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Introduction

Introduction

Le procéde de vinification met en jeu différents processus microbiologiques dont la
levure Saccharomyces cerevisiae et les bactéries lactiques (BL), qui assurent la fermentation
malolactique (FML), en sont les acteurs majeurs. La FML, dont I'espece Oenococcus eeni est
la principale responsable, est une étape essentielle pour I'amélioration de la qualité des vins
rouges et de certains vins blancs. Elle permet un assouplissement du vin en abaissant I'acidité
par transformation de I'acide malique en acide lactique. En outre, la FML est aussi le théatre
de divers métabolismes des BL entrainant des modifications aromatiques significatives des
vins. Certains composés ainsi que les métabolismes associés sont maintenant connus. Il s'agit
principalement des molécules issues du métabolisme des acides organiques, des sucres
résiduels et de certains acides aminés comme la méthionine. Tous ces métabolites sont

impliqués dans I'apparition de notes lactique, beurrée ou grillée.

En revanche, les connaissances concernant I'impact des BL sur I'aréme fruité des vins
rouges sont beaucoup moins approfondies et surtout bien plus controversées. Empiriquement,
la FML est souvent associée a une diminution de la note fruitée, dont le développement de la
note lactique en serait la cause principale par un effet de “masque” aromatique. Cependant,
les BL pourraient étre capables soit de diminuer, soit d'augmenter l'intensité du caractére
fruité des vins rouges. Il existe tres peu de données sur les métabolismes des BL pouvant étre
impliqués dans ces variations. L’absence de données fondamentales sur les marqueurs de
I’ardme des vins rouges est sans doute une raison de cette difficulté de consensus. Le manque
d’études biochimiques, analytiques et sensorielles concomitantes pour aborder ce sujet
empéche d’enrichir le débat sur cette question. Toutes ces divergences montrent la complexité
du probleme et la nécessité de travaux supplémentaires, la préservation de I’expression fruitée
des vins etant devenue aujourd’hui un enjeu majeur de la qualité des vins et de leur
acceptation par les consommateurs. Pour tenter de progresser sur ces questions cenologiques
importantes, il a été choisi d’établir un bilan analytique et sensoriel de l'impact de l'activité
des BL sur la composition en marqueurs aromatiques potentiellement impliqués dans la

perception de la note fruitée des vins rouges.



Introduction

La premiere partie bibliographique de ce travail présente les conditions
microbiologiques et biochimiques de la FML, le role des bactéries lactiques dans les
transformations organoleptiques du vin en mettant I'accent sur les modulations aromatiques
apportées par la FML. Ce chapitre permet aussi de dresser un bilan complet des marqueurs
aromatiques de la note fruitée des vins rouges, ainsi que des activités enzymatiques des BL
pouvant moduler leur teneur. Le deuxiéme chapitre aborde la description des conditions
expérimentales, et plus particuliérement des techniques d’analyse ayant permis d’étudier 70

molécules dans les vins rouges.

Le dernier chapitre est consacré a la présentation et & la discussion des résultats
expérimentaux. Le développement et la validation de méthodes d'analyses par microextraction
sur phases solides de haute performance se sont avérés indispensables a I'établissement d'un
bilan fiable et complet des variations biochimiques constatées au cours de la FML. Un accent
particulier est mis sur la méthode de dosage de 32 esters, composés clés de I'aréme fruité des
vins rouges, avec I'établissement d'une ‘base de données esters des vins & partir du dosage de
pres de 200 vins. L'influence de la FML sur I'aréme fruité des vins rouges est abordée par un
bilan sensoriel. L'étude des mouvements des teneurs en composés caractérisant la note
lactique et celle de la note fruitée des vins est ensuite développée. Pour ce faire, de nombreux
marqueurs aromatiques (variétaux et fermentaires) sont suivis afin de rechercher quelles sont
les voies métaboliques des BL les plus impliquées dans la modulation de la note fruitée des
vins rouges. Les conséquences de la FML sur ces composés aromatiques sont décrites ainsi
que l'influence de certains parameétres cenologiques liés a la FML. Une étude compléte des
mouvements dans les vins rouges des teneurs en ester est notamment réalisée. Grace a la base
de données esters des vins, une analyse poussée des résultats analytiques permet d’éclairer
I’importance des activités estérases, peu étudiées jusqu'a présent chez les BL du vin. Enfin,
I'influence des interactions levures/BL sur les nuances de la note fruitée des vins rouges au
cours de la FML est abordée par I’étude des modifications biochimiques et aromatiques

engendrées par la co-inoculation levures/BL.
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CHAPITRE |: ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. La fermentation malolactique

La FML fut découverte  la fin du XIX*™ siécle par Pasteur qui la considéra d’abord
comme une maladie du vin. Puis certains travaux du début du XX“™ siécle comme ceux de
Muller-Thurgau (1891) firent évoluer cette idée en accordant de plus en plus d’importance a
cette dégradation de I’acide malique des vins. Finalement, les travaux en cenologie de
Ribéreau-Gayon et Peynaud entre 1937 et 1964 vont confirmer tout I’intérét de cette
fermentation en vinification dont la pratique se généralisera pour les vins rouges dans les

années 60.

Elle permet ainsi une augmentation du pH mais aussi un enrichissement des vins en
nuances et complexité aromatiques menant a un meilleur équilibre organoleptique du vin. La
FML procure également une stabilisation microbiologique du vin par épuisement de substrats

tels que I’acide malique, I’acide citrique et certains hexoses ou pentoses.

Aujourd’hui, la FML est pratiquée de fagon quasi systématique dans 1’¢laboration des
vins rouges, elle est méme recherchée et souhaitable pour la vinification de certains vins

blancs présentant une acidité élevée.

A.  Aspects microbiologiques de la fermentation malolactique

1. Diversité des BL

Dans le mo(t, seule une dizaine d’espéces de BL peuvent étre identifiées (Lonvaud-
Funel, 1999). Les principaux genres représentés sont Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus et Oenococcus. A l'identique de I'ensemble des BL, celles isolées du vin sont
Gram +, elles ne possédent pas de chaine respiratoire, mais elles tolerent I'oxygéne (anaérobie
facultative). Selon les especes rencontrées, la nature de leur métabolisme différe

(homofermentaire, hétérofermentaire). Une sélection naturelle s’opére tout au long de la FA et
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seules les espéces les plus résistantes a I’environnement stressant du vin (pH faible, niveau en
éthanol elevé, présence de SO,) se maintiennent. Elles appartiennent généralement a 1’espéce
Oe. oeni (Lonvaud-Funel, 1991).

2. Evolution des populations de BL au cours de la vinification

La population des BL augmente généralement en début de FA pour atteindre un
maximum de 10* UFC/ml, avant de décroitre rapidement jusqu’a 10> UFC/ml en fin de FA.
Une période de latence plus ou moins longue intervient ensuite avant que la seconde phase de
multiplication ne commence. La population atteint alors rapidement 10° UFC/ml, nécessaire
au départ de la FML. Quand I’acide malique est complétement dégradé, la population décroit
progressivement, puis les vins pourront étre stabilisés par sulfitage.

3. Interactions levures/BL

L’évolution des populations de BL au cours de la vinification est due en partie a
I’antagonisme entre les levures et les bactéries, et dépend de plusieurs facteurs combinés.
Bien que certains points restent a élucider, les nombreuses études menées depuis les années
60 ont permis de faire la lumiére sur un certain nombre de parametres pouvant expliquer cette
sélection naturelle. Le premier d’entre eux est certainement 1’éthanol, produit par les levures
en cours de FA, qui inhibe la croissance bactérienne (Ribéreau-Gayon et Peynaud, 1961). En
outre, il a été rapidement suggéré que d’autres métabolites synthétisés par les levures
pouvaient avoir des effets antagonistes sur les bactéries, notamment le dioxyde de soufre
(Fornachon, 1968; Henick-Kling et Acree, 1994). Par ailleurs, les acides gras de taille
moyenne (de C6 a C12) peuvent également inhiber la croissance bactérienne (Lonvaud-Funel
et al., 1988a) et réduire 1’activité malolactique des BL (Lafon-Lafourcade et al., 1983). De
plus I’effet simultané de plusieurs acides gras différents, du pH et de I'éthanol renforcent ce
pouvoir inhibiteur (Lonvaud-Funel et al., 1988a). Quelques auteurs ont également suggéré
I’implication de protéines et de peptides dans I’antagonisme des levures sur les bactéries
(Dick et al., 1992). Enfin, ’appauvrissement du milieu en nutriments par les levures a
¢galement été évoqué afin d’expliquer I’inhibition de la croissance bactérienne durant la FA

(Fornachon, 1968).

Il est évident qu’un certain nombre de parameétres intervient dans les mécanismes

d’inhibition des BL par les levures, augmentant ainsi de facon drastique la sélectivité du



Chapitre I : Etude Bibliographique

milieu. Oe. oeni semble ainsi l'espece de BL la mieux adaptée a survivre a toutes ces

contraintes.

De méme, la période de latence entre la fin de FA et le début de la FML est
intimement liée a 1’adaptation au vin des BL ayant résisté pendant la FA. Ce délai pourrait
également dépendre de certains métabolites libérés dans le milieu par les levures, notamment
en fin et apres FA au cours de I’autolyse des levures. En effet, ces autolysats sont riches en
nutriments potentiels pour les BL tels que des acides aminés, des peptides, des protéines, des
glucanes et des mannoprotéines (Llaubéres et al., 1987; Charpentier et Feuillat, 1993;
Alexandre et al., 2001). Il a été montré au cours de divers travaux que certaines fractions
peptidiques et mannoprotéines levuriennes pouvaient stimuler la croissance des BL du vin
(Feuillat et al., 1977; Guilloux-Benatier et al., 1985; Lonvaud-Funel et al., 1988b), limitant
ainsi le temps de latence et augmentant la biomasse bactérienne (Guilloux-Benatier et al.,
1993; Guilloux-Benatier et al., 1995). En outre, des activités protéases ont été mises en
évidence chez Oe. oeni permettant 1’hydrolyse de ces protéines levuriennes et une meilleure

assimilation de ces nutriments (Guilloux-Benatier et al., 1995).

Enfin, les mannoprotéines libérées par les levures au cours de leur autolyse présentent
un double intérét dans la stimulation de la croissance bactérienne. D’une part, ces
macromolécules ont la propriété d’adsorber une partie des acides gras inhibiteurs synthétisés
par les levures, permettant ainsi de détoxifier le milieu pour les BL (Guilloux-Benatier et
Feuillat, 1991). D’autre part, certaines activités glycosydases et peptidases particulierement
mises en évidence chez Oe. oeni pourraient permettre 1’hydrolyse de mannoprotéines ainsi
que d’autres macromolécules comme des polysaccharides, menant a un enrichissement

nutritionnel du milieu (Cavin, 1988; Guilloux-Benatier et al., 1993).

Ainsi, Iactivité des levures pourrait contribuer a une sélection des BL, non seulement
au cours de la FA mais également aprés FA, en influencant la viabilité de la FML grace a la

libération de composés favorisant la croissance bactérienne.

Un certain nombre de pratiques cenologiques peuvent moduler la composition
nutritionnelle du vin et la teneur en produits inhibiteurs de la FML. Elles peuvent alors

permettre de limiter ou de favoriser la croissance bactérienne et I’activité malolactique.
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4, Techniques d’inoculation bactérienne

Le temps de latence entre la fin de la FA et le déclenchement de la FML peut aller de
quelques jours a plusieurs mois, méme si les conditions optimales de pH (entre 3,2 et 3,8) et
de température (entre 18 °C et 20 °C) sont réunies. Or, la FML ne doit pas étre languissante
afin de limiter les risques d'altération microbiologique du vin et de permettre la dégradation
totale de l'acide malique. Cependant, la majorité des vinificateurs laisse encore la flore
indigéne effectuer la FML spontanément.

Les difficultés rencontrées pour I'élaboration de la FML ont été a l'origine du
développement et de la production de levains malolactiques commerciaux. Il s'agit de
préparations industrielles permettant une inoculation de masse d'une souche bactérienne
préalablement isolée pour ses performances fermentaires. Cela a pour but de réduire le
développement potentiel d'autres BL moins performantes. La sélection de ces souches doit
répondre a certains critéres : tolérance au pH bas (pH < 3,8) et a I'éthanol (> 12 % vol),
activité malolactique permettant d'éviter les FML languissantes, absence de mauvais godts et
de composés non désirables comme les amines biogenes et, si possible, contribution positive
aux qualités organoleptiques des vins (Lonvaud-Funel et Joyeux, 1994; Gindreau et al.,
1997). Cependant, I'adaptation au vin est trés facilement perdue au stade de la production
industrielle. L'induction de la FML par une méthode d'inoculation directe a été trés vite
recherchée et des levains efficaces a ensemencement direct (Nielsen et al., 1996) sont

maintenant commercialisés par un certain nombre de sociétés.

La principale espéece utilisée est Oe. oeni pour ses capacités d'adaptation
exceptionnelles au milieu vin et dans une moindre mesure Lactobacillus plantarum pour son
métabolisme homofermentaire. Les outils modernes de la biologie moléculaire permettent
aujourd'hui d'aider a la sélection et a la production des levains malolactiques (Lonvaud-Funel,
1998). Toutefois, malgré tous les progres réalisés pour un meilleur contréle de la FML, il est
encore courant de rencontrer des problémes de réalisation rapide de FML y compris lors de
l'utilisation de levains commerciaux. De plus, tous les levains alcooliques et malolactiques
commerciaux ne sont pas forcément compatibles entre eux. Mé&me si les souches utilisées ont
été développées afin de limiter au maximum les possibilités d'antagonisme entre les levures et
les BL, ces effets subsistent tout de méme, d'autant plus qu'ils dépendent en partie de la

composition du milieu. La viabilité des couples levures/bactéries utilisés pourrait notamment
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dépendre de la capacité de production de SO ainsi que de la consommation nutritionnelle des
levures (Krieger et Arnink, 2003).

Afin de permettre une meilleure adaptation des BL et de limiter les effets
d'antagonisme avec les levures, la problématique du temps d'inoculation des BL dans le vin a
été soulevée assez rapidement au moment du développement des premiers starters
commerciaux (Henick-Kling et Acree, 1994). Deux possibilités ont été alors envisagées :
Iinoculation séquentielle classique aprés FA, et l'inoculation simultanée ou co-inoculation,
consistant a introduire le levain malolactique a peu pres en méme temps que le levain

alcoolique.

Cette deuxieme technique présente des avantages non négligeables par rapport a la
premiére. En effet, I'introduction des BL dans un milieu beaucoup moins concentré en éthanol
et beaucoup plus riche en éléments nutritifs (début de FA) permet une meilleure adaptation
des bactéries au vin. Ceci a pour conséquence non seulement d'augmenter la viabilité de la
FML, mais également de réduire grandement le temps total de fermentation. Cela limite ainsi
le risque de contamination par des microorganismes d'altération (Krieger et Arnink, 2003;
Massera et al., 2009).

Malgré ces avantages, la co-inoculation levures/bactéries est restée pendant longtemps
completement délaissée par les vinificateurs. En effet, jusqu'a cette derniére décennie, il était
considéré que la réalisation de la FML dans des milieux trés concentrés en sucre était trés
risquée car cela pouvait aboutir a une trés forte production d'acide acétique. Or, des études
récentes (Krieger et Arnink, 2003; Jussier et al., 2006; Massera et al., 2009) ont montré que
Iinoculation simultanée n'aboutissait pas spécialement a des niveaux d'acidité volatile
significativement supérieurs a ceux obtenus en inoculation séquentielle. Cependant, les
craintes des vinificateurs n’étaient pas forcément infondées car I’inoculation simultanée avec
des souches de BL non adaptées peut entrainer un fort ralentissement ou un blocage de la FA
avant la consommation complete des sucres. Dans ce cas, la présence en grand nombre de
bactéries hétérofermentaires comme Oe. oeni, dans un milieu riche en sucres, a effectivement
de grande chance d’engendrer une forte production d’acide acétique (Rasmussen et al., 1995;
Edwards et al., 1999). Toutefois, méme si ces risques existent encore aujourd’hui et que la
sélection des couples levures/BL doit étre bien adaptée a la co-inoculation, les progres qui ont

été apportés dans le domaine des levains commerciaux ont largement contribué a les réduire.
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De ce fait, depuis quelques années maintenant, la co-inoculation levures/BL a été en
quelque sorte réhabilitée en grande partie sous l'impulsion des sociétés commercialisant les
ferments. Elles ont utilisé ces derniéres données pour justifier 1utilisation de la co-inoculation
levures/BL, plus particuliérement par rapport a la forte diminution du temps total de
fermentation et a la réduction du risque de contamination du vin par des microorganismes

d’altération comme Brettanomyces bruxellensis.

B.  Modifications biochimiques et organoleptiques du vin par I'activité
des BL

1. Réaction principale

La réaction qui définie la FML est celle qui provoque la décarboxylation de 1’acide L-

malique en acide L-lactique, accompagnée d’un dégagement de CO».

Acide L-malique Acide L-lactique
0 HO HO
/H\)\/ NAD” Mn
OH OH
HO || > H3C + CO,
O

La décarboxylation est réalisée par 1’enzyme malolactique avec NAD* et Mn**
comme cofacteur (Lonvaud-Funel et de Saad, 1982; Spettoli et al., 1984; Naouri et al., 1990).
Le géne codant pour cette enzyme fut séquencé pour la premiére fois chez une bactérie
lactique chez Lactococcus lactis (Denayrolles et al., 1994). Le principal effet de cette
désacidification biologique est une diminution naturelle de 1’acidité totale due au
remplacement d’un diacide (acide L-malique) par un monoacide (acide L-lactique), entrainant

une faible augmentation de pH.

D’un point de vue organoleptique, le remplacement de 1’acide malique au gott acerbe
par I’acide lactique beaucoup plus doux en bouche, apporte plus de rondeur et de souplesse au
vin. Ceci est particuliérement recherché pour les vins rouges car 1’acidité renforce la sensation

d’astringence provoquée par les tanins.
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2. Meétabolismes secondaires

Si l'influence de la FML sur le goGt du vin, dans le sens stricte du terme, est bien
connue de par la désacidification malolactique, d'un autre coté elle est bien moins définie
lorsqu'il s'agit de I'ardme du vin. En effet, de nombreux travaux ont été consacres a I'étude de
Iimpact de la FML sur l'arbme des vins menant a un certain nombre de résultats
contradictoires. Si dans un premier temps, il a été établi que la FML n'influencait pas
particulierement la composante aromatique (Rankine, 1972; Kunkee, 1974), depuis il a été
largement prouvé que l'activitt des BL engendrait des modifications aromatiques
significatives. Les progres effectués dans le domaine de I'analyse sensorielle, et avec
I'apparition de techniques d'analyses physico-chimiques de plus en plus performantes (GC-O,
GC-MS), il est reconnu depuis les années 80 que la FML influence la composition en
molécules volatiles des vins (Zeeman et al., 1980). Toutefois, s'il existe un consensus
concernant le fait que la FML complexifie I'ardme des vins, il n'y a pas de tendance établie
dans la détermination de ces modulations aromatiques. D'un c6té, les descripteurs les plus
communs pour décrire les vins ayant subi une FML sont : "beurré”, "lactique", "noisette",
"boisé", "doux". Il est aussi reconnu que la FML améliore la structure du vin en augmentant
sa longueur en bouche et en étant décrit comme "vins plus ronds" et "ayant plus de corps"
(Henick-Kling et Acree, 1994; Keim et al., 2002). D'un autre coté, I'impact de la FML sur les
notes aromatiques "fruité", "végétal" ou encore "animal" est beaucoup plus sujet a
controverse. Une des raisons qui pourrait expliquer cette absence de consensus est que de
nombreux travaux s'accordent sur le fait que la modification aromatique du vin par les BL est
tres dépendante de la souche bactérienne impliquée (Davis et al., 1985; Mc Daniel, 1987;
Henick-Kling et Acree, 1994; Laurent, 1994). Les BL présentant une grande diversité dans
leurs spécificités métaboliques, ces modifications organoleptiques vont ainsi étre intimement

liées a un certain nombre de métabolismes secondaires bactériens.
Impact de la FML sur la note beurrée

La note beurrée, plus généralement associée a I'ardbme lactique des vins, est en grande
partie due au diacétyle (butane-2,3-dione). Rankine et al. (1969) étudie [l'impact
organoleptique du diacétyle en montrant qu'a des faibles teneurs (< 4 mg/l), il peut augmenter
la complexité et améliorer la qualité du vin, alors qu'a des niveaux plus élevés, il nuit plutét a
la qualité. Peynaud (1980) considére que le diacétyle formé pendant la FML est un élément

intervenant dans l'affinement des ardmes, alors que Bertrand et al. (1984) nuancent en

9
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affirmant que selon les quantités, I'aréme de beurre dans les vins n'est pas toujours percu
comme agréable. Aujourd'hui, cette note beurrée est plus ou moins recherchée par le
vinificateur en fonction du style de vin qu'il veut élaborer. D'un c6té, il est bien établi que cela
améliore la complexité du vin mais, d'un autre c6té une note beurrée trop présente pourrait
participer a un certain masque olfactif des arobmes fruités et variétaux, acteurs majeurs des

caractéristiques aromatiques des vins.

acide citrique
1 acide acétique

. L. 12 . .
acide oxaloacétigue —— acide aspartique

2 CO,
ATP
acide pyruvique—g> acétylphosphate 2 A acide acétique

acide lactique <7T
NAD® TPP

NADH

3 CO,
acétaldéhyde-TPP
4

acide alpha-acétolactique

CO
S C0; 11 ?
diacétyle
acétoine 6
NAD(P) NAD(P)H
T NAD(P)H
7
NAD(P)

2,3-Butanediol

(1) citrate lysase; (2) oxaloacétate ; (3) pyruvate décarboxylase; (4) a-acétolactate
synthase, (5) a-acétolactate décarboxylase ; (6) diacétyle réductase; (7) acétoine
réductase ; (8) lactate déshydrogénase ; (9) complexe de la pyruvate déshydrogénase ;
(10) acétate kinase ; (11) décarboxylation non enzymatique de 1’a-acétolactate ; (12)
aspartate aminotransférase. TPP, thiamine PP;.

Figure 1 : Métabolisme de 1’acide citrique par Oe. oeni (adapté de Ramos et al. 1995)

10
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Les levures sont capables de synthétiser le diacétyle au cours de la FA, soit par
décarboxylation non enzymatique de I'a-acétolactate, soit par association d'une molécule de
pyruvate et d'acétyl-coA (de Revel, 1992). Cependant, la majorité du diacétyle formé au cours
de la FA par le métabolisme des sucres, est réduit en acétoine (3-hydroxybutanone) et en
butane-2,3-diol (Postel et Meier, 1983; de Revel et al., 1989), composés beaucoup moins
odorants (de Revel et al., 1989).

Ainsi, la FML demeure la principale origine de ce composé dans les vins. Le diacétyle
y est principalement produit par la dégradation de I'acide citrique. Plusieurs travaux abordent
ce métabolisme en décrivant les voies de synthese (Figure 1) (Bertrand et al., 1984; Davis et
al., 1985; de Revel, 1992; Bartowsky et Henschke, 2004). Le diacétyle correspond au produit
de la décarboxylation oxydative de I'a-acétolactate principalement dérivé de la dégradation de
I'acide citrique. L'acide acétique, I'éthanol, I'acide lactique, le diacétyle, I'acétoine et le butane-
2,3-diol sont les produits de dégradation du citrate. La formation et la dégradation du
diacétyle au cours de la FML sont intimement liées a la croissance des BL et aux
métabolismes des sucres, de I'acide malique et de l'acide citrique (Shimazu et al., 1985). Le
métabolisme de I'acide citrique est généralement déclenché lorsque la moitié de l'acide
malique a été consommé. La concentration de diacétyle formé atteint son maximum lorsque
environ 95 % de I'acide malique a été transformé en acide lactique et que 75 % de l'acide
citrique a été consommé. La teneur en diacétyle diminue ensuite, principalement par réduction

(Figure 2), jusqu'a la dégradation complete de I'acide citrique puis au-dela (de Revel, 1992).

1
L
(=}

1000 -

-]
(=]

6.0 4

logl0 CFU/ml
Diacétvle (mg/T)

4.0 4

2.0

acide malique et acide citrique (g/T)

0.0
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Figure 2 : Suivi analytique de FML effectué avec une couche commerciale d’Oe. oeni dans
un vin de Cabernet Sauvignon (Bartowsky et Henschke, 2004).
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De nombreux facteurs peuvent influencer la production de diacétyle au cours de la
FML : la souche de BL et son niveau d'inoculation, le pH, la température, la teneur initiale en
acide citrique, la présence de sucres résiduels (Fornachon et Lloyd, 1965; Lonvaud-Funel et
al., 1984; de Revel et al., 1989; Bartowsky et Henschke, 2004). En outre, les niveaux de
diacétyle sont plus importants dans les vins rouges que dans les vins blancs (de Revel, 1992;
Bartowsky et Henschke, 2004).

Différentes pratiques cenologiques peuvent également avoir un impact dans les teneurs
rencontrées dans les vins. En effet, le diacétyle n'étant pas un métabolite tres stable
notamment vis a vis des activités microbiennes, le fait de stabiliser le vin par sulfitage va en
quelque sorte fixer la teneur en diacétyle (Bartowsky et Henschke, 2004). Or, la pratique
courante étant de sulfiter lorsque la teneur d'acide malique est en-dessous de 0,2 g/l (sulfitage
précoce), cela correspond a des moments ou la teneur en diacétyle est en pleine évolution,
souvent proche de son maximum. Donc, le moment choisi va certainement avoir une
influence non négligeable sur la teneur finale en diacétyle (Nielsen et Richelieu, 1999;
Bartowsky et Henschke, 2004). Le fait d’oxygéner le moQt et le vin durant la fermentation
favorise aussi la production de diacétyle (Nielsen et Richelieu, 1999). Enfin, le contact des
lies de levures permet de réduire une partie du diacétyle en acétoine et 2,3-butanediol (de
Revel, 1992).

Cependant, s'il est évident que le diacétyle est en grande partie responsable de cet
ardbme beurré, la relation entre la teneur en diacétyle et l'intensité de la note "beurrée™ est
beaucoup moins claire. En effet, le diacétyle est un composé dicarbonylé tres réactif,
notamment avec le SO, qui va le complexer tres facilement, limitant ainsi sa volatilisation
dans I'espace de téte (de Revel et al., 1989; Nielsen et Richelieu, 1999). Il s'agit d'interactions
réversibles, semblable a celles entre le SO, et I'éthanal. Ainsi, I'ajout de SO, réduit fortement
la teneur en diacétyle libre et par la méme occasion l'intensité de la note beurrée, car il sagit
de la seule forme de diacétyle perceptible car volatilisé dans I'espace de téte (de Revel et al.,
1989; Bartowsky et Henschke, 2004). La perception de l'ardme beurré n'est donc pas
directement liée a la concentration totale en diacétyle mais plutot a celle en diacétyle libre.
Elle est également liée a la concentration en SO libre, dépendant du niveau de sulfitage et de
la composition du vin, qui peut plus ou moins le complexer (Martineau et al., 1995). La
réaction entre le SO, et le diacétyle étant réversible et dépendante de divers parametres

(température, pH) (Nielsen et Richelieu, 1999), le diacétyle est souvent fortement complexé
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dans les jours qui suivent le sulfitage avant d'étre libéré par la suite, au fur et a mesure,
notamment sous l'action du pH du vin (Nielsen et Richelieu, 1999). C'est pourquoi,
empiriquement il faut souvent attendre plusieurs semaines aprés la fin de la FML, voir

plusieurs mois, avant de pouvoir percevoir ou craindre I'ardme beurré des vins.

D'autres molécules a-dicarbonylés (du C2 au C5) sont susceptibles de nuancer I'arbme
beurré du vin (Figure 3). Il s'agit notamment du méthylglyoxal et de ses produits de réduction
(acétol et 1,2-propanediol) synthétisés en partie au cours de la FML (de Revel et Bertrand,
1993). Il semblerait que tous ces composés dicarbonylés forment des systémes red-ox avec
leurs produits de réduction, permettant ainsi aux bactéries et aux levures de diminuer leur
toxicité et de régénérer les niveaux de NAD et NADP, éléments essentiels de leur
métabolisme (de Revel et Bertrand, 1994). Le méthylglyoxal apporte des notes beurrées plus
legeres, plus fraiches, plus douces (créme fraiche) alors que ses produits de réduction ne sont

que tres peu odorants.

0 O
diacétyle méthylglyoxal
e} )
réduction oxydation
e} O
o acétol
acétoine
OH OH
Réduction oxydation
OH OH
) propan-1,2-diol
butan-2,3-diol
OH OH

Figure 3 : Composés dicarbonylés et leurs produits de réduction
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En outre, la présence de ces molécules dicarbonylées dans le vin n'est pas neutre vis-a-
vis des arbmes de vieillissement et sont certainement a I'origine du bouquet du vin (de Revel,
1992). En effet, il s'agit de composés pouvant réagir avec de nombreux substrats dont certains
acides aminés, en particulier la cystéine, pour former des thiazoles et d'autres hétérocycles
décrits par des odeurs daliments cuits, grillées avec des notes de type noisette et café
(Marchand et al., 2000; Pripis-Nicolau, 2000; Pripis-Nicolau et al., 2000). Ces notes
aromatiques se développent au cours du vieillissement du vin (ardmes tertiaires) et participent

au bouquet des vins d'une certaine évolution.
Métabolisme des acides aminés

Certains groupes d'acides aminés peuvent étre potentiellement a l'origine de la
synthése de composés aromatiques. Il s'agit des acides aminés branchés (leucine, valine,
isoleucine), des acides aminés aromatiques comme la phénylalanine et des acides aminés
soufrés (cystéine et méthionine). Ces métabolismes ont notamment été étudiés dans l'industrie
du fromage (Berger et al., 1999; Bonnarme et al., 2001; Martin et al., 2001) mais beaucoup
moins en cenologie. Les voies métaboliques des acides aminés par les BL ont surtout été
étudiées pour la synthése de composés indésirables mettant en jeu les conditions d'hygiéne du

vin (carbamate d'éthyle, amines biogenes).

Plus certainement, les acides aminés branchés, aromatiques et soufrés sont des
précurseurs potentiels d'aldéhydes, d'alcools, d'acides et d'autres composés volatils.
L'implication des acides aminés dans la synthése de ces composés dans le vin reste encore
mal connue. Des études ont montré que la FML pouvait modifier la composition en certains
alcools, acides et esters (Maicas, 1999; Ugliano et Moio, 2005; Izquierdo Cafias et al., 2008;
Boido et al., 2009) sans qu'aucune relation n‘ait été établie entre ces observations et la
dégradation des acides aminés. Cependant, les résultats restent contradictoires, car ils sont trés
aléatoires suivant le composé et la souche de BL testée. Par ailleurs, les variations
enregistrées restent souvent minimes, plus particulierement pour les alcools supérieurs, ce qui
limite leur implication dans les modifications aromatiques apportées par la FML. D'autres
études ont montré qu'il n'y avait pas de modifications significatives de la teneur en alcools
supérieurs et en certains acides branchés (de Revel, 1992; de Revel, 2002; Pozo-Bayon et al.,
2005).

14



Chapitre I : Etude Bibliographique

En revanche, les voies métaboliques des acides aminés soufrés ont été plus étudiées,
car ces composés peuvent générer des composés soufrés volatils (CSV), aux odeurs
caractéristiques et au pouvoir odorant élevé. Des études ont en effet mis en évidence la
synthese au cours de la FML, de composés comme le méthionol, le méthional, I'acide 3-
méthylthiopropionique (MTPA) et son ester, ainsi que d'autres CSV (Anocibar-Beloqui, 1995;
Maicas, 1999; Pripis-Nicolau et al., 2004; Vallet, 2007). La majorité de ces composes sont
issus du catabolisme par les BL de la méthionine dont les voies métaboliques ont été mises en
évidence dernierement (Pripis-Nicolau et al., 2004; Vallet et al., 2008). Les variations de ces
CSV au cours de la FML ne sont cependant pas systématiques et dépendent des souches de
BL (Vallet, 2007). Elles peuvent certainement avoir un impact sur l'arome des vins en
apportant une certaine complexité. Il ne faut pas que les CSV soient présents en trop grande
quantité car cela pourrait étre percu comme un défaut avec des odeurs de réduction masquant
notamment I'ardme fruité des vins. En outre, I'éventualité de la cystéine, comme précurseur
des CSV intéressants dans les vins a été écartée, elle est essentiellement a I'origine d'une
production supplémentaire d'H,S (Pripis-Nicolau, 2002).

Au final, I'implication de la dégradation des acides aminés par les BL peut avoir un
impact sur l'aréme du vin mais cela reste trés dépendant de la souche impliquée et des

caractéristiques de chaque vin avant la FML.
FML et ardbmes boisés

La pratique de la FML en barriques modifie les caractéristiques organoleptiques du vin
en lui apportant souvent plus de couleur, de souplesse, de gras, d'amplitude et de rondeur.
Mais, l'intérét de la FML en barriques est également d a son effet aromatique car elle va
permettre de "boiser” le vin en rendant son bouquet plus harmonieux (Vivas et al., 2004). Les
vins ayant réalisé leur FML en barriques sont percus plus toastés, épicés, fumés, beurrés et
vanillés que les vins logés dans les fats seulement aprés FML (de Revel et al., 1999). La FML
participe activement au phénomene de "boisage™ qui n'est donc pas issu que d'une simple
extraction hydroalcoolique des composés aromatiques du bois de chéne.

Il a été montré que les BL étaient alors capables d'enrichir le vin en ces composés
marqueurs de I'ardbme boisé (vanilline, whiskylactone, eugénol, isoeugénol,...) (de Revel et
al., 1999; de Revel et al., 2005; Bloem et al.,, 2006). Simultanément au phénomeéne
d'extraction, une libération enzymatique a lieu au cours de la FML en barriques, notamment

pour la vanilline (Bloem, 2005). Ces travaux ont également permis d'identifier des activités
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glycosidases chez les BL (Oe. oeni) comme source de cette libération de composés
aromatiques. Ce phénomeéne dépend de la souche bactérienne, des paramétres de vinification
ainsi que de la nature de I'aglycone (Gagné et al., 2010).

Autres impacts de la FML sur les propriétés sensorielles du vin

D'aprés Sauvageot et Vivier (1997), la FML a plutét tendance a augmenter la note
végétale des vins issus du cépage Pinot Noir. Au contraire, d'autres auteurs (Henick-Kling et
Acree, 1994; Laurent et al., 1994; Keim et al., 2002) ont trouvé que l'activité des BL tendait a
diminuer les notes herbacées du vin. Les aldéhydes volatils comme I'éthanal peuvent
participer a cette note végétale (Liu et Pilone, 2000). Or, Osborne et al. (2000) met en
évidence l'aptitude des BL (Lactobacillus et (Enoccocus) a réduire I'éthanal en éthanol.
L'implication de ce métabolisme dans la diminution des notes végétales au cours de la FML
est suggerée par Liu (2002).

D'autres notes aromatiques peuvent étre modulées par la fermentation malolactique.
Clest le cas notamment des odeurs de fromage qui sont caractéristiques des vins ayant
completement réalisé la FML, d'aprés une étude sensorielle réalisée par Eschenbruch et al.
(1984). Ces notes sont souvent associées a certains acides gras volatiles comme les acides
aliphatiques (acide butyrique, acide hexanoique, acide octanoique, acide décanoique) et
certains petits acides branchés (acide isobutyrique, acide 2-méthylbutyrique, acide
isovalérique) qui participent ainsi a la complexité du vin. Certaines études ont montré que la
teneur en acides gras du vin pouvait augmenter au cours de la FML (Maicas, 1999; Izquierdo
Cafas et al., 2008; Boido et al., 2009). Cependant, d'autres auteurs indiquent que les
variations observées restent souvent faibles bien que significatives, et souche-dépendantes
(Pozo-Bayon et al., 2005; Ugliano et Moio, 2005). En outre, certains de ces travaux concluent
aussi a une certaine stabilité de I'aréme fromage au cours de la FML (Ugliano et Moio, 2005).
L'activité lipase générant les acides gras aliphatiques est bien connue chez les BL isolées du
fromage, mais beaucoup moins pour celles présentes dans le vin (Matthews et al., 2004). Les
acides gras branchés sont issus du métabolisme des acides aminés. Mais il a été indiqué
précédemment que le catabolisme de ces acides aminés par les BL du vin n'a été que trés peu
étudié jusqu'a maintenant. 1l est a rapprocher ce caractére “fromage” dans le vin de la note

lactique et de la note soufrée rappelée précédemment.
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Certaines notes "animales™ peuvent apparaitre aprés FML (Sauvageot et Vivier, 1997).
Ces ardmes sont souvent apportés dans les vins par des molécules de la famille des phénols
volatils (4-éthylphénol, 4-éthylguaracol). En exces, ces composes altérent I'ardme des vins en
masquant dans un premier temps les aromes fruités et variétaux, puis en apportant a plus forte
concentration des notes animales intenses (“sueur de cheval ”). Toutefois, le seuil de
perception de ces molécules dans les vins, et plus particulierement dans les vins rouges, est
tres dépendant de la matrice associée (Romano et al., 2009). L'ensemble de ces composés est
principalement produit par les levures (Brettanomyces bruxellensis) (Chatonnet et al., 1992)
mais les BL sont aussi capables de les synthétiser, en particulier I'espece Lactobacillus
plantarum (Cavin et al., 1993). Ces éthylphénols sont issus de la réduction des vinylphénols
(4-vinylphénol et 4-vinylguaiacol), eux-mémes venant de la décarboxylation des acides
féruliques et p-coumariques. Des études ont montré que les BL du vin étaient capables de

métaboliser ces composés phenoliques pour générer des phénols volatils (Cavin et al., 1993).

3. Influence de la co-inoculation levures/BL sur les propriétés sensorielles des
vins

Tres peu d'études ont été menées jusqu'a maintenant sur I'impact de la co-inoculation
levures/bactéries vis-a-vis de la composition aromatique des vins. Les rares analyses
sensorielles ayant été réalisees ne montrent pas de modifications significatives du profil
aromatique des vins selon le mode d'inoculation. Il est simplement évoqué une note fruitée un
peu plus intense (non significative) pour les vins issus de co-inoculation par rapport a ceux

issus d'inoculation séquentielle (Krieger et Arnink, 2003; Massera et al., 2009).

Ceci pourrait s'expliquer par une diminution en co-inoculation des teneurs en
diacétyle, réduisant ainsi son effet masque sur lI'aréme fruité (Krieger et Arnink, 2003). En
effet, la pratique de la FML en présence de lies et de levures actives engendre une diminution
significative de la teneur en diacetyle grace au fort pouvoir réducteur de celles-ci (Martineau
et al., 1995; Krieger et Arnink, 2003). Ainsi, la co-inoculation levures/BL pourrait influencer
la teneur des vins en diacétyle par la présence de levures actives au cours de la FML (Krieger
et Arnink, 2003; Bartowsky et Henschke, 2004). Cependant, aucune étude n'a encore
réellement prouve cette hypothése. De plus, comme il a été précisé précédemment, le lien
entre la teneur en diacétyle et l'intensité de la note lactique est compliqué. C'est pourquoi, il
n'est pas forcément évident d'attribuer I'augmentation de la note fruitée a une diminution de la

note lactique. Ce cas est observé dans I'étude de (Massera et al., 2009) ou lI'augmentation de la
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note fruitée en co-inoculation (non significative) n'est pas accompagnée d'une augmentation
de la note lactique. Ainsi, il pourrait étre envisagé que la co-inoculation puisse aboutir
également a des variations de la teneur en certains marqueurs de I'aréme fruité mais ceci n'a

jamais éte étudié.

Il a également été montré que la co-inoculation ne modifiait pas la teneur finale en
éthanal (Jussier et al., 2006). En revanche, la co-inoculation engendre une diminution plus
rapide de I'éthanal (Jussier et al., 2006) qu'en inoculation séquentielle, car les BL sont
capables de réduire I'éthanal produit par la levure. Ainsi, en co-inoculation I'éthanal produit
par la levure est directement réduit, ce qui diminue la possibilité de complexation avec les
tannins des vins rouges, menant a une couleur souvent moins intense. Ceci est un facteur a
prendre en compte dans le cadre de I'utilisation de la co-inoculation pour I'élaboration des vins

rouges a la robe moyennement soutenue, comme par exemple certains vins de Pinot Noir.

Il.La FML et I'aréme fruité des vins rouges

A. L'aréme fruité des vins rouges

A ce jour, contrairement aux cépages blancs dits "aromatiques”, aucune expression
varietale fruitée n'a veéritablement pu étre mise en évidence a partir de cépages noirs.
L'existence méme d'une expression fruitée propre aux vins rouges était encore sujette a
controverse il n'y pas si longtemps (Piombino et al., 2003), méme si empiriquement elle était
bien établie. Depuis, Pineau (2007) a pu enfin montrer I'existence d'un ardme fruité spécifique
aux vins rouges par l'intermédiaire de degustations affranchies de toute subjectivité liée a la
couleur des vins. Ces travaux ont pu également revéler I'existence d'une typicité olfactive des

vins rouges de Bordeaux de type "fruits noirs"/"fruits confiturés".

Pineau et al. (2009) ont également pu isoler par fractionnement HPLC les fractions
aromatiques responsables du caractere fruité des vins rouges. Les composes aromatiques
responsables de 20 d'entre elles ont pu étre identifiés et correspondent en grande partie a des
esters éthyliques et acétates qui ne présentent pas d'impact direct sur I'aréme fruité des vins

rouges. En revanche, ces travaux ont pu clairement établir par le biais de reconstitutions
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aromatiques, qu'en mélange ils pouvaient conduire a des nuances fruitées de type fruits rouges

ou fruits noirs.

Ainsi, pendant des années de nombreux travaux ont essayé de mettre en évidence
I'existence de molécules aromatiques "clés" pouvant étre responsables de la typicité de la note
fruitée des vins rouges, sans grand succes. Il n'est pas exclu que ce type de marqueur puisse
effectivement étre présent dans les vins rouges. Cependant, les travaux de (Pineau, 2007)
confirment que I'ardme fruité des vins rouges serait en grande partie le reflet d'interactions
perceptives entre différents composés aromatiques du vin, méme présents a des teneurs
largement inférieures a leur seuil de perception (Ferreira et al., 2002; Segurel et al., 2004;
Escudero et al., 2007; Pineau et al., 2009).

Ainsi, en plus des esters, il est établi que d'autres composés aromatiques peuvent
également participer a la note fruitée des vins rouges, via notamment des effets synergiques,
comme certains composés variétaux (C13-norisoprénoides, lactones, linalol, Furanéol®,
Homofuranéol®) ou encore certains composés soufrés variétaux et fermentaires (thiols, DMS)
(Figure 4).

En outre, il semble également que la composition de la matrice non-volatile puisse
influencer la perception de la note fruitée des vins. En effet, Jones et al. (2008) ont démontré
que la composition en protéine et glycérol pouvait influencer la perception aromatique d'un
vin blanc modéle. Saenz-Navajas et al. (2010) ont confirmé ces données en faisant sentir a un
panel entrainé un vin blanc comme un vin rouge (notes fruits rouges, fruits noirs au lieu de
fruits blancs, fruits jaunes, fruits tropicaux, agrumes) a partir de reconstitutions aromatiques
supplémentées avec une base de composés non-volatiles issue de vins rouges. Des nuances
aromatiques sont également percues entre des vins rouges issus de la méme base aromatique

mais avec une matrice non volatile différente.

Ces résultats peuvent étre expliqueés par des phénomenes de rétention des composés
aromatiques par la matrice non-volatile, et sont tres variables selon la nature des molécules
volatiles et non-volatiles. La nature de la matrice non-volatile va moduler la composition de
I'espace de téte en retenant plus ou moins les composés aromatiques selon les interactions
mises en jeu (type force de Van der Waals et liaisons hydrogenes), engendrant ainsi des
differences significatives dans la perception aromatique des vins (Saenz-Navajas et al., 2010).

Ces phénomenes avaient déja été abordés auparavant notamment avec I'étude des interactions
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entre des composés volatils et des composés non-volatils du vin comme les anthocyanes
(Dufour et Sauvaitre, 2000), les polysaccharides (Dufour et Bayonove, 1999a), les composés
phénoliques (Dufour et Bayonove, 1999b; Rocha et al., 2001; Aronson et Ebeler, 2004) ou le

dioxyde de soufre et les catéchols (Ferreira et al., 2003).

esters éthyliques d'acides gras acétates d'alcools supérieurs
Mrov \H/ O\/\'/
© o)
hexanoate d'éthyle acétate d'isoamyle

esters éthyliques d'acides gras branchés Cinnamates et anthranilates
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Figure 4 : Classes de composés participant a la note fruitée des vins rouges
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Ces données démontrent a quel point la perception de I'aréme fruité des vins rouges est
complexe. Toutefois, les marqueurs aromatiques évoqués précedemment restent les acteurs
principaux de sa modulation. Les données et les propriétés principales sont reprises ci-

dessous.

1. Les esters

Les esters représentent un des principaux groupes de composés aromatiques des vins.
Ils ont toujours été considérés comme la famille principale marquant I'aréme fruité des vins
jeunes, en particulier les esters éthyliques d’acides gras et les acétates d'alcools supérieurs.
Les esters se retrouvent dans beaucoup de produits fermentés et possédent en grande majorité
des odeurs fruitées bien marquées (Tableau 1) mais souvent beaucoup moins typiques que

certains marqueurs variétaux des vins.

Toutefois, malgré leur présence a des niveaux bien inférieurs a leur seuil de
perception, les esters sont au cceur des phénomeénes de synergie, actuellement a la base des
travaux sur la typicité de I'aréme fruité des vins rouges (Escudero et al., 2007; Pineau et al.,
2009).

En outre, depuis 30 ans, de nouveaux esters ont été découverts dans le vin dont
certains ont un pouvoir olfactif plus important (cinnamates, esters branchés, esters

hydroxylés) (Tableau 1).

Au final, d'un point de vue qualitatif, tous les vins sont a peu prés composés des
mémes esters mais leur proportion varie trés fortement d'un vin a l'autre (L6pez et al., 1999).
Ce sont ces variations de concentrations relatives d'esters qui, par le biais d'effets synergiques,
vont avoir un r6le majeur dans la perception de la note fruitée des vins et en particulier, des

vins rouges (plus complexes que les vins blancs).

Plus d'une centaine d'esters sont présents dans les vins a des niveaux de concentration
tres différents. Ils peuvent étre rangés dans différentes catégories suivant leurs origines ou
leurs pertinences aromatiques : esters majeurs a faible pouvoir odorant (lactate, succinate,...),
principaux esters aromatiques (esters éthyliques d’acides gras et acétates d'alcools supérieurs),

esters éthyliques d’acides gras branches, cinnamates, esters hydroxyles, esters mineurs.
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Tableau 1 : Principaux esters odorants des vins étudiés dans la littérature

Composés Abbréviations Odeurs Seuils de perception (ug/l)
Esters éthyliques d'acides gras majeurs

propionate déthyle C3cC2 solvant, fraise mure 2100 (3)
butyrate d'éthyle c4ac2 kiwi mure, fraise mure, fromage 20 (4)
hexanoate d'éthyle C6C2 ananas, fruit, pomme 14 (4)
octanoate d'éthyle C8C2 cireux, peau de pomme, fruité 580 (5)
décanoate d'éthyle c10c2 cireux, savon, fruité 200 (4)
dodécanoate d'éthyle Cl2C2 cireux, savon

Acétates d'alcools supérieurs

acetate d'éthyle c2cC2 solvant, dissolvant 100 000 (7)
acétate de propyle Cc2C3 solvant, fruité 65000 (8)
acétate d'isobutyle C2ic4 solvant, fruité 1600 (1)
acétate de butyle C2C4 solvant, fruité 1800 (5)
acétate d'isoamyle C2iC5 banane 30 (4)
acétate d'octyle c2cs cireux, fruité 800 (3)
acétate de 2-phényléthyle C2PhC2 floral, rose, vineux 250 (2)
Esters éthyliques d'acides gras branchés

isobutyrate d'éthyle iC4C2 fraise, kiwi, fruité, solvant 15 (4)
2-méthylbutyrate d'éthyle 2mC4C2 fruité, Kiwi 18 (4)
isovalérate d'éthyle iC5C2 fromage, fruité 3(4)
phénylacétate d'éthyle PhC2C2 floral, mimosa, fruité, olive 73 (6)
Cinnamates et anthranilates

cinnamate d'éthyle Cin cerise, figue, fruité, floral 1,6 (4)
dihydrocinnamate d'éthyle dhCin fruité, ananas, amande 1,14
anthranilate d'éthyle ANnC2 fruité, mandarine, camphré

anthranilate de méthyle AnCl fraise des bois, mandarine, camphré

Esters éthyliques hydroxylés

3-hydroxybutyrate d'éthyle 30HC4C2 fruité, fraise 1800 (3)
4-hydroxybutyrate d'éthyle 40HC4C2 fruité

lévulinate d'éthyle 20HIC5C2 fraise, pomme 350 (3)
2-hydroxyhexanoate d'éthyle 20HC6C2 mare 2400 (3)
6-hydroxyhexanoate d'éthyle 60HC6C?2 fruité 1200 (3)
Esters d’acides fixes

lactate d'éthyle LE fruité, lacté 154 000 (5)
succinate de diéthyle SDE fruite 200 000 (5)

Ref 1 (Aznar et al., 2003) : solution hydroalcoolique (10 %) avec 5 g/l d’acide tartrique a pH 3,2.

Ref 2 (Guth et al., 1997) : solution hydroalcoolique (10 %).

Ref 3 (Pineau, 2007) : vin rouge désaromatisé.
Ref 4 (Ferreira et al., 2000) : solution hydroalcoolique (11 %) avec 7 g/l glycérol et 5 g/l acide tartrique, pH 3,4 ajusté avec

NaOH 1M.
Ref 5 (Etievant, 1991) : vin
Ref 6 (Tat et al., 2007) : vin

Ref 7 (Ribéreau-Gayon et al., 2000) : vin
Ref 8 (Moreno et al., 2005) : solution hydroalcoolique (14 %)
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Esters majeurs a faible pouvoir odorant

Les esters formés au cours du vieillissement par estérification des principaux acides
organiques du raisin (acide tartrique, acide malique, acide citrique) n'ont qu’un réle trés limité
dans les qualités organoleptiques des vins. La bonification liée au vieillissement ne leur est

pas imputable (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

D’autres esters contenus dans le vin a des teneurs importantes peuvent toutefois
participer aux propriétés sensorielles globales du vin. C’est le cas de certains esters
fermentaires, en particulier du lactate d’éthyle qui peut étre présent a des teneurs allant
jusqu’a plusieurs centaines de milligrammes par litre. Les levures sont en effet capables de
synthétiser du lactate d’éthyle au cours de la FA essentiellement a partir de I’acide D-lactique
qui provient du catabolisme du pyruvate. Mais la synthese enzymatique du lactate d’éthyle la
plus importante intervient au cours de la FML suite a la transformation de 1’acide L-malique
en acide L-lactique. Le lactate d’éthyle est un ester qui marque avant tout 1’activité des BL,
mais une grande partie est formée trés rapidement au cours de I'élevage par estérification
chimique de I’acide L-lactique avec 1’éthanol (Boido et al., 1999). Il semblerait que cet ester
contribue plut6t a la note diffuse lactée des vins, avec une odeur décrite comme crémeuse et
Iégerement fruitée. Son seuil de perception reste toutefois élevé puisqu’il est d’environ 150
mg/l dans le vin. Son implication dans la note fruitée des vins a pu étre évoguée (Boido et al.,
1999; Gambaro et al., 2001; Lloret et al., 2002) mais jamais étudiée car elle semble toutefois

minime.

Le succinate de diéthyle issu de la di-estérification de 1’acide succinique est un autre
ester présent en quantité importante dans les vins. Il peut étre formé par ’activité des levures
et des BL mais son origine principale reste 1’estérification chimique au cours du vieillissement
du vin. La mono-estérification qui conduit au succinate de monoéthyle est majoritaire, ce
composé étant présent dans les vins a des teneurs de plusieurs dizaines de milligrammes par
litre (Boido et al., 2009). Toutefois, sa faible volatilité ne conduit certainement pas a un
impact sur I’arébme des vins. Les teneurs des vins en succinate de diéthyle restent beaucoup
plus faibles que celles en succinate de monoéthyle (quelques mg/l). Avec un seuil de
perception dans les vins autour de 200 mg/l, son impact dans I’ardme des vins est peu

probable méme s’il n’a également jamais été étudié.
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Esters ethyliques d'acides gras (EEAG) et acétates d'alcools supérieurs (AAS)

Cette catégorie d'esters est présente dans les vins en plus faibles quantités que les
esters majeurs puisqu'en moyenne leur somme dépasse rarement la dizaine de milligrammes
par litre. Toutefois, ils sont en grande partie responsables de I'ardme fruité de nombreux vins
blancs et rosés ainsi que des vins jeunes en général. Leur implication dans la typicité de
I'ardme fruité des vins rouges a été mise en valeur avec les derniers travaux sur les
interactions perceptives (Escudero et al., 2007; Pineau, 2007). Il s'agit donc de composeés

essentiels dans la perception de la note fruitée de tout type de vins.

Ces esters sont formés en grande partie durant la fermentation alcoolique et sont issus
du métabolisme levurien, via des activités enzymatiques alcool acyltransférase, estérase et

lipase.

Ces esters sont hydrolyses au cours du vieillissement du vin, car ils sont présents en
fin de FA a des teneurs plus importantes que celles permises par I'équilibre thermodynamique
dans les conditions du vin (teneurs en acides gras correspondant, pH, milieu hydro-
alcoolique,...). Cette hydrolyse va dépendre en particulier du couple acide/esters, du pH et de
la température. Ces esters sont ainsi directement perceptibles dans les vins jeunes, et

caractérisent les ardmes fruités fermentaires.

En revanche, méme si les esters éthyliques et les acétates d'alcools supérieurs ont des
points communs, ils n‘ont pas la méme voie de synthése et présentent quelques propriétés
aromatiques différentes. Parmi eux, l'acétate d'éthyle fait exception puisqu'il s'agit a la fois
d'un ester éthylique et d'un acétate, et se trouve dans les vins en bien plus grande quantité que
tous les autres (d'une dizaine a quelques centaines de mg/l). Toutefois, il ne s'agit pas d'un
marqueur de I'aréme fruité des vins mais plutot d’un défaut en apportant des notes marquées
de solvant (“dissolvant™). Cette acescence est particulierement marquée lorsqu'un vin subit
une piqlre acétique car l'acétate d'éthyle n'est autre que le produit de réaction de l'acide
acetique avec I'éthanol. Le défaut d'acescence est donc souvent associé a une acidité volatile

importante.

— Esters éthyliques d'acides gras (EEAG)

Il s'agit essentiellement des esters éthyliques des acides butyrique, hexanoique,

octanoique, décanoique et a un degré moindre de l'acide dodécanoique. Les esters éthyliques
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des acides a chaine carbonée plus longue étant trop lourds et trop gras, ils ne participent
certainement pas a la note fruitée des vins. Le propionate d'éthyle peut étre ajouté a cette
catégorie méme si le nombre de carbone est impair et que l'acide propionique n'est pas un

acide gras.

Pris individuellement, ils ont des odeurs fruitées variées (Tableau 1) qui ne sont que
faiblement typées et plus le nombre de carbone augmente plus leurs notes tendent vers des
odeurs savonneuses dites "stéariques”. Leurs seuils de perception sont varies et relativement
élevés dans les vins (Tableau 1). Toutefois, ils peuvent participer a la note fruitée fermentaire

des vins blancs les plus simples en apportant une certaine finesse aromatique.

Dans les vins rouges, ils participent a la note fruitéte méme si leurs teneurs sont
souvent bien inférieures a leurs seuils de perception (Escudero et al., 2007; Pineau et al.,
2009). En effet, il s'agit de composés majeurs rentrant en jeu dans des phénomeénes
synergiques responsables de la typicité de la note fruitée des vins rouges. Il a été ainsi montré
que certaines molécules comme la B-damascénone (Escudero et al., 2007; Pineau et al.,
2007), la B-ionone (Escudero et al., 2007) et le DMS (Segurel et al., 2004; Escudero et al.,
2007) intensifiaient clairement I'arbme fruité de ces esters. Pineau et al. (2009) ont également
montré que le butyrate, I'hexanoate et I'octanoate d'éthyle participaient certainement a la note
"fruit rouge"/"fruit frais" et que le propionate d'éthyle était impliqué dans la note "fruit
noir"/"fruit confituré" des vins rouges. Les EEAG semblent donc avoir un role central dans la

perception de la note fruitée des vins rouges.

Les EEAG sont essentiellement produits durant la FA par le métabolisme des levures.
Il est maintenant prouvé que cette synthese est catalysée par des éthanol O-acyltransférases
(Eebl, Ehtl chez Saccharomyces cerevisiae) (Saerens et al., 2006; Saerens et al., 2008)
(Figure 5).

La synthese de ces esters est tres dépendante de la souche de levures qui ont chacune
leurs propres activités enzymatiques, variant avec la contribution du milieu. Par ailleurs, il a
été montré que le facteur limitant de la synthése des EEAG était la disponibilité des acides

gras précurseurs (Saerens et al., 2006; Saerens et al., 2008; Sumby et al., 2010).
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acides gras du modat

\

acides gras acetyl-CoA

/ acyl synthase

acides gras biosynthétisés

acyl-CoA éthanol
(facteur limitant)

estérase éthanol O-acyl-synthase

ESTERS ETHYLIQUES D'ACIDE GRAS

Figure 5 : Voie de synthése des Esters éthyliques d'acides gras chez Saccharomyces cerivisae

Ces acides gras précurseurs peuvent étre issus du modt (extrait des pellicules) ou
provenir du métabolisme des levures (Saerens et al., 2008). Ce sont des substances plut6t
toxiques pour la levure, et leur utilisation dans la synthése des esters correspondants pourrait
avoir un role de détoxification (Mason et Dufour, 2000; Sumby et al., 2010). Cette
estérification pourrait également permettre de rééquilibrer le rapport acetylCoA/CoA qui est
essentiel pour le métabolisme levurien (Mason et Dufour, 2000; Sumby et al., 2010).

D'autres facteurs ont un réle dans la production des EEAG comme la température de
fermentation, la composition nutritive du milieu (éléments azotés, particules solides du modt),
le niveau d'oxygene, la teneur en acides gras insaturés et en stérols. Ces 3 derniers éléments

limitent particulierement la synthese d'esters par les levures (Sumby et al., 2010).

Comme indique précédemment, les EEAG sont hydrolyses au cours du vieillissement
du vin. Cela est d'autant plus rapide que la chaine carbonée est longue, car I'effet inductif sur
la fonction carbonyle est plus marqué, ce qui favorise I'hydrolyse de I'ester. Toutefois, certains
composés antioxydants comme des acides phénols (acide caféique, acide gallique) (Roussis et
al., 2005; Lambropoulos et Roussis, 2007), le glutathion, la N-acétylcysteine (Papadopoulou

et Roussis, 2008) ou encore le dioxyde de soufre (Garde-Cerdan et Ancin-Azpilicueta, 2007)
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pourrait limiter cette hydrolyse et conduire ainsi a une certaine préservation de I'aréme fruité

des vins.

— Acétates d'alcools supérieurs (AAS)

Ils correspondent aux esters de l'acide acétique formés avec les alcools supérieurs,
c'est-a-dire ceux ayant un nombre de carbone plus élevé que I'éthanol. Il s'agit principalement
de l'acétate de propyle, de I'acétate d'isobutyle, de I'acétate de butyle, de I'acétate d'isoamyle et
de l'acétate de 2-méthylbutyle, de l'acétate d'hexyle, de I'acétate d'octyle et de I'acétate du 2-

phenyléthyle.

Ils possédent des odeurs un peu plus lourdes que les esters d'acide gras avec quelques
notes de solvant, qui peuvent masquer I'aréme variétal du vin lorsque ces composés sont
présents en trop grande quantité. Cependant, ils participent grandement a la note fruitée des
vins jeunes, blancs et rosés. Les AAS sont moins impliqués dans la perception de I'aréme
fruité des vins rouges que les EEAG, ce qui n'empéche pas leur participation aux effets
synergiques précédemment décrits (Pineau, 2007). Leur descripteur va du fruité/solvant pour
les plus petits, en passant par la banane/bonbon anglais caractéristique de I'acétate d'isoamyle,
par la poire de l'acétate d'hexyle ou encore le caractére vineux/floral de l'acétate de 2-
phényléthyle.

L’arome de I'acétate d'isoamyle est souvent reconnaissable dans le bouquet
"fermentaire" des vins. 1l s'agit de I'acétate d'alcool supérieur présent en plus forte proportion.
Des autres acétates, seuls lI'acétate d'hexyle et l'acétate de 2-phényléthyle peuvent atteindre

des teneurs directement perceptibles dans les vins blancs ou rosés.

Comme les EEAG, les AAS sont produits en grande majorité par les levures au cours
de la fermentation alcoolique. lls sont formés a partir d'acétylCoA et des alcools supérieurs
correspondants, par l'intermédiaire d'activités alcool acétyltransférases (ATF1, ATF2 chez

Saccharomyces cerevisiae) (Figure 6) (Sumby et al., 2010).

Leur synthése dépend a peu prés des méme facteurs que les EEAG : nature de la
souche, composition nutritionnelle du milieu, favorisée par les hautes teneurs en précurseurs
(alcools supérieurs) et les basses températures, mais inhibée par I'oxygene et les acides gras
insaturés/stérols. Le facteur limitant est ici génetique et dépend de l'expression des genes

codant pour les enzymes de synthése (ATF1, ATF2 chez Saccharomyces cerevisiae) (Sumby
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et al.,, 2010). Ainsi, la synthése des AAS est certainement encore plus dépendante de la

souche de levure.

Malgré le fort caractére fermentaire des AAS, leurs teneurs peuvent étre dépendantes

aussi du cépage (Ferreira et al., 2000).

Enfin, ces esters sont aussi hydrolysés au cours du vieillissement du vin. Ce
phénomene est également limité par l'action antioxydante de certains composés comme des
acides phénols (acide caféique, acide gallique) (Roussis et al., 2005; Lambropoulos et
Roussis, 2007), le glutathion, le N-acétylcystéine (Papadopoulou et Roussis, 2008) ou encore
le dioxyde de soufre (Garde-Cerdan et Ancin-Azpilicueta, 2007).

Figure 6 : Voie de synthése des acétates d’alcools supérieurs chez Saccharomyces cerivisae
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Esters éthyliques d'acide branché (EEAB)

Il sagit principalement des esters éthyliques de I'acide isobutyrique, 2-
méthylbutyrique et isovalérique, auxquels il peut étre ajouté le phénylacétate d'éthyle (ester
éthylique de I'acide phénylacétique). Ce dernier composé n'est pas a proprement parlé un ester

d'acide gras branché mais son origine dans le vin reste la méme.

L'impact de ces esters dans l'arébme des vins a longtemps été considéré comme
négligeable (Etievant, 1991). Ce n'est qu'a la fin des années 90 que des travaux par
GClolfactométrie ont révélé le fait qu'il s'agissait de composés ayant un fort pouvoir odorant
(Guth, 1997a; Guth, 1997b; Ferreira et al., 1998; Kotseridis, 1999; Aznar et al., 2001). Les 3
esters d'acides gras branchés ont individuellement I'odeur fruitée de fraise et de kiwi avec
quelques nuances de solvant et de fromage rappelant les odeurs "butyrique”, alors que le
phénylacétate d'éthyle posséde une odeur plus florale (mimosa) évoquant également I'olive,
tout en gardant le coté fruité caractéristique des esters (Tableau 1). Au regard de leur teneur
dans les vins et de leur seuil de perception, ces esters ne sont probablement pas directement
perceptibles dans les vins mais pourraient participer activement a la note fruitée via les effets
de synergie (Escudero et al., 2007; Pineau, 2007). (Pineau, 2007) a également montré que
I'isobutyrate d'éthyle et le 2-méthylbutyrate d'éthyle étaient impliqués dans la perception de la

note "fruit noir"/"fruit confituré" de I'ardme des vins rouges.

Par ailleurs, ces 4 esters constituent de bons marqueurs d'aréme de vieillissement. En
effet, si les levures en synthétisent directement une petite partie, ils sont en grande majorité
formés par estérification des acides correspondant avec I'éthanol au cours du vieillissement du
vin (Ferreira et al.,, 2001; Diaz-Maroto et al., 2005). (Ferreira et al., 2001) font des
observations semblables en ce qui concerne la formation du phénylacétate d'éthyle a partir de

I'acide phénylacétique.

La synthese des acides branchés et de I'acide phénylacétique au cours de la FA n'a pas
été beaucoup étudiée. Toutefois, la principale voie de synthése est cependant connue puisqu'il
s'agit de la méme que celle formant les alcools supérieurs (voie de Ehrlich) (Diaz-Maroto et
al., 2005), (Figure 7). La teneur en esters d'acides branchés peut donc dépendre de la variété

du raisin comme les acétates d'alcools supeérieurss (Ferreira et al., 2000).
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Figure 7: Voies de synthese des esters éthyliques d’acides branchés du vin avec
Saccharomyces cerivisae.

Cinnamates et anthranilates

Le cinnamate d'éthyle, le dihydrocinnamate d'éthyle, I'anthranilate d'éthyle et
I'anthranilate de méthyle font figure d'exception dans la famille des esters du vin, car ils
comptent parmi les rares esters d'origine variétale, notamment avec la famille des vanillates.
Le vanillate d'éthyle et de méthyle n'ont pas d'odeur particulierement fruitée et leur éventuelle
implication dans la note fruitée des vins par des effets synergiques est peu probable (Escudero
et al., 2007).

En revanche, les descripteurs “cerise”, "figue”, "fraise"”, "fruit rouge" sont utilises pour

décrire lI'odeur des cinnamates, alors que les anthranilates ont des odeurs un peu plus
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pharmaceutiques offrant des nuances de "fraise des bois". L'anthranilate d'éthyle et de
méthyle sont connus pour marquer l'odeur particulierement florale des vins de cépages
hybrides comme ceux issus de Vitis labrusca (Nelson et al., 1977) mais ont cependant été
aussi identifiés dans des vins de Pinot Noir avec le cinnamate d'éthyle ainsi que le
dihydrocinnamate d'éthyle (Moio et Etievant, 1995). Toutefois, bien qu'ayant des seuils de
perception relativement bas (Tableau 1), leur faible teneur dans les vins (de quelques
centaines de ng/l a quelques pg/l) restent en-dessous de leur seuil de perception. Ces esters, en
particulier les cinnamates, pourraient participer de facon synergique a la note fruitée des vins
rouges. (Pineau et al., 2007) ont en effet montré qu'un composé comme la B-damascénone
pouvait exhauster I'odeur fruité du cinnamate d'éthyle. Versini et al. (1984) avaient émis
I'nypothése que le cinnamate d'éthyle pouvait étre le composé responsable de la note

fraise/framboise des vins de macération carbonique.

La voie de formation des cinnamates est encore mal connue aujourd'hui. Tesniéres et
al. (1991) indique que le cinnamate d'éthyle pourrait dériver de I'acide shikimique via des
acides aminés comme la phénylalanine ou encore la tyrosine. L'origine variétale des
cinnamates est confirmée par Loscos et al. (2007) qui trouvent un enrichissement en ces
composés dans les vins supplémentés par des fractions de précurseurs d'arémes inodores
extrait de différents cépages. Enfin, (Ugliano et Moio, 2008) proposent la formation de ces
composés a partir des réactions acide-catalysées au cours de la fermentation alcoolique

impliquant des précurseurs variétaux.
Esters hydroxylés et esters fermentaires mineurs

Un certain nombre d’esters éthyliques hydroxylés sont retrouvés dans les vins dans des
proportions tres variables. Il s’agit notamment du 3-hydroxybutyrate d’éthyle a 1’odeur fruité
de fraise, rencontré dans les vins a des teneurs comprises entre 0,1 et 1 mg/l. Son seuil de
perception relativement élevé (1,8 mg/l dans un vin désaromatisé) (Pineau, 2007) rend peu
probable I'impact direct sur ’ardme des vins. Cependant, il peut participer a la note fruitée des
vins rouges (fruit rouge/fruit frais) via des interactions perceptives (Pineau, 2007). Son
origine dans les vins n’a jamais été étudiée mais il semblerait qu’il soit plus présent dans les

vins rouges que dans les vins blancs (Pineau, 2007).

Le 4-hydroxybutyrate d’éthyle est également présent dans les vins a des teneurs un

peu plus importantes que son isomére (entre 0,5 et 5 mg/l). Il posséde une odeur également
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fruitée, mais son pouvoir odorant et son impact dans I’aréme des vins n’a jamais été étudié.
Le 4-hydroxybutyrate d’éthyle provient de 1’estérification de 1’acide y-hydroxybutyrique
(GHBA) qui dérive du catabolisme de ’acide glutamique (voie d’Erlich) (Ugliano et Moio,
2005).

D’autres esters éthyliques hydroxylés ont été identifiés dans les vins comme le 2-
hydroxyhexanoate d’éthyle et le 6-hydroxyhexanoate d’éthyle, isolés dans des fractions
aromatiques fruitées obtenues a partir d’extrait de vins de Merlot et de Cabernet Sauvignon
(Pineau, 2007). Le premier présente une odeur fruitée de confiture de mare alors que le
second présente une odeur fruitée moins bien définie. Leurs seuils de perception dans un vin
rouge désaromatisé sont respectivement de 2,4 mg/l et 1,2 mg/l (Pineau, 2007). La teneur des
vins en 6-hydroxyhexanoate d’éthyle est de 1’ordre de quelques microgrammes par litre alors
que le 2-hydroxyhexanoate d’éthyle n’a jamais été dosé. Ceci exclut leur participation directe
a I’ardme des vins. Leur origine n’est pas bien connue mais ces composés semblent présents
uniquement dans les vins rouges. Leur absence dans les modts et les vins blancs indique une

origine fermentaire et I’implication probable de précurseurs pelliculaires (Pineau, 2007).

Le 4-oxopentanoate d’éthyle (Iévulinate d’éthyle) semble également étre un composé
plutdt retrouvé dans les vins rouges (Pineau, 2007). Il possede une odeur de fraise et de
pomme, avec un seuil de perception dans un vin rouge désaromatisé plus bas que les 2 esters
précédents (350 ug/l) (Pineau, 2007). Cependant, les teneurs dans les vins (quelques pg/l)
restent loin de ce seuil, ce qui exclut la participation directe de ce composé a I’ardme des vins.

Son origine dans les vins semble similaire a celle du 6-hydroxyhexanoate d’éthyle.

Le vin contient un grand nombre d’alcools et d’acides différents, le nombre d’esters
possibles est donc important. C’est pourquoi la liste des esters présentés dans cette étude
bibliographique n’est pas exhaustive. |l pourrait exister de nombreux esters présents dans les
vins certainement a des teneurs plus faibles que ceux cités précédemment. Leur impact sur
I’arébme des vins est certainement négligeable mais ils représentent une base potentielle pour
des interactions perceptives. Parmi ces composés, un certain nombre ont déja eté identifié
dans les vins mais ils n’ont jamais été étudiés ni méme souvent quantifiés dans les vins. Il
s’agit notamment d’esters méthyliques, d’esters isoamyliques ou encore d’Esters éthyliques

d'acides gras a nombre impair de carbone.
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Tableau 2 : Composés volatiles (non esters) impliqués dans la note fruité des vins rouges

Seuils de perception

Composeés Abbréviations Descripteurs (ug/h)
Furanones
furanéol® caramel, confiture de fraise 60 (9)
homofuranéol® caramel 40 (9)
C13-norisoprénoides
B-damascénone B-d pomme cuite, tabac, floral, miel 0.05 (2)
B-ionone B-i violette, framboise 0,09 (10)
o-ionone o-i violette, framboise 0,4 (11)
Lactones
y-octalactone vy-C8 coco nd
y-nonalactone v-C9 coco, péche 30 (4)
y-décalactone y-C10 coco, péche 88 (12)
y-undécalactone y-C11 péche, coco nd
y-dodécalactone y-C12 péche, nd
d-décalactone 8-C10 péche, coco 386 (4)
Terpénol
linalol graine de coriandre, muscat, floral 25 (4)
Composés soufrés
sulfure de diméthyle DMS soufré, oignon, fruit de mer 30 (13)
3-sulfanylhexanol 3MH pamplemousse, fruit de la passion 0,06 (14)
2-sulfanylpropionate d'éthyle 2MPE empyreumatique, roquette, rhubarbe 0,50 (15)
3-sulfanylpropionate d'éthyle 3MPE Animal, foxé, roquette, rhubarbe 0,20 (16)

Ref 9 (Sarrazin et al., 2003)

Ref 2 (Guth et al., 1997)

Ref 10 (Kotseridis, 1999)

Ref 4 (Ferreira et al., 2000)

Ref 11 (Fazzalari, 1978)

Ref 12 (Santos et al., 2010)

Ref 13 (Anocibar-Beloqui, 1995)
Ref 14 (Tominaga et al., 2006)
Ref 15 (Teranishi et al., 1961)
Ref 16 (Tominaga et al., 2003)
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2. Autres composés ayant un role dans I'aréme fruité des vins rouges

La perception de I'aréme fruité des vins rouges est donc un phénoméne complexe dont
les esters semblent étre la base. Néanmoins, d'autres composés peuvent jouer un role
important a travers de nombreux effets synergiques. Beaucoup d'entre eux semblent d'origine
variétale comme le furanéol® et I'homofuranéol®, certains C13-norisoprénoides (B-
damascénone et ionones), lactones (gamma et delta lactones) et composés soufrés (3-
sulfanylhexanol). D'autres composés soufrés volatils plus probablement d'origine fermentaire
(DMS, mercaptopropionates d'éthyle) peuvent également étre impliqués dans la perception de
la note fruitée des vins rouges (Figure 4). Pris individuellement ces composés n'ont pas
forcément une odeur fruitée marquée (Tableau 2) mais en mélange, notamment avec d'autres
marqueurs fruités (esters), il peuvent participer a la complexité de I'aréme fruité des vins

rouges.
Furanéol® et Homofuranéol®

Le 2,5-diméthyl-4-hydroxy-3(2H)-furanone ou furanéol® et le 2-éthyl-5-methyl-4-
hydroxy-3(2H)-furanone ou homofuranéol® sont parmi les composés présents dans les vins
qui présentent les facteurs de dilution (AEDA) les plus élevés (Cullere et al., 2004). Ce sont
donc des composés importants de 1’arome des vins (Kotseridis et Baumes, 2000). Ils
possedent des odeurs de caramel tres marquées avec quelques nuances fruitées de fraise
confiturée pour le furanéol®. lls sont connus pour marquer l'ardme de certains cépages
hybrides comme le Noah. Cependant, ils ont également été découverts dans des cépages de
Vitis vinifera comme le Merlot pour qui les concentrations en ces composés peuvent dépasser
leur seuil de perception respectivement de 37 pg/l (furanéol®) et 10 pg/l (homofuranéol®)
(Kotseridis, 1999). Ces composes pourraient étre potentiellement impliqué dans les variations
de notes de fruits rouges (Kotseridis, 1999; Piombino et al., 2003; Cullere et al., 2004). Des
tests d'omission réalisés sur des reconstitutions en solution modele d'ardmes de vins rouges
espagnols montrent qu'il existe une action synergique du furanéol® et de I'homofuranéol®
(Ferreira et al., 2002). Ces composés sont aussi des marqueurs clé de I'ardme des vins blancs
botrytisés (Sarrazin et al., 2007). En outre, ces composes étant carbonylés, ils sont
susceptibles d'étre complexes dans les vins, notamment avec le dioxyde de soufre (Aznar et
al., 2003; Sarrazin et al., 2007), ce qui peut modifier leur pouvoir odorant. Les voies de

formation du furanéol® et de I'nomofuranéol® dans la baie de raisin ne sont pas connues.
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Composes issus de précurseurs glycosylés et lactones

De trés nombreuses études ont permis d'identifier plus d'une centaine d'aglycones
principalement classés comme des dérivés d'acide shikimique, des terpénoides et des
norisoprénoides (Gunata et al., 1985; Schneider et al., 2001). En ce qui concerne lI'arbme
fruité des vins rouges, nous pouvons distinguer 3 types de molécules : les C13-

norisoprénoides, les lactones et le linalol.

Ces composes, présents en grande partie sous forme de précurseurs glycosylés non
volatils inodores dans la baie de raisin, sont libérés dans le vin par activité enzymatique ou

hydrolyse acide au cours de la vinification.

— Les C13-norisoprénoides (C13NI)

Il s'agit principalement de la B-damascénone (B-d), de la B-ionone (B-i) et de I'a-ionone
(o-1) (Figure 4). La B-d a une odeur a la fois florale, fruitée et épicée avec des notes
particuliéres de pommes cuites, de tabac et de miel. Ce composé possede un tres fort pouvoir
odorant avec un seuil de perception de 2 ng/l dans I'eau (Kotseridis, 1999). Sa puissance
aromatique en fait un des composés du vin ayant le plus grand indice OAV, le rendant
important dans la perception de I'ardme des vins (Pineau et al., 2007). Il a été identifié dans de

nombreux cépages blancs et noirs.

Cependant, sa puissance aromatique dépend énormément de la matrice puisque son
seuil de perception passe de 50 ng/l en solution modele eau/éthanol a 7 pg/l dans les vins
rouges (Pineau et al., 2007). Généralement rencontrée dans les vins entre 1 et 1,5 pg/l, la f-d
est donc difficilement perceptible directement dans les vins rouges (Pineau et al., 2007). La -
d semble avoir une importance particuliere dans I'expression du caractéere fruité des vins. Ce
composé pourrait participer activement aux effets synergiques responsables en grande partie
de I'ardme fruité des vins rouges. Des interactions perceptives avec les esters ont notamment

été mises en évidence (Escudero et al., 2007; Pineau et al., 2007).

Les ionones ont une odeur plus florale que la $-d avec des notes marquées de violette
et des nuances de framboise fraiche. Comme pour cette derniére, le seuil de perception des
ionones est bas (90 ng/l pour la B-i et 400 ng/l pour 1'a-i) et dépend fortement de la matrice
(Etievant et Bayonove, 1983; Buttery et al., 1997; Kotseridis, 1999). Toutefois, les ionones,

en particulier la B-ionone, ont certainement des seuils de perception dans les vins rouges
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proches des teneurs usuellement rencontrées (Kotseridis, 1999). Il s'agit donc de composés
pouvant participer a I'ardme fuité des vins, notamment par le biais d'interactions perceptives
(Escudero et al., 2007).

Il est clairement montré maintenant que I'action des levures au cours de la
fermentation alcoolique permet de libérer les C13-NI dans le vin (Segurel et al., 2009).
Cependant, cela n'est probablement pas dd qu'a une simple hydrolyse suite a une activité
glycosidase fermentaire. En effet, il semblerait que la libération des composes aromatiques
variétaux soit régulée de facon complexe par le métabolisme des levures (Loscos et al., 2010).
Cependant, ces composés peuvent étre aussi libérés au cours du vieillissement du vin a la
suite d'une hydrolyse et de réarrangements chimiques catalysés en milieu acide. La -d est
ainsi associée au vieillissement de certains vins blancs comme le Riesling (Strauss et al.,
1987) et le muscadet (Schneider et al., 2001). Toutefois, certains auteurs ont aussi constaté
une diminution de la teneur en B-d au cours du vieillissement du vin suite a des réactions de
dégradation catalysées en milieu acide dans les conditions du vin (Mc Daniel, 1987; Guth,
1999).

— Les lactones

La y-butyrolactone, issue de la lactonisation de l'acide 4-hydroxybutyrique, est la
lactone la plus présente dans les vins (plusieurs dizaines de mg/l) mais présente une faible
odeur crémeuse un peu caustique et légérement fruitée. Elle ne participe probablement pas a
I'aréme fruité mais plut6t a I'aréme lactique des vins. De plus, son origine n'est pas variétale

mais fermentaire.

En revanche, les lactones les plus intéressantes par rapport a I'aréme fruité des vins
correspondent a un certain nombre de y-lactones, de C8 a C12. Elles ont une odeur
caractéristique de coco avec des notes de péche, de plus en plus marquées lorsque la chaine
carbonée augmente. Le vin contient également des 4-lactones dont les odeurs varient de la
méme fagon de la noix de coco vers la péche. Toutefois, elles sont bien moins odorantes que
les y-lactones qui ont des seuils de perception souvent bien inférieurs (Tableau 2) (Ferreira et
al., 2000). Les lactones sont présentes dans les vins a des teneurs inférieures a leur seuil de
perception mais de fagon relativement proche pour certaines d'entre elles (y-nonalactone). Ce

composé peut donc vraisemblablement participer de fagcon synergique a I'expression fruitée de

36



Chapitre I : Etude Bibliographique

certains vins. Des interactions perceptives mettant en jeu un melange de lactones ont été

observées dans des reconstitutions aromatiques en solution modéle (Loscos et al., 2007).

En outre, les vins rouges sont plus riches que les vins blancs secs en lactones qui
semblent aussi marquer le vieillissement des vins. Ainsi, la y-nonalactone pourrait étre un

composé important dans la note fruitée des vins rouges évolués (Lépez et al., 2004).

La voie de formation de ces lactones est beaucoup moins connue que celle des C13-
norisoprenoides. Des petites quantités de lactones ont été trouvées dans des hydrolysats acides
de fractions de précurseurs aromatiques (Lépez et al., 2004; Ugliano et Moio, 2008), et des
vins ont été enrichis en lactones suite a l'ajout, dans le modt avant FA, de fractions de
précurseurs d'ardbmes extraits de cépages non aromatiques (Loscos et al., 2007). De plus
Ferreira et al. (2000) ont montré que la teneur des vins en certaines lactones pouvait étre liée
au cépage. Toutes ces données montrent certainement l'origine variétale de ces composes
ainsi que l'existence de certains précurseurs plus ou moins spécifiques. Certains auteurs
suggerent que les acides hydroxylés, précurseurs des lactones, sont présents dans la baie de
raisin sous forme de précurseurs glycosylés comme ¢’est le cas pour la whisky-lactone dans le
bois de chéne (Segurel et al., 2009). Toutefois, ces précurseurs pourraient étre des acides
hydroxylés libres formés par oxydation préalable d'acides gras insaturés, ou encore des esters
de glyceérol hydroxylés (Loscos et al., 2007) qui sont lactonisés par le métabolisme levurien

comme cela a été observé dans le whisky (Wanikawa et al., 2000) (Figure 8).

acide gras insaturé

M/\V\H/HO

(e}

oxydation

(o}

OHJ\/Y\N
id hyd 1é
L, acide gras hydroxylé

lactonisation

O,

O,

Figure 8 : Voie possible de formation des lactones dans les vins (butyrolactone et whisky-
lactone exceptés) (Loscos et al., 2007).
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— Le linalol

Le linalol fait partie de la famille des terpénols qui sont, parmi les odorants variétaux
du vin, les plus étudiés. Le linalol marque de fagon trés claire I'aréme des vins de Muscat. Le
descripteur aromatique "muscat” est d'ailleurs souvent employé pour décrire le linalol car se
trouvant en grande quantité sous forme libre dans les baies de raisins de Muscat, il confére a
ce cépage ses notes aromatiques bien typiques. Il s'agit aussi du composé marquant I'arbme
des grains de coriandre qui de ce fait constitue également un de ses descripteurs. Son odeur
est a la fois florale et fruitée. Dans les vins rouges non muscatés, sa présence est aussi
constatée mais a des teneurs trés largement inférieures a celles rencontrées dans les vins
muscatés (quelques pg/l contre plusieurs centaines de pg/l), et bien en-dessous de son seuil de
perception. Cependant, la teneur des vins rouges en linalol varie en fonction du cépage (
Ferreira et al., 2000; Sabon et al., 2002). Les terpénols peuvent aussi étre, en partie,
responsables de différences rencontrées dans des profils aromatiques de certains vins rouges
non muscatés (Ferreira et al., 2001; Guth et Sies, 2002).

Le linalol est donc présent sous forme libre, directement dans la baie de raisin, mais la
majeure partie est présente sous forme de précurseurs glycosylés. Les voies de libération des
terpénols au cours de la vinification ont largement été étudiées (Williams et al., 1980; Gunata
et al., 1985). Le linalol existe directement sous forme d'aglycones et une simple hydrolyse de
la liaison glycosidique suffit a libérer la molécule aromatique dans le milieu. Il s'agit donc
d'un modele simple pour étudier l'activité glycosidase des micro-organismes du vin, ce qui
contribue aussi au fait que ce sujet soit largement étudié. La forme hydrolysable par les

levures la plus répandue est la B-glycosylée (Gunata et al., 1985).
Composes soufrés

Certains composés soufrés qui ne possedent pas individuellement des odeurs fruités
peuvent néanmoins participer de facon synergique a la note fruitée des vins rouges. Il suffit
d'ajouter un peu de cuivre dans un vin rouge pour s'en rendre compte car ce dernier complexe
les thiols qui par conséquent sont moins présents dans I'espace de téte. Les notes fruitees du
vin rouge supplémenté en cuivre paraissent alors bien moins intenses que dans le vin témoin
(Blanchard, 2000). Les composés les plus impliqués sont le sulfure de diméthyle (DMS) et
certains thiols.
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— Le DMS

Pris individuellement, le DMS a une odeur particulierement soufrée rappelant un peu
I'oignon et certains produits dérives de fruits de mer (batonnet de Crabe). Son seuil de
perception est relativement bas (30 ug/l) (Anocibar-Beloqui, 1995). Sa teneur dans les vins
est variable mais dépasse frequemment ce seuil dans certains vins rouges. Dans les vins, le
DMS peut étre considéré comme un défaut ou comme un composé contribuant favorablement
a l'ardbme du vin en fonction de sa teneur. Ainsi, sa contribution a I'aréme des vins de
Cabernet Sauvignon a été décrite comme positive (de Mora et al., 1987), alors que dans les
vins de Pinot Noir, sa présence, méme a I'état de trace, est percue comme totalement négative
et assimilée a un défaut (Spedding et Raut, 1982). Anocibar Beloqui et al. (1996) ont montré
que sa forte présence dans des vieux vins de Syrah pouvait renforcer leur caractere fruité.
Cette derniere observation a été récemment confirmée dans des vins de Grenache et de Syrah
(Segurel et al., 2004) ainsi que dans des vins rouges espagnols (Escudero et al., 2007). Le
DMS vy joue un role net d'exhausteur d'aréme fruité. Toutefois, Escudero et al. (2007) ont
remarqué qu'a concentration trop importante, il devient plutét un défaut avec des notes
soufrées bien marquées. Par ailleurs, le DMS peut conférer au vin rouge certaines notes de

truffe et d'olives vertes (Segurel et al., 2004).

Le DMS a été retrouvé dans des vins issus de nombreux cépages mais son origine n'est
pas encore complétement élucidée. Plusieurs auteurs ont démontré la capacité des levures a
produire du DMS au cours de la FA a partir de divers acides aminés ou de leurs dérivés (de
Mora et al., 1986), ainsi qu'a partir du sulfoxyde de diméthyle (DMSQ) (Anocibar Beloqui et
al., 1996). Les teneurs en DMS dans les vins juste mis en bouteilles restent faibles et la plus
grande partie du DMS est formée au cours d'élevage en fonction des conditions de
conservation (de Mora et al., 1986; Anocibar Beloqui et al., 1996; Segurel et al., 2004). Ainsi,
le DMS est a I'image des esters d'acides branchés, plutdt un marqueur d'arébme de vins vieillis.
Les voies chimiques menant a la formation du DMS au cours du vieillissement du vin
pourraient venir de la réduction du DMSO (Segurel et al., 2004), de la dégradation du
sulfoxyde de méthionine (MSO), de I'acide propanoique dimethylsuphonique (DMSPA) et en
grande partie de la S-meéthylméthionine (SMM) (Segurel et al., 2004; Loscos et al., 2008).
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— Les thiols

Les études menées jusqu'a présent ont permis de mettre en évidence la présence de
divers thiols volatils dans les vins rouges dont le 3-sulfanylhexanol (3SH) semble étre le plus
intéressant du point de vue des ardmes fruites de ces vins (Bouchilloux et al., 1998; Tominaga
et al., 1998; Blanchard, 2000). Identifié au depart dans les vins blancs, il est également
présent dans les vins de nombreux cépages noirs (Grenache, Merlot, Cabernet Sauvignon,
Cabernet-Franc) (Bouchilloux et al., 1998; Blanchard, 2000; Murat, 2001; Ferreira et al.,
2002).

L'ardme du 3SH rappelle celui du pamplemousse, mais différe légérement en fonction
de I'énantiomeére; la forme R évoquant plutét le zeste de pamplemousse alors que la forme S
plutét le fruit de la passion. Il possede également un tres fort pouvoir odorant avec un seuil de
perception en solution modele autour de 60 ng/l (50 ng/l pour la forme R et 60 ng/l pour la
forme S) (Tominaga et al., 2006). 1l participe grandement aux notes d'agrumes et de fruit de la
passion des vins blancs secs (Tominaga et al., 1998b) et constitue un marqueur clé de I'aréme
des vins blancs doux de "pourriture noble™ (Tominaga et al., 1998; Sarrazin et al., 2007).

Dans les vins rouges, il renforce plutét le caractere fruits rouges (Ferreira et al., 1998).

Absent du modt, le 3SH est libéré pendant la fermentation alcoolique sous l'action du
métabolisme de la levure, a partir de précurseurs non-volatils inodores, notamment liés a la
cystéine et au glutathion (Tominaga et al., 1998b; Peyrot des Gachons et al., 2002). Ces deux
voies métaboliques mettent en jeu l'activité B-lyase des levures qui vont permettre la
libération du thiol suite a la rupture de la liaison soufre avec la cystéine. Cette enzyme serait
responsable de la libération de 40% du 3SH présent dans les vins (Thibon et al., 2008). Une
troisieme voie de formation a également été démontrée a partir du (E)-2-hexen-1-al
(Schneider et al., 2006), mais d'autres voies de formation encore inconnues peuvent étre

envisagees.

Deux autres thiols pourraient potentiellement participer a la note fruitée des vins. I
s'agit des 2-sulfanylpropionate d'éthyle et du 3-sulfanylpropionate d'éthyle qui ont été
identifiés dans les vins (Kolor, 1983; Blanchard, 2000; Tominaga et al., 2003). Ils ont tous les
deux des notes empyreumatiques de roquette avec des nuances fruitées de rhubarbe. Leur
seuil de perception en solution modeéle est respectivement de 500 ng/l et de 200 ng/l. Le 2-

sulfanylpropionate d'éthyle a été identifié dans la fraise (Teranishi et al., 1963) mais son
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niveau dans les vins (300 ng/l) exclut un impact aromatique direct. Toutefois, un effet
synergique avec d'autres composes volatils ne peut étre exclu (Blanchard, 2000). Le 3-
sulfanylpropionate, a I'odeur proche de son isomere, est un marqueur important de I'ardbme
I'ardme fruité foxé particulier du cépage hybride Concorde (Vitis labrusca) (Kolor, 1983). Il
semblerait aussi qu'il marque I'ardme des vins de champagne ayant une certaine évolution
(Tominaga et al., 2003). Cependant, il existe encore tres peu de données sur I'impact réel de
ces composés sur l'aréme des vins et plus particulierement sur le caractére fruité des vins

rouges.

B. Modification de I'ardme fruité des vins rouges par la FML : aspect

sensoriel et biochimique

1. Aspect sensoriel

Empiriquement, de nombreux viticulteurs et chercheurs ont longtemps associé la FML
avec une certaine diminution de l'aréme fruité des vins (Henick-Kling et Acree, 1994).
Cependant, la réalité scientifique est bien plus controversée. Ainsi, les études menées depuis
une trentaine d'années sur les conséquences de la FML sur l'arbme fruité des vins, et
particulierement des vins rouges, se révelent souvent contradictoires. En effet, certains auteurs
affirment que la FML peut engendrer une augmentation de certaines notes fruitées des vins
rouges. C'est le cas de Mc Daniel (1987) qui trouve que certaines souches de BL peuvent
intensifier la note fruitée des vins de Pinot Noir. Henick-Kling et al. (1994) obtient les mémes
résultats sur des vins de Cabernet Sauvignon qui voient les notes de cassis et de framboise
augmenter au détriment des notes végétales de poivron vert. De méme, Keim et al. (2002)
observent que la FML menée sur des vins de Merlot améne une augmentation globale de la
note "fruits rouges”, mais également une intensification de zones odorantes d'olfactogrammes
(GC-0) décrites comme "framboise, cerise, pomme". Précédemment, Acree et al., (1976) et
Acree et al. (1984) avait justement montré que des zones d'olfactogrammes décrites comme
"fruité" pouvaient s'intensifier apres FML. Laurent et al. (1994) évoquent une augmentation

de la note fruitée des vins de Chardonnay au cours de la FML. Cependant, il a également été
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suggeré que cette note fruitée pouvait aussi diminuer ou ne pas étre affectée par l'activité des
BL. Ces résultats soulignent bien I'ambiglité du sujet et si les auteurs précédemment cités
évoquent des augmentations de la note fruitée des vins, d'autres au contraire montrent que la
FML peut clairement diminuer cette note aromatique. C'est notamment le cas de Sauvageot et
Vivier (1997) qui indiquent des diminutions des notes de fruits rouges/fruits noirs pour des
vins de Pinot Noir ainsi qu'une baisse d'intensité des notes de pomme et d'agrume pour des
vins de Chardonnay. Gambaro et al. (2001) observent aussi des baisses d'intensité d'ardmes
fruités tels que "cassis" et "abricot™ sur des vins de Tannat, tandis que du Plessis et al. (2002)
évoque une note fruitée moins intense aprés FML sur les vins servant de base a I'élaboration
du Brandy ainsi que sur leur distillat. Boido et al. (2009) observent également des baisses
d'intensité de certaines notes fruitées de vins de Tannat tels que "framboise", "mare",
"abricot", "cerise", "figue seche"”, "prune", tout en évoquant que certaines souches peuvent
augmenter les notes de "coing" ou "d'abricot”. Ces nouvelles contradictions montrent une
nouvelle fois toute la complexité du probléme d'autant plus que la note fruitée des vins peut
également ne pas étre influencée par la FML (Mc Daniel, 1987; Laurent et al., 1994; Henick-
Kling et Acree, 1994).

Un des principaux facteurs pouvant expliquer ces divergences est I'existence d'un
important effet souche concernant I'impact de la FML sur I'ardme fuité des vins. En effet, de
nombreux auteurs ont évoqué des résultats qui étaient tres dépendants de la souche
bactérienne impliquée (Davis, 1985; Mc Daniel, 1987; Laurent et al., 1994; Henick-Kling et
Acree, 1994; Boido el al., 2009).

Par ailleurs, 1’absence de données sur les marqueurs de I’ardbme des vins subissant
généralement la FML est une autre raison de cette absence de consensus sur cette question
cenologique importante. Les vins blancs aux notes variétales fruitées tres typées dont les
marqueurs ont bien été identifiéss comme le Muscat, le Sauvignon ou encore le
Gewdrztraminer n'ont ainsi quasiment jamais étaient utilisés lors des études sur la FML (de
Revel et al., 1999) car les viticulteurs ne pratiquent généralement pas la FML sur ces vins. En
revanche, sur les vins rouges pour lesquels la FML est systématiquement pratiquée, comme
cela a été vu précedemment, I'étude des facteurs impliqués dans la perception de leurs ardmes

fruités est beaucoup plus complexe.
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2. Aspect biochimique

Peu de travaux traitant de I'impact de l'activité des BL sur les composés impliqués
dans la perception de I'aréme fruité des vins ont été menés. Ce constat est sans doute aussi une

des principales limites a la compréhension du sujet.

Ces études concernent en grande majorité les esters ainsi que certains composés
variétaux (C13-norisoprénoides, linalol). Les travaux traitant des lactones et des thiols sont
tres rares et méme inexistants en ce qui concerne le DMS et les furanones (furanéol® et

homofuranéol®).
Activités enzymatiques liées a la modification bactérienne de la composition en esters

La synthese ou I'hydrolyse des esters au cours de la FML ont surtout été étudiées par le
biais de bilan des teneurs rencontrées dans des vins. Les voies métaboliques mises en jeu dans
ces phénomenes chez les BL du vin sont peu connues. En revanche, les activités
enzymatiques liées aux esters (estérases, lipases) sont bien plus documentées pour les BL

utilisées dans l'industrie fromagére.

L'ester le plus affecté par la fermentation malolactique est sans conteste le lactate
d'éthyle dont l'origine principale est l'activité des BL. D’une part les BL forment beaucoup
plus de lactate d’éthyle que les levures car elles sont liées a ’activité malolactique (Ribéreau-
Gayon et al., 2000). D’autre part, la plus grande partie du lactate d’éthyle se forme au cours
du vieillissement du vin par estérification de 1’acide lactique avec 1’éthanol (Boido et al.,
2009). La proportion formée par les BL est essentiellement du (S)-lactate d’éthyle synthétisé a
partir de 1’acide L-lactique alors que les levures forment plutét du (R)-lactate d’éthyle a partir
de I’acide D-lactique dérivé des sucres (Lloret et al., 2002). Le (S)-lactate d’éthyle est donc
majoritaire dans les vins (70 a 80 %) et posseéde une odeur plus fruitée que son isomere et un
seuil de perception dans les vins plus bas (110 mg/l) (Lloret et al., 2002). Au regard des
teneurs trouvées dans les vins pouvant dépasser le seuil de perception, le lactate d’éthyle

pourrait avoir dans certaines situations un impact aromatique (Gambaro et al., 2001).

De facon générale les esters du vin proviennent essentiellement du métabolisme des
levures. Toutefois, il est maintenant bien établi que les BL peuvent aussi affecter les teneurs
de ces esters "levuriens”. En effet, de nombreuses études ont fait état de variations du niveau

des esters du vin au cours de la FML (Sumby et al., 2010). Avec le lactate d’éthyle, seul le
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succinate de diéthyle semble augmenter de facon réguliére au cours de la FML (Sumby et al.,
2010). Ce composé est connu pour étre dérivé de 1’a-cétoglutarate chez les levures, mais sa
voie de formation chez les BL isolées du vin n’a pas été¢ beaucoup étudiée, excepté dans des

cas d’altération du vin comme la dégradation de 1’acide tartrique (Ribéreau-Gayon et al.,
2000).

Dés 1966, Pilone et al. (1966) remarquent que certaines souches de BL (Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc) peuvent augmenter la teneur en certains esters comme le lactate
d'éthyle, le succinate de diéthyle ou encore le décanoate d'éthyle, sans affecter I'octanoate
d'éthyle. Meunier et Bott (1979) observent l'augmentation de la teneur en certains esters
volatils au cours de la FML et suggérent méme que cette synthese ait lieu avec la flore
indigéne ou lors des inoculations (Leuconostoc oenos). Ces résultats sont confirmés par
Avedovech et al. (1992) qui montrent que certaines souches d'Oe. oeni synthétisent de
I'nexanoate d'éthyle, de I'octanoate d'éthyle, du décanoate d'éthyle et de I'acétate d'hexyle au
cours de la FML. Ugliano et Moio (2005) montrent également I'augmentation globale de la
teneur en nombreux esters au cours de la FML, tout en précisant que les résultats sont trés

dépendants de la souche utilisée et de I'ester considéré.

De nombreux auteurs confirment ces effets "souche™ et "substrat” trés important en
observant pour un méme vin, différentes tendances (augmentation, diminution, pas de
mouvement) selon les souches utilisées. Ces résultats sont également observables pour une
méme souche en considérant des esters différents (Boido et al., 1999; Maicas, 1999; Pozo-
Bayon et al., 2005; Izquierdo Canas et al., 2008; Boido et al., 2009). Enfin, d'autres auteurs
ont plutdt trouvé dans leur travaux que la FML induisait globalement une diminution nette de
la teneur en esters (Zeeman et al., 1980; Gambaro, 2001; Du Plessis, 2002).

Sensoriellement, Gambaro et al. (2001) évoquent des diminutions de la note fruit
rouge en méme temps qu'une diminution des Esters éthyliques d'acides gras. Du Plessis et al.
(2002) évoque une diminution globale de la note fruitée de vins de Brandy a la suite d'une
hydrolyse globale d'esters constatée au cours de la FML. Enfin, plus réecemment, Boido et al.
(2009) observent de nouveau des liens entre la diminution de notes fruitées (framboise, mre,

abricot) de vins de Tannat avec I'hydrolyse de certains esters.

Les estérases et les lipases, responsables de ces variations, sont des hydrolases d'esters

carboxyliques capables de synthétiser ou d'hydrolyser des esters selon les conditions
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physicochimiques du milieu. Les estérases montrent plus de spécificité pour les substrats
monomeériques en condition aqueuse, avec une longueur de chaine carbonée plutét comprise
entre 2 et 10 carbones. Les lipases ont plus de spécificité pour les dimeéres et les triméres aux
longueurs de chaines carbonées dépassant 10 carbones et agissent a l'interface des régions
hydrophiles et hydrophobes (Yahya et al., 1998; Holland et al., 2005).

Il semblerait que dans la famille des BL du vin, les souches de I'espece Oe. oeni
présentent les plus fortes activités estérases (Matthews et al., 2006). Les souches appartenant
au genre Lactobacillus semblent également montrer une activité estérase mais de fagcon moins
prononcée, alors que peu de Pediococcus semblent présenter cette activité (Matthews et al.,
2006). En outre, ces activités estérases semblent étre trés dépendantes de la souche de BL
(Matthews et al., 2006 ; Sumby et al., 2010), ce qui pourrait en partie expliquer I'absence de

consensus dans les résultats présentés.

Il existe de nombreuses données sur la présence de génes chez les BL alimentaires
codant pour des estérases (Sumby et al., 2010), mais beaucoup moins chez les BL isolées du
vin. Toutefois, le séquencage complet du génome d'une souche d'Oe. oeni (PSU-1) a permis
de cibler 4 génes pouvant potentiellement coder une activité estérase chez cette souche (Mills
et al., 2005). Ces régions du génome de PSU-1 sont tres semblables a celles correspondant
aux genes codant des activités estérases chez d'autres BL (Sumby et al., 2010). En outre,
Sumby et al. (2009) ont récemment caractérisé une estérase intracellulaire chez une souche

d'Oe. oeni.

En revanche, Matthews et al. (2006) n'ont observé d'activité lipase que sur des souches
de Lactobacillus et aucune sur des souches d'Oe. oeni et de Pediococcus. Dans l'industrie
agro-alimentaire, l'activité lipase des Lactobacillus est connue pour contribuer a la synthese

de composés aromatiques, en particulier dans les fromages (Collins et al., 2003).

Il semblerait donc que les activités estérases soient beaucoup plus présentes chez les
BL du vin que les activités lipases. Ceci pourrait induire le fait que les BL du vin aient plus de
spécificité a hydrolyser et synthétiser des esters avec un nombre de carbones limités (acide
correspondant de C2 a C10).

La synthése des esters par les BL est gérée par les mémes enzymes que celles qui les

hydrolysent (estérases). Il existe ainsi un équilibre entre I'hydrolyse et la synthése qui dépend
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des conditions physicochimiques du milieu. Il y a deux voies possibles: par estérification d'un
acide avec un alcool ou par réaction d'un ester avec un alcool (alcoolyse), I'acidolyse et la
transestérification n'ayant pas été encore constatées chez les BL (Abeijon Mukdsi et al.,
2009).

La synthese d'esters en milieu aqueux par les BL alimentaires semble principalement
étre due a des reactions de transférase (alcoolyse) dans lesquels le groupe acyle gras est
directement transféré d’un glycéride vers un alcool sans cofacteur (Inoue et al., 1997; Liu et
al., 2004). Ainsi, de nombreuses BL alimentaires sont capables de synthétiser des esters
éthyliques du butyrate au décanoate d'éthyle, plutdt a partir des monoglycérides voir des
diglycérides que des triglycérides (Gobbetti et al., 1997; Liu et al., 2004).

Toutefois, il a été trouvé dernierement que des souches de BL isolées de lait de chevre
et de brebis synthétisaient les Esters éthyliques d'acides gras (C2C2 au C10C2) plutét par
estérification que par alcoolyse (Abeijon Mukdsi et al., 2009). Cependant, le vin étant un
milieu hydroalcoolique, la grande disponibilité de I'éthanol y renforce l'activité transférase.
De ce fait, lI'alcoolyse est probablement la voie principale de formation des esters par les BL
du vin (Holland et al., 2005).

Outre la nature de la souche, un des principaux parameétres qui influence I'équilibre
hydrolyse/synthése des esters est l'activité de I'eau. Plus l'activité de I'eau est grande, plus
I'nydrolyse sera favorisée et inversement (Liu et al., 2004). Un autre facteur ayant un role
important pour l'impact de l'activité des BL sur la composition en esters du vin est la
disponibilité des substrats, comme les acides gras et I'éthanol pour les Esters éthyliques

d'acides gras (Sumby et al., 2010).

Les lipides du vin ont principalement 2 sources. lls peuvent étre dérivés de la baie de
raisin (pellicule, pépins, pulpe) et provenir de l'autolyse des levures en fin de FA avec une

composition variant notamment selon le cépage (Pueyo et al., 1999).

En outre, la FML pourrait également avoir un impact indirect sur la composition en
esters des vins, notamment a la suite de leur élevage. En effet, il a été vu dans un paragraphe
précédent que I'hydrolyse des esters au cours du vieillissement du vin pouvait étre limitée par
la présence de composés antioxydants tels que certains composés phénoliques (Roussis et al.,

2005; Lambropoulos et Roussis, 2007) ou le glutathion (Papadopoulou et Roussis, 2008). Or,
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il a également été vu que les BL du vin possédaient des activités tannases pouvant legérement
modifier le profil en composés phénoliques des vins (Matthews et al., 2006). Cette
modification pourrait alors potentiellement avoir une influence sur la cinétique d'hydrolyse
des esters au cours de I'élevage des vins. De méme, il a été montré dernierement que le niveau
de glutathion total (forme oxydée + forme réduite) pouvait diminuer aprés FML (Marchand et
de Revel, 2010). Cela indique que les BL du vin ont la capacité a consommer ou retenir le
glutathion sans phénomeéne d'oxydation, ce qui pourrait également avoir une incidence sur
I'nydrolyse des esters au cours du vieillissement du vin. Enfin, des phénomenes
physicochimiques de rétention de certains esters, dont I'hexanoate d'éthyle, sur les parois
cellulaires de BL alimentaires ont été mis en évidence dernierement (Ly et al., 2008). Ces
propriétés des BL pourraient potentiellement avoir aussi une influence sur la composition

finale en esters des vins.

Activités [-glycosidase

La présence de ces activités chez les BL isolées du vin a été mise en évidence dans les
années 90 par Guilloux-Benatier et al. (1993). Des études plus récentes ont montré que les
souches d'Oe. oeni impliquées dans la FML possédaient des activités B-glucosidase, -
xylosidases, [-arabinosidases, a-arabinosidases et f-rhamnosydases (Grimaldi et al., 2000;
Mansfield et al., 2002; Gagné et al., 2010). Les activités glycosidases varient beaucoup selon
les souches et les genres (Barbagallo et al., 2004; Grimaldi et al., 2005). Une telle variabilité
indiquerait la présence d'enzymes multiples (Grimaldi et al,. 2005). La plupart des souches
d'Oe. oeni ont des activités glycosidases élevées pour des pH entre 3 et 4 (pH du vin) et
optimales a 40 °C (Barbagallo et al., 2004; Grimaldi et al., 2005). Cependant, une part de ces
activités est conservée a 20-25 °C, ce qui correspond aux températures de la FML. L'effet
stimulant de I'éthanol a été mis en évidence pour de faibles concentrations de I'ordre de 4 %
(Grimaldi et al. 2000; Grimaldi et al. 2005). Enfin, les sucres réduisent les activités
glycosidases dans la majorité des cas exception faite de I'activité arabinosidase stimulée par le
fructose (Grimaldi et al,. 2005).

Mansfield et al. (2002) ont d'abord détecté la production d'enzymes B-glucosidases
chez des souches d'Oe. oeni sans qu'elles puissent hydrolyser des glycosides natifs du raisin.

L'absence de glycosidases spécifiques pourrait expliquer ce résultat. Dans le méme temps,
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Boido et al. (2002) ont montré que la FML diminuait le niveau des composés aromatiques
glycosylés du cépage Tannat dont le linalol et un précurseur de la f-damascénone, prouvant
ainsi l'activité B-glucosidase d'Oe. oeni sur ces composés dans les conditions cenologiques.
Parallelement a cette hydrolyse, les teneurs en terpénols comme le linalol augmentent
legérement alors que celles en composés norisoprénoidiques restent constantes. Les auteurs
ont alors suggéré que cette libération tres limitée d'aglycones pouvait étre expliquée par des
phénomenes d'adsorption et d'occlusion de ces composés volatils avec les macromolécules
polysaccharidiques produites par Oe. oeni durant la FML. Ce phénoméne de rétention de
molécules volatiles avec des polysaccharides du vin ont déja été mis en évidence par (Dufour
et Bayonove, 1999b).

Par la suite, (Ugliano et al., 2003) confirment en milieu modéle I'hydrolyse des
précurseurs glycosylés des terpénols et de la P-damascénone, avec cette fois ci une
augmentation de la teneur en composés aromatiques correspondants. Ces auteurs notent
toutefois une augmentation limitée de la teneur en linalol qui subit trés probablement un

réarrangement acide-catalysé en a-terpinéol.

D'Inecco et al. (2004) trouvent eux aussi des activités -glycosidases produites par Oe.
oeni durant la FML capables d'hydrolyser des aglycones a partir de leurs précurseurs

glycosylés, présents dans un extrait glycosidique de Chardonnay.

Trés récemment, Hernandez-Orte et al. (2009) montrent pour la premiére fois en
milieu modele que des activités B-glycosidases chez des souches de Lactobacillus peuvent
libérer des aglycones. lls confirment également cette activité avec plusieurs souches d'Oe.
oeni pour des composés comme le linalol, la B-d et la B-i. Ces auteurs constatent que le niveau
de libération des aglycones est tres dépendant de la souche, et que ces variations peuvent étre
olfactivement perceptibles avec I'établissement de profils aromatiques différents. En outre, ces
auteurs montrent également que des BL présentes dans le vin mais n'effectuant pas la FML,
sont capables de libérer des composes aromatiques pouvant potentiellement avoir un impact

sur I'ardme du vin.

D'un point de vue génétique, il existe peu d'informations sur la capacité des BL du vin
a hydrolyser des composeés glycosylés durant la FML. Spano et al. (2005) ont caractérisé un

géne codant pour une enzyme B-glucosidase putative de Lactobacillus plantarum et d'une
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souche commerciale d'Oenococcus oeni. Le gene est largement répandu chez les BL et son

expression semble étre modulée par des stress tels que le pH, I'éthanol et la température.

Activités oxydases

Si l'origine des terpenols et des C13-norisoprénoides est bien établi, il a été vu
précédemment qu'elle était un peu moins pour les lactones. 1l semblerait d'aprés Hernandez-
Orte et al. (2009) que les BL soient capables de les libérer. Dans le cas ou les lactones
seraient issus de precurseurs glycosylés, I’activité B-glycosidase des BL pourraient avoir un
role dans ce phénomeéne. Un tel processus n’a jamais été montré. En revanche, Wanikawa et
al. (2000) ont montré qu'au cours de la fabrication du whisky, des BL étaient capables
d'oxyder de facon enzymatique des acides gras insaturés, générant ainsi des acides gras
hydroxylés lactonisés par la suite par les levures. Dans I'étude de Hernandez-Orte et al.
(2009), la lactonisation n'a pas pu étre réalisée par des levures mais pourrait se faire par voie
chimique. Ceci est d'autant plus possible, qu'Alewijn et al. (2007) ont montré que la formation
de v- et 6-lactones dans des fromages de Gouda se faisait par voie chimique via une
lactonisation par transestérification directe d'acides gras hydroxylés estérifiés en triglycérides.
Il ne s'agit donc pas d'une voie enzymatique, les transestérifications enzymatiques n'ayant
jamais encore été observées chez les BL (Abeijon Mukdsi et al., 2009). Il semblerait aussi que
les BL n'aient pas la capacité de transformer en lactones des acides gras hydroxylés libres (via
des activités estérases), contrairement aux levures. Ainsi, plutdt que des activités
glycosidases, la libération des lactones dans le vin par les BL pourrait provenir d'activités
oxydases, générant des acides gras hydroxylés a partir d'acides gras insaturés. La lactonisation

pourrait alors se faire par voie chimique.
Activité des BL sur certains composes soufrés

Enfin, de rares travaux n'ayant pas donné lieu a publication ont été effectués sur
I'impact de la FML sur la composition en thiols des vins, et plus particulierement celle en 3-
sulfanylhexanol. Des travaux effectués sur 10 vins rosés et de Clairets de Bordeaux ont
montré que la teneur en 3SH diminuait significativement au cours de la FML (Murat, 2001).
Cependant, ces travaux ont été réalisés avec une seule souche de BL, ce qui est insuffisant
pour toute conclusion au regard de la grande variabilité inter-souches des différentes activités
enzymatiques des BL. De plus, ces résultats ne permettent pas de savoir si cette diminution est

due a une oxydation chimique ou au métabolisme des BL. Cependant, d'autres travaux (de
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Revel, 2005) ont confirmé que la FML avait plutét tendance a diminuer la teneur en 3SH. En
effet, des FML menées sur des vins de Sauvignon blanc ont amené des diminutions
significatives de l'intensité odorante de la zone olfactive correspondant au 3SH apres analyse

par GC-olfactométrie, confirmées plus tardivement par les dosages.

Par ailleurs, le 3-sulfanylpropionate d'éthyle a été identifié derniérement dans des
fromages de Munster et de Camembert (Sourabié et al., 2008). C'est la premiere fois que ce
composé est identifié dans les fromages. Une voie de synthese a été proposée par les auteurs
qui suggeérent que le 3SPE serait issu du catabolisme de I'nomocystéine (Figure 9). Or, cet
acide aminé a été identifié derniérement dans 36 vins bulgares a des teneurs comprises entre
0,09 et 0,64 mg/l pour les vins blancs, et entre 0,10 et 1,37 mg/l pour les vins rouges
(Benkova et al., 2009). La possibilité que le 3SPE puisse étre formé au cours de la FML
pourrait donc étre envisagée. Cependant, aucune étude n'a encore étudié le catabolisme de

I’homocystéine chez les BL du vin.

Transamination

HE COOH f \/chucm
\/Y i-ketomercaptobutancate
NH;

+ PLP, = ketoacid

Homocysteine Decarboxylation
G0,
HS\/\(H
l o]
HE Esterification

\/\(v-—\/\/

Ethyl 3-mercaptopropionate I-mercaptopropionate

Figure 9 : Voie de formation hypothétique du 3-mercaptopropionate d’éthyle chez les BL
(Sourabié et al., 2008)
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Tableau 3 : caractéristiques des vins des essais "avant/apres FML".

Vin origine Cépage Millésime Acide malique pH Temperature
(a/) avant FML FML (°C)
Msg1807 Blaye (Bordeaux) Merlot 2007 2,5 3,7 22
Mhm1207  Bourg (Bordeaux) Merlot 2007 3,6
CSsg507 Blaye (Bordeaux) Cabernet Sauvignon 2007 34 22
MmcO7 Bourg (Bordeaux) Merlot 2007 3,7
Msg1007 Blaye (Bordeaux) Merlot 2007 2,6 35 22
Msg707 Blaye (Bordeaux) Merlot 2007 2,7 35 22
Msg807 Blaye (Bordeaux) Merlot 2007 3 22
Mhm1307  Bourg (Bordeaux) Merlot 2007 3,7
Mhm607 Bourg (Bordeaux) Merlot 2007 3,6
Msg307 Blaye (Bordeaux) Merlot 2007 3 3,6 22
CShm908  Bourg (Bordeaux) Cabernet Sauvignon 2008
Mhm1008  Bourg (Bordeaux) Merlot 2008
CSsgl1808  Blaye (Bordeaux) Cabernet Sauvignon 2008 4,8 3,6 21
Msg408 Blaye (Bordeaux) Merlot 2008 2,6 21
Msg308 Blaye (Bordeaux) Merlot 2008 2,4 3,6 21
Msg208 Blaye (Bordeaux) Merlot 2008 2,9 35 21
Msg109 Blaye (Bordeaux) Merlot 2009 15 35 22
Msg609 Blaye (Bordeaux) Merlot 2009 1,7 3,5 22
Msg1009 Blaye (Bordeaux) Merlot 2009 15 35 22
Msg1609 Blaye (Bordeaux) Merlot 2009 14 35 22
Msg1409 Blaye (Bordeaux) Merlot 2009 14 3,5 22
Msg809 Blaye (Bordeaux) Merlot 2009 1,2 3,5 22
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

I. Vinifications

A.  Essais en chais de FML spontanées

Pour étudier I'impact global de la FML, un nombre conséquent de vins rouges ont été
prélevés dans des chais lors des 3 millésimes (2007, 2008, 2009), avant FML puis apres FML.
Dans ces essais, toutes les FML ont été réalisées spontanément par les BL indigenes. Les vins
récupérés avant FML ont été sulfités a 50 mg/l puis placés a 12 °C en attendant le
prélévement des vins apres FML. Au cours de ce délai d'attente, les vins avant FML ont fait
I'objet d'un soutirage pour éliminer une grande partie des lies. Une fois récupéreés, les vins
apres FML ont été sulfités a 50 mg/l et placés quelques jours a 12 °C afin de les décanter et
d'éliminer une grande partie des lies. Les vins des deux modalités ont ensuite été
échantillonnés et congelés en attendant les analyses. Les caractéristiques des vins ainsi que
certains parametres de FML sont regroupés dans le Tableau 3.

B. Essais de microvinification

Pour étudier I'influence des souches de BL sur les marqueurs de lI'aréme fruité des vins
rouges, différents vins ayant achevé la FA ont été utilisés au cours de 2 millésimes (2008 et
2009). Un contréle de la teneur en acide lactique a été effectué avant ensemencement sur les
vins du milllésimes 2008 (Mmv08 et CSmv08) afin de s'assurer que la FML n'avait pas
démarrée. Pour les vins du millésime 2009, ce controle a été effectué avec une évaluation des
niveaux de populations par épifluorescence. Les populations étaient alors présentes a des
niveaux inférieurs au seuil de quantification de la méthode (10* - 10° cellules/ml), empéchant
tout déclenchement spontané de FML. Une fois les controles effectués, les vins témoins ont
été sulfités a 50 mg/l, puis places avec les autres vins a température souhaitée (20 °C ou 25 °C
selon les essais). Apres 24 h, les vins (témoins exceptés) ont été ensemencés par inoculation
directe avec des levains malolactiques commerciaux fournis par différentes sociétés. Chaque

essai de souche a été réalisé en triplicat dans un volume de 5L, les témoins étant aussi en
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volume de 5L. Les ensemencements sont réalisés a 10° cellules/ml selon les instructions
données par le fabricant. Des prélévements sont effectués sur les vins "test" et les témoins afin
de contréler la dégradation ou la stabilisation (témoin) de I'acide malique. Ces dosages sont
effectués par kit enzymatique. Lorsque l'acide malique initiale a été dégradé de moitié, un
prélevement pour le contréle d'implantation a été mené (Tableau 4). Pour minimiser
I'oxydation, & chaque prélevement, le niveau du flacon est réajusté grace a des billes stériles.
A la fin de la FML, les vins sont sulfités & 50 mg/l puis placés a 12 °C quelques jours pour
décantation. Les vins, témoins compris, sont ensuite soutirés puis échantillonnés pour analyse
sensorielle, et congelés a — 20 °C pour analyse chromatographique plus tardive. Les
caractéristiques des vins ainsi que certains parametres de FML (température, souche de BL,
implantation) sont regroupés dans le Tableau 4.
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C. Essais de co-inoculation

Tous les essais de co-inoculation ont eté effectués dans des chais ou dans des
conditions proches par les viticulteurs concernés. Pour tous ces essais, excepté pour le vin
PNO8, des témoins sans FML inhibés par sulfitage ont été récupeérés et placés a 12 °C en
attendant les vins des modalités "séquentielle” et "co-inoculation”. Les ensemencements ont
généralement été faits par inoculation directe de levains commerciaux. Seuls les essais
Ms08P1, Ms08P2, gar07P3 et gar07P4 ont €té ensemencés avec des souches du genre
Pediococccus (P1, P2, P3 et P4) issus d'une pré-culture. Les modalités MsO8FM et garO7mel
ont été ensemencées avec une pré-culture et un levain commercial par inoculation directe.
Dans tous les cas, excepté pour le vin Ms08, des contrdles d'implantation ont été faits. Dans le
cas des vins Ms08 et gar07, un suivi des populations bactériennes distinguant les souches du
genre pediococccus de celles de I'espece Oe. oeni, a permis de contréler I'implantation des
pré-cultures (étalement sur MRS malique pimaricine). Seules les souches P1 et P2 ne se sont
pas implantées en inoculation séquentielle et en co-inoculation. Dans le cas des mélanges de
souches, la FML a été réalisée par la souche commerciale co-inoculée. Les paramétres de

vinification sont regroupés dans le Tableau 5.
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I1. Analyses biochimiques et enzymatiques

A. Dosages enzymatiques

Les dosages des acides L-malique et L-lactique ont éte réalisés en utilisant des kits de
dosage par réaction enzymatique (Boehringer-Mannheim).

B.  Mesure de la viabilité par épifluorescence

La méthode utilisée a été mise au point par Chemunex (lvry-sur-Seine, France). Elle
consiste a retenir par filtration les microorganismes sur une membrane dont les pores ont un
diametre de 0,4 um (Chemfilter CB04). Le volume passé est en général un ml. Les cellules
retenues a la surface du filtre sont incubées en présence de 5,5 mg/l d'acétate de fluorescéine
(ChemChrome V6) et 550 pl de tampon de réaction (ChemSol B16). Le mélange réactionnel
(tampon et substrat) parvient aux microorganismes par capillarité a travers la membrane puis
diffuse dans les cellules. Les cellules vivantes, possédant une activité enzymatique,
hydrolysent ce substrat en fluorescéine, molécule fluorescente sous UV. Aprés action de
I'acétate de fluoresceéine pendant 30 min & 4 °C dans le noir, la membrane, placée entre lame
et lamelle, est observée au microscope, en utilisant un grossissement de 1000 et un éclairage
aux UV, générés par une lampe au mercure au travers d'un filtre vert interférentiel (excitation

a 480 nm et émission a 515 nm).

C. Controle d'implantation par électrophorése en champs pulsés

d’0O.oeni

La premiere étape de cette technique, mise en place par Gindreau et al. (1997),
relativement longue a mettre en ceuvre, consiste a emprisonner les cellules dans une matrice
semi solide d’agarose, appelée «plug », pour les protéger des forces de cisaillements,
susceptibles d’endommager I’ADN. De plus, ces cellules dont on souhaite analyser les
¢chantillons d'ADN doivent également étre incluses dans ce plug puisqu’il n'est pas possible

d'utiliser les méthodes classiques pour analyser cet ADN de longueur d’environ 50 kb.
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Ensuite vient la lyse “in situ” des membranes et des protéines afin de garder intact le matériel
génétique. S’ensuit une étape de digestion avec une ou plusieurs enzymes coupant peu
fréquemment au sein du génome ; chaque souche ayant des sites reconnus par Not 1 situés
differemment, les empreintes génétiques obtenues, appelées dans ce cas pulsotypes, seront

donc uniques pour chaque souche et permettront le typage.

A partir de cultures d’une dizaine de jours, I’ensemble de la biomasse bactérienne est
récupérée apres raclage de la boite de Pétri, préalablement inondée de 4mL de TE (Tris
10mM pH 8-EDTA 1mM pH 8), avec un rateau. Cette suspension est récupérée puis dosée a
600nm afin de déterminer la quantité a prélever pour préparer chaque plug. Le calcul du
volume a prélever (en mL) s’effectue en divisant 5 par dix fois la densité optique mesurée, en
tenant compte de la dilution effectuée lors du dosage. Ce volume ainsi calculé, transféré dans
un eppendorf est alors centrifugé 5 minutes a 10000 rpm et le surnageant éliminé. Le culot est
remis en suspension dans 1,5mL de TE, puis centrifugé 5 minutes a 10000 rpm ; cette étape
est effectuée deux fois de suite. Une fois le surnageant bien éliminé, le culot, bien égoutté est
repris dans 50uL de T1gE (Tris 20mM pH 8-EDTA 100mM pH 8) et le tube mis a 50 °C. En
effet cette température permet de maintenir les S50uL d’agarose (a 1g pour 100mL TE), dans
son état liquide. Le mélange, une fois bien homogénéisé est ensuite coulé dans le moule dont
la base a été obturée. Apres un quart d’heure a 4°C les plugs peuvent étre démoulés puis
conservés a 4 °C dans 500uL de TE.

IIs sont ensuite transférés dans 1mL de T100E auquel ont été ajoutés 10mg de lysozyme
et la préparation laissée 2 a 3 heures a 37 °C. Cette étape permet au lysozyme de perforer les
membranes cellulaires. Les plugs sont ensuite transférés dans 1mL de TigE auquel a été
rajouté 2mg de pronase et du N-lauryl sarcosyl a 1,5% puis laissés 16 heures a 37 °C ; cette
étape permet la digestion des protéines. Les plugs peuvent ensuite étre conserves dans 500uL
de T100E @ 4 °C pendant une année.

Pour la digestion, les plugs sont lavés avec 1,5mL de TE par contact une demi heure a
température ambiante et sous agitation douce. Ce temps écoulé le TE est rejeté et cette
opération renouvelée 3 fois. Aprés un bref passage dans de 1’eau milliQ, les plugs sont coupés
en deux au scalpel et la premiere moitié est transférée dans un tube eppendorf contenant le
mélange de digestion, la seconde moitié conservée dans du T100E a 4 °C pour une utilisation

future éventuelle.
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Le melange de digestion abouti a un volume final de 100uL comprenant 1pL
d’enzyme Not 1 (BioLabs®), 10pL de Tampon 3 & 10X (BioLabs®), correspondant & I’enzyme
utilisée, 1uL de BSA & 100 mg.mL™, facilitant la digestion, et le volume est complété &
100uL par de I’eau milliQ. Apreés s’étre assuré que le plug est entierement recouvert de

mélange de digestion, celle-ci peut s’effectuer a 25 °C pendant 16h.

Pour la migration, une cuve doit étre remplie de TEB 0,5X (Tris, EDTA, Acide
Borique) obtenu par dilution de TEB 10X (Tris 108 g.L™, Acide borique 55 g.L™ et 40mL
d’EDTA a 0,5M pH 8), et maintenue a une température de 15 °C. Le gel de migration est
préparé avec du TEB 0,5X a 1% d’agarose spécial gel champs pulsés, permettant la séparation
de fragments d’ADN de plus de 20kb (kilo paires de bases). Une petite quantité de gel,
environ 1,5mL, est réservée a 50 °C pour sceller les plugs. Aprés polymeérisation les puits sont
remplis de TE et les plugs, récupérés du milieu de digestion, sont passés rapidement dans du
TE avant d’étre introduits dans les puits. Une fois tous les plugs ainsi que le marqueur de
poids moléculaire (MidRange PFG Marker, BioLabs®) spécifique des fragments de grandes

tailles, sont introduits dans les puits, ceux ci sont scellés avec 1’agarose réservé a 50 °C.

Le programme de migration pour O. oeni comprend un temps de pulse de 1 a 25
secondes, un temps de run de 22h, tout ceci sous un voltage de 6 volts et avec un angle fixe de
120 °C.

Le principe de cette électrophorese consiste a changer ’orientation et/ou la polarité du
champ électrique alternativement au cours du temps. A chaque modification du champ, la
molécule d’ADN doit se réorienter parallelement au nouveau champ. Le temps nécessaire a la
réorientation est proportionnel a la longueur de la molécule. Lorsque le champ est rétabli dans
son sens initial, la molécule doit une nouvelle fois se réorienter. Ces temps de réorientation
provoquent un retardement de la migration nette qui est proportionnel a la taille de la
molécule. Une fois ce programme effectué, le gel est mis en contact dans 100 mL d’eau
milliQ contenant 60pl de Bromure d’éthidium (Eurobio®) pendant 20 minutes pour la

révélation sous UV.
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1. Analyses chromatographiques

A.  Analyse par injection directe et par espace de téte

1. Alcools supérieurs par GC-FID

Il s'agit de la méthode officielle J.O. des Communautés européennes (29 décembre
2000). La méthode permet de déterminer d'une part le méthanol, 1'acétate d'éthyle et I’éthanal,
d'autre part les alcools supérieurs : propan-1-ol, 2-méthylpropanol, butan-1-ol et les alcools

isoamyliques.

Préparation de I'échantillon :

Principe : injection directe

Etalon interne : 4-méthylpentan-2-ol a 10 g/l en solution hydroalcoolique

Mode opératoire : 50 pl de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 5 ml de vin et I'ensemble

est homogénéisé.

Conditions chromatographiques :

Appareil : Agilent 6890N

Colonne : CPWAX 57 CB 50 m x 0,25 mm; 0,2 um d'épaisseur de film

Injecteur : injection split rapport de division1/60, volume injecté : 0,5ul, température 200 °C,
Gaz vecteur : hydrogene 5.5, débit : 2 ml/min

Programmation de température : 40 °C pendant 5 min, puis 4 °C/min jusqu'a 200°C.

Détecteur : ionisation de flamme (FID), température : 240 °C

2. Composés acetoiniques par GC-FID

Par ce dosage, nous déterminons l'acétoine, l'acétol et le butan-2,3-diol D(-) et méso
(de Revel, 1992).

Préparation de I'échantillon :

Principe : injection directe

Etalon interne : butan-1,4-diol a 1 g/l en solution hydroalcoolique (40 % vol)

Mode operatoire : 50 ul de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 1 ml de vin, le tout est dilué

avec 2 ml de méthanol.
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Conditions chromatographiques :

Appareil : Agilent 6890N

Colonne : BP 21, 50 m x 0,32 mm; 0, 25 pm d'épaisseur de film

Injecteur : injection split rapport de division 1/60, volume injecté : 0,5ul, température 200 °C,
Gaz vecteur : hydrogene 5.5, débit : 2 ml/min

Programmation de température : 80°C pendant 5 min, puis 3°C/min jusqu'a 200°C maintenu 15
min

Détecteur : ionisation de flamme (FID), température : 240 °C

3. Composés soufrés légers par HS-GC-FPD

Les composés soufrés dits "légers" ont un point d'ébullition inférieur a 90°C. La
méthode de dosage a été développée et validée par Anocibar-Beloqui (1998). Parmi tous les
composés soufrés (H,S, Méthanethiol, Ethanethiol, DMDS, DMS, sulfanylethanol), deux

molécules sont quantifiées : I'nydrogene sulfuré (H,S) et le sulfure de diméthyle (DMS).

Préparation de I'échantillon :

Appareil : HP5890

Principe : injection par espace de téte (HS)

Etalon interne : thiophene a 100 mg/l en solution hydroalcoolique

Mode opératoire : dans un flacon d'une capacité de 125 ml, 100 ml de vin sont additionnés de
100 pl de la solution d'étalon interne. Le flacon est fermé hermétiquement par un bouchon
perforable et serti avec une capsule métallique. Apres 24 heures a une température de 22 °C et a
I'abri de la lumiere, 1 ml de phase gazeuse est injecté selon la technique de I'espace de téte.

Conditions chromatographiques :

Colonne : HP5, 30 m x 0,25 mm; 0,25 um d'épaisseur de film

Injecteur : température : 70 °C

Gaz vecteur : hydrogéne 5.0

Programmation de température : 28 °C pendant 1 min, puis 2 °C/min jusqu'a 80 °C, puis 10
°C/min jusqu'a 180 °C.

Détecteur : photométrie de flamme (FPD), température : 200 °C
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B.  Analyse par extraction liquide/liquide

1. Composés dicarbonylés par GC/MS

Il s'agit du dosage du diacétyle, du méthylglyoxal et de la pentan-2,3-dione par la

méthode développée et validée par de Revel et al. (2000).

Préparation de I'échantillon :

Principe : extraction liquide-liquide apres dérivatisation dans le vin

Etalon interne : hexan-2,3-dione a 1,2 g/l en solution hydroalcoolique (50 %)

Mode opératoire : 50 pl de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 50 ml de vin et 5 ml de
solution aqueuse de 1,2-diaminobenzene a 6,5 g/l (agent de dérivatisation), le pH est ajusté a 8
avec de la soude (10N). Aprés 3 heures a 60 °C, le mélange est acidifié a pH 2 avec une solution
d'acide sulphurique 2M, puis extrait 2 fois avec 5 ml de dichlorométhane. La phase organique

est séchée sur sulfate de sodium

Conditions chromatographiques :

Appareil : Agilent 6890N

Colonne : HP5, 30 m x 0,25 mm; 0,25 um d'épaisseur de film

Injecteur : splitless (30 s), température : 250 °C

Gaz vecteur : He N55

Programmation de température : 60 °C pendant 1 min, puis 2 °C/min jusqu'a 220 °C maintenu
pendant 20 min

Détecteur : spectrométrie de masse, impact électronique (70 eV), température : 280 °C,

quantification avec les ions totaux

2. Composés polaires et linalol par GC/MS

Cette méthode, adaptée de celle de Falcao et al. (2008), a été développee et validée au
cours de ces travaux. Elle vise a quantifier par une méthode simple un ensemble de composés
aromatiques du vin dits "polaires" ainsi que le linalol. Les composés polaires correspondent a
des composes dont le coefficient de partage log p est faible (< 1) ou négatif. 1l s'agit d'acides
gras branchés (AB) : acide isobutyrique (iC4), acide 2-méthylbutyrique (2mC4) et acide
isovalérique (iC5); et d'esters polaires : lactate d'éthyle (LE), succinate de diéthyle (SDE),
succinate de monoéthyle (SME), 3-hydroxybutyrate d'éthyle (3OHC4C2), 3-
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hydroxyhexanoate d'éthyle (3OHC6C2), 6-hydroxyhexanoate d'éthyle (6OHC6C2) et du
Iévulinate d'éthyle (LevC2).

Préparation de I'échantillon :

Principe : extraction liquide-liquide

Etalon interne : octan-2-one a 1,1 g/l en solution hydroalcoolique (50 %)

Mode opératoire : 10 pl de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 50 ml de vin. Le mélange
est extrait successivement une fois avec 4 ml puis 2 fois avec 2 ml de dichlorométhane. La

phase organique est séchée sur sulfate de sodium

Conditions chromatographiques :

Appareil : Agilent 5890

Colonne : BP21, 50 m x 0,32 mm; 0,25 um d'épaisseur de film

Injecteur : splitless (45 s), température : 250 °C

Gaz vecteur : He N55

Programmation de température : 60 °C pendant 5 min, puis 3 °C/min jusqu'a 200 °C maintenu
pendant 50 min

Détecteur : par spectrométrie de masse, impact électronique (70 eV), température : 280 °C,

détection en mode SIM, ions répertoriés dans le Tableau 6.

Validation de la méthode :

Pour I'étude de la linéarité, une droite d'étalonnage est réalisée pour chague composé
dans un vin rouge (Tableau 6).

Pour I'étude de répétabilité, 10 analyses d'un méme vin permettent de calculer le
coefficient de variation de chaque composé (Tableau 6).

Pour I'étude de justesse, des ajouts dosés a des teneurs en milieu de gamme dans 4 vins
différents permettent de calculer les taux de recouvrements, le taux de recouvrement moyen

étant donné dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : lons spécifiques (ions de quantification en gras) et données de validation
(linéarité, répétabilité, justesse) de la méthode de dosage des composes polaires et du linalol.

Composes lons (M/Z) Gamme linéarité (ug/l) R* CV (%) Recouvrement
(n=10) (%)
30HC4C2 87,71, 88 221000 0,9968 8,6 86
60HC6C2 88,97, 101, 115 1a500 0,9968 16,3 86
30HC6C2 117,89, 71 0,1a50 0,9995 7,6 95
LevC2 99, 102, 109 0,1a50 0,9982 115 76
LE 45,75 0,1a50 0,998 6,3 92
SDE 101, 128 0,1a50 0,9991 4,6 92
SME 101, 129 100 a 50000 0,9933 10,9 75
iC4 73,43, 88 100 a 50000 0,9927 7,2 82
2mC4 60,87 100 a 50000 0,9997 2,6 89
iC5 74, 87 10 a 5000 0,999 6,8 86
linalol 81,93, 121 10 a 5000 0,9992 8,3 59

octan-2-one 58, 71, 43

C.  Analyse par microextraction sur phase solide

1. C13-norisoprénoides et lactones par SBSE-GC/MS

Cette méthode, a été développée et validée au cours de ces travaux. Les étapes de

développement et de validation sont décrites au chapitre I11-1-1-B. Les lactones concernées

par 1’étude sont la vy-octalactone,

y-nonalactone,

y-décalactone,

o-decalactone,

'Y_

undécalactone, tandis que les norisoprénoides sont la f-damascone, f-damascénone, la B-

ionone et 1’a-ionone.

Préparation de I'échantillon :

Principe : microextraction sur phase solide, SBSE

Etalon interne : cinnamate d'éthyle-d5 a 20 mg/I en solution alcoolique (100 %)

Mode opératoire : 25 pl de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 25 ml de vin. Le mélange

est homogéneisé, puis un prélevement de 20 ml est placé dans un pilulier adapté (20 ml). Le

barreau twister ® de 126 pl de volume de phase stationnaire est ensuite placé dans le pilulier

pour agitation pendant une heure. Le barreau est récupéré, rincé a I'eau milliQ, séché sur papier

absorbant et placé dans le tube de désorption.

Conditions chromatographiques :
Appareil : HP6890
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Colonne : BP21, 50 m x 0,32 mm, 0,25 um d'épaisseur de film
Injecteur (Gerstel) :

- TDS : température initiale de 50°C puis 60°C/min jusqu’a 280°C maintenu 10 min,
cryofocalisation des composes dans le CIS a -100°C avec ligne de transfert TDS-CIS a
300°C. TDS en mode splitless.

- CIS: 12°C/s jusqu’a 290°C maintenu 5 min

- GC : mode "solvent vent" (45 s)

Gaz vecteur : He N55

Programmation de température : 60 °C tenu 6 min, puis 6°C/min jusqu’a 164 °C, puis 1
°C/min jusqu’a 190°C et 4 °C/min jusqu’a 220 °C tenu 20 min

Détecteur : par spectrométrie de masse (MS5872), impact électronique (70 eV), température :

280 °C, detection en mode SIM, ions répertoriés dans le Tableau 7 au chapitre 111-1-1-B.

Validation de la méthode : données dans le Tableau 10 au chapitre I11-1-1-B

Pour I'étude de la linéarité, une droite d'étalonnage est réalisée pour chaque composé
dans un vin rouge.

Pour I'étude de répétabilité, 14 analyses d'un méme vin rouge dopé a 1 pg/l en C13NI
et lactones, permettent de calculer le coefficient de variation de chaque compose.

Pour I'étude de reproductibilité, 10 analyses d'un méme vin rouge dopé a 1 pg/l en
C13NI et lactones effectués des jours différents sur une période de deux semaines, permettent
de calculer le coefficient de variation de chaque composé.

Pour I'étude de justesse, des ajouts dosés a des teneurs en milieu de gamme dans 7 vins
différents permettent de calculer les taux de recouvrements, le taux de recouvrement moyen

avec le coefficient de variation étant donné dans le Tableau 10.

2. Thiols par SPE-SBSE-GC/MS

Cette méthode, a été développée au cours de ces travaux. Les étapes de développement
sont décrites au chapitre 111-1-11-B. Les thiols concernés par 1’étude sont le 3-sulfanylhexan-1-
ol (3SH), le 2-sulfanylpropionate d'éthyle (2SPE) et le 3-sulfanylpropionate d'éthyle (3SPE).

Préparation de I'échantillon :
Principe : microextraction sur phase solide apres extraction et derivatisation sur phase solide,
SPE-SBSE
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Etalon interne : 2-méthyle-3-tétrahydrofuranthiol (MTHF) a 400 mg/l en solution alcoolique
(100 %)

Mode opératoire : 50 pl de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 50 ml de vin ajusté a pH 7
avec de la soude (10ON). Le mélange est percolé sur la phase stationnaire d'une catouche SPE
Bond-Elut® (500 mg) préalablement conditionné avec 5 ml de dichlorométhane, 5 ml de
méthanol et 5 ml d'eau milliQ. 5 ml de solution aqueuse de DBU a 6,7 %, puis 1 ml d'une
solution de PFBBr a 400 mg/l dans l'isohexane sont passés sur la cartouche. La réaction de
dérivatisation est réalisée sur la cartouche a température ambiante pendant 20 min. Un ml d'une
solution de thioglycérol préparée dans le DBU a 6,7 % (solution aqueuse) est chargée dans la
cartouche. Cette nouvelle réaction est également réalisée a température ambiante pendant 20
min. L'élimination de tous les réactifs est réalisée en passant 20 ml d'un mélange
méthanol/H3;PO, (0,2 M) (60 : 40). Aprés un ringage de la cartouche a I'eau, les thiols dérivés
synthétisés sont ensuite élués par un mélange éther diéthylique/isohexane (3 : 1). L'éluat
contenant les thiols dérivés est décanté afin de limiter la phase aqueuse restante. La phase
organique est récupérée puis évaporée a I'évaporateur rotatif, en évitant d'amener completement
a sec. L'extrait est ensuite repris avec 20 ml d'eau pour analyse SBSE-GC/MS avec un barreau

twister de 126 pl de volume de phase stationnaire.

Conditions chromatographiques :

Appareil : HP6890

Colonne : BP21, 50 m x 0,32 mm; 0,25 um d'épaisseur de film
Injecteur (Gerstel) :

- TDS : température initiale de 50°C puis 60°C/min jusqu’a 280°C maintenu 10 min,
cryofocalisation des composés dans le CIS a -100°C avec ligne de transfert TDS-CIS a
300°C. TDS en mode splitless.

- CIS: 12°C/s jusqu’a 290°C maintenu 5 min

- GC : mode "solvent vent" (45 s)

Gaz vecteur : He N55

Programmation de température : 60 °C tenu 6 min, puis 6°C/min jusqu’a 164 °C, puis 1
°C/min jusqu’a 190°C et 4 °C/min jusqu’a 220 °C tenu 20 min

Détecteur : spectrométrie de masse (MS5872), impact électronique (70 eV), température :

280°C, détection en mode SIM, ions répertoriés dans le Tableau 11 au chapitre I11-1-11-B.
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Optimisation : Des thiols dérivés ont été synthétisés de la fagon suivante :

40 mg de chaque thiol (3SH, 3SPE, 2SPE) sont dilués dans 100 ml d’éther/isohexane (3 : 1),
puis 2 ml de DBU sont ajoutés. Apres homogeénéisation, 650 pl de bromure de 2,3,4,5,6-
pentafluorobenzyle (PFBBTr) sont introduit avec précaution (produit lacrymogene). Le mélange
est mis sous légere agitation pendant 1 h a tempeérature ambiante, puis lavé avec 100 ml de HCI
a 0,5 M. Aprés décantation, la phase organique est récupérée, sechée sur sulphate de sodium
puis évaporée. Le produit final est ensuite dilu¢ dans 100 ml d’éthanol pour constituer une

solution de thiols derives (environ 750 mg/l).

Validation de la méthode : une partie a été effectuée et les données sont décrites au chapitre
I1-1-11-B

3. Esters apolaires par HS/SPME-GC/MS

Cette méthode, a été développée et validée au cours de ces travaux. Les étapes de
développement et de validation sont décrites au chapitre 111-1-111-B. La liste des 32 esters

concernés par ce dosage est regroupée dans le Tableau 13 (n° 1 a 32) au chapitre I11-1-111-B.

Préparation de I'échantillon :

Principe : microextraction sur phase solide, HS-SPME

Etalon interne : butyrate d'éthyle-d5, hexanoate d'éthyle-d5, octanoate d'éthyle-d5 et cinnamate
d'éthyle-d5 a 20 mg/l en solution alcoolique (100 %)

Mode opératoire : 20 pl de la solution d'étalon interne sont ajoutés a 25 ml de vin. Le mélange
est homogeénéisé, puis un prélevement de 10 ml est placé dans un vial SPME préalablement
rempli avec 3,5 g de NaCl. Le vial est serti avec une capsule métallique recouverte d'un septum

en caoutchouc, puis agité quelques secondes pour homogénéiser le tout.

Conditions chromatographiques :
Appareil : Agilent 5890
Colonne : BP21, 50 m x 0,32 mm; 0,25 pum d'épaisseur de film
Injecteur :
- Parametres d'adsorption : fibre en PDMS d'épaisseur de film 100 um, adsorption a 40 °C
pendant 30 min avec une vitesse d'agitation de 500 tr/min
- Parametres désorption : température injecteur 250 °C, désorption pendant 15 min,

injecteur en mode splitless (45 s)
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Gaz vecteur : He N55
Programmation de température : 40 °C tenu 5 min, puis 5 °C/min jusqu’a 220 °C tenu 30 min
Détecteur : par spectrométrie de masse (MS5872), impact électronique (70 eV), température :

280 °C, detection en mode SIM, ions répertoriés dans le Tableau 13 au chapitre 111-1-111-B.

Validation de la méthode : données dans le Tableau 14 au chapitre 111-1-111-B
Pour I'étude de la linéarité, une droite d'étalonnage est réalisée pour chaque composé

dans un vin rouge.

Pour I'étude de répétabilité, 10 analyses d'un méme vin rouge dopé a 50 pg/l en C4C1,
C2C4, C5C2 et C2C8 car leurs teneurs dans les vins sont souvent inférieures aux LOQ

respectives.

Pour I'étude de reproductibilité, 5 analyses d'un méme vin rouge ont été faites des

jours différents sur une période d'un mois.

Pour I'étude de justesse, des ajouts dosés a des teneurs en milieu de gamme dans 3 vins
différents (rouge, blanc sec et blanc doux) et un mélange hydroalcoolique (12 %), permettent
de calculer les taux de recouvrements. Le taux de recouvrement moyen avec le coefficient de

variation est donné dans le Tableau 14.

Dans le cadre de I'établissement de la base de données esters des vins, quelques
dosages ont été menés dans des milieux fermentés synthétiques. Le milieu synthétique utilisé
est semblable a un moQt blanc, il a été mis au point par Bely et al. (1990 a et b) et modifié par
Marullo et al., (2006). Les principaux composés nécessaires a la fermentation y sont réunis :

sources de carbone et d’azote, sels minéraux, oligo-éléments, vitamines.

1V. Evaluation sensorielle des vins

Les évaluations sensorielles ont été réalisées dans la salle de dégustation de I'ISVV. Le
groupe d'évaluation était variable selon I'expérimentation. Les vins ont été dégustés dans des

verres noirs I1SO, correspondants a la norme 1SO 3591 : 1977.
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A.  Tests triangulaires

Cette épreuve discriminante permet de voir s'il existe des différences significatives
entre les vins proposés. Chaque poste comporte trois verres dont deux sont identiques. Le
dégustateur doit reconnaitre I'échantillon différent. La mise en place et l'interprétation
statistique par la loi Binomiale sont conformes a la norme ISO 4120 : 2003. Pour valider

statistiquement le test, le seuil de confiance est fixé a 5 %.

B. Tests de classement

Il s'agit d'une épreuve descriptive qui compare les échantillons au niveau de I'intensité
d'un ou plusieurs critéres sensoriels. Dans le cadre de cette étude, le critére jugé olfactivement
est l'intensité de la note fruitée des vins présentés. Les dégustateurs sont invités a classer les
vins par ordre croissant d’intensit¢ du descripteur fruité percu. La mise en place et
I'interprétation statistique par les tests de Friedman sont conformes a la norme ISO 8587 :
1995. Dans le cas ou une différence globale entre échantillons est statistiquement démontrée,
un test supplémentaire de comparaisons multiples de moyennes, peut permettre d'identifier
des différences significatives entre échantillons deux a deux, par le calcul de la plus petite
différence significative (PPDS).

C.  Profils sensoriels comparés

Il s'agit de la norme ISO 13299 : 2003. Selon I'expérimentation, une liste de 4 ou 5
descripteurs a eté pre-établie au laboratoire et proposee aux dégustateurs pour différencier les
modalités. Les descripteurs choisis sont simples et peu nombreux afin de ne pas perdre le
dégustateur dans son évaluation et d'éviter au maximum les phénomeénes de saturation
olfactive. Il s'agit également d'utiliser des descripteurs qui soient familiers aux dégustateurs
afin que I'évaluation soit la plus fiable possible. Les descripteurs sont caractéristiques de
I'ardme fruité des vins rouges (fruité ou fruit frais et fruits confiturés), de la FML (lactique) et
d'ardbmes globaux des vins pouvant interagir avec la note fruité (végetal, fumé/grillé, épicé),

selon Keim et al. (2002). Une analyse de variances (ANOVA) a deux facteurs (facteur produit
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et facteur juge) a été réalisée sur les notes obtenues pour chaque descripteur. Pour chaque
source de variation, un indicateur statistique (F de Fisher) est calculé et associé a une
probabilité, pour rendre compte de la significativité de chaque effet. Nous avons fixé un
risque de premiére espece a 5 % (*), les deux autres niveaux étant 1 % (**) et 0,1 % (***).
Les niveaux de risque correspondent aux seuils de confiance, c'est-a-dire a la probabilité de se
tromper en concluant a une différence significative alors qu'il n'y en a pas. Différents cas sont

alors possibles:

— Pas deffet produit mais un effet juge : les juges ne différencient pas les vins et ont
du mal a s'accorder sur ces descripteurs

— Pas d'effet produit et pas d'effet juge : les vins ne sont pas percus comme différents
et les juges utilisent I'échelle de notation de maniére relativement homogene.

— Effet produit et effet juge : il existe une différence significative pour les
descripteurs mais les juges ne sont pas d'accord entre eux.

— Effet produit et pas d'effet juge : il s'agit du cas idéal. Le descripteur différencie les

vins et les juges utilisent une échelle de notation homogene.
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CHAPITRE |1l : RESULTATS ET DISCUSSION

Partie 1 : Composantes fruitées du vin, développement et

validation des techniques de microextraction sur phase solide

Notre étude qui consiste en grande partie a mesurer des variations dans les teneurs de
nombreux composés aromatiques, doit s'appuyer sur des méthodes d'analyses performantes.
De plus, le nombre d'échantillons analysés étant conséquent (+/- 120 vins), les méthodes

doivent avoir un debit rapide et necessiter des étapes simplifiées de manipulation.

Jusqu'a présent, le laboratoire ne disposait pas de ce type de méthode pour le dosage
des marqueurs de la note fruitée. L'absence de telles méthodes est sans aucun doute un frein a
I'étude plus approfondie des phénomenes biochimiques a la base des variations de la note
fruitée des vins rouges au cours de la FML. Le développement de nouvelles méthodes
sensibles, précises, justes, robustes et rapides s'est donc avéré indispensable a I'étude de
I'impact de la FML sur l'aréme fruité des vins rouges, a l'image des récentes méthodes

développées pour la détection des principaux defauts olfactifs du vin (Franc et al., 2009).

Trois nouvelles méthodes utilisant les nouvelles techniques de microextraction sur
phase solide couplée a la GC/MS ont donc été développées pour le dosage de nombreux
marqueurs de la note fruitée des vins. 1l s'agit, d'une méthode permettant de quantifier quatre
C13-norisoprénoides et six lactones par SBSE-GC/MS, d'une autre pour le dosage de 3 thiols
par SPE-SBSE-GC/MS et enfin d'une derniére permettant de doser 32 esters apolaires par
HS/SPME-GC/MS. Les esters ayant une importance toute particuliére dans la perception de la
note fruitée des vins rouges, une base de données sur I'ensemble des esters des vins a été

établie.
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I. Dosage de quatre C13-norisoprénoides (C13NI) et six lactones
des vins par SBSE-GC/MS

Les lactones et surtout certains C13NI sont des composes reconnus pour participer de
fagon synergique a la note fruitée des vins rouges, alors qu’ils sont généralement présents
dans les vins a des faibles teneurs. Il s’est donc avéré nécessaire de pouvoir doser avec

fiabilité ces composés.

A. Bilan des méthodes existantes

Les C13NI sont des composés aromatiques variétaux qui ont été étudiés de facon
relativement importante durant la derniére décennie. De ce fait, un certain nombre de
méthodes de dosage plus ou moins spécifiques peuvent étre recensées dans la littérature. La
grande majorité de ces méthodes utilise la GC/MS mais les techniques d’extraction varient
selon les travaux. Ainsi, ’utilisation d’extraction liquide/liquide a 1’éther (Kotseridis et al.,
1998) ou au dichlorométhane (Falcao et al., 2008) sont possibles. La SPE peut également
permettre d’isoler certains C13NI du vin pour pouvoir les quantifier (Lopez et al., 2002). En
outre, depuis quelques années, des techniques par microextraction sur phase solide comme
I’HS-SPME et la SBSE ont également été utilisées pour doser certains C13NI dans les vins

(Alves et al., 2005). Cependant, ces méthodes ne sont pas toujours spécifiques.

La grande majorité des dosages effectués dans la littérature correspondent a des
méthodes permettant de quantifier de nombreux composés aromatiques des vins dont
certaines lactones. Ces méthodes font appel a différentes techniques d’extraction comme
I’extraction liquide/liquide (Rocha et al., 2006) ou encore la SPE (Lopez et al., 2002). A notre
connaissance, une seule méthode (SPE-GC/MS) développée spécifiquement pour 1’analyse
des lactones aliphatiques des vins est recensée dans la littérature (Ferreira et al., 2004).

Les méthodes par microextraction sur phase solide étant souvent plus sensibles et
surtout plus rapides, et faciles a mettre en ceuvre, il a été choisi de développer une méthode de

dosage simultanée des C13NI et des lactones par cette technigue.
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B.  Développement et validation de la méthode

Les lactones concernées par [’étude sont la vy-octalactone, y-nonalactone, v-
décalactone, 0-décalactone, y-undécalactone, tandis que les norisoprénoides sont la [3-
damascone, B-damascénone, la 3-ionone et I’a-ionone. La y-octalactone et la 3-damascone ont
¢été inclus dans la liste des composés dosés apres I’optimisation des parameétres d’extraction.

Les principaux paramétres GC/MS sont regroupés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Parametre chromatographique et spectrométrique des C13NI et lactones.
Temperature d'ébullition (* a 15 mm Hg, ** a 5 mm Hg), coefficient de partage eau/octanol,
et ions utilisés en détection SIM (en gras les ions de quantification).

Composés Abbréviation T (°C) Logp  lons (m/Z)
[-damascone B-dam 200 °C 4,4 192 (123,177)
[-damascénone B-d 275 °C 3,3 190 (121, 69)
a-ionone o-i 238 °C 3,85 136 (121, 93)
B-ionone B-iat 268 °C 3,75 177 (192)
y-octalactone y-C8 234 °C 1,32 85 (100)
y-nonalactone v-C9 243 °C 1,85 85 (99)
y-décalactone y-C10 153°C* 2,72 85 (128)
d-décalactone 3-C10 281 °C 2,42 99 (70, 114)
y-undécalactone y-C11 281 °C 3,06 85 (128)
y-dodécalactone y-C12 145°C** 3,45 85(100, 128)
Cinnamate d’éthyle-ds cinC2-d5 - - 181 (131)

La premiére étape a consisté a vérifier la compatibilit¢ de ces méthodes par
microextraction sur phase solide pour le dosage des C13NI et des lactones du vin. Une
comparaison du rendement d’extraction a été menée entre différents modes d’extraction : 2
extractions liquide/liquide (éther/isohexane et dichlorométhane), 7 fibres SPME différentes et
technique SBSE.

Cette derniere s’est avérée €tre la technique permettant d’avoir le meilleur rendement.
Le Tableau 8 résume les gains de rendement d’extraction de la SBSE par rapport a
I’extraction liquide/liquide au dichlorométhane, couramment utilisée pour ces cComposeés, puis
par rapport au meilleur mode d’extraction non SBSE (éther/isohexane pour les lactones et

SPME avec fibre en carbowax-divinylbenzene pour les C13NI).
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Le Tableau 8 montre I’intérét d’un développement de la méthode par SBSE,
notamment pour les C13NI. En effet, sur ces composes, il existe presque un facteur 100 entre
la SBSE et I’extraction au dichlorométhane. Or, il est courant que les teneurs dans les vins,
notamment pour 1’a-ionone et la B-ionone soient aux limites de détection de la méthode a
l'aide du dichlorométhane. Ainsi, la SBSE pourrait permettre de baisser les limites de
quantification jusqu’a quelques ng/l. Méme si D’effet est moins flagrant, la technique
d'extraction-injection par SBSE permet aussi d’améliorer le rendement d’extraction des

lactones, en particulier pour les plus apolaires d’entre elles comme ['undécalactone.

Ceci s’explique par le fait que moins le composé est polaire (fort log p), plus il
présente d’affinité pour le PDMS qui est la seule phase stationnaire commercialisée pour la
SBSE. Les coefficients log p vont de 3,3 a 3,85 pour les C13NI alors que ceux des lactones

sont plus faibles (de 1,85 pour la y-nonalactone a 3,1 pour la y-undécalactone).

Tableau 8 : Gain de rendement de différents modes d’extraction par rapport a la SBSE. Le
meilleur mode (autre que SBSE) correspond a 1’extraction a I’éther/isohexane (a) et a I’'HS-

SPME avec la fibore CW-DVB (b)

Composés gain SBSE/dichlorométhane gain SBSE/meilleur mode
y-nonalactone 4 2,5 (a)
y-décalactone 15 5,2 (a)
d-décalactone 6 3,5 (a)

y-undécalactone 46 13 (a)

[-damascénone 60 9,2 (b)
[-ionone 84 13,3 (b)
a-ionone 92 5,7 (b)

Le développement de la méthode de dosage des C13NI et des lactones du vin a donc
été mené par SBSE-GC/MS. Les paramétres d’extraction ont été optimisés. N’existant qu’un
seul type de phase stationnaire pour les twisters (PDMS), ce travail a consisté a choisir la
taille du barreau SBSE, le temps d’absorption, le volume et le niveau de dilution des

échantillons.

La premiére étape a permis de tester la taille du barreau (twister ®) correspondant aux
differents volumes de phases stationnaires disponibles. La Figure 10 montre I’effet de cette
taille sur le rendement d’extraction de I’ensemble des composés. Le test a été pratiqué sur des
échantillons de 20 ml de vin rouge non dilué dopé a 2,5 ug/l pour tous les composes. Par

ailleurs, le temps d’absorption a été fixé a 1h. Ainsi, il est aisé de remarquer que le twister
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avec le plus gros volume de phase stationnaire (126 pl de PDMS) est celui qui offre les
meilleurs rendements d’extraction. D’autre part, ce phénomene est une constante quelque soit

le composé.
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Figure 10 : Effet de la taille du twister (volume de phase stationnaire) sur le rendement
d’extraction de 1’ensemble des composés

Différents temps d’absorption ont été testés sur les mémes échantillons de vins rouges
(30, 60, 90 et 120 min) avec les grands barreaux SBSE choisis précedemment (126 pl). Il
s’est avéré que la durée optimale d’absorption est de 60 minutes. En effet, ce temps permet un
meilleur rendement d’extraction que 30 minutes, par ailleurs les gains de rendement obtenus
avec des temps supérieurs a 60 minutes sont faibles par rapport a la perte de temps de

manipulation. C’est pourquoi, il a été choisi d’utiliser un temps d’absorption d’une heure.

Différents volumes de prise d’essais ont également été évalués (10, 15 et 20 ml). 1l
s’est avéré qu’il n’y avait pas beaucoup de différences entre ces 3 volumes avec toutefois pour
I’ensemble des composés un signal un peu plus important pour un volume d’échantillon de 20

ml.

Enfin, I’effet de dilution a également été testé, en comparant un échantillon non dilué
avec un autre dilué au %. La dilution permet de diminuer la teneur en éthanol pouvant
perturber I'extraction du composé par la phase stationnaire du twister. Cependant, dans ce cas,

I’échantillon dilué donne un signal 15 a 20 % plus faible que I’échantillon non dilué. La
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dilution entraine ainsi plus, une perte des C13NI et des lactones, qu'elle ne favorise leur

extraction.

Les parametres de désorption n’ont pas été a optimiser car il s’agit des données

conseillées par le constructeur (chapitre 11-111-C-1).

Le choix de I'étalon interne est un moment tres important dans le développement d'une
méthode car il est indispensable qu'il soit bien adapté aux composés dosés. Ceci est encore
plus vrai avec les techniques de microextraction comme la SBSE et I’HS-SPME qui sont tres
sensibles aux différences de propriétés physiques et chimiques entre les différentes classes de
composeés. L'utilisation de composés deutérés analogues aux molécules dosées comme étalon
interne est devenue courante en chimie analytique car ils remplissent tous les critéres de
sélection. Dans le cas des C13-norisoprénoides et des lactones, il était difficile pour des
raisons économiques d’utiliser les composés analogues deutérés comme étalon interne. C’est
pour cette raison que le choix s’est porté sur des composes déja présents au laboratoire. Il
s’agit du cinnamate d’éthyle-ds présentant une structure chimique proche des C13-
norisoprénoides, de 1’hexanoate d’éthyle-ds et de I’octanoate d’éthyle-ds qui sont des esters
comme les lactones. L’octan-3-ol qui est trés souvent utilisé pour ’analyse de composés

volatils du vin a également été testé.

Le Tableau 9 regroupe les coefficients de variation correspondant a des essais de
répétabilité sur 10 échantillons de vins dopés a 100 ng/l en lactones et en C13-
norisoprénoides. Ces données montrent bien que seul le cinnamate d’éthyle-ds donne des
résultats globaux satisfaisants (RSD < 12 %). Ce composé a donc été choisi pour étre le seul
étalon interne de la méthode de dosage des C13-norisoprénoides et des lactones du vin par
SBSE-GC/MS.
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Tableau 9: Coefficient de variation (%) lors des essais de répétabilité menés sur 10
échantillons de vin dopé a 100 ng/l pour tous les composes.

Cinnamate-ds octan-3-ol Octanoate-ds Hexanoate-ds

-ionone 6,8 29,2 15,8 18,2
[-damascone 7,1 25,0 9,9 21,0
a-ionone 58 27,3 11,8 19,6
y-octalactone 12,1 18,3 21,4 25,6
y-nonalactone 5,6 22,2 11,5 21,3
y-decalactone 7,8 26,9 15,6 22,8
y-undecalactone 8,6 30,5 15,3 22,3
y-dodecalactone 9,3 30,5 14,4 23,5
d-decalactone 8,8 27,4 16,4 23,7
[-damascénone 7,4 18,8 8,1 21,6

Tous les parametres de validation de la méthode sont regroupés dans le Tableau 10.
La linéarité a été évaluée dans deux vins rouges différents et dans un vin blanc sur une gamme
représentative des concentrations en C13NI et lactones généralement retrouvées dans les vins.
Les gammes sont linéaires pour I'ensemble des composés avec des coefficients de corrélation
allant de 0,9987 a 0,9999. La reproductibilité des gammes est également satisfaisante car les
coefficients de variation sont inférieurs a 10 % pour I'ensemble des composes a I'exception de

la y-octalactone (23,7 %).

Les limites de détection et de quantification ont été évaluées manuellement a partir des
rapports des hauteurs des pics sur celle du bruit de fond entourant les pics. Ces limites
analytiques varient selon le composé considéré avec, par exemple, des LOQ qui s'étendent de
250 ng/l a 8 ng/l. Elles sont toutes inférieures aux seuils de perception des composés

correspondants.

La répétabilité de la méthode a été calculée sur 14 échantillons identiques d'un vin
rouge dopé (chapitre I1I-111-C-1). Les coefficients de variation sont inférieurs a 10 % pour tous

les composés, excepteé pour la y-octalactone (36 %).
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La reproductibilité a été mesurée sur 10 échantillons identiques a ceux analysés lors de
I’essai de répétabilité. Ils ont été analysés sur une période de deux semaines. Les résultats du
Tableau 10 montrent que les coefficients de variation sont tous inférieurs a 10 %, excepté

pour la y-décalactone (12 %) et la y-octalactone (30 %).

Enfin, la justesse de la méthode a été évaluée en calculant les taux de recouvrements a
partir d'une addition de C13NI et de lactones a des niveaux connus. La spécificité de la
méthode a également été testée en appliquant des essais de justesse a différents types de
matrices (vin rouge, vin blanc sec, vin blanc liquoreux, solution hydroalcoolique). Les taux de

recouvrements sont satisfaisants car ils sont tous proches de 100 %.

La méthode de dosage de quatre C13NI et de six lactones du vin est donc validée avec
toutefois une approximation pour la y-octalactone. Toutefois, cette méthode se révéle étre
performante et fiable car elle est sensible, linéaire, répétable, reproductible et juste pour

différents types de vins sur tous les composés dosés a I’exception de la y-octalactone.
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I1. Développement d'une méthode de dosage de certains thiols
dans les vins rouges par SPE-SBSE-GC/MS

Trés important dans l'arébme typique de nombreux vins blancs, certains thiols
participent également activement dans la complexité aromatique des vins rouges et tout
particulierement celle de la note fruitée. Le principal composé impliqué est le 3-
sulfanylhexanol (3SH) qui est présent dans les vins rouges a des niveaux largement supérieurs
a son seuil de perception (Blanchard, 2000). Cependant, les interactions physico-chimiques et
perceptives sont telles dans les vins rouges, que le 3SH n'est pas directement percu dans ces

vins mais plut6t de facon indirecte en relevant la note fruitée (Ferreira et al., 1998).

Deux autres thiols sont intéressants dans le cadre de ces travaux. Il s'agit du 2-
sulfanylpropionate d'éthyle (2SPE) identifié dans les vins rouges (Blanchard, 2000) et du 3-
sulfanylpropionate d'éthyle (3SPE) identifiés dans les vins de cépage hybride Concorde (Vitis
labrusca), et dont la syntheése par certaines BL du fromage a été récemment montrée
(Sourabié et al., 2008).

Il s'est avéré nécessaire de pouvoir doser ces 3 composés dans les vins rouges étudiés

et, une méthode spécifique a du étre mise au point.

A. Bilan des méthodes existantes

De nombreux travaux ont été consacrés ces dernieres années au développement de
méthodes de dosage des thiols dans les vins. Cependant, étant a la fois trés réactifs et présents
a des niveaux trés faibles dans les vins, la quantification de ces composeés est souvent difficile

et finalement peu de méthodes utiles sont présentées.

Les premieres méthodes utilisées se sont basées sur I'extraction des mercaptans du vin
par la formation d'un complexe réversible entre les thiols et du p-hydroxymercurybenzoate
(Tominaga et al., 1998a) ou par rétention sur une phase stationnaire (Schneider et al., 2003).
Le principal inconvénient de ces méthodes est que les protocoles sont longs et complexes
avec certaines étapes qui restent délicates. De plus, elles nécessitent de gros volumes de

solvant, ce qui avec l'utilisation de composés carcinogénes, comme les dérivés mercuriques,
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est une limite importante du point de vue environnemental et sanitaire. Tous ces
inconvenients et le fait qu'un grand volume d'échantillon (500 ml) soit également nécessaire,

rendent ces méthodes incompatibles avec notre cadre de travail.

D'autres auteurs ont développés plus récemment différentes méthodes en dosant les
thiols par extraction SPE, SPME ou Purge and Trap couplée a la GC/MS en mode d'ionisation
par impact électronique (IE) (Fedrizzi et al., 2007; Fedrizzi et al., 2008). Cependant, les LOQ

de ces méthodes s'averent bien au-dessus du seuil de perception de ces composés.

Une nouvelle approche analytique a également été développée ces derniéres années en
utilisant la dérivatisation chimique des thiols par le PFBBr. Cet agent de dérivatisation est
connu depuis longtemps pour former de maniére sélective, des dérives stables de molécules
volatiles de faible poids moléculaire instables, présentes a I'état de traces dans des matrices
complexes (Knapp, 1979). De plus, les dérivés formés sont généralement trés bien adaptés a
la détection par spectrométrie de masse (Knapp, 1979). De nombreux travaux ont été menes
sur cette voie de dérivatisation. Une méthode simple et automatisée de dérivatisation sur fibre
SPME a notamment été développée mais les résultats n'ont pas été performants pour certains
thiols comme le 3SH (Mateo-Vivaracho et al., 2006). Ce probléeme a été résolu avec le
développement d'une méthode par extraction liquide/liquide au benzéne avant dérivatisation
dans le solvant d'extraction (Mateo-Vivaracho et al., 2007). Bien que la sensibilité soit
nettement améliorée pour des composeés comme le 3SH (au-dessous du seuil de perception),

I'utilisation en laboratoire d'un solvant cancérigéne comme le benzene est interdit en France.

L'utilisation de I'extraction sur phase solide (SPE) a permis de régler certains de ces
problémes d'ordre environnemental tout en conservant la performance analytique. Mateo-
Vivaracho et al. (2008) ont ainsi développé une méthode permettant de retenir les thiols de
fagcon spécifique sur phase adsorbante SPE et de les dériver avec le PFBBr directement sur la
cartouche SPE. Cette méthode permet notamment de limiter I'excés de réactifs dans I'extrait
final, ce qui a pour effet non seulement d'améliorer la sensibilité mais aussi de préserver
beaucoup mieux l'appareillage (colonne GC et chambre d'ionisation MS). Cependant, les
auteurs ont rapporté la persistance de certains effets de matrice entrainant des problemes de
linéarité et de répétabilité. D'autres auteurs ont finalement pu s'affranchir de ces problémes de
matrice en couplant I'extraction et la dérivatisation sur cartouche SPE avec la sélectivité de la
SPME (Rodriguez-Bencomo et al., 2009). De plus, cette méthode limite la prise d'essai a 100

ml et elle a été notamment validée pour le 3SH dans tout type de vin (blanc, rouge, rose).

81



Chapitre III, Partie 1 : Développement et validation des techniques de microextraction sur phase solide

Cependant, la spectrométrie de masse par ionisation chimique (IC) utilisée dans ces
méthodes, est un facteur important pour l'obtention de basses LOQ nécessaires pour le dosage
des thiols dans les vins. Or, n‘ayant pas la possibilité d'utiliser ce mode d'ionisation, il a fallu
trouver un moyen de compenser le manque de sensibilité de détection pour espérer obtenir des

LOQ satisfaisantes au dosage du 3SH, 2SPE et 3SPE dans les vins rouges étudiés.

Comme cela a été evoqué précédemment, l'utilisation de la SBSE s'avére tout a fait
bien adaptée au dosage de composes apolaires en matrice aqueuse. Or, les thiols dérivés par le
PFBBr forment des composés de trés faibles polarités comme en témoignent leurs coefficients
log p estimés par un logiciel disponible en ligne sur internet
(http://www.molinspiration.com/services/logp.html) (Tableau 11).

Tableau 11 : Caracteristiques physico-chimiques, chromatographiques et spectrométriques
des thiols dérivés par le PFBBr. Les conditions expérimentales de 1’analyse sont décrits au
chapitre 2-111-C-3. Colonne CPG polaire (BP21), et les ions de quantifications sont
représentés en gras, les autres ions servant a l'identification.

Nom du composé non Structure chimique du M Tr
o L g log p . lons
dérivé composé dérivé (g/mol)

(min)

WYV 314
3SH . : 314 4026 55,6 227
. K\(J 133
3SPE F s ° 314 3,163 47,3 314

F

ﬁ)k 102
o
241
: 314 3564 412
314

181

2SPE

F
E
F

F
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Bien que les 2SPE et 3SPE n‘aient pas eté étudiés lors du développement de cette
méthode, elle demeure toutefois la plus adaptée a notre cadre de travail. Il a donc été choisi
d'adapter la méthode de dosage développée par Rodriguez-Bencomo et al. (2009) en utilisant
la SBSE et la spectrométrie de masse par IE en lieu et place de la SPME et de la spectrométrie

de masse par IC.

B. Développement d’une méthode de dosage du 3SH, 2SPE et 3SPE par
SPE-SBSE-GC/MS

La premiere étape a été de synthétiser les dérivés pour pouvoir les injecter directement
dans le but de connaitre leurs caractéristiques chromatographiques (Tr) et spectrométriques
(spectre de masse) nécessaires a leur identification. Le protocole de synthese est décrit au
chapitre  II-11I-C-2 et certaines de leurs caractéristiques physico-chimiques,
chromatographiques et spectrométriques sont regroupées dans le Tableau 11.

Les coefficients log p étant proches de ceux des C13NI et en fonction des résultats
précédemment obtenus, nous avons estimé que la taille de barreau SBSE la mieux adaptée
pour récupérer les thiols dérivés était celle de 126 pl. De la méme facon, le volume et le
temps d'agitation ont été respectivement fixés a 20 ml et 1h.

Pour vérifier ’intérét de la SBSE au regard des coefficients log p calculés, un
mélange des 3 thiols dérivés a été analysé afin d’estimer les limites analytiques potentielles de

ces composeés (Tableau 12).

Tableau 12 : Limites de quantifications (LOQ) des 3SH, 3SPE, 2SPE et de leurs dérivés.

LOQ des composés dérivés LOQ estimée des composés

Composeés (ng/l) (ng/l)
3-SH 110 20
3-SPE 45 10
2-SPE 25 5
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Les LOQ potentielles estimées correspondent aux LOQ atteintes pour un rendement
d'extraction, de réaction et de récupération post dérivatisation de 100 %. Elles sont toutes au-
dessous de leurs seuils de perception, respectivement de 60 ng/l (3SH), 200 ng/l (3SPE) et
500 ng/l (2SPE).

Ces premiers résultats montrent que la technique SBSE-GC/MS est tres bien adaptée a
la récupération des 3 thiols dérivés, a des niveaux compatibles avec les données olfactives et a

aux teneurs respectives généralement rencontrées dans les vins rouges (Blanchard, 2000).

La dérivatisation des thiols directement sur la cartouche SPE a ensuite été testée en
solution hydroalcoolique a 12 %. Le protocole a été concu par Mateo-Vivaracho et al. (2008)
mais l'adaptation des quantités de réactifs percolées par rapport aux volumes des cartouches,

ici utilisées, a été initiée par Rodriguez-Bencomo et al. (2009).

Le principe de cette synthese consiste tout d'abord a percoler les thiols sur la phase
stationnaire qui est un copolymere polystyréne-divinylbenzene avec une faible surface
specifique. Le DBU qui est une base organique forte est ensuite ajouté afin de déprotonner la
fonction thiol. Le DBU est dilué a 6,7 % dans I'eau car I'eau va permettre de stabiliser I'ion
thiolate formé (Mateo-Vivaracho et al., 2008). L'agent de dérivatisation (PFBBr), dilué dans
I'isohexane, est ensuite percolé. La réaction de dérivatisation est réalisée rapidement a
température ambiante (20 min), par substitution nucléophile SN, de l'ion thiolate sur le
PFBBr. Les thiols dérivés formés, I'étape suivante consiste a éliminer I'agent de dérivation en
exces en utilisant la méme réaction avec un autre thiol. Ainsi, une solution de thioglycérol
préparée dans le DBU a 6,7 % dans l'eau est chargée dans la cartouche. Cette nouvelle
réaction est également réalisée a température ambiante, pendant 20 min. L'élimination de tous
les réactifs est réalisée en passant un certain volume d'un mélange Méthanol/H3PO, (0,2 M)
(60 : 40). Apres un rincage de la cartouche a I'eau, les thiols dérivés synthétises sont ensuite
élués par un meélange éther diéthylique/isohexane (3 : 1), l'isohexane remplacant la-aussi

I'nexane initialement utilise, pour les raisons de moindre toxicité.

Dans notre cas le principe de la synthese reste le méme, mais il a fallu adapter la fin du
protocole a l'utilisation de la SBSE. Pour ce faire, I'éluat contenant les thiols dérivés est
décanté afin de limiter la phase agueuse restante. La phase organique est récupérée puis
évaporeée a I'évaporateur rotatif, en évitant d'amener complétement a sec. L'extrait est ensuite

repris avec 20 ml d'eau pour analyse SBSE-GC/MS.
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Des essais ont été menés pour voir lI'influence de I'évaporation ainsi que la présence de
petites quantités de solvant organique dans le milieu d'absorption du barreau SBSE.
L'évaporation méne a une certaine perte des dérivés mais qui reste raisonnable si elle est
menée de maniere relativement douce (pas de chauffage, vide limité a 250 mbar et pas
d'évaporation a sec). En outre, la présence de petites quantités de solvant organique (environ
500 ul) present dans la solution aqueuse de thiols dérivés n'a pas d'influence sur le rendement
d'absorption en SBSE.

Les essais sur cartouche SPE ont d'abord été réalisés a partir de 10 ml de solution
hydroalcoolique de thiols a 50 pg/l afin de vérifier si la synthese des dérivés sur phase
stationnaire était effective. Dans ces essais, il est important que les solutions utilisées soient
aqueuses et non alcooliques sous peine de diminuer fortement le rendement de la réaction. La
synthese des dérivés des 3 thiols initialement introduits en solution modele est effective. Les
essais ont pu alors étre réalisés a partir de 10 ml de vin rouge supplémenté avec 50 pg/l de
thiols.

La présence dans le vin rouge de nombreux composés, comme des acides gras,
pouvant interagir sur la synthese des thiols dérivés induit la nécessité de réaliser certaines
étapes supplémentaires préalablement a la réaction de dérivatisation. Le vin doit initialement
étre mis a pH 7 afin de déprotonner le plus possible les acides gras qui pourraient venir
perturber la réaction de dérivatisation. Pour s'assurer de I'élimination la plus compléte de ces
composés, un rincage aprées percolation de la cartouche SPE avec le vin est réalisé par un
mélange méthanol/tampon phosphate (pH 7,7; 0,2 M) (40 : 60). Le protocole ainsi adapté
meéne bien a la synthese des dérivés. Ces essais réalisés dans le vin permettent d'effectuer le

choix des ions de quantification et de qualification en spectrométrie de masse (Tableau 11).

Afin de simplifier le protocole, des essais ont été réalisés sans le ringage avec le
mélange méthanol/tampon phosphate préalable a la réaction de dérivatisation. Les résultats
ont montré qu'il n'y avait pas d'impact sur la quantité de thiols dérivés récupérés. Ainsi, cette
étape de rincage a été supprimeée du mode opératoire. De plus, pour limiter le volume
d'échantillon a percoler, la prise d'essai est diminuée a 50 ml au lieu de 100 ml initialement
préconisés. Un essai réalisé dans un vin rouge commercial non dopé indique que le protocole
adapté permet d'avoir une sensibilité suffisante pour quantifier les 3 thiols étudiés dans les

Vvins rouges.
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Les étalons internes les plus adaptés pour ce type de méthode d'analyse sont sans
conteste les thiols deutérés analogues des composés dosés. Il s'agit d'ailleurs des étalons
internes utilisés par Rodriguez-Bencomo et al. (2009) et Mateo-Vivaracho et al. (2008).
Cependant, pour des raisons économiques leur synthése n'a pas pu étre effectuée. Le choix
s'est donc porté sur deux thiols non présents dans les vins : le 4-méthoxy-2-méthylbutan-2-
thiol (MMBT) et le 2-méthyl-3-tétrahydrofuranthiol (MTHF). Le MMBT est utilisé comme
étalon interne dans la méthode de dosage des thiols développée par Tominaga et al. (1998)
alors que le MHTF a été testé comme étalon interne au cours du développement de méthode
fait par Mateo-Vivaracho et al. (2008). IIs ont tous les deux été testés en étant introduits dans
le vin a une concentration de 40 pg/l. En conduisant a une meilleure répétabilité d'analyse du
3SH, le MHTF s'est révélé étre le composé le plus adapté (RSD = 22,4 % contre 38,7 % pour
le MMBT). En effet, le 3SH étant le thiol certainement le plus impliqué dans la perception de
la note fruitée des vins rouges, il a été choisi de développer la méthode pour gqu'elle soit la

plus fiable possible pour la quantification de ce composé.

Par manque de temps et surtout a cause de nombreux problemes de sensibilité, la
validation de la méthode développée n'est pas complete. Toutefois, une étude de linéarité
entre 0,2 pg/l et 20 pg/l a néanmoins été menée afin de pouvoir estimer les concentrations des
3 thiols dans les vins rouges étudiés. Les problémes analytiques rencontrés ont fait que la
linéarité n'a porté que sur 3 points pour le 3SH et le 3SPE et sur 4 points pour le 2SPE. Les
coefficients de corrélation obtenus sont de 0,9239 pour le 3SH, 0,9764 pour le 3SPE et 0,9361
pour le 2SPE.

C. Discussion

Malgré tous les problemes analytiques rencontrés induisant un certain manque de
fiabilité, cette méthode de dosage a été utilisée sur quelques vins rouges de I'étude afin
d'évaluer I'influence de la FML sur le 3SH, le 3SPE et le 2SPE. Le 3SH a pu ainsi étre dose,
les teneurs en 3SPE et 2SPE paraissant moins fiables, il a été préféré d'estimer les variations

de ces composés sur les rapports d'aires plut6t que sur leur concentration.

Cette difficulté de dosage ne remet pas en cause l'intérét de la SBSE pour quantifier
les thiols des vins rouges aprés dérivation au PFBBr. En effet, nous avons montré que les

LOQ potentielles avec cette technique d'extraction étaient tout a fait satisfaisantes, méme en

86



Chapitre III, Partie 1 : Développement et validation des techniques de microextraction sur phase solide

mode d'ionisation IE. Le probleme vient tres probablement de la synthése des dérivés sur la
phase stationnaire SPE qui nécessite vraisemblablement une certaine expérience comme c'est

souvent le cas pour I'analyse des thiols.

En outre, la difficulté de dosage des thiols dans les vins rouges est récurrente. En effet,
de nombreux travaux ont été menes pour déterminer les teneurs en thiols dans les vins blancs
secs ou liquoreux. En revanche, il existe trés peu de donnees sur les teneurs dans les vins
rouges. Vu l'importance dans la qualité aromatique de ces vins, ce constat n'est certainement

pas du a un manque d'intérét, mais plutot a des difficultés analytiques.

Il a été montré que le 3SH était trés facilement oxydé par certains composés
phénoliques en présence d'oxygene et de fer (I11) (Blanchard, 2000; Nikonantolaki et al.,
2010). D'autres composés comme le dioxyde de soufre et les anthocyanes peuvent limiter
cette oxydation (Blanchard, 2000; Nikolantonaki et al., 2010) Les vins rouges étant plus
riches en polyphénols, I'extraction des thiols est certainement beaucoup plus soumise a des
effets de matrice que dans les vins blancs. Ceci conduit a plus de problemes analytiques

lorsqu'il s'agit de les quantifier.
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I11. Dosage simultané de 32 esters apolaires par HS/SPME-
GC/MS

Les études les plus récentes sur la perception de l'ardbme fruité des vins rouges
montrent que les esters ont un role central dans les phénomenes de synergie qui semblent
gouverner la perception de cette note aromatique (Escudero et al., 2007; Pineau et al., 2009).
Des petites variations de certains de ces esters (quelques pg/l) peuvent étre percues lorsqu'ils
sont en mélange méme a des niveaux bien inférieurs a leur seuil de perception (Pineau et al.,
2009).

Un certain nombre d'esters sont étudiés dans les vins depuis de nombreuses années,
d'autres plus récemment, mais finalement une vingtaine d'entre eux font l'objet de dosages
réguliers dans la littérature. Les familles concernées sont les esters éthyliques d'acides gras
(EEAG), les acétates d'alcools supérieurs (AAS), les esters d'acides branchés (EEAB), les
cinnamates ainsi que les esters d'acides fixes tels le lactate d'éthyle (LE) et le succinate de
diéthyle (SDE), ces derniers présentant moins d'intérét au niveau olfactif. Cependant, il existe
de nombreux autres esters qui ont seulement été identifiés, mais trés peu quantifiés et surtout
jamais étudiés dans les vins. Bien que la plupart de ces esters peu connus, soient a des niveaux
de concentration bien plus faibles que les esters précédemment cités, ils pourraient néanmoins
participer aux phénomenes synergiques responsables de la note fruitée des vins rouges. Parmi
eux, nous pouvons citer les esters méthyliques (EM), les esters éthyliques d'acides gras a
nombre impair de carbone (EENIC) ou encore certains esters isoamyliques (El).

Ainsi, toutes ces données et les recherches poursuivies dans ce travail, induisent la
nécessité de pouvoir doser un maximum d'esters avec la plus grande fiabilité a de faibles

niveaux de concentration.

A. Bilan des méthodes de dosage existantes

De nombreuses méthodes permettant de quantifier ces composes peuvent étre
recensées dans la littérature. Des esters comme certains EEAG, AAS ou encore le LE et le
SDE sont présents dans les vins a des teneurs supérieures au milligramme par litre. Pour les

doser, des méthodes utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a une détection
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par ionisation de flamme (GC-FID) ont été souvent utilisés (Bertrand A., 1981; Ortega et al.,
2001; Falcao et al., 2008). Depuis quelques années, la plupart des méthodes dosant les esters
dans les vins utilisent le couplage GC-MS. En revanche, le mode d'extraction utilisé varie
selon les études. Le plus répandu est I'extraction liquide-liquide utilisant différents solvants.
Cela peut étre un mélange éther diéthylique/isohexane (1 : 1) (Bertrand, 1981), le
dichlorométhane (Kotseridis et Baumes, 2000), ou encore le Fréon 113 (Ferreira et al., 1993).
Mais depuis quelques années, de nouvelles techniques plus sensibles ont été développées. Il
s'agit de méthodes comme I'extraction sur phase solide (SPE) (Lopez et al., 2002) ou encore
les techniques de microextraction sur phase solide comme la SPME (Rocha et al., 2001;
Vianna et Ebeler, 2001; Rodriguez-Bencomo et al., 2002; Rodrigues et al., 2008) et la SBSE
(Alves et al., 2005).

De toutes ces techniques d'extraction, la SPME et la SBSE sont les plus sensibles,
précises et rapides. De plus, elles réduisent largement le temps de manipulation et la

consommation de solvant.

Cependant, la grande majorité des méthodes recensées dans la littérature ne sont pas
spéecifiques a l'analyse des esters. Il s'agit souvent de méthodes dosant une large gamme de
composés de familles différentes dont les esters font partie. Les étalons internes alors
employés ne sont pas spécifiques aux esters, ce qui entraine un manque de précision et de
robustesse certain (Siebert et al., 2005). Ce constat est encore plus vrai, lorsqu'il s'agit de
méthodes employant les techniques de microextraction sur phase solide. En outre, la plupart
des méthodes utilisant ces techniques (SPME, SBSE) sont semi-quantitatives et ne permettent
pas de doser réellement les esters (Alves et al., 2005; Rocha et al., 2006; Rodrigues et al.,
2008). Les rares études dosant spécifiqguement les esters ne concernent finalement que les
esters les plus abondants soit une douzaine (Vianna et Ebeler, 2001; Rodriguez-Bencomo et
al., 2002).

Une méthode sensible, juste, précise, robuste et rapide permettant de doser un nombre
plus important d'esters a donc été développée.
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Tableau 13 : Parametre chromatographique et spectrométrique des esters étudiés. Indice de
rétention (sur colonne BP21), temperature d'ébullition (* a 14 mm Hg), coefficient de partage
eau/octanol (* calculée), et ions utilisés en détection SIM (en gras les ions de quantification)

o

N
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

Esters

Propionate d'éthyle
Isobutyrate d'éthyle
Acétate de propyle
Butyrate de méthyle
Acétate d'isobutyle
Butyrate d'éthyle
2-methylbutyrate d'éthyle
Isovalerate d'éthyle
Acétate de butyle

Acétate d'isoamyle
Valérate d'éthyle
Hexanoate de méthyle
Hexanoate d'éthyle
Butyrate d'isoamyle
Acétate d'hexyle
Heptanoate d'éthyle
trans-2-hexénoate d'éthyle
Hexanoate d'isobutyle
Octanoate de méthyle
Octanoate d'éthyle
Hexanoate d'isoamyle
Acétate d'octyle
Nonanoate d'éthyle
Décanoate de méthyle
Décanoate d'éthyle
Octanoate d'isoamyle
trans-geranate de méthyle
Phenylacetate d'éthyle
Acétate de 2-phényléthyle
Dodécanoate d'éthyle
Dihydrocinnamate d'éthyle
Cinnamate d'éthyle
3-hydroxybutyrate d'éthyle

2-hydroxyhexanoate d'éthyle
3-hydroxyhexanoate d'éthyle
6-hydroxyhexanoate d'éthyle

Lactate d'éthyle
Succinate de diéthyle
Butyrate d'éthyle-d5
hexanoate d'éthyle-d5
Octanoate d'éthyle-d5
Cinnamate d'éthyle-d5

Abbréviation
C3C2
iC4C2
C2C3
C4c1
C2ic4
C4C2
2mC4C2
iC5C2
C2C4
C2iC5
C5C2
C6C1
C6C2
C4iC5
C2C6
C7C2
HexC2
C6iC5
C8C1
Cc8cC2
C6iC5
C2Cs8
CaC2
ci10cC1
c10c2
C8iC5
gerC1
PhC2C2
C2PhC2
Cci12c2
dhCinC2
CinC2
30HC4C2
20HC6C2
30HC6C2
60HC6C2
LE

SDE
C4C2D
C6C2D
C8C2D
CinC2D

IR (BP21)
987
992
995
1002
1017
1034
1046
1064
1070
1114
1119
1175
1226
1250
1258
1320
1331
1340
1363
1420
1437
1450
1508
1542
1591
1607
1647
1753
1789
1832
1871
2122
1485
1554
1637
2026
1344
1652
1032
1221
1412
2117

Teb

99 °C
112 °C
102 °C
102 °C
116 °C
120 °C
133°C
132 °C
125°C
142 °C
145 °C
151 °C
167 °C
179 °C
171°C
189 °C
183 °C
177 °C
195 °C
207 °C
220 °C
210 °C
229 °C
224 °C
243 °C
268 °C
248 °C
229 °C
239 °C
271 °C
248 °C
272 °C
173 °C

102 °C*

154 °C
218 °C

logp
1.21

1.77
1.24
1.29
1.78
1.85
1.59
2.26
1.78
2.26
2.34
2.34
2.83
3.25
2.83
3.32
291
3.71
3.32
3.81
4.23
3.81
4.43
4.41
4.96
531
3.97
2.50
2.27
571
2.73
2.99
0.31
1.9*
1.04
1.3*
-0.18
1.26

lons (m/2)
102/57175
116/88/71
61/43
74/87/71
56/43
88/71/60
102/57/85
88/85/57
56/43
70/55/43
85/88/101
74/87/99
88/99/60
71/70/55
56/43
88/101
99/97/55
99/56/71
74/187/127
88/101/127
99/70
56/43
88/101
74/87
88/101
127/70
114/69
91/105
104/91/43
88/101
104/91/178
176/131
87/88/117/71
69/87
117/89/71
88/97/101/115
45/75
101/129
93/106
106/93
106/93
181/131
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B.  Développement et validation de la méthode

Un premier essai effectué dans un vin rouge par HS/SPME-GC/MS avec une fibre
PDMS a permis de recenser un certain nombre d'esters. Une liste de 41 composés a ainsi été
dressée comprenant les principaux esters du vin (EEAG, AAS, EEAB, Cinnamates, LE,
SDE), certains esters polaires rarement étudiés (MSE, 30OHC4C2) et une quinzaine d'esters
pratiguement jamais quantifiés dans les vins (EM, EENIC, El, hexanoate d'isobutyle,
hexénoate d'éthyle, géranate de méthyle et certains esters hydroxylés). Les différents
parameétres chromatographiques et spectrométriques sont regroupés dans le Tableau 13. La
premiére étape a été de déterminer le mode d'extraction le plus adapté a I'ensemble de ces
esters. Sept fibres SPME différentes et deux solvants d'extraction ont d'abord été testés. Bien
que les esters appartiennent a la méme famille chimique, certaines de leurs propriétés
physiques et chimiques different (Tableau 13). Ainsi, les conditions optimales d'extraction

varient de facon importante selon la classe d'esters considérée (Figure 11).

100 _ OCAR-DVB-PDMS
B CAR-PDMS

= OPDMS

S

qU3 OPDMS-DVB

=2

=

< mpA

(O]

S

]

(&) ocw-DvB

=

<
BPEG
OEther/isohexane

B Dichlorométhane
A B C D E

A: Esters totaux (1 a 41) B: Esters apolaires saturés les plus volatiles (1 a 15), C: Esters
apolaires saturés les moins volatiles (16 a 27 et 30), D: esters apolaires aromatiques (28, 29,
31, 32), E: esters polaires (33 a 41)

Figure 11 : Aires relatives des pics de differents groupes d'esters (A, B, C, D, E) en fonction
du mode d'extraction (nature de la fibore SPME et du solvant d'extraction), exprimées pour
chaque groupe d'esters en pourcentage du rapport entre les aires absolues des pics et la plus
grande aire absolue. Essais effectués dans un vin rouge commercial
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Le premier constat est que les esters sont beaucoup mieux extraits par HS/SPME que
par extraction liquide/liquide avec un rendement 15 a 30 fois supérieur. Seuls les esters
polaires restent mieux extraits avec les méthodes traditionnelles liquide/liquide et notamment
celle utilisant le dichlorométhane. Ce groupe d'esters ne sera donc pas concerné par le
développement de cette méthode de dosage. Néanmoins, ils ont été dosés au cours de nos
travaux par le biais d'une méthode permettant de quantifier certains composés polaires du vin

par GC/MS et extraction liquide/liquide au dichlorométhane (chapitre 11-111-B-2).

Les 32 esters apolaires sélectionnés (Tableau 13, n° 1 a 32) n'ont pas forcément tous
la méme affinité envers les fibres SPME testées, démontrant ainsi la variabilité de leurs
propriétés physiques et chimiques (polarité, température d'ébullition) malgré leur

appartenance a la méme famille de composés.

Toutefois, un compromis a été trouvé avec l'utilisation de la fibre en PDMS (100 pm)

qui est celle permettant de fagon globale la meilleure extraction des esters apolaires.

Une comparaison a ensuite été faite entre I'extraction des esters apolaires d'un vin
rouge par HS/SPME (PDMS) et SBSE. Les résultats montrent que la SBSE a un meilleur
rendement, mais seulement d’un facteur 3 sur ’ensemble des esters testés. De plus, certains
problemes chromatographiques (dédoublement de pics) apparaissent en SBSE pour les esters
apolaires les plus abondants (C6C2, C8C2, C10C2). Ainsi, le gain moyen de rendement étant
limité en SBSE, il a été décidé de développer la méthode de dosage des 32 esters apolaires par
HS/SPME-GC/MS en utilisant la fibre en PDMS (100 pum).

Les conditions optimales d'adsorption en HS/SPME (temps et température) ont ensuite
été recherchées en fixant la température de desorption a 250 °C. Quatre températures et cing
temps différents d'adsorption ont été testés (Figures 12X et 12Y). Les profils des
températures d'extraction des esters (Figure 12X) montrent une légére diminution du
rendement d'extraction entre 30 °C et 40 °C, qui devient plus importante apres 40 °C. Seul le
groupe des esters aromatiques a un comportement différent avec une légere augmentation du
rendement entre 30 °C et 40 °C, avant qu'il ne se stabilise aprés 40 °C. Le meilleur rendement
pour la majorité des esters est atteint des 30 °C. Cependant, la régulation de la température du
four d'adsorption est plus difficile a 30 °C. Pour de longues sequences analytiques, les
résultats sont plus robustes pour une température choisie de 40 °C, pour laquelle les

rendements sont également meilleurs vis a vis des esters aromatiques.
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En outre, le rendement optimal d'extraction a 40 °C est tres vite atteint pour les esters
les plus légers (10 min), mais cela met plus de temps pour les esters les moins volatiles (45
min), alors que pour les esters aromatiques il est atteint a partir de 60 min (Figure 12Y). Le
principe de I'HS/SPME repose sur un équilibre entre la volatilité des composes et leur affinité
pour la fibre, qui est en permanence déplacé et influencé par la température. Lorsque la
capacite d'adsorption maximale de la fibre SPME est atteinte, une désorption peut s'amorcer
sous l'influence de la température. Pour une température donnée, ce phénomene intervient au
bout de délais qui different selon la volatilité des composés et le type d'interactions avec la
fibre. Ainsi, le rendement d'extraction chute a partir de 45 min d'extraction a 40 °C pour la
majorité des esters a l'exception des esters aromatiques. Un temps d'adsorption de 30 min
semble ainsi plus adapté, car les résultats sont certainement plus robustes a 30 min qu'a 45

min.

Les parameétres d'adsorption ont donc été optimisés pour une température de 40 °C et
un temps de 30 min.

D'autres parametres pouvant potentiellement influencer le rendement d'extraction ont
été testés comme la dilution de I'échantillon et la force ionique du sel ajouté. La dilution du
vin n'a ici aucun effet excepté pour un facteur ¥ ou une diminution du rendement est alors
constatée. De la méme facon, le remplacement du chlorure de sodium par du sulfate
d'ammonium a plus grande force ionique n'a eu aucun impact sur le rendement d'extraction,
tout comme la vitesse d'agitation a I'adsorption. L'utilisation de chlorure de sodium sans

dilution du vin avec une vitesse d'agitation de 500 rpm est donc maintenue.

Les parametres de désorption ont également été évalués. Tout d'abord, il n'existe
aucune différence entre une tempeérature de désorption de 250 °C et 270 °C mais afin de

préserver le plus longtemps la fibre SPME, une température de 250 °C a été choisie.

L'injecteur du GC étant en mode splitless, le temps de désorption n'a aucune influence
sur le rendement de récupération tant qu'il est supérieur au temps de splitless soit 45 secondes.
En revanche, l'appareil utilisé n'étant pas équipé de four de nettoyage de fibre, celui-ci est
opéré dans l'injecteur a chaud dés que les vannes de split sont ouvertes. L'optimisation du
temps de désorption dans I'injecteur a chaud correspond finalement a la recherche du temps au

bout duquel le nettoyage de la fibre est effectif. Une deésorption de 15 min a 250 °C suffit a
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nettoyer I'ensemble des esters doses restant sur la fibre aprés injection dans la colonne du GC,

évitant ainsi les effets mémoires.

——A(12a32) —W-B(lals) -a-C(16a27et30) =--%--D (28,29, 31, 32)

100
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Aires relatives (%)
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O T T T T T T 1
30 35 40 45 50 55 60 65

Temperature (°C)

100

90
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60

50

40

30

Aires relatives (%)

20

10

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Temps d'extraction (min)

A: Esters totaux (1 a 41) B: Esters apolaires saturés les plus volatiles (1 a 15), C: Esters

apolaires saturés les moins volatiles (16 a 27 et 30), D: esters apolaires aromatiques (28, 29,
31, 32)

Figure 12 : Aires relatives des pics de différents groupes d'esters (A, B, C, D) en fonction de
la température d'extraction (X) (réalisé avec un temps d'extraction de 40 min), et en fonction
du temps d'adsorption (Y) (réalisé avec une température d'extraction de 40 °C). Essais
effectués dans un vin rouge commercial.
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Comme cela a éte vu précédemment, il est tres important que I'étalon interne soit bien
adapté aux composés dosés. Ceci est encore plus vrai avec les techniques de microextraction
comme la SPME qui est trés sensible aux différences de propriétés physiques et chimiques
entre les différentes classes de composés. Or, il a été vu précédemment qu'il existait certaines
differences dans les profils d'adsorption entre les différentes familles d'esters. Ainsi, plusieurs
étalons internes sont nécessaires pour couvrir toute la gamme des esters doses par cette

méthode.

Le vin contenant de nombreux esters différents, il est tres difficile de trouver plusieurs
esters qui ne soient pas présents dans les vins et dont les propriétés chimiques et physiques
sont proches des composés dosés. Lors d'une étude préliminaire, I'octan-3-ol, trés couramment
utilisé pour I'analyse des composés volatils du vin s'est révélé étre un médiocre étalon interne
(linéarité et répétabilité correcte mais faible justesse d'analyse). Ce résultat semble logique au
regard des conditions de sélection d'un étalon interne précédemment évoqué, mais pourtant il

reste encore tres utilisé méme pour des méthodes par microextraction sur phase solide.

Certains auteurs ont déja reporté I'utilisation d'esters deutérés pour l'analyse d'esters
dans les vins (Siebert et al., 2005). Ainsi, 5 esters deutérés ont été retenus pour représenter au
mieux toute la gamme des esters dosés par la méthode. Il s’agit du butyrate d’éthyle-ds, de
'hexanoate d’éthyle-ds, de 'octanoate d’éthyle-ds, du décanoate d’éthyle-ds et du cinnamate
d’éthyle-ds. N'étant pas commercialisés et pour des raisons économiques, il a été choisi de les
synthétiser au laboratoire a partir du chlorure d’acyle correspondant et de 1’éthanol-dg. Ceci a
permis de réduire le codt de la synthése d'un facteur 25 par rapport a des synthéses effectuées

par des laboratoires de chimie extérieurs.

Le protocole de la synthése est décrit par Antalick et al. (2010) mais son principe

repose sur les points suivants:

— Réaction entre les chlorures d’acyles correspondant et 1’éthanol-dg dans du
dichlorométhane en présence de tributylamine

— Lavage, séchage, purification sur silice (éluant dichlorométhane), reconcentration,
test de pureté par GC/MS (scan)
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O D
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Figure 13 : schéma de synthese des esters deutérés

Les esters ainsi synthétisés ont di ensuite subir un test de stabilité dans les vins. En
effet, la deutération étant faite sur la partie éthylique de I’ester et le vin étant une matrice
hydroalcoolique et acide, il y a des risques d'hydrolyse et de transformation en esters
éthyliques analogues non deutérés par transestérification avec I'éthanol du vin. Finalement,
seul le décanoate d’éthyle-ds n'est pas compatible avec la méthode développée, car la
cinétique d'hydrolyse est pour cet ester trop rapide par rapport au temps d’une séquence
classique d’analyses. Une diminution significative de ce composé dans le vin est observée
apres 8 heures, c'est-a-dire a partir du cinquiéme échantillon d’une séquence automatique. En
revanche, les quatre autres esters deutérés s’averent stables dans les vins sur une durée
minimale de 30 heures, soit 15 échantillons, ce qui reste tout a fait satisfaisant. Ces constats
peuvent s'expliquer par des effets inducteurs plus importants avec les longues chaines
carbonées favorisant I'nydrolyse des esters deutérés a plus longues chaines carbonées. Au
final, les étalons internes utilisés pour doser les esters du vin par HS/SPME-GC/MS sont les

butyrate, hexanoate, octanoate et cinnamate d’éthyle-ds.

Tous les paramétres de validation de la méthode et la correspondance entre les esters

dosés et les étalons internes sont regroupés dans le Tableau 14.

La linéarité a été évaluée trois fois, dans le méme vin rouge, sur une gamme
représentative des concentrations d'esters généralement trouvés dans les vins. Les gammes
sont linéaires pour I'ensemble des esters avec des coefficients de corrélation allant de 0,9924 a
0,9990. La repétabilité des gammes est également satisfaisante car le coefficient de variation
est inférieur a 10 % pour I'ensemble des esters a I'exception de I'octanoate d'isoamyle (13,9
%).

Les limites de détection et de quantification ont été évaluées manuellement a partir des

rapports des hauteurs des pics sur celle du bruit de fond proche des pics. Ces limites
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analytiques varient selon I'ester considéré avec par exemple des LOQ qui s'étendent de 4,1

pg/l 2 0,4 ng/l. Elles sont toutes inférieures aux seuils de perception des esters.

La répétabilité de la méthode a été calculée sur 10 échantillons identiques d'un vin
rouge non dopé, excepté pour 4 esters dont les concentrations dans le vin utilisé sont
inférieures aux LOQ (C4C1, C2C4, C5C2, C2C8) (chapitre II-111-C-2). Les coefficients de
variation sont inférieurs a 10 % pour tous les esters, excepté pour l'acétate d'octyle (11,2 %).

Deux tiers d'entre eux sont méme inférieurs a 5 %.

La reproductibilité a été mesurée sur 5 échantillons d'un vin rouge commercial non
dopé analyseé a des jours différents sur une période de deux semaines. Les résultats du Tableau
X montrent que les coefficients de variation sont tous inférieurs a 15 % et méme 10 % pour 25

des 32 esters dosés.

Enfin, la justesse de la méthode a été évaluée en calculant les taux de recouvrement a
partir d'une addition d'esters de niveaux connus. La spécificité de la méthode a également été
testée en appliquant des essais de justesse a différents types de matrices (vin rouge, vin blanc
sec, vin blanc liquoreux, solution hydroalcoolique). Les taux de recouvrement sont

satisfaisants, car ils sont tous proches de 100 %.

La méthode de dosage de 32 esters apolaires par HS/SPME-GC/MS ainsi développée
est donc sensible, précise, juste et applicable dans tous les types de vins. De plus elle s'avére
également rapide, car elle a permis de réduire considérablement le temps de manipulation de
45 min a 5 min par échantillon par rapport a la méthode utilisée jusqu'a présent au laboratoire

pour doser 8 de ces esters (Bertrand, 1981).
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C. Etablissement d'une base de données esters des vins

Le développement d'une telle méthode a permis d'établir une base de données en
quantifiant les esters apolaires dans pres de 200 vins francais de tout type et de différentes
origines. Les esters retrouvant une place importante dans les problématiques liees a la
perception de la note fruitée des vins rouges, il était intéressant de mettre a jour un certain
nombre de données sur ces composés. De plus, la quantification d'esters qui n'avaient jamais
été etudiés jusqu'a présent, était également I'occasion d'établir de nouvelles données

cenologiques.

Une centaine de vins rouges commerciaux frangais (104) ont été analysés, dont 64 vins
de Bordeaux de différentes appellations (dont 30 % de Pomerol et 30 % de Saint-Julien), 7 de
la vallée du Rhone, 5 de la Loire, 4 de Bourgogne, 4 du midi/Sud-Ouest et 20 Beaujolais dont
18 Beaujolais Nouveaux. De nombreux millésimes de ces 30 derniéres années sont concernés
: 13 millésimes de 1981 a 1999 et tous les millésimes de 2000 a 2009. L'analyse d'un nombre
conséquent de vins blancs secs de différentes origines (dont plus de la moitié de Bordeaux) a
également été réalisée (55). Cela concerne essentiellement les millésimes 2007, 2008 et 20009.
Quelques vins blancs liquoreux (11) et rosés (18) sont venus compléter la base de données.
Tous ces vins ont été analysés dans un délai de 2 mois a partir d'échantillons congelés afin de
limiter les biais notamment dus a l'effet de vieillissement. L'absence d'impact de la

congélation sur la teneur en esters des vins a préalablement été vérifiée.

Les principales données cenologiques mises en ¢évidence par 1'établissement de cette
base de données esters des vins concernent toutes les familles d'esters. Les esters composant

les différentes familles sont regroupés dans le Tableau 1 au chapitre 1-11-A-1.
Esters ethyliques d'acides gras (EEAG) et acétates d'alcools supérieurs (AAS) :

Ces deux catégories d'esters apolaires sont généralement les plus présentes dans les
vins. Comme cela est connu depuis une trentaine dannées (Bertrand, 1975), ces deux
categories d'esters sont présentes a des niveaux plus importants dans les vins blancs et rosés

gue dans les vins rouges traditionnels (Tableau 15).
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Tableau 15 : Teneurs moyennes en EEAG et AAS selon le type de vin, exprimées en pg/l.

Vins rouges Vins blancs  Vins blancs . . Beaujolais
o . Vins roses
Esters traditionnels secs liquoreux (n = 18) Nouveaux
(n=87) (n =55) (n=11) B (n=17)
EEAG 1050 3313 3156 3273 2873
AAS 465 1540 1756 1482 3566

La production d'EEAG et d'AAS augmente lorsque les fermentations alcooliques sont
lentes et realisées dans des conditions stressantes pour les levures comme I'emploi de modts
clarifiés, des températures basses de FA ou encore un milieu riche en CO, (Bertrand, 1983;
Dubois, 1993). La turbidité étant plus importante dans les modts de vins rouges et la
température de fermentation plus élevée, la production dEEAG et d’AAS au cours de la FA
sera donc moins importante. Au contraire, la macération carbonique employée pour
I'élaboration des Beaujolais nouveaux favorise grandement la synthese de ces esters, par
fermentation des cellules végétales directement dans la baie de raisin, et tout particuliérement
en acétate d'isoamyle qui marque ce type de vin par ces notes aromatiques typiques de banane

et de bonbon anglais. De ce fait, la teneur en AAS est trés élevée dans ce type de vin.

En outre, ces esters sont connus pour marquer particulierement I'arbme des vins
jeunes. Leurs teneurs diminuent en effet au cours du vieillissement du vin, a la suite d'une
hydrolyse causée par un rééquilibrage naturelle par rapport aux concentrations en acides
correspondants. Il n'existe pas de données dans la littérature traitant de la cinétique de ce
phénoméne en milieu naturel sur un nombre de millésimes conséquents. L'analyse de vins
rouges de ces 30 dernieres années a permis de visualiser dans le temps ce phénomene
d'hydrolyse des EEAG et AAS (Figure 14A et 14B). Il s'avere que I'nydrolyse des EEAG et
des AAS au cours du temps n'est que tres peu marquée, plus particulierement pour les EEAG.
En effet, si les 2-3 cas de vins jeunes tres riches en esters sont enleves, la tendance a
I'nydrolyse est beaucoup moins franche. L'hydrolyse reste toutefois un peu plus marquée pour
la famille des AAS. Elle semble se stabiliser au bout de 5 ans d'évolution tandis que celle des
EEAG est moins rapide en se stabilisant plut6t au bout de 10 ans. Cependant, la synthése des
esters étant tres dépendante des parameétres de la FA, une analyse verticale de millésimes

récents d'un méme vin devrait permettre de mieux visualiser le phénomene d'hydrolyse.
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Figure 14 : Evolution des teneurs en EEAG (A) et AAS (B) dans des vins rouges en fonction
de I'dge du vin. (n = 104)

En outre, la distribution dans les vins dosés des EEAG en fonction de la longueur de la
chaine carbonée de l'acide gras correspondant est fidele aux données de la littérature (Vianna
et Ebeler, 2001) (Figure 15).
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Figure 15 : concentrations moyennes des EEAG dans les vins en fonction de la longueur de
la chaine carbonée de I'acide correspondant (n = 188).

La plus forte présence de C6C2 et de C8C2 s'explique par le fait que le transfert
transmembranaire des EEAG est tres lié a la longueur de leur chaine carbonée. Ce transfert est
d'autant plus faible que la longueur de la chaine carbonée de I'acide correspondant est grande.
Ainsi, 100 % du C6C2 synthétisé par la levure est transféré au milieu mais ce chiffre chute
entre 54 et 68 % pour le C8C2, 8 et 17 % pour le C10C2 et seulement une infime partie pour
le C12C2 (Nykanen, 1986). La plus forte présence de C8C2 s'explique par la plus grande
disponibilité de I'acide octanoique. Le C4C2 étant issu d'un métabolisme un peu différent des

autres esters d'acide gras, il doit étre considéré a part.

Le C3C2, ici non représenté, doit également étre considéré de facon différente des
autres EEAG. Il ne fait d'ailleurs pas partie de cette catégorie d'esters car l'acide propionique
n'est pas un acide gras. Sa teneur varie dans les vins de fagon différente des EEAG et AAS car
elle est plutdt stable dans le temps, et les vins rouges en contiennent significativement un peu
plus que les vins blancs (en moyenne 106 g/l contre 82 ug/l, significatif au seuil de 0,1 %).
Ce composé pourrait ainsi plus marquer la note fruitée des vins rouges que celle des vins
blancs. Pineau et al. (2009) ont d'ailleurs montré que le C3C2 participait de fagon synergique
a la perception de la note fruitée des vins rouges et plus particulierement a la nuance fruit

noir/fruit confituré.
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Esters éthyliques d'acides branchés (EEAB)

La formation des EEAB au cours du temps par estérification des acides branchés
correspondant avec I'éthanol est ici confirmée. Leurs concentrations peuvent atteindre plus de
700 pogll, il s'agit de marqueurs importants de la note fruitée des vins évolués. L'iC4C2 est
I'ester le plus abondant de cette famille dans les vins, devant I'iC5C2, le 2-mC4C2 et enfin le
PhC2C2. A notre connaissance, la cinétique de leur formation dans les vins n'a jamais été
évaluée sur un nombre conséquent de millésimes. L'analyse de vins rouges sur de nombreux
millésimes de ces 30 derniéres années a permis de visualiser dans le temps ce phénoméne
d'estérification des EEAB (Figure 16).
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Figure 16 : Evolution des teneurs en EEAB dans des vins rouges en fonction de I'age du vin.
(n=104)

La formation des EEAB au cours du temps est effective au cours des 10 premiéres
années de vieillissement, mais elle a tendance a se stabiliser par la suite. Ce phénoméne est
constaté pour tous les esters branches avec une phase de synthése un peu plus longue pour le
2mC4C2 et I'"C5C2 (environ 15 ans). Sur ces 10-15 premiéres années, la cinétique de
synthese est relativement linéaire (Figure 17). Des vitesses de formation de ces esters au
cours des 10-15 premieres années de vieillissement peuvent donc étre facilement estimees.
C'est ainsi que I'"C4C2 est formé a une vitesse estimée de l'ordre de 28 pg/l par an, le
2mC4C2 avec une vitesse de 6 g/l par an et cette valeur est de 10 pg/l par an pour I'"C5C2.
Ces vitesses sont intéressantes d'un point de vue aromatique car des variations de 24 ug/I
d'iC4C2 et de 3 pg/l de 2mC4C2 peuvent étre perceptibles dans des vins désaromatisés
(Pineau et al., 2009). Ceci indique que ces esters peuvent marquer le bouquet du vin de

maniere relativement rapide.
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Figure 17 : Evolution des teneurs en iC4C2 (A), 2mC4C2 (B), iC5C2 (C) dans des vins
rouges en fonction de I'dage du vin. (n = 79 pour I'iC4C2 et n = 87 pour le 2mC4C2 et

INC5C2).
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En outre, les EEAB sont significativement plus présents dans les vins rouges que dans
les vins blancs. En effet, la comparaison de la teneur moyenne des vins rouges et vins blancs
de 2007 a 2009 montre une concentration moyenne significativement plus forte dans les vins

rouges (164 pg/l contre 93 pg/l, significatif au seuil de 1 %).

Ces esters pourraient donc étre des marqueurs de I'évolution de la note fruitée des vins
rouges au cours du temps. De plus, a I'image du C3C2, leur participation a la note fruit

noir/fruit confituré des vins rouges a été mise en évidence par Pineau et al. (2009).
Cinnamates et autres esters d'origine variétale

La formation des cinnamates se faisant au cours de la FA a partir de précurseurs
variétaux, leur origine variétale ne fait aucun doute (Loscos et al., 2007; Ugliano et al. 2008).
Toutefois, ces composés ont finalement été peu étudiés mis a part quelques travaux dans les
années 80, indiquant qu'ils seraient présents a des teneurs plus importantes dans les vins de
macération carbonique (Versini et al., 1984; Tesniéres et al., 1989), mais depuis, aucun

travaux n'ont confirmé ces hypothéses.

Ainsi, leur dosage a permis de compléter les connaissances sur ces esters d'origine
variétale (Figure 18).
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Figure 18 : Teneur moyenne en cinnamates en fonction du type de vin, exprimées en g/l

Les plus fortes teneurs en cinnamates rencontrées dans les vins de Beaujolais Nouveau

sont ici confirmées. Cependant, nous ne sommes pas en mesure d'assurer que cela vienne de
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la maceration carbonique car deux autres vins de Gamay vinifiés de facon traditionnelle
affichent des teneurs en cinnamates aussi élevées que les Beaujolais Nouveaux. Ainsi, ces

phénomeénes pourraient étre plutdt d'origine variétale que fermentaire.

En outre, de facon générale les vins rouges sont significativement plus riches en
cinnamates que les vins blancs secs et rosés (au seuil de 0,1%). Cela provient trés
certainement d'un temps de contact avec les pellicules beaucoup plus long au cours de la
vinification en rouge, permettant ainsi une meilleure extraction des précurseurs variétaux.
Enfin, les vins blancs liquoreux sont plus riches en cinnamates que les vins blancs secs. C'est
la premiére fois qu'un tel constat est effectué. Toutefois, un enrichissement de la baie de raisin
en precurseurs des cinnamates par l'action de Botrytis cinerea, voir une accessibilité

améliorée mécaniquement, pourrait étre envisagé.

Deux autres esters variétaux ont été mis en évidence : I'hexénoate d'éthyle et le
géranate de méthyle. Ils n'ont fait jusqu'a présent l'objet d'aucune étude. Cependant, leur
absence constatée dans des milieux synthétiques dans lesquels ont été menées des FA par
Saccharomyces cerivisae indique que ces composés sont synthétises uniquement a partir de
précurseurs venant de la pellicule du raisin. Ces dosages ont été faits dans le cadre de

I'établissement de la base de données esters des vins.

A la différence des cinnamates, ces deux esters semblent étre plus présents dans les
vins blancs secs méme si leurs teneurs, notamment celle en géranate de méthyle, restent

toutefois tres faibles.

Esters éthyliques & nombres impairs de carbone (EENI)

Ces esters mineurs des vins n'ont jamais fait I'objet d'étude particuliere dans la
littérature. Contrairement aux EEAG, les esters éthyliques a nombre impair de carbone sont
plus présents dans les vins rouges que dans les vins blancs méme si cette différence n'est pas
significative (3,17 pg/l contre 2,8 pg/l). Cependant, l'analyse des milieux fermentés
synthétiques indique que malgré, la capacité des levures a produire ces esters dans ces
milieux, la teneur en EENIC y est beaucoup plus faible que dans les vins. Ainsi, la présence
de précurseurs issus de la pellicule du raisin serait nécessaire a leur formation, ce qui pourrait

expliquer la plus forte teneur constatée dans les vins rouges.
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Esters méthyliques (EM)

Présents en moyenne & des teneurs plus importantes dans les vins blancs (4,9 pg/l) que
dans les vins rouges (3,4 pg/l), les EM sont comme leurs analogues éthyliques (EEAG) plut6t
d'origine fermentaire. Cependant, leur synthése est par rapport aux EEAG
proportionnellement plus faible dans les vins blancs et rosés que dans les vins rouges. Les
rapports EM/EEAG sont significativement plus élevés dans les vins rouges que dans les vins
blancs (seuil de 0,1 %) (Figure 19).
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Figure 19 : Rapport EM/EEAG pour 3 couples d'esters (C6, C8, C10) dans différents types
de vins et dans des milieux de fermentation synthétique

Ce phenomene est a mettre en relation avec le rapport méthanol/éthanol qui est plus
important dans les vins rouges que dans les vins blancs (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Le
méthanol est ainsi proportionnellement plus disponible dans les vins rouges qui sont donc
proportionnellement plus riches en esters méthyliques. Ce phénomeéne provient une nouvelle
fois du temps de contact avec les pellicules plus long lors des vinifications en rouge, car la
dégradation de pectines issues des pellicules mene a la production de méthanol. L'analyse des
milieux synthétiques confirme qu'en l'absence de pellicules de raisins la synthese des ces

esters est trés faible.
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En outre, la distribution des concentrations dans les vins en fonction de la longueur de
la chaine carbonée de l'acide correspondant est similaire & celle des EEAG. Le C8C1 (1,60
pg/l) est ainsi présent a des teneurs moyennes légerement supérieures au C6C1 (1,35 pg/l) et
bien supérieures au C10C1 (0,37 pg/l).

Esters isoamyliques (El)

Les EI marquent l'activité fermentaire de la méme facon que les EM, les EEAG et les
AAS car ils sont présents en plus fortes concentrations dans les vins blancs et rosés que les

Vvins rouges.

Les variations constatées sur la teneur des vins en ces esters sont identiques a celles
observées pour l'acétate d'isoamyle. Les vins de macération carbonique sont ainsi les plus
riches en El. D'un autre c6té la distribution des teneurs dans les vins suivant la longueur de la
chaine carbonée de I'acide correspondant est la méme que pour les EEAG. Le C8iC5 (1,91
pa/l) est ainsi présent a des teneurs moyennes légérement supérieures au C6iC5 (1,36 pg/l) et

bien supérieures au C4iC5 (0,41 pg/l).

Toutes ces données combinées a celles évoquées pour les EM indiquent que les
disponibilités de I'alcool et de I'acide sont importantes pour la synthése des esters dans les

Vins.

D. Discussion

Cette nouvelle méthode de dosage est un outil trés intéressant pour I'étude de I'impact
de la FML sur la composition en esters des vins rouges (Antalick et al., 2010).

En effet, I'établissement d'une base de données esters des vins grace a ce
développement a permis de confirmer certaines données cenologiques et surtout d'en établir de
nouvelles. Nous avons notamment pu caractériser différents types de vins par le dosage de
tous ces esters. Les vins rouges sont plus riches que les vins blancs en C3C2, EEAB, EENIC,
cinnamates et proportionnellement en EM par rapport a l'activité fermentaire. Les vins blancs
secs sont en revanche plus riches en nombreux esters fermentaires (EEAG, AAS, EM, El).
Enfin, les vins de Beaujolais Nouveaux sont plus riches pour tous les esters isoamyliques et

en cinnamates.
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Le rble des esters dans la perception de la note fruitée ainsi que dans la typicité
aromatique des vins rouges est mis de plus en plus en évidence. Il pourrait étre intéressant de
regarder si une telle méthode de dosage ne pourrait pas permettre de déceler certaines
difféerences dans la composition en esters des vins d'appellations différentes pouvant étre

potentiellement a I'origine de différences aromatiques.

La Figure 20 montre la projection des individus d'une ACP menée sur les vins rouges
d'appellation Saint-Julien (n =19) et Pomerol (n =19) en prenant I'ensemble des familles
décrites précédemment comme variables. Le plan principal permet de mettre en évidence un
groupe particulier de vins corrélé avec les variables esters méthyliques (EM), géranate de
méthyle (gerC2), esters éthyliques d'acides gras (EEAG), esters isoamyliques (EI) et a
moindre niveau acétate d'alcool supérieur (AAS). Deux-tiers des vins de Pomerol, dont
I'ensemble des vins du millésime 2007, font partie de ce groupe. L'effet millésime est
certainement plus impliqué dans la séparation des deux groupes que l'effet appellation.
Toutefois, des ANOVA pratiquées pour I'ensemble des familles d'esters entre les vins des
deux appellations montrent de nombreuses différences significatives. Ainsi, par rapport aux
38 vins analysés, les vins de Saint Julien sont significativement plus riches en C3C2 (seuil de
5 %), EEAB (seuil de 1 %), cinnamates (seuil de 5 %) et en hexénoate d'éthyle (seuil de 0,1
%), alors que les vins de Pomerol sont significativement plus riches en EEAG (au seuil de 0,1
%), EM (seuil de 0,1 %), EI (seuil de 5 %) et géranate de méthyle (seuil de 0,1 %). Seules les
catégories des AAS et des EENIC ne différencient pas les deux appellations. Ainsi, les
différences observées vont au-dela de I'effet millésime car les AAS ne sont pas affectés alors
que ces esters présentent justement les teneurs les plus dépendantes du vieillissement. De
plus, les AAS sont peu cités dans les études des phénomenes de synergie a la base de la
perception de la note fruitée des vins rouges contrairement aux EEAG et autres EEAB
(Escudero et al., 2007; Pineau et al., 2007, Pineau et al., 2009). Ce constat renforce ainsi ces
tendances car s'il existe des différences aromatiques entre les vins de différentes zones de la

région de Bordeaux, cela ne provient certainement pas des teneurs respectives en AAS.

Dans tous les cas, cela montre le réel intérét d'une telle méthode de dosage dans notre
étude sur I'impact de la FML vis-a-vis de la note fruitée des vins rouges. De plus, le dosage
d'une douzaine d'esters mineurs des vins, encore jamais étudiés dans la littérature, amenent de
nouvelles informations qui pourraient se révéler étre trés intéressantes. En effet, des

similitudes ont été trouvées entre ces nouveaux esters et dautres plus connus comme les
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EEAG. Or, les connaissances de ces esters sont importantes lorsqu'il s'agit du métabolisme
des levures mais beaucoup moins en ce qui concerne les BL. Le dosage de tels composés
pourra certainement permettre d'améliorer les connaissances sur le métabolisme des BL par

rapport aux esters du vin.
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Figure 20 : projection sur le plan principal des individus des vins de Saint-Julien (n = 19) et
Pomerol (n = 19) de I’ACP réalisée avec les familles d'esters comme variables (EEAG, AAS,
EEAB, EM, EENIC, EI, Cinnamates, hexenoate d'éthyle, geranate de méthyle). Les variables
sont représentées en trait rouge.
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Partie 2: Etude de ’activité des BL sur la fraction aromatique

fruitée des vins rouges

L’absence de consensus sur la question de I’impact de la FML sur I’ardme fruité des
vins rouges est due a différents facteurs. La complexité des phénomenes impliqués dans la
perception de 1’ardme fruité des vins rouges en est certainement une des principales raisons.
L'absence de données fondamentales claires sur les marqueurs de cette note aromatique
participe grandement a ces divergences d’opinion. De plus, les composés impliqués sont
nombreux et appartiennent a plusieurs familles chimiques (esters, lactones, norisoprénoides,
composés soufrés, thiols, terpenols, furanones). L'étude de I'évolution de ces marqueurs
aromatiques au cours de la FML nécessite des méthodes d'analyses permettant un dosage a la
fois simple et fiable (sensible et spécifique). Les travaux effectués jusqu'a présent ont été
limités a une partie de ces marqueurs, et aucune étude n'a suivi lI'ensemble des molécules
aromatiques connues pour participer a la note fruitée des vins rouges. Le manque de données
sur le métabolisme des BL vis-a-vis de ces marqueurs aromatiques aggrave la

méconnaissance de I'impact de la FML sur I'aréme fruité des vins.

Du point de vue cenologique, il existe trés peu de données concernant l'impact de
parameétres de vinification sur les modulations de la note fruitée des vins engendrée par
I'activité des BL. Outre la souche de BL, existe-t-il d'autres facteurs cenologiques qui peuvent
contribuer a ces variations? Quels métabolismes sont impliqués dans cette modulation de la

note fruitée des vins rouges par les BL?

Pour aborder ce sujet et pour tenter de répondre aux questions qu'il souleve, des études
analytiques et sensorielles on été menées dans ce travail. De nombreux marqueurs de I'ardme
des vins rouges, principalement de la note fruitée (esters, C13-norisoprénoides, DMS, thiols,
lactones, linalol) et de la note lactique (composés dicarbonylés) ont été dosés, en particulier
par les méthodes de microextraction sur phase solide. Une cinguantaine de vins rouges,
principalement de la région bordelaise mais aussi Suisse, ont été suivis avant et aprés FML.
Certains de ces essais ont préalablement fait I'objet d'évaluations sensorielles afin d'établir des
liens entre les variations aromatiques et biochimiques observées. Toutes les données
cenologiques relatives a la mise en ceuvre des essais et des épreuves d'analyses sensorielles

sont indiquées aux chapitres 2-1 et 2-1V.

111



Chapitre IlI, Partie 2: Etude de I'activité des BL sur la fraction aromatique fruitée des vins rouges

I. Modification de I'aréme des vins rouges par la FML

A.  Modulation du profil aromatique

Des épreuves discriminantes, type tests triangulaires, ont été réalisées au cours d'essais
préliminaires sur des vins rouges du millésime 2007 ayant réalisé la FML spontanément, et les
méme vins sans FML (inhibition par sulfitage) conservés en bouteille (Msg1807, Msg507,
Mhm607). Des différences significatives entre ces vins ont été mises en évidence, demontrant

ainsi I'impact de la FML sur I'ardbme des vins rouges.

Au cours des deux millésimes suivants, des épreuves d'analyse descriptive ont été
réalisées afin de pouvoir caractériser les variations aromatiques apportées par la FML et plus
particulierement sur la note fruitée des vins rouges. Sept profils sensoriels ont permis de
comparer de facon orthonasale des vins ayant réalisé la FML avec les mémes vins sans FML.
Ces comparaisons ont été meneées sur 4 vins rouges différents du méme cépage (Merlot). Pour
les lots concernés, les FML ont été majoritairement menées par inoculation du vin avec des
levains malolactiques commerciaux, excepté un vin issu d'une FML spontanée (Ms08 si).
Cependant, les contrdles d’implantation effectués ont montré que certains levains ne s’étaient
pas implantés (voir chapitre I1-1-B). Dans ces cas, la FML a vraisemblablement été effectuée
par des BL présentes initialement dans le mo(t.

A l'image des données décrites dans la littérature, I'impact de la FML par rapport a la
note fruitée des vins est tres variable. Une intensification de la note fruitée est percue au cours
de la FML spontanée du vin Ms08 (Figure 21, profil 1) ainsi qu'au cours de la FML menée
par la souche F sur le vin Mlaf09 (profil 2). Dans les deux cas les différences olfactives
pergues sur la note fruitée sont significatives au seuil de 5 %. Dans le méme temps, la note
lactique n'est pas affectee par l'activité des BL. Seule la note fumé/grillé est plus marquée
dans le vin Mlaf09 qui n'a pas réalisé la FML (significatif au seuil de 5 %), avec toutefois un

désaccord entre les juges concernant I'évaluation de ce descripteur (effet juge).
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Profil 1 (Ms08)

fruité *
6
=sans FML
—FML spontanée
descripteur p produit p juge
fruité 0,0174 0,2331
vegetal lactique lactique 0,839 0,0892
fumé/grillé 0,875 0,0832
végétal 0,1921 0,0996
fumé, grillé
Profil 2 (Mlaf09)
fruité *
5 ==sans FML
==FML souche F
descripteur p produit p juge
S . fruité 0,0327 0,4335
végetal lactique
lactique 0,4639 0,1567
fumé/grillé 0,0197 0,0169
végétal 0,6883 0,0865

fumé, grillé *

Figure 21 : Profils comparés réalisés sur le vin Ms08 (Merlot, Suisse, 2008) dont la FML a
été réalisée spontanément (profil 1), et sur le vin Mlaf09 (Merlot, Bordeaux, 2009) dont la
FML a été menée par la souche F (profil 2). Le panel est constitué de 11 dégustateurs pour le
profil 1 et 16 degustateurs pour le profil 2.

En revanche, deux FML menées en microvinification sur le vin Mmv09 (Merlot,
Bordeaux, 2009) ont abouti a des diminutions de I'ardme fruité (Figure 22). Dans le cas de la
FML menee par la population indigéne suite & une absence d'implantation d'un levain
commerciale (souche 1), la diminution de la note fruitée (significative a 5 %) est accompagnée
d'une augmentation de la note fumé/grillé (significative a 5 %). Dans le cas de la FML menée
par la souche J, la baisse d'intensité percue sur la note fruitée est moins marquée (non
significative) qu'avec la population indigéne. Elle est accompagnée d'une Iégere augmentation

de la note fumé/grillé (non significative), d'une augmentation plus importante de la note
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lactique (significatif a 10 %) et d'une diminution de la note végétale (significatif a 5 % avec

effet juge).

Profil 3 (MmvO09l)

fruite * ——Sans FML

e=FML Souche I

descripteur p produit p juge
{ qétal act fruité 0,0395 0,0142
\% |
egeta actique lactique 0,5268 0,181
fumé/grillé 0,0223 0,0625
végétal 0,4972 0,0945
fumé, grillé *
Profil 4 (Mmv09J)
fruité
5 ===Sans FML
=== FML Souche ]
descripteur p produit p juge
fruité 0,3208 0,7638
vegetal lactique lactique 0,0785 0,6189
fumé/grillé 0,1199 0,03
végétal 0,0207 0,0039
fumé, grillé

Figure 22 : Profils comparés réalisés sur le vin Mmv09 (Merlot, Bordeaux, microvinification
2009) dont la FML a été menée par la souche | (profil 3) et J (profil 4). Chaque souche a été
testée en triplicats considérés olfactivement identiques (chapitre I1-1-B). Pour chaque souche,
I’échantillon évalué¢ correspond a un assemblage des trois triplicats. Le panel est constitué¢ de
13 dégustateurs. L'évaluation des 3 vins (sans FML, souche 1, J) a été faite simultanément.

En outre, la FML peut également nuancer la note fruitée sans forcément la détruire ou
I'intensifier. Ainsi, la FML menée en microvinification sur le vin de Merlot Mmv08 avec les
souches A et C favorise l'apparition de notes de fruits confiturés (significatif a 10 %) au
détriment des notes de fruit frais (non significative) (Figure 23). Une intensification de la

note épicée par ces FML est également percue (significative a 5 % pour A, non significative
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pour C). Il est intéressant de souligner dans ce cas, I'homogénéité des modulations apportées

par les 2 souches de BL testées.

Profil 5 (MmvO08A)

Fruit frais ——Sans EML

—FML Souche A
NN
///\\ Fruit descripteur p produit p juge

végétal N .

(N /’ confiture fruit frais 0,1212 0,219

. - - z
vv / fruits confiturés 0,0811 0,2628
‘ lactique 0,8638 0,1687
L,‘( épicé 0,0149 0,00002
végétal 0,6618 0,1304

Epicé * Lactique

Profil 6 (MmvO08C)

Fruit frais == Sans FML

5
==FML Souche C
. descripteur roduit juge
;. Fruit ) P ) PP P JH9
vegetal o fruit frais 0,2789 0,3532
confituré
fruits confiturés 0,0833 0,6135
lactique 0,6275 0,2949
épicé 0,1113 0,007
végétal 1 0,1177
Epicé Lactique

Figure 23 : Profils comparés réalisés sur le vin MmvO08 (Merlot, Bordeaux, microvinification
2008) dont la FML a été menée avec la souche A (profil 5) et C (profil 6). Chaque souche a
été testée en triplicats considérés olfactivement identiques (chapitre 11-1-B). Pour chaque
souche, I’échantillon évalué correspond a un assemblage des trois triplicats. Le panel est
constitué de 10 dégustateurs. L'évaluation des 3 vins (sans FML, souche A et C) a été faite
simultanément.

Enfin, il peut arriver que l'activité des BL ne modifie pas la note fruitée des vins
rouges, comme c'est le cas lors de la FML réalisée en microvinification par la souche L sur le
vin Mmv09. Comme pour les souches | et J, une augmentation de la note fumé/grillé ainsi

qu'une diminution de la note végétale sont percues dans le vin Mmv09 ayant fait la FML avec
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la souche L. Toutefois, ces variations sont, dans ce cas, beaucoup plus légeres (non

significatives) (Figure 24).

Profil 7 (MmvO9L)

fruité
> ==Sans FML
==FML Souche L
., ) descripteur p produit p juge
vegetal lactique fruité 0,656 0,0035
lactique 0,4873 0,4786
fumé/grillé 0,1312 0,0153
végétal 0,2536 0,0752
fumé, grillé

Figure 24 : Profil compare réalisé sur le vin Mmv09 (Merlot, Bordeaux, microvinification
2009) dont la FML a été menée par la souche F (profil 7). Cette souche a été testée en
triplicats considérés olfactivement identiques (chapitre 11-1-B). L’échantillon évalué
correspond a un assemblage des trois triplicats. Le panel est constitué de 13 dégustateurs.
L'évaluation des 2 vins (sans FML, souche L) a été faite simultanément avec ceux dont la
FML a été menée avec la souche | et J.

B. Impact de la souche de BL

Certaines différences peuvent étre observées dans le profil aromatique du vin Mmv09

dont la FML a été menée avec les souches | (population indigene), J et L.

En effet, la souche L donne un vin plus fruité que les 2 autres souches, ce résultat étant
significatif seulement pour la comparaison avec | (au seuil de 5 %) (Figure 25). Parallélement
a cela, | parait conférer au vin une note fumé/grille Iégérement plus importante que lorsque la
FML est faite avec les souches J et L (non significatif). Cependant, les juges ne s’accordent
pas sur la notation de ce descripteur (effet juge). En outre, la souche J semble apporter un
caractere lactique plus marqué que les souches I et L bien que cela ne soit pas significatif
également. Enfin, de légeéres différences de notes vegétales sont également trouvées (I > L >
J) mais elles ne sont pas significatives et le panel semble avoir beaucoup de mal a juger ce

descripteur (fort effet juge).
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Profil 8 (MmvO09 : L, I, J)

fruité

5 ——FML Souche L

===FML Souche I

===FML Souche ]

végétal lactique . . )
descripteur p produit p juge
fruité 0,1047 0,1665
lactique 0,3066 0,165
fumé/grillé 0,3035 0,0439
végétal 0,2333 0,0028
fumé, grillé

Figure 25 : Profil comparé réalisé sur le vin MmvQ9 dont la FML a été réalisé avec 3 souches
différentes (I, J, L) en microvinification. Chaque souche a été testée en triplicats considérés
olfactivement identiques. Pour chaque souche, 1’échantillon évalué¢ correspond a un
assemblage des trois triplicats. Le panel est constitué de 13 degustateurs.

D'autres profils comparés ont été réalises sur les vins Mmv08 et CSmv08 mais ils
n‘ont montré aucun impact de la souche de BL testée sur le profil aromatique des vins. De
méme, aucun test de classement évaluant I'intensité de la note fruitée sur les vins MmvQ9,
Mmv08 et CSmvO08, selon la souche de BL impliquée, n’a donné de résultats pertinents. Ils ne

feront donc pas I'objet de discussion.

C. Discussion

La FML modifie I’arome des vins rouges et plus particulierement la note fruitée, qui,
de tous les descripteurs aromatiques étudiés, parait étre celui qui est le plus influencé par
I’activité des BL. En effet, 6 profils sur 7 montrent des variations de la note fruitée,
statistiquement significatives dans la moitié des cas. La grande variabilité des résultats dans la
modification de 1’ardme fruité par la FML est confirmée avec toutes les tendances retrouvées
(augmentation, diminution, absence d’impact). L'effet souche de BL mis en évidence sur le
vin Mmv09 pourrait étre en partie a l'origine de cette variabilité. De nombreux auteurs ont
auparavant évoque I'effet souche pour expliquer la grande variabilité d'impact de la FML sur
la note fruitée des vins (Davis et al., 1985; Mc Daniel, 1987; Henick-Kling et Acree, 1994;
Laurent et al., 1994; Boido et al., 2009). Cependant, peu d'épreuves d'analyse sensorielle
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réalisées au cours de ces mémes travaux ont permis de confirmer réellement I'impact de la

souche de BL sur les modulations de la note fruitée.

Au-dela de ces grandes tendances, il est intéressant de constater que la FML peut
moduler la note fruitée des vins sans forcément la détruire ou la renforcer. L'intensification de
la note fruit confituré au détriment de la note fruit frais au cours des FML menées sur le vin
MmvO08, pourrait étre liee a l'augmentation dans le méme temps de l'intensité de la note
épicée. Le caractere épicé des vins rouges traduit en effet une certaine complexité. Or, la FML
est connue pour apporter une complexité a I'aréme des vins, qui pourrait se traduire dans ce
cas par une diminution de la note fruit frais plutdt fermentaire en faveur de notes plus
complexes de fruit confituré. De plus, l'intensification par la FML de zones olfactives
correspondant a des descripteurs de type fruits confiturés (Bonbon, doux, fraise) a déja été

constatée dans des aromagrammes de vins de Merlot (Keim et al., 2002).

Par ailleurs, il semblerait que I'évolution de la note fruitée au cours de la FML puisse
étre en partie liée a celle de la note fumé/grillé. En effet, les 4 vins pour qui la note fumé/grillé
est percue plus intense sont également percus moins fruités. La note fumé/grillé semble ainsi
produire un effet de masque olfactif sur I'aréme fruité des vins rouges. De plus, ce masque
olfactif semble plutdt caractériser les vins ayant réalisé la FML, car 3 des 4 vins concernés par
ce phénomene ont effectivement réalisé la FML. Toutefois, ces 3 vins correspondant aux
essais réalisés sur le vin MmvQ09 ont tous été comparés au méme témoin sans FML. De ce fait,
I'implication de la FML dans l’origine de ce masque fumé/grillé reste a confirmer.
Néanmoins, d'autres auteurs ont précédemment observé une intensification de cette note
fumé/grillé au cours de la FML (Keim et al., 2002).

Ces modulations de la note fruitée au cours de la FML ne dépendent pas des
variations de la note végétale qui peut également étre influencée par la FML. La note végétale
est cependant moins affectée par la FML que la note fruitée et fumé/grillé (3 vins sur 7).
L'activité des BL semble toutefois plutot diminuer l'intensité de cette note aromatique (2 vins
sur 3). Ce constat correspond aux données de la littérature (Henick-Kling et Acree, 1994;
Laurent et al., 1994; Keim et al., 2002), mais une augmentation de ce caractére aromatique

par l'activité des BL a déja été observée dans des vins rouges (Sauvageot et Vivier, 1997).

Enfin, de tous les descripteurs évalués, la note lactique est la moins affectée par la

FML. En effet, la FML intensifie la note lactique des vins rouges seulement dans 1 cas sur 7,
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les autres ne conduisant a aucune variation notable. La souche commerciale de BL impliquée
dans ce cas est dailleurs connue pour produire rapidement et de facon importante du
diacétyle, principal marqueur de lI'aréme lactique des vins. Dans ce cas, I'augmentation de la
note lactique est associée a une diminution de l'intensité de la note fruitée. Un masque de
I'ardme lactique sur lI'aréme fruité est envisageable, bien que dans le méme temps la note
fumé/grillé augmente également. Cette fréquence faible d'apparition de la note lactique est
surprenante car celle-ci caractérise genéralement l'activité des BL du vin. De plus,
empiriqguement, la diminution de la note fruitée des vins au cours de la FML est souvent
associée a un certain effet masque apporté par le caractére lactique développé par I’activité
des BL. Or, ici cet effet de masque lactique sur la note fruitée des vins n'est pas démontré.
L'étude des variations en marqueurs de I'aréme lactique des vins au cours de la FML devrait

pouvoir apporter certains éléments de réponse.

I1.Evolution des composés de la fraction lactique au cours de la
FML

Le diacétyle est majoritairement responsable de la note lactique des vins. De ce fait,
les variations de sa concentration au cours de la FML ont été étudiées durant 3 millésimes
(2007, 2008, 2009) dans 45 vins rouges, en regardant notamment I'impact de la souche de BL
et de la matrice "vin". La teneur en diacétyle étant susceptible d'étre modulée par les activités
réductases des BL (de Revel, 1992), les composés issus de sa réduction ont également été
suivis (acétoine, butane-2,3-diol) ainsi que d'autres composés plus ou moins marqueurs de la

note lactique (méthylglyoxal, acétol, pentane-2,3-dione).

A.  Bilan analytique des variations en composés a-dicarbonylés

1. Le diacetyle et les composés issus de sa réduction

La FML augmente de fagon significative la teneur en diacétyle des vins rouges
étudiés. En effet, sur les 45 vins dosés, la teneur en diacétyle est accentuée au cours de la
FML pour 40 d'entre eux, en considérant comme négligeables toutes variations inférieures a
10 % de la concentration initiale (seuil de rejet) (Figure 26). La teneur moyenne en diacétyle

des vins rouges étudiés avant FML est de 4,5 mg/l et augmente jusqu'a 10,2 mg/l aprés FML.
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La moyenne des variations en diacétyle constatées au cours des FML étudiées est de + 164 %,
ce qui équivaut a des concentrations augmentant en moyenne d'un facteur 2,6. Cette
augmentation est significative au seuil de 0,1 % (Figure 27).

®sans FML

Havec FML

30,0

25,0

20,0

15,0

10,0 | |||||||II|

|
a1 dlhﬁ

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
vins

concentration (mg/l)

5,0 1

0,0 -

Figure 26 : Teneur en diacétyle de 45 vins rouges avant et apres FML, exprimée en mg/I.
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15,0
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0,0

-5,0

Figure 27 : Teneur moyenne en diacetyle de 45 vins rouges avant et apres FML, exprimée en
mg/l.

Dans le méme temps, une augmentation de la teneur en composeés issus de la réduction
du diacétyle est également observée au cours de la FML. Ce constat est particulierement vrai
pour l'acétoine qui augmente en moyenne de facon significative (au seuil de 0,1 %)
pratiqguement d'un facteur 3 (+ 195 %) (Figure 28). La concentration en acétoine augmente
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dans 42 vins sur 44 (seuil de rejet a 10 %) (annexe 6). La teneur moyenne des vins avant FML

en acétoine est de 12,5 mg/l et augmente pour atteindre un niveau de 25,5 mg/l aprés FML.

® sans FML

* K K
30 E avec FML

Concentration (mg/I)

Figure 28 : Teneur moyenne en acétoine de 44 vins rouges avant et aprés FML, exprimée en
mg/l.

En revanche, ce constat est moins flagrant lorsqu'il s'agit des deux isoméres du butane-
2,3-diol. En effet, la différence entre la teneur moyenne en butane-2,3-diol (somme des 2
isomeres) des vins avant et apres FML est tres faible, et n'est pas significative (respectivement
172 et 189 mg/l). Les vins avant FML ont des teneurs en butane-2,3-diol comprises entre 63
et 450 mg/l alors qu'apres FML cela ne varie pas beaucoup (entre 75 et 460 mg/l). Dans la
moitié des vins, aucune variation de la teneur en butane-2,3-diol n'est observée (seuil de rejet
10 %). D'un autre c6te, il y a tout de méme 44 % des FML étudiées qui conduisent a une
augmentation du niveau en butane-2,3-diol (annexe 6). Au final, I'augmentation moyenne de

la teneur en butane-2,3-diol au cours de la FML n'est seulement que de 15 %.

2. Autres composés a-dicarbonylés et I’acétol

D’autres composés a-dicarbonylés participant de fagcon plus ou moins évidente a la
note lactique ont été suivis au cours de la FML. Cependant, le principal intérét de les doser est
de confirmer les phénomenes de réduction enzymatique observée par ailleurs sur le diacétyle.
11 s’agit en effet de composés a-dicarbonyles tel que le méthyl-glyoxal et la pentan-2,3-dione
susceptibles d’étre réduits par le métabolisme bactérien. En plus de ces composés, 1’acétol qui

est principalement produit par la réduction du méthyl-glyoxal a également été dosé.
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Si nous considérons la teneur moyenne des vins en méthylglyoxal, aucune variation
particuliére n’est mise en évidence avec une valeur de 0,69 mg/l avant FML et de 0,68 mg/l
aprés FML. Cependant, en observant les variations pour chaque vin (voir annexe 6), ce
constat n’est plus valable car 65 % des vins analysés ont des plus fortes teneurs en
méthylglyoxal aprés FML alors que 30 % d’entre eux présentent au contraire des
concentrations plus faibles aprés FML, la variation moyenne étant de + 46 %. Ce constat est
le signe d'une production de méthylglyoxal par les BL, vraisemblablement couplée a une
certaine réduction diminuant la teneur des vins en méthylglyoxal et ceci plus ou moins

rapidement.

Cette hypothese est confirmée par le dosage de I'acétol, issu de la réduction du
méthylglyoxal. En effet, bien que la différence entre les teneurs moyennes des vins avant et
apres FML ne soit pas significative (respectivement 45,3 et 49,2 mg/l), 66 % des vins
analyses montrent une augmentation de la teneur en acétol apres FML (annexe 6). La
moyenne des variations de la concentration en acétol au cours des FML étudiees est de + 38

%, ce qui confirme la réduction du méthylglyoxal par les BL du vin.

Enfin, la teneur des vins rouges en pentane-2,3-dione diminue significativement (au
seuil de 5 %) au cours de la FML avec une concentration moyenne de 0,44 mg/l avant FML
chutant a 0,33 mg/l apres FML. Plus de 70 % des vins étudiés montrent une diminution de la
teneur en ce composé au cours de la FML. La pentane-2,3-dione étant d'origine levurienne,

ces tendances sont en partie le reflet des activités réductases des BL (figure 29).

) 0,80
S
S 0,70 ® avant FML
(O]
c 0,60 \
© * m apres FML
c 0,50
o
[N
0,40 -
S £
2= 0,30 -
©
5 0,20 -
c
9 0,10 -
S
3 0,00 -

Figure 29 : Teneur moyenne en pentane-2,3-dione de 45 vins rouges avant et apres FML,
exprimée en mg/l.

122



Chapitre III, Partie 2: Etude de I'activité des BL sur la fraction aromatique fruitée des vins rouges

B. Implication de certains paramétres ecenologiques sur les teneurs en

diacétyle

1. Effet souche

Certains essais ont permis d’étudier I’influence de la souche de BL sur la synthése
bactérienne de diacétyle en comparant les teneurs d’un méme vin dont la FML a été effectuée

avec différentes souches de BL.

Toutes les études menées s’accordent sur le fait que la souche bactérienne influence
fortement la synthése du diacétyle. En effet, les 4 vins testés ici présentent des différences
inter-souches importantes. L'exemple des essais menés en microvinification sur le vin Mmv09
permettant de tester 6 souches de BL différentes illustre bien ce phénomene. La variabilité
inter-souches dans la production de diacétyle est montrée Figure 30. La souche K, qui a
terminé la FML beaucoup plus rapidement que les autres souches (11 jours), a produit le plus
de diacétyle (11,6 mg/l). Cependant, les FML languissantes (H, | et L), dont 2 ont été
effectuées avec des BL issues de la population indigéne (H et 1), présentent des niveaux de
production de diacétyle assez variables qui restent supérieurs a la souche F (4,3 mg/l). La
souche J a produit moins de diacétyle que K mais le niveau de production reste élevé (9,6
mg/l), pour ce levain par ailleurs connu pour produire des teneurs élevées en diacétyle et de

facon plut6t précoce au cours de la FML.
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Figure 30 : Variation moyenne (sur 3 triplicats) de la teneur en diacétyle au cours de la FML
de 6 souches de BL (H, I, J, F, K, L) sur le vin MmvQ9 (essai de microvinification sur
Merlot). Concentrations exprimées en mg/I.
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L'essai réalisé sur le vin Ms08 compare l'impact d'une souche indigéne (Sis) et d'une
souche commerciale (souche F). La Figure 31 montre que la population indigéne ne produit
pratiqguement pas de diacétyle (0,4 mg/l) alors que la souche F en produit 13 fois plus (5,1

mg/l).
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Figure 31 : Variation de la teneur en diacétyle au cours de la FML de 2 souches de BL (Sis,
F) sur le vin Ms08. Concentrations exprimees en mg/I.

Cette différence peut étre due a une activité réductrice plus importante de la
population indigéne car Sis produit plus d'acétoine (annexe 6). Cependant, la différence
majeure entre ces deux populations vient probablement de la capacité de dégradation de
I'acide citrique. En effet, la souche F produit globalement plus de composés issus de la
dégradation de l'acide citrique (diacétyle et ses produits de réduction) que la population

indigéne (Figure 32).
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Figure 32 : Variation en composés issus de la dégradation de I'acide citrique au cours de la
FML de 2 souches de BL (Sis, F) sur le vin Ms08. Concentrations exprimées en mg/|
correspondant a la somme des concentrations en diacétyle, acétoine et butane-2,3-diol.
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2. Effet ""matrice"”

Parmi tous les essais réalisés au cours de ces travaux, certains ont permis de comparer
I'impact d'une méme souche de BL réalisant la FML dans des vins différents. Cela correspond
a ce que nous avons appelé I'étude de I'effet "matrice” qui englobe la composition du vin mais

aussi I’action d’une microflore indigéne et de son métabolisme résiduel.

La souche F produit du diacétyle de facon relativement constante dans les 3 vins
testés, le taux de variation de sa concentration étant de + 122 % pour Ms08, + 199 % pour
MmvQ9 et de + 185 % pour MLaf09. D'un autre c6té, la souche B produit du diacétyle dans 3
vins sur 4 (Mmv08, Beaum09, Lev09), aucune production n'étant constatée au cours de la
FML menée sur le vin CSmv08. L'impact de I'effet matrice sur la production en diacétyle par

les BL est bien réel. Il est plus ou moins fort en fonction de la souche.

Cet effet se confirme lorsque nous comparons l'effet inter-souche entre cette souche B
et la souche E sur les vins CSmv08 et Mmv08 (Figure 33). Ces 2 souches sont les seules a
avoir completement réussi leur implantation sur ces 2 essais de microvinification réalisés a la
méme température. La souche E produit de facon constante du diacétyle sur les 2 vins. En
revanche, la souche B produit beaucoup plus de diacétyle dans le vin Mmv08 que CSmvO08.
Cette différence peut provenir d'une diminution de l'activité citrate lyase et/ou d'une
augmentation de l'activité réductase de la souche B dans le vin CSmv08. Les deux possibilités
peuvent étre envisagées, seul un dosage de l'acide citrique pourrait permettre de mettre en

évidence la voie principale responsable de cet effet matrice.

MmvO08 CSmv08
7,0

6,0

I msouche E
5,0

4,0 souche B

3,0

2,0 -

1,0 -

Concentration (mg/I)

0,0

-1,0

-2,0
Figure 33 : Variation moyenne (sur 3 triplicats) en diacétyle au cours de la FML des souches
E et B sur les vins Mmv08 et CSmv08. Concentrations exprimées en mg/I.
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C. Discussion

Tous ces essais menés sur 3 millésimes (2007, 2008, 2009) confirment bien la capacité
des BL a synthétiser le diacétyle ainsi que l'acétoine et le butane-2,3-diol, issus de sa
réduction. La formation de ces composés en quantité tres diverses au cours de la FML indique
la présence d'une d'activité citrate lysase. En outre, la synthése de I'acétoine et du butan-2,3-
diol, ainsi que les variations observées au cours de la FML sur d'autres composés a-
dicarbonylés (méthylglyoxal, pentanedione) montrent des activités réductases tres variables

chez Oe. oeni.

La production de diacétyle est dépendante de la souche et des différences inter-
souches peuvent étre importantes et liées aux activités citrate lyase et réductases. Mais la
matrice "vin" influence également les variations en diacétyle constatées au cours de la FML.

Cependant, cette grande variabilité de la modulation de la teneur en diacétyle au cours
de la FML semble étre dans un premier temps en contradiction avec les résultats d'analyses
sensorielles précédemment décrits. En effet, seul 1 profil aromatique a donné lieu a des
variations de la note lactique, alors que 6 des 7 vins évalués par analyse sensorielle présentent
une augmentation de la teneur en diacétyle lors de la FML.

Une des raisons pouvant expliquer ces contradictions est le fait que 1’ardme lactique
est souvent difficile a percevoir dans des vins rouges trés jeunes. Le diacétyle et les autres
composés a-dicarbonylés y sont en grande majorité complexés par le SO, (de Revel, 1988;
Martineau et al., 1995). La forme combinée du diacétyle est beaucoup moins volatile que sa
forme libre, ce qui entraine une nette augmentation de son seuil de perception (Bartowsky et
Henschke, 2004). Il faut souvent attendre plusieurs semaines, voir de hombreux mois pour
mieux percevoir le caractere lactique des vins, le temps que le diacétyle se décombine car la
réaction est réversible (de Revel, 1988). Ainsi, il serait plus intéressant de juger I'impact de la
note lactique sur la note fruitée des vins rouges quelques mois apres la fin de la FML. Un
masque olfactif de l'ardbme fruité des vins rouges di au développement tardif de notes
lactiques produites par la FML pourrait alors étre envisageable. Cependant, a court terme, cet
effet de masque lactique est remis en cause. Les mouvements de composés marquant la note
fruitée pourraient alors étre directement plus impliqués dans les variations de I'ardme fruité

constatées a la dégustation.
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[11. Influence de la FML sur certains composés impliqués dans la

perception de I'ardme fruité des vins rouges

La perception de l'ardme fruité des vins rouges met en jeu des phénomeénes
d'interaction perceptive trés complexes. De ce fait, de nombreuses molécules de diverses
origines y sont sans doute impliquees. Outre les esters, qui représentent la principale famille
de marqueurs de la note fruitée des vins, d'autres composés comme les lactones, C13-
norisoprénoides, terpénols, composés soufrés volatils ou furanones peuvent jouer un role.
Toutes ces molécules prises individuellement n'ont souvent qu'un impact limité sur I'aréme
des vins rouges malgré leur pouvoir odorant important. Cependant, il est maintenant reconnu
gque ces composés participent en mélange a des phénomenes de synergie, exhaustant
notamment la note fruitée de certains esters. Pour cette raison, 1’étude de I’impact des BL sur
la composition des vins rouges en lactones, C13-norisoprénoides, linalol, thiols et DMS s’est

avérée indispensable.

A.  Evolution de la teneur en certains composeés variétaux

1. Les lactones

Les lactones qui ont été suivies au cours de cette étude sont les y-lactones (du C8 au

C12) et la 6-décalactone (6-C10).

Dans leur ensemble, les lactones ne sont que tres peu affectées par la FML car pour 80
% des vins étudiés (n = 39) aucune variation particuliere n'est constatée, en considérant tout
mouvement inférieur a 10 %, négligeable. Pour le reste, 13 % des FML étudiées conduisent a
une diminution de la concentration globale en lactones et seulement 7 % ameénent a une

augmentation.

Comme le montre le Tableau 16, ce constat peut étre établi pour la majorité des
lactones étudiées. C'est le cas pour la y-C9 qui représente une grande partie de la teneur totale
en lactones et dont la concentration ne varie pas dans 82 % des cas. Les autres lactones
semblent étre un peu plus sensibles a I'activité des BL, car la proportion de cas sans variation

est un peu moins elevée, méme si elle reste majoritaire (entre 49 % et 66 %). Par ailleurs, les
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diminutions de concentration au cours de la FML semblent un peu plus fréquentes que les
augmentations, notamment pour la 6-C10 dont la teneur diminue dans pratiquement la moitié

des cas.

Tableau 16 : Bilan des variations de concentrations en lactones constatées sur 39 vins rouges
au cours de la FML. Les critéres pour considérer les variations négligeables dépendent de la
concentration de la lactone dans le vin apres FA : variations < 10 %.

Proportion Proportion

Proportion de FML avec de FML avec

Moyenne de FML aux Lo .
q - diminution  augmentation
es variations
Lactones o 1 de la de la
variations negligeables . .
concentration  concentration
(%) (%)
en lactones en lactones
(%) (%)
v-C8 0 66 16 18
v-C9 -0,7 82 10 8
y-C10 -1,5 64 23 13
y-C11 -1,2 51 31 18
y-C12 +3,1 51 23 26
5-C10 -5,1 49 44 7
2. C13-norisoprénoides et linalol

Les composés C13-norisoprénoides (C13NI) et le linalol ont non seulement comme
point commun d'étre des composes d'origine variétale, mais également d'étre issus en partie de
précurseurs glycosylés. Cela constitue d'ailleurs la principale raison de mesurer les variations
du linalol. Car si d'un c6té ce n'est pas un véritable marqueur de I'ardme fruité des vins rouges
non muscates, d'un autre coté, il représente un excellent modeéle pour étudier les activités B-
glycosidases responsables de la libération des aglycones dans le vin. En outre, il s'agit du seul
terpénol ayant été cité comme pouvant étre impliqué de maniére synergique dans certaines

modulations de I'ardme des vins rouges (Ferreira et al., 2001; Guth et Sies, 2002).

Les C13NI sont connus pour étre impliqués activement et de fagon synergique dans la

perception de la note fruitée des vins rouges. C'est particulicrement le cas de la -
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damascénone (B-d) qui est majoritaire dans les vins et de la B-ionone (B-i) en quantité plus
restreinte. L'a-ionone (a-i), moins puissante au niveau aromatique, a également été suivie au
cours de cette étude. En revanche, la B-damascone, beaucoup moins odorante que les 3
premiers composés ne se rencontre qu'a I'état d'ultratraces dans les vins (une dizaine de ng/l)

(annexe 4), et ne fera pas I'objet de discussion.

Deux constats apparaissent apres I'analyse des résultats du dosage des C13NI dans les
vins, avant et aprées FML. Le premier est comme cela a été observé précédemment avec les
lactones, la FML affecte peu la teneur en C13NI. Pour 73 % des vins étudiés, aucune variation
particuliere n'est mise en évidence (seuil de rejet = 10 % de la concentration initiale). D un
autre cOté, il est intéressant de remarquer que dans les rares cas ou des mouvements sont
observés, il s'agit essentiellement d'une diminution de la teneur globale en C13NI. Sur les
trois C13NI étudiés, nous constatons une tendance trés similaire pour la B-d et pour la B-i,
alors que la FML semble avoir plus d'impact sur 1'a-ionone dont la teneur peut, soit augmenter
(32 % des cas), soit diminuer (48 % des cas) (Tableau 17).

Tableau 17 : Bilan des variations de concentrations en C13NI constatées sur 39 vins rouges
au cours de la FML. Les critéres pour considérer les variations négligeables dépendent de la
concentration de I’ester dans le vin apres FA : variations < 10 %.

Movenne Proportion de Proportion de Proportion de
ges FML aux FML avec FML avec
C13NI o variations diminution de la  augmentation de
variations - : :
(%) négligeables  concentrationen  la concentration
(%) C13NI (%) en C13NI (%)
B-d -5,2 70 25 5
B-i 5,1 73 25 2
o-i -3,1 20 48 32

En revanche, une augmentation globale de la teneur en linalol des vins apres FML est
parallelement observée (Figure 34). Bien que limitée (variation moyenne = + 1,5 ug/l), cette
production par les BL s'avére toutefois significative au seuil de 5 %. Les BL libérent en effet
du linalol dans plus de la moitié des cas (51 % des cas, avec un seuil de rejet a 10 %), alors

que des diminutions de teneur sont constatées dans 13 % des FML étudiées (annexe 4).
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Figure 34 : Evolution moyenne de la teneur en linalol au cours de la FML dans 44 vins
rouges, exprimée en pg/l.

3. Effet "'souche et effet ""matrice"

Au regard des faibles variations de concentration observées entre les vins, avant et
apres FML pour les lactones et les C13NI, l'effet souche et I'effet matrice restent minimes.
Quelques petites variations sont constatées aussi bien entre différentes souches sur un méme
vin, qu'entre différents vins pour une méme souche de BL. Toutefois, 85 % des variations

constatées sur les vins concernés sont négligeables.

En revanche, I'impact de la souche et de la composition méme du vin sur les variations
en linalol au cours de la FML sont plus visibles. D'un cdté, comme le potentiel en précurseurs
glycosylés dépend du vin et notamment du cépage, la matrice a forcément un impact sur la
quantité de linalol libérée au cours de la FML. C'est par exemple le cas de la souche E qui
libére 0,4 pg/l de linalol dans le vin de Cabernet-Sauvignon CSmv08 contre 1 pg/l dans le vin
de Merlot Mmv08. Cependant, I'effet souche semble toutefois plus marqué que I'effet matrice
dans la production de linalol au cours de la FML. En effet, les 3 souches testées pour étudier
I'impact de la matrice "vin" ont le méme comportement quelque soit I'essai considéré. D'un
c6té les souches B et E liberent du linalol au cours de la FML dans tous les vins étudiés. D'un
autre cOté, la souche F ne libere pas de linalol dans les 3 vins étudiés, certainement a cause
d'une activité B-glycosidase plus faible chez cette souche (Gagné et al, 2010.). Les petites

diminutions de teneur en linalol observées pour cette souche sont probablement dues a des
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réactions chimiques acide-catalysés comme par exemple des réarrangements en a-terpinéol
(Gunata et al., 1986).

Ces résultats et I'étude de I'effet souche sur le vin Mmv09 (Figure 35) confirment
I'importance de la souche de BL dans la libération des terpénols issus de précurseurs
glycosylés. Nous constatons en effet que 4 souches sur 6 testées sur le vin Mmv09 sont
capables de libérer du linalol au cours de la FML. Les 2 dernieres souches conduisent a des
diminutions probablement dues aux mémes raisons que celles évoquées précédemment. Bien
gue ces variations soient quantitativement faibles, elles ne sont pas pour autant négligeables

car elles correspondent a une proportion de 15 % a 35 % de la teneur initiale en linalol.
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Figure 35 : Variation moyenne de linalol au cours de la FML de 6 souches de BL (H, I, J, F,
K, L) sur le vin Mmv09. Niveaux de production exprimés en pg/l. L’écart-type associé est
calculé sur les 3 triplicats réalisés pour chaque souche.

B. Evolution au cours de la FML de la teneur en composés soufres

participant a la note fruitée des vins rouges

1. Les thiols

L'impact de la FML sur les thiols impliqués dans la note fruitée des vins n'a jamais été
étudié mis a part des travaux restreints sur le 3SH (Murat, 2000; de Revel, 2005). Les 3 thiols

étudiés au cours de ces travaux sont le 3SH, le 2SPE et le 3SPE.
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Dans I'ensemble, une diminution de la teneur en 3SH est observée au cours de la FML.
Cependant cette tendance n'est pas systématique car en considérant une nouvelle fois les
variations inférieures & 10 % de la teneur initiale comme négligeables, 53 % des FML
étudiées menent a une diminution de la concentration en 3SH, 21 % a une augmentation et 26
% des cas n'aménent aucune variation particuliére (Figure 36). Le manque de temps et la

difficulté du dosage ne nous ont pas permis d'avoir plus de données pour ce thiol.

12

®m avant FML
® apres FML

concentration 3SH (ug/l)

Figure 36 : Evolution de la teneur en 3SH de 19 vins rouges au cours de la FML exprimée en
pal/l.

Aucune tendance particuliere n'est observée pour la 2SPE et aucune conclusion ne
peut étre tirée pour ce composé qui devra étre réévalué aprés optimisation de la méthode de
dosage.

En revanche, contrairement a son isomere, une tendance est mise en évidence pour la
3SPE. En effet, 60 % des FML étudiées ont apporté un enrichissement du vin en 3SPE (seuil
de rejet a 10 %). Le manque de résultats sur ce composé ne nous a pas permis d'étudier
I'impact de la souche de BL et de la matrice sur cette production. L'optimisation de la
méthode de dosage des thiols par SPE-SBSE-GC/MS devra confirmer ces tendances et
permettre d'évaluer avec plus de précision les niveaux réels de production des BL afin de

mieux estimer I'impact potentiel de ces variations sur I'ardme fruité des vins rouges.
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2. Le DMS

Le DMS montre une tendance assez nette a étre synthétisé par les BL au cours de la
FML. Si d'un cOté cette production n'est pas systématique, aucun cas de diminution de la
concentration en DMS n'est observé. En effet, avec un seuil de rejet equivalent a 10 % de la
teneur apres FA, une synthese de DMS est observée au cours de la FML dans 50 % des vins
étudiés. Les variations moyennes dans ces cas restent faibles (+ 1,4 pg/l) rendant la
production globale de DMS par les BL au cours des FML étudiées non significatives
(Tableau 18). Les BL sont néanmoins capables de produire quelques microgrammes par litre

de DMS comme dans le cas de la FML spontanée du vin Ms08 (+ 4,2 ug/l).

Tableau 18 : Variations moyennes des concentrations en DMS constatées sur 48 vins rouges
au cours de la FML. Le test de significativité, réalisé par ANOVA (n = 48), différencie les
vins avant et apres FML. Le seuil de rejet est de 10 %.

Variation moyenne (ug/l) +1,4

Moyenne des variations (%) +35
Proportion de FML aux variations négligeables (%) 50
Proportion de FML avec diminution de la concentration (%) 0
Proportion de FML avec augmentation de la concentration (%) 50

Significativité des différences (valeur p) 0,29

Cette production de DMS au cours de la FML semble dépendre en partie de la souche
de BL considerée. En effet, certaines variations inter-souches sont constatées. Les BL
indigénes du vin Ms08 produisent plus de DMS que la souche F sur ce méme vin (4,2 ug/l
contre 2,2 pg/l). De méme, sur le vin MmvQ09, 4 souches de BL (H, I, K, F) produisent du
DMS entre 0,8 pg/l et 2 pg/l pendant que les 2 autres souches (J, L) n'en produisent pas ou
peu.

Enfin, la composition de la matrice modifie également la teneur en DMS au cours de
la FML. Par exemple, la souche F produit 2,2 pug/l de DMS dans le vin Ms08, 1 pg/l dans le
vin MmvQ09 et n'en produit pas dans le vin Mlaf09, avec les 3 FML réalisés a 20 °C.
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C. Discussion

Globalement, les lactones ne sont que peu affectées par la FML. La lactone dont la
teneur est la plus influencée par l'activité des BL est la 8-décalactone dont la teneur diminue
dans pratiquement la moitié des cas. Toutefois, les niveaux de variations de la concentration
en d-décalactone sont trés faibles (moins d'1 pg/l) au regard de son seuil de perception (390
pa/l). 1l est ainsi peu probable que des diminutions de la teneur en cette lactone participent a
une baisse de I'intensité de la note fruitée des vins rouges au cours de la FML. Comme l'ont
montré Ugliano et Moio (2005), la y-nonalactone, principale lactone pouvant avoir une
influence sur la note fruitée des vins rouges, n'est pas affectée par la FML dans plus de 80 %
des cas alors que les variations observées dans les autres cas sont minimes (< 0,3 ug/l). Ces
mouvements sont faibles par rapport aux niveaux de variation constatés lors d'impact
aromatique percu en solution modéle (3,6 pg/l) (Loscos et al., 2007). Nos données ne
permettent pas de démontrer que les rares variations de la teneur en y-nonalactone constatees
au cours de la FML puissent avoir un impact sur la note fruitée des vins rouges. Cependant, a
plus long terme, la FML pourrait étre impliquées dans la formation des lactones par
lactonisation chimique d'acides gras hydroxylés produits par les BL, soit par oxydation
d'acides gras insaturés (Wanikawa et al., 2000), soit par activité B-glycosidase (Segurel et al.,
2009). La FML pourrait ainsi contribuer a marquer lI'aréme de vins vieillis suite & un
enrichissement préalable en précurseurs de lactones. Il est ici envisage, encore une fois, un
mécanisme différé de modification aromatique par la FML. Des études complémentaires

devront étre menées afin de doser les acides gras hydroxylés.

Comme les y-lactones, les concentrations en C13NI sont tres peu affectées par la
FML. La libération de linalol constatée parallélement prouve cependant que les activités 3-
glycosidases des BL sont actives. La capacité des BL d'hydrolyser les précurseurs glycosylés
des C13NI ayant déja été montrée par ailleurs (Boido et al., 2002; Ugliano et al., 2003),
I'absence ici de variation pourrait provenir de phénomenes d'adsorption et d'occlusion des
C13NI avec les macromolécules polysaccharidiques produites par les BL durant la FML
(Boido et al., 2002). Les C13NI éetant des composés carbonylés, ils sont aussi potentiellement
réductibles par les BL. Un équilibre entre libération et réduction des C13NI au cours de la
FML peut donc également étre envisagé, mais aucune étude ne démontre la présence de cette
activité chez les BL ou les levures. Des interactions entre les C13NI et le SO, pourraient

également étre responsables de cette absence de variations et expliquer certaines diminutions
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(Daniel et al., 2004). En outre, le fait que la FML ait plus d'impact sur I'a-ionone que sur les
deux premiers C13NI reste inexpliqué. Tres peu de travaux ont étudié ce compose dans les
vins. Une différence d'activité -glycosidase pour cet aglycone comparé a la B-i et a la B-d
pourrait étre envisagée, comme l'ont montrée (Gagné et al., 2010) pour d'autres aglycones.
Cependant, les variations constatées sont faibles (quelques dizaines de ng/l) par rapport au
seuil de perception de 1'a-ionone (400 ng/l). L'implication des C13NI dans la variation a court
terme, imputable aux BL, de I'aréme fruité des vins rouges, n'est pas démontrée. En revanche,
une étude sur les complexes polysaccharides/C13NI et SO,/C13NI pourrait permettre de
savoir si ces interactions perdurent dans le temps, et si la FML ne pourrait pas avoir un impact
a plus long terme sur la teneur en C13NI des vins rouges pouvant engendrer des modifications

aromatiques tardives.

Le linalol, également issu de précurseurs glycosylés, est libéré significativement au
cours de la FML. Ces variations dépendent plus des souches de BL que de la matrice. L'effet
souche est bien connu pour l'activité -glycosidase (Barbagallo et al., 2004; Grimaldi et al.,
2005; Bloem et al., 2008) et cette derniére est particulierement liée a la nature du substrat
(Gagné et al., 2010). Cependant, bien qu'elles soient significatives, les variations de la teneur
en linalol restent quantitativement faibles (en moyenne + 1,5 pg/l). Aucun lien n'a été mis en
évidence entre la variation de la teneur en linalol au cours de la FML et celle de la note fruitée
des vins. Cependant, des variations plus importantes (+ 10 pg/l) ont été observées dans
quelques vins n'ayant pas été soumis a l'analyse sensorielle. Dans ces derniers, un impact
aromatique notamment par un effet synergique de ce terpénol, ne peut étre exclu. En outre, il
peut étre envisagé pour des cépages plus riches en précurseurs du linalol que la FML puisse
favoriser le développement de certaines notes fruitées. De telles variations ont été observées

récemment en milieu modéle (Hernandez-Orte et al., 2010).

Malgreé la difficulté de dosage, certaines tendances dans les variations des teneurs en
3SPE et 3SH au cours de la FML ont pu étre mises en évidence. La production de 3SPE par
les BL du vin observée au cours de nos travaux n'a jamais été évoquée dans la littérature mais
concorde avec les résultats trouvés par Sourabié et al. (2008) dans le fromage. Le 3SPE
pourrait alors provenir du catabolisme de I'homocystéine, acide aminé présent dans les vins
(Benkova et al., 2009). Des études supplémentaires menées avec une méthode d'analyse
optimisée devront néanmoins confirmer ces tendances, et vérifier le potentiel d'implication du

3SPE dans les modifications aromatiques apportées par la FML. Les teneurs en 3SH subissent
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plutdt la tendance inverse, la FML diminuant la concentration dans plus de la moitié des cas.
Les données bibliographiques disponibles sur I'impact de la FML sur le 3SH confortent cette
observation (Murat, 2000; de Revel, 2005). En revanche, la cause de cette tendance globale a
la diminution du 3SH au cours de la FML reste encore inconnue. Aucune étude n'a encore
montré la capacité des BL a dégrader de tels composés soufrés. Au contraire, les BL ont
plutét tendance a produire des composés soufrés a partir d'acides aminés comme la
méthionine. Le catabolisme du 3SH par les BL n'étant pas connu, d'autres hypotheses doivent
étre envisagées. La capacité des lies de levures a retenir le 3SH a été montrée par Blanchard
(2000). Une telle capacité peut également étre envisagée pour les BL, et pourrait expliquer
les diminutions de teneur en 3SH constatées apres FML. Ainsi, par rapport aux connaissances
actuelles sur le métabolisme des BL, I'nypothése de la rétention du 3SH par les lies des
microorganismes du vin est privilégiée pour expliquer les diminutions de concentration

observées.

En outre, des augmentations de la teneur en 3SH au cours de la FML sont montrées
pour la premiere fois. D'un point de vue métabolique, ce constat pourrait tout a fait étre
envisageable. Bien que cela ne soit pas encore totalement démontré, des activités
cystathionine B-lyase et cystathionine y-lyase semblent étre notamment responsables de la
conversion directe de la méthionine en méthanethiol chez Oe. oeni (Vallet, 2007). Ainsi,
malgré la spécificité de ces enzymes envers la cystathionine, d'autres substrats peuvent
néanmoins étre catabolisés par ces enzymes. Une libération du 3SH au cours de la FML grace
a des activités lyases des BL pourrait alors étre envisageable. De plus, le fait que
l'augmentation de la teneur en 3SH ne soit observée que dans 20 % des cas, pourrait étre le
reflet du manque de spécificité des activités lyases des BL envers les précurseurs du 3SH.
Ainsi, l'activité cystathionine B-lyase mise en évidence chez Oe. oeni (Vallet, 2007) pourrait
de maniére non spécifique étre impliquée dans la libération de 3SH au cours de certaines
FML. Cette libération de 3SH pourrait dans certains cas participer a I'intensification de la note
fruitée des vins rouges. C'est particulierement le cas pour le vin Mlaf09 dont la FML
augmente de 45 % la teneur en 3SH en méme temps qu'elle intensifie I'aréme fruité. L'activité
lyase des BL pourrait ainsi étre a I'origine de certaines modulations de la note fruitée des vins
rouges. L'implication des thiols dans les variations de la note fruitée apportées par la FML
pourrait étre importante. Une optimisation de la méthode de dosage des thiols développée au
cours de ces travaux devra étre effectuée, afin de permettre la confirmation de ces résultats

originaux.
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Pour la premiere fois, la capacité des BL a produire du DMS est évoquée. Elles en
synthétisent des petites quantités mais de facon réguliére. La souche de BL ainsi que la
matrice semble influencer cette production. Ce composé est principalement formé au cours du
vieillissement du vin par dégradation chimique de la S-méthylméthionine (Segurel et al.,
2005). Cependant, une quantité non négligeable de DMS est formée également par les levures
au cours de la FA par dégradation d'acides aminés mais sans doute aussi par réduction du
DMSO (de Mora et al., 1986, Anocibar-Beloqui, 1998). De telles capacités pourraient
également étre envisagées chez les BL. L'activité de réduction des BL a été précedemment
confirmée sur les composés a-dicarbonylés. En outre, des molécules carbonylées plus Iégéeres
comme I'éthanal sont également affectées par cette réduction. En effet, une tendance nette a la
diminution de la teneur en éthanal est observée au cours des FML étudiées (significatif au
seuil de 8 %), corroborant ainsi avec les données de la littérature (Osborne et al., 2000). Un
impact similaire des BL peut également étre envisagé sur des molécules Iégéres sulfonylées
comme le DMSO, présent dans les vins a des teneurs allant du microgramme au milligramme
par litre (Segurel et al., 2005). L'origine du DMS produit par les BL pourrait également
provenir de la dégradation d'acides aminés, a l'identique de nombreux composés soufrés

légers.

Le DMS peut potentiellement étre a l'origine d'intensification de la note fruitée. Les
augmentations constatées sont cependant d'un faible niveau (+ 1,3 pg/l). Dans certains cas,
cette production peut atteindre plusieurs microgrammes par litre, comme c'est le cas pour la
FML spontanée dans le vin Ms08 (+ 4,2 ug/l). Dans ce cas, une intensification de la note
fruitée accompagne la production de DMS. L'implication du DMS peut alors étre envisagée
car il a été montré qu'un ajout de DMS, pratiqguement du méme niveau (10 pg/l) dans un vin
désaromatisé, pouvait participer de fagcon synergique a relever la note fruitée (Escudero et al.,
2007). La production de DMS par les BL du vin peut ainsi dans certains cas certainement
participer a l'intensification de la note fruitée au cours de la FML. Il serait intéressant de
pouvoir évaluer I'impact des BL sur la S-méthylméthionine, dont les mouvements pourraient
engendrer des variations dans la note fruitée des vins rouges a plus long terme, en modifiant le
potentiel DMS.

Finalement, comme le montre le Tableau 19, il existe un décalage entre la grande
variabilité et la fréquence des modifications de la note fruitée des vins rouges au cours de la

FML et l'implication globale limitée des composés étudiés dans ces modifications
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aromatiques. Si certains composés, impliqués de fagon synergique dans la perception de la
note fruitée des vins rouges, peuvent potentiellement participer aux variations a court terme
de cette note aromatique au cours de la FML, il reste toutefois un certain nombre de
modifications aromatiques inexpliquées. D'autres composes aromatiques sont ainsi

certainement impliqués dans ces phénomenes.
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IV. Modification de la composition en esters par ’activité des BL

du vin

Les esters jouent un rdle central dans I'expression de la note fruitée des vins rouges
(Escudero et al., 2007; Pineau et al., 2009). Or, I'impact des BL sur la teneur en esters dans
les vins a été montré au cours de nombreux travaux (Sumby et al., 2010). L'étude de I'impact
de la FML sur la composition des vins rouges en esters s'avere donc indispensable. De plus,
les résultats issus de la base de données esters des vins (chapitre I11-1-111-C) montrent que
I'étude des différentes familles d'esters apporte des informations sur leur voie de formation
dans les vins. Dans la mesure, ou les données sur le métabolisme des esters chez les BL du
vin ne sont pas nombreuses, il est donc important de suivre non seulement les variations

globales mais aussi les mouvements de chaque catégorie d'esters.

A. Influence globale de la FML sur la composition en esters des vins

rouges

1. Evolution de la teneur globale en esters

Pour une meilleure visibilité dans les résultats, il est indispensable de considérer
séparément les esters a fortes teneurs dans les vins (acétate d'éthyle, lactate d’éthyle, succinate
de diéthyle et succinate de monoéthyle) de I'ensemble des autres esters présents en quantités

beaucoup plus faibles (liste dans le Tableau 13).

L'acétate d'éthyle (C2C2) differe des autres esters car c'est le seul qui mene
systématiquement a un défaut organoleptique des vins. Il peut notamment a grande
concentration altérer la note fruitée des vins en conférant des notes aromatiques de solvant
(acescence). La moitié des FML étudiées conduisent a des variations en C2C2 qui peut soit
Iégerement diminuer (moins de 10 mg/l), soit augmenter de fagon plus franche (jusqu'a 20
mg/l) (annexe 3). Toutefois, dans les cas ou la FML enrichie le vin en C2C2, les niveaux
apres FML restent limités a 30 mg/l. Un impact des variations en C2C2 engendrées par la

FML des vins sains est ainsi peu probable.
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Par contre, les FML étudiées menent a une augmentation significative de la teneur en
lactate d’éthyle avec une production moyenne de 27,1 mg/l soit une variation de + 266 %
(Figure 37). La plus forte production constatée au cours de ces essais est de 46 mg/l alors que
le seuil de perception du LE est de 150 mg/I. Il s’agit de la teneur en lactate d’¢éthyle total, les
deux isomeres n’étant pas séparés par la méthode d’analyse. Ces résultats confirment tous les
travaux antérieurs. Les teneurs en fin de FML sont cependant relativement faibles, la majorité
de la concentration finale en cet ester apparait plus tardivement, bien apres le processus
fermentaire. Ainsi, en évaluant olfactivement les vins rouges en fin de FML, lI'impact du LE

sur les variations de leur note fruitée ne peut pas étre mis en évidence.
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Figure 37 : Teneurs moyennes en lactate d’éthyle total de 48 vins rouges avant et aprées FML,
exprimée en ugl/l.

L’enrichissement du vin en esters de l'acide succinique (SDE et SME) par les BL est
un peu moins systématique mais reste toutefois tres fréquent. Dans 80 % des cas, les teneurs
en ces composés sont plus fortes dans les vins ayant subi la FML. Comme chez la levure, la
mono-estérification de l'acide succinique reste prépondérante chez les BL, formant en
moyenne plus de 80 mg/l de succinate de monoéthyle (Figure 38). D'un autre c6té, les BL ont
¢té¢ capables de synthétiser jusqu’a plus de 3 mg/l de succinate de diéthyle avec une
production moyenne de 0,9 mg/l. Dans 20 % des cas, les BL n'ont pas conduit a une
augmentation de ces deux esters. Ces deux esters sont donc marqués par l'activité des BL.
Cependant, avec des seuils de perception respectifs de 1 g/l pour le SME et 200 mg/I pour le
SDE, les variations constatées semblent toutefois bien faibles pour pouvoir participer aux

modulations de la note fruitée.
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Figure 38 : Teneurs moyennes en succinate de diéthyle (A) et succinate de monoéthyle (B) de
48 vins rouges avant et aprés FML, exprimées en ug/l.

D’autre part, les analyses confirment 1’existence d’une grande variabilité dans I’impact
de la FML sur I’ensemble des autres esters, plus impliqués dans la perception de I’arome
fruité des vins. En effet, contrairement aux trois premiers esters, aucune tendance n’a pu étre
mise en évidence dans les variations de la teneur en esters odorants totaux au cours de la FML
(esters apolaires et polaires) (Tableau 20). 1l existe une grande variabilité d'impact de la FML
qui peut tout aussi bien diminuer, augmenter ou ne pas modifier la teneur globale d'esters
(Figure 39). La fréquence des cas ou les BL synthétisent les esters est plus élevée que celle
ou les BL les hydrolysent. Les BL sont capables d’hydrolyser ces esters a des niveaux
équivalents a 20 % de la concentration apres FA (- 900 pg/l). D'un autre c6té, elles peuvent
synthétiser des esters jusqu’a des niveaux équivalents a plus de 40 % de la teneur apres FA (+
800 ug/l). Si la majorité de ces esters restent des composés en grande partie d'origine
levurienne, les BL peuvent modifier leur teneur a des niveaux pouvant potentiellement avoir
un impact sensoriel. En effet, les esters odorants étant au centre de phénomeénes de synergie
importants, des variations de quelques centaines a quelques dizaines de pg/l de mélanges
d'esters peuvent étre significativement percues (Escudero et al., 2007; Pineau et al., 2007;
Pineau et al., 2009).
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Figure 39 : Evolution de la teneur en esters odorants totaux de 47 vins rouges au cours de la
FML exprimée en pg/l.

Tableau 20 : Variations moyennes des concentrations en esters odorants constatées sur 48
vins rouges au cours de la FML. Le test de significativité, réalise par ANOVA (n = 48),
différencie les vins avant et aprés FML. Le critere pour considérer les variations négligeables
est : variations < 100 pg/I.

Variation moyenne (ug/l) +55
Moyenne des variations (%) +6,1
Proportion de FML aux variations négligeables (%) 30
Proportion de FML avec diminution de la concentration (%) 25
Proportion de FML avec augmentation de la concentration (%) 45
Significativité des différences (valeur p) 0,29
2. Evolution des différentes classes d’esters odorants au cours de la FML

Une absence de variation de la teneur globale en esters odorants durant la FML ne se
traduit pas forcément par une absence totale de mouvement des concentrations en différents
esters. C’est par exemple le cas pour le vin Msgl807 pour qui I’absence de variation de la

teneur globale en esters (- 0,8 %) au cours de la FML n’empéche pas certaines modifications
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selon la classe d’esters considérés (Figure 40). Dans ce cas, les BL hydrolysent les acétates,

synthétisent certains EEAG et esters branchés et n’ont pas d’impact sur les esters polaires.
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Figure 40 : Teneur (ug/l) en certains EEAG (C4C2, C6C2, C8C2, C10C2), en acétates, en
esters branchés et en esters polaires dans le vin SG1807 (Merlot) avant et apres FML.

En outre, au sein d’'un méme groupe d’esters, il peut y avoir une certaine variabilité
dans I’impact de la FML. Ce constat est fait régulierement (annexe 2) comme dans le cas du
vin Mbeaum09 ou selon ’EEAG considéré, des différences de variations sont observées.
Pendant que les teneurs en C4C2 et C6C2 diminuent, celles en C8C2 et C10C2 augmentent au
cours de la FML (Figure 41).
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Figure 41 : Teneurs en certains EEAG (C4C2, C6C2, C8C2, C10C2) dans le vin MbeaumQ9
(Merlot) avant et aprés FML, exprimée en pg/l.
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Impact de la FML sur les Esters éthyliques d'acides gras (EEAG)

En moyenne, la FML a plutdt tendance a augmenter le niveau de concentration en
EEAG des vins. Si les variations sont considérées comme négligeables pour des niveaux
inférieurs a 80 g/, il existe alors une augmentation de la teneur en EEAG dans 46 % des cas
et une diminution seulement dans 13 % des FML étudiées. Le reste des mouvements constatés
est négligeable (soit 41 % des cas). Les BL sont capables de synthétiser jusqu’a plus de 500
ug/l ’EEAG, correspondant a plus de 40 % de la concentration apres FA, et de diminuer leur

teneur de plus de 300 pg/l, soit 30 % de la concentration aprés FA.

Toutefois, ces variations dans 1I’impact de la FML sur la teneur en EEAG dépendent de
I’ester considéré. Le Tableau 21 résume les différentes variations constatées pour cette

famille d’esters.

Tableau 21 : Variations moyennes des concentrations en principaux EEAG constatées sur 48
vins rouges au cours de la FML. Le test de significativité, réalise par ANOVA (n = 48),
différencie les vins avant et aprés FML. Les critéres choisis pour considérer les variations
négligeables dépendent de la concentration de 1’ester dans le vin aprés FA : variations < 10 %

(i), < 10 pg/l (ii), < 15 pg/l (iii).

Proportion de Proportion de
Proportion FML avec FML avec

Variation Moyenne de FML aux  diminution  augmentation Slgnlggsatlwte
Esters moyenne o variations de la de la cee s
variations . . . differences
(na/l) (%) négligeables concentration concentration (valeur p)
(%) en EEAG en EEAG P
(%) (%)
C3C2 -0,1 +6,6 40" 23 37 0,99
c4c2  -02 +1,6 48" 27 25 0,98
C6C2  +26 +1,5 38" 24 38 0,87
C8C2  +333 + 8,4 21" 19 60 0,12
c10c2  +179 +126 23" 23 54 0,10
C12C2 +0,5 +10,7 25" 27 48 0,53
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Deux groupes peuvent étre distingués selon la longueur de la chaine carbonée de
I'acide correspondant. Tout d'abord, les BL ont une tendance assez nette a synthétiser les
EEAG a chaine plus longue (C8 au C12). Le C8C2 et le C10C2 se démarquent
particulierement des 4 autres composes car les différences de concentrations constatées entre
les vins avant et apres FML sont significatives aux seuils respectifs de 12 % et 10 %. Le
C12C2 est egalement plutdt synthétisé par les BL (dans la moitié des cas), mais cette tendance
est toutefois moins significative (p = 0,53). A notre connaissance, c'est la premiére fois qu'il
est montré que les BL du vin ont une tendance nette a synthétiser les EEAG a chaine carbonée
de longueur moyenne, sans pour autant exclure le fait qu’elles soient aussi capables de les
hydrolyser. D'un autre cété, les EEAG a chaine plus courte (C3 au C6) sont moins influencés
par I’activité des BL car une plus forte proportion de FML n’apporte aucune variation notable
de concentration. L’EEAG le moins affecté par les BL semble étre le butyrate d’éthyle pour
qui les variations sont négligeables pour prés de 50 % des FML étudiées. Enfin, il est
intéressant de constater que les BL hydrolysent autant les esters a courtes chaines que les

esters a plus longues chaines carbonées.

Ces tendances se retrouvent également sur les esters méthyliques, isoamyliques et
éthyliques a nombre impair de carbone (Tableau 22). 1l existe une tendance a la synthese au
cours de la FML pour les esters méthyliques et isoamyliques de 1’acide octanoique et
décanoique, alors qu’aucun mouvement général n’est mis en évidence dans le cas des esters
de I’acide butyrique et hexanoique. De méme, la synthése est plus importante pour les esters a

nombre impair de carbone, lorsque le nombre de carbone est plus grand.

Tableau 22 : Variations des concentrations en certains esters d’acides gras constatées sur 48
vins rouges au cours de la FML.

Esters C6C1 C8Cl Cl0Cl1 C4iC5 C6iC5 C8iC5 C7C2 (C9oc2

Moyenne des

variations %) S *15 125 +2 45 +17 485 +235

Il semblerait donc que la capacité des BL a synthétiser les EEAG soit liée a la
longueur de la chaine carbonée de 1’acide correspondant. Ce constat est confirmé lorsqu’une
ACP est réalisée sur les variations de concentrations dues a la FML des esters éthyliques et

méthyliques pour les 48 vins étudiés (Figure 42).
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L’axe F1 semble étre caractéristique des variations des esters d’acides gras linéaires au
cours de la FML. Bien qu’il n’explique seulement que 12 % de la variance, 1’axe F2 permet
toutefois de séparer les esters suivant le nombre de carbone de I’acide correspondant. Ceci se
traduit également par le fait que les rapports EM/EEAG ne varient pas au cours de la FML. Le
comportement des BL par rapport aux EEAG depend ainsi tres certainement de la longueur de
la chaine carbonée. L’acide correspondant semble donc avoir un réle plus important que

I’alcool concerné dans I’impact des BL sur les esters du vin.

Variables (axes F1 et F2 : 83,88 %)
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Figure 42 : Projection des variables sur le plan principal a partir d’une ACP type Pearson,
réalisée avec les variables “variations de concentrations dues a la FML en certains esters
éthyliques et méthyliques ” et les individus “vins” (n = 48).

Une autre ACP réalisée pour 45 vins, sur les variations de concentrations dues a la
FML de certains esters dont 1'acide posséde 6 carbones, indique qu’au-dela de la longueur de
la chaine, c’est bien la nature de 1’acide impliqué qui semble avoir le plus d’importance dans
les mécanismes de synthése et d’hydrolyse au cours de la FML (Figure 43). En effet, la
projection sur le plan (1 x 3), montrant 62,6 % de la variance totale, separe les esters de
I’acide hexanoique des esters éthyliques hydroxylés dont l'acide est en C6. La voie de
synthese chez les BL du vin de ces esters hydroxylés, est ainsi probablement différente de

celle des esters de I'acide hexanoique.
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Variables (axes F1 et F3 : 62,55 %)
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Figure 43 : Projection des variables sur le plan principal a partir d’une ACP type Pearson
réalisée avec les variables "variations de concentrations dues a la FML en certains esters
éthyliques en C6" et les individus "vins" (n = 45).

Impact de la FML sur les acétates d'alcools supérieurs

L’utilisation d’une nouvelle ACP, réalisée sur les variations des différents EEAG et
AAS pour les 48 vins étudiés, permet de visualiser 1’existence d’une différence globale dans
les mouvements constatés sur les concentrations des 2 catégories d’esters au cours de la FML

(Figure 44).

Variables (axes F1 et F2 : 68,79 %)
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Figure 44 : Projection des variables sur le plan principal a partir d’une ACP type Pearson
réalisée avec les variables " variations de concentrations dues a la FML en EEAG et en AAS"
et les individus "vins" (n = 48).

Les variables sont dans I’ensemble bien représentées sur la projection du plan
principal. A I’exception du C2iC4 et du C12C2, elles sont toutes proches du cercle des
corrélations. L’axe F2 permet de séparer le groupe des EEAG de celui des AAS. Seul, le
C2iC4 se démarque des autres acétates se situant dans la partie positive suivant 1’axe F2.
Cette représentation indique trés certainement 1’existence d’une différence dans le

métabolisme bactérien de ces 2 catégories d’esters, le C2iC4 étant un cas particulier.

Comme les EEAG, les AAS ont plut6t tendance a étre synthétisés au cours de la FML.
Des augmentations de concentration sont en effet constatées dans 50 % des vins étudiés, une
diminution dans 27 % des cas et aucune variation (< 5 %) dans le reste des FML étudiées (23
%). La moyenne des variations observées est de + 4,3 %, alors que la variation moyenne de la
teneur en AAS est de - 44 pg/l. Ce décalage s’explique par le fait que certaines FML ont
abouti a une hydrolyse marquée des AAS. Ainsi, les BL sont capables d’hydrolyser les AAS
jusqu’a des teneurs proches de 700 pg/l (soit 30 % de la teneur aprés FA). D’un autre coté,
elles ont synthétisé jusqu’a 170 pug/l d’AAS, correspondant a une augmentation de 40 % de la

concentration apres FA.

Les AAS sont dans I’ensemble beaucoup plus regroupés que les EEAG sur la
projection principale de I’ACP de la Figure 44. L’importance évoquée précédemment, de la
nature de I’acide impliqué dans le métabolisme bactérien des esters du vin, pourrait en partie

expliquer ce constat.

Cela se vérifie avec les variations de concentrations observées pour chaque AAS,
exceptés pour le C2C4 et le C2C8 dont les teneurs dans les vins étudiés sont au-dessous de la
LOQ de la méthode d’analyse (Tableau 23). En effet, il semble exister moins de variabilité
dans I’impact de la FML sur la teneur en AAS que pour les EEAG. La proportion des vins
dont la FML augmente la teneur en esters est sensiblement la méme (autour de 40 %) pour 4
AAS sur 5. Seul le C2PhC2 se démarque des autres, en étant peu affecté par I’activité des BL
avec 65 % des FML n’amenant aucune variation particuliére : 8 % des cas ont abouti a une
augmentation de la concentration en C2PhC2. En revanche, le C2iC4 est peu hydrolysé par
les BL du vin car seul 13 % des FML étudiées aboutissent a une diminution de sa teneur. Pour

le reste, aucune tendance particuliére n’est mise en évidence.
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Tableau 23 : Variations moyennes des concentrations en principaux AAS constatées sur 48
vins rouges au cours de la FML. Le test de significativité, realise par ANOVA (n = 48),
différencie les vins avant et aprés FML. Les critéres pour considérer les variations
négligeables dépendent de la concentration de 1’ester dans le vin apres FA : variations < 10 %

(i), <5 % (ii).
Proportion Proportion Proportion
i Moyenne p de FML avec de FML avec Significativité
Variation de FML aux oo .
E des o diminution  augmentation des
sters  moyenne I variations del del diffé
(g variations négligeables ela ela ifférences
(%) (%) concentration concentration (valeur p)
° en AAS (%)  en AAS (%)
C2C3 +0,3 +13 38 21 41 0,72
C2ic4 +0,5 +95 46" 13 41 0,92
C2iC5  -50,1 +4,4 23" 31 46 0,64
C2C6 -0,4 +14 27" 35 38 0,61
C2PhC2  -54 -3,9 65" 27 8 0,53

Impact de la FML sur les esters éthyliques d’acides branchés et sur leur précurseur

Une ACP réalisée sur les variations de concentrations en EEAG, AAS et EEAB pour

les 48 vins étudiés montre que les EEAB se comportent difféeremment au cours de la FML

(Figure 45). La projection du plan principal permet en effet de visualiser globalement les 2

groupes séparés suivant I’axe 2, le PhC2C2 étant lui, beaucoup mieux corrélé avec 1’axe 4.

Variables (axes F1 et F2 : 55,80 %)
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Figure 45 : Projection des variables sur le plan principal a partir d’une ACP type Pearson
réalisée avec les variables " variations de concentrations dues a la FML en EEAB, EEAG et

en AAS" et les individus "vins™" (n = 48).
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Le comportement général différent du PhC2C2 au cours de la FML par rapport aux
autres EEAB est confirmé par les variations de concentrations observées au cours de la FML
pour ces 4 esters (Tableau 24). En effet, le PhC2C2 a une tendance nette a étre hydrolysé par
les BL du vin alors que les 3 autres esters sont dans I’ensemble plutdt synthétisés. Plus de 70
% des cas étudiés ont abouti a des diminutions de la teneur en PhC2C2, menant a une
moyenne des variations constatés d’environ — 30 % de la teneur avant FML. Seul 4 % des cas
n‘ont pas aboutis a des mouvements notables de la teneur en cet ester. L'impact général de la

FML sur la teneur des vins rouges en PhC2C2 est significatif au seuil de 0,1 %.

En revanche, les autres EEAB ont plut6t tendance a étre synthétisé au cours de la
FML. Bien que cela ne soit pas significatif, les BL sont aussi capables d’hydrolyser I’'iC4C2,
le 2mC4C2 et I’'iC5C2. Cependant, une plus forte proportion de vin (entre 38 et 48 %)
s’enrichissent en ces EEAB au cours de la FML. De plus, les augmentations de concentration
sont généralement bien plus importantes que les diminutions observées (annexe 2). De ce fait,
la tendance générale d’impact des BL sur ces esters au cours de la FML est a la production.
Cette tendance est notamment bien marquée pour I’iC5C2 dont la variation de concentration
au cours des FML étudiées est significative au seuil de 15 %. Les BL sont capables de doubler
la teneur en EEAB des vins au cours de la FML, mais également d’entrainer une diminution
de 20 %. Quelque soit la tendance, les variations maximales observees restent a des niveaux
assez faibles (40 pg/l) qui peuvent toutefois potentiellement étre perceptibles (Pineau et al.,
2009).

Bien que les EEAB puissent étre formés au cours des fermentations, leur principale
origine dans les vins est 1’estérification chimique des acides branchés correspondants, avec
1’éthanol, au cours des premiéres années de vieillissement du vin (chapitre I11-1-111-C). C’est
pourquoi, il est aussi intéressant d’étudier en parallele les variations de ces acides au cours de
la FML, car 1’évolution des rapports esters/acides au cours de la FML peut potentiellement

affecter la note fruitée des vins.
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Tableau 24 : Variations moyennes des concentrations en principaux EEAB constatées sur 48
vins rouges au cours de la FML. Le test de significativité, réalisé par ANOVA (n = 48),
différencie les vins avant et aprés FML. Le critere pour considérer les variations négligeables
est : variations < 10 %.

Proportion Proportion
Proportion de FML avec de FML avec

Variation Mogleesnne de FML aux  diminution  augmentation Slgm];lg:tlwte
Esters  moyenne o variations de la de la .
variations . . . différences
(na/l) (%) négligeables concentration concentration (valeur p)
(%) enEEAB  en EEAB P
(%) (%)

iC4C2 +3,1 +12 35 27 38 0,33
2mC4C2  +0,5 +10,6 23 29 48 0,31
iC5C2 +1,1 +12,6 39 17 44 0,15
PhC2C2 -1,5 -30 4 71 25 107

Les trois acides branchés (AB) étudiés ont plutét tendance a étre synthétisés au cours
de la FML (Tableau 25). Cette production globale est méme significative au seuil de 5 %
dans le cas du 2mC4 avec une moyenne de + 43 % de la teneur aprés FA. Ainsi, au vu de la
faible proportion de vins ou la FML permet de diminuer sa teneur (8 %), les BL du vin ont
une tendance tres nette a synthétiser le 2mC4. Pour les deux autres acides les résultats sont
plus contrastés et, méme si la tendance est a I’augmentation, les BL sont aussi capables d’en
diminuer la teneur. Toutefois, dans 70 % des vins montrant une diminution de la teneur en
iC4 et iC5 au cours de la FML, il est parallelement constaté une augmentation de la
concentration en ester correspondant. Ces phénomeénes ne sont pas forcément proportionnels
mais leur existence pourrait correspondre a la capacité des BL de synthétiser les EEAB a

partir des acides branchés issus de leur métabolisme.
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Tableau 25 : Variations moyennes des concentrations pour les principaux acides branchés
constatées sur 48 vins rouges au cours de la FML. Le test de significativité, réalisé par
ANOVA (n = 48), différencie les vins avant et apres FML. Le critére pour considérer les
variations négligeables est : variations < 10 %.

Proportion de  Proportion de

Proportion o
Variation Moyenne de EML aux _FI\_/IL avec FML avec Significativité
ACi des L diminution de augmentation des
cides moyenne o variations | del diffé
(o) variations négligeables a ela ifferences
(%) (%) concentration concentration (valeur p)
en AB (%) en AB (%)
iC4 +34,8 +7,6 29 25 46 0,63
2mC4  +81,3 +43 25 8 67 0,014
iC5 +29 +5,1 31 19 50 0,43

Finalement, des diminutions du rapport EEAB/AB sont constatées dans plus de 40 %
des FML pour 1'1C4 et 1'i"C5. En revanche, cette proportion passe a 70 % lorsqu’il s’agit du
2mC4 dont la teneur augmente trés souvent aprés FML. La diminution du rapport EEAB/AB
aprés FML entraine un déséquilibre des concentrations entre 1’acide et 1’ester encore plus
important qu’aprés FA. Les phénoménes d’estérification peuvent alors étre plus rapide et
conduire au bout de quelques années de vieillissement a des teneurs finales en EEAB plus

importantes.

Impact de la FML sur certains esters éthyliques polaires (EEP) et les esters d'origine

variétale

Parmi les 4 EEP suivis au cours de cette étude, le 30OHCA4C2 est majoritaire dans les
vins avec des teneurs plus de 100 fois supérieures a celles en LevC2, 30HC6C2 et 60HC6C2.
Leurs voies de formation dans les vins sont peu ou pas connues et vraisemblablement
différentes selon I’EEP considéré. Il est intéressant de regarder I’impact bactérien sur ces

esters, ce qui n’a jamais ¢été fait auparavant excepté pour le 30HC4C2.

Le Tableau 26 montre que la tendance générale est a la synthése de ces esters au cours
de la FML. Ce constat est particulierement vrai pour le 30OHC6C2 et le 60HC6C2 dont

I’impact de la FML sur leur teneur est significatif au seuil de 5 % pour le premier et de 1 %

153



Chapitre IlI, Partie 2: Etude de I'activité des BL sur la fraction aromatique fruitée des vins rouges

pour le second. Les fortes variations constatées pour ces 2 esters indiquent qu’il s’agit de
composés qui peuvent marquer ’activité bactérienne. Ceci est surtout vrai pour le 30HC6C2
dont la production par les BL du vin est plus systématique que pour le 60HC6C2. De plus, la
FML diminue tres rarement la concentration en 30OHC6C2 (6 % des cas) alors que ce
phénomene est plus fréquent pour le 60HC6C2 (19 % des cas). Cependant, ces composés
étant largement minoritaires dans les vins, les niveaux de production au cours de la FML sont
faibles (1 pg/l).

Les BL sont aussi capables de produire du 30OHC4C2 au cours de la FML (36 % des
cas) mais dans plus de la moitié des vins étudiés, aucune variation particuliére n’a été mise en
évidence. Les variations relatives constatées pour le 30OHC4C2 sont beaucoup moins
importantes que pour les 2 premiers EEP, mais d’un autre c6té, il est rare que la FML diminue
sa teneur (10 % des cas). De ce fait, I'impact de la FML sur ce composé a un niveau de
significativité avec un seuil de confiance de 16 %. Etant présent en quantité non négligeable
dans les vins, les variations constatées sont souvent de I’ordre de plusieurs dizaines de

microgrammes par litre, voir méme plusieurs centaines dans certains cas (annexe 2).

Enfin, le LevC2 est I’EEP dont la tendance des variations au cours de la FML est la
moins franche. D’un c6té ce composé est souvent affecté par les BL avec seulement 9 % des
cas sans variations, d’un autre coté sa teneur peut soit augmenter (53 % des cas), soit
diminuer (38 % des cas). En outre, les variations sont trés faibles en terme de concentration

(inférieure a | pg/l) car le LevC2 est peu présent dans les vins.

Par ailleurs, les esters d'origine variétale comme le cinnamate d'éthyle, le
dihydrocinnamate d'éthyle, I'nexénoate d'éthyle et le géranate de méthyle semblent étre peu
affectes par la FML (annexe 2). Une étude sur des cépages plus riches en ces esters, comme le
Gamay pour les cinnamates (chapitre I1l1-1-111-C), pourrait peut-étre apporter plus

d'information sur I'impact des BL vis-a-vis de leurs teneurs.
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Tableau 26 : Variations moyennes des concentrations en principaux EEP constatées sur la
majorité des vins rouges étudiés au cours de la FML. Le test de significativité, réalisé par
ANOVA (n =48 (a), n = 47 (b), n = 38 (c)), différencie les vins avant et aprés FML. Le
critere pour considerer les variations négligeables est : variations < 10 %.

Proportion Proportion

Proportion L
Variation o de EML aux de_FI\_/IL avec de FML avec Significativité
variations o diminution  augmentation des
Esters moyenne variations e
(%) o de la de la différences
(ng/l négligeables . . I
%) concentration concentration  (valeur p)
en EEP (%) en EEP (%)
30HC4C2  +37,7 +17,6 54 10 36 0,16°
LevC2 +0,03 +26 9 38 53 0,87°
30HC6C2 +1/4 + 160 19 6 75 0,03°
60HC6C2 +1,04 +180 26 19 55 0,002

B. Impact de certains paramétres cenologiques sur les variations de

teneurs en esters au cours de la FML

Des essais réalisés sur 4 vins rouges différents ont permis d’étudier 1’effet souche des
BL et I'effet matrice” sur les teneurs en esters. Les composés étant nombreux, les résultats

sont présentés ici pour les principaux esters, le reste étant détaillé en annexe 2.

1. Effet souche

La production des esters majeurs (LE, SDE, SME) au cours de la FML est en partie
dépendante de la souche de BL. En effet, dans certains vins le niveau de production en LE
peut varier d'un facteur 2 entre deux souches de BL (MmvO08 : 8,4 mg/l pour Si et 16,5 mg/I
pour A). De plus, les variations restent quantitativement faibles au regard du seuil de
perception du LE (150 mg/l), les niveaux de production des BL ne dépassant jamais les 50
mg/I. Certaines différences inter-souches pourraient en partie venir de la cinétique de la FML.

En effet, dans le cas du vin MmvQ9, les productions de LE sont plus importantes pour les
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FML languissantes, car 2 de ces 3 FML (H et I) produisent en moyenne une dizaine de

milligrammes par litre de plus que les autres souches (40 mg/l contre 30 mg/l).

Cette particularité des FML languissantes est encore plus marquée pour les esters de
I'acide succinique, car dans le cas du vin Mmv09 (H, | et L), ce sont les seules a produire de
facon intense du SDE et du SME (Figure 46). De fagon générale, les variations inter-souches
de la teneur en ces esters sont plus importantes que pour le LE, car elles peuvent aller jusqu'a
3 mg/l pour le SDE et de 100 mg/l pour le SME (annexe 3). Toutefois, ces variations restent

minimes par rapport aux seuils de perception (Moreno et al., 2005).
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Figure 46 : Variation moyenne de SDE (A) et SME (B) au cours de la FML de 6 souches de
BL (H, I, J, F, K, L) sur le vin Mmv09, exprimées en pg/l. L’écart-type associe est calculé sur
les 3 triplicats réalisés pour chaque souche.

Bien que les esters odorants soient synthétisés en grande partie par les levures, les BL
sont capables de moduler leur teneur au cours de la FML. D’un point de vue quantitatif, les
niveaux de variation observés lors de 1’étude de I’effet souche restent globalement bien
inférieurs a ceux constatés pour le diacetyle et les esters a faible impact aromatique. Au cours
des 4 etudes sur l'effet souche, seules la moitié d'entre elles ont montré des variations
pertinentes (CSmv08 et Ms08). L’effet souche sur ces composés peut étre important et avoir
potentiellement un impact aromatique (Ms08).

Les FML reéalisées sur le vin CSmv08 engendrent ainsi certaines variations de la
teneur globale en esters odorants (Figure 47). Toutes les souches provoguent une

augmentation en esters supérieure a 100 pg/l. La souche O synthétise 2 fois plus d’esters que
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la souche B, augmentant la concentration en ester de 13 % (262 ug/l) contre 6 % (130 ug/l)
pour la souche B. Ces variations concernent essentiellement les EEAG et les AAS (annexe 2).
Cependant il est intéressant de constater que pendant que certaines souches produisent plus
d'EEAG, d'autres synthétisent plus d'’AAS (comparaison A avec C et B avec E) (annexe 2).

Ceci indique que I'effet souche peut étre différent selon la famille d'esters considérée.
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Figure 47 : Variations moyennes d’esters odorants au cours de la FML de 5 souches de BL
(A, B, C, E, O) sur le vin CSmv08 (Cabernet-Sauvignon), exprimées en pg/l. L’écart-type
associeé est calculé sur les 3 triplicats réalisés pour chaque souche.

L’effet souche est beaucoup plus marqué sur I’essai Ms08 ou il existe une différence
importante entre la population indigene (Si) et la souche F, non seulement sur la teneur
globale en esters odorants mais également selon la famille d'esters considérée (Figure 48). La
population indigéne diminue de 100 pg/l la teneur en esters odorants, alors que la souche F
hydrolyse 550 pg/l des esters présents a la fin de la FA. Ces différences sont potentiellement
perceptibles. Cet essai montre bien que I'impact de la FML sur la teneur en esters peut varier
de facon importante pour un méme vin, selon la souche de BL impliquée et que ces variations

peuvent méme étre inversées selon la classe d'esters, comme c'est le cas avec les EEAG.
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Figure 48 : Variations des teneurs (ug/l) en esters odorants, EEAG, AAS au cours de la FML
de 2 souches de BL (Sis, F) sur le vin Ms08.

2. Effet matrice

Bien que les variations n'aient probablement pas d'impact sur la note fruitée des vins
rouges, il est intéressant de constater la présence d'effet matrice important pour les esters

majeurs.

Le lactate d'éthyle provient de I'activité malolactique des BL qui dépend forcément de
la composition du milieu et de la teneur en acide malique Or, la proportion de LE formé par
rapport a l'acide malique dégradé peut varier d'un vin a l'autre pour une méme souche. Par
exemple dans le cas de la souche F, ces rapports varient de 0,7 % a 2,4 % selon le vin

considéré.

L'effet matrice est également constaté pour les 2 esters éthyliques de I'acide
succinique. C'est ainsi le cas de la souche F qui synthétise en grande quantité du MSE dans le
vin MLaf09, alors qu'elle n'a pas d'impact dans le vin Ms08 et qu'elle diminue méme la teneur
en MSE dans le cas du vin MmvQ9, le paramétre température n'étant pas impliqué dans ces
variations (FML a 20 °C).

L'effet matrice est aussi important dans le métabolisme des esters odorants par les BL
du vin. Des différences de plusieurs centaines de pg/l, potentiellement perceptibles, sont
constatées entre les vins étudiés pour les 3 souches testées. La souche F hydrolyse ainsi
fortement les esters du vin Ms (- 550 ug/l) alors que de légeres synthéses sont constatées dans
les vins Mlaf09 (+ 104 pg/l) et Mmv09 (+ 64 ug/l) (Figure 49). De plus, des différences de
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variation sont constatées selon la famille d'esters considérée comme c'est le cas entre les
EEAG et les AAS. Les tendances d'impact de la souche F sont en effet les mémes pour les 2
familles d'esters dans le vin Ms08 (hydrolyse d'EEAG et d'AAS) mais différent dans le vin
Mlaf09 et Mmv09 (synthése d'EEAG, pas de variation d'AAS). Une méme souche peut donc
hydrolyser ou synthétiser des esters selon le vin dans lequel elle se développe, et les tendances

dépendent encore une fois de la famille d'esters. Ce cas particulier confirme le constat établi

précédemment, comme quoi les variations sont dépendantes de la nature des esters.
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Figure 49 : Evolution des teneurs (ug/l) en esters odorants, EEAG et AAS au cours de la
FML menée avec la souche F sur 3 vins différents.

De plus, 2 souches différentes ne répondent pas forcément de la méme facon dans des
vins différents (méme température de FML, 25 °C), comme c'est le cas entre les souches B et
E sur les vins Mmv08 et CSmv08 (Figure 50). Ainsi, non seulement I'effet matrice est

important mais il dépend aussi de la souche de BL.

Cet effet "matrice™ est visible pour toutes les familles d'esters odorants mais également
pour les acides branchés précurseurs des EEAB. Les résultats sont disponibles en annexe 2 et
5.
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Figure 50 : Evolution de la teneur (ug/l) en esters odorants au cours de la FML menée avec 2
souches de BL (B, E) sur différents vins.

C. Discussion

Au vu des variations constatées pour le LE, SDE et le SME, ces esters ne semblent pas
impliqués dans les modulations de la note fruitée apportée a court terme par la FML.
Cependant, ces composés sont formés majoritairement au cours des premiers mois d'élevage
par estérification de I'acide fixe correspondant avec I'éthanol. La teneur en SDE et MSE des
vins finis est a la fois tres supérieure a celle des vins venant de terminer la FML et bien au-
dessous de leur seuil de perception (Escudero et al., 2007, Boido et al., 2009). Un impact
aromatique a long terme des modifications engendrées par la FML sur ces esters est peu
probable. En revanche, le LE des vins provient en grande majorité de I'estérification de I'acide
lactique produit par les BL. Or, le taux de formation du LE peut atteindre 10 % de la teneur
initiale en acide malique (de Revel, 1992), soit une teneur souvent proche de son seuil de
perception (150 mg/l). Dans tous les vins étudiés ici, il existe encore un fort potentiel d'acide
lactique pouvant étre estérifié, le LE formé correspondant entre 0,5 % et 3 % de l'acide
malique consommé. Le LE, produit indirectement par la FML, peut donc avoir un impact
aromatique a plus long terme. Cependant, son niveau d'implication dans la note fruitée n'est

pas encore bien déterminé.

Les esters odorants correspondent aux composes qui sont potentiellement les plus
impliqués dans les modulations de la note fruitée des vins rouges au cours de la FML. Les

niveaux globaux de ces variations peuvent en effet atteindre plusieurs centaines de pg/l, et
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avoir un impact aromatique (Escudero et al., 2007; Pineau et al. 2007, 2009). De plus, la
grande variabilité observée dans les mouvements des esters correspond bien a I'absence de
tendance des variations de la note fruitée des vins rouges apportées par la FML. Les BL
peuvent certainement aussi bien, détruire l'aréme fruité en hydrolysant ces esters,
gu'intensifier cette note fruitée en les synthétisant. En outre, méme quand le niveau global de
ces esters n'est pas affecté par la FML, les BL peuvent moduler la composition en esters avec
des variations différentes selon la famille des esters considérée.

Les variations en esters polaires tel que le Iévulinate d'éthyle, le 30OHC6C2 et le
60HC6C2 sont certainement trop faibles pour étre impliquées dans la modulation de la note
fruitée (de quelques centaines de ng/l a quelques pg/l). Leur implication dans des phénomenes
de synergie n'a jamais été mentionnée malgreé la considération de ces composés dans les
études sur les interactions perceptives (Pineau, 2007). En revanche, dans certains cas, les
variations observees au cours de la FML sur la teneur en 30OHC4C2 (jusqu'a plusieurs
centaines de pg/l) peuvent potentiellement étre impliquées dans la note fruitée des vins
rouges. En effet, Pineau et al. (2009) ont montré que des variations de quelques centaines de
pa/l de 30OHC4C2 pouvaient étre significativement percues lorsqu'il est présent en mélange
avec d'autres esters. Les voies de formation de ce composé dans les vins n'ont jamais été
étudiées. Les BL ont plutét tendance a le synthétiser; les hydrolyses constatées dans 10 % des
cas n'excedent jamais quelques dizaines de pg/l. Toutefois, le 3OHC4C2 est dans I'ensemble
moins affecté par la FML (dans plus de la moitié des cas) que de nombreux autres esters. Il se
pourrait que ce composé marque occasionnellement les variations de la note fruitée des vins

rouges au cours de la FML, mais il ne s'agit certainement pas du marqueur le plus impliqué.

Les EEAB semblent étre impliqués de facon plus importante dans les variations de la
note fruitée des vins rouges engendrées par l'activité des BL. Des mouvements de quelques
dizaines de pg/l suffisent a moduler I'ardbme des vins rouges malgré le fait que ces variations
soient largement au-dessous des seuils de perception de ces esters (Pineau et al., 2009). De
tels niveaux de variations sont dans certains cas observés au cours des FML étudiees,
particulierement sur I'"C4C2 et le 2mC4C2 qui participent a la note fruit noir/fruit confituré
des vins rouges (Pineau et al. 2009).

Ces esters sont issus d'un métabolisme différent des principaux esters odorants (EEAG
et AAS) car ils dérivent du catabolisme de certains acides aminés. Ces voies de synthése ont

déja été etudiées chez les BL alimentaires mais finalement peu chez les BL du vin.
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Cependant, I'étude récente du catabolisme de la méthionine par les BL du vin (Pripis-Nicolau,
2004; Vallet, 2007) peut servir d'exemple pour la valine, la leucine, l'isoleucine et la
phénylalanine, acides aminés précurseurs des EEAB. Globalement, les phénomeénes de
synthese sont plus importants et plus fréquents que les hydrolyses pour les EEAB, a
I'exception du PhC2C2 dont la teneur diminue significativement au cours de la FML.
Cependant, pour les mémes raisons que les esters polaires mineurs précédemment évoqués, ce

composé n'est certainement pas impliqué dans la perception de la note fruitée des vins rouges.

Les EEAB sont en majorités formés au cours du vieillissement a partir des acides
branchés correspondants. Les tendances observées pour les acides branchés au cours des FML
étudiées sont assez contrastées méme si les phénomenes de synthése semblent étre un peu
plus importants. Parmi les 3 acides branchés étudiés, le 2mC4 se démarque car sa teneur
augmente de facon significative au cours de la FML. Ce constat prouve une nouvelle fois
I'existence de différences dans le catabolisme par les BL des différents acides aminés, comme
ici la leucine. La synthese quasi-systématique du 2mC4 n'engendre pas une augmentation
aussi réguliére de la teneur en 2mC4C2. Ce constat pourrait indiquer que l'estérification est
I'étape limitante dans la synthese des EEAB par les BL du vin. Toutefois, ce phénomene est
particulierement intéressant car le 2mC4C2 semble impliqué de fagon importante dans les
interactions perceptives précédemment évoquées. D'aprés Pineau (2007), une addition de ce
composé a des faibles niveaux (3 pg/l soit une teneur passant de 2 a 5 pug/l) dans un vin rouge
modele reconstitué, est perceptible. Les variations observées au cours de la FML peuvent
atteindre ces niveaux méme si en moyenne elles sont plus proches de 1 pg/l. En outre, le fait
que les BL synthétisent le 2mC4 va engendrer une diminution du rapport 2mC4C2/2mC4, qui
chute globalement de 20 %, et mener ainsi a une synthese plus rapide et plus importante du
2mC4C2 au cours du temps. Or, nous avons montré que la vitesse d'estérification de cet ester
au cours des 15 premieres années de vieillissement était d'environ 6 pg/l par an. Au regard de
ces valeurs, la FML peut donc favoriser assez rapidement le développement de notes fruitées
particuliéres des vins rouges aprés quelques années de vieillissement. Ainsi, comme pour le
lactate d'éthyle, il serait intéressant de faire I'étude apres quelques années de vieillissement.
De part leur forte implication dans I'ardme fruité des vins rouges, les EEAB font certainement
partie des composeés les plus impliqués dans les variations de cette note aromatique au cours
de la FML.
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Les EEAG et les AAS sont également tres liés a toutes ces interactions perceptives, et
au regard des variations de leurs teneurs au cours de la FML (jusqu'a plusieurs centaines de
pg/l), leur implication dans des modifications de la note fruitée des vins rouges est tres
probable. Comme le montrent ces travaux, les BL sont capables a la fois de synthétiser et
d'hydrolyser ces esters qui sont ainsi certainement responsables aussi bien de diminutions que

d'augmentations de la note fruitée des vins rouges au cours de la FML.

Toutefois, I'analyse sensorielle permet d'établir un ordre dans I'implication de ces deux
familles d'esters dans les variations de I'ardme fruité des vins rouges par les BL. En effet, dans
le cas des FML qui intensifie I'ardbme fruité (Ms08 et MIaf09), ces intensifications
aromatiques sont tres probablement dues aux variations en EEAG, les AAS n'étant pas
impliqués car hydrolysés par les BL. Dans ces cas, les variations en EEAG semblent toutefois
assez faibles (200 pg/l et 150 pg/l) pour induire seules des modulations de la note fruitée, au
regard des études sur les interactions perceptives (Pineau et al., 2008). L'implication d'autres
marqueurs, comme le DMS (Ms08) et le 3SH (Mlaf09), est alors probable. Il est intéressant
de constater que les EEAG semblent d'aprés la littérature bien plus impliqué dans les
phénoménes de synergie avec d'autres marqueurs (DMS, C13NI,...) que les AAS (Pineau et
al., 2007, Pineau et al., 2009). Ces auteurs ont montré pour des vins de Merlot et de Cabernet-
Sauvignon que les EEAG étaient plutt responsables de la note fruit rouge. Or, des
intensifications de la note fruit rouge de vins de Merlot par l'activité des BL ont déja été
constatées (Keim et al., 2002). A I'inverse, Gambaro et al. (2001) ont relié des diminutions de
la note fruit rouge de vins rouges a une diminution de la teneur en certains EEAG. Toutes ces
données vont donc dans le sens d'un rdle central des EEAG dans les modulations de la note

fruitée des vins rouges au cours de la FML.

Tout ceci souligne I'importance des activites estérases des BL dans la modulation de
I'ardme fruité des vins rouges. Bien que ces activités soient encore peu étudiées chez les BL
du vin, les nombreux travaux menés sur les BL de l'industrie alimentaire permettent de
connaitre certaines données. Quatre génes codant pour des activités estérases intracellulaires
chez des BL fromageéres (Est A retrouvé chez Lc. lactis et Est B, Est C et une acylltransférase
proche d'Est C retrouvé chez Lb. casei) ont en effet eté identifiés chez la premiére souche de
BL du vin dont le génome entier est connu (PSU1, Oe. oeni) (Sumby et al., 2010). De plus,
Matthews et al. (2006) ont mis en évidence le fait que de nombreuses souches de BL du vin et
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tout particulierement celles de I'espece Oe. oeni, pouvaient hydrolyser des substrats artificiels

type esters liés au groupe p-nitrophényle.

Dans leur ensemble, les esters éthyliques d'acides gras peuvent suivre toutes les
tendances. Mais de fagon plus détaillée, il existe certaines différences au niveau du
métabolisme en fonction de I'ester considéré. La longueur de chaine carbonée de I'acide gras
impliqué semble avoir un réle important. Des similitudes ont été trouvées dans la variation
des esters dérivant du méme acide gras. La fonction acide semble ainsi avoir un réle
prépondérant dans le métabolisme des EEAG chez les BL du vin. Comme chez la levure,
I'ester qui semble étre le plus synthétisé au cours de la FML est le C8C2. En revanche,
contrairement a la levure, le C10C2 est plus affecté par la FML que le C6C2, et les BL
montrent clairement une tendance a le synthétiser. L'impact de la FML sur les EEAG a chaine
carbonée plus courte (C6C2, C4C2, C3C2) est a la fois moins marqué et plus contrasté que
pour le C8C2, C10C2 et C12C2. Par ailleurs, le C4C2 semble étre 'EEAG le moins affecté
par la FML.

Ces résultats sont en contradiction avec les données de la littérature. En effet,
Matthews et al. (2007) ont montré comme chez de nombreuses BL, que l'activité hydrolytique
d'estérases de souches appartenant a différentes especes de BL du vin (Oe. oeni,
Lactobacillus, Pediococcus) avait une plus grande spécificité pour les substrats a courtes
chaines (C2, C4). Ces auteurs ont notamment trouvé que l'activité estérase des souches d'Oe.
oeni était la plus forte sur les substrats en C4. Or, nous montrons au contraire que le C4C2 est
I'EEAG le moins affecté par la FML.

Ces décalages pourraient venir de la disponibilité des substrats qui jouent un réle
important dans les activités enzymatiques. L'étude de I'évolution de la teneur en EEAG en
fonction de la concentration en esters apres FA montre, que cette derniére, n'influence pas les
activités enzymatiques des BL (Figure 51). Il n'existe aucune corrélation entre le niveau de
concentration en EEAG avant FML et les variations constatées au cours de celle-ci. Il est
toutefois intéressant de constater que plus la longueur de la chaine carbonée est courte, plus il
semble exister une certaine tendance a I'hydrolyse, lorsque la teneur apres FA en ester
augmente (Tableau 27). Ce phénoméne est notamment visible pour le C4C2 et a un degré
moindre le C6C2 dont la droite de régression présente une pente négative plus marquée. En

revanche, le C8C2 et le C10C2 ne sont pas concernés par ce phénomene.
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Figure 51 : Evolution de la teneur (en pg/l) en EEAG (A) et AAS (B) en fonction de leurs

concentrations apres FA (ug/l) sur 48 vins rouges.
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Tableau 27 : Parametres de la droite de régression linéaire calculée a partir de I'évolution de
la teneur en EEAG et AAS (ug/l) en fonction de leurs concentrations initiales apres FA (ug/l)
sur 47 vins rouges.

Composes Pente R2
Cc2C3 -0,2362 0,4596
C2ic4 -0,3211 0,5068
C2iC5 -0,2715 0,7233
C2C6 -0,2813 0,7759

C2PhC2 -0,3572 0,9057
C4C2 -0,2699 0,2606
C6C2 -0,1244 0,0526
Cc8C2 0,0201 0,0008

c10c2 0,0947 0,0126

Cette tendance se confirme avec la méme étude réalisée sur les AAS (Figure 51). En
effet, non seulement les pentes des droites sont négatives mais une corrélation est également
mise en évidence. Au-dela d'un certain niveau de concentration initiale en AAS (> 2000 ug/l),
les BL semblent hydrolyser ces esters. Toutes les FML menées sur le vin Ms08 (souches
indigénes et souche F) ont ainsi entrainé une hydrolyse des AAS. Le seul autre vin avec une
concentration initiale en AAS supérieure a 2000 pg/l (Mbeaum09), a également subi le méme
phénomene au cours de la FML menée par une autre souche commerciale (souche B). En
revanche, si la concentration en AAS avant FML est plus faible, I'impact est beaucoup plus
aléatoire avec toutefois une tendance a la synthese et a I'absence de variation. Ce constat peut
étre fait a I'ensemble des AAS (Tableau 27) avec toutefois une plus grande corrélation pour
les esters au nombre de carbone plus élevé (C2iC5, C2C6, C2PhC2) que pour les AAS les
plus légers (C2C3, C2iC4). Pour chacun de ces essais, les ttmoins sans FML ont été gardes
dans les mémes conditions que les vins sur lesquels ont été pratiquées les FML. Ainsi, les
phénomenes d'hydrolyse des AAS dus a la loi d'action de masse évoqués dans le chapitre 111-
1-111-C ne sont pas responsables des variations observées dans ces cas. La FML menée sur les
vins blancs, beaucoup plus riches en acetates que les vins rouges (chapitre I11-1-111-C),
pourrait alors conduire a de nettes diminutions de leur teneur en acétates, et de leur ardme
fruité. Ce phénomene pourrait correspondre aux diminutions de la note fruitée de vins de

Chardonnay apres FML décrites par (Laurent et al., 1994) et (Sauvageot et Vivier, 1997).
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De nombreuses études ont montré la capacité des BL a hydrolyser les esters avec une
plus forte activité pour les substrats "légers". D'aprés Matthews et al. (2007), cette spécificité
se retrouve chez les BL du vin et méme si les expériences ont été jusqu'a présent réalisées en
milieu modeéle, il y a une forte probabilité pour que cette spécificité se retrouve également
chez les BL impliquées dans cette étude. De plus, d'aprés la littérature, il semblerait que cela
soit les mémes enzymes qui puissent a la fois hydrolyser et synthétiser ces composés (Holland
et al., 2005). Ainsi, nous pouvons émettre I'nypothése qu'il existe un équilibre permanent
entre l'activité de lyse et de synthése des esters par les BL du vin. Ce type d'équilibre se
retrouve chez la levure qui régule la production d'esters au cours de la FA soit en les
hydrolysant, soit en les synthétisant grace a des activités estérases et transférases (Vianna et
Ebeler, 2001). De plus, comme chez les BL, les activités enzymatiques d'hydrolyse et de
synthese des EEAG chez les levures sont gérées par les mémes enzymes (EHT1, EEB1), et
leur facteur limitant est la disponibilité des substrats (Saerens et al., 2006). Ainsi, ce méme
systeme de régulation peut étre envisagé pour les BL. Si les substrats indispensables a la
synthése des esters sont moins disponibles que les esters dans les vins aprés FA, il y a un fort
risque que la voie estérolytique I'emporte. Inversement, si les acides gras sont plus disponibles

que les esters, l'activité de synthése sera favorisée.

Cette hypothese induit que les principaux substrats impliqués dans la synthése des
esters par les BL ne soient pas des acides gras simples. En effet, leurs teneurs dans les vins
apres FA sont plus importantes que celles de leurs esters correspondants. De plus, les vins
sont plus riches en acide butyrique et hexanoique qu'en acide décanoique. Or, la synthese de
C10C2 est plus fréquente que celle de C4C2 et C6C2. Si les acides gras simples étaient les
principaux substrats impliqués dans la synthése des esters par les BL du vin, ceci entrainerait
alors une activité globale de synthese d'esters plus fréquente, particuliérement pour les esters a
courtes chaines. Il est alors tres probable que comme chez les autres BL alimentaires, la
synthese d'esters par les BL du vin se fasse majoritairement sans co-facteur par alcoolyse a
partir de glycérides (Inoue et al., 1997; Liu et al., 2003). Ceci est d'autant plus probable que la
grande disponibilité de I'éthanol dans les vins renforce I'activité transférase (Holland et al.,
2005). D'apres ces auteurs, il semblerait que les estérases des BL soient plus spécifiques
envers les mono- et di-glycérides. Cependant, la synthése d'esters par les BL du vin a partir
d'acides gras simples ne peut étre complétement exclue. Quelque soit les substrats, la
disponibilité en acide gras (glycerides ou acides gras simples) est tres probablement le facteur

limitant a la synthése d’esters par les BL du vin.

167



Chapitre IlI, Partie 2: Etude de I'activité des BL sur la fraction aromatique fruitée des vins rouges

Ainsi, la disponibilité des substrats semblent étre un facteur prépondérant dans la
modulation de la composition en esters des vins par les BL, plus encore que la nature de la
souche. En effet, les variations constatées entre des vins différents dont la FML a été menée
avec une méme souche s'averent plus importantes que celles observées entre des souches de

BL différentes utilisées dans le méme vin (Tableau 28).

Tableau 28 : Comparaison de la variabilité constatée sur les concentrations totales en esters
odorants au cours de la FML, entre les vins utilisés pour I'étude de I'effet souche et ceux
utilises pour I'effet matrice. Les résultats correspondent aux valeurs absolues des coefficients
de variation calculés pour chaque essai, avec n le nombre d'échantillons concernés.

Essai n Variabilité (%)
Effet souches

Mmv08 6 98
CSmv08 5 29
Mmv09 6 48
MS 2 96
Effet matrices

Souche F 3 286
Souche B 4 211
Souche E 2 249

Cette plus grande variabilité constatée dans I'étude de I'effet matrice est observée pour
tous les esters. Il est évident que les conditions de vinification (température de FML,
décuvage avant ou aprés FML,...) qui différent d’un essai a I’autre, participent probablement a
cet effet matrice. Cependant, des essais reéalisés dans des conditions contrélées en
microvinification sur 2 vins différents montrent des variations imputables a cet effet matrice.
Dans ce cas, les facteurs qui peuvent avoir un impact sur les activités estérases sont

essentiellement le pH et la composition en substrats.

Matthews et al. (2007) ont indiqué que le pH avait un impact sur l'activité estérase.
Cependant, dans notre cas, les variations de pH entre les vins étudiés sont certainement trop
faibles pour influencer les activités enzymatiques liées aux esters. Aucun lien n'a en effet éte

établi entre la valeur du pH et les variations de la teneur en EEAG et AAS.
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Partie 3 : Influence des interactions levures-BL sur les modulations de

la note fruitée des vins rouges apportées par la FML

Les interactions entre les levures et les BL du vin sont étudiées a travers des
comparaisons analytiques et sensorielles de vins réalisées en co-inoculation levures/BL ou de
facon traditionnelle en inoculant les BL aprés FA (inoculation séquentielle). En effet, il existe
en co-inoculation des possibilités d'interactions biochimiques ou chimiques entre les
métabolites d'origine levurienne et bactérienne, autres que celles possibles en inoculation

séquentielle.

Sept essais réalisés dans des vins différents et avec des couples levures/BL différents,
permettent de comparer la composition en marqueurs des notes fruitées et lactiques d'un
méme vin ayant réalisé la FML en co-inoculation et en inoculation séquentielle. En co-
inoculation, certaines FML se sont déroulées simultanément a la FA (MLaf09, MbeaumQ9,
Mlev09) et d'autres aprés FA (Ms08 F, Ms08 FM, PN08, Msol09). Quatre autres essais
permettent de comparer l'influence de souches de BL implantées en co-inoculation sur la

composition en certains marqueurs aromatiques d'un méme vin (FML simultanées a la FA).

Une comparaison des profils aromatiques de vins de co-inoculation et d'inoculation

séquentielle réalisée sur 4 essais complete I'étude.

I. Impact de la co-inoculation sur la composition des vins en
marqueurs aromatiques impliqués dans les variations de la note

fruitée des vins au cours de la FML

Parmi l'ensemble des marqueurs aromatiques, deux catégories de composés sont
particulierement intéressantes a suivre. Il s'agit du diacétyle, majoritairement d'origine
bactérienne (BL), marqueur potentiel d'un masque aromatique de la note fruitée des vins, et
des esters, principalement d'origine levurienne, qui constituent les marqueurs les plus

impliqués dans les variations de la note fruitée des vins rouges au cours de la FML.
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A.  Modulation de la teneur en diacétyle

Les niveaux en diacétyle peuvent varier de fagon importante selon le moment ou le
levain malolactique est inoculé (Figure 52). La co-inoculation peut aussi bien diminuer (2 cas
sur 7) qu'augmenter la teneur en diacétyle (4 cas sur 7). De plus, I'étude de I'évolution des
composés acétoiniques montre que si des phénomenes de réduction peuvent expliquer
certaines variations (Ms08 F, Ms08 FM), dans d'autres cas il n'existe pas de lien particulier

entre la teneur en diacétyle et les composeés issus de sa réduction (PN08, MLaf09, MbeaumQ9,
Msol09).

A : Diacétyle
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B: Composés issus de la réduction du diacétyle (Acétoine + butan-2,3-diol)
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Figure 52 : Comparaison des concentrations (mg/l) en diacétyle (A) et en composés issus de
sa réduction (B) dans différents vins aprés co-inoculation levures/BL ou réalisé en inoculation
séquentielle. Les couples levures/BL sont répertoriés au chapitre 11-1-C
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En outre, des essais de co-inoculation réalises sur un vin rouge (gar07) avec
I'utilisation d'une seule levure et de 3 BL différentes inoculées seules et en mélange, indiquent
que I'effet souche de BL peut étre important en co-inoculation (Figure 53). Ces variations ne
sont pas particulierement dues a des phénomeénes de réduction car aucun lien ne peut étre
établi entre les mouvements de concentration en diacétyle et ceux en composés issus de sa
réduction. Dans ces 4 essais, les FML se sont déroulées simultanément a la FA. L'impact des
BL sur la teneur en diacétyle s’avére donc aussi important lors de FML simultanée a la FA
que lors de FML sequentielles décrites précédemment. Ceci est le signe qu'en co-inoculation,
la production de diacétyle reste majoritairement d'origine bactérienne. Les variations
constatées avec l'inoculation séquentielle indiquent qu'en co-inoculation, l'activité des levures

affecte la production du diacétyle quelque soit son origine.
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Figure 53 : Comparaison des concentrations en diacétyle (mg/l) du vin gar07 dont la FML a
été menée en co-inoculation avec une méme levure (W) et 3 souches de BL différentes (P3,
P4, F) ainsi qu'un mélange de ces 3 souches (mel).

B.  Modification de la composition en esters et en lactones

Des esters majeurs, seul le lactate d'éthyle parait pouvoir potentiellement avoir un
impact aromatique sur le vin, mais aprés plusieurs mois d'élevage et l'estérification plus
compléte de I'acide lactique. Or, les BL produisent autant d'acide lactique en co-inoculation
levures/BL qu'en inoculation séquentielle, l'incidence de la méthode d'inoculation parait
faible. Les esters odorants sont certainement avec le diacétyle, les composés les plus affectés
par le moment d'inoculation des BL. Cependant, comme le montre la Figure 54, il n'existe

aucune tendance particuliere d'impact de la co-inoculation levures/BL sur la teneur globale en

171



Chapitre III, Partie 3 : Influence des interactions levures-BL sur les modulations de la note fruitée

esters odorants. Dans trois essais, la co-inoculation augmente la teneur en esters (Ms08 F,
PNO08, Mlev09), dans 2 autres essais, elle la diminue (Mlaf09, Msol09) et dans les deux autres
essais, les variations sont faibles (< 5 %) (Ms08 FM, Mbeaum09). Ces résultats montrent
I'importance des interactions entre les micro-organismes du vin sur les variations de la teneur
en esters et donc de la note fruitée. L'exemple des FML réalisées sur le vin Ms08 (F et FM) en
est la parfaite illustration. Les FML ont été menées par la souche F, a la différence que dans
I'essai Ms08 FM, d'autres souches de BL (P1 et P2) ont été introduites en méme temps que la
souche F mais sans réussir a s'implanter (chapitre I1-1-C). Dans les deux cas (Ms08 F et FM),
les FML issues de la co-inoculation ont été réalisées aprés la FA par la souche F. Or, des
différences sont observées entre les essais Ms08 F et Ms08 FM, avec des teneurs en esters
plus importantes en co-inoculation sur Ms08 F (+ 430 pg/l) alors que les variations sont tres
faibles (90 pg/l) dans le cas Ms08 FM. Ceci indique que le fait d'inoculer en masse une
population de BL au cours de la FA, peut avoir une influence sur les variations de la teneur en
esters, méme si cette population ne s'est pas implantée. Les essais n'ont pas pu étre répétés
pour Vérifier si ces variations viennent bien de la présence d'autres BL (P1 et P2) au moment
de l'inoculation. Cependant, les résultats observés sur les essais réalisés parallélement en
microvinification par inoculation séquentielle (Mmv08, CSmv08, MmvQ09), montrent que
lorsque la FML est réalisée dans les mémes conditions (vin, température, méme couple
levures/BL), les modifications des teneurs en métabolites sont répétables. Il est donc trés
probable que les différences entre les concentrations en esters des vins Ms08 F et Ms08 FM

soient imputables a la présence de P1 et P2 lors de I'inoculation en début de FA.
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Figure 54 : Comparaison des concentrations (ug/l) en esters odorants dans différents vins
apres co-inoculation levures/BL ou réalise en inoculation sequentielle. Les couples
levures/BL sont répertoriés au chapitre I1-1-C.
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Comme pour le diacétyle, un effet souche de BL est constaté pour les esters lors de la
co-inoculation avec FML simultanée a la FA (Figure 55). Des différences de teneurs en esters
potentiellement perceptibles sont constatées entre les souches de BL (jusqu'a 290 pg/l). Les
niveaux de variations sont proches de ceux rencontrés en inoculation séquentielle. A I'image
du diacétyle qui reste majoritairement produit par les BL, les esters restent donc
principalement d'origine levurienne en co-inoculation. Les variations constatées dans les
teneurs en esters avec les vins d'inoculation séquentielle indiquent qu'en co-inoculation,

I'activité des BL affecte la production levurienne d'esters.
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Figure 55 : Comparaison des concentrations (ug/l) en esters odorants du vin gar07 dont la
FML a été menée en co-inoculation avec une méme levure (W) et 3 souches de BL différentes
(P3, P4, F) ainsi qu'un mélange de ces 3 souches (mel).

Les variations dues au moment d'inoculation touchent toutes les familles d'esters. C'est
notamment le cas pour le 30OHC4C2 (Figure 56), pour qui les variations allant jusqu'a 320
pa/l (Mlaf09), sont potentiellement perceptibles (Pineau et al., 2009). Les mouvements de
concentration en 30OHC4C2 suivent toutes les tendances. La co-inoculation peut aussi bien
augmenter (3 cas sur 7) que diminuer (3 cas sur 7) la teneur en cet ester.
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m In. Séquentielle = Co-in.

300

R

100 j ——————— I ——————— I —————————————————————
0 4

Figure 56 : Comparaison des concentrations (ug/l) en 3OHC4C2 dans différents vins apres
co-inoculation levures/BL ou réalisé en inoculation séquentielle. Les couples levures/BL sont
répertoriés au chapitre I1-1-C.
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Les EEAG (Figure 57A) et les AAS (Figure 57B) sont également affectés par la co-
inoculation. Méme quand la teneur globale en esters ne varie pas, les EEAG et les AAS
présentent des variations selon le mode d'inoculation des BL, comme c'est le cas pour l'essai
Mbeaum09 et MsO8FM. Il existe une tendance a ce que la co-inoculation procure des teneurs
en EEAG plus importantes qu'en inoculation séquentielle (5 cas sur 7). Parfois (Mlaf09 et
Msol09), la co-inoculation entraine de fortes diminutions de la teneur en EEAG par rapport a
I'inoculation séquentielle (jusqu'a — 700 pg/l). Au regard de I'impact aromatique des variations
en EEAG observées précédemment au cours de la FML, les mouvements d'EEAG liés au
moment d'inoculation peuvent certainement influencer la note fruitée des vins rouges. Ces
résultats montrent a quel point les interactions entre les levures et les BL peuvent

potentiellement affecter cette note aromatique des vins.

L'impact de la co-inoculation sur la teneur en AAS est plus contrasté, comme le
montre la Figure 57B (3 augmentations, 3 diminutions et un cas sans variation notable). En
outre, les différences de variations des teneurs en AAS observées entre les essais MbeaumQ9
et Mlev09 indiquent que la composition initiale du moQt a également son importance. En
effet, ces deux essais ont été menés sur deux vins différents avec le méme couple levures/BL
(Z/B). Dans les deux cas, la FML en inoculation séquentielle amene une diminution de la
teneur en AAS comparée a celle du vin aprés FA (annexe 2). La co-inoculation a pour effet

d'augmenter légérement cette hydrolyse dans le vin MbeaumQ9 tandis que ce phénoméne est
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bien limité lorsqu'il s'agit du vin Mlev09. Ces résultats montrent que I'impact des interactions
levures/BL peut varier d'un vin a l'autre.
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Figure 57 : Comparaison des concentrations en EEAG (A) et AAS (B) dans différents vins
apres co-inoculation levures/BL ou réalise en inoculation sequentielle. Les couples
levures/BL sont répertoriés au chapitre I1-1-D.

Les EEAB sont les esters les moins affectés par le moment d'inoculation, les variations
constatées étant 5 fois sur 7 inférieures a 10 pg/l . A court terme, la co-inoculation n‘augmente

jamais la teneur en EEAB alors que l'inoculation séquentielle présente des teneurs supérieures
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a la co-inoculation dans 4 cas sur 7. Dans certains cas, comme le vin MlevQ9, ces variations
peuvent potentiellement avoir un impact sur I'ardme fruité du vin. Il est en effet constaté pour
ce vin une différence de 30 pg/l d'EEAB en faveur de l'inoculation séquentielle, avec une
augmentation du 2-mC4C2 de 6 pg/l, qui est potentiellement perceptible (Pineau et al., 2009).

Les acides branchés, précurseurs des EEAB, peuvent également étre influencés par le
moment d'inoculation. La co-inoculation a notamment une forte tendance a augmenter la
teneur en acides branchés par rapport a l'inoculation séquentielle (5 cas sur 7). Dans 5 cas sur
7, les rapports de concentration EEAB/acides branchés diminuent en co-inoculation (jusqu'a —
35 %), alors que dans les deux autres cas les variations sont faibles (2 %) (Figure 58). Ainsi,
contrairement & ce qui se passe a court terme, la co-inoculation favorise la formation des
EEAB au cours du temps et donc, le développement potentiel de notes fruitées particuliéres au

cours du vieillissement du vin rouge.
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Figure 58 : Comparaison des rapports de concentrations EEAB/acides branchés dans
différents vins aprés co-inoculation levures/BL ou réalisé en inoculation séquentielle. Les
couples levures/BL sont répertoriés au chapitre 11-1-C.

Les autres marqueurs de la note fruitée sont affectés de facon moins intense par la co-
inoculation, les variations étant plus faibles et beaucoup moins systématiques. Toutefois, dans
le cas des lactones, méme si ces mouvements n'ont certainement pas d'impact aromatique (< 3
pg/l), il est intéressant de constater que la co-inoculation augmente de fagcon générale leur
teneur par rapport a l'inoculation séquentielle (Figure 59). Les variations sont ici du méme

niveau que celles observées généralement au cours de la FML. Bien que l'impact soit
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globalement trés faible, la FML a plut6ét tendance a diminuer la teneur en lactone. En
revanche, en co-inoculation, les variations sont certes toujours aussi faibles, mais les
tendances sont clairement inversées. Ainsi, I'augmentation légere mais réguliere de la teneur
en lactones en co-inoculation peut étre liée a la voie de formation de ces composes dans le
vin. La présence simultanée de levures et de BL actives peut probablement faciliter la
lactonisation par les levures des acides gras hydroxylés formés par les BL, menant alors a des
teneurs un peu plus importantes en lactones que dans les vins réalisés en inoculation
séquentielle.

Comme pour les EEAB et les acides branchés, les variations des teneurs en lactones
suivent une tendance particuliere selon le mode d'inoculation, qui prouve définitivement que
les interactions entre les microorganismes du vin modifient sa composition en meétabolites, et

donc potentiellement son profil aromatique.
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Figure 59 : Comparaison des concentrations en lactones dans différents vins entre un essai
réalisé aprés co-inoculation levures/BL et le méme essai réalisé en inoculation sequentielle.
Les couples levures/BL sont répertoriés au chapitre 11-1-C.

C. Discussion

Il existe un impact reel de la co-inoculation sur les marqueurs aromatiques des vins.
Le diacétyle et les esters sont les composés les plus affectés par la co-inoculation qui peut
aussi bien provoquer une augmentation de leurs teneurs que les diminuer. Pour certains
métabolites (lactones, EEAB, acides branchés), il existe des tendances qui peuvent plus ou

moins modifier la note fruitée des vins rouges. Les variations de la teneur des vins en
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métabolites engendrées par la co-inoculation peuvent affecter I'aréme fruité du vin a court

terme (EEAG, AAS, EEAB) mais également a plus long terme (acides branchés).

Les interactions mises en jeu entre les levures et les BL au cours de la co-inoculation
peuvent donc modifier le profil biochimique du vin. L'essai MLaf09 marque tout
particulierement ces phénomenes (inoculation aux 2/3 de la FA). La co-inoculation diminue
non seulement fortement la teneur en esters de toutes classes mais également celle d'autres
composés comme les alcools supérieurs (- 63 mg/l, soit - 20 %). Ces composés ne sont que
tres peu affectés par la FML en général et aucune variation n’est constatée pour 80 % des
FML étudiées (seuil de rejet de 10 %). Dans les rares cas ou des mouvements sont observés, il
s’agit plus d’augmentation des teneurs en alcool supérieur (8 vins sur 10) (annexe 7). Ce sont
des composeés en grande majorité d'origine levurienne. De telles modifications de leur teneur
ne peuvent venir que du métabolisme des levures. Ainsi, l'introduction dans ce vin de BL aux
deux tiers de la FA perturbe certainement le métabolisme des levures. Les BL introduites en
masse concurrencent sans doute les levures vis-a-vis des substrats présents. Certaines
syntheses de composés issus de métabolismes levuriens sont probablement limitées. C'est
ainsi le cas pour les EEAG et AAS car la composition nutritive du milieu est un facteur
important pour leur synthése au cours de la FA (Sumby et al., 2010). Or, la production de ces
esters par les levures, et plus particulierement celle en AAS, atteint son maximum en
deuxiéme partie de FA (Vianna et Ebeler, 2001). Ainsi, l'introduction de BL en masse, au
moment ou la production d'esters est la plus forte, va certainement diminuer fortement la
disponibilité des éléments nutritifs pour les levures. L'inoculation de BL au deux tiers de la
FA entraine alors probablement une forte diminution de la synthese d'esters par les levures

comme c'est le cas avec le vin Mlaf09.

La reversibilité des interactions levures/BL est vraisemblablement possible. L'action
de levures ou de ses lies sur les modulations en composés aromatiques au cours de la FML est
notamment Vvérifiée dans le cas de la production de diacétyle en co-inoculation. Ce composé
dont l'origine dans les vins est due majoritairement a l'action des BL est en effet affecté de
fagcon importante par le moment d'inoculation des BL. Certains auteurs suggérent que
I'activité réductrice des levures et/ou de ses lies, entrainent en co-inoculation une diminution
de la teneur en diacétyle (Krieger et Arnink, 2003; Bartowsky et Henschke, 2004). Si ces
phénomenes de réduction sont probablement impliqués dans certaines variations, d'un autre

coté il est montré pour la premiéere fois que la co-inoculation peut aussi augmenter la teneur
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en diacétyle. Le metabolisme bactérien de dégradation de l'acide citrique est alors

certainement modifié par l'activité des levures.

La composition initiale du modt peut aussi avoir un impact sur les modulations en
composés aromatiques engendrées par la co-inoculation levures/BL. Un méme couple
levures/BL peut ainsi interagir de facon différente selon le vin dans lequel les
microorganismes sont inoculés, comme le montre la comparaison des variations constatees
sur les AAS entre les essais Mbeaum09 et Mlev09 en co-inoculation. La disponibilité des
substrats pour les levures et les BL étant différente d'un vin a l'autre, il est normal de mettre
en évidence des différences entre les vins. Toutefois, ces variations d'esters semblent un peu
moins marqué que celles dues exclusivement aux interactions entre microorganismes (Ms08 F
et FM). Les interactions entre les microorganismes du vin restent ainsi au centre des
phénomenes responsables de la modification de la composition en esters, principaux
métabolites impliqués dans les variations de I'ardme fruité des vins rouges au cours de la
FML.

I1. Impact des interactions levures/BL sur le profil aromatique des

vins

Les mouvements en marqueurs aromatiques dus aux interactions levures/BL constatés

précédemment, ont-il un impact réel sur le profil aromatique des vins?

En effet, les niveaux de variations en métabolites, apportés par la co-inoculation, sont
dans I'ensemble plus importants que ceux engendrés uniquement par la FML. Or, il a été
montré que la FML modifiait de fagon importante le profil aromatique des vins rouges et que

la note fruitée était particulierement concernée par ces mouvements.

Quatre essais comparant le profil aromatique d'un vin élaboré en co-inoculation et en
inoculation séquentielle ont été faits sur les vins Ms08 (F et FM), PNO8 et MLaf09 (Figure
60). L'évaluation sensorielle réalisée olfactivement sur le descripteur fruité, lactique,
fumé/grillé et végétal, montre des modifications importantes des profils aromatiques des vins
testés par rapport a une inoculation séquentielle classique. Tous les descripteurs évalués sont
influencés mais le plus affecté est encore une fois le caractere fruité. La co-inoculation

n'augmente pas forcément le caractére fruité des vins rouges qui peut aussi bien augmenter
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que diminuer lors de ce mode d'inoculation. De méme, la co-inoculation ne diminue pas
systématiquement la note lactique qui peut étre plus intense y compris dans le cas de FML
simultanée (Mlaf09). Ces données sont en relation avec les constats précédemment évoqués
pour les esters et le diacétyle. En revanche, elle semble contrarier les idées vehiculées chez les
viticulteurs comme quoi la co-inoculation préserve I'ardme fruité par diminution de la note

lactique. Si ces phénomeénes sont possibles, nous montrons que l'inverse I'est également.

Des effets de masque de l'ardbme fruité, autre que celle de la note lactique, sont
clairement mis en évidence. En effet, parfois (Ms08 F et FM) la co-inoculation favorise le
développement d'une note végétale (FM) ou fumé/grillé (F). La note végétale est souvent en
opposition avec la note fruitée. L'IBMP, principale responsable de la note végétale des vins,
n'a pas ici été dosée. Cependant, les notes végétales ressenties ne se rapprochent pas de celles
de poivron, caractéristiques de ce composé. Dans le cas du vin Mlaf09, I'effet de masque du
caractere fumé/grillé participe a la perte importante de la note fruitée constatées avec cette
inoculation des BL au 2/3 de la FA (significatif a 1 % et consensus des 16 juges), mais les
fortes diminutions des teneurs en esters sont certainement en grande partie responsables de ce
phénomene. En revanche, l'effet de masque de la note fumé/grillé percu en co-inoculation sur
le vin Ms08 F (augmentation en esters opposée a la note fruitée), a été évoqué précédemment
dans le cas des vins MmOQ9 (1, J, L). Il semblerait donc que cette note fumé/grillé soit le vrai
masque de I'ardme fruité apporté a court terme par la FML. Les composés soufrés volatils
impliqués le plus souvent dans les notes de réduction, ont été dosés et ne sont pas ici
responsables de cette note particuliere. De méme, il est peu probable que ces notes fumé/grillé
correspondent a l'apparition de composés marquant le bouquet du vin comme les thiazoles car
ces réactions sont généralement lentes et certainement pas possibles dans un délai aussi court
(Marchand et al., 2000; Marchand et al., 2002). En outre, lors des épreuves d'analyse
descriptive orientee, le panel n'a pas eu le choix dans le vocabulaire pour s'exprimer et le
nombre de descripteur était limité. Ainsi, les juges ont pu évaluer une note aromatique qui ne
soit pas forcément caractéristique de la note fumé/grillé mais qui s'en approche le plus,
comme certaines notes de réduction. Le fort effet juge souvent constaté dans I'évaluation de la
note fumé/grillé, indique que le panel a effectivement eu des difficultés a juger cette note
aromatique. Une évaluation des vins a plus long terme pourrait permettre de voir si ce
caractére aromatique persiste ou si au contraire il s'estompe, ce qui serait probablement le

signe de phénomeénes de réduction.

180



Chapitre III, Partie 3 : Influence des interactions levures-BL sur les modulations de la note fruitée

D'un autre c6té, lI'impact aromatique a court terme de la co-inoculation n'est pas
forcément négatif par rapport a I'aréme fruité. En effet, la co-inoculation peut également
apporter une intensification de la note fruitée suite a lI'augmentation de la teneur en esters,
comme c'est le cas dans le vin PNO8. Le vin issu de la co-inoculation est également percu
moins lactique et moins riche pour la note fumé/grillé. Toutes ces variations favorisent dans

ce cas I'expression de la note fruitée lors de la co-inoculation.

La grande variabilité d'impact de la FML sur I'aréme fruité des vins rouges ainsi que
sur les marqueurs impliqués dans sa perception, est en partie le reflet des interactions entre les

microorganismes et le vin lui-méme.

La composition du vin apres FA est un élément essentiel pour expliquer les
modulations aromatiques engendrées par la FML. Or celle-ci est intimement liée aux
métabolites produits par les levures au cours de la FA mais aussi plus tard lors de leur
autolyse. S'il est connu depuis longtemps que les levures influencent grandement la viabilité
des BL, elles interferent aussi sur les modifications apportées a la note fruitée des vins rouges
par la FML. Les essais réalisés en co-inoculation montrent que ces interactions entre les
microorganismes sont a l'origine de la perte de l'arbme fruité aussi bien par masquage
aromatique que par dégradation directe des marqueurs fruités. D’un autre coté, elles induisent
également des intensifications de la note fruitée, en étant responsable de la production plus
importante de ces mémes marqueurs, aussi bien a court terme qu'au bout de quelques années
de vieillissement. Les esters sont au ceeur de toutes ces interactions et, de part leur réle central
dans la perception de la note fruitée des vins rouges, ils constituent les marqueurs les plus

fidéles de la modification de I'aréme fruité des vins rouges apportée par la FML.
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Chapitre III, Partie 3 : Influence des interactions levures-BL sur les modulations de la note fruitée

A: Ms08, couple W/F, panel 13 personnes

fruité **
Co-in.
— In. séquentielle descripteur p produit p juge
fruité 0,0046 0,0613
lactique 0,0288 0,0329
végétal lactique * fumé/grillé 0,0112 0,0369
végétal 0,0902 0,5294
fumé/grillé
ok
B: Ms08, W/F+P1+P2, panel 10 personnes
fruité *
5
fruité 0,0119 0,1493
lactique 0,0332 0,1285
fumé/grillé 0,4057 0,0159
végétal * lactique * végetal 0,0039 0,2615
fumé/grillé
C: Mlaf09, couple Y/F, panel 16 personnes
fruité **
5
4 N\ fruité 0,0099 0,9863
3 lactique 0,0411 0,1234
fumé/grillé 0,4929 0,0859
végétal ¥ / lactique * végétal 0,0045 0,0050
fumé/grillé
D: PNO8, couple X/G, panel 14 personnes
fruité **
6
fruité 0,0063 0,1021
lactique 0,0339 0,0089
o fumé/grillé 0,0500 0,1317
végetal lactique *
N végétal 0,8060 0,0149

fumé/grillé *

Figure 60 : Profil comparé réalisé sur le vin Ms08 (A et B), Mlaf09 (C) et PN08 (D) entre
des vins réalises en co-inoculation levures/BL et les mémes avec une FML séquentielle.
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La question initiale était de savoir si les variations de I'ardbme fruité des vins rouges au
cours de la FML étaient dues a un masque aromatique provoqué par l'apparition des notes
lactiques, ou bien si d'autres voies métaboliques que celle de la dégradation de l'acide citrique

par les BL pouvaient étre impliquées dans ces nuances aromatiques.

Cette étude a pu en partie y répondre grace au dosage spécifique de plus de 70
molécules dans plus d'une centaine de vins. Le développement préalable des techniques
d'analyses rapides et de haute performance s'est révélé étre un outil précieux a la réalisation de
ce projet. Ces travaux ont ainsi abouti a l'identification des composés majoritairement
impliqués dans les variations de la note fruitée des vins rouges engendrées par la FML. Ils ont
également permis de mettre en place les outils analytiques indispensables a I'étude
approfondie des phénoménes biochimiques responsables de la grande variabilité de ces

modifications aromatiques.

Dans un premier temps, il a été montré que le caractére fruité est la note aromatique
qui varie le plus au cours de la FML. Contrairement aux idées recues, l'activité des BL ne
diminue pas systématiquement lI'aréme fruité des vins rouges. Il existe une grande variabilité
dans I'impact des BL sur ce caractere aromatique. L'intensité de la note fruitée peut étre soit
diminuée, soit augmentée et méme, ne pas étre affectée par la FML. De plus, ces
modifications aromatiques sont non seulement percues rapidement en fin de fermentation,
mais les effets de la FML sur I’ardme fruité des vins pourraient étre révélés plus tardivement
apres quelques années de vieillissement. Cette réalité contraire aux discours géneralistes,

caractérise I'absence de consensus trouvée dans la littérature.

L'impact d'un masque lactique n'a pas été démontré et de facon surprenante cette note
aromatique connue pour caractériser la FML, n'a finalement été que tres peu affectée par
I'activité des BL. La production de diacétyle par les BL n'est pas remise en cause, car les
variations constatées pour ce composé sont confirmées. En revanche, tres peu de liens ont pu
étre établis dans nos conditions entre la synthese bactérienne du diacétyle et I'apparition de la
note lactique. La principale cause de cette absence de corrélation a été attribuée a la difficulté
de percevoir précocement le diacétyle dans les vins rouges trés jeunes. Ce composé est alors
en grande majorité complexé par le SO, (de Revel, 1988). Une évaluation plus tardive
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pourrait permettre de mieux établir I'impact d'un éventuel masque lactique sur I'aréme fruité
des vins rouges. Cette note lactique n'est finalement que trés peu impliquée dans les
modulations de l'aréme fruité des vins rouges trés jeunes. En revanche, un autre effet de
masque a eté mis en évidence. Quand elle est présente apres FML, la note fumé/grillé masque
clairement la note fruitée des vins rouges. Des vins, dont la teneur en marqueurs fruités
augmente au cours de la FML, sont percus significativement moins fruités suite au
développement de cette note aromatique particuliére. L'apparition de notes fumé/grillé au
cours de la FML a déja été observée, notamment dans les vins de Merlot (Keim et al., 2002).
Cependant, c'est la premiére fois qu'un tel effet de masque est aussi clairement évoqué. Les
composes qui caractérisent cette note aromatique sont peu connus. Des travaux antérieurs ont
toutefois étudié la genese de composés marquant le bouquet du vin d'un certain caractére
grillé (Marchand et al., 2000). Mais il est peu probable que la cinétique de formation de ces
composeés tertiaires soit compatible avec la perception de cette note dans les vins nouveaux.
Malgre la difficulté de consensus sur cette note aromatique, un effet de réduction apporté par
la FML et confirmé par les études récentes, pourrait en étre la cause (Pripis-Nicolau, 2002 ;
Vallet, 2007). Mais les composes soufrés volatils recherchés n’ont pas permis d’identifier les
marqueurs moléculaires. Des études complémentaires pourraient préciser la réalité de cette

note qualifiée dans ce travail de fumé/grillé.

Les effets de masque sont loin d'expliquer toutes les variations de la note fruitée des
vins rouges au cours de la FML. L'implication de la dégradation ou de la synthese de
marqueurs de I'ardme fruité par les BL a ainsi été mise en évidence. Parmi les métabolismes
bactériens potentiellement responsables de ces modulations aromatiques, les activités -
glycosidase, bien que peu impliquées dans les variations des C13-norisoprénoides, sont mises
en évidence avec la libération du linalol. Dans les cépages non muscatés, les concentrations
libérées sont extrémement faibles. L'action synergique de ce terpénol pourrait cependant
présenter un réel intérét. Par ailleurs, la FML affecte peu les teneurs en lactones, mais les BL
pourraient produire les acides gras hydroxylés précurseurs de ces composés par oxydation
enzymatique des acides gras insaturés correspondants (Wanikawa et al., 2000). La libération
par une activité B-glycosidase pourrait étre également envisagée (Segurel et al., 2009).
L’enrichissement éventuel d'acides hydroxylés pourrait constituer une réserve potentielle de
composés aromatiques formés au cours du temps, contribuant a I'évolution plus tardive de la

note fruitée des vins rouges.
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Pour la premiere fois, la capacité des BL a produire du DMS est mise en lumiere.
Cette production semble autant dépendre de la souche de BL que du milieu. Ce composé
participe de facon synergique a I'ardme fruité des vins rouges lorsque les teneurs sont de
plusieurs pg/l (Segurel et al., 2004; Escudero et al., 2007). Dans certains cas, la production
des BL peut étre proche de ces niveaux. Des voies de formation par réduction du DMSO et
par le catabolisme d'acides aminés ont été suggerées. Un autre composé soufré produit par les
BL a partir d'acides aminés soufrés est potentiellement impliqué. 1l s'agit du 3SPE dérivant de
I'nomocystéine. Toutefois, les niveaux d'implications dans la modulation de la note fruitée des
vins rouges restent a évaluer. En ce qui concerne le 3SH, l'activité des BL a plutdt tendance a
diminuer sa teneur. Le catabolisme de ce thiol par les BL n'étant pas connu, I'nypothése de la
rétention du 3SH par les lies des microorganismes du vin est envisagée. Cette diminution de
la teneur en 3SH au cours de la FML serait suffisante pour expliquer des baisses d'intensité de
la note fruitée des vins rouges observées dans certains cas. A contrario, pour la premiére fois,
il est évoqué la libération par les BL du 3SH. Des augmentations de la teneur en 3SH,
participant certainement a l'augmentation de l'intensité de la note fruitée, ont en effet été
observées. Si ce constat reste a confirmer, cette libération de 3SH au cours de la FML pourrait
provenir de 1'expression des activités -lyase des BL. L'étude plus approfondie de I'impact de
la FML sur la composition des vins rouges en thiols pourrait certainement améliorer la
compréehension des phénoménes responsables de la variation de la note fruitée des vins au
cours de la FML. Pour ce faire, des améliorations devront étre encore apportées dans la

robustesse de la quantification de ces thiols.

Finalement, l'activité enzymatique la plus impliquée dans les modulations de la note
fruitée des vins rouges est l'activité estérase des BL. La grande variabilité dans la composition
des vins en esters lors de la FML, est en accord sensoriellement avec celle constatée pour la
note fruitée des vins. De plus, le réle central des esters dans les phénomeénes de synergie
renforce cette hypothése. Toutes les familles d'esters n'ont pas le méme niveau d'implication
dans la note fruitée des vins rouges. Trois catégories d'esters ont ainsi été mises en évidence
selon leur niveau de variation. Les esters éthyliques d'acides branchés (EEAB) présentent des
variations potentiellement perceptibles lors de certaines FML. En outre, les BL sont capables
de synthetiser les acides branchés précurseurs, et plus particulierement [l'acide 2-
méthylbutyrique (2mC4) dont I'ester éthylique correspondant (2mC4C2) est trés impliqué
dans la note fruitée des vins rouges. Cette synthése de 1’acide favorise la formation du

2mC4C2 au cours du temps et participe trés certainement au développement de notes fruitées
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particuliéres aprés quelques années de vieillissement (3-4 ans), comme établi grace a la base
de données esters des vins. La synthése rapide de ces esters par les BL est issue du
catabolisme d'acides aminés mais I'étape limitante semble étre I'activité estérase des BL. De
plus, les acétates d'alcools supérieurs peuvent varier de facon importante au cours de la FML
et participer dans certains cas a ces modulations aromatiques. Mais c'est dans les vins blancs
que cette famille d’esters est probablement la plus impliquée dans les modifications
aromatiques apportees par la FML. Dans les vins rouges, les composés les plus importants
sont les esters éthyliques d'acides gras (EEAG). Ces esters sont au centre des phénomenes de
synergie avec les EEAB. De plus, les EEAG correspondent aux composés dont les variations
de concentration sont corrélées avec celles de la note fruitée des vins rouges au cours de la
FML. Ces composés peuvent étre aussi bien hydrolysés que synthétisés au cours de la FML,
conduisant ainsi soit & une destruction de I'aréme fruité, soit & son intensification. L'activité
estérase des BL du vin a été peu étudiée mais des genes codant pour de telles activités
enzymatiques ont déja été identifiés chez Oe. oeni. Nous mettons en évidence le fait que
I'activité estérolytique et celle de synthése, gérées par les méme enzymes (Holland et al.,
2005), sont tres dépendantes de la longueur de la chaine carbonée et de la nature de l'acide
correspondant. Les BL ont ainsi une tendance a synthétiser les EEAG a longueur de chaine
moyenne (C8C2 et C10C2) alors que les esters plus légers (C4C2 et C6C2) sont moins
affectés par les BL. En outre, les variations de la teneur en esters au cours de la FML résultent
d'un équilibre entre les activités hydrolytiques des esters, et celles d'estérifications des acides
gras, vraisemblablement plus par alcoolyse de glycérides que par estérifications des acides
gras simples correspondants. Le facteur limitant de l'activité estérase chez les BL du vin
pourrait étre la disponibilité des substrats. Si la souche de BL est un facteur a prendre en
compte, la composition du vin en substrats est certainement encore plus importante. L'étude
de l'influence des interactions entre les levures et les BL sur les modulations de la note fruitée
montre a quel point les processus microbiologiques fermentaires sont complexes.
Effectivement, la souche de BL et le moment d'inoculation influencent grandement le profil
aromatique et biochimique des vins. Mais, ces variations sont propres a chaque couple
levures/BL pour un milieu donné. Ainsi, les phénomeénes a la base de la grande variabilité
d'impact de la FML sur la note fruitée des vins rouges sont plus complexes qu'un simple effet
souche. Ces variations sont le reflet d'un triptyque bactéries-levures-vin dont chaque
composante a son importance. L'utilisation d'une souche de BL ne peut assurer I'expression de
la note fruitée des vins rouges. En revanche, I'étude des interactions levures-BL sur la

production d'esters pourrait permettre de mettre en valeur certains couples potentiellement
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plus intéressants que les seules souches de bactéries. Le développement des meéthodes
multicritéres d’analyse par microextraction sur phase solide telle que la détermination des
esters, est fondamental pour comprendre et interpréter ces facteurs complexes. En outre, ces
méthodes utilisant des volumes restreints et a haut débit, sont adaptées aux études plus
fondamentales. Des outils mis en place dernierement pour I'étude des interactions levuriennes
(Renault, 2010), devraient pouvoir affiner les mécanismes impliqués et nous aider a décrire

les métabolismes croisés.
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Annexe 2

Annexe 2 : Bilan analytique de la FML sur les esters odorants

Esters totaux en pg/I

Vins avant FML aprés FML
MmcO7 2290 2522
Msg307 1819 1849
Msg707 1260 1671
Msg807 1438 2082
Mhm607 1298 1868
Mhm1207 1104 1573
Mhm1307 1473 1487
CSsg507 2322 2315
Msg1007 1392 1789
Msg1807 1679 1652
CShm 908 1773 1594
Mhm 1008 1330 1281
CSsg 1808 2532 2376
Msg 408 1866 1860
Msg 308 1680 1595
Msg 208 1601 1778
MmvO08D 1168 1219
MmvO08A 1168 1214
Mmv08C 1168 1224
Mmv0O8E 1168 1131
Mmv08B 1168 1269
Mmv08 Si 1168 1237
CSmv080 1834 2108
CS mv08A 1834 2048
CSmv08C 1834 2002
CSmv08E 1834 1937
CSmv08B 1834 1962
MmvO09H 1380 1508
Mmv09l 1380 1479
Mmv09J 1380 1505
MmvO09F 1380 1457
Mmv09K 1380 1518
MmvO09L 1380 1407
Msg109 1439 1652
Msg609 1464 1586
Msg 1009 1605 1354
Msg1609 1431 1541
Msg1409 1421 1643
Msg809 1450 1405
Ms08si 3211 3103
MsO08F 3211 2663
Ms08P1 3211 2462
Ms08P2 3211 2447
Ms08FM 3211 2634
Mlaf09 3190 3311
Mbeaum09 4488 3650
Mlev09 1910 1605
Msol09 2196 2061

C3C2 en pgll
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 43,1 45,8
Msg307 28,5 30,3
Msg707 21,4 29,3
Msg807 15,6 30,7
Mhm607 62,3 60,7
Mhm1207 26,2 50,6
Mhm1307 59,5 61,0
CSsg507 28,6 29,5
Msg1007 38,8 39,9
Msg1807 36,7 41,1
CShm 908 41,2 37,1
Mhm 1008 54,9 51,5
CSsg 1808 26,9 23,8
Msg 408 33,5 36,8
Msg 308 40,8 40,8
Msg 208 44,0 52,4
Mmv08D 51,7 49,0
MmvO08A 51,7 57,0
Mmv08C 51,7 58,4
Mmv08E 51,7 53,9
Mmv08B 51,7 55,3
Mmv08 Si 51,7 56,7
CSmv080 28,6 33,9
CS mv08A 28,6 36,1
CSmv08C 28,6 34,5
CSmvO08E 28,6 30,9
CSmv08B 28,6 27,8
MmvO9H 145,9 134,6
Mmv09lI 1459 122,6
Mmv09J 1459 127,2
MmvO9F 145,9 127,7
Mmv09K 145,9 142,1
Mmv09L 1459 121,3
Msg109 38,9 49,1
Msg609 37,7 59,2
Msg 1009 63,0 51,2
Msg1609 53,1 56,6
Msg1409 51,2 60,8
Msg809 43,5 48,0
Ms08si 56,8 57,1
Ms08F 56,8 41,7
Ms08P1 56,8 43,2
Ms08P2 56,8 45,0
Ms08FM 56,8 43,7
Mlaf09 68,5 59,8
Mbeaum09 87,3 87,4
Mlev09 97,5 119,0
Msol09 106,6 105,1
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C4C2 en ug/l

Vins avant FML aprés FML
MmcO7 131 143
Msg307 137 151
Msg707 103 115
Msg807 92 145
Mhm607 112 142
Mhm1207 84 131
Mhm1307 141 140
CSsg507 170 166
Msg1007 149 158
Msg1807 162 174
CShm 908 147 130
Mhm 1008 148 136
CSsg 1808 192 173
Msg 408 182 175
Msg 308 166 150
Msg 208 155 165
MmvO08D 142 125
MmvO08A 142 130
Mmv08C 142 132
Mmv08E 142 134
Mmv08B 142 131
Mmv08 Si 142 145
CSmv080 138 145
CS mv08A 138 150
CSmv08C 138 145
CSmvO08E 138 142
CSmv08B 138 129
MmvO9H 91 95
MmvO09l 91 96
Mmv09J 91 85
Mmv09F 91 90
Mmv09K 91 90
Mmv09L 91 92
Msg109 124 151
Msg609 129 141
Msg 1009 156 103
Msg1609 150 149
Msg1409 139 143
Msg809 122 127
Ms08si 186 196
Ms08F 186 180
Ms08P1 186 157
Ms08P2 186 170
Ms08FM 186 186
Mlaf09 373 370
Mbeaum09 217 187
Mlev09 143 128
Msol09 227 221

Annexe 2
C6C2 en g/l
Vins avant FML aprés FML
MmcQO7 269 276
Msg307 375 384
Msg707 263 310
Msg807 327 421
Mhm607 315 431
Mhm1207 284 377
Mhm1307 316 328
CSsg507 413 407
Msg1007 346 346
Msg1807 386 406
CShm 908 377 320
Mhm 1008 363 351
CSsg 1808 425 342
Msg 408 362 368
Msg 308 350 320
Msg 208 341 366
Mmv08D 269 280
Mmv08A 269 270
Mmv08C 269 291
Mmv08E 269 262
Mmv08B 269 302
MmvO08 Si 269 301
CSmv080 291 341
CS mv0O8A 291 315
CSmv08C 291 306
CSmvO08E 291 285
CSmv08B 291 313
MmvO09H 281 297
Mmv09l 281 283
Mmv09J 281 281
MmvO09F 281 276
Mmv09K 281 286
Mmv09L 281 259
Msg109 250 282
Msg609 248 255
Msg 1009 272 197
Msg1609 276 283
Msg1409 256 289
Msg809 244 229
Ms08si 324 344
MsO8F 324 277
Ms08P1 324 248
Ms08P2 324 249
MsO08FM 324 262
Mlaf09 663 688
Mbeaum09 572 495
Mlev09 257 243
Msol09 420 422

Annexe 2
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C8C2 en ug/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 490 601
Msg307 604 613
Msg707 410 511
Msg807 536 761
Mhm607 354 574
Mhm1207 370 498
Mhm1307 434 431
CSsg507 612 620
Msg1007 518 523
Msg1807 524 554
CShm 908 333 330
Mhm 1008 330 324
CSsg 1808 501 484
Msg 408 478 418
Msg 308 476 434
Msg 208 426 497
Mmv08D 327 366
MmvO08A 327 372
Mmv08C 327 345
MmvO08E 327 289
Mmv08B 327 372
Mmv08 Si 327 332
CSmv080 435 464
CS mv08A 435 447
CSmv08C 435 462
CSmv08E 435 459
CSmv08B 435 468
MmvO09H 343 415
Mmv09lI 343 426
Mmv09J 343 452
MmvO9F 343 419
Mmv09K 343 445
Mmv09L 343 420
Msg109 303 334
Msg609 328 326
Msg 1009 379 267
Msg1609 356 357
Msg1409 355 427
Msg809 310 337
Ms08si 402 460
MsO08F 402 387
Ms08P1 402 396
Ms08P2 402 338
Ms08FM 402 350
Mlaf09 735 820
Mbeaum09 530 567
Mlev09 354 327
Msol09 500 537

Annexe 2
C10C2 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 215 297
Msg307 215 231
Msg707 191 251
Msg807 204 338
Mhm607 106 169
Mhm1207 126 173
Mhm1307 183 159
CSsg507 179 235
Msg1007 177 204
Msg1807 158 211
CShm 908 123 124
Mhm 1008 127 119
CSsg 1808 135 139
Msg 408 146 162
Msg 308 133 150
Msg 208 134 159
Mmv08D 124 128
MmvO08A 124 125
Mmv08C 124 122
MmvO08E 124 104
Mmv08B 124 140
Mmv08 Si 124 122
CSmv080 116 145
CS mv08A 116 135
CSmv08C 116 152
CSmv08E 116 125
CSmv08B 116 151
MmvO09H 168 198
Mmv09lI 168 196
Mmv09J 168 221
MmvO09F 168 206
MmvO09K 168 212
MmvO09L 168 173
Msg109 156 146
Msg609 186 174
Msg 1009 214 134
Msg1609 202 185
Msg1409 195 197
Msg809 199 146
Ms08si 64 156
Ms08F 64 51
Ms08P1 64 86
Ms08P2 64 28
Ms08FM 64 47
Mlaf09 253 314
Mbeaum09 153 185
Mlev09 136 117
Msol09 169 178
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C12C2 en pg/l

Vins avant FML apres FML
MmcO7 7,18 10,35
Msg307 6,83 7,47
Msg707 7,59 11,60
Msg807 9,88 10,43
Mhm607 13,18 5,97
Mhm1207 9,89 10,20
Mhm1307 15,86 14,33
CSsg507 10,17 11,38
Msg1007 10,15 10,95
Msg1807 8,94 13,15
CShm 908 9,22 6,60
Mhm 1008 8,47 9,69
CSsg 1808 6,10 511
Msg 408 6,20 7,08
Msg 308 5,64 7,29
Msg 208 6,06 8,41
Mmv08D 10,43 8,14
MmvO08A 10,43 9,53
Mmv08C 10,43 14,34
MmvO08E 10,43 9,86
Mmv08B 10,43 13,46
Mmv08 Si 10,43 8,65
CSmv080 7,90 8,07
CS mv08A 7,90 9,99
CSmv08C 7,90 9,76
CSmv08E 7,90 10,85
CSmv08B 7,90 9,16
MmvO09H 15,25 16,58
Mmv09lI 15,25 15,79
Mmv09J 15,25 21,53
MmvO9F 15,25 19,64
Mmv09K 15,25 18,08
Mmv09L 15,25 14,57
Msg109 9,52 9,46
Msg609 11,05 10,67
Msg 1009 12,06 8,79
Msg1609 15,07 10,68
Msg1409 17,52 12,57
Msg809 11,32 9,02
Ms08si 2,54 5,41
MsO08F 2,54 2,28
Ms08P1 2,54 4,03
Ms08P2 2,54 1,76
Ms08FM 2,54 3,24
Mlaf09 11,58 10,44
Mbeaum09 4,82 5,82
Mlev09 4,51 6,13
Msol09 5,93 7,74

Annexe 2
C2C3en ug/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 7,7 51
Msg307 4,2 3,7
Msg707 3,1 3,5
Msg807 2,2 4,0
Mhm607 5,0 5,9
Mhm1207 2,2 4,0
Mhm1307 4,3 4,6
CSsg507 5,6 5,2
Msg1007 4,5 4,3
Msg1807 34 3,7
CShm 908 8,1 8,2
Mhm 1008 7,2 75
CSsg 1808 7.1 8,2
Msg 408 6,2 6,4
Msg 308 55 57
Msg 208 5,0 6,2
Mmv08D 4,9 7,3
Mmv08A 4,9 7,5
Mmv08C 4,9 6,7
MmvO08E 49 7,4
Mmv08B 4,9 6,3
MmvO08 Si 4,9 7,6
CSmv080O 3,6 6,1
CS mv0O8A 3,6 53
CSmv08C 3,6 5,6
CSmv08E 3,6 51
CSmv08B 3,6 5,3
Mmv09H 7.1 7.4
MmvO09l 7.1 8,0
Mmv09J 7,1 6,8
Mmv09F 7,1 6,0
Mmv09K 7,1 6,5
Mmv09L 7,1 6,4
Msg109 34 3,7
Msg609 3,6 3,4
Msg 1009 4,3 2,9
Msg1609 4,2 3,4
Msg1409 2,8 4,2
Msg809 2,8 2,6
Ms08si 16,7 15,8
Ms08F 16,7 15,3
Ms08P1 16,7 13,5
Ms08P2 16,7 14,6
Ms08FM 16,7 14,7
Mlaf09 10,0 10,0
Mbeaum09 15,5 13,1
Mlev09 7,2 6,7
Msol09 8,4 9,2
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C2iC4 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 46,1 34,5
Msg307 38,2 39,8
Msg707 33,9 38,5
Msg807 23,6 38,4
Mhm607 26,8 31,2
Mhm1207 15,0 26,8
Mhm1307 25,8 26,0
CSsg507 64,1 61,1
Msg1007 43,2 44,7
Msg1807 34,4 38,1
CShm 908 38,7 37,3
Mhm 1008 26,1 24,7
CSsg 1808 60,9 60,6
Msg 408 41,7 46,9
Msg 308 37,6 34,4
Msg 208 43,3 46,7
Mmv08D 20,9 22,5
Mmv08A 20,9 21,9
Mmv08C 20,9 22,3
MmvO8E 20,9 27,0
Mmv08B 20,9 21,7
Mmv08 Si 20,9 25,0
CSmv080 40,8 56,3
CS mv08A 40,8 52,4
CSmv08C 40,8 53,3
CSmv08E 40,8 47,7
CSmv08B 40,8 48,2
MmvO9H 23,7 25,9
MmvO09l 23,7 23,8
Mmv09J 23,7 24,3
MmvO9F 23,7 22,9
Mmv09K 23,7 24,0
MmvO09L 23,7 26,4
Msg109 38,3 55,4
Msg609 42,7 54,3
Msg 1009 57,0 36,6
Msg1609 47,1 49,6
Msg1409 52,6 47,0
Msg809 51,8 49,9
Ms08si 120,2 110,4
Ms08F 120,2 89,6
Ms08P1 120,2 83,1
Ms08P2 120,2 87,4
Ms08FM 120,2 91,4
Mlaf09 61,6 63,3
Mbeaum09 73,4 80,8
Mlev09 26,6 36,8
Msol09 36,1 73,8

Annexe 2
C2iC5 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 904 923
Msg307 340 310
Msg707 159 322
Msg807 174 249
Mhm607 243 379
Mhm1207 143 236
Mhm1307 235 256
CSsg507 758 694
Msg1007 385 374
Msg1807 302 133
CShm 908 613 524
Mhm 1008 199 187
CSsg 1808 1050 1019
Msg 408 514 545
Msg 308 371 359
Msg 208 347 367
Mmv08D 146 171
MmvO08A 146 154
Mmv08C 146 160
MmvO8E 146 174
Mmv08B 146 158
MmvO08 Si 146 169
CSmv080 652 787
CS mv08A 652 769
CSmv08C 652 713
CSmv08E 652 710
CSmv08B 652 698
MmvO09H 181 191
Mmv09lI 181 187
Mmv09J 181 174
MmvO9F 181 175
Mmv09K 181 185
Mmv09L 181 169
Msg109 423 481
Msg609 381 421
Msg 1009 332 428
Msg1609 234 326
Msg1409 252 318
Msg809 353 316
Ms08si 1854 1575
MsO08F 1854 1467
Ms08P1 1854 1277
Ms08P2 1854 1365
Ms08FM 1854 1477
Mlaf09 876 846
Mbeaum09 2412 1728
Mlev09 714 436
Msol09 584 370
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C2C6 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 4,24 3,58
Msg307 0,63 0,67
Msg707 0,95 1,02
Msg807 0,35 0,44
Mhm607 0,97 1,43
Mhm1207 0,56 0,60
Mhm1307 0,54 0,71
CSsg507 4,21 3,95
Msg1007 0,94 0,92
Msg1807 0,63 0,65
CShm 908 3,15 2,35
Mhm 1008 0,88 0,83
CSsg 1808 9,59 9,09
Msg 408 1,97 2,17
Msg 308 1,10 0,94
Msg 208 0,77 0,89
Mmv08D 0,44 0,74
MmvO08A 0,44 0,58
Mmv08C 0,44 1,57
MmvO8E 0,44 0,70
Mmv08B 0,44 0,61
MmvO08 Si 0,44 0,72
CSmv080 3,78 4,71
CS mv08A 3,78 4,06
CSmv08C 3,78 2,48
CSmv08E 3,78 3,72
CSmv08B 3,78 4,20
MmvO09H 0,74 0,63
Mmv09l 0,74 0,64
Mmv09J 0,74 0,54
MmvO9F 0,74 0,54
MmvO09K 0,74 0,67
Mmv09L 0,74 0,63
Msg109 0,45 0,60
Msg609 0,60 0,82
Msg 1009 0,22 0,70
Msg1609 0,12 0,24
Msg1409 0,00 0,89
Msg809 0,32 0,32
Ms08si 9,43 8,43
Ms08F 9,43 6,89
Ms08P1 9,43 6,22
Ms08P2 9,43 5,62
MsO08FM 9,43 6,83
MIlaf09 1,79 1,82
Mbeaum09 20,90 14,86
Mlev09 1,05 0,58
Msol09 0,93 0,85

Annexe 2
C2PhC2 en pg/l

Vins avant FML aprés FML
MmcQO7 98,2 87,7
Msg307 18,2 17,7
Msg707 18,3 19,4
Msg807 13,6 15,3
Mhm607 12,7 13,9
Mhm1207 10,5 10,2
Mhm1307 7.8 8,0
CSsg507 25,8 24,1
Msg1007 17,3 18,1
Msg1807 12,7 13,3
CShm 908 24,7 23,2
Mhm 1008 9,4 11,9
CSsg 1808 59,4 55,8
Msg 408 23,5 23,2
Msg 308 20,8 19,8
Msg 208 17,6 18,7
Mmv08D 9,4 8,4
Mmv08A 9,4 8,5
Mmv08C 9,4 9,6
MmvO08E 9,4 8,7
Mmv08B 9,4 9,3
MmvO08 Si 9,4 8,5
CSmv080 43,0 43,6
CS mv08A 43,0 454
CSmv08C 43,0 44,8
CSmv08E 43,0 44,8
CSmv08B 43,0 40,9
Mmv09H 27,3 27,1
MmvO09l 27,3 23,7
Mmv09J 27,3 25,7
Mmv09F 27,3 25,5
Mmv09K 27,3 26,5
Mmv09L 27,3 25,3
Msg109 15,2 16,4
Msg609 14,0 13,6
Msg 1009 13,3 14,9
Msg1609 12,0 13,1
Msg1409 9,5 12,1
Msg809 11,0 10,6
Ms08si 82,6 70,8
Ms08F 82,6 65,6
Ms08P1 82,6 66,1
Ms08P2 82,6 56,1
MsO8FM 82,6 68,8
Mlaf09 40,1 38,1
Mbeaum09 324,3 202,2
Mlev09 70,5 47,0
Msol09 47,2 35,2
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iC4C2 en pgl/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 36,8 45,0
Msg307 22,6 26,8
Msg707 17,4 27,7
Msg807 13,6 30,3
Mhm607 22,2 21,4
Mhm1207 10,4 24,1
Mhm1307 22,8 28,8
CSsg507 22,5 27,1
Msg1007 25,1 32,5
Msg1807 21,8 29,4
CShm 908 26,4 25,2
Mhm 1008 28,5 27,8
CSsg 1808 28,1 27,2
Msg 408 36,3 36,1
Msg 308 39,5 38,9
Msg 208 49,1 57,2
Mmv08D 36,0 25,9
MmvO08A 36,0 30,2
Mmv08C 36,0 29,9
MmvO8E 36,0 32,6
Mmv08B 36,0 31,3
MmvO08 Si 36,0 32,6
CSmv080 48,0 43,5
CS mvO08A 48,0 47,5
CSmv08C 48,0 44,4
CSmvO08E 48,0 449
CSmv08B 48,0 38,8
MmvO09H 47,8 49,2
MmvO09l 47,8 46,8
Mmv09J 47,8 39,4
MmvO9F 47,8 43,0
Mmv09K 47,8 38,0
Mmv09L 47,8 48,7
Msg109 46,2 80,0
Msg609 48,8 81,5
Msg 1009 61,8 68,0
Msg1609 46,7 66,3
Msg1409 54,8 85,4
Msg809 65,8 85,2
Ms08si 59,4 65,3
Ms08F 59,4 50,8
Ms08P1 59,4 51,9
Ms08P2 59,4 56,1
Ms08FM 59,4 53,1
Mlaf09 50,0 43,6
MbeaumQ9 29,3 31,1
Mlev09 49,9 72,7
Msol09 40,9 43,8

Annexe 2
2mC4C2 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 6,72 9,58
Msg307 3,18 3,95
Msg707 3,16 4,00
Msg807 2,12 3,55
Mhm607 4,03 5,02
Mhm1207 2,58 5,38
Mhm1307 3,59 5,02
CSsg507 3,28 3,69
Msg1007 3,79 4,68
Msg1807 3,64 4,75
CShm 908 4,99 4,46
Mhm 1008 4,79 4,22
CSsg 1808 3,34 3,15
Msg 408 4,25 4,54
Msg 308 6,00 5,98
Msg 208 6,22 6,47
Mmv08D 5,80 4,03
MmvO08A 5,80 5,06
Mmv08C 5,80 4,75
MmvO08E 5,80 442
Mmv08B 5,80 4,66
MmvO08 Si 5,80 4,39
CSmv080 5,85 5,31
CS mv08A 5,85 5,92
CSmv08C 5,85 5,36
CSmv08E 5,85 5,09
CSmv08B 5,85 4,72
MmvO09H 9,08 11,42
Mmv09lI 9,08 11,04
Mmv09J 9,08 8,50
Mmv09F 9,08 9,74
Mmv09K 9,08 8,23
Mmv09L 9,08 11,16
Msg109 5,89 9,77
Msg609 5,95 9,82
Msg 1009 8,24 11,72
Msg1609 6,76 9,37
Msg1409 7,66 11,68
Msg809 8,73 11,19
Ms08si 7,87 8,43
MsO08F 7,87 5,69
Ms08P1 7,87 6,18
Ms08P2 7,87 6,50
Ms08FM 7,87 5,90
Mlaf09 7,19 6,52
Mbeaum09 7,12 7,81
Mlev09 12,52 15,11
Msol09 8,58 9,49
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iC5C2 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 13,25 16,38
Msg307 6,60 8,32
Msg707 6,36 8,63
Msg807 4,17 7,60
Mhm607 6,84 8,56
Mhm1207 5,15 10,03
Mhm1307 5,19 6,91
CSsg507 5,81 7,27
Msg1007 6,84 8,29
Msg1807 7,49 9,95
CShm 908 7,09 6,56
Mhm 1008 8,27 7,79
CSsg 1808 6,93 7,13
Msg 408 9,82 9,88
Msg 308 10,28 11,42
Msg 208 10,97 11,55
Mmv08D 8,59 7,69
Mmv08A 8,59 9,04
Mmv08C 8,59 8,28
MmvO8E 8,59 8,64
Mmv08B 8,59 8,03
MmvO08 Si 8,59 7,30
CSmv080 8,86 9,48
CS mv08A 8,86 9,78
CSmv08C 8,86 8,84
CSmv08E 8,86 8,23
CSmv08B 8,86 7,97
Mmv09H 14,59 15,13
MmvO09l 14,59 14,70
Mmv09J 14,59 13,20
Mmv09F 14,59 12,36
Mmv09K 14,59 12,72
Mmv09L 14,59 14,51
Msg109 12,21 18,48
Msg609 11,70 18,92
Msg 1009 15,97 17,82
Msg1609 11,08 16,53
Msg1409 14,22 18,86
Msg809 12,66 18,10
Ms08si 12,72 13,09
Ms08F 12,72 10,99
Ms08P1 12,72 11,68
Ms08P2 12,72 11,95
Ms08FM 12,72 11,02
Mlaf09 14,34 14,49
Mbeaum09 12,34 14,12
Mlev09 18,26 24,50
Msol09 14,85 16,79

Annexe 2
PhC2C2 en ug/I
Vins avant FML aprés FML
MmcQO7 4,46 5,41
Msg307 2,22 2,57
Msg707 2,12 2,40
Msg807 2,17 2,48
Mhm607 1,49 1,74
Mhm1207 1,80 1,91
Mhm1307 1,06 1,18
CSsg507 1,77 1,98
Msg1007 1,73 2,11
Msg1807 1,49 1,76
CShm 908 3,72 1,87
Mhm 1008 3,77 1,98
CSsg 1808 2,80 4,22
Msg 408 3,15 3,71
Msg 308 4,03 1,92
Msg 208 3,41 1,90
Mmv08D 2,78 1,84
MmvO08A 2,78 1,65
Mmv08C 2,78 1,85
MmvO08E 2,78 1,80
Mmv08B 2,78 1,76
MmvO08 Si 2,78 1,90
CSmv080O 2,34 2,08
CS mv08A 2,34 2,10
CSmv08C 2,34 1,98
CSmvO08E 2,34 2,23
CSmv08B 2,34 2,00
MmvO09H 8,00 1,20
MmvO09l 8,00 1,25
Mmv09J 8,00 1,09
Mmv09F 8,00 1,16
Mmv09K 8,00 1,07
Mmv09L 8,00 1,06
Msg109 2,48 1,72
Msg609 3,00 1,72
Msg 1009 2,68 1,35
Msg1609 1,94 2,38
Msg1409 2,30 1,62
Msg809 2,11 1,54
Ms08si 2,18 0,78
MsO8F 2,18 0,59
Ms08P1 2,18 1,67
Ms08P2 2,18 1,45
MsO8FM 2,18 1,61
Mlaf09 2,56 2,31
Mbeaum09 5,62 2,23
Mlev09 4,81 0,73
Msol09 4,21 1,75
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C6C1 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 1,13 1,10
Msg307 1,69 1,76
Msg707 1,21 1,32
Msg807 1,39 1,96
Mhm607 1,43 1,89
Mhm1207 1,19 1,51
Mhm1307 1,43 1,53
CSsg507 1,67 1,67
Msg1007 1,71 1,78
Msg1807 1,55 1,65
CShm 908 1,03 0,92
Mhm 1008 1,15 1,04
CSsg 1808 1,47 1,27
Msg 408 1,53 1,44
Msg 308 1,13 1,13
Msg 208 1,17 1,18
Mmv08D 1,12 1,01
Mmv08A 1,12 0,91
Mmv08C 1,12 1,00
MmvO8E 1,12 0,49
Mmv08B 1,12 0,98
Mmv08 Si 1,12 1,02
CSmv080 0,98 1,00
CS mv08A 0,98 0,98
CSmv08C 0,98 0,98
CSmv08E 0,98 0,99
CSmv08B 0,98 0,90
MmvO9H 0,95 0,88
MmvO09l 0,95 0,90
Mmv09J 0,95 0,85
MmvO9F 0,95 0,88
Mmv09K 0,95 0,85
Mmv09L 0,95 0,85
Msg109 0,97 1,05
Msg609 0,87 0,94
Msg 1009 0,90 0,77
Msg1609 0,89 1,03
Msg1409 0,96 0,97
Msg809 0,91 0,84
Ms08si 0,83 0,89
Ms08F 0,83 0,80
Ms08P1 0,83 0,71
Ms08P2 0,83 0,75
Ms08FM 0,83 0,72
Mlaf09 3,19 3,16
Mbeaum09 1,52 1,14
Mlev09 1,04 0,97
Msol09 1,32 1,29

Annexe 2
C8C1l en ug/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 2,35 2,89
Msg307 2,89 3,54
Msg707 1,88 2,69
Msg807 3,11 4,44
Mhm607 1,40 2,71
Mhm1207 1,62 2,04
Mhm1307 1,93 1,93
CSsg507 2,35 2,59
Msg1007 2,49 2,82
Msg1807 2,13 2,66
CShm 908 1,15 1,07
Mhm 1008 1,22 1,26
CSsg 1808 1,75 1,60
Msg 408 1,92 2,03
Msg 308 1,54 1,54
Msg 208 1,54 1,38
Mmv08D 0,92 1,24
Mmv08A 0,92 1,17
Mmv08C 0,92 1,17
MmvO08E 0,92 1,17
Mmv08B 0,92 1,16
MmvO08 Si 0,92 1,28
CSmv080 1,04 1,38
CS mv08A 1,04 1,19
CSmv08C 1,04 1,29
CSmv08E 1,04 1,12
CSmv08B 1,04 1,27
Mmv09H 0,74 0,91
MmvO09l 0,74 0,87
Mmv09J 0,74 0,93
Mmv09F 0,74 0,92
Mmv09K 0,74 0,94
Mmv09L 0,74 0,83
Msg109 1,28 1,47
Msg609 1,19 1,10
Msg 1009 1,30 0,92
Msg1609 1,26 1,16
Msg1409 1,09 1,52
Msg809 1,25 1,16
Ms08si 0,84 1,05
Ms08F 0,84 0,86
Ms08P1 0,84 0,79
Ms08P2 0,84 0,75
Ms08FM 0,84 0,76
Mlaf09 3,24 3,67
Mbeaum09 1,16 1,15
Mlev09 0,98 0,93
Msol09 1,32 1,44
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C10C1 en pg/l

Vins avant FML apres FML
MmcO7 0,77 1,32
Msg307 0,75 0,90
Msg707 0,63 1,01
Msg807 0,74 1,47
Mhm607 0,40 0,69
Mhm1207 0,43 0,65
Mhm1307 0,71 0,64
CSsg507 0,61 0,75
Msg1007 0,68 0,83
Msg1807 0,61 0,78
CShm 908 0,29 0,26
Mhm 1008 0,27 0,29
CSsg 1808 0,31 0,30
Msg 408 0,34 0,40
Msg 308 0,31 0,33
Msg 208 0,29 0,34
Mmv08D 0,28 0,30
MmvO08A 0,28 0,28
Mmv08C 0,28 0,29
MmvO08E 0,28 0,27
Mmv08B 0,28 0,31
Mmv08 Si 0,28 0,31
CSmv080 0,28 0,31
CS mv08A 0,28 0,30
CSmv08C 0,28 0,31
CSmv08E 0,28 0,29
CSmv08B 0,28 0,30
MmvO09H 0,23 0,27
Mmv09l 0,23 0,26
Mmv09J 0,23 0,29
MmvO9F 0,23 0,28
Mmv09K 0,23 0,27
MmvO09L 0,23 0,24
Msg109 0,40 0,33
Msg609 0,41 0,38
Msg 1009 0,47 0,31
Msg1609 0,47 0,39
Msg1409 0,40 0,45
Msg809 0,49 0,36
Ms08si 0,09 0,19
MsO08F 0,09 0,07
Ms08P1 0,09 0,11
Ms08P2 0,09 0,04
Ms08FM 0,09 0,06
Mlaf09 0,69 0,89
Mbeaum09 0,21 0,26
Mlev09 0,28 0,25
Msol09 0,31 0,35

Annexe 2
C5C2 en pg/l

Vins avant FML aprés FML
MmcO7 0,18 0,31
Msg307 0,35 0,60
Msg707 0,06 0,28
Msg807 0,26 0,34
Mhm607 0,37 0,79
Mhm1207 0,28 0,35
Mhm1307 0,86 0,86
CSsg507 0,58 0,59
Msg1007 0,64 0,60
Msg1807 0,33 0,29
CShm 908 0,69 0,60
Mhm 1008 1,02 0,94
CSsg 1808 0,50 0,49
Msg 408 0,63 0,70
Msg 308 0,50 0,43
Msg 208 0,49 0,48
Mmv08D ng ng
MmvO8A ng ng
Mmv08C ng ng
MmvO8E ng ng
Mmv08B ng ng
MmvO08 Si nq ng
CSmv080 nq ng
CS mv08A nq ng
CSmv08C ng ng
CSmvO08E ng ng
CSmv08B ng ng
Mmv0O9H 1,56 1,44
MmvO09l 1,56 1,34
Mmv09J 1,56 1,29
Mmv09F 1,56 1,37
Mmv09K 1,56 1,18
MmvO9L 1,56 1,30
Msg109 0,23 0,42
Msg609 0,00 0,60
Msg 1009 1,16 0,30
Msg1609 0,76 0,67
Msg1409 0,46 0,51
Msg809 0,32 0,85
Ms08si 0,50 0,43
Ms08F 0,50 0,32
Ms08P1 nq ng
Ms08P2 nq ng
Ms08FM nq ng
Mlaf09 0,50 0,45
Mbeaum09 1,66 1,53
Mlev09 0,88 0,76
Msol09 0,37 0,91
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C7C2 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 0,51 0,55
Msg307 0,68 0,65
Msg707 0,55 0,65
Msg807 0,64 0,73
Mhm607 0,52 1,00
Mhm1207 0,57 0,59
Mhm1307 0,90 0,97
CSsg507 0,92 0,95
Msg1007 0,72 0,84
Msg1807 0,53 0,63
CShm 908 1,20 1,05
Mhm 1008 1,19 1,17
CSsg 1808 1,03 0,86
Msg 408 1,05 1,03
Msg 308 0,96 0,89
Msg 208 0,86 0,82
Mmv08D 1,09 1,17
Mmv08A 1,09 1,05
Mmv08C 1,09 1,14
MmvO8E 1,09 1,23
Mmv08B 1,09 1,13
Mmv08 Si 1,09 1,16
CSmv080 0,60 0,68
CS mv08A 0,60 0,65
CSmv08C 0,60 0,67
CSmv08E 0,60 0,63
CSmv08B 0,60 0,68
Mmv09H 2,05 2,24
MmvO09l 2,05 2,19
Mmv09J 2,05 2,19
Mmv09F 2,05 2,24
Mmv09K 2,05 2,23
MmvO9L 2,05 2,13
Msg109 0,65 0,92
Msg609 0,81 0,73
Msg 1009 0,70 0,42
Msg1609 0,59 0,52
Msg1409 0,60 0,76
Msg809 0,62 0,61
Ms08si 0,40 0,55
Ms08F 0,40 0,50
Ms08P1 0,40 0,44
Ms08P2 0,40 0,48
Ms08FM 0,40 0,51
Mlaf09 0,65 0,64
Mbeaum09 0,56 0,55
Mlev09 0,46 0,52
Msol09 0,68 0,81

Annexe 2
C9C2 en ug/l
Vins avant FML aprés FML
MmcQO7 0,86 1,30
Msg307 1,50 0,86
Msg707 0,72 0,87
Msg807 1,84 1,10
Mhm607 0,43 0,83
Mhm1207 1,14 0,59
Mhm1307 0,87 0,82
CSsg507 0,59 0,67
Msg1007 0,60 0,73
Msg1807 0,63 0,69
CShm 908 0,68 0,77
Mhm 1008 0,66 0,71
CSsg 1808 0,53 0,54
Msg 408 0,70 0,76
Msg 308 0,71 0,80
Msg 208 0,50 0,63
Mmv08D 0,93 1,06
MmvO08A 0,93 0,73
Mmv08C 0,93 2,74
MmvO8E 0,93 0,91
Mmv08B 0,93 0,95
MmvO08 Si 0,93 1,44
CSmv080O 0,45 0,57
CS mv08A 0,45 0,48
CSmv08C 0,45 0,57
CSmvO08E 0,45 0,51
CSmv08B 0,45 0,56
MmvO09H 1,59 2,06
MmvO09l 1,59 2,04
Mmv09J 1,59 2,39
MmvO9F 1,59 2,13
Mmv09K 1,59 2,13
MmvO09L 1,59 1,89
Msg109 0,80 0,58
Msg609 1,04 0,83
Msg 1009 1,11 0,48
Msg1609 0,84 0,67
Msg1409 0,81 0,91
Msg809 0,75 0,64
Ms08si 0,36 0,80
MsO8F 0,36 0,73
Ms08P1 0,36 0,62
Ms08P2 0,36 0,54
MsO8FM 0,36 1,06
Mlaf09 0,58 0,53
Mbeaum09 0,38 0,80
Mlev09 0,67 0,53
Msol09 0,80 0,69
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C4iC5 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 0,37 0,43
Msg307 0,37 0,45
Msg707 0,31 0,36
Msg807 0,41 0,52
Mhm607 0,31 0,42
Mhm1207 0,34 0,37
Mhm1307 0,33 0,39
CSsg507 0,58 0,66
Msg1007 0,50 0,53
Msg1807 0,40 0,49
CShm 908 0,43 0,37
Mhm 1008 0,35 0,36
CSsg 1808 0,51 0,46
Msg 408 0,51 0,48
Msg 308 0,31 0,34
Msg 208 0,37 0,35
Mmv08D 0,30 0,36
MmvO08A 0,30 0,32
Mmv08C 0,30 0,32
MmvO08E 0,30 0,34
Mmv08B 0,30 0,29
Mmv08 Si 0,30 0,34
CSmv080 0,36 0,40
CS mv08A 0,36 0,34
CSmv08C 0,36 0,36
CSmv08E 0,36 0,33
CSmv08B 0,36 0,35
MmvO09H 0,20 0,23
Mmv09lI 0,20 0,19
Mmv09J 0,20 0,24
MmvO9F 0,20 0,19
Mmv09K 0,20 0,17
Mmv09L 0,20 0,18
Msg109 0,27 0,33
Msg609 0,37 0,41
Msg 1009 0,43 0,25
Msg1609 0,42 0,17
Msg1409 0,35 0,26
Msg809 0,31 0,25
Ms08si 0,42 0,57
MsO08F 0,42 0,45
Ms08P1 0,42 0,39
Ms08P2 0,42 0,38
Ms08FM 0,42 0,42
Mlaf09 0,94 0,90
Mbeaum09 0,61 0,55
Mlev09 0,34 0,32
Msol09 0,52 0,57

Annexe 2
C6iC5 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
MmcQO7 1,02 1,27
Msg307 1,72 1,87
Msg707 1,00 1,41
Msg807 1,94 2,87
Mhm607 0,80 1,57
Mhm1207 1,07 1,34
Mhm1307 1,36 1,31
CSsg507 2,04 2,26
Msg1007 1,49 1,61
Msg1807 1,37 1,66
CShm 908 0,83 0,74
Mhm 1008 0,72 0,72
CSsg 1808 1,31 1,16
Msg 408 1,14 1,08
Msg 308 0,96 0,87
Msg 208 0,90 0,97
Mmv08D 0,65 0,70
MmvO08A 0,65 0,66
Mmv08C 0,65 0,69
MmvO08E 0,65 0,65
Mmv08B 0,65 0,76
MmvO08 Si 0,65 0,75
CSmv080 0,98 1,13
CS mv08A 0,98 1,12
CSmv08C 0,98 1,12
CSmvO08E 0,98 0,99
CSmv08B 0,98 1,19
MmvO09H 0,49 0,49
MmvO09l 0,49 0,47
Mmv09J 0,49 0,53
Mmv09F 0,49 0,51
Mmv09K 0,49 0,52
Mmv09L 0,49 0,44
Msg109 0,80 0,73
Msg609 0,87 0,61
Msg 1009 0,99 0,43
Msg1609 1,09 0,73
Msg1409 0,98 0,99
Msg809 0,92 0,80
Ms08si 1,02 1,21
MsO8F 1,02 1,03
Ms08P1 1,02 0,92
Ms08P2 1,02 1,00
MsO08FM 1,02 1,00
Mlaf09 2,02 2,08
Mbeaum09 1,98 1,78
Mlev09 0,67 0,65
Msol09 1,11 1,16
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C8iC5 en pg/l
Vins avant FML apres FML
MmcO7 1,92 4,25
Msg307 2,55 3,02
Msg707 2,13 3,58
Msg807 2,58 6,62
Mhm607 1,18 2,36
Mhm1207 1,70 2,27
Mhm1307 3,63 3,14
CSsg507 0,07 0,07
Msg1007 2,66 3,13
Msg1807 2,16 3,28
CShm 908 1,06 1,09
Mhm 1008 0,87 0,88
CSsg 1808 1,69 1,61
Msg 408 1,43 1,60
Msg 308 1,28 1,64
Msg 208 1,50 1,71
Mmv08D 1,23 0,90
Mmv08A 1,23 1,08
Mmv08C 1,23 1,21
MmvO8E 1,23 0,91
Mmv08B 1,23 1,27
Mmv08 Si 1,23 0,90
CSmv080 1,83 1,97
CS mv08A 1,83 2,15
CSmv08C 1,83 2,07
CSmv08E 1,83 2,13
CSmv08B 1,83 1,97
MmvO9H 1,00 1,37
MmvO09l 1,00 1,35
Mmv09J 1,00 1,45
MmvO9F 1,00 1,42
Mmv09K 1,00 1,37
Mmv09L 1,00 1,35
Msg109 1,88 1,89
Msg609 2,59 2,63
Msg 1009 3,15 2,14
Msg1609 3,24 2,93
Msg1409 3,31 2,94
Msg809 3,20 2,68
Ms08si 1,54 2,64
Ms08F 1,54 1,66
Ms08P1 1,54 1,78
Ms08P2 1,54 1,54
Ms08FM 1,54 1,77
Mlaf09 3,02 3,37
Mbeaum09 2,30 2,59
Mlev09 0,89 1,19
Msol09 1,67 1,80

Annexe 2
C6iC4 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 0,11 0,13
Msg307 0,31 0,32
Msg707 0,21 0,26
Msg807 0,36 0,44
Mhm607 0,12 0,19
Mhm1207 1,07 1,34
Mhm1307 1,36 1,31
CSsg507 2,04 2,26
Msg1007 1,49 1,61
Msg1807 1,37 1,66
CShm 908 0,17 0,15
Mhm 1008 0,14 0,14
CSsg 1808 0,32 0,27
Msg 408 0,29 0,26
Msg 308 0,16 0,15
Msg 208 0,22 0,20
Mmv08D 0,12 0,14
Mmv08A 0,12 0,13
Mmv08C 0,12 0,14
Mmv08E 0,12 0,13
Mmv08B 0,12 0,12
MmvO08 Si 0,12 0,15
CSmv080 0,22 0,26
CS mv08A 0,22 0,25
CSmv08C 0,22 0,25
CSmvO8E 0,22 0,20
CSmv08B 0,22 0,25
Mmv0O9H 0,07 0,09
Mmv09l 0,07 0,08
Mmv09J 0,07 0,08
Mmv09F 0,07 0,08
Mmv09K 0,07 0,07
Mmv09L 0,07 0,07
Msg109 0,15 0,14
Msg609 0,17 0,13
Msg 1009 0,17 0,09
Msg1609 0,19 0,17
Msg1409 0,16 0,20
Msg809 0,19 0,21
Ms08si 0,18 0,21
Ms08F 0,18 0,20
Ms08P1 0,18 0,14
Ms08P2 0,18 0,19
Ms08FM 0,18 0,17
Mlaf09 0,37 0,34
Mbeaum09 0,14 0,12
Mlev09 0,06 0,06
Msol09 0,12 0,13
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dhCinC2 en pg/l

Vins avant FML apres FML
MmcO7 0,37 0,45
Msg307 0,26 0,28
Msg707 0,28 0,27
Msg807 0,34 0,34
Mhm607 0,39 0,36
Mhm1207 0,27 0,27
Mhm1307 0,31 0,23
CSsg507 0,43 0,44
Msg1007 0,24 0,28
Msg1807 0,46 0,49
CShm 908 0,35 0,30
Mhm 1008 0,24 0,32
CSsg 1808 0,45 0,42
Msg 408 0,25 0,26
Msg 308 0,33 0,29
Msg 208 0,28 0,33
MmvO08D ng ng
MmvO8A ng ng
MmvO08C ng ng
MmvO8E ng ng
Mmv08B ng ng
MmvO08 Si ng nq
CSmv080 ng nq
CS mv08A ng nq
CSmv08C ng nq
CSmv08E ng nq
CSmv08B ng ng
Mmv0O9H 0,61 0,63
MmvO09l 0,61 0,57
Mmv09J 0,61 0,70
MmvO9F 0,61 0,56
Mmv09K 0,61 0,62
MmvO9L 0,61 0,59
Msg109 ng nq
Msg609 ng nq
Msg 1009 ng nq
Msg1609 ng nq
Msg1409 ng ng
Msg809 ng ng
Ms08si 1,27 1,49
Ms08F 1,27 1,08
Ms08P1 1,27 1,20
Ms08P2 1,27 1,08
MsO8FM 1,27 1,16
Mlaf09 0,45 0,47
Mbeaum09 1,36 1,02
Mlev09 1,34 1,38
Msol09 0,75 0,85

Annexe 2
CinC2 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
MmcO7 1,41 1,34
Msg307 1,45 1,50
Msg707 1,62 1,43
Msg807 1,60 1,48
Mhm607 0,73 1,27
Mhm1207 1,43 1,35
Mhm1307 1,45 1,35
CSsg507 1,73 1,63
Msg1007 111 1,24
Msg1807 1,49 1,41
CShm 908 1,68 1,59
Mhm 1008 1,16 1,56
CSsg 1808 1,56 1,60
Msg 408 1,11 1,14
Msg 308 1,43 1,48
Msg 208 1,31 1,36
Mmv08D 1,24 1,17
Mmv08A 1,24 1,09
Mmv08C 1,24 1,28
Mmv08E 1,24 1,15
Mmv08B 1,24 1,14
MmvO08 Si 1,24 1,11
CSmv080 1,55 1,68
CS mv08A 1,55 1,69
CSmv08C 1,55 1,82
CSmv08E 1,55 1,71
CSmv08B 1,55 1,93
Mmv09H 1,81 1,75
MmvO09l 1,81 1,80
Mmv09J 1,81 1,92
Mmv09F 1,81 1,63
Mmv09K 1,81 1,76
Mmv09L 1,81 1,96
Msg109 1,27 1,50
Msg609 1,39 1,30
Msg 1009 1,17 1,22
Msg1609 1,64 1,50
Msg1409 1,12 1,33
Msg809 1,27 1,45
Ms08si 1,40 1,15
MsO08F 1,40 1,07
Ms08P1 1,40 1,29
Ms08P2 1,40 1,06
Ms08FM 1,40 1,21
Mlaf09 0,52 0,57
Mbeaum09 0,84 1,00
Mlev09 0,73 1,09
Msol09 1,52 0,87
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hexC2 en pg/l

Vins avant FML apres FML
MmcO7 0,75 0,78
Msg307 1,14 1,32
Msg707 1,59 1,78
Msg807 0,93 1,08
Mhm607 1,78 1,95
Mhm1207 1,84 1,94
Mhm1307 1,69 1,91
CSsg507 4,28 4,28
Msg1007 2,09 2,14
Msg1807 1,92 2,07
CShm 908 1,96 1,87
Mhm 1008 1,98 1,98
CSsg 1808 4,73 4,22
Msg 408 3,42 3,71
Msg 308 1,97 1,92
Msg 208 1,86 1,90
Mmv08D 2,03 1,84
Mmv08A 2,03 1,65
Mmv08C 2,03 1,85
MmvO8E 2,03 1,80
Mmv08B 2,03 1,76
MmvO08 Si 2,03 1,90
CSmv080 2,11 2,08
CS mv08A 2,11 2,10
CSmv08C 2,11 1,98
CSmvO8E 2,11 2,23
CSmv08B 2,11 2,00
MmvO9H 1,25 1,20
MmvO09l 1,25 1,25
Mmv09J 1,25 1,09
MmvO9F 1,25 1,16
Mmv09K 1,25 1,07
Mmv09L 1,25 1,06
Msg109 1,40 1,72
Msg609 1,47 1,72
Msg 1009 1,31 1,35
Msg1609 2,06 2,38
Msg1409 1,45 1,62
Msg809 1,58 1,54
Ms08si 0,64 0,78
Ms08F 0,64 0,59
Ms08P1 0,64 0,54
Ms08P2 0,64 0,49
MsO8FM 0,64 0,58
Mlaf09 2,37 2,31
Mbeaum09 1,75 2,23
Mlev09 0,72 0,73
Msol09 1,74 1,75

Annexe 2
gerCl en pg/l

Vins avant FML aprés FML
MmcO7 0,41 0,41
Msg307 0,41 0,39
Msg707 0,32 0,36
Msg807 0,42 0,45
Mhm607 0,38 0,38
Mhm1207 0,37 0,38
Mhm1307 0,36 0,37
CSsg507 0,12 0,13
Msg1007 0,42 0,43
Msg1807 0,46 0,45
CShm 908 0,05 0,05
Mhm 1008 0,04 0,05
CSsg 1808 0,10 0,08
Msg 408 0,13 0,16
Msg 308 0,06 0,07
Msg 208 0,04 0,03
Mmv08D ng ng
MmvO8A ng ng
Mmv08C ng ng
MmvO8E ng ng
Mmv08B ng ng
MmvO08 Si ng ng
CSmv080 ng ng
CS mv08A ng ng
CSmv08C ng ng
CSmvO08E ng ng
CSmv08B ng ng
Mmv0O9H 0,13 0,13
MmvO09l 0,13 0,13
Mmv09J 0,13 0,15
MmvO09F 0,13 0,15
Mmv09K 0,13 0,15
MmvO9L 0,13 0,13
Msg109 ng ng
Msg609 ng ng
Msg 1009 ng ng
Msg1609 ng ng
Msg1409 ng ng
Msg809 ng ng
Ms08si 0,08 0,15
Ms08F 0,08 0,07
Ms08P1 0,08 0,09
Ms08P2 0,08 0,05
Ms08FM 0,08 0,06
Mlaf09 0,20 0,21
Mbeaum09 0,16 0,14
Mlev09 0,27 0,20
Msol09 0,34 0,33
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hexC2 en pg/l

Vins avant FML aprés FML
MmcO7 0,75 0,78
Msg307 1,14 1,32
Msg707 1,59 1,78
Msg807 0,93 1,08
Mhm607 1,78 1,95
Mhm1207 1,84 1,94
Mhm1307 1,69 1,91
CSsg507 4,28 4,28
Msg1007 2,09 2,14
Msg1807 1,92 2,07
CShm 908 1,96 1,87
Mhm 1008 1,98 1,98
CSsg 1808 4,73 4,22
Msg 408 3,42 3,71
Msg 308 1,97 1,92
Msg 208 1,86 1,90
Mmv08D 2,03 1,84
Mmv08A 2,03 1,65
Mmv08C 2,03 1,85
Mmv08E 2,03 1,80
Mmv08B 2,03 1,76
Mmv08 Si 2,03 1,90
CSmv080 2,11 2,08
CS mv08A 2,11 2,10
CSmv08C 2,11 1,98
CSmv08E 2,11 2,23
CSmv08B 2,11 2,00
MmvO9H 1,25 1,20
MmvO09l 1,25 1,25
Mmv09J 1,25 1,09
Mmv09F 1,25 1,16
Mmv09K 1,25 1,07
Mmv09L 1,25 1,06
Msg109 1,40 1,72
Msg609 1,47 1,72
Msg 1009 1,31 1,35
Msg1609 2,06 2,38
Msg1409 1,45 1,62
Msg809 1,58 1,54
Ms08si 0,64 0,78
Ms08F 0,64 0,59
Ms08P1 0,64 0,54
Ms08P2 0,64 0,49
Ms08FM 0,64 0,58
Mlaf09 2,37 2,31

Annexe 2
gerCl en pg/l

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 0,41 0,41
Mhm1207 0,41 0,39
CSsg507 0,32 0,36
MmcO7 0,42 0,45
Msg1007 0,38 0,38
Msg707 0,37 0,38
Msg807 0,36 0,37
Mhm1307 0,12 0,13
Mhm607 0,42 0,43
Msg307 0,46 0,45
CShm 908 0,05 0,05
Mhm 1008 0,04 0,05
CSsg 1808 0,10 0,08
Msg 408 0,13 0,16
Msg 308 0,06 0,07
Msg 208 0,04 0,03
Mmv08D ng ng
MmvO08A ng ng
Mmv08C ng ng
MmvO8E ng ng
MmvO08B ng ng
MmvO08 Si ng ng
CSmv080 ng ng
CS mvO8A ng ng
CSmv08C ng ng
CSmvO08E ng ng
CSmv08B nq nq
Ms08si 0,13 0,13
MsO08F 0,13 0,13
MmvO09H 0,13 0,15
Mmv09I 0,13 0,15
Mmv09J 0,13 0,15
MmvO9F 0,13 0,13
Mmv09K ng ng
Mmv09L ng ng
Mlaf09 nq nq
Msg109 ng ng
Msg609 ng ng
Msg 1009 nq nq
Msg1609 0,08 0,15
Msg1409 0,08 0,07
Msg809 0,08 0,09
Mbeaum09 0,08 0,05
Mlev09 0,08 0,06
Msol09 0,20 0,21
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30HC4C2 en pgl/l

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 349 339
Mhm1207 289 326
CSsg507 351 338
MmcO7 163 205
Msg1007 329 392
Msg707 307 307
Msg807 350 343
Mhm1307 224 218
Mhm607 173 230
Msg307 341 348
CShm 908 217 207
Mhm 1008 177 172
CSsg 1808 243 297
Msg 408 311 339
Msg 308 303 290
Msg 208 327 340
Mmv08D 201 212
Mmv08A 201 214
Mmv08C 201 202
MmvO8E 201 199
Mmv08B 201 225
Mmv08 Si 201 208
CSmv080 247 235
CS mv08A 247 265
CSmv08C 247 250
CSmvO08E 247 294
CSmv08B 247 254
Ms08si 142 143
Ms08F 142 141
Ms08P1 142 144
Ms08P2 142 141
Ms08FM 142 131
MmvO9H 72 77
Mmv09I 72 81
Mmv09J 72 76
Mmv09F 72 62
Mmv09K 72 81
Mmv09L 72 65
Mlaf09 580 561
Msg109 264 862
Msg609 272 580
Msg 1009 160 502
Msg1609 245 577
Msg1409 323 425
Msg809 195 1703
Mbeaum09 471 428
Mlev09 300 316
Msol09 466 256

Annexe 2
LevC2 en pg/l
Vins avant FML apreés FML
Msg1807 0,32 0,47
Mhm1207 0,31 0,41
CSsg507 0,65 0,82
MmcO7 0,52 0,69
Msg1007 0,64 0,86
Msg707 0,26 0,67
Msg807 0,48 0,66
Mhm1307 0,48 0,83
Mhm607 0,20 0,24
Msg307 0,72 0,87
CShm 908 3,77 2,99
Mhm 1008 2,30 2,70
CSsg 1808 1,04 1,38
Msg 408 1,58 1,85
Msg 308 1,82 2,19
Msg 208 1,85 1,64
Mmv08D 3,61 3,47
MmvO08A 3,61 3,14
Mmv08C 3,61 2,00
MmvO08E 3,61 2,40
Mmv08B 3,61 3,18
MmvO08 Si 3,61 3,22
CSmv080 0,96 0,98
CS mv08A 0,96 1,01
CSmv08C 0,96 1,07
CSmv08E 0,96 1,17
CSmv08B 0,96 0,69
Ms08si 0,31 0,28
Ms08F 0,31 0,00
Ms08P1 0,31 0,24
Ms08P2 0,31 0,00
Ms08FM 0,31 0,00
MmvO09H 1,23 1,35
Mmv09l 1,23 1,01
Mmv09J 1,23 1,09
MmvO09F 1,23 1,21
Mmv09K 1,23 1,00
MmvO09L 1,23 0,89
MIlaf09 0,66 0,54
Msg109 0,28 0,56
Msg609 1,23 0,87
Msg 1009 0,32 0,78
Msg1609 0,88 1,38
Msg1409 0,96 1,14
Msg809 0,69 1,39
Mbeaum09 0,53 1,45
Mlev09 0,34 1,87
Msol09 0,50 1,59
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30HC6C2 en pgl/l

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 0,29 1,35
Mhm1207 0,46 1,39
CSsg507 0,32 0,92
MmcO7 0,61 2,27
Msg1007 0,34 1,22
Msg707 0,31 0,71
Msg807 0,43 1,01
Mhm1307 0,34 1,37
Mhm607 0,29 2,71
Msg307 0,46 0,92
CShm 908 2,18 2,08
Mhm 1008 2,98 2,78
CSsg 1808 0,88 2,01
Msg 408 1,18 2,12
Msg 308 1,22 1,77
Msg 208 1,00 2,04
Mmv08D 2,97 3,09
MmvO08A 2,97 3,03
Mmv08C 2,97 3,12
MmvO0O8E 2,97 3,06
Mmv08B 2,97 2,99
Mmv08 Si 2,97 2,86
CSmv080 1,64 1,80
CS mv08A 1,64 2,16
CSmv08C 1,64 1,98
CSmvO8E 1,64 2,07
CSmv08B 1,64 2,30
Ms08si 0,60 1,24
Ms08F 0,60 0,71
Ms08P1 0,60 0,84
Ms08P2 0,60 0,71
Ms08FM 0,60 0,55
Mmv09H 6,08 20,52
MmvO09l 6,08 17,21
Mmv09J 6,08 5,28
MmvO9F 6,08 5,17
Mmv09K 6,08 4,56
MmvO09L 6,08 11,00
MIlaf09 0,68 1,11
Msg109 0,62 2,66
Msg609 0,52 2,36
Msg 1009 0,33 2,41
Msg1609 0,47 1,78
Msg1409 0,46 1,80
Msg809 0,51 2,14
Mbeaum09 0,60 3,05
Mlev09 0,57 4,03
Msol09 0,64 2,02

Annexe 2
60HC6C2 en g/l

Vins avant FML apreés FML
Msg1807 0,43 2,89
Mhm1207 0,43 2,95
CSsg507 ng 1,67
MmcO7 0,32 2,97
Msg1007 1,06 3,04
Msg707 0,37 2,39
Msg807 0,66 2,17
Mhm1307 0,23 2,60
Mhm607 nq 8,18
Msg307 nq 1,86
CShm 908 3,31 2,94
Mhm 1008 4,53 4,91
CSsg 1808 0,99 3,39
Msg 408 1,96 3,31
Msg 308 2,21 3,75
Msg 208 1,94 3,33
Mmv08D 4,75 4,42
Mmv08A 4,75 4,54
Mmv08C 4,75 4,51
Mmv08E 4,75 4,26
Mmv08B 4,75 5,12
MmvO08 Si 4,75 3,74
CSmv080 3,21 2,62
CS mv08A 3,21 3,08
CSmv08C 3,21 2,76
CSmvO8E 3,21 3,59
CSmv08B 3,21 2,75
Ms08si ng ng
MsO8F ng ng
Ms08P1 nq nq
Ms08P2 nq nq
Ms08FM nq nq
Mmv09H 4,84 452
MmvQ9l 4,84 4,86
Mmv09J 4,84 5,28
Mmv09F 4,84 2,78
Mmv09K 4,84 5,09
Mmv09L 4,84 4,32
Mlaf09 1,31 1,97
Msg109 0,90 4,20
Msg609 0,72 5,68
Msg 1009 0,52 3,55
Msg1609 1,29 3,65
Msg1409 0,79 4,89
Msg809 1,59 4,16
Mbeaum09 0,00 1,52
Mlev09 2,14 3,87
Msol09 nq 2,20
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Annexe 3 : Bilan analytique de la FML sur les esters majeurs

LE en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 8840 28297
Mhm1207 4150 24966
CSsg507 11588 47383
MmcO7 4194 28341
Msg1007 11700 38171
Msg707 9564 34840
Msg807 20524 41233
Mhm1307 5038 23810
Mhm607 4318 31243
Msg307 14147 38953
CShm 908 19911 32081
Mhm 1008 28697 35726
CSsg 1808 16969 63513
Msg 408 20064 53951
Msg 308 20336 51833
Msg 208 15501 53807
Mmv08D 31302 42177
Mmv08A 31302 47785
Mmv08C 31302 42189
Mmv0O8E 31302 40757
Mmv08B 31302 44802
Mmv08 Si 31302 39675
CSmv080 33699 62392
CS mv08A 33699 67012
CSmv08C 33699 55333
CSmvO08E 33699 62577
CSmv08B 33699 63155
Ms08si 21277 49805
MsO08F 21277 53684
Ms08P1 21277 50425
Ms08P2 21277 53684
Ms08FM 21277 47514
Mmv09H 6948 47351
Mmv09l 6948 46876
Mmv09J 6948 39584
Mmv09F 6948 35524
Mmv09K 6948 38022
Mmv09L 6948 39967
Mlaf09 6108 33430
Msg109 10152 43416
Msg609 11452 39644
Msg 1009 10375 41176
Msg1609 7060 40048
Msg1409 7411 43649
Msg809 6580 37028
Mbeaum09 5433 48352
Mlev09 7783 54181
Msol09 21100 33701

SDE en pg/I
Vins avant FML apres FML
Msg1807 155 1170
Mhm1207 263 1427
CSsg507 123 689
MmcO7 324 2158
Msg1007 153 1071
Msg707 132 577
Msg807 211 708
Mhm1307 199 1469
Mhm607 168 3096
Msg307 225 704
CShm 908 2382 2120
Mhm 1008 2809 2382
CSsg 1808 743 1799
Msg 408 930 1822
Msg 308 1067 2030
Msg 208 776 1715
Mmv08D 2748 2995
MmvO08A 2748 2869
Mmv08C 2748 2783
MmvO08E 2748 2818
Mmv08B 2748 2953
Mmv08 Si 2748 2463
CSmv080 1513 1835
CS mv08A 1513 1949
CSmv08C 1513 1913
CSmv08E 1513 2097
CSmv08B 1513 2242
Ms08si 376 985
MsO08F 376 585
Ms08P1 376 757
Ms08P2 376 585
Ms08FM 376 457
MmvO09H 868 3960
Mmv09I 868 3222
Mmv09J 868 710
MmvO09F 868 858
MmvO09K 868 558
MmvO09L 868 2225
Mlaf09 416 782
Msg109 506 2290
Msg609 390 2003
Msg 1009 292 1719
Msg1609 378 1859
Msg1409 407 1896
Msg809 337 1668
Mbeaum09 303 2918
Mlev09 403 3794
Msol09 306 1603
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Annexe 3
MSE en pg/l C2C2 en mg/l

Vins avant FML aprés FML Vins avant FML aprés FML
Msg1807 14724 209855 Msg1807 37,1 41,5
Mhm1207 16139 214065 Mhm1207 44,3 44,2
CSsg507 8462 118605 CSsg507 30,7 32,4
MmcO7 19527 219160 MmcO7 28,7 31,7
Msg1007 12800 209771 Msg1007 36,6 37,4
Msg707 13522 133634 Msg707 36,0 40,3
Msg807 12442 88781 Msg807 35,1 38,2
Mhm1307 14269 189703 Mhm1307 45,3 47,3
Mhm607 16018 204781 Mhm607 53,1 53,5
Msg307 11956 78645 Msg307 37,8 36,5
CShm 908 239347 201614 CShm 908 35,9 37,3
Mhm 1008 166116 156166 Mhm 1008 40,6 43,3
CSsg 1808 17782 191059 CSsg 1808 34,8 40,0
Msg 408 25548 189543 Msg 408 474 41,9
Msg 308 33538 194527 Msg 308 449 48,3
Msg 208 26943 214180 Msg 208 59,5 50,2
Mmv08D 163652 199416 Mmv08D 50,0 47,8
Mmv08A 163652 202708 Mmv08A 50,0 44,2
Mmv08C 163652 205435 Mmv08C 50,0 46,7
Mmv0O8E 163652 202520 Mmv0O8E 50,0 449
Mmv08B 163652 203554 Mmv08B 50,0 40,1
Mmv08 Si 163652 181806 Mmv08 Si 50,0 444
CSmv080 187389 179985 CSmv080 45,8 41,0
CS mv08A 187389 188489 CS mv08A 458 42,4
CSmv08C 187389 182107 CSmv08C 45,8 37,7
CSmv08E 187389 178234 CSmvO08E 45,8 38,7
CSmv08B 187389 191040 CSmv08B 458 41,7
Ms08si 9202 11796 Ms08si 21,7 20,4
MsO8F 9202 9175 MsO8F 21,7 37,4
Ms08P1 9202 11606 Ms08P1 27,7 ng
Ms08P2 9202 9175 Ms08P2 27,7 ng
Ms08FM 9202 7048 Ms08FM 27,7 ng
MmvO9H 35555 113707 Mmv09H 7,0 12,5
Mmv09l 35555 120366 MmvO09l 7,0 16,8
Mmv09J 35555 41510 Mmv09J 7,0 26,3
MmvO09F 35555 23261 MmvO09F 7,0 18,5
Mmv09K 35555 26263 Mmv09K 7,0 20,6
MmvO09L 35555 53191 MmvO09L 7,0 21,8
Mlaf09 28714 93165 MIaf09 20,6 20,2
Msg109 10005 146698 Msg109 51,7 63,7
Msg609 11024 121056 Msg609 62,1 68,7
Msg 1009 10954 122990 Msg 1009 51,3 58,8
Msg1609 10559 120853 Msg1609 77,1 68,4
Msg1409 11362 127371 Msg1409 75,4 72,1
Msg809 11473 124882 Msg809 71,0 73,2
Mbeaum09 17533 286063 Mbeaum09 8,0 29,9
Mlev09 34304 309263 Mlev09 4,7 8,2
Msol09 17195 112225 Msol09 53,0 47,8
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Annexe 4

Annexe 4 : Bilan analytique de la FML sur les C13NI, lactones et linalol

B-d en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Mhm607 1,705 1,540
Msg1007 1,514 1,578
Msg807 1,626 1,497
CShm908 2,69 2,32
Mhm 1008 1,42 1,42
CSsg 1808 2,40 2,55
Msg 408 1,37 1,45
Msg 308 1,41 1,23
Msg 208 1,31 1,34
Mmv08D 1,558 1,523
Mmv08A 1,558 1,524
Mmv08C 1,558 1,465
Mmv0O8E 1,558 1,478
Mmv08B 1,558 1,488
MmvO08 Si 1,558 1,662
CSmv080 2,863 2,800
CS mv08A 2,863 2,474
CSmv08C 2,863 2,795
CSmv08E 2,863 2,791
CSmv08B 2,863 2,716
MmvO9H 1,717 1,667
MmvQ9l 1,717 1,396
Mmv09J 1,717 1,606
MmvO9F 1,717 2,001
Mmv09K 1,717 1,737
Mmv09L 1,717 1,579
Msg609 1,557 1,436
Msg 1009 1,418 1,446
Msg1609 1,332 1,339
Msg1409 1,069 1,260
Msg809 1,844 1,349
Ms08F 2,557 2,357
Ms08si 2,557 2,540
Miaf09 2,596 2,473
Mbeaum09 4,387 4,059
Mlev09 2,353 1,737
Msol09 2,418 1,662

B-ien pg/l
Vins avant FML apres FML
Mhm607 0,076 0,073
Msg1007 0,076 0,081
Msg807 0,083 0,084
CShmoo0s8 0,12 0,11
Mhm 1008 0,09 0,09
CSsg 1808 0,12 0,12
Msg 408 0,09 0,09
Msg 308 0,10 0,09
Msg 208 0,10 0,11
Mmv08D 0,099 0,106
Mmv08A 0,101 0,099
Mmv08C 0,101 0,094
MmvO8E 0,101 0,094
Mmv08B 0,101 0,097
MmvO08 Si 0,101 0,098
CSmv080 0,101 0,101
CS mv08A 0,113 0,108
CSmv08C 0,113 0,092
CSmv08E 0,113 0,110
CSmv08B 0,113 0,110
MmvO09H 0,113 0,106
MmvO09l 0,158 0,152
Mmv09J 0,158 0,140
MmvO9F 0,158 0,144
Mmv09K 0,158 0,166
Mmv09L 0,158 0,152
Msg609 0,158 0,141
Msg 1009 0,122 0,124
Msg1609 0,113 0,120
Msg1409 0,164 0,158
Msg809 0,139 0,136
MsO08F 0,140 0,130
Ms08si 0,070 0,063
Mlaf09 0,070 0,081
Mbeaum09 0,083 0,081
Mlev09 0,136 0,114
Msol09 0,101 0,071
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a-1en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Mhm607 0,070 0,088
Msg1007 0,064 0,047
Msg807 0,060 0,075
CShm908 0,06 0,07
Mhm 1008 0,07 0,07
CSsg 1808 0,06 0,07
Msg 408 0,06 0,07
Msg 308 0,08 0,06
Msg 208 0,06 0,05
Mmv08D 0,061 0,082
Mmv08A 0,061 0,096
Mmv08C 0,061 0,073
MmvO08E 0,061 0,075
Mmv08B 0,061 0,074
Mmv08 Si 0,061 0,088
CSmv080 0,054 0,065
CS mv08A 0,054 0,048
CSmv08C 0,054 0,066
CSmv08E 0,054 0,049
CSmv08B 0,054 0,054
MmvO09H 0,166 0,121
Mmv09lI 0,166 0,133
Mmv09J 0,166 0,107
MmvO9F 0,166 0,215
Mmv09K 0,166 0,143
MmvO09L 0,166 0,143
Msg609 0,106 0,077
Msg 1009 0,084 0,092
Msg1609 0,151 0,149
Msg1409 0,100 0,088
Msg809 0,141 0,092
Ms08F 0,116 0,121
Ms08si 0,116 0,091
Miaf09 0,213 0,103
Mbeaum09 0,220 0,181
Mlev09 0,111 0,102
Msol09 0,142 0,088

Annexe 4
B-dam en pg/I
Vins avant FML aprés FML
Mhm607 0,015 0,008
Msg1007 0,011 0,016
Msg807 0,009 0,013
CShm908 0,011 0,008
Mhm 1008 0,011 0,011
CSsg 1808 0,012 0,013
Msg 408 0,010 0,012
Msg 308 0,012 0,011
Msg 208 0,012 0,010
Mmv08D 0,012 0,013
MmvO0SA 0,012 0,015
Mmv08C 0,012 0,012
MmvOSE 0,012 0,013
Mmv08B 0,012 0,015
MmvO08 Si 0,012 0,010
CSmv080O 0,013 0,012
CS mv0O8A 0,013 0,011
CSmv08C 0,013 0,014
CSmv08E 0,013 0,013
CSmv08B 0,013 0,014
MmvO9H 0,018 0,020
Mmv09l 0,018 0,011
Mmv09J 0,018 0,016
MmvO9F 0,018 0,015
Mmv09K 0,018 0,014
Mmv09L 0,018 0,013
Msg609 0,014 0,016
Msg 1009 0,014 0,015
Msg1609 0,010 0,013
Msg1409 0,009 0,016
Msg809 0,015 0,017
MsO08F 0,014 0,018
Ms08si 0,014 0,027
Mlaf09 0,013 0,007
Mbeaum09 0,076 0,057
Mlev09 0,043 0,037
Msol09 0,015 0,010
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v-C8 en ng/l
Vins avant FML aprés FML
Mhm607 0,883 0,941
Msg1007 0,883 1,123
Msg807 0,611 0,772
CShm908 1,27 1,22
Mhm 1008 1,63 1,65
CSsg 1808 0,83 0,79
Msg 408 1,22 1,19
Msg 308 1,28 1,10
Msg 208 0,96 0,93
Mmv08D 2,009 2,192
Mmv08A 2,009 1,901
Mmv08C 2,009 1,942
MmvO08E 2,009 1,957
Mmv08B 2,009 2,137
MmvO08 Si 2,009 2,287
CSmv080 0,935 0,987
CS mv08A 0,935 0,831
CSmv08C 0,935 0,983
CSmv08E 0,935 0,954
CSmv08B 0,935 0,983
MmvO09H 1,835 1,845
Mmv09lI 1,835 1,800
Mmv09J 1,835 1,847
MmvO9F 1,835 2,437
Mmv09K 1,835 1,941
MmvO9L 1,835 1,917
Msg609 0,876 0,920
Msg 1009 0,618 0,684
Msg1609 0,717 0,754
Msg1409 0,639 0,773
Msg809 0,730 0,779
Ms08F 1,130 0,620
Ms08si 1,130 0,876
Miaf09 0,000 0,000
Mbeaum09 0,999 0,926
Mlev09 0,804 0,816
Msol09 1,441 2,287

Annexe 4
v-C9 en g/l

Vins avant FML aprés FML
Mhm607 3,718 3,892
Msg1007 7,308 6,924
Msg807 4,666 5,058
CShm908 16,10 15,34
Mhm 1008 14,85 15,82
CSsg 1808 9,38 9,66
Msg 408 7,47 8,46
Msg 308 7,45 7,08
Msg 208 6,59 6,15
Mmv08D 16,673 16,563
MmvO8A 16,673 17,662
MmvO08C 16,673 16,059
MmvO8E 16,673 16,307
Mmv08B 16,673 16,117
MmvO08 Si 16,673 17,087
CSmv080 8,623 9,134
CS mv08A 8,623 8,052
CSmv08C 8,623 8,385
CSmv08E 8,623 8,290
CSmv08B 8,623 8,916
Mmv09H 23,908 23,992
Mmv09lI 23,908 22,699
Mmv09J 23,908 23,273
MmvO9F 23,908 26,198
Mmv09K 23,908 24,117
MmvO09L 23,908 21,877
Msg609 9,561 8,962
Msg 1009 5,065 5,187
Msg1609 5,203 5,268
Msg1409 4,622 5,722
Msg809 5,747 5,850
Ms08F 3,619 3,181
Ms08si 3,619 3,794
Mlaf09 3,601 3,252
MbeaumQ9 6,742 6,404
Mlev09 4,611 4,502
Msol09 5,412 6,457

Annexe 4

232



v-C10 en pg/l

Vins avant FML aprés FML
Mhm607 0,476 0,523
Msg1007 0,657 0,592
Msg807 0,437 0,497
CShm908 1,06 0,99
Mhm 1008 1,22 1,30
CSsg 1808 0,76 0,77
Msg 408 0,91 0,88
Msg 308 0,88 0,85
Msg 208 0,80 0,76
Mmv08D 1,291 1,359
Mmv08A 1,291 1,381
Mmv08C 1,291 1,398
MmvO08E 1,291 1,315
Mmv08B 1,291 1,279
MmvO08 Si 1,291 1,322
CSmv080 0,873 0,876
CS mv08A 0,873 0,706
CSmv08C 0,873 0,773
CSmv08E 0,873 0,748
CSmv08B 0,873 0,791
MmvO09H 0,848 0,818
Mmv09lI 0,848 0,746
Mmv09J 0,848 0,758
MmvO9F 0,848 0,924
Mmv09K 0,848 0,804
Mmv09L 0,848 0,802
Msg609 0,548 0,628
Msg 1009 0,477 0,501
Msg1609 0,400 0,407
Msg1409 0,388 0,477
Msg809 0,508 0,531
Ms08F 0,513 0,434
Ms08si 0,513 0,532
Miaf09 0,425 0,374
Mbeaum09 0,528 0,513
Mlev09 0,896 0,696
Msol09 0,538 1,322

Annexe 4
v-C11 en g/l
Vins avant FML aprés FML
Mhm607 0,076 0,076
Msg1007 0,108 0,090
Msg807 0,093 0,101
CShm908 0,11 0,10
Mhm 1008 0,11 0,12
CSsg 1808 0,10 0,11
Msg 408 0,11 0,10
Msg 308 0,10 0,09
Msg 208 0,08 0,08
Mmv08D 0,115 0,127
MmvO8A 0,115 0,127
MmvO08C 0,115 0,126
MmvO8E 0,115 0,121
Mmv08B 0,115 0,119
MmvO08 Si 0,115 0,120
CSmv080 0,126 0,119
CS mv08A 0,126 0,096
CSmv08C 0,126 0,108
CSmv08E 0,126 0,105
CSmv08B 0,126 0,106
Mmv09H 0,120 0,106
Mmv09lI 0,120 0,089
Mmv09J 0,120 0,111
MmvO9F 0,120 0,129
Mmv09K 0,120 0,113
MmvO09L 0,120 0,104
Msg609 0,071 0,076
Msg 1009 0,063 0,063
Msg1609 0,056 0,058
Msg1409 0,055 0,055
Msg809 0,064 0,075
MsO08F 0,058 0,050
Ms08si 0,058 0,076
Mlaf09 0,048 0,044
MbeaumQ9 0,113 0,108
Mlev09 0,331 0,250
Msol09 0,089 0,120
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v-C12 en pg/l

Vins avant FML aprés FML
Mhm607 0,092 0,098
Msg1007 0,092 0,099
Msg807 0,073 0,088
CShm908 0,11 0,10
Mhm 1008 0,12 0,13
CSsg 1808 0,10 0,12
Msg 408 0,14 0,14
Msg 308 0,13 0,13
Msg 208 0,14 0,13
Mmv08D 0,138 0,145
Mmv08A 0,138 0,155
Mmv08C 0,138 0,150
Mmv08E 0,138 0,144
Mmv08B 0,138 0,146
Mmv08 Si 0,138 0,141
CSmv080 0,154 0,155
CS mv08A 0,154 0,123
CSmv08C 0,154 0,130
CSmv08E 0,154 0,136
CSmv08B 0,154 0,145
Mmv09H 0,128 0,115
Mmv09I 0,128 0,090
Mmv09J 0,128 0,119
Mmv09F 0,128 0,134
Mmv09K 0,128 0,116
Mmv09L 0,128 0,115
Msg609 0,064 0,082
Msg 1009 0,070 0,083
Msg1609 0,042 0,049
Msg1409 0,043 0,059
Msg809 0,053 0,072
Ms08F 0,124 0,084
Ms08si 0,124 0,116
Mlaf09 0,037 0,038
Mbeaum09 0,071 0,141
Mlev09 0,188 0,130
Msol09 0,065 1,861

Annexe 4
6-C10 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Mhm607 1,779 2,681
Msg1007 4,435 4,010
Msg807 3,531 3,623
CShm908 3,23 3,03
Mhm 1008 4,41 4,35
CSsg 1808 3,04 3,19
Msg 408 4,36 4,61
Msg 308 4,39 4,62
Msg 208 4,32 4,30
Mmv08D 5,027 4,596
MmvO08A 5,027 4,830
Mmv08C 5,027 4,875
MmvO08E 5,027 4,972
Mmv08B 5,027 4,612
Mmv08 Si 5,027 4,793
CSmv080 3,791 3,400
CS mv08A 3,791 2,914
CSmv08C 3,791 3,203
CSmv08E 3,791 3,260
CSmv08B 3,791 3,299
Mmv09H 4,236 3,675
Mmv09lI 4,236 3,164
Mmv09J 4,236 3,549
MmvO9F 4,236 4,375
Mmv09K 4,236 3,709
MmvO09L 4,236 3,776
Msg609 3,216 2,625
Msg 1009 1,631 1,998
Msg1609 1,846 2,268
Msg1409 2,118 2,108
Msg809 2,725 2,647
MsO08F 2,404 1,992
Ms08si 2,404 2,229
Mlaf09 1,474 1,405
Mbeaum09 2,262 2,182
Mlev09 2,403 1,990
Msol09 2,282 4,793
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Annexe 4
linalol en pg/I
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 4,5 4,2
Mhm1207 3,5 34
CSsg507 31 4,1
MmcQO7 9,6 10,8
Msg707 4,0 4,5
Mhm1307 2,3 3.4
Msg307 2,8 4,5
Mhm607 3,2 3.4
Msg1007 3,7 6,0
Msg807 2,6 3.4
CShm 908 5,0 9,3
Mhm 1008 13,3 13,7
CSsg 1808 8,9 19,8
Msg 408 5,8 14,6
Mmv08D 4,6 5,6
Mmv08A 4,6 3,9
Mmv08C 4,6 5,0
MmvO8E 4,6 5,6
Mmv08B 4,6 5,0
MmvO08 Si 4,6 5,6
CSmv080 51 4,8
CS mv08A 51 52
CSmv08C 51 59
CSmvO8E 51 55
CSmv08B 51 5,6
Mmv09H 2,7 3,2
MmvO09lI 2,7 3,5
Mmv09J 2,7 3,1
Mmv0O9F 2,7 2,3
Mmv09K 2,7 1,7
Mmv09L 2,7 3,0
Msg609 5,0 9,3
Msg 1009 13,3 13,7
Msg1609 8,9 19,8
Msg1409 5,8 14,6
MsO08F 33 2,9
Ms08si 3,3 34
Ms08P1 33 3,5
Ms08P2 33 3,4
Ms08FM 3,3 2,9
Mlaf09 55 4,6
MbeaumQ9 3,7 6,0
Msol09 54 5,6
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Annexe 5

Annexe 5 : Bilan analytique de la FML sur les acides branchés

iIC4 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 1108 1108
Mhm1207 704 709
CSsg507 1354 1289
MmcO7 1302 1405
Msg1007 1153 1251
Msg707 1358 1352
Msg807 1401 1398
Mhm1307 720 718
Mhm607 630 584
Msg307 1326 1327
CShm 908 785 686
Mhm 1008 530 512
CSsg 1808 790 940
Msg 408 746 901
Msg 308 817 831
Msg 208 1128 1068
Mmv08D 503 829
Mmv08A 503 672
Mmv08C 503 645
Mmv0O8E 503 870
Mmv08B 503 573
Mmv08 Si 503 979
CSmv080 1091 1290
CS mv08A 1091 1380
CSmv08C 1091 1328
CSmvO08E 1091 1291
CSmv08B 1091 1477
Ms08si 1286 1199
Ms08F 1286 1218
Ms08P1 1286 1323
Ms08P2 1286 999
Ms08FM 1286 1218
MmvO9H 716 784
Mmv09l 716 687
Mmv09J 716 799
MmvO9F 716 716
Mmv09K 716 805
Mmv09L 716 642
Mlaf09 1792 1610
Msg109 1051 633
Msg609 1211 552
Msg 1009 1053 1219
Msg1609 1040 1384
Msg1409 1298 1360
Msg809 1455 1512
Mbeaum09 1613 1230
Mlev09 3142 3044
Msol09 1527 1558

IC5 en po/l
Vins avant FML apres FML
Msg1807 641 653
Mhm1207 532 583
CSsg507 586 576
MmcO7 860 975
Msg1007 552 620
Msg707 583 587
Msg807 545 534
Mhm1307 469 471
Mhm607 486 548
Msg307 585 580
CShm 908 527 470
Mhm 1008 381 338
CSsg 1808 388 453
Msg 408 476 521
Msg 308 518 524
Msg 208 533 577
Mmv08D 392 467
Mmv08A 392 422
Mmv08C 392 408
MmvO8E 392 466
Mmv08B 392 417
MmvO08 Si 392 495
CSmv080 496 517
CS mv08A 496 576
CSmv08C 496 546
CSmv08E 496 593
CSmv08B 496 582
Ms08si 459 441
Ms08F 459 404
Ms08P1 459 483
Ms08P2 459 374
Ms08FM 459 404
Mmv0O9H 416 492
MmvQ09l 416 377
Mmv09J 416 358
MmvO9F 416 401
Mmv09K 416 345
Mmv09L 416 366
Mlaf09 927 858
Msg109 591 786
Msg609 585 617
Msg 1009 668 766
Msg1609 587 772
Msg1409 655 739
Msg809 699 795
Mbeaum09 1048 1088
Mlev09 1314 1352
Msol09 1049 1075
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2mC4 en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 134 200
Mhm1207 117 232
CSsg507 117 170
MmcO7 219 387
Msg1007 119 218
Msg707 132 187
Msg807 121 166
Mhm1307 99 215
Mhm607 107 342
Msg307 125 167
CShm 908 283 274
Mhm 1008 308 272
CSsg 1808 132 238
Msg 408 170 238
Msg 308 202 279
Msg 208 171 253
Mmv08D 307 317
Mmv08A 307 299
Mmv08C 307 322
Mmv0O8E 307 304
Mmv08B 307 327
MmvO08 Si 307 279
CSmv080 226 238
CS mv08A 226 259
CSmv08C 226 247
CSmvO08E 226 287
CSmv08B 226 282
Ms08si 116 162
Ms08F 116 123
Ms08P1 116 143
Ms08P2 116 130
Ms08FM 116 123
MmvO9H 491 1112
Mmv09I 491 807
Mmv09J 491 411
Mmv09F 491 457
Mmv09K 491 372
Mmv09L 491 663
Mlaf09 208 224
Msg109 163 347
Msg609 157 292
Msg 1009 189 312
Msg1609 161 299
Msg1409 173 283
Msg809 176 304
Mbeaum09 247 477
Mlev09 351 621
Msol09 242 359
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Annexe 5

Variations au cours FML de EEAB/AB (%)

Vins iC4 iCh 2mC4
Msg1807 22 21 20
Mhm1207 17 15 7
CSsg507 67 38 51
MmcO7 106 61 79
Msg1007 11 11 -7
Msg707 133 93 113
Msg807 27 36 27
Mhm1307 21 25 10
Mhm607 40 7 5
Msg307 35 34 31
CShm 908 9 4 5
Mhm 1008 1 6 4
CSsg 1808 -19 -12 -22
Msg 408 -18 -8 -16
Msg 308 -3 10 -5
Msg 208 23 -3 9
Mmv08D -56 -25 -44
MmvO08A -37 -2 -24
Mmv08C 35 -7 -25
MmvO8E -48 -15 -34
Mmv08B 24 -12 -20
Mmv08Si  -53 -33 -40
CSmv08O  -23 3 -18
CSmv0BA -22 -5 -17
CSmvO8C -24 -9 -20
CSmvO08E 21 -22 -22
CSmv08B  -40 -23 -36
Ms08si 11 8 10
MsO8F 3 15 8
Ms08P1 25 -24 -42
Ms08P2 -6 -7 -21
Ms08FM -29 1 -15
MmvO09H 2 3 7
Mmv09lI 54 82 80
Mmv09J 86 83 61
Mmv09F -26 -9 -6
MmvO09K 136 12 46
MmvO09L 242 26 102
MIlaf09 12 25 9
Msg109 -17  -22 -21
Msg609 -18 -23 -25
Msg 1009 -16  -11 -19
Msg1609 39 10 13
Msg1409 50 30 33
Msg809 5 10 3
Mbeaum09 13 9 5
Mlev09 22 21 20
Msol09 17 15 7
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Annexe 6

Annexe 6 : Bilan analytique de la FML sur les composés de la fraction

diacétyle en mg/l

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 2,9 9,2
Mhm1207 14 4,9
CSsg507 7,2 13,1
MmcO7 1,3 55
Msg1007 3,9 6,3
Msg707 11,4 8,3
Msg807 6,2 9,0
Mhm1307 14 3,5
Mhm607 1,3 3,7
Msg307 6,2 6,4
CShm 908 4,8 14,5
Mhm 1008 3,6 9,2
CSsg 1808 2,1 19,1
Msg 408 55 15,8
Msg 308 43 14,5
Msg 208 44 14,2
Mmv08D 8,3 12,1
Mmv08A 8,3 12,7
Mmv08C 8,3 11,0
MmvO08E 8,3 12,4
Mmv08B 8,3 11,0
MmvO08 Si 8,3 12,2
CSmv080 4,2 2,6
CS mv08A 4,2 51
CSmv08C 4,2 3,9
CSmvO08E 4,2 8,4
CSmv08B 4,2 3,6
Ms08si 41 4,6
MsO08F 41 9,2
MmvO09H 2,2 6,6
Mmv09lI 2,2 8,6
Mmv09J 2,2 11,7
Mmv09F 2,2 6,5
Mmv09K 2,2 13,8
Mmv09L 2,2 9,3
Mlaf09 11 3,2
Msg109 5,6 16,9
Msg609 6,3 13,4
Msg 1009 5,2 11,9
Msg1609 49 26,9
Msg1409 6,6 22,2
Msg809 10,9 25,6
Mbeaum09 1,0 1,8
Mlev09 1,0 1,6
Msol09 0,5 11

lactique
acétoine en mg/l
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 4,3 22,0
Mhm1207 6,7 22,7
CSsg507 8,1 22,6
MmcO7 6,2 17,1
Msg1007 6,6 22,2
Msg707 9,7 31,9
Msg807 12,6 27,0
Mhm1307 4,9 14,6
Mhm607 4,3 6,4
Msg307 7,9 28,5
CShm 908 36,2 73,2
Mhm 1008 21,0 43,1
CSsg 1808 6,1 19,6
Msg 408 8,4 28,2
Msg 308 91 33,8
Msg 208 9,7 31,0
Mmv08D 41,4 56,6
MmvO08A 414 51,9
Mmv08C 414 54,7
MmvO8E 41,4 23,0
Mmv08B 41,4 53,9
MmvO08 Si 414 57,7
CSmv080 79 10,7
CS mv08A 79 12,4
CSmv08C 79 9,6
CSmvO8E 79 15,0
CSmv08B 79 6,4
Ms08si 3.8 17,5
Ms08F 3,8 10,4
MmvO9H 11,8 25,6
MmvQ9l 11,8 25,2
Mmv09J 11,8 28,4
Mmv09F 11,8 26,4
Mmv09K 11,8 26,7
Mmv09L 11,8 27,2
Mlaf09 10,0 23,1
Msg109 3.5 11,7
Msg609 0,3 26,4
Msg 1009 1,3 11,8
Msg1609 2,6 16,0
Msg1409 2,9 16,5
Msg809 4,0 22,7
Mbeaum09 2,2 14,4
Mlev09 3,9 11,9
Msol09 3,1 9,3
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butan-2,3-diol en mg/I

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 72,0 85,2
Mhm1207 79,6 99,3
CSsg507 70,9 95,8
MmcO7 1014 102,2
Msg1007 83,2 88,3
Msg707 90,6 95,6
Msg807 93,5 82,9
Mhm1307 84,2 89,0
Mhm607 75,8 97,1
Msg307 74,0 95,9
CShm 908 207,9 188,6
Mhm 1008 180,2 209,3
CSsg 1808 180,5 156,0
Msg 408 226,2 171,2
Msg 308 236,7 2452
Msg 208 2194 244.0
Mmv08D 188,5 182,6
Mmv08A 188,5 189,8
Mmv08C 188,5 2125
Mmv08E 188,5 185,1
Mmv08B 188,5 2141
MmvO08 Si 377,0 399,1
CSmv080 122,0 235,2
CS mv08A 122,0 209,9
CSmv08C 122,0 234,9
CSmvO08E 122,0 198,8
CSmv08B 122,0 249,9
Ms08si 101,5 172,3
Ms08F 101,5 196,1
MmvO9H 448,3 4434
Mmv09I 448,3 440,3
Mmv09J 448,3 462,2
Mmv09F 448,3 448,6
Mmv09K 448,3 450,4
Mmv09L 448,3 453,8
Mlaf09 85,2 89,1
Msg109 72,4 75,0
Msg609 94 98,7
Msg 1009 62,8 76,5
Msg1609 79,3 18,1
Msg1409 129,2 114,2
Msg809 108,7 117,4
Mbeaum09 121,4 135,9
Mlev09 158,1 179,9
Msol09 1441 145,9

Annexe 6
méthylglyoxal en mg/I
Vins avant FML apres FML
Msg1807 0,22 0,34
Mhm1207 0,35 0,48
CSsg507 0,31 56,81
MmcO7 2,06 1,29
Msg1007 0,30 0,19
Msg707 3,16 0,45
Msg807 0,71 0,25
Mhm1307 0,18 0,33
Msg307 0,51 0,52
CShm 908 0,99 1,30
Mhm 1008 0,30 0,81
CSsg 1808 1,78 0,44
Msg 408 0,46 0,68
Msg 308 0,35 0,68
Msg 208 0,44 0,52
Mmv08D 0,35 1,10
MmvO8A 0,35 1,84
MmvO08C 0,35 0,80
Mmv08E 0,35 0,94
Mmv08B 0,35 1,35
Mmv08 Si 0,35 0,89
CSmv080 1,72 1,26
CS mv0O8A 1,72 0,83
CSmv08C 1,72 0,62
CSmvO08E 1,72 0,59
CSmv08B 1,72 2,59
Ms08si 0,87 0,80
MsO8F 0,87 0,67
MmvO9H 0,41 0,58
Mmv09l 0,41 0,49
Mmv09J 0,41 0,45
Mmv09F 0,41 0,35
Mmv09K 0,41 0,49
MmvO9L 0,41 0,47
Mlaf09 0,39 0,57
Msg109 0,33 0,52
Msg609 0,38 0,45
Msg 1009 0,44 0,39
Msg1609 0,42 0,49
Msg1409 0,48 0,63
Msg809 0,41 0,66
Mbeaum09 0,02 0,04
Mlev09 0,09 0,17
Msol09 0,03 0,04
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acétol en mg/l

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 23,8 20,9
Mhm1207 33,6 37,7
CSsg507 18,7 22,0
MmcO7 13,3 21,1
Msg1007 19,8 40,3
Msg707 57,2 37,6
Msg807 12,4 16,4
Mhm1307 25,2 28,9
Mhm607 30,3 20,6
Msg307 14,9 19,1
CShm 908 9,9 10,4
Mhm 1008 11,5 12,0
CSsg 1808 8,5 9,6
Msg 408 18,9 35,5
Msg 308 20,9 24,6
Msg 208 17,1 17,5
Mmv08D 16,3 25,9
Mmv08A 16,3 22,6
Mmv08C 16,3 22,0
Mmv0O8E 16,3 23,5
Mmv08B 16,3 22,7
Mmv08 Si 16,3 19,3
CSmv080 10,9 17,3
CS mv08A 10,9 25,8
CSmv08C 10,9 21,6
CSmvO08E 10,9 23,7
CSmv08B 10,9 13,5
Ms08si 3,1 9,0
Ms08F 3,1 75
Mmv09H 182,0 204,2
Mmv09I 182,0 181,2
Mmv09J 182,0 180,5
Mmv09F 182,0 188,6
Mmv09K 182,0 183,5
Mmv09L 182,0 184,2
Mlaf09 77,7 82,6
Msg109 2,7 1,5
Msg609 0,2 1,7
Msg 1009 0,8 1,9
Msg1609 4,7 12,0
Msg1409 8,3 12,0
Msg809 115 14,9
Mbeaum09 69,5 64,9
Mlev09 124,6 146,5
Msol09 82,7 67,3

Annexe 6

pentan-2,3-dione en mg/I

Vins avant FML apres FML
Msg1807 0,41 0,25
Mhm1207 0,17 0,05
CSsg507 0,58 0,33
MmcQO7 0,13 0,09
Msg1007 0,36 0,17
Msg707 0,21 0,14
Msg807 0,31 0,18
Mhm1307 0,19 0,06
Mhm607 0,23 0,14
Msg307 0,34 0,35
CShm 908 0,21 0,28
Mhm 1008 0,14 0,15
CSsg 1808 0,28 0,43
Msg 408 0,75 0,35
Msg 308 0,73 0,36
Msg 208 0,82 0,45
Mmv08D 0,11 0,35
Mmv08A 0,11 0,39
Mmv08C 0,11 0,40
Mmv08E 0,11 0,38
Mmv08B 0,11 0,39
MmvO08 Si 0,11 0,14
CSmv080O 0,22 0,16
CS mv08A 0,22 0,14
CSmv08C 0,22 0,15
CSmv08E 0,22 0,26
CSmv08B 0,22 0,18
Ms08si 0,85 0,48
Ms08F 0,85 0,80
Mmv09H 0,86 0,32
MmvO09l 0,86 0,34
Mmv09J 0,86 0,59
MmvO9F 0,86 0,61
Mmv09K 0,86 0,66
MmvO9L 0,86 0,44
Mlaf09 0,84 0,98
Msg109 0,57 0,49
Msg609 0,61 0,34
Msg 1009 0,56 0,68
Msg1609 0,69 0,55
Msg1409 0,62 0,32
Msg809 0,74 0,33
Mbeaum09 0,23 0,08
Mlev09 0,26 0,10
Msol09 0,13 0,04
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Annexe 7

Annexe 7 : Bilan analytique de la FML sur les composés soufrés légers,

I'éthanal et les alcools supérieurs

DMS en pg/l
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 3.4 3,7
Mhm1207 3,3 4,9
CSsg507 3,0 3,5
MmcO7 45 53
Msg1007 2,2 4,1
Msg707 2,7 4.3
Msg807 4,0 5,0
Mhm1307 3,3 54
Mhm607 3,0 3,7
Msg307 3,6 4,0
CShm 908 6,7 6,1
Mhm 1008 74 7,2
CSsg 1808 6,9 6,9
Msg 408 6,5 7,0
Msg 308 7,2 7,1
Msg 208 7,0 7,4
Mmv08D 7,6 79
Mmv08A 7,6 7,9
Mmv08C 7,6 8,1
MmvO08E 7,6 7,0
Mmv08B 7,6 8,2
Mmv08 Si 7,6 7,3
CSmv080 7,0 6,9
CS mv08A 7,0 7,7
CSmv08C 7,0 75
CSmvO08E 7,0 7,3
CSmv08B 7,0 7,2
Ms08si 13,4 17,6
Ms08F 13,4 15,5
Ms08P1 13,4 14,0
Ms08P2 13,4 13,6
MsO08FM 13,4 15,7
Mmv09H 3,7 51
Mmv09I 3,7 5,8
Mmv09J 3,7 4,0
Mmv09F 3,7 4,5
Mmv09K 3,7 3,7
Mmv09L 3,7 4,7
MIlaf09 3,1 2,9
Msg109 2,7 3,9
Msg609 2,5 3,6
Msg 1009 2,7 34
Msg1609 3,5 4.2
Msg1409 2,7 4,1
Msg809 3,0 3.8
Mbeaum09 19 2,7
Mlev09 2,0 2,7
Msol09 3,6 3,6

H,S en po/l
Vins avant FML aprés FML
Msg1807 2,3 2,2
Mhm1207 1,6 3,3
CSsg507 2,6 2,0
MmcO7 2,4 2,3
Msg1007 1,9 2,5
Msg707 2,3 2,5
Msg807 2,5 2,8
Mhm1307 14 2,5
Mhm607 2,3 2,2
Msg307 2,0 1,9
CShm 908 1,8 2,8
Mhm 1008 3,1 2,3
CSsg 1808 1,8 1,6
Msg 408 1,6 1,9
Msg 308 1,4 3,1
Msg 208 2,5 2,3
Mmv08D 0,9 1,2
Mmv08A 0,9 1,9
Mmv08C 0,9 1,7
Mmv08E 0,9 0,6
Mmv08B 0,9 15
MmvO08 Si 0,9 0,8
CSmv080 11 1,2
CS mv08A 11 1,3
CSmv08C 11 1,2
CSmvO8E 11 1,0
CSmv08B 11 1,0
Ms08si 4,5 2,8
Ms08F 4,5 1,9
Ms08P1 45 ng
Ms08P2 45 ng
Ms08FM 45 ng
Mmv09H 2,7 4,0
MmvO09lI 2,7 6,3
Mmv09J 2,7 3,7
Mmv0O9F 2,7 4,9
Mmv09K 2,7 3,2
Mmv09L 2,7 2,7
Mlaf09 3,6 2,4
Msg109 2,0 2,6
Msg609 2,8 2,4
Msg 1009 2,4 1,6
Msg1609 3,2 2,9
Msg1409 3,2 4,1
Msg809 3,2 2,9
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Ethanal en mg/I

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 11,5 15
Mhm1207 12,2 3,6
CSsg507 1,9 0,0
MmcO7 9,8 51
Msg1007 6,6 2,3
Msg707 17,7 1,7
Msg807 10,5 1,8
Mhm1307 12,0 2,6
Mhm607 23,6 4,5
Msg307 7,3 2,3
CShm 908 23,3 11,1
Mhm 1008 15,2 7,9
CSsg 1808 41 2,1
Msg 408 25,2 3,3
Msg 308 10,9 7,4
Msg 208 4,6 8,0
Mmv08D 14,6 3,7
Mmv08A 14,6 4,3
Mmv08C 14,6 7,2
MmvO08E 14,6 5,9
Mmv08B 14,6 8,2
Mmv08 Si 14,6 48
CSmv080 1,6 2,0
CS mv08A 1,6 2,1
CSmv08C 1,6 2,6
CSmv08E 1,6 2,7
CSmv08B 1,6 2,3
Ms08si 15,3 9,6
MsO08F 15,3 4,6
Ms08P1 15,3 6,0
Ms08P2 15,3 6,2
Ms08FM 15,3 7,5
Mmv09H 66,9 49,4
MmvO09l 66,9 52,4
Mmv09J 66,9 64,2
Mmv09F 66,9 55,3
Mmv09K 66,9 57,3
Mmv09L 66,9 58,9
Mlaf09 45,1 14,5
Msg109 19,6 18,7
Msg609 19,0 19,0
Msg 1009 16,2 15,9
Msg1609 17,4 19,2
Msg1409 17,4 18,0
Msg809 14,0 19,3
Mbeaum09 21,5 8,0
Mlev09 14,4 18,6
Msol09 19,7 10,2

Annexe 7

Alcools supérieurs totaux en mg/I

Vins avant FML aprés FML
Msg1807 518 502
Mhm1207 430 451
CSsg507 589 575
MmcO7 406 392
Msg1007 472 496
Msg707 486 465
Msg807 538 492
Mhm1307 428 409
Mhm607 379 393
Msg307 478 489
CShm 908 485 489
Mhm 1008 452 434
CSsg 1808 489 523
Msg 408 480 544
Msg 308 474 433
Msg 208 467 497
Mmv08D 372 333
MmvO08A 372 377
Mmv08C 372 360
MmvO08E 372 358
Mmv08B 372 536
Mmv08 Si 372 350
CSmv080 472 507
CS mv08A 472 542
CSmv08C 472 421
CSmvO08E 472 523
CSmv08B 472 668
Ms08si 476 457
Ms08F 476 464
Ms08P1 476 452
Ms08P2 476 467
Ms08FM 476 462
MmvO09H 127 135
MmvO09l 127 132
Mmv09J 127 140
MmvO9F 127 136
Mmv09K 127 136
MmvO09L 127 137
MIaf09 330 330
Msg109 653 650
Msg609 639 632
Msg 1009 616 636
Msg1609 620 663
Msg1409 637 627
Msg809 589 688
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