure chimique de l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-

glucopyranoside. 

 

Le spectre HMBC permet notamment de confirmer la position du groupement 

glycosyle par la corrélation entre le carbone C-3′ de la génine et le proton H-1″ de 

l’hémiacétal du glucose (ANNEXE 11-C). La stéréochimie du carbone C-3′ est établie grâce 

à l’interprétation du spectre ROESY, montrant une corrélation entre les protons équatoriaux 

H-2′, H-4′ et le proton H-3′, qui est donc également en position équatoriale (ANNEXE 11-B). 

 

Figure 52. Corrélations observées sur le spectre ROESY 
1
H-

1
H de l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-

epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside. 
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L’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside (epi-DPA-

Glc) a été identifié dans quelques plantes et fruits tels que dans l’avocat (Del Refugio Ramos 

et al., 2004) ou la cerise (Setha et al., 2005), cependant il n’a jamais été identifié ni dans le 

raisin ni dans le vin. Ses propriétés gustatives sont également décrites ici pour la première fois 

avec une forte saveur sucrée, évaluée en moyenne à 5 sur 7 pour une concentration de 10 

mg/L dans le vin.  

Le DPA-Glc, isomère de l’epi-DPA-Glc, ou acide (1′R, 3′S, 5′R, 8′S)-

dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside a été plus largement étudié. Ce composé a été 

observé dans de nombreux fruits et plantes tels que le soja (Setter et al., 1981), les graines 

d’avocat, le raisin (Hirai et al., 1983), le tournesol (Barthe et al., 1993), les feuilles de 

Juniperus phynicea (Champavier et al., 1999), les germes de cacao (Sannohe et al., 2011) et 

dans la coque de la noix (Cai et al., 2012). Le DPA-Glc a été mis en évidence comme étant 

l’un des métabolites majeurs de l’acide abscissique (ABA) via l’acide phaséique (PA) et 

l’acide dihydrophaséique (DPA) dans l’avocat et la tomate (Milborrow et al., 1982 ; Hirai et 

al., 1983). Sannohe et al. suggèrent que le DPA-glucoside pourrait intervenir dans la 

croissance des germes (Sannohe et al., 2011). L’ABA est une phytohormone qui régule 

l’adaptation physiologique aux stress environnementaux de la plante tel que le stress hydrique 

et osmotique, les basses températures et le développement de l’embryon (Leung et al., 1998). 

De nombreux auteurs ont établi que l’ABA joue un rôle dans la maturation de la baie de raisin 

(Ribéreau-Gayon et al., 2006a). De manière générale, moins d’études ont été consacrées à la 

fonction de l’epi-DPA-Glc dans la plante. Récemment, Hirai et al. ou encore Del Refugio et 

al. ont mis en évidence dans l’avocat que le métabolite majoritaire du PA est l’epi-DPA et 

non le DPA (Hirai et al., 2003). La réaction du métabolisme de l’ABA serait ainsi une 

réaction stéréosélective (Del Refugio Ramos et al., 2004). Ces études suggèrent donc que 

l’epi-DPA-Glc serait susceptible d’être impliqué dans le métabolisme de l’ABA dans le 

raisin, et que ses teneurs pourraient ainsi être liées à la maturité de la baie et donc des pépins. 

 

6. Identification du composé m/z 521 

Le composé m/z 521 d’ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 521,2020 et de formule brute 

C26H34O11 présente un ion fragment de m/z 359,1496 (C20H23O6
-
) ce qui correspond à une 

perte de neutre de 162,0528 (C6H10O5), comme l’illustre la Figure 53. Ces données suggèrent 

donc que ce composé contient un groupement glycosyle fixé à une génine comportant 9 

insaturations. 
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Figure 53. TIC en ionisation négative du composé purifié m/z 521 (a) et de son spectre FTMS 

(b). 

 

L’interprétation des spectres RMN 
1
H et 

13
C (ANNEXE 6-F) ainsi que la comparaison 

avec les données de la littérature confirment cette hypothèse par la présence de signaux 

caractéristiques d’un glucose. L’analyse complète des données RMN établit le composé m/z 

521 comme étant un dérivé glycosylé du lignane isolaricirésinol. La position du groupement 

glycosyle est déterminée grâce au spectre HMBC par une corrélation entre le proton H-1″ de 

l’hemi-acétal du glucose et le carbone C-4′ de la génine (ANNEXE 12-B). Ainsi, ce lignane 

correspond à l’isolaricirésinol-4′-O-β-glucopyranoside (Figure 54). 

 

Figure 54. Structure chimique de l’isolaricirésinol-4′-O-β-glucopyranoside. 

 

Ce composé a déjà été identifié dans le vin (Marinos et al., 1992 ; Baderschneider et 

al., 2001) mais jamais dans le pépin de raisin. Son pouvoir rotatoire suggère qu’il est présent 

majoritairement sous sa forme lévogyre (Tableau 57). Ce lignane, obtenu en faible quantité 
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après purification d’un extrait de pépin, est dégusté ici pour la première fois. Celui-ci ne 

possède aucun goût, il ne présente donc aucun intérêt gustatif dans la recherche de composés 

sapides. Ainsi, aucune étude complémentaire n’est entreprise pour cette molécule. 

 

IV. Validation de la méthode de fractionnement et des choix de fractions d’intérêt 

Le protocole de fractionnement guidé par la gustatométrie décrit précédemment a 

permis d’isoler et d’identifier quatre molécules du pépin à saveur sucrée. Afin de valider cette 

démarche et les choix des fractions, plusieurs études parallèles ont été réalisées. En effet, il est 

nécessaire de s’assurer qu’aucune fraction édulcorante majeure n’a été omise, que ce soit dans 

l’extrait φ-aqueuse ou dans les extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat. En effet, il est 

possible que ces fractions contiennent des molécules sucrées, dont le goût serait masqué par 

des composés amers lors de la dégustation de l’extrait pré-purifié. Ainsi, dans un premier 

temps le fractionnement par CPC des extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat a été réalisé. 

Dans un second temps le fractionnement de l’extrait φ-aqueuse a été effectué par une autre 

technique analytique complémentaire, la chromatographie Flash. 

 

 

A. Validation du choix de l’extrait φ-aqueuse 

1. Stratégie 

L’extraction L/L réalisée sur l’extrait brut de pépins a mis en évidence un 

fractionnement du goût. La douceur est retrouvée uniquement dans l’extrait φ-aqueuse alors 

que les extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat présentent essentiellement de l’amertume et 

de l’astringence. Ces fractions possèdent des profils chromatographiques très complexes et 

contiennent de nombreux composés. Certains composés majoritaires, présentant donc des 

fortes intensités relatives sur le chromatogramme, sont susceptibles de masquer la présence de 

composés moins abondants. La perception gustative repose sur l’équilibre entre l’intensité 

gustative des composés et leur abondance dans la solution dégustée. Certains composés 

majoritaires, ici de la famille des flavonoïdes principalement, sont connus pour présenter de 

l’amertume et de l’astringence ; ils pourraient masquer le goût d’autres composés moins 

abondants. Par exemple, dans une fraction donnée, si des composés minoritaires présentent 

une faible intensité de douceur, alors cette dernière peut être masquée par l’amertume et 

l’astringence de composés majoritaires. Pour autant, il se peut que cet effet de masquage 

s’estompe au cours de l’évolution du vin, en raison de la diminution ou de la disparition des 
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substances amères. Un fractionnement des extraits non étudiés précédemment vise à séparer 

les molécules les constituant et à étudier l’existence potentielle d’autres fractions sucrées. 

 

a) Matériel et méthodes 

Des tests de systèmes ont été réalisés pour chaque extrait pré-purifié. Les systèmes 

« pont » P13 et P11 ont été sélectionnés, respectivement, pour les extraits φ-Hept, φ-AcOEt, et 

pour l’extrait φ-BuOHsat.  

Un échantillon (1 g) de chaque extrait pré-purifié a ensuite été solubilisé dans 10 mL 

d’un mélange biphasique, dans les proportions du système choisi, avant d’être filtré à 0,45 µm 

et injecté en CPC à l’aide du rotor de 100 mL selon la méthode présentée dans le Tableau 60. 

 

Tableau 60. Méthode d’analyse 4 utilisée pour le fractionnement par CPC des extraits φ-

Hept, φ-AcOEt, et φ-BuOHsat. 

Méthode d’analyse 4 Rotor 100 mL Mode ascendant 

 Début (min) Fin (min) Débit (mL/min) Rotor (rpm) % A % B 

Équilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2500 100 0 

35 60 5 2500 0 100 

Élution 0 60 5 2500 0 100 

Extrusion 60 105 5 2500 100 0 

 

Comme décrit précédemment, les élutions ont été analysées par LC-FTMS afin de 

regrouper les tubes en fonction de leur profil chromatographique et de constituer des fractions 

pour chaque extrait traité. Les fractions ont ensuite été évaporées et lyophilisées avant d’être 

dégustées par le panel expert de 5 dégustateurs en solution hydro-alcoolique à 12 % vol. et 

dans un vin blanc de Bordeaux 2013.  

 

b) Résultats des fractionnements et des dégustations 

Pour les CPC-3 (φ-Hept), -4 (φ-AcOEt) et -5 (φ-BuOHsat), les volumes des phases 

inférieures rejetés sont, respectivement, de 55, 54 et 63 mL, et les pressions à l’équilibre sont 

de 33, 30 et 33 bar. Les volumes à l’équilibre des deux premières CPC indiquent une rétention 

correcte de la phase inférieure dans la colonne. Le volume à l’équilibre de la CPC-5 est plus 

élevé, indiquant que 37 mL de phase inférieure restent dans le rotor. La surface d’échange 

n’est donc pas optimale pour une bonne séparation des composés. Ces observations se 
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confirment par l’allure des profils UV des CPC, étalée au cours du temps pour les CPC-3 et -

4, alors que celui de la CPC-5 l’est moins (Figure 55). 

 

Figure 55. Chromatogrammes des CPC-3, -4 et -5 (absorbance à 280 nm). 

 

Pour les trois CPC, les injections LC-FTMS des tubes de CPC permettent de constituer 

des fractions de profils chromatographiques différents. Ces fractions présentent des masses 

assez variables (Tableau 61). 
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Tableau 61. Résultats des fractionnements et gustatogrammes des CPC-3, -4 et -5. 

 Fraction Tubes Masse (mg) Goût* Aspect 

C
P

C
-3

 
F1 15-23 138,6 Amer Poudre beige 

F2 24-37 112,8 - Poudre beige 

F3 38-53 39,9 - Poudre beige 

F4 54-63 11,5 - Poudre beige 

F5 64-83 39,5 Amer/Astringent Poudre beige 

F6 84-105 490 Astringent Solide brun 

C
P

C
-4

 

F1 15-23 424,0 Amer/Astringent Poudre beige 

F2 24-27 165,6 Amer Poudre beige 

F3 28-37 86,4 Astringent Poudre beige 

F4 38-53 13,6 Amer Poudre beige 

F5 54-105 94,4 Brûlant Solide brun 

C
P

C
-5

 

F1 15-27 122,9 Amer/Astringent Poudre beige 

F2 28-42 143,2 Amer Poudre beige 

F3 43-53 55,9 - Poudre beige 

F4 54-77 63,8 Amer/Astringent Poudre beige 

F5 78-87 112,6 Astringent Poudre beige 

F6 88-105 323,2 Astringent Poudre beige 

* Goût perçu en solution hydro-alcoolique 12% vol. et dans un vin blanc de Bordeaux 2013. 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

 

Dans un premier temps, ces fractions sont dégustées en solution hydro-alcoolique au 

prorata des quantités obtenues et les résultats sont présentés sur le gustatogramme du Tableau 

61. La dégustation met en évidence que toutes les fractions de CPC ne présentent que de 

l’amertume et de l’astringence. La dégustation de ces mêmes fractions dans un vin blanc de 

Bordeaux 2013 aboutit aux mêmes résultats. 

 

2. Discussion 

Le fractionnement par CPC des extraits φ-Hept, φ-AcOEt, φ-BuOHsat met en 

évidence des fractions présentant seulement de l’amertume et de l’astringence alors qu’aucune 

douceur n’est perçue. Ce résultat diminue le risque d’avoir omis des fractions contenant des 

composés sucrés d’intensité notable dans les extraits pré-purifiés de pépins φ-Hept, φ-

AcOEt, φ-BuOHsat. Cependant, il pourrait être intéressant par la suite de procéder à une 
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étape supplémentaire de fractionnement par HPLC semi-préparative ou par SPE. 

L’élimination d’éventuels effets de masquage pourrait mettre en évidence des composés 

potentiellement sucrés. En effet, le caractère exhaustif de l’étude entreprise ne peut être 

garanti, et l’existence de molécules sucrées pertinentes est tout à fait possible dans des 

fractions contenant d’autres composés masquant leur goût. A titre d’exemple, il a été montré 

dans le chapitre précédent que l’epi-DPA-Glc était présent dans l’extrait φ-BuOHsat. 

Pourtant, en dépit de son goût intensément sucré, aucune fraction sucrée n’a été clairement 

perçue après la CPC-6. Il se peut que ses teneurs, plus faibles dans l’extrait φ-BuOHsat que 

dans l’extrait φ-aqueuse, soient insuffisantes pour influencer le goût de la fraction dans 

laquelle il se trouve si des substances amères y sont également présentes. 

 

B. Fractionnement de l’extrait φ-aqueuse par chromatographie Flash-

Gustatométrie 

1. Stratégie 

L’extrait φ-aqueuse a été fractionné par CPC (CPC-2) en raison de sa saveur sucrée. 

Ce fractionnement a conduit à l’obtention de douze fractions et quatre d’entre elles 

présentaient une forte sucrosité. Il est cependant nécessaire de s’assurer qu’aucun effet de 

masquage n’ait empêché la perception de la saveur sucrée d’autres composés d’intérêt dans 

les huit autres fractions de la CPC-2. Pour cela, un fractionnement de l’extrait φ-aqueuse de 

pépin a été réalisé à l’aide d’une technique avec une sélectivité orthogonale à la CPC : la 

chromatographie Flash. Cette technique analytique, une fois optimisée, permet de fractionner 

un échantillon de masse relativement importante en un temps limité. Cependant, 

contrairement à la CPC, des pertes causées par l’adsorption des composés sur la phase solide 

stationnaire peuvent survenir. 

 

2. Matériel et méthodes 

De la même manière que pour le fractionnement par CPC, et à des fins de 

comparaison, 6 g d’extrait φ-aqueuse de pépins sont solubilisés dans 1 L d’eau, et filtrés à 

0,45 µm pour être injectés en chromatographie Flash. Une colonne en verre remplie avec 100 

g de phase solide de type HLB Oasis (Waters, Guyancourt, France) a été choisie. Ainsi, le 

volume de colonne s’élevait à environ 700 mL. La méthode utilisée est décrite dans le 

Tableau 62. 
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Tableau 62. Méthode de chromatographie Flash utilisée pour le fractionnement de l’extrait φ-

aqueuse de pépins. 

 

Temps 

début 

(min) 

Temps 

fin 

(min) 

Débit 

(ml/min) 

Solvant 

Phase A 

(échantillon) 

Phase B 

(H2O) 

Phase C 

(MeOH) 

Conditionnement 
0 35 40 0 0 100 

35 70 40 0 100 0 

Chargement 

échantillon 
70 110 25 100 0 0 

Elution 

110 140 25 0 100 0 

Gradient 25 0 100 0 

140 260 25 0 70 30 

Gradient 25 0 70 30 

260 340 25 0 0 100 

 

Le suivi a été réalisé par LC-FTMS. Tous les dix tubes, des aliquotes de 100 µL ont 

été prélevées, évaporées au RapidVap, reprises dans un mélange 95/5 : H2O/MeOH et filtrées 

à 0,45 µm avant injection LC-FTMS. Les tubes ont été regroupés en fractions selon la 

similitude de leur profil chromatographique. Après lyophilisation, une dégustation a été 

réalisée et les fractions retenues ont été traitées séparément par HPLC semi-préparative afin 

de purifier des composés d’intérêt gustatif. Les méthodes utilisées sont les mêmes que celles 

décrites au chapitre 7-II. E. 2.c) lors de l’optimisation des purifications. 

 

3. Résultats et discussion 

L’analyse LC-FTMS met en évidence des profils chromatographiques différents au 

cours de l’élution. Ainsi, neuf fractions sont constituées, et présentent des masses variables. 

Les résultats du fractionnement sont présentés dans le Tableau 63.  
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Tableau 63. Gustatogramme de la chromatographie Flash. 

Fraction Tubes Masse (mg) Aspect Goût 

Flash-F1 FNR 2975 Liquide visqueux  Sucré (2/7) /Acide/Astringent 

Flash-F2 F-H2O 1430 Liquide visqueux Sucré (4/7) /Acide/Astringent 

Flash-F3 1-99 59,2 Poudre beige Salé/Amer 

Flash-F4 100-145 25 Poudre beige Sucré (3/7) 

Flash-F5 146-199 40 Poudre beige Sucré (5/7) 

Flash-F6 200-224 23,5 Poudre beige Amer/Astringent 

Flash-F7 225-254 25,5 Poudre beige Amer/Astringent 

Flash-F8 255-279 16,8 Poudre beige Amer/Astringent 

Flash-F9 280-338 29,3 Poudre beige Amer/Astringent 

 

Le rendement de la chromatographie Flash est de 77 %, ce qui est nettement inférieur 

à celui de la CPC-2 (92 %). Cette perte de masse s’explique principalement par l’adsorption 

irréversible de certains composés de l’échantillon sur la phase stationnaire solide de la 

colonne. Il est donc possible que des composés d’intérêt gustatif ne soit pas élués 

correctement et soient retenus irréversiblement sur la colonne. La fraction non retenue (FNR) 

lors du chargement de l’échantillon, ainsi que le lavage à l’eau (F-H2O), éluent une grande 

quantité de composés polaires représentant une masse importante de l’échantillon. 

Toutefois, quatre des neuf fractions obtenues présentaient une saveur sucrée, évaluée 

entre 2 et 5 sur 7. En outre, des fractions amères et astringentes ont également été observées. 

Ces résultats valident la pertinence de l’utilisation de la Chromatographie Flash couplée à la 

gustatométrie comme une alternative acceptable à la CPC-G.  

 Par ailleurs, l’analyse en LC-FTMS de ces fractions montre la présence des mêmes 

composés majoritaires que dans la fraction F9 de la CPC-2 : H3MP-Glc, H4MP-Glc, AG-

Glc , ILA-Glc et epi-DPA-Glc. 

Afin d’étudier si d’autres molécules sont responsables de la douceur des quatre 

fractions obtenues par chromatographie Flash, ces dernières ont été traitées par HPLC semi-

préparative. Ainsi, les composés m/z 293 et 331 sont purifiés à partir des fractions Flash-F1 et 

Flash-F2, alors que les composés m/z 366 et 443 sont purifiés à partir des fractions Flash-F4 

et Flash-F5. La phase mobile éluée en dehors de ces pics a également été dégustée après 

lyophilisation et ne présentait pas de saveur sucrée.  
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Ainsi, la mise en œuvre de la chromatographie Flash a permis d’isoler des fractions 

sapides, mais il est apparu que ces fractions contenaient majoritairement les mêmes molécules 

sucrées que celles isolées par CPC. Ces résultats confirment les acquisitions précédentes. 

 

Conclusion 

L’objectif des travaux reportés dans ce chapitre était de rechercher des composés à 

saveur sucrée libérés par le pépin au cours de la macération post-fermentaire à chaud. A cette 

fin, un extrait de pépin est préparé et soumis à un protocole de fractionnements successifs 

guidés par la gustatométrie. L’utilisation de diverses techniques séparatives (CPC, HPLC, 

Chromatographie Flash) et spectroscopiques (FTMS, RMN) a permis d’isoler plusieurs 

fractions douces puis d’en identifier les composés majoritaires. Parmi ces composés, le 

mélange des acides 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (H3MP-Glc) et 

2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (H4MP-Glc), l’acide gallique-4-O-β-

glucopyranoside (AG-Glc), l’acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glycoside lactique (ILA-Glc) et 

l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside (epi-DPA-Glc) 

développent une saveur sucrée lors de leur dégustation en solution hydro-alcoolique ainsi 

qu’après ajout dans un vin blanc et dans un vin rouge de Bordeaux 2013. En outre, le H3MP-

Glc, le H4MP-Glc, l’AG-Glc et l’epi-DPA-Glc n’avaient jamais été identifiés dans les vins 

jusqu’ici.  

Par ailleurs, des fractionnements d’autres extraits pré-purifiés ou utilisant d’autres 

méthodes n’ont pas permis de mettre en évidence davantage de composés édulcorants du 

raisin. Néanmoins, la présence de telles molécules ne peut être exclue, en raison de 

phénomènes d’interactions perceptives pouvant masquer leurs propriétés sensorielles.  
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CHAPITRE 8 - ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DE COMPOSÉS SAPIDES DU VIN 

APRÈS MPFC 

 

Introduction 

La recherche de composés du vin à saveur sucrée a été orientée dans un premier temps 

vers des molécules du pépin. Cependant, des composés édulcorants du vin peuvent également 

provenir des autres tissus de la baie et être libérés par le marc dans le vin. Par ailleurs, ils 

peuvent être présents sous forme de précurseur dans le raisin et subir des transformations au 

cours du processus de vinification révélant ainsi leur goût sucré. Ce chapitre décrit une 

recherche plus élargie de composés du vin possédant un goût sucré. 

 

I. Description de la stratégie employée 

A. Principe 

Comme pour les pépins, l’étude des composés non-volatils du vin nécessite le 

développement et l’optimisation d’un protocole de fractionnement adapté. La nature des 

composés recherchés n’étant pas connue, le fractionnement a également été guidé par 

gustatométrie. Les mêmes conditions spectroscopiques et chromatographiques qu’au chapitre 

7 ont été employées pour suivre les analyses LC-FTMS. Afin de préciser le rôle gustatif de la 

MPFC, deux vins, l’un écoulé directement après FA et l’autre ayant subi la MPFC, ont été 

fractionnés en parallèle. 

 

B. Nature et origine des vins utilisés 

Les vins utilisés proviennent des expérimentations sur l’effet de la macération post-

fermentaire à chaud réalisées au cours de la partie II. Pour réaliser un fractionnement 

comparatif, les modalités FA et MPF des vins issus de Merlot (série M2) ont été sélectionnés. 

 

C. Contraintes lors du fractionnement d’un vin 

Le vin est un milieu complexe constitué de milliers de molécules. La purification de 

ses constituants est donc un processus long et difficile. Deux des composants majoritaires du 

vin sont le glycérol et l’acide tartrique, présents, respectivement à des teneurs moyennes 

comprises entre 4 et 9 g/L et entre 3 et 6 g/L dans les vins secs. Or, le glycérol est un liquide 

visqueux susceptible de perturber les séparations ou les lyophilisations envisagées et l’acide 

tartrique possède une acidité intense pouvant interférer avec le goût des fractions. Il convient 

donc d’éliminer ces deux composés préalablement à la mise en œuvre du protocole de 
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fractionnement. Ces composés étant polaires, il était nécessaire de trouver une méthode 

adaptée afin de les extraire sans éliminer des composés d’intérêt gustatif. 

 

D. Organisation des dégustations des fractions 

Les dégustations ont été effectuées selon le protocole décrit au chapitre 7. Les 

fractions et les composés purs ont été dégustés en comparaison au verre témoin (solution 

hydro-alcoolique seule ou vin blanc ou vin rouge seul). Le goût de chaque fraction a été décrit 

et l’intensité de la douceur a été évaluée sur une échelle de 0 à 7. Les dégustations ont été 

réalisées à l’aveugle. 

 

II. Mise en place d’un protocole de fractionnement et de purification de vin 

A. Extractions du vin sur phase solide (SPE) 

La chromatographie Flash aurait été la technique la plus appropriée pour réaliser le 

fractionnement de vin en grande quantité, cependant des problèmes techniques n’ont pas 

permis son utilisation. L’extraction sur phase solide a donc été utilisée. 

 

1. Matériel et méthodes 

Le fractionnement des vins a été réalisé sur quatre colonnes d’un volume de 100 mL, 

contenant chacune environ 50 g d’une phase de type HLB et conditionnées au laboratoire. 

Une bouteille de 750 mL de chaque modalité du vin, FA et MPF, a été diluée par trois avec 

de l’eau ultra-pure avant d’être filtrée à 0,45 µm et chargée sur les colonnes. Chaque modalité 

a été chargée de manière identique sur deux colonnes, en parallèle. L’élution réalisée au cours 

de ce fractionnement est décrite dans le Tableau 64. Le débit a été maintenu à 5 mL/min 

environ par un système de vide. 

  



Troisième partie : Isolement et identification de composés du raisin possédant une activité 

gustative 

195 

 

Tableau 64. Méthode d’élution du fractionnement comparatif des modalités FA et MPF du 

vin M2 par SPE. 

 Solvant Volumes élués (mL) 

Conditionnement 
100 % MeOH 200 

100 % H2O 200 

Chargement de l’échantillon 100% Echantillon 1100 

Elution 

100 % H2O 1000 

10 % MeOH 800 

20 % MeOH 1200 

30 % MeOH 800 

40 % MeOH 600 

50 % MeOH 1000 

60 % MeOH 800 

100 % MeOH 1400 

 

A chaque volume de colonne (100 mL), une aliquote de 100 µL a été prélevée, 

évaporée au RapidVap, solubilisée dans H2O/MeOH : 95/5, filtrée à 0,45 µm avant d’être 

injectée en LC-FTMS. Ainsi, chaque élution a été contrôlée et le regroupement a été effectué 

sur la base de la similitude des chromatogrammes. Les fractions constituées ont ensuite été 

évaporées et lyophilisées. 

 

2. Résultats 

Ce premier fractionnement par SPE résulte en l’obtention de huit fractions pour 

chaque modalité (FA et MPF) (Figure 56).  
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Figure 56. Fractionnement d’un vin de la modalité MPF par SPE, CPC-G et HPLC semi-

préparative (Le même fractionnement a également été réalisé sur un vin de la modalité FA). 

 

Les masses obtenues pour chaque fraction sont présentées dans le Tableau 65. Pour 

toutes les fractions, la modalité MPF possède des masses plus élevées que la modalité FA 

alors que la quantité de vin injectée était la même.  
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Tableau 65. Gustatogramme du fractionnement par SPE des modalités FA et MPF de la série 

M2. 

  Masse (mg)  Goût 

Fraction % MeOH FA MPF  FA MPF 

SPE-FNR/H2O 0 / /  - - 

SPE-F1 10 visqueux visqueux  Doux 0,5/7 Doux 1/7 

SPE-F2 20 367,5 388,3  Amer 1/7 Doux 4/7 

SPE-F3 30 279,7 328,5  - Doux 1/7 

SPE-F4 40 457,2 473,2  - - 

SPE-F5 50 276,8 304,6  Doux 1/7 - Amer Doux 3/7 

SPE-F6 60 286,1 289  Amer 3/7 Amer 1/7 

SPE-F7 100 256,5 316,4  Astringent Astringent 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

 

La dégustation des fractions en solution hydro-alcoolique à 12 % vol. met en évidence 

des fractions à saveur sucrée. Elles présentent une intensité plus élevée pour les fractions de la 

modalité MPF que pour celles de la modalité FA (Tableau 65). Par ailleurs, la fraction SPE-

FNR/H2O ne présente pas de saveur sucrée, ce qui suggère l’absence de composés 

édulcorants dans la fraction non retenue et le lavage (contenant l’essentiel du glycérol et de 

l’acide tartrique). En outre, à l’exception de SPE-F1, toutes les autres fractions sont obtenues 

sous forme de poudre. L’objectif de cette étape, l’élimination du glycérol et de l’acide 

tartrique, est donc en grande partie atteint. 

 

3. Discussion 

La répartition des masses entre les fractions est similaire pour les deux modalités. Pour 

une fraction donnée, les chromatogrammes sont également similaires entre les deux 

modalités, suggérant une bonne reproductibilité des extractions par SPE. Cependant, les 

fractions de la modalité MPF possèdent des masses légèrement supérieures à celles de la 

modalité FA. Cette observation peut s’expliquer par une diffusion plus importante des 

composés du marc vers le vin au cours de la MPFC et donc une extraction plus importante. 

Les résultats de la dégustation mettent en évidence plusieurs fractions d’intérêt, F1/F2, 

F3, F5 et F6. Les fractions de la modalité MPF présentent plus de douceur (F1/F2, F3, F5) et 

moins d’amertume (F6) que celles de la modalité FA. Ces données sont cohérentes avec les 

résultats obtenus lors de la dégustation des vins décrite au chapitre 5 et suggèrent que les 
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différences de douceur perçues seraient liées à des différences quantitatives entre les 

modalités. 

Dans le cadre de ce travail, seules les fractions F1/F2, F3 et F5 pour lesquelles la 

modalité MPF présente plus de douceur que la modalité FA ont été étudiées. Au vu du grand 

nombre de pics présents dans leur chromatogramme LC-FTMS, les fractions F1/F2 et F5 

nécessitent un second fractionnement par CPC. De par leur profil chromatographique proche, 

mais également en raison de l’aspect visqueux de la fraction F1, ne permettant pas de réaliser 

des tests de systèmes en CPC, les fractions F1 et F2 ont été traitées avec le même système de 

solvants par CPC. Enfin, la fraction F3, dont le chromatogramme présentait peu de pics, a été 

traitée directement par HPLC semi-préparative (Figure 57). 

 

Figure 57. TIC en ionisation négative des fractions sucrées (SPE-F1, -F2, -F3 et -F5) 

obtenues après SPE pour la modalité FA (à gauche) et pour la modalité MPF (à droite). 

 

B. Étude de la fraction SPE-F1/F2 

Justine Laboyrie a contribué aux travaux décrits dans cette partie, dans le cadre de son 

stage de M1 Œnologie de l’Université de Bordeaux (avril-mai 2016). 
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1. Fractionnement par CPC 

a) Matériel et méthodes 

Des tests de systèmes ont été réalisés et analysés par LC-FTMS. Le système pont P7 

(AcOEt/iPrOH/H2O : 2/1/2) a été choisi pour la réalisation de l’expérience de CPC avec la 

fraction SPE-F1/F2 des deux modalités. Les quantités de fractions à traiter s’élevaient en 

moyenne à 370 mg, le rotor de 100 mL a donc été choisi, selon la méthode d’analyse 4 

(Tableau 60). Des prélèvements ont été réalisés tous les dix tubes afin d’être analysés par 

LC-FTMS et de constituer des fractions. 

 

b) Résultats 

Les fractions des deux modalités, FA et MPF, sont traitées par CPC (Figure 56). 

Cependant, en raison des faibles quantités obtenues après fractionnement, seules les fractions 

de la CPC réalisée sur la modalité FA sont dégustées, soit les fractions de la SPE-F1/F2-

CPC_FA (les fractions issues de la modalité MPF sont conservées pour la suite du 

protocole). Les résultats du fractionnement et le gustatogramme associé sont présentés dans le 

Tableau 66. 

Les expériences de CPC réalisées à partir des fractions SPE-F1/F2 présentent, pour 

les deux modalités, des volumes et des pressions à l’équilibre indiquant une bonne rétention 

de phase inférieure dans la colonne. Les profils UV enregistrés indiquent que les élutions sont 

similaires entre les deux modalités. 

 

Tableau 66. Gustatogramme du fractionnement de l’extrait SPE-F1/F2-CPC_FA. 

SPE-F1/F2-CPC_FA Veq = 51 mL ; Peq = 29 bar 

Fraction Tubes Masse (mg) Goût 

CPC-F1 15-21 / Sucré (1/7) 

CPC-F2 22-29 / Amer 

CPC-F3 30-35 27,4 - 

CPC-F4 36-47 / Attaque sucrée (1/7) 

CPC-F5 48-62 2,8 Amer 

CPC-F6 63-73 3,3 Brûlant 

CPC-F7 74-78 4,8 Astringent et amer 

CPC-F8 79-88 39,8 
Attaque sucrée (5/7) 

Finale astringente 
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CPC-F9 89-105 87 Astringent et amer 

 

Le gustatogramme montre un fractionnement des goûts de l’échantillon injecté, avec 

de nombreuses fractions sapides. En particulier, trois d’entre elles présentent une saveur 

sucrée, et notamment F8, avec une intensité évaluée à 5 sur 7. 

 

c) Discussion 

Seule la fraction F8 (SPE-F1/F2-CPC-F8), présentant la saveur sucrée la plus intense, 

est conservée en vue de fractionnements ultérieurs. Son chromatogramme LC-FTMS présente 

quatre pics majoritaires pouvant être associés à un composé de masse nominale m/z 443 et 

trois composés de m/z 401 (Figure 58). 

 

 

Figure 58. TIC en ionisation négative de la fraction SPE-F1/F2-CPC-F8 (chromatogrammes 

identiques pour les modalités FA et MPF). 

 

La masse totale de cette fraction F8 est de 39,8 mg et permet son fractionnement par 

HPLC semi-préparative. La fraction F8, obtenue de la même façon à partir de la modalité 

MPF, présente un profil chromatographique similaire, et est également traitée par HPLC 

semi-préparative. 

 

2. Purification des fractions SPE-F1/F2-CPC-F8 par HPLC semi-

préparative  

a) Matériel et méthodes 

Les fractions SPE-F1/F2-CPC-F8 des deux modalités, FA et MPF, ont été traitées 

séparément par HPLC semi-préparative (Figure 56). La colonne utilisée était une Atlantis T3 

Prep (21,2 x 250 mm, 5 μm, Waters) et la phase mobile était constituée d’un mélange H2O + 
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0,1 % acide formique (phase A) et ACN + 0,1 % acide formique (phase B). Le débit était fixé 

à 20 mL/min et un gradient a été optimisé pour traiter les fractions. Les conditions 

chromatographiques utilisées sont détaillées dans le Tableau 67. 

Tableau 67. Gradient d’élution utilisé pour la purification des fractions SPE-F1/F2-CPC-F8 

par HPLC semi-préparative. 

Temps (min) 0 6,15 25 43 45 49 50 60 

% B 10 10 12 13 100 100 10 10 

 

Les échantillons ont été préparés dans 500 μL de H2O/MeOH : 80/20 puis filtrés à 

0,45 µm avant injection. Après une première injection test de 5 mg pour contrôler l’efficacité 

de la séparation, le solde des échantillons a été injecté par aliquotes successives de 25 mg 

maximum. Les détecteurs UV et DEDL ont permis de suivre l’élution des composés et de les 

collecter manuellement à la sortie du système. Une aliquote de 50 µL de chaque tube a été 

prélevée, diluée dix fois avec de l’eau ultra-pure, et injectée en LC-FTMS afin d’étudier sa 

composition. Les tubes des différentes injections contenant les mêmes composés purs ont 

ensuite été regroupés et lyophilisés. 

 

b) Résultats 

Après lyophilisation, les composés de masse nominale m/z 443 et 401, sont obtenus 

sous forme d’une poudre blanche amorphe. Les masses obtenues sont présentées dans le 

Tableau 68. 

 

Tableau 68. Composés purifiés par HPLC semi-préparative à partir des fractions SPE-F1/F2-

CPC-F8 (modalités FA et MPF). 

Composé purifié m/z 443 m/z 401-1 m/z 401-2 m/z 401-3 

Temps de rétention TR (min) 3,07 3,76 3,90 4,01 

Masse (mg) 3,6 0,5 1,1 2,8 

 

Les injections LC-FTMS confirment la pureté des produits (Figure 59). Le spectre 

FTMS du composé m/z 443 indique la masse précise de l’ion quasi-moléculaire m/z 443,1934, 

associée à la formule brute C21H32O10. Les composés m/z 401-1, -2 et -3 sont des isomères 

puisque leur spectre FTMS présente le même ion déprotoné m/z 401,1467, permettant de leur 

attribuer la formule brute C18H26O10. Ces isomères possèdent également le même spectre de 

fragmentation. 
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Figure 59. TIC en ionisation négative des composés purifiés m/z 443 A (a) et m/z 401-1, -2 et 

-3 B (a)-1, -2 et -3 et leur spectre FTMS A (b) et B (b). 

 

3. Identification des composés purifiés 

L’étude de la masse précise, de la fragmentation et du temps de rétention du composé 

m/z 443, permet de confirmer qu’il s’agit de l’epi-DPA-Glc (acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-

dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside) mis en évidence au cours du fractionnement 

d’extraits de pépins et décrit au chapitre 7. Il s’agit ici de la première identification de l’epi-

DPA-Glc dans les vins. 

L’étude de la masse précise du composé m/z 401 permet d’observer deux adduits, le 

premier de m/z 437,1231 est un adduit chlorure ([M+Cl]
-
) et le second de m/z 447,1518 est un 

adduit formiate ([M+HCOO]
-
). L’étude de la fragmentation HCD permet d’observer pour les 

trois isomères, un ion secondaire de m/z 269,1010 correspondant à une perte de neutre de 

132,0428, caractéristique d’un groupement pentose (C5H8O4). Ainsi, il semble que l’ion 

quasi-moléculaire de masse m/z 401 soit composé d’une génine (C13H18O6) sur laquelle est 

fixé un groupement pentose (C5H8O4). D’autres fragments de faible intensité relative sont 

également observés à m/z 101, 131, 161 et 293. L’interprétation des spectres RMN des trois 
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isomères et leur comparaison aux données de la littérature permettent de déterminer la 

structure des trois isomères. Ainsi, le composé m/z 401 possède une signature chimique 

similaire à celle des dérivés hexose-pentose de l’alcool benzylique reportés dans la littérature 

(Suzuki et al., 1988 ; S. Voirin et al., 1990 ; Chassagne et al., 1996). Tout d’abord, la perte 

d’un pentose observée en LC-FTMS suggère que ce groupement est situé en position 

terminale. En outre, l’étude des données RMN 
1
H et 

13
C (ANNEXES 6-G, 6-H et 6-I) montre 

la présence de signaux caractéristiques de l’alcool benzylique et permet de déterminer la 

nature des sucres ainsi que de leurs sites de fixation. Ainsi, les composés m/z 401-1, -2 et -3 

sont constitués d’un groupe benzylique, d’un glucopyranose et, respectivement, d’un 

arabinofuranose, d’un arabinopyranose et d’un apiofuranose. Les spectres HMBC montrent 

pour les trois isomères, une corrélation entre les protons H-7a et H-7b de l’alcool benzylique 

et le carbone C-1′ de l’anomère β-glucopyranose ainsi qu’une corrélation entre le carbone C-

1″ de l’hémiacétal du pentose et les protons H-6′a et H-6′b du glucose (ANNEXES 13-B, 14-

B et 15-B). Ainsi, les trois isomères 401-1, -2 et -3 sont identifiés comme étant le benzyl 6′-

O-α-arabinofuranosyl-β-glucopyranoside (benzyl 6′Araf-Glcp), le benzyl 6′-O-α-

arabinopyranosyl-β-glucopyranoside (benzyl 6′Arap-Glcp) et le benzyl 6′-O-α-apiofuranosyl-

β-glucopyranoside (benzyl 6′Apiof-Glcp) (Figure 60). 

 

Figure 60. Structures moléculaires du benzyl 6′-O-α-arabinofuranosyl-β-glucopyranoside (a), 

du benzyl 6′-O-α-arabinopyranosyl-β-glucopyranoside (b) et du benzyl 6′-O-α-apiofuranosyl-

β-glucopyranoside (c). 
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Les dérivés diglycosylés de l’alcool benzylique, comme ceux du linalool ou du 2-

phényl-éthanol, sont connus en tant que précurseurs d’arômes dans certains fruits (Chassagne 

et al., 1996) ainsi que dans le raisin (Williams et al., 1983 ; Gunata et al., 1988 ; S. G. Voirin 

et al., 1992 ; López-Tamames et al., 1997 ; Mateo et al., 1997 ; Chassagne et al., 2015). En 

effet, le benzyl 6′Araf-Glcp et le benzyl 6′Apiof-Glcp ont été précédemment identifiés dans le 

moût de Pinot noir, contrairement au benzyl 6′Arap-Glcp. Par ailleurs, à notre connaissance, 

ces trois isomères n’ont jamais été identifiés dans les vins. Enfin, aucun goût ne leur a jamais 

été attribué. Les quantités purifiées dans ce travail ne permettent pas la caractérisation 

gustative de ces trois isomères. 

Ainsi, la purification de la fraction SPE-F1/F2-CPC-F8 a permis l’obtention de quatre 

composés, dont trois isomères diglycosylés de l’alcool benzylique et l’epi-DPA-Glc. Ce 

composé, déjà isolé à partir d’un extrait de pépin, est à nouveau retrouvé dans une fraction 

sucrée, ce qui tend à confirmer la pertinence de sa contribution. Les dérivés de l’acide 

benzylique n’ont pas pu être dégustés, mais au regard de l’intensité modérée de la fraction, de 

la présence majoritaire de l’epi-DPA-Glc et de leur faible abondance, leur effet sur le goût du 

vin semble limité. 

 

C. Étude de la fraction SPE-F3 

Les chromatogrammes des fractions SPE-F3 des modalités FA et MPF présentent un 

seul pic majoritaire. Le composé associé a donc été directement purifié par HPLC semi-

préparative (Figure 56). 

 

1. Purification par HPLC semi-préparative 

a) Matériel et méthodes 

La fraction SPE-F3 de la modalité FA, a été traitée par HPLC semi-préparative. Les 

conditions utilisées étaient les mêmes que pour la purification de la fraction SPE-F1/F2-

CPC-F8 réalisée au chapitre 8-II.B.2., avec un gradient d’élution différent détaillé dans le 

Tableau 69. 
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Tableau 69. Gradient d’élution utilisé pour la purification de la fraction SPE-F3 de la 

modalité FA par HPLC semi-préparative. 

Temps (min) 0 7,3 36 39 44 45 50 

% B 10 10 17 100 100 10 10 

 

b) Résultats 

Après lyophilisation, 17,5 mg du composé m/z 366, sont obtenus sous forme d’une 

poudre blanche amorphe. Les injections LC-FTMS confirment la pureté du produit (Figure 

61), avec un ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 366,1178, caractéristique d’une molécule de 

formule brute (C17H21NO8). 

 

Figure 61. TIC en ionisation négative du composé purifié m/z 366 (a) et de son spectre FTMS 

(b). 

 

2. Identification du composé purifié 

La formule brute, le temps de rétention et les fragments de ce composé m/z 366 sont 

identiques à ceux de la molécule isolée à partir d’extraits de pépin et décrite au chapitre 7 ; il 

s’agit donc de l’ILA-Glc (acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glycoside lactique). La fraction SPE-

F3 ne contenant qu’un seul composé majoritaire, sa faible douceur perçue est cohérente avec 

la présence de l’ILA-Glc (m/z 366), dont l’intensité sucrée a été évaluée à 1/7 dans le chapitre 

7. 

 

D. Étude de la fraction SPE-F5 

1. Fractionnement par CPC 

a) Matériel et méthodes 

Le système Arizona B (Hept/AcOEt/MeOH/H2O : 1/19/1/19) a été choisi pour traiter 

les deux modalités, FA et MPF. Les quantités de fractions à traiter par CPC s’élevaient en 
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moyenne à 290 mg, le rotor de 100 mL a donc été choisi pour réaliser les fractionnements, 

selon la méthode d’analyse 4 (Tableau 60). Les analyses LC-FTMS ont permis de constituer 

des fractions sur la base de profils chromatographiques similaires. 

 

b) Résultats 

Les fractions des deux modalités, FA et MPF, sont traitées par CPC (Figure 56). 

Cependant, en raison des faibles quantités obtenues après fractionnement, seules les fractions 

de la SPE-F5-CPC_FA sont dégustées. Le gustatogramme obtenu est présenté dans le 

Tableau 70. Pour les deux modalités, des volumes de phases rejetées et des pressions à 

l’équilibre correctes ont été observés. Les profils UV attestent du fait que les élutions des 

deux CPC se sont déroulées de façon similaire. 

 

Tableau 70. Gustatogramme de la fraction SPE-F5_FA après CPC. 

SPE-F5-CPC_FA Veq = 48 mL ; Peq = 54 bar 

Fraction Tubes Masse (mg) Goût 

F1 10-16 / - 

F2 17-22 2,4 Sucré (5/7) 

F3 23-29 3,7 Amer 

F4 30-46 16,6 Aqueux 

F5 47-62 5,1 Astringent 

F6 63-78 19,4 Astringent 

F7 79-83 10,5 Astringent 

F8 84-105 125,2 Attaque sucrée (4/7) 

Finale astringente 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

 

Si plusieurs échantillons ont été perçus amers ou astringents, deux fractions sucrées 

sont observées, F2 et F8, présentant respectivement une douceur d’intensité 5 et 4 sur une 

échelle de 7. 
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c) Discussion 

La fraction F8 de la SPE-F5-CPC_FA présente une forte intensité de douceur. Le 

nombre de pics sur son chromatogramme nécessite un second fractionnement par CPC, 

détaillé plus bas. 

 

Figure 62. TIC en ionisation négative de la fraction SPE-F5-CPC-F8. 

 

La fraction F2 de la SPE-F5-CPC_FA présente également une forte intensité de 

douceur et son chromatogramme ne comporte que quelques pics (Figure 63). 

 

 

Figure 63. TIC en ionisation négative de la fraction SPE-F5-CPC-F2. 

 

L’analyse LC-FTMS de cette fraction montre que son composé majoritaire, au temps 

de rétention de 5,00 min possède un ion quasi-moléculaire de m/z 449,1091. Le composé à 

5,26 min en est un isomère. D’autres composés, appartenant vraisemblablement à la famille 

des flavonoïdes, constituent cette fraction (tR de 3,29 et 4,03 min). La masse totale de cette 

fraction (2,4 mg) ne permet aucun traitement supplémentaire. Néanmoins, l’intensité de sa 

saveur sucrée justifie de rechercher son composé majoritaire m/z 449-1 (tR 5,00) ainsi que son 

isomère m/z 449-2 (tR 5,26) dans d’autres fractions de CPC et de SPE. La purification de ces 

deux isomères sera décrite dans le paragraphe 3 de cette partie II.D. 
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2. Étude de la fraction SPE-F5-CPC-F8 

a) Matériel et méthodes 

Après plusieurs tests, le système « pont » P13 (AcOEt/iPrOH/H2O : 3/1/3) a été choisi 

pour traiter les fractions SPE-F5-CPC-F8 obtenues à partir des deux modalités. Les quantités 

à traiter par CPC s’élevaient en moyenne à 140 mg, le rotor de 100 mL a donc été choisi pour 

réaliser les fractionnements, selon la méthode d’analyse 4 (Tableau 60). Les analyses LC-

FTMS ont permis de constituer des fractions sur la base de profils chromatographiques 

similaires.  

 

b) Résultats 

Les fractions issues des deux modalités FA et MPF sont traitées en parallèle par CPC 

(Figure 56). Cependant, en raison des faibles quantités obtenues après fractionnement, seules 

les fractions de la modalité FA sont dégustées (Tableau 71). Le déroulement des 

fractionnements étaient corrects et similaires pour les deux expériences.  

 

Tableau 71. Gustatogramme du fractionnement de l’extrait SPE-F5-CPC-F8 (modalité FA) 

par CPC. 

SPE-F5-CPC_FA Veq = 49 mL ; Peq = 33 bar 

Fraction Tubes Masse (mg) Goût 

F1 10-17 8,3 - 

F2 18-24 6,0 Sucré à l’attaque et 

en milieu de bouche (2/7) 

F3 25-42 10,5 Acide/Amer 

F4 43-63 22,6 Sucré en milieu de bouche (2/7), 

finale astringente 

F5 64-70 53,5 Astringent 

- : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec le verre témoin. 

 

La dégustation en solution hydro-alcoolique montre, pour cet échantillon également, 

une bonne séparation des molécules sapides avec plusieurs fractions amères, astringentes et 

douces. Les fractions sucrées F2 et F4 possèdent une intensité modérée. Compte tenu des 

quantités obtenues, la purification ne peut être poursuivie. L’analyse LC-FTMS des pics 

chromatographiques majoritaires de ces fractions permet d’observer de nombreux composés 
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qui pourraient, sur la base de leur formule brute, appartenir principalement à la famille des 

flavonoïdes. 

 

3. Purification du composé de masse nominale m/z 449 

a) Criblage LC-FTMS 

Afin de rechercher les isomères du composé m/z 449, un criblage de son ion quasi-

moléculaire, m/z 449,1091 (± 5 ppm), a été réalisé par LC-FTMS dans les fractions issues de 

la CPC réalisée sur SPE-F5_FA ainsi que dans les autres fractions de SPE. Le composé m/z 

449 a ainsi été repéré en grande quantité dans la fraction SPE-F6 des modalités FA et MPF 

(Figure 64). Cependant, seul l’isomère m/z 449-1
 
est présent avec une intensité importante. 

 

Figure 64. Haut : TIC de la fraction SPE-F6. Bas : XIC en ionisation négative de l’ion quasi-

moléculaire m/z 449,1091 (±5 ppm) (les chromatogrammes sont identiques pour les modalités 

FA et MPF). 

 

b) Purification de l’extrait SPE-F6 par HPLC semi-préparative 

(1) Matériel et méthodes 

La fraction SPE-F6 de la modalité FA a été traitée par HPLC semi-préparative afin de 

purifier le composé m/z 449. Les mêmes conditions qu’au chapitre 8-II.B.2. ont été utilisées, 

avec un gradient d’élution différent (Tableau 72).  
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Tableau 72. Gradient d’élution utilisé pour la purification des fractions SPE-F6 des 

modalités FA et MPF par HPLC semi-préparative. 

Temps (min) 0 7,4 44,2 46 51 52 60 

% B 17 17 25 100 100 17 17 

 

(2) Résultats 

La totalité de la fraction SPE-F6 est traitée directement par HPLC semi-préparative. 

Bien que cette fraction possède une masse importante (286,1 mg), la totalité est traitée en sept 

injections successives de 50 mg maximum. L’optimisation du gradient d’élution permet de 

séparer le pic d’intérêt m/z 449-1 du reste de la fraction afin de le purifier. Ainsi, 9,3 mg du 

composé m/z 449-1 sont purifiés sous forme de poudre blanche amorphe. 

Les analyses LC-FTMS confirment la pureté chromatographique du produit (Figure 

65) et son spectre indique la masse précise de son ion quasi-moléculaire [M-H]
-
 m/z 449,1091. 

  

Figure 65. TIC en ionisation négative du composé purifié m/z 449-1 (a) et de son spectre 

FTMS (b). 

 

c) Caractérisations structurale et sensorielle du composé m/z 

449-1 

La mesure de la masse précise de l’ion quasi moléculaire permet d’établir la formule 

brute du composé : C21H22O11. La fragmentation HCD met en évidence un ion fragment de 

m/z 303,0496 (C15H12O7
-
), correspondant à une perte de neutre de 146,0570, caractéristique 

d’un groupe désoxy-hexose. Un second ion fragment est observé à m/z 285,0490 (C15H10O6
-
). 

La présence de ces deux ions, en comparaison avec les données de la littérature, suggère que 

le composé serait dérivé de la taxifoline (Urpi-Sarda et al., 2007) ; il pourrait s’agir d’un 

dérivé désoxy-hexosyl de la taxifoline.  
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Pour examiner ces hypothèses et déterminer la structure moléculaire du composé m/z 

449-1, des expérimentations en RMN mono- et bi-dimensionnelles sont effectuées. L’étude 

des spectres RMN (ANNEXE 6-J) et leur comparaison aux données de la littérature 

(Trousdale et al., 1983 ; Jusoh et al., 2013 ; H. Shi et al., 2015) a montré la présence de 

signaux caractéristiques de la taxifoline et d’un groupement rhamnose. Dans un premier 

temps, le spectre HMBC permet de déterminer le lieu de fixation du groupement rhamnose 

sur la taxifoline, par une corrélation entre le proton H-3 de la taxifoline et le carbone C-1″ de 

l’hémiacétal du rhamnose (ANNEXE 16-B). Dans un second temps, le spectre ROESY, ne 

montre aucune corrélation spatiale entre les protons H-2 et H-3, portés par les carbones 

stéréogènes C-2 et C-3, ce qui suggère que ces protons sont en position trans. Les constantes 

de couplage des protons H-2 et H-3, s’élevant respectivement à 10,7 et 10,0 Hz, corroborent 

également l’hypothèse d’une configuration relative trans pour ces deux protons. De cette 

manière, la molécule m/z 449-1 est identifiée comme étant l’astilbine, ou (2R, 3R)-taxifoline-

3-O-α-L-rhamnopyranoside dont la configuration relative est représentée à la Figure 66. Le 

pouvoir rotatoire de l’astilbine est mesuré à -25 et s’accorde avec les valeurs moyenne de -20 

décrites précédemment pour ce composé dans la littérature (Jacquemin et al., 1985 ; De Britto 

et al., 1995 ; Du et al., 2005 ; Regasini et al., 2008 ; Bezerra et al., 2013). 

 

 

Figure 66. Structure chimique de l’astilbine (configuration relative). 

 

Un ajout d’astilbine est réalisé en solution hydro-alcoolique, dans un vin blanc et dans 

un vin rouge. En parallèle, des solutions d’epi-DPA-Glc sont présentées aux dégustateurs à 

titre de comparaison. La dégustation montre que l’astilbine possède une saveur sucrée intense, 

perçue dans toutes les matrices (Tableau 73). En outre, l’ajout d’astilbine affecte davantage 
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l’équilibre gustatif d’un vin blanc que celui d’un vin rouge. Les mêmes résultats ont été 

obtenus en reproduisant l’expérience une seconde fois, à l’aveugle. 

 

Tableau 73. Résultats de la dégustation des composés astilbine et epi-DPA-Glc. 

 Solution hydro-alcoolique 

12 % vol. 

Vin Blanc 

Bordeaux 2013 

Vin Rouge 

Bordeaux 2013 

Epi-DPA-Glc Sucré 3/7 Sucré 4/7 Sucré 6/7 

Astilbine Sucré 3/7 Sucré 5/7 Sucré 4/7 

 

L'astilbine, ou (2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-rhamnopyranoside est un flavanonol 

préalablement identifié dans les végétaux (Kasai et al., 1988 ; Carneiro et al., 1993 ; Cechinel 

Filho et al., 1998 ; Huang et al., 2011 ; Jusoh et al., 2013), dans le vin rouge (Vitrac et al., 

2001), dans la pellicule de raisin blanc et le vin blanc (Trousdale et al., 1983), dans le marc de 

raisin (Lu et al., 1999) et dans les rafles (Souquet et al., 2000). Il possède des activités 

antimicrobiennes (Moulari et al., 2006), anti-oxydantes (Haraguchi et al., 1996 ; Haraguchi et 

al., 1997 ; Han et al., 1998) et cicatrisantes (Kimura et al., 2007). 

La structure de l’aglycone de l’astilbine contient deux centres stéréogènes, ce qui 

correspond à quatre diastéréoisomères, dont les dérivés rhamnosylés ont déjà été observés 

dans la nature (Figure 67). Un article de 1988 évoque que l’un d’entre eux, la néoastilbine, 

possède un goût sucré, mais la méthodologie sensorielle n’est pas précisée. Les propriétés 

gustatives des trois autres stéréoisomères n’ont jamais été clairement étudiées (Kasai et al., 

1988, 1991). 
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Figure 67. Structures moléculaires des diastéréoisomères de l’astilbine. 

 

L’isomérisation de l’astilbine a également été étudiée. Cette molécule reste en effet 

stable au pH du vin mais elle s’isomérise et se dégrade avec l’augmentation de la température, 

notamment à partir de 45-55 °C (Gaffield et al., 1975b ; Q.-F. Zhang et al., 2013). 

Ainsi, l’identification et la dégustation de l’astilbine, isolée par fractionnement de vin 

guidé par la gustatométrie, ouvre des perspectives intéressantes pour la recherche de 

composés de la famille des flavanonols pouvant contribuer à la saveur sucrée des vins rouges. 

En effet, un autre composé de cette même famille a déjà été mis en évidence pour son intense 

sucrosité (50 fois celle d’une solution de sucrose à 2 %), il s’agit de la taxifoline-3-acétate. Un 

dérivé synthétique de ce dernier, le 5,7,3′-trihydroxy-4′-méthoxydihydroflavonol-3-acétate, a 

également été décrit avec une sucrosité 400 fois plus intense que celle du sucrose (Kinghorn, 

1987). 

 

Conclusion 

L’objectif des deux chapitres précédents était de rechercher des composés à saveur 

sucrée du pépin ainsi que du vin. Les protocoles de fractionnement mis en place ont permis 

d’isoler plusieurs composés à saveur sucrée : le mélange des acides H3MP-Glc (2-hydroxy-3-

méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside ) et H4MP-Glc (2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-

2-O-β-glucopyranoside), l’AG-Glc (acide gallique-4-O-β-glucopyranoside), l’ILA-Glc (acide 

3-indolyl-(2R)-O-β-D-glycoside lactique), l’epi-DPA-Glc (acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-
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dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside) et l’astilbine ((2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-

rhamnopyranoside). Ces composés développent une saveur sucrée lors de leur dégustation en 

solution hydro-alcoolique ainsi qu’après ajout dans un vin blanc et dans un vin rouge de 

Bordeaux 2013. En outre, le H3MP-Glc, le H4MP-Glc ont été décrits pour la première fois. 

L’AG-Glc et l’epi-DPA-Glc ont été identifiés pour la première fois dans les vins. 

De plus, les isomères, benzyl 6′-O-α-arabinofuranosyl-β-glucopyranoside (benzyl 

6′Araf-Glcp), le benzyl 6′-O-α-arabinopyranosyl-β-glucopyranoside (benzyl 6′Arap-Glcp) et 

le benzyl 6′-O-α-apiofuranosyl-β-glucopyranoside (benzyl 6′Apiof-Glcp) n’ont jamais été 

décrits dans les vins, bien que le benzyl 6′Araf-Glc et le benzyl 6′Apiof-Glcp aient été décrits 

dans le moût de Pinot noir. Ces composés n’ont jamais été goûtés. 

Par ailleurs, l’isolement de l’astilbine et la mise en évidence de sa douceur dans les 

vins a permis d’ouvrir un nouvel axe pour la recherche de composés sucrés du vin de la 

famille des flavanonols. 
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CHAPITRE 9 - QUANTIFICATION DES PRINCIPAUX COMPOSÉS IDENTIFIÉS DANS 

LA BAIE DE RAISIN ET LES VINS 

 

Introduction 

Dans les chapitres précédents, la purification de composés sapides a été décrite dans 

des extraits de pépin de raisin ainsi que dans du vin. L’utilisation de diverses techniques 

analytiques et sensorielles a permis d’élucider la structure chimique de ces composés et de 

préciser les propriétés gustatives de certains d’entre eux. 

Or, l’effet d’une molécule sur le goût du vin dépend d’une part de son activité 

gustative mais également de son abondance. Il est donc nécessaire de disposer de données 

quantitatives dans les vins. Leur dosage dans les différentes parties de la baie permet en outre 

de préciser leur localisation. 

Ce chapitre traite donc du développement d’une méthode de quantification par U-

HPLC-FTMS des composés sapides purifiés précédemment, dans les vins ainsi que dans le 

raisin.  

 

I. Développement d’une méthode de quantification des composés identifiés 

A. Méthodologie 

Le dosage des composés a été réalisé à l’aide de l’appareil de LC-FTMS Exactive 

(ThermoScientific), dont les caractéristiques sont décrites dans la partie expérimentale 

générale. La quantification a été réalisée à partir de l’intégration des pics chromatographiques 

correspondant aux ions quasi-moléculaires des composés à doser, selon la méthode des ajouts 

dosés. 

 

1. Composés quantifiés 

Une quantification absolue a été réalisée pour quatre molécules, dont les standards 

étaient disponibles après purification : 

- l’epi-DPA-Glc (acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-

glucopyranoside, m/z 443), jamais identifié dans le raisin ou dans les vins. 

- l’AG-Glc (acide gallique 4-O-β-glucopyranoside, m/z 331), précédemment identifié 

dans le marc de vin blanc (Lu et al., 1999) mais jamais observé dans le vin. 

- l’ILA-Glc (acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glucopyranoside lactique, m/z 366), déjà 

identifié et quantifié par HPLC-UV dans le vin rouge par Fabre et al. en 2014 (Fabre et al., 

2014), mais dont les propriétés sensorielles n’avaient jamais été décrites. 
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- l’astilbine ((2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-rhamnopyranoside, m/z 449-1), déjà 

identifiée et dosée dans les vins rouges et blancs (Trousdale et al., 1983 ; Vitrac et al., 2001) 

ainsi que dans des raisins issus de différents stades de la pourriture noble (Landrault et al., 

2002). 

 

Une quantification relative a en outre été effectuée pour les deux isomères H3MP-Glc 

et H4MP-Glc, dont les standards n’ont pas pu être obtenus en quantité suffisante pour 

préparer une gamme de concentrations. Pour ces molécules, identifiées pour la première fois 

dans une substance naturelle, les aires des pics chromatographiques seront mesurées et les 

concentrations seront exprimées en équivalents d’AG-Glc. Ils permettront uniquement de 

discuter des variations entre échantillons. 

 

2. Préparation des échantillons et des solutions de calibration 

Avant de quantifier les composés d’intérêt dans les vins et les macérats de parties de la 

grappe, les échantillons ont été dilués par dix avec de l’eau ultra-pure. Après filtration à 0,45 

µm, 5 µL de chaque solution ont été injectés directement en LC-FTMS. L’origine des vins 

étudiés et la préparation des macérats de raisin seront précisées dans les parties 

correspondantes. 

 

Afin de limiter les effets de la matrice, trois séries de solutions de calibration ont été 

préparées par dilutions successives d’une solution mère contenant les quatre composés purs à 

1 g/L, dans trois matrices : la solution modèle utilisée pour la préparation des macérats, un vin 

rouge et un vin blanc, tous dilués par dix. La gamme de calibration s’étale de 2 µg/L à 10 

mg/L, avec les concentrations suivantes : 10 mg/L, 5 mg/L, 2 mg/L, 1 mg/L, 500 µg/L, 200 

µg/L, 100 µg/L, 50 µg/L, 20 µ/L, 10 µg/L, 5 µg/L, 2 µg/L.  

 

3. Conditions chromatographiques et spectrométriques 

L’U-HPLC-FTMS est une technique quantitative alliant résolution chromatographique 

et spécificité de détection. Les conditions chromatographiques utilisées sont détaillées dans le 

Tableau 74. Les échantillons sont conservés à 12 °C dans les tiroirs du passeur d’échantillons 

afin de limiter leur éventuelle dégradation au cours d’une longue série d’injections. A l’issue 

de chaque injection, la seringue et l’injecteur sont rincés trois fois, à l’aide de deux solvants 

différents : une solution H2O/MeOH : 50/50 et de l’ACN, afin de ne pas contaminer les vials 

après des échantillons très concentrés. 
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Tableau 74. Conditions chromatographiques utilisées pour la quantification des composés 

d’intérêt. 

Appareil :  

               U-HPLC Accela (Thermo Fisher Scientific) 

Logiciel : 

               Xcalibur 2.1 pour Exactive 

Colonne : 

               Hypersil Gold C18 (Thermo Fisher Scientific) 

               100 x 2,1 mm 

               Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : 

               Débit : 600 µL/min 

               Solvant A : H2O ultrapure + 0,1 % acide formique 

               Solvant B : ACN LC-MS Optima + 0,1 % acide formique 

               Gradient :  

Temps (min) : 0 1 6 6,2 7,7 7,8 9 

% B : 5 5 30 98 98 5 5 
 

Injection : 

              5 µL à l’aide d’un passeur automatique HTC0 Pal équipé de « racks » réfrigérés 

 

Les conditions d’ionisation et les paramètres spectrométriques ont été optimisés par 

une injection directe des composés d’intérêt à un débit constant. Les signaux associés aux 

composés m/z 331, 366, 443 et 449-1 ont été enregistrés en mode négatif. Les différents débits 

de gaz, tensions et températures ont été modulés et l’influence de leurs variations sur 

l’intensité des signaux a été observée. Les valeurs choisies résultent d’un consensus des 

paramètres permettant une ionisation optimale des différents composés (Tableau 75). 
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Tableau 75. Conditions d’ionisation et paramètres spectrométriques utilisées pour la 

quantification des composés d’intérêt. 

Paramètre Mode négatif 

Débit du « sheath gas »
 a
 80 

Débit du gaz auxiliaire
 a
 15 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| -4 kV 

Température du capillaire 300 °C 

Tension du capillaire -90 V 

Tension du tube lens -170 V 

Tension du skimmer -32 V 

Température de la source 300 °C 

Résolution
 b
 10000 

AGC 3.10
6
 

Gamme masses 160-1000 Th 
a
 Le débit du « sheath gas »

 
et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires. 

b
 Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th. 

 

4. Traitement des résultats 

Les pics chromatographiques sont intégrés automatiquement par l’application 

Quanbrowser du logiciel Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). La formation d’adduits 

chlorure, formiate et formiate d’ammonium est observée pour les quatre composés à doser. 

Ainsi, les composés sont quantifiés à partir de l’aire des pics formés par leur ion quasi-

moléculaires et leurs adduits, au temps de rétention attendu (Tableau 76). 
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Tableau 76. Caractéristiques des ions utilisés pour la quantification des composés d’intérêt. 

 m/z 

Masse 

exacte 

théorique 

Ion quasi-

moléculaire 

[M-H]
-
 

Adduits 

Masse exacte et ion 

correspondant 

Temps de 

rétention 

(min) 

AG-Glc 331 331,0671 C13H15O10
-
 

367,0450 

394,0639 

[M+Cl
-
] 

[M+NH4CO2]
-
 

1,1 

ILA-Glc 366 366,1194 C17H20O8N
-
 

402,0971 

412,1262 

429,1165 

[M+Cl
-
] 

[M+HCOO]
- 

[M+NH4CO2]
-
 

4,8 

Epi-DPA-

Glc 
443 443,1923 C21H31O10

-
 

479,1704 

506,1895 

[M+Cl
-
] 

[M+NH4CO2]
-
 

3,2 

Astilbine 449-1 449,1089 C21H21O11
- 

485,0872 

495,1160 

512,1058 

[M+Cl
-
] 

[M+HCOO]
- 

[M+NH4CO2]
-
 

5,7 

H3MP-Glc 

H4MP-Glc 

293-1 

293-2 
293,1242 C12H21O8

-
 

329,1020 

351,0831 

[M+Cl
-
] 

[M+HCOO]
- 

3,4 

3,6 

 

5. Validation de la méthode de quantification  

La méthode de quantification est validée par l’étude de sa sensibilité, de sa linéarité, 

de sa spécificité, de sa répétabilité et de sa justesse. 

 

a) Sensibilité 

De la même manière qu’au chapitre 4, la sensibilité de la méthode LC-FTMS a été 

déterminée suivant l’approche décrite par De Paepe et al.(De Paepe et al., 2013). L’IDL est 

déterminé à 2 µg/L dans cette étude, dans les macérats de raisin et dans les vins. La LOD et la 

LOQ ont été évaluées en considérant les concentrations des macérats exprimées en masse 

d’extrait sec d’une partie de la grappe par litre (soit 13,74 g de pellicules/L ; 45,8 g de 

pulpes/L ; 7,82 g de pépins/L ; 4,44 g de rafles/L) et le facteur de dilution utilisé pour la 

préparation des échantillons de chaque matrice (facteur dix pour les vins et les macérats de 

raisins). Ces données sont présentées dans le Tableau 77. 
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Tableau 77. Paramètres de validation de la sensibilité de la méthode de quantification pour 

les quatre composés d’intérêt, dans les vins et le raisin. 

Matrice Sensibilité
 

 

 
IDL 

(µg/L) 

IQL 

(µg/L) 

LOD 

 

LOQ 

 
 

VB 2 4 20 µg/L 40 µg/L  

VR 2 4 20 µg/L 40 µg/L  

Macérat de pellicules 

Macérat de pulpe 

Macérat de pépins 

Macérat de rafles 

2 

2 

2 

2 

4 

4 

4 

4 

1,46 µg/g de pellicules 

0,44 µg/g de pulpe 

2,56 µg/g de pépins 

4,5 µg/g de rafles 

2,92 µg/g de pellicules 

0,88 µg/g de pulpe 

5,12 µg/g de pépins 

9 µg/g de rafles 

 

 

b) Linéarité 

Sur la base des études précédentes, nous avons choisi de travailler dans des 

concentrations s’étalant de l’IQL jusqu’à 10 mg/L. Une courbe de calibration a été établie par 

le relevé des aires de chaque concentration en fonction de leur concentration nominale. La 

linéarité a été évaluée par les coefficients de corrélation (R
2
) obtenus par régression linéaire 

(Tableau 78). Pour tous les composés, des coefficients de corrélations supérieurs à 0,998 ont 

été obtenus pour les macérats comme pour les vins. 

 

c) Répétabilité 

Pour évaluer la répétabilité, la précision intra-journalière a été déterminée par 

l’injection successive de 5 réplicats de trois solutions de calibration (50 µg/L, 500 µg/L et 2 

mg/L) et le coefficient de variation (CV) est calculé. Celui-ci est inférieur à 5 % pour les trois 

concentrations (Tableau 78) et pour chaque composé. La répétabilité de la méthode est ainsi 

prouvée. 

 

d) Justesse 

La justesse a été évaluée en calculant le ratio de recouvrement entre l’aire mesurée et 

l’aire attendue en théorie pour un échantillon de macérat (M-1), un vin rouge (VR-C-1) et un 

vin blanc (VB-C-1) dans lesquels un ajout dosé de 100 µg/L, 500 µg/L et 2 mg/L des 

composés d’intérêt a été réalisé. Les ratios de recouvrement sont supérieurs à 88 % pour les 

trois concentrations, ce qui suggère que les effets de la matrice sont négligeables (Tableau 

78). Ainsi, ces résultats démontrent la justesse de la méthode. 
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e) Spécificité 

La spécificité de l’Orbitrap a été évaluée par la précision de mesure des masses et la 

répétabilité des temps de rétention. Ces paramètres ont été vérifiés au cours de chaque 

analyse. La Figure 68 présente les chromatogrammes d’ions extraits des quatre composés 

dosés dans un vin rouge et dans les différents macérats, ainsi que leur temps de rétention. Les 

analyses ont révélé de très faibles variations de temps de rétention (< 0,03 min) et une 

précision de mesure de masse inférieure à 4 ppm pour différentes concentrations en composés 

d’intérêt (Tableau 78). Ainsi, la spécificité de la méthode est garantie. 

 

Tous ces résultats permettent de valider la méthode de quantification des composés 

d’intérêt par LC-FTMS dans les macérats des constituants de raisins et dans les vins.  
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Tableau 79. 

Paramètres de 

validation de la 

méthode de 

quantification des 

composés d’intérêt 

dans les vins et dans 

les macérats des 

parties du raisin 

(linéarité, spécificité, 

répétabilité et 

justesse). 
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II. Application de la méthode à l’analyse des composés identifiés dans la baie de 

raisin 

A. Origine et préparation des macérats de raisins analysées 

Plusieurs grappes de raisins de cépage Merlot à maturité, de taille et de poids 

similaires, ont été sélectionnées dans une propriété de l’appellation de Saint-Emilion lors du 

millésime 2016. Les quatre parties constitutives de chaque grappe ont été séparées 

manuellement, et protégées de l’oxydation et de la lumière. Ainsi, la rafle, la pellicule, la 

pulpe et les pépins de chaque grappe ont été séparés. Les différentes parties de chaque grappe 

ont été lyophilisées pendant 4 jours afin d’obtenir leur masse d’extrait sec (Tableau 79). 

 

Tableau79. Masses d’extrait sec des différentes parties de la grappe après lyophilisation. 

 Rafles Pellicules Pulpe Pépins 

Masse (g) ±σ 2,22 ± 0,38 6,87 ± 1,33 22,90 ± 3,51 3,91 ± 1,04 

σ : écart type. 

 

Chaque partie a été placée pendant 3 jours à température ambiante dans 500 mL d’une 

macération hydro-éthanolique : 50/50 à pH 3,5 afin d’extraire les composés d’intérêt. Ces 

expérimentations ont été réalisées en triplicat. Les concentrations des macérats seront 

exprimées en µg/g d’extrait sec de grappe ou par partie de la grappe de raisin. 

 

B. Résultats et discussion 

Dans un premier temps, l’interprétation des résultats met en évidence les quantités 

totales de composés extraits lors des macérations (Figure 69). En outre, l’AG-Glc et l’epi-

DPA-Glc sont présents dans des quantités équivalentes, soit respectivement 208 et 234 µg/g 

d’extrait sec de grappe, alors que les quantités d’ILA-Glc s’élèvent à plus du double (490 

µg/g d’extrait sec de grappe). Enfin, l’astilbine est présente en quantités quatre fois 

supérieures à celles de l’AG-Glc, soit 850 µg/g d’extrait sec de grappe. Les quantités 

d’H3MP-Glc et d’H4MP-Glc exprimées en équivalent d’AG-Glc, permettent uniquement de 

conclure quant à leur proportion relative l’une par rapport à l’autre. De cette manière, H3MP-

Glc est présent en quantité deux fois plus grande que H4MP-Glc, soit, respectivement, 26 et 

12 µg d’équivalent Ag-Glc /g d’extrait sec de grappe. 
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Figure 69. Concentrations totales des composés sucrés dans les macérations, exprimées en 

µg/g d’extrait sec de grappe (pellicules, pépins, pulpe et rafles). 

* Teneurs exprimées en µg d’équivalent AG-Glc/g d’extrait sec. 

 

 Dans un second temps, le calcul des concentrations dans chaque partie de la grappe de 

raisin, permet de localiser les composés sucrés dans ces différentes parties (ANNEXE 17-A).  

 

De cette manière on observe que les isomères H3MP-Glc et H4MP-Glc sont présents 

en grande quantité dans les pépins et les rafles. L’AG-Glc est lui présent majoritairement dans 

les pépins. Les quantités d’ILA-Glc sont réparties de manière équivalente entre les différentes 

parties de la grappe de raisin. L’epi-DPA-Glc est présent principalement dans les pellicules et 

les rafles, alors que l’astilbine est majoritairement présent dans les rafles, comme l’illustre la 

Figure 70. 
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Figure 70. Localisation des composés sucrés dans les parties de la grappe de raisin 

(pellicules, pépins, pulpe, rafles), exprimée en pourcentage. 

 

Ainsi, l’AG-Glc est extrait à 90 % des pépins de raisins. Les isomères, H3MP-Glc et 

H4MP-Glc, dont les teneurs sont calculées en équivalent d’AG-Glc, sont également 

principalement présents dans les pépins (respectivement, 56 et 44 %), puis les rafles (23 et 35 

%) et la pellicule (17 et 17 %). L’ILA-Glc est observé majoritairement dans les pellicules  (35 

%) puis dans les trois autres parties de la grappe à parts égales (~20 % chacune). Les quantités 

les plus élevées d’epi-DPA-Glc sont mesurées dans les pellicules (39,5 %) ainsi que dans la 

rafle (35 %) et, plus minoritairement, dans les pépins (15,5 %) et la pulpe (10 %). Enfin, 

l’astilbine est présente en quantité très importante dans la rafle (97 % de la quantité totale 

extraite d’une grappe) (ANNEXE 17-B). Ce résultat est cohérent avec des travaux antérieurs 

établissant l’astilbine comme le flavanonol majoritaire de la rafle (Souquet et al., 2000).  
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Ces résultats mettent en évidence la présence de composés sucrés en quantité non 

négligeable dans la rafle. Toutefois, la rafle est également connue pour apporter des arômes 

végétaux (Hashizume et al., 1997 ; Boulton et al., 2013 ; Pascual et al., 2016), de l’amertume 

et de l’astringence (Arnold et al., 1980 ; Noble, 1994 ; Souquet et al., 2000 ; Vidal et al., 

2004). 

De cette manière, la seule présence de composés sucrés dans la rafle ne justifie pas son 

utilisation. A l’exception de certaines vinifications conservant traditionnellement la rafle, 

comme en Bourgogne, en Beaujolais ou dans la Vallée du Rhône, celle-ci est en effet retirée 

avant le remplissage des cuves. Par conséquent, les composés sapides retrouvés dans les vins 

étudiés dans ce travail ne proviennent pas de la rafle ; sa contribution ne sera pas prise en 

compte dans les résultats présentés plus bas. 

 

 L’interprétation des résultats, en excluant les quantités présentes dans la rafle, montre 

que les teneurs extraites lors des macérations ne varient pas sensiblement, excepté pour les 

teneurs en astilbine qui diminuent de 90 % (Figure 71 et ANNEXE 17-C). 

 

 

Figure 71. Concentrations totales des composés sucrés dans les macérations, exprimées en 

µg/g d’extrait sec de grappe (pellicules, pépins, pulpe). 

* Teneurs exprimées en µg d’équivalent AG-Glc/g d’extrait sec de grappe. 

 

0 

300 

600 

C
o
n
ce

n
tr

at
io

n
 

 µ
g
/g

 d
'e

x
tr

ai
t 

se
c 

d
e 

g
ra

p
p
e 



Troisième partie : Isolement et identification de composés du raisin possédant une activité 

gustative 

228 

 

La Figure 72 représente la présence relative des composés dans chaque partie de la 

grappe de raisin : pellicules, pépins et pulpe.  

 

 

Figure 72. Localisation des composés dans les différentes parties de la grappe de raisin 

(pellicules, pépins, pulpe), exprimée en pourcentage. 

 

De cette manière, les résultats montrent que la pulpe contient une faible part de la 

teneur totale en ces composés, sauf pour l’ILA-Glc (26 %) et l’epi-DPA-Glc (16 %). En 

revanche, l’AG-Glc, le H3MP-Glc et le H4MP-Glc sont essentiellement situés dans le pépin, 

alors que l’ILA-Glc, l’epi-DPA-Glc et l’astilbine sont majoritairement localisés dans les 

pellicules et dans une moindre mesure dans les pépins (ANNEXE 17-D et Figure 72). 

Les composés sucrés étudiés dans cette partie ont été purifiés à partir d’extraits de 

pépins, excepté pour l’astilbine, purifié à partir d’un vin. Toutefois, l’étude de leur 

localisation dans les différentes parties de la grappe de raisin met également en évidence leur 

présence dans les autres parties de la grappe, principalement la pellicule. Cependant, l’AG-

Glc semble lui être assez spécifique du pépin de raisin (95 % de la quantité totale). 

 

III. Application de la méthode à l’analyse des vins 

A. Origine des vins analysés 

Les composés sucrés identifiés précédemment ont été dosés dans 46 vins rouges 
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38 vins blancs commerciaux (15 des Graves, 5 du Sauternais, 5 de la région Bourgogne, 5 de 

la région Loire et 8 d’autres régions françaises) et 12 vins rouges issus des expérimentations 

menées au chai et au laboratoire (chapitre 6 et 7). Les millésimes s’étendent de 1981 à 2015. 

 

B. Quantification des composés purifiés dans les vins commerciaux 

1. Résultats du dosage de l’AG-Glc (m/z 331) 

L’AG-Glc est dosé pour la première fois dans le vin. Ses concentrations sont faibles 

dans les vins rouges, comprises entre 0 et 1,03 mg/L, avec une valeur moyenne de 80 µg/L et 

une médiane à 30 µg/L (Tableau 80).  

 

Tableau 80. Concentrations en AG-Glc dans des vins rouges commerciaux (µg/L). 

   Moyenne ± σ Minimum 1
er

 quartile Médiane 3
ème

 quartile Maximum 

 Vin rouge  80 ± 190 0 20 30 60 1030 

σ : écart-type.  

 

Par ailleurs, les teneurs en AG-Glc dans les vins blancs commerciaux quantifiés dans 

ce travail sont nulles (ANNEXE 18), ce qui est cohérent avec la localisation majoritaire de 

cette molécule dans les pépins.  

 

2. Résultats du dosage des isomères H3MP-Glc* (m/z 293-1) et H4MP-

Glc* (m/z 293-2) 

Une quantification relative des isomères H3MP-Glc et H4MP-Glc a été réalisée et les 

teneurs sont exprimées en équivalent d’AG-Glc. De cette manière il est possible d’observer 

des concentrations moyennes plus élevées dans les vins rouges que dans les vins blancs 

(Tableau 81).  

 

Tableau 81. Concentrations en H3MP-Glc et H4MP-Glc dans des vins rouges et blancs 

commerciaux. 

  
Moyenne ± σ  Min. 1

er 
quartile Médiane 3

ème
 quartile Max. 

VR 
H3MP-Glc* 2,27 ± 0,87  0,19 1,77 2,38 2,88 3,57 

H4MP-Glc* 0,73 ± 0,25  0,18 0,60 0,72 0,86 1,23 



Troisième partie : Isolement et identification de composés du raisin possédant une activité 

gustative 

230 

 

VB 
H3MP-Glc* 0,92 ± 1,1  0,12 0,24 0,48 1,24 4,35 

H4MP-Glc* 0,42 ± 0,64  0,12 0,25 0,28 0,38 3,27 

 *  Teneurs exprimées en mg/L d’équivalent AG-Glc 

σ : écart-type. 

VR : Vin rouge ; VB : Vin blanc ; Min. : Minimum ; Max. : Maximum. 

 

Par ailleurs, H3MP-Glc est présent en quantités trois fois supérieures à son isomère 

H4MP-Glc dans les vins rouges, soit 2,27 mg/L et 0,73 mg/L, respectivement. Les mêmes 

tendances sont observées pour les vins blancs, où les teneurs de l’isomère H3MP-Glc 

représentent le double de celles d’H4MP-Glc, soit 0,92 et 0,42 mg/L, respectivement. Ces 

résultats rejoignent les données obtenues précédemment dans les raisins, avec une plus grande 

abondance de l’isomère H3MP-Glc. 

 

3. Résultats du dosage de l’ILA-Glc (m/z 366) 

Les teneurs en ILA-Glc s’élèvent en moyenne à 12,6 mg/L dans les vins rouges et 

présentent de fortes variations selon les vins (de 0,18 à 36,03 mg/L), traduites par un écart 

type élevé (Tableau 82). Ces résultats sont cohérents avec les teneurs présentées par Fabre et 

al. (2014), bien que les valeurs maximales observées ici soient plus basses.  

Les teneurs en ILA-Glc dans les vins blancs sont déterminées pour la première fois et 

s’élèvent en moyenne à 6,97 mg/L avec des valeurs variant de 0,58 à 15,59 mg/L (ANNEXE 

18).  

 

Tableau 82. Concentrations en ILA-Glc dans des vins rouges et blancs commerciaux (mg/L). 

 
Moyenne ± σ Minimum 1

er
 quartile Médiane 3

ème
 quartile Maximum 

Vin rouge 12,60 ± 10,62 0,18 3,32 11,34 21,46 36,03 

Vin blanc 6,97 ± 4,68 0,58 2,25 7,19 10,28 15,59 

σ : écart-type. 

 

4. Résultats du dosage de l’epi-DPA-Glc (m/z 443) 

L’epi-DPA-Glc est également dosé pour la première fois dans les vins. Les 

concentrations moyennes ont été calculées, respectivement, à 8,37 et 4,62 mg/L dans les vins 

rouges et les vins blancs commerciaux (Tableau 83 et ANNEXE 18). Les teneurs en epi-

DPA-Glc varient de 4,67 à 15,65 mg/L dans les vins rouges. Bien que les teneurs mesurées 

dans les vins blancs soient globalement plus faibles, la valeur la plus élevée a été trouvée dans 
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un Sauternes (15,80 mg/L). Cela pourrait s’expliquer par les phénomènes de déshydratation 

des raisins impliqués dans l’élaboration des vins liquoreux de pourriture noble (diminution du 

volume de 60 % environ selon Thibon et al. (2009)) et d’éventuelles modifications du 

métabolisme de la baie induites par le développement de Botrytis cinerea. 

 

Tableau 83. Concentrations en epi-DPA-Glc dans des vins rouges et blancs commerciaux 

(mg/L). 

 
Moyenne ± σ Minimum 1

er
 quartile Médiane 3

ème
 quartile Maximum 

Vin rouge 8,37 ± 2,69 4,67 6,43 7,87 9,47 16,65 

Vin blanc 4,62 ± 3,18 1,79 2,67 3,76 5,16 15,80 

σ : écart-type.  

 

5. Résultats du dosage de l’astilbine (m/z 449-1) 

Dans les vins rouges, les concentrations en astilbine s’élèvent en moyenne à 4,75 

mg/L et varient de 0,46 à 41,32 mg/L dans les vins rouges. La même gamme de teneurs est 

observée dans les vins blancs avec une moyenne de 4,69 mg/L mais avec une plus grande 

dispersion (de 0,14 à 51,38 mg/L) (Tableau 84 et ANNEXE 18). Ces résultats sont cohérents 

avec les données reportées par Landrault et al. (2002), entre 0,77 et 15,13 mg/L. 

 

Tableau 84. Concentrations en astilbine dans les vins rouges et blancs commerciaux (mg/L). 

 
Moyenne ± σ  Minimum 1

er 
quartile Médiane 3

ème
 quartile Maximum 

Vin rouge 4,75 ± 7,73 0,46 1,67 3,00 4,43 41,32 

Vin blanc 4,69 ± 11,28 0,14 0,64 1,52 3,81 51,38 

σ : écart-type. 

 

C. Quantification des composés purifiés dans les vins issus des 

expérimentations 

Le dosage des composés purifiés a été réalisé dans les vins issus des micro-

vinifications décrites dans la partie II (Tableau 85).  

 

Tableau 85. Concentrations des composés sucrés dans les vins issus des expérimentations de 

microvinification de la partie II. 

 
H3MP-Glc* H4MP-Glc* AG-Glc ILA-Glc Epi-DPA-Glc Astilbine 
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Merlot Témoin (MT) 2,54 0,87 1,24 31,28 6,68 25,63 

Merlot  Epépiné (ME) 1,70 0,65 0,16 61,83 5,65 29,97 

Cabernet-Sauvignon 

Témoin (CST) 
6,95 2,42 1,30 87,15 9,41 4,98 

Cabernet-Sauvignon 

Epépiné (CSE) 
5,04 1,86 0,56 108,71 7,64 6,12 

* Teneurs exprimées en mg/L d’équivalent AG-Glc. 

De manière générale, les teneurs moyennes en H3MP-Glc, H4MP-Glc, AG-Glc et epi-

DPA-Glc sont plus élevées dans les vins issus des modalités « témoin » (MT et CST) que des 

vins issus des modalités « épépinés » (ME et CSE). A l’inverse, les teneurs en ILA-Glc sont 

plus élevées dans les vins issus de raisins épépinés que dans les vins « témoin » pour les deux 

cépages étudiés.  

  

D. Discussion 

Il est intéressant de noter que les abondances moyennes relatives des différentes 

molécules sont similaires dans les vins rouges et dans les raisins, à l’exception de l’AG-Glc 

dont les concentrations sont nettement plus faibles qu’attendu dans les vins tandis qu’elles 

sont proches de celles de l’epi-DPA-Glc dans les raisins (Figure 73).  

 

 

Figure 73. Comparaison des proportions relatives des composés d’intérêt dans le raisin et 

dans les vins rouges. 
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Cette observation pourrait s’expliquer par une extractibilité différentielle des deux 

molécules, en lien avec la localisation principale de l’AG-Glc dans les pépins. Par ailleurs, il 

est également possible que ce composé soit modifié lors de réactions chimiques se déroulant 

dans les vins. Ces hypothèses devront être étudiées en dosant les molécules sapides dans des 

raisins, puis dans les moûts et les vins qui en sont issus, tout au long du processus de 

vinification.  

La quantification des composés sucrés, AG-Glc, H3MP-Glc, H4MP-Glc, ILA-Glc et 

epi-DPA-Glc, dans les vins blancs commerciaux, montre en moyenne des teneurs plus basses 

que dans les vins rouges. Or, dans la vinification en blanc, l’extraction est pré-fermentaire ; 

elle se déroule pendant une durée courte et en phase aqueuse, lors du pressurage. Il est donc 

vraisemblable que les composés localisés majoritairement dans le pépin soient moins extraits 

et que leurs teneurs soient plus faibles dans ce type de vin.  

La quantification dans les vins obtenus à partir des micro-vinifications réalisées au 

laboratoire est en partie cohérente avec le dosage de ces composés dans les différentes parties 

de la baie. En effet, H3MP-Glc, H4MP-Glc, AG-Glc et dans une moindre mesure l’epi-DPA-

Glc sont en grande partie extraits des pépins, il est donc cohérent d’en observer des teneurs 

plus élevées dans les vins ayant été vinifiés en présence des pépins. Il est en revanche plus 

surprenant d’observer des teneurs en ILA-Glc et en astilbine plus élevées dans les vins 

vinifiés sans pépin. Il est possible que des composés libérés par les pépins réagissent avec ces 

composés, entraînant la diminution de leur concentration. Ces observations devront être 

répétées et l’étude de la réactivité de ces molécules pourrait alors permettre d’en donner une 

explication.   

Lors de l’application de la méthode de quantification, les vins obtenus lors des 

expérimentations de MPFC décrites au chapitre 5 n’étaient plus disponibles et n’ont pas pu 

être analysés. Toutefois, à la lumière d’injections réalisées préalablement et de la mesure des 

aires des pics correspondants aux composés étudiés, il ne semble pas que les teneurs de ces 

derniers varient beaucoup pendant la MPFC. Ces données semblent surprenantes, mais 

restent à préciser en reproduisant des expérimentations de MPFC et en appliquant l’analyse 

quantitative aux vins obtenus. 

L’AG-Glc est observé pour la première fois dans les vins, à des concentrations qui 

demeurent toutefois faibles. Compte tenu de l’intensité modérée de la saveur sucrée perçue 

lors d’un ajout de 10 mg/L de cette molécule, il semble qu’elle ne joue pas de rôle significatif 

dans le goût des vins secs. La détermination de son seuil de détection permettrait de confirmer 

cette hypothèse. Toutefois, de nombreux isomères de cette molécule sont visibles sur le XIC 
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en ionisation négative de l’échantillon de vin, à des temps de rétention compris entre 0,5 et 1 

minute (Figure 68). Leur purification permettrait d’étudier leurs propriétés sensorielles et leur 

éventuelle contribution gustative. Les XIC des macérats obtenus à partir des grappes montrent 

en outre que ces isomères de l’AG-Glc sont essentiellement libérés par la pulpe, les pellicules 

et les rafles, alors que les pépins ne libèrent que de l’AG-Glc. 

L’ILA-Glc, l’epi-DPA-Glc et l’astilbine sont mesurés, dans certains vins, à des teneurs 

supérieures à 10 mg/L, concentration à laquelle ils apportent un supplément de saveur sucrée 

à une solution hydro-alcoolique ou à un vin. Ces résultats suggèrent fortement leur 

contribution au goût sucré des vins secs. Là aussi, l’obtention par purification ou par synthèse 

de plus grandes quantités de ces molécules, suivie de la détermination de leur seuil de 

détection, permettra de préciser l’ampleur de cette contribution.  

Des analyses quantitatives doivent également être réalisées sur un plus vaste 

échantillonnage de vins issus de différents cépages, de différentes régions et résultant de 

modes de vinifications variés, afin de mieux comprendre leurs effets sur les teneurs en 

composés sucrés identifiés dans ce travail. 
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Conclusion 

 Des composés sucrés du vin et provenant du raisin ont été recherchés par le 

développement d’une méthode de fractionnement et de purification de macérations de pépins, 

guidé par la gustatométrie. Ce protocole a permis l’identification de cinq composés à saveur 

douce dans les pépins : AG-Glc, ILA-Glc, epi-DPA-Glc ainsi que deux nouveaux composés 

dont le mélange a été perçu sucré, H3MP-Glc et H4MP-Glc.  

Dans un second temps, la recherche de composés sucrés a également été entreprise par 

un protocole du même type, appliqué directement à du vin rouge. De cette manière, deux 

composés identifiés dans le pépin ont également été mis en évidence dans le vin. Il s’agit de 

l’ILA-Glc et de l’epi-DPA-Glc. Par ailleurs, la douceur de l’astilbine, un flavanonol, a été 

mise en évidence dans les vins et ouvre de nouvelles voies dans la recherche de composés du 

vin à saveur sucrée. 

Afin d’évaluer l’incidence gustative de ces composés dans les vins, une méthode de 

quantification par LC-FTMS a été développée. Les composés d’intérêt ont ainsi été dosés 

dans plusieurs types de vins. Leur quantification dans les différentes parties de la grappe de 

raisin a également permis l’obtention d’informations supplémentaires quant à leur 

localisation. De cette manière, l’AG-Glc, l’H3MP-Glc et l’H4MP-Glc ont principalement été 

mis en évidence dans le pépin, alors que l’ILA-Glc, l’epi-DPA-Glc et l’astilbine sont 

majoritairement présents dans les pellicules et dans une moindre mesure dans les pépins voire 

la pulpe. La comparaison des teneurs en epi-DPA-Glc, en astilbine et en ILA-Glc dans les 

vins avec les concentrations de dégustation utilisées pour leur caractérisation gustative ont 

permis d’en suggérer l’influence sur le goût du vin. Cependant, il sera nécessaire de le 

démontrer sans ambigüité en déterminant leurs seuils de détection.  

L’étude complémentaire des teneurs en H3MP-Glc, H4MP-Glc, AG-Glc, ILA-Glc, 

epi-DPA-Glc et en astilbine au cours de la maturation des baies permettrait une meilleure 

compréhension des phénomènes de régulation de leur biosynthèse. Le rôle de différents 

paramètres viticoles, tels que le cépage, le millésime ou d’autres pratiques culturales, sur les 

teneurs de ces composés sucrés doit être précisé afin de déterminer les conditions favorables à 

leur accumulation dans la baie de raisin. Par ailleurs, il est nécessaire d’étudier les modalités 

de leur extraction au cours de la cuvaison et leur réactivité chimique pour établir les 

conditions de vinification influençant leurs teneurs et comprendre leur évolution au cours du 

temps. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

 

La révélation d’un goût complexe, agréable et relié à un lieu donné constitue l’objectif 

majeur des vinificateurs de grands vins. Or, comme l’écrivait Emile Peynaud, « le vin n’est 

pas tout le raisin ; il n’en représente que la meilleure part ». La vinification ne consiste donc 

pas en une extraction exhaustive des constituants du raisin mais fait appel à la sensibilité du 

vinificateur, dont les choix doivent permettre un équilibrage judicieux des odeurs et des 

saveurs du vin. Depuis des décennies, la recherche en œnologie a pour objectif de comprendre 

les mécanismes complexes de la transformation du raisin en vin, et notamment d’identifier les 

déterminants moléculaires des arômes et des goûts. En effet, leur connaissance et leur mesure 

permettent de traduire, de manière quantifiable, les conséquences des pratiques de vinification 

et ainsi d’aider les vinificateurs à atteindre les objectifs qu’ils se sont fixés. L’équilibre 

gustatif, s’articulant autour des saveurs acide, amère et sucrée, est l’une des caractéristiques 

fondamentales de la qualité du vin. En dépit de son importance sensorielle, ses bases 

moléculaires n’ont été que partiellement étudiées pour l’amertume et la saveur sucrée. 

Le premier axe de cette thèse a consisté en l’étude de la contribution des lignanes du 

bois de chêne au goût du vin. En effet, un lignane, le (±)-lyonirésinol, a récemment été décrit 

comme présentant une amertume intense. L’utilisation d’une approche de criblage ciblée par 

LC-FTMS a permis d’isoler plusieurs dérivés et analogues du lyonirésinol, et leur structure 

moléculaire a été déterminée par RMN. Neuf molécules ont été ainsi identifiées. Un composé, 

le quercorésinol ou lyonirésinol 9-O-gallate, a été décrit pour la première fois. Quatre lignanes 

n’avaient jamais été observés dans le genre Quercus et, au total, neuf molécules ont été 

détectées pour la première fois dans le vin. Leur caractérisation sensorielle a révélé plusieurs 

composés amers, sans toutefois établir de lien évident entre leur structure chimique et leurs 

propriétés organoleptiques. Une analyse quantitative a toutefois montré que le lyonirésinol est 

à la fois le lignane le plus amer et le plus abondant du bois de chêne. Bien qu’aucun analogue 

structural à fort potentiel gustatif n’ait pu être identifié, les résultats de cette étude ont permis 

de mieux connaître la diversité chimique des lignanes du bois de chêne. Dans un second 

temps, l’étude des stéréoisomères du lyonirésinol a mis en évidence un diastéréoisomère, 

l’epi-lyonirésinol, gustativement peu actif. Les énantiomères du lyonirésinol ont également 

été séparés et leur configuration absolue a été précisée par dichroïsme circulaire vibrationnel. 

L’analyse sensorielle a révélé que seule la forme dextrogyre, (8R, 8′R, 7′S)-(+)-lyonirésinol, 

est amère. La comparaison de son seuil de détection et de ses concentrations dans les vins a 

permis de démontrer son effet sur le goût du vin, par une augmentation d’amertume. Enfin, 
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une méthode de quantification des énantiomères a été développée et aucun effet significatif de 

l’origine botanique ou de l’intensité de la chauffe du bois sur les teneurs en (+)-lyonirésinol 

n’a été observé. Cependant, ces teneurs varient sensiblement entre différents échantillons de 

la même espèce et les origines de cette hétérogénéité devront faire l’objet d’études ultérieures 

afin de mieux maîtriser la contribution amère de l’élevage sous bois. 

 Ce travail sur l’amertume des lignanes s’inscrit dans le prolongement des recherches 

effectuées au laboratoire depuis quelques années sur l’effet gustatif du bois de chêne. Or, le 

goût du vin est certes modulé lors de son élevage, mais il repose également sur les 

constituants des raisins, libérés et transformés pendant la vinification. Le second axe de cette 

thèse a donc été consacré à l’étude de l’influence de la macération post-fermentaire à chaud 

sur la saveur sucrée des vins secs. Des expérimentations ont été mises en place, tant au chai 

qu’au laboratoire, afin de confirmer l’intuition de certains praticiens notant une augmentation 

de la sucrosité des vins pendant la macération post-fermentaire. L’hypothèse de la 

contribution des pépins à ce phénomène a alors été émise. Des expériences de 

microvinifications ont été réalisées à partir de raisins entiers ou épépinés. La dégustation des 

vins obtenus après FML a montré une perception moins astringente et plus sucrée dans les 

vins issus de raisins contenant leurs pépins. Cette approche expérimentale a permis, à l’aide 

d’outils sensoriels, de démontrer que les vins rouges gagnent en moelleux lors de la cuvaison 

et que les pépins leur confèrent davantage de saveur sucrée. Toutefois, l’apport gustatif du 

pépin est vraisemblablement modulé par le niveau de maturité du raisin mais également par 

les conditions de croissance de la baie. Les conclusions relatives à l’influence bénéfique du 

pépin doivent donc être nuancées au regard de ces paramètres. Au-delà de l’approche 

phénoménologique mise en œuvre, une connaissance plus fine des marqueurs responsables 

des modifications perçues permettrait d’apporter ces nuances. 

La dernière partie de cette thèse a ainsi consisté à donner un éclairage moléculaire aux 

phénomènes sensoriels mis en évidence précédemment. A cette fin, des composés sucrés du 

vin provenant du raisin ont été recherchés par une approche inductive. Une méthode de 

fractionnement et de purification de macérations de pépins et de vin guidée par la 

gustatométrie a été développée. Ce protocole a permis l’identification de cinq composés à 

saveur douce dans les pépins : le mélange des acides 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-

glucopyranoside (H3MP-Glc) et 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside 

(H4MP-Glc), l’acide gallique-4-O-β-glucopyranoside (AG-Glc), l’acide 3-indolyl-(2R)-O-β-

D-glycoside lactique (ILA-Glc), l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-

glucopyranoside (epi-DPA-Glc) et l’astilbine ((2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-
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rhamnopyranoside). A notre connaissance, il s’agit de la première identification de l’H3MP-

Glc et l’H4MP-Glc. L’epi-DPA-Glc est détecté pour la première fois dans le raisin et dans le 

vin tandis que l’AG-Glc, déjà reporté dans le marc de raisin blanc, n’avait jamais été  observé 

dans le vin. Une méthode de quantification dans des vins et des macérats de raisin a par 

ailleurs été développée pour les composés identifiés. Leur dosage dans les différentes parties 

de la grappe de raisin a permis de préciser leur localisation. Ainsi, l’AG-Glc, l’H3MP-Glc et 

l’H4MP-Glc ont principalement été mis en évidence dans les pépins, alors que l’ILA-Glc, 

l’epi-DPA-Glc et l’astilbine sont majoritairement présents dans les pellicules et dans une 

moindre mesure dans les pépins voire la pulpe. La comparaison des teneurs en epi-DPA-Glc, 

en astilbine et en ILA-Glc dans les vins avec les concentrations de dégustation utilisées pour 

leur caractérisation gustative ont permis d’en suggérer l’influence sur le goût du vin. 

Cependant, il sera nécessaire de le confirmer en déterminant leurs seuils de détection.  

Ce travail de thèse a ainsi démontré l’effet de la cuvaison sur la saveur sucrée, mais 

également l’apport des pépins au moelleux des vins secs. En utilisant diverses techniques de 

chimie analytique et une méthodologie inductive, il a également permis l’identification des 

premiers marqueurs de la sucrosité des vins secs provenant des raisins, ce qui ouvre de 

nombreuses perspectives de recherche. 

Un travail sur la connaissance des facteurs viticoles et œnologiques influençant les 

teneurs en composés sucrés identifiés doit tout d’abord être entrepris. Pour cela, l’étude 

complémentaire des teneurs en H3MP-Glc, H4MP-Glc, AG-Glc, ILA-Glc, epi-DPA-Glc et en 

astilbine au cours de la maturation des baies permettrait une meilleure compréhension des 

phénomènes de régulation de leur biosynthèse. Le rôle de différents paramètres viticoles, tels 

que le cépage, la climatologie ou les pratiques culturales, dans la formation de ces composés 

sucrés doit être précisé afin de déterminer les conditions favorables à leur accumulation dans 

la baie de raisin. Par ailleurs, il est nécessaire d’étudier les modalités de leur extraction au 

cours de la cuvaison et leur réactivité chimique pour établir les conditions de vinification 

influençant leurs teneurs et comprendre leur évolution au cours du temps. Au-delà d’une 

meilleure compréhension du fonctionnement de la plante en réaction à son environnement, 

ces études possèderont une visée pratique et chercheront à transmettre des préconisations aux 

viticulteurs. 

Par ailleurs, les premières analyses effectuées semblent indiquer un effet modéré de la 

MPFC sur les concentrations des marqueurs. Si cette observation était vérifiée, elle ne 

contredirait pas pour autant leur rôle dans la saveur sucrée des vins secs mais elle ne pourrait 

expliquer les différences sensorielles perçues lors de la MPFC. La recherche des déterminants 
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moléculaires de la sucrosité des vins secs devra donc être poursuivie. Pour cela, plusieurs 

voies sont possibles. En particulier, un isomère de l’astilbine a été observé dans les 

chromatogrammes, mais il n’a pas pu être purifié en quantités permettant son identification et 

sa caractérisation sensorielle. Or, des travaux antérieurs avaient décrit les propriétés 

édulcorantes d’un stéréoisomère de l’astilbine, et d’autres flavanonols, observés dans 

différentes espèces végétales, sont également sucrés. Jusqu’à présent, peu de données sont 

disponibles sur la diversité des composés de cette famille chimique ainsi que sur leurs 

propriétés sensorielles. L’étude de la contribution gustative des flavanonols devra donc être 

poursuivie. Par ailleurs, plusieurs isomères de l’AG-Glc ont été observés sur les 

chromatogrammes des injections LC-FTMS des échantillons de vins et de raisins. L’isolement 

et l’étude des caractéristiques gustatives de ces isomères doivent également être entrepris. 

Cette recherche de nouveaux marqueurs moléculaires pourrait être réalisée par criblage ciblé 

de vins, en recherchant les ions quasi-moléculaires associés à de potentiels dérivés des 

marqueurs précédemment identifiés, comme cela a été décrit dans la première partie pour les 

lignanes. Toutefois, une toute autre approche, déductive cette fois, pourrait être employée  en 

faisant appel à la modélisation moléculaire. Celle-ci consiste à calculer l’orientation préférée 

d’une molécule vers une seconde afin de former un complexe stable. Il s’agit de la méthode 

d’amarrage moléculaire (ou « docking »). Compte tenu de la diversité des mécanismes 

d’interaction avec les récepteurs sucrés, sa mise en œuvre peut être délicate ab initio. A 

présent que le champ des composés sucrés potentiels a été réduit à certaines familles de 

molécules du vin, cette technique d’amarrage permettrait d’étudier l’association de ces 

composés et de leurs dérivés au récepteur du sucré T1R2/T1R3. Elle pourrait ainsi être 

employée en complémentarité avec une approche analytique pour émettre des hypothèses sur 

de nouveaux composés sapides, dont la synthèse permettrait d’évaluer les caractéristiques 

sensorielles. 
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ANNEXE 1-A : Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C des lignanes non glycosylés, lyonirésinol, 1, 2, 9 et 10. 

 
lyonirésinol 1 2 8 10 

C  C  C  C  C  

1 128,8  127,5  124  131,4  126,20  

2 106,4 6,6 s 111 6,67 s 106,2 6,62 s 105,8 6,33 s 106,01 6,59 s 

3 147,3  145,8  147,3  147,2  147,42  

4 137,5  143,9  137,3  132,8  137,14  

5 146,3  115,9 6,22 s 146,1  147,2  144,96  

6 124,9  132,3  127,7  105,8 6,33 s 126  

7 
32,1 

2,58 dd (15,1 ; 11,8) 

2,71 dd (15,1 ; 4,6) 

32,2 2,8 m 31,5 2,68 dd (15,1 ; 10,8) 

2,83 dd (15,2 ; 5) 

35,1 2,54 dd (8 ; 13,3) 

2,71 dd (5,3 ; 13,3) 
32,37 

2,68 dd (17 ; 11,4) 

2,99 dd (17 ; 5,8) 

8 39,5 1,63 m 38,5 2,02 m 35,6 2,01 m 42,8 1,92 m 33,60 2,02 m 

9 
65,4 

3,50 dd (10,3 ; 6,8) 

3,60 dd (10,7 ; 5) 

64,5 3,72 m 66,9 4,17 dd (10,8 ; 7,2) 

4,36 dd (10,9 ; 5,1) 

60,6 3,58 dd (5,5 ; 10,8) 

3,67 m 
63,91 

3,54 dd (11,3 ; 5,2) 

3,60 dd (11 ; 4,7) 

3-OMe 55,3 3,87 s 54,9 3,82 s 54,8 3,87 s 55,1 3,76 s 54,74 3,86 s 

5-OMe 58,7 3,39 s    58,3 3,39 s 55,1 3,76 s 58,27 3,26 s  

           

1’ 137,9  136,2  137,1  131,4  133,20  

2’ 105,5 6,4 s 106,2 6,45 s 105,1 6,4 s 105,8 6,33 s 107,3 6,41 s 

3’ 147,6  147,8  147,3  147,2  147  

4’ 133,2  133,5  132,8  132,8  136,3  

5’ 147,6  147,8  147,3  147,2  147  

6’ 105,5 6,4 s 106,2 6,45 s 105,1 6,4 s 105,8 6,33 s 107,3 6,41 s 

7’ 
40,9 4,32 d (5,6) 

47,1 3,83 m 40,2 4,39 d (5,4) 35,1 2,54 dd (8 ; 13,3) 

2,71 dd (5,3 ; 13,3) 
39,87 4,59 d (4,4) 

8’ 47,5 1,99 m 46,5 1,8 m 46,9 2,13 m 42,8 1,92 m 43 1,93 m 

9’ 
62,8 

3,5 d (4,9) 
 

60,6 3,42 dd (3,9 ; 11,3) 
3,69 m 

61,8 3,53 dd (11,1 ; 6,2) 
3,58 dd (11 ; 4,3) 

60,6 3,58 dd (5,5 ; 10,8) 
3,67 m 

61,81 
3,46 dd (10,5 ; 8,4) 
3,68 dd (10,8 ; 5,8) 

3’-OMe 55,2 3,75 s 55,3 3,8 s 55 3,74 s 55,1 3,76 s 55 3,74 s 

5’-OMe 55,2 3,75 s 55,3 3,8 s 55 3,74 s 55,1 3,76 s 55 3,74 s 

           

g
al

la
te

 

1”’     119,9      

2”’, 6”’     108,4 7,04 s     

3”’, 5”’     145      

4”’     138      

7”’     166,9      
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ANNEXE 1-B : Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C des lignanes glycosylés 3, 4, 5, 6, 7 et 9. 

 
3 4 5 6 7 9 

C  C  C  C)  C  C  

1 134,3  129  124,4  124,25  124,4  131,6  

2 106,2 6,58 s 106,3 6,58 s 106,3 6,6 s 106,2 6,59 s 106,3 6,6 s 105,8 6,34 s 

3 147  147  146,9  146,4  147,1  147,4  

4 137  137,6  136,8  137,3  137,5  132,8  

5 146  145,9  145,6  146  146,1  147,4  

6 122,7  124, 2  122,7  123  123,6  105,8 6,34 s 

7 32,1 2,64 dd (15 ; 11,5) 

2,73 dd (15,2 ; 4,7) 

32,1 2,69 m 

2,7 m 
31,9 

2,63 dd (14,8 ; 11,7) 

2,73 dd (15,1 ; 4,6) 
32 

2,67-2,7 m 

 

32 2,73 dd (15,2 ; 11,1) 

2,81 dd (14,7 ; 4,2) 

34,6 2,72 dd (13,7 ; 7) 

2,57 dd (12 ; 8,2) 

8 45 2,07 m 45,1 2,04 m 38,9 1,72 m 39,5 1,70 m 35,9 2,06 m 39,7 2,08 m 

9 64,2 3,55 dd (10,8 ; 6,5) 

3,66 dd (10,9 ; 4,2) 

64,4 3,69 m (11,1 ; 6,1) 

3,65 dd (11,1 ; 4,6) 
64,5 

3,56 dd (10,9 ; 6,6) 

3,66 dd (10,8 ; 4,3) 
64,6 

3,63 d (5) 

3,63 d (5) 

66,6 4,25 dd (8,2 ; 6,4) 

4,36 dd (11; 4,5) 

69,5 3,99 dd (9,6 ; 5,8) 

3,49 m 

3-OMe 57,4 3,86 s 54,7 3,86 s 54,8 3,87 s 54,8 3,87 s 54,8 3,87 s 54,7 3,76 s 

5-OMe 58,3 3,34 s 58,3 3,31 s 58,3 3,36 s 58,3 3,34 s 58,3 3,35 s 54,7 3,76 s 

             

1’ 132,2  132,5  137,6  137,6  133  131,6  

2’ 105,4 6,43 s 105,5 6,42 s 105,4 6,44 s 105,6 6,43 s 105,4 6,45 s 105,8 6,37 s 

3’ 147,2  147,2  147,1  147,2  147,4  147,4  

4’ 139,5  139,5  132  132  139  132,8  

5’ 147,2  147,2  147,1  147,2  147,4  147,4  

6’ 105,4 6,43 s 105,5 6,42 s 105,4  105,6  105,4 6,45 s 105,8 6,37 s 

7’ 41,2 4,37 d (6,7) 41,5 4,23 d (7) 
40,9 4,44 d (6,2) 41,4 4,24 d (6,4) 

41,2 4,44 d (6,3) 34,2 2,65 dd (13,6 ; 6,9) 

2,58 dd (12 ; 8,5) 

8’ 38,6 1,72 m 38,9 1,72 m 44,7 2,09 m 44,7 2,14 m 45,3 2,2 m 42,2 1,95 m 

9’ 69,4 3,43 dd (9,7 ; 3,9) 
3,85 dd (11,3 ; 5,3) 

69,5 3,59 dd (10 ; 4,8) 
3,82 dd (10,1 ; 4,6) 

69,8 
3,47 dd (9,8 ; 4)  
3,9 dd (9,7 ; 5,6) 

70,4 
3,61 dd (10,2 ; 5,2)  
3,87 dd (12; 5,9) 

68,8 3,49 m 
3,89 m 

61 3,56 dd (10,9 ; 6,3) 
3,7 dd (10,9 ; 5,6) 

3’-OMe 55,1 3,75 s 55 3,75 s 55,1 3,76 s 55,1 3,77 s 55,2 3,75 s 54,7 3,77 s 

5’-OMe 55,1 3,75 s 55 3,75 s 55,1 3,76 s 55,1 3,77 s 55,2 3,75 s 54,7 3,77 s 

su
cr

e 

1” 104 4,23 d (7,6) 103,6 4,11 d (7,5) 103,3 4,3 d (7,8) 102,7 4,15 d (7,8) 104,2 4,24 d (6,9) 103,9 4,19 d (7,5) 

2” 73,3 3,23 dd (8,9 ; 7,7) 73,3 3,2 dd (9,7 ; 7) 73,6 3,25 dd (9,1; 8,1) 73,6 3,21 m 73,3 3,24 dd (8,6 ; 7,9) 73,5 3,21 dd (8,8 ; 7,8) 

3” 76,5 3,32 m 76,3 3,28 dd (9,8 ; 8) 76,5 3,38 dd (8,8; 8,8) 76,5 3,31 m 76,5 3,32 m 76,5 3,31 m 

4” 69,5 3,49 ddd (10,1 ; 8,9 ; 5,4) 69,5 3,5 ddd (10,1 ; 8,9 ; 5,4) 70 3,3 dd (8,6; 8,6) 70 3,32 m 69,5 3,49 m 69,4 3,46 m 

5” 65,3 3,84 dd (11,3 ; 5,3) 

3,17 dd (11,4 ; 10,4) 

65,3 3,87 dd (11,3 ; 5,6) 

3,17 dd (11,3 ; 10,5) 
76,2 3,25 m 76,5 3,17 m 

65,3 3,15 dd (11,3; 10,5) 

3,83 dd (11,6; 5,3) 

65,4 3,86 dd (11,5; 5,3) 

3,18 dd (11,1; 10,8) 

6”     
61,2 

3,67 dd (12 ; 5,6) 
3,89 dd (9,7 ; 5,6) 

61 
3,7dd (11,8 ; 5,5) 
3,86 dd (12,7; 2,3) 

    

g
al

la
te

 

1”’         119,0    

2”’, 6”’         108,6 7,05 s   

3”’, 5”’         145,2    

4”’         138,1    

7”’         167,1    
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ANNEXE 2 

DONNEES RMN 
1
H et 

1
H-

1
H ROESY DES ISOMERES DU LYONIRESINOL 
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ANNEXE 2-A 

Spectres 
1
H de l’épi-lyonirésinol 10 (A), lyonirésinol (B), et des énantiomères a (C) et b (D) du 

lyonirésinol dans CD3OD à 300 °K. 
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ANNEXE 2-B : Spectres 
1
H-

1
H ROESY du lyonirésinol dans CD3OD. 

 

ANNEXE 2-3 : Spectres 
1
H-

1
H ROESY de l’épi-lyonirésinol 10 dans CD3OD. 
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ANNEXE 3 

RECAPITULATIF DES RESULTATS DES CALCULS D’OPTIMISATION DES 28 

CONFORMATIONS LES PLUS STABLES. 
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Conformères RM1 dRM1 
DFT 

SCF / 6-311G (d,p) (5D, 7F)  
dHF Free / Gibbs (J) 

dHa 

x1.10
6
 

Etats % Etats Somme (%) 

an9_13 -297,26064 2,29567 -1456,74656 98,10 -1456,3281 - 1,0000 11,663 11,66    

an3_3 -297,82022 1,73609 -1456,74385 2815,05 -1456,3280 55 0,9425 10,992 22,65    

an2_1 -299,05990 0,49641 -1456,74382 2842,35 -1456,3280 75 0,8683 10,127 32,78    

an9_2 -299,50392 0,05239 -1456,74529 1373,68 -1456,3279 68 0,8061 9,401 42,18    

an9_12 -297,33423 2,22208 -1456,74666 0,00 -1456,3278 120 0,7083 8,261 50,44    

an5b_4 -297,81087 1,74544 -1456,74561 1055,20 -1456,3275 220 0,5588 6,517 56,96    

an1_1 -298,54518 1,01113 -1456,74553 1135,46 -1456,3273 228 0,4371 5,098 62,06    

an1_30 -297,76973 1,78658 -1456,74550 1159,73 -1456,3272 117 0,3853 4,494 66,55    

an1_17 -298,02796 1,52835 -1456,74540 1261,20 -1456,3272 32 0,3723 4,341 70,89    

an1_18 -297,99780 1,55851 -1456,74526 1400,85 -1456,3269 294 0,2712 3,163 74,06    

an1_12 -298,14204 1,41427 -1456,74371 2946,85 -1456,3268 118 0,2385 2,782 76,84    

an1_13 -298,13694 1,41937 -1456,74375 2911,87 -1456,3266 171 0,1984 2,314 79,15    

an1_16 -298,03415 1,52216 -1456,74413 2533,31 -1456,3266 5 0,1973 2,301 81,45    

an7_4 -299,10234 0,45396 -1456,74334 3321,52 -1456,3265 49 0,1870 2,181 83,63    

an1_26 -297,80106 1,75525 -1456,74428 2382,51 -1456,3264 161 0,1572 1,833 85,47    

an1_29 -297,77098 1,78533 -1456,74434 2318,54 -1456,3263 40 0,1506 1,756 87,22    

an1_33 -297,64634 1,90997 -1456,74410 2561,60 -1456,3261 250 0,1149 1,340 88,56    

an1_36 -297,41559 2,14072 -1456,74317 3488,10 -1456,3260 101 0,1030 1,202 89,77    

an1_34 -297,56539 1,99091 -1456,74365 3016,21 -1456,3257 264 0,0774 0,903 90,67    

an8_5 -297,40504 2,15127 -1456,74188 4783,19 -1456,3256 71 0,0717 0,837 91,51    

an4_6 -298,25849 1,29782 -1456,74109 5569,64 -1456,3254 198 0,0580 0,676 92,18    

an9_6 -298,34671 1,20960 -1456,74287 3793,27 -1456,3254 60 0,0543 0,634 92,81    

an6_9 -297,67108 1,88523 -1456,74009 6573,70 -1456,3254 1 0,0543 0,633 93,45    

an1_47 -297,10331 2,45300 -1456,74209 4572,07 -1456,3254 3 0,0541 0,631 94,08    

an1_39 -297,32973 2,22658 -1456,74190 4758,13 -1456,3253 60 0,0507 0,591 94,67    

an4_12 -297,57109 1,98522 -1456,74240 4259,50 -1456,3253 9 0,0502 0,586 95,26    
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an4_2 -298,85851 0,69779 -1456,74201 4647,39 -1456,3253 27 0,0488 0,569 95,82    

an1_38 -297,37811 2,17820 -1456,74185 4811,12 -1456,3251 151 0,0414 0,483 96,31    

an1_43 -297,19727 2,35904 ########## 4745,16 -1456,3250 162 0,0348 0,406 96,71    

 

RM1(Rocha et al., 2006) et dRM1 : énergies totales issues de calculs semi-empiriques 

SCF / 6-311G(d,p) (5D, 7F) et dHF : énergie HF = Hartree Fock SCF , calculées en DFT (B3PW91 / 6-311G(d,p) (5D, 7F)) 

Free / Gibbs : enthalpie libre dite de Gibbs (Joule) s’exprime selon G = H-TδS  

 Avec : T = 298,15°K 

  S : entropie (J/K) 

  H : ethalpie (J) 

dHa x 1.10
6
 : différence d’enthalpie libre de Gibbs entre deux conformations successive 

Etats : "nombre d'états" pour la conformation considérée 

% Etats = "nombre d'état" / somme d'états ; probabilité pour chaque conformation permettant de pondérer chaque spectre (de chaque 

conformation) pour en produire le spectre théorique calculé final 

Somme (%) : correspond à la somme des % pris en compte pour calculer le spectre théorique final
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ANNEXE 4 

DONNEES BRUTES DE QUANTIFICATION DU (±)-lyonirésinol ET DE SES 

ENANTIOMERES (+)-lyonirésinol ET (-)-lyonirésinol DANS LES VINS ET EAUX-DE-VIE. 

 

Echantillons 

(±)-

lyonirésinol 

(mg/L) 

(+)-

lyonirésinol 

(%) 

(-)-

lyonirésinol 

(%) 

(+)-

lyonirésinol 

(mg/L) 

(-)-

lyonirésinol 

(mg/L) 

Ratio 

énantiomérique 
r 

V
in

s 
R

o
u
g
es

 

VR-1 3,02 67 33 2,02 1,00 2,03 

VR-2 2,20 48 52 1,06 1,14 0,93 

VR-3 2,98 56 44 1,67 1,31 1,27 

VR-4 1,60 56 44 0,89 0,70 1,27 

VR-5 1,57 53 47 0,84 0,73 1,14 

VR-6 0,78 52 48 0,40 0,37 1,09 

VR-7 1,32 55 45 0,72 0,60 1,21 

VR-8 1,29 54 46 0,69 0,59 1,17 

VR-9 2,30 56 44 1,28 1,02 1,25 

VR-10 2,16 68 32 1,47 0,69 2,14 

VR-11 2,30 52 48 1,19 1,11 1,08 

VR-12 2,20 68 32 1,50 0,71 2,12 

VR-13 0,79 54 46 0,43 0,36 1,19 

VR-14 1,15 63 37 0,72 0,42 1,71 

VR-15 1,31 58 42 0,76 0,55 1,39 

VR-16 2,10 63 37 1,33 0,77 1,73 

VR-17 4,78 61 39 2,92 1,86 1,57 

VR-18 2,00 61 39 1,21 0,78 1,55 

VR-19 1,53 53 47 0,81 0,72 1,12 

VR-20 5,88 58 42 3,43 2,45 1,40 

VR-21 5,24 57 43 3,01 2,23 1,35 

VR-22 3,37 56 44 1,90 1,47 1,30 

VR-23 0,59 47 53 0,28 0,32 0,87 

VR-24 7,16 49 51 3,54 3,63 0,98 

VR-25 6,89 58 42 3,98 2,90 1,37 

VR-26 4,71 57 43 2,67 2,04 1,31 

VR-27 2,75 57 43 1,56 1,18 1,32 

VR-28 6,48 55 45 3,57 2,92 1,22 

VR-29 4,47 61 39 2,71 1,76 1,54 

VR-30 4,75 57 43 2,70 2,05 1,32 

VR-31 2,63 61 39 1,60 1,03 1,56 

VR-32 2,68 59 41 1,58 1,10 1,44 

VR-33 9,99 55 45 5,54 4,44 1,25 

VR-34 3,86 54 46 2,07 1,78 1,16 

VR-35 5,06 51 49 2,56 2,50 1,03 

VR-36 2,59 46 54 1,18 1,41 0,84 

VR-37 2,95 54 46 1,61 1,35 1,19 

VR-38 3,26 55 45 1,80 1,46 1,23 

VR-39 4,81 35 65 1,66 3,15 0,53 
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VR-40 6,43 53 47 3,39 3,05 1,11 

VR-41 4,81 53 47 2,56 2,26 1,13 

VR-42 5,62 63 37 3,53 2,09 1,69 

VR-43 4,64 46 54 2,13 2,50 0,85 

VR-44 2,13 59 41 1,26 0,88 1,43 

VR-45 0,88 62 38 0,55 0,34 1,61 

VR-46 4,71 54 46 2,56 2,15 1,19 

VR-47 4,16 50 50 2,07 2,08 1,00 

VR-48 2,28 67 33 1,53 0,75 2,06 

VR-49 4,89 38 62 1,88 3,01 0,62 

VR-50 1,93 42 58 0,81 1,12 0,73 

VR-51 0,87 60 40 0,52 0,34 1,52 

VR-52 2,55 65 35 1,67 0,88 1,88 

VR-53 1,56 64 36 0,99 0,57 1,74 

VR-54 1,98 62 38 1,23 0,75 1,65 

VR-55 3,98 63 37 2,51 1,47 1,71 

VR-56 3,45 75 25 2,58 0,87 2,95 

VR-57 1,79 59 41 1,06 0,73 1,44 

VR-58 7,78 61 39 4,77 3,02 1,58 

VR-59 0,90 61 39 0,55 0,35 1,56 

V
in

s 
B

la
n
cs

 

VB-1 2,33 55 45 1,29 1,04 1,24 

VB-2 1,67 55 45 0,91 0,76 1,20 

VB-3 1,43 58 42 0,83 0,60 1,39 

VB-4 1,52 54 46 0,82 0,69 1,18 

VB-5 1,60 52 48 0,84 0,76 1,10 

VB-6 1,21 53 47 0,64 0,57 1,11 

VB-7 1,21 51 49 0,61 0,59 1,03 

VB-8 1,38 52 48 0,72 0,66 1,10 

VB-9 1,21 56 44 0,68 0,53 1,27 

VB-10 1,39 56 44 0,78 0,61 1,28 

E
au

x
-d

e-
v
ie

 

EDV-1 6,60 55 45 3,64 2,96 1,23 

EDV-2 8,24 59 41 4,89 3,34 1,46 

EDV-3 4,90 54 46 2,65 2,25 1,18 

EDV-4 3,43 58 42 1,99 1,44 1,38 

EDV-5 17,51 57 43 9,97 7,53 1,32 

EDV-6 6,80 53 43 3,76 3,03 1,24 

EDV-7 5,87 55 45 3,20 2,66 1,20 

EDV-8 7,46 49 51 3,67 3,79 0,97 

EDV-9 11,19 49 51 5,46 5,74 0,95 

EDV-10 15,76 52 48 8,23 7,52 1,09 
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ANNEXE 5 

EXEMPLE D’UNE FICHE D’ANALYSE SENSORIELLE 

TEST TRIANGULAIRE ET PROFIL SENSORIEL. 

Date : 

Nom et Prénom : 

Veuillez déguster les verres dans l’ordre de la feuille et entourer le verre différent. 

Puis, noter l’intensité de la douceur et de l’astringence de chaque échantillon sur l’échelle linéaire. 

 

Poste 1 

086  258  642 

Douceur   

Astringence   

Poste 2 

579  134  942 

Douceur   

Astringence   

 

Poste 3    

337  418  721 

Douceur  

Astringence  

  

0 7 

0 7 

0 7 

0 7 

0 7 

0 7 



Annexes 

279 

 

ANNEXE 6 

DONNEES RMN 
1
H et 

13
C DES COMPOSES EXTRAITS DU PEPIN ET DU VIN. 
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ANNEXE 6-A 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 293-1,  

acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside dans D2O. 

 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1  178,2 

2 3,85 d (5 Hz) 82,8 

3 1,68 m 37,1 

4 
1,15 m 

1,34 m 
24,1 

5-CH3 0,77 t (7 ; 7 Hz) 10 

6-CH3 0,8 d (7 Hz) 13,4 

1′ 4,29 d (7,4 Hz) 103,2 

2′ 3,24 m 72,8 

3′ 3,32 t (8,8 ; 8,8 Hz) 75,2 

4′ 3,28 t (9,1 ; 9,4 Hz) 68,8 

5′ 3,22 m 75,3 

6′ 
3,55 dd (12,6 ; 5,3 Hz) 

3,67 dd (12,3 ; 2,1 Hz) 
60 
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ANNEXE 6-B 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 293-2,  

acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside dans D2O. 

 

 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1  n.d. 

2 3,9 dd (8,5 ; 4,7 Hz) 79,4 

3 
1,36 m 

1,52 m 
41 

4 1,62 m 23,8 

5-CH3, 6-CH3 0,78 d (6,5 Hz) 22 

1′ 4,3 d (7,9 Hz) 102,9 

2′ 3,22 m 72,8 

3′ 3,32 t (9 ; 9,3 Hz) 75,2 

4′ 3,29 t (9,3 ; 9,3 Hz) 68,8 

5′ 3,22 m 75,3 

6′ 
3,57 dd (12,7 ; 5,3 Hz) 

3,67 dd (12,4 ; 2,2 Hz) 
60 

n.d. : non déterminé 
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ANNEXE 6-C 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 331,  

acide gallique-4-O-β-glucopyranoside dans D2O. 

 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1  128,9 

2, 6 7,86 s 109,3 

3, 5  149,2 

4  135,5 

7  170,9 

1′ 4,9 d (7,7 Hz) 103 

2′ 3,46 m 72,8 

3′ 3,41 m 75,2 

4′ 3,36 m 68,5 

5′ 3,25 m 75,7 

6′ 
3,6 dd (12,5 ; 2,3 Hz) 

3,68 dd (12,5 ; 5 Hz) 
59,7 
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ANNEXE 6-D 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 366, 

acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glycoside lactique dans CD3OD. 

 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1 - - 

2 7,23 s 123,3 

3 - 108,9 

4 7,6 d (7,9 Hz) 117,7 

5 7 dd (7,5 ; 7,5 Hz) 118 

6 7,1 dd (7,6 ; 7,6 Hz) 120,5 

7 7,3 d (8,1 Hz) 110,5 

8 - 136,4 

9 - 127,3 

10 3,25 m 27,2 

11 4,5 t (6,3 ; 6,1 Hz) 77,7 

12 - 176 

1″ 4,34 d (7,3 Hz)  102,1 

2″ 3,3 m 73,1 

3″ 3,3 m 75,7 

4″ 3,28 m  69,6 

5″ 3,14 m 76,2 

6″ 
3,77 dd (11,9 ; 2,4 Hz) 

3,66 dd (11,9 ; 5,4 Hz) 
60,6 
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ANNEXE 6-E 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 443, 

acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside dans CD3OD. 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J en Hz) δ 

13
C (en ppm) 

1  n.d. 

2 5,76 s 117,8 

3  149,9 

4 7,94 d (16 Hz) 130,2 

5 6,52 d (16 Hz) 133,6 

6 2,08 s 19,7 

1′  47,8 

2′ ax 1,79 m 41,5 

2′ eq 1,99 dd (13,7 ; 6,5 Hz) 41,5 

3′ 4,26 m 72,4 

4′ax 1,81 m 41,5 

4′eq 2,18 dd (13,7 ; 6,5 Hz) 41,5 

5′  86,1 

7′a 3,75 d (7,3 Hz) 75,7 

7′b 3,81 dd (7,4 ; 2,1 Hz) 75,7 

8′  81,6 

9′ 1,17 s 18,2 

10′ 0,94 s 14,8 

1″ 4,36 d (7,8 Hz) 101,7 

2″ 3,14 dd (8 ; 9 Hz) 73,7 

3″ 3,35 d (9,2 Hz) 76,7 

4″ 3,28 m 70,4 

5″ 3,28 m 76,6 

6″ a 3,67 dd (12 ; 4,5 Hz) 61,4 

6″ b 3,87  d (12 Hz) 61,4 
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ANNEXE 6-F 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 521, 

 (±)-isolaricirésinol 4′-O-β-glucopyranoside dans CD3OD. 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1  130,7 

2 6,74 s 111,7 

3  147,2 

4  144,4 

5 6,5 s 117,5 

6  134,7 

7 2,8 m 31,4 

8 1,78 m 45,6 

9 3,65 m 64,14 

3-OMe 3,82 s 55 

1′  137,3 

2′ 6,7 s 112,4 

3′  147,6 

4′  144,1 

5′ 6,76 d (8 Hz) 114,4 

6′ 6,6 dd (8,2 ; 1,8 Hz) 121,5 

7′ 3,83 m 46,2 

8′ 2,04 m 38 

9′ 3,65 m 60,8 

3′-OMe 3,79 s 54,6 

1″ 4,4 d (8 Hz) 101,8 

2″ 3,37 m 73,4 

3″ 3,33 m 76,5 

4″ 3,40 m 69,6 

5″ 3,38 m 76,5 

6″ 
3,66 m 

3,4 m 
61,2 
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ANNEXE 6-G 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 401-1,  

benzyl 6′-O-α-arabinofuranosyl-β-glucopyranoside dans CD3OD. 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1 - 137,3 

2 7,42 d (7,4 Hz) 127,8 

3 7,32 dd (7,4 ; 7,4 Hz) 127,6 

4 7,26 dd (7,4 ; 7,1 Hz) 127,6 

5 7,32 dd (7,4 ; 7,4 Hz) 127,6 

6 7,42 d (7,4 Hz) 127,8 

7 
4,66 d (12 Hz) 

4,89 d (11,8 Hz) 
70,5 

   

1′ 4,36 d (7,7 Hz) 101,8 

2′ 3,25 dd (8,5 ; 8,3 Hz) 73,5 

3′ 3,26-3,36 m 76,5 

4′ 3,26-3,36 m 70,6 

5′ 3,44 m 75,3 

6′ 
3,66 dd (11,5 ; 5,7 Hz) 

3,75 dd (11,8 ; 3,4 Hz) 
61,6 

   

1″ 5 s 108,5 

2″ 4,03 m 81,7 

3″ 3,85 dd (5,7 ; 3,4) 77,6 

4″ 4,01 m 84,5 

5″ 
4,04 dd (11,2 ; 2,5 Hz) 

3,66 dd (11,5 ; 5,7 Hz) 
66,6 
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ANNEXE 6-H 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 401-2,  

benzyl 6′-O-α-arabinopyranosyl-β-glucopyranoside dans CD3OD.

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1 - 137 

2 7,42 d (7,5 Hz) 127,8 

3 7,32 dd (7,1 ; 7,1 Hz) 127,7 

4 7,26 dd (7,8 ; 7,5 Hz) 127,3 

5 7,32 dd (7,1 ; 7,1 Hz) 127,7 

6 7,42 d (7,5 Hz) 127,8 

7 
4,9 d (12,3 Hz) 

4,67 d (12,3 Hz) 
69,7 

   

1′ 4,37 d (7,7 Hz) 101,8 

2′ 3,26 m 73,5 

3′ 3,35 m 76,6 

4′ 3,35 m 70,3 

5′ 3,45 m 75,3 

6′ 
3,53 m 

3,87 dd (12,3 ; 3,8 Hz) 
64,9 

   

1″ 4,35 d (6,3 Hz) 103,5 

2″ 3,62 dd (8,5 ; 6,6 Hz) 70,8 

3″ 3,53 m 72,8 

4″ 3,8 m 67,6 

5″ 
3,76 dd (10,9 ; 5,2 Hz) 

4,11 dd (11,3 ; 2,4 Hz) 
68,1 
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ANNEXE 6-I 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 401-3, 

benzyl 6′-O-α-apiofuranosyl-β-glucopyranoside dans CD3OD. 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1 - 137 

2 7,42 m 127,9 

3 7,32 m 127,6 

4 7,26 m 127,4 

5 7,32 m 127,6 

6 7,42 m 127,9 

7 
4,9 d (11,7 Hz) 

4,7 d (12 Hz) 
69,7 

   

1′ 4,34 d (7,8 Hz) 101,8 

2′ 3,25 m 73,6 

3′ 3,39 m 76,6 

4′ 3,26-3,36 m 70,3 

5′ 3,44 m 75,5 

6′ 

4,02 m 

3,65 m 

 

 

67,1 

   

1″ 5,04 d (2,4 Hz) 109,8 

2″ 3,9 d (2,6 Hz) 76,5 

3″ - 78,3 

4″ 
3,77 d (9,5 Hz) 

3,9 d (9,5 Hz) 
73 ,5 

5″ 3,6 s 64,6 

 



Annexes 

289 

 

ANNEXE 6-J 

Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C du composé m/z 449,  

astilbine ou (2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-rhamnopyranoside dans CD3OD. 

 

 

Numéro de l’atome δ 
1
H (en ppm) multiplicité (J) δ 

13
C (en ppm) 

1 --- --- 

2 5,09 d ( 10,7 Hz) 82,4 

3 4,56 d (10 Hz) 77 

4 --- 194,8 

5 --- 164,2 

6 5,93 s 95,9 

7 --- 167 

8 5,91 s 94,5 

9 --- 162,5 

10 --- 100 

1′ --- 126,6 

2′ 6,96 s 114,1 

3′ --- 145,6 

4′ --- 145 

5′ 6,83 m 115 

6′ 6,83 m  119 

1″ 4,11 s 100,6 

2″ 3,56 s 70,2 

3″ 3,66 dd (9,7; 2,8 Hz) 71,3 

4″ 3,3 m 73 

5″ 4,2 m 67 

6″ 1,18 d (6,1 Hz) 16 

 

  



Annexes 

290 

 

ANNEXES 7 à 16  

SPECTRES MONO ET BI-DIMENSIONNELS 

DES COMPOSES EXTRAITS DU PEPIN ET DU VIN. 
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ANNEXE 7-A 

Spectre 
1
H de l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-1) dans D2O. 

 

 

ANNEXE 7-B 

Spectre 
1
H-

1
H COSY de l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-1) 

dans D2O. 
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ANNEXE 7-C 

Spectre 
1
H-

1
H ROESY de l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-

1) dans D2O. 

 

 

ANNEXE 7-D 

Spectre 
1
H-

13
C HSQC de l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-

1) dans D2O. 
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ANNEXE 7-E 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l’acide 2-hydroxy-3-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-

1) dans D2O. 
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ANNEXE 8-A 

Spectre 
1
H de l’acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-2) dans D2O. 

 

 

ANNEXE 8-B 

Spectre 
1
H-

1
H COSY de l’acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-2) 

dans D2O. 
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ANNEXE 8-C 

Spectre 
1
H-

1
H ROESY de l’acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-

2) dans D2O. 

 

 

ANNEXE 8-D 

Spectre 
1
H-

13
C HSQC de l’acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-

2) dans D2O. 
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ANNEXE 8-E 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l’acide 2-hydroxy-4-méthylpentanoïque-2-O-β-glucopyranoside (m/z 293-

2) dans D2O. 

 

  



Annexes 

297 

 

ANNEXE 9-A 

Spectre 
1
H de l’acide gallique-4-O-β-glucopyranoside (m/z 331) dans D2O. 

 

 

 

ANNEXE 9-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l’acide gallique-4-O-β-glucopyranoside (m/z 331) dans D2O. 
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ANNEXE 10-A 

Spectre 
1
H de l’acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glucopyranoside lactique (m/z 366) dans CD3OD. 

 

 

 

ANNEXE 10-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l’acide 3-indolyl-(2R)-O-β-D-glucopyranoside lactique (m/z 366) dans 

CD3OD. 
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ANNEXE 11-A 

Spectre 1
1
H de l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside (m/z 443) 

dans CD3OD. 

 

 

 

ANNEXE 11-B 

Spectre 
1
H-

1
H ROESY de l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside 

(m/z 443) dans CD3OD. 
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ANNEXE 11-C 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l’acide (1′R, 3′R, 5′R, 8′S)-epi-dihydrophaséique-3′-O-β-glucopyranoside 

(m/z 443) dans CD3OD. 

 



Annexes 

301 

 

ANNEXE 12-A 

Spectre 
1
H de l’isolaricirésinol-4′-O-β-glucopyranoside (m/z 521) dans CD3OD. 

 

 

 

ANNEXE 12-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l’isolaricirésinol-4′-O-β-glucopyranoside (m/z 521) dans CD3OD. 
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ANNEXE 13-A 

Spectre 1
1
H du benzyl 6′-O-α-arabinofuranosyl-β-glucopyranoside (m/z 401-1) dans CD3OD. 

 

 

 

ANNEXE 13-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC du benzyl 6′-O-α-arabinofuranosyl-β-glucopyranoside (m/z 401-1) dans 

CD3OD. 
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ANNEXE 14-A 

Spectre 
1
H du benzyl 6′-O-α-arabinopyranosyl-β-glucopyranoside (m/z 401-2) dans CD3OD. 

 

 

 

ANNEXE 14-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC du benzyl 6′-O-α-arabinopyranosyl-β-glucopyranoside (m/z 401-2) dans 

CD3OD. 
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ANNEXE 15-A 

Spectre 
1
H du benzyl 6′-O-α-apiofuranosyl-β-glucopyranoside (m/z 401-3) dans CD3OD. 

 

 

 

ANNEXE 15-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC du benzyl 6′-O-α-apiofuranosyl-β-glucopyranoside (m/z 401-3) dans CD3OD. 
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ANNEXE 16-A 

Spectre 
1
H de l'astilbine, (2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-rhamnopyranoside (m/z 449-1) dans CD3OD. 

 

ANNEXE 16-B 

Spectre 
1
H-

13
C HMBC de l'astilbine, (2R, 3R)-taxifoline-3-O-α-L-rhamnopyranoside (m/z 449-1) 

dans CD3OD. 
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ANNEXE 17-A 

CONCENTRATION DES COMPOSÉS SUCRÉS DANS LES MACÉRATIONS DE 

CHAQUE PARTIE DE LA GRAPPE DE RAISIN, EXPRIMÉES EN µg/g D’EXTRAIT 

SEC DE LA GRAPPE (± σ). 

 
H3MP-Glc* H4MP-Glc* AG-Glc ILA-Glc Epi-DPA-Glc Astilbine 

Pellicules 8,6 ± 0,8 4,1 ± 0,3 17,3 ± 0,8 185,1 ± 5,6 129,1 ± 15,0 71,0 ± 5,6 

Pépins 28,2 ± 1,6 10,5 ± 1,1 410,6 ± 69,1 114,9 ± 7,8 50,6 ± 7,0 27,6 ± 0,9 

Pulpe 1,8 ± 0,3 1,0 ± 0,1 3,8 ± 0,3 106,0 ± 9,6 33,4 ± 5,9 5,2 ± 0,1 

Rafles 11,5 ± 0,3 8,4 ± 0,1 24,7 ± 0,3 110,8 ± 8,7 113,4 ± 21,8 3112,0 ± 631,5 

* Teneurs exprimées en µg d’équivalent AG-Glc/g d’extrait sec d’une partie de la grappe. 

σ : écart-type. 

 

ANNEXE 17-B 

LOCALISATION DES COMPOSÉS IDENTIFIÉS DANS LES DIFFÉRENTES 

PARTIES DE LA GRAPPE DE RAISIN (PELLICULES, PÉPINS, PULPE, RAFLES), 

EXPRIMÉE EN POURCENTAGE DE LA MASSE TOTALE EXTRAITE POUR 

CHAQUE COMPOSÉ. 

 
H3MP-Glc* H4MP-Glc* AG-Glc ILA-Glc Epi-DPA-Glc Astilbine 

Pellicules 17 17 4 36 39 2 

Pépins 56 44 90 22 16 1 

Pulpe 4 4 1 21 10 0 

Rafles 23 35 5 21 35 97 

 

 

ANNEXE 17-C 

CONCENTRATIONS DES COMPOSÉS SUCRÉS EN µg/g D’EXTRAIT SEC DE 

GRAPPE (± σ). 

H3MP-Glc* H4MP-Glc* AG-Glc ILA-Glc Epi-DPA-Glc Astilbine 

10,3 ± 0,8 23,4 ± 2,1 201,8 ± 30,2 462,1 ± 25,4 206,2 ± 24,2 79,7 ±4,3 

* Teneurs exprimées en µg d’équivalent AG-Glc/g d’extrait sec de grappe. 

σ : écart-type. 
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ANNEXE 17-D 

LOCALISATION DES COMPOSÉS IDENTIFIÉS DANS LES DIFFÉRENTES 

PARTIES DE LA GRAPPE DE RAISIN (PELLICULES, PÉPINS, PULPE), 

EXPRIMÉE EN POURCENTAGE 

 
H3MP-Glc* H4MP-Glc* AG-Glc ILA-Glc Epi-DPA-Glc Astilbine 

Pellicules 22 26 4 46 60 68 

Pépins 73 67 95 28 24 27 

Pulpe 5 7 1 26 16 5 
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ANNEXE 18 

DONNEES BRUTES DE QUANTIFICATION DE L’ H3MP-GLC* (m/z 293-1), 

L’H4MP-GLC* (m/z 293-2), L’AG-Glc (m/z 331), L’ILA-Glc (m/z 366), L’epi-DPA-Glc 

(m/z 443), ET DE L’ASTILBINE (m/z 449-1), DANS LES VINS ET LES MACERATS 

DE RAFLES, PELLICULES, PULPES ET PEPINS. 

 

 

Code Mill. Appel. H3MP-

Glc* 

H4MP-

Glc* 

AG-

Glc 

ILA-

Glc 

Epi-

DPA-

Glc 

Astilbine 

V
in

 R
o

u
g

e 
C

o
m

m
er

ci
a

l 

VR-C-1 2006 Autre 1,158 0,595 0,005 3,669 16,651 1,498 

VR-C-2 2006 Autre 3,518 1,140 0,061 1,049 11,626 1,221 

VR-C-3 2006 Autre 1,374 0,675 0,000 1,604 7,127 41,324 

VR-C-4 2006 Autre 1,449 0,567 0,000 3,120 7,356 37,668 

VR-C-5 2006 Autre 2,193 0,820 0,007 1,189 16,368 2,133 

VR-C-6 2011 Autre 2,399 0,866 1,033 30,828 5,655 2,986 

VR-C-7 2014 Autre 1,856 0,701 0,795 10,991 7,929 5,491 

VR-C-8 2006 Graves 3,441 1,069 0,031 11,244 9,658 1,675 

VR-C-9 2006 Graves 2,776 0,863 0,059 14,869 12,876 3,538 

VR-C-10 2007 Graves 1,758 0,619 0,020 18,820 4,955 8,709 

VR-C-11 2008 Graves 2,865 0,877 0,053 29,085 9,030 4,430 

VR-C-12 2008 Graves 2,657 0,843 0,043 23,014 7,241 3,424 

VR-C-13 2008 Graves 1,804 0,651 0,073 11,817 5,533 5,653 

VR-C-14 1990 Médoc 0,186 0,190 0,003 0,176 11,751 0,461 

VR-C-15 1997 Médoc 3,192 0,966 0,016 3,242 7,806 2,096 

VR-C-16 1998 Médoc 2,039 0,606 0,023 5,739 8,785 0,797 

VR-C-17 1998 Médoc 2,464 0,661 0,029 4,243 10,672 0,722 

VR-C-18 1998 Médoc 3,153 1,066 0,188 6,076 13,136 0,950 

VR-C-19 1999 Médoc 2,358 0,538 0,019 3,536 5,809 1,417 

VR-C-20 1999 Médoc 3,140 1,032 0,154 0,780 10,462 1,711 

VR-C-21 2000 Médoc 2,778 0,819 0,016 36,028 6,427 4,645 

VR-C-22 2002 Médoc 3,268 1,231 0,081 11,775 7,199 2,266 

VR-C-23 2002 Médoc 0,187 0,176 0,011 0,181 7,531 2,729 

VR-C-24 2002 Médoc 2,881 0,714 0,033 15,702 10,866 4,038 

VR-C-25 2002 Médoc 2,706 0,748 0,022 11,189 7,003 3,137 

VR-C-26 2002 Médoc 3,169 0,856 0,054 11,429 8,905 4,411 

VR-C-27 2004 Médoc 3,456 0,968 0,015 24,179 9,851 1,319 

VR-C-28 2004 Médoc 2,772 0,841 0,029 12,777 6,295 2,961 

VR-C-29 2005 Médoc 3,306 1,005 0,066 21,860 9,538 2,192 
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VR-C-30 2007 Médoc 2,229 0,598 0,022 20,252 6,446 2,579 

VR-C-31 2007 Médoc 2,577 0,760 0,023 7,392 8,672 1,331 

VR-C-32 2008 Médoc 3,212 0,972 0,056 32,358 7,987 3,480 

VR-C-33 2008 Médoc 3,569 1,076 0,092 32,735 8,246 2,382 

VR-C-34 2008 Médoc 2,666 0,806 0,036 28,925 8,266 3,256 

VR-C-35 1981 Libournais 1,497 0,204 0,000 0,185 8,083 1,672 

VR-C-36 1981 Libournais 1,920 0,496 0,004 0,214 6,233 1,278 

VR-C-37 1998 Libournais 0,350 0,230 0,005 0,235 5,403 1,487 

VR-C-38 1999 Libournais 1,287 0,514 0,014 4,488 4,673 3,021 

VR-C-39 2007 Libournais 1,437 0,468 0,044 16,816 5,930 4,340 

VR-C-40 2007 Libournais 1,915 0,619 0,038 17,125 6,618 6,102 

VR-C-41 2007 Libournais 1,789 0,600 0,033 22,507 7,811 6,204 

VR-C-42 2007 Libournais 1,407 0,565 0,001 11,545 8,633 5,285 

VR-C-43 2008 Libournais 1,831 0,604 0,271 22,678 6,055 6,218 

VR-C-44 2003 Libournais 1,691 0,730 0,022 0,720 9,275 3,730 

VR-C-45 2006 Libournais 2,504 0,862 0,265 7,422 6,681 3,160 

VR-C-46 2013 Libournais 2,013 0,667 0,017 23,671 5,926 7,299 

* Teneurs exprimées en mg/L d’équivalent AG-Glc 

Mill. : Millésime 

Appel. : Appellation 

CS : Cabernet Sauvignon 

M : Merlot 

 

 
Code Mill. Appel. 

H3MP-

Glc* 

H4MP-

Glc* 
AG-Glc 

ILA-

Glc 

Epi-

DPA-Glc 
Astilbine 

V
in

 B
la

n
c 

C
o

m
m

er
c
ia

l 

VB-C-1 1998 Autre 0,569 0,265 0,000 7,325 4,839 0,587 

VB-C-2 2005 Autre 1,325 0,438 0,000 8,938 8,258 3,875 

VB-C-3 2005 Autre 1,255 0,356 0,000 12,537 6,297 2,474 

VB-C-4 2007 Autre 0,312 0,231 0,000 1,167 2,462 0,866 

VB-C-5 2007 Autre 4,354 3,271 0,000 12,853 5,156 15,501 

VB-C-6 2009 Autre 0,167 0,167 0,000 1,134 1,793 1,244 

VB-C-7 2010 Autre 0,182 0,248 0,000 1,276 2,336 2,279 

VB-C-8 2012 Autre 0,262 0,221 0,000 10,277 3,133 0,430 

VB-C-9 2014 Autre 0,381 0,271 0,000 7,235 2,341 6,330 

VB-C-10 2015 Autre 0,427 0,326 0,000 11,508 5,099 1,449 

VB-C-11 2015 Autre 1,190 0,494 0,000 11,873 5,313 25,002 

VB-C-12 2015 Autre 2,361 0,941 0,000 14,745 8,797 51,376 

VB-C-31 2010 Autre 0,115 0,115 - - - - 

VB-C-32 2012 Autre 1,045 0,385 0,000 4,147 4,645 1,052 
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VB-C-13 2010 Bourgogne 0,774 0,293 0,000 15,591 3,439 0,210 

VB-C-14 2011 Bourgogne 0,416 0,253 0,000 1,153 1,944 2,154 

VB-C-15 2012 Bourgogne 0,151 0,200 0,000 1,531 2,177 1,515 

VB-C-16 2012 Bourgogne 0,979 0,315 0,000 5,081 4,185 3,563 

VB-C-17 2014 Bourgogne 0,342 0,270 0,000 13,945 3,755 1,042 

VB-C-18 1999 Graves 0,561 0,315 0,000 9,525 2,463 0,176 

VB-C-19 2000 Graves 0,574 0,255 0,000 7,190 3,456 0,636 

VB-C-20 2001 Graves 0,235 0,235 0,000 5,824 3,036 0,382 

VB-C-21 2002 Graves 0,164 0,212 0,000 4,029 2,780 0,614 

VB-C-22 2003 Graves 0,163 0,255 0,000 5,839 5,124 0,539 

VB-C-23 2004 Graves 0,259 0,256 0,000 7,758 2,827 0,690 

VB-C-24 2006 Graves 0,454 0,300 0,000 7,667 2,488 1,056 

VB-C-25 2011 Graves 3,343 0,825 0,000 2,250 8,731 9,276 

VB-C-26 2012 Graves 0,514 0,257 0,000 13,878 4,055 0,142 

VB-C-27 2012 Graves 0,235 0,245 0,000 13,688 3,506 0,160 

VB-C-28 2013 Graves 0,350 0,288 0,000 8,856 4,829 13,518 

VB-C-29 2013 Graves 1,254 0,456 0,000 6,387 4,896 3,812 

VB-C-30 2014 Graves 0,207 0,249 0,000 4,203 2,071 4,072 

VB-C-33 2008 Graves 0,699 0,300 0,000 5,593 2,937 3,761 

VB-C-34 1982 Sauternes 1,697 0,359 0,000 0,866 6,761 1,291 

VB-C-35 1990 Sauternes 2,992 0,680 0,000 0,584 15,802 1,697 

VB-C-36 2008 Sauternes 1,508 0,415 0,000 8,471 6,827 3,997 

VB-C-37 2010 Sauternes 2,954 0,860 0,000 2,176 9,652 3,728 

VB-C-38 2011 Sauternes 0,169 0,226 0,000 0,843 2,671 3,092 

* Teneurs exprimées en mg/L d’équivalent AG-Glc. 

Mill. : Millésime 

Appel. : Appellation 

CS : Cabernet Sauvignon 

M : Merlot 

 

 Code Mill. Appel. Cépage 
H3MP-

Glc* 

H4MP-

Glc* 
AG-Glc ILA-Glc 

Epi-DPA-

Glc 
Astilbine 
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VR-E-1 2014 C.de B M 0,933 0,397 0,048 5,983 2,001 5,786 

VR-E-2 2014 C.de B M 1,008 0,426 0,173 7,373 2,123 6,367 

VR-E-3 2014 C.de B M 0,929 0,397 0,002 18,230 1,992 8,883 

VR-E-4 2014 C.de B M 0,956 0,400 0,034 24,881 2,004 9,351 

VR-E-5 2014 Graves M 1,250 0,469 0,000 4,875 2,784 5,773 

VR-E-6 2014 Graves M 1,275 0,491 0,000 3,674 2,835 5,305 

VR-E-7 2015 Graves CS 2,778 0,964 0,321 51,392 6,763 1,561 
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VR-E-8 2015 Graves CS 2,727 0,950 0,311 50,841 6,579 1,491 

VR-E-9 2014 Graves M 2,543 0,874 1,236 31,282 6,681 25,630 

VR-E-10 2014 Graves M 1,705 0,654 0,160 61,826 5,654 29,967 

VR-E-11 2014 Graves CS 6,953 2,417 1,303 87,149 9,411 4,981 

VR-E-12 2014 Graves CS 5,036 1,857 0,563 108,713 7,642 6,121 

* Teneurs exprimées en mg/L d’équivalent AG-Glc. 

Mill. : Millésime 

Appel. : Appellation 

C.de B. : Côtes de Bordeaux 

CS : Cabernet Sauvignon 

M : Merlot 

 

 Code Millésime H3MP-Glc* H4MP-Glc* AG-Glc ILA-Glc Epi-DPA-Glc Astilbine 

M
a

cé
ra

ti
o

n
s 

M1-pel 2016 0,112 0,054 0,017 0,182 0,120 0,067 

M1-pep 2016 0,205 0,076 0,352 0,120 0,049 0,027 

M1-pul 2016 0,070 0,045 0,004 0,098 0,028 0,005 

M1-raf 2016 0,051 0,037 0,025 0,105 0,100 2,666 

M2-pel 2016 0,109 0,054 0,016 0,179 0,116 0,066 

M2-pep 2016 0,217 0,076 0,366 0,122 0,061 0,029 

M2-pul 2016 0,072 0,044 0,004 0,099 0,030 0,005 

M2-raf 2016 0,050 0,038 0,025 0,103 0,094 2,611 

M3-pel 2016 0,135 0,062 0,018 0,194 0,152 0,079 

M3-pep 2016 0,238 0,095 0,514 0,103 0,042 0,027 

M3-pul 2016 0,103 0,050 0,004 0,120 0,042 0,005 

M3-raf 2016 0,053 0,037 0,024 0,124 0,146 4,059 

* Teneurs exprimées en mg/L d’équivalent AG-Glc. 

pel : pellicule ; pep : pépin ; pul : pulpe ; raf : rafle. 


